DIAGNOSTICO DE LA CEPA EVF. COMO VIRUS DE LA
ESTOMATITIS VESICULOSA

por H. ALMANZA REYES

INTRODUCCION

Hl presente trabajo tiene como objetivo el de aclarar uno
de los problemas que encierra en nuestro pais la Kstomatitis
Vesiculosa; con é queda plenamente demostrado que la cepa
sometida a estudio pertenece a la especie del virus filtrante de
dicha entidad; adem#s se hacen algunas anotaciones con respec-
to a la mutacién que sufre de epiteliotropo a neurétropo, como
también de la mutacién inversa de neurdtropo a epiteliotropo.

Se ha designado la fuente de virus usada con el nombre de
cepa WVFE., para aclarar que se trata de un material de estoma-
titis vesiculosa procedente de Florida, Valle.

En la presentacion del trabajo se ha seguido una linea de
exposicién encaminada a cubrir los campos que limitan estre-
chamente con el diagnéstico diferencial, sin intervenir en nada
con la preveneién o el tratamiento; en cuanto a la sintomatologia
se anotan los datos observados por el doctor Rafael V. Reyes
en la epizootia del Valle, en 1943, dandoles primacia por su exac-
titud como por la variacidon que ellos tienen en algunos puntos,
con los que los autores extranjeros traen para esta enfermedad.

Aclaramos que en este estudio sblo se trabajo con una fuen-
te, y que para excluir totalmente las otras dos enfermedades que
se tratan en el presente trabajo, serian necesarios posteriores es-
fuerzos en el mismo sentido hasta cubrir todos los campos, de
manera de poder hablar con entera seguridad.
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HISTORIA

La enfermedad fue primero observada en 1884 en Sur Afri-
ca por Hutcheon y en 1898 en el mismo lugar por Theiler. Du-
rante la primera guerra mundial fue llevada a Furopa con los
caballos de las fuerzas expedicionarias canadienses y america-
nas, siendo comprobada en I'rancia por Jacoulet, en Italia por
Mori y en Inglaterra por Gregg. Si existia o no en Europa antes
de 1914 no se sabe bien; después de la conflagracién desaparece
la estomatitis vesiculosa de Furopa. Fin los Estados Unidos, segiin
J. R. Mohler se la observd ocasionalmente antes de 1916 (2).
Hn septiembre de este ailo se hizo prevalente en Nebrasca, South
Dakota, Colorado y Wyoming; presentindose primero en una
ostacién de remonta entre caballos y mulas que habian sido con-
centrados para enviarlos a Kuropa con destino a los cjéreitos
francés e inglés durante el primer conflicto mundial. La enfer-
medad pronto estallé en Francia en estos mismos animales, que
se suponen algunos fueron llevados estande en periodo de incu-
bacion (?). Posteriormente se han presentado epizootias, en
1925 en New Jersey; en Virginia y West Virginia en 1934 y cn
1935; en South Dakota v Minnesota y Wisconsin en 1937; estos
brotes han desaparecido sin ninguna medida preventiva.

En Colombia la estomatitis vesiculosa hizo su aparicién
hace mas de 25 afios. De acuerdo con datos existentes en los ar-
chivos del Departamento de Ganaderia y gentilmente suminis-
trados por el doctor Rafael V. Reyes, antiguo jefe de la Seccion
de Sanidad, podriamos trazar la historia de la enfermedad, si-
guiendo una linea cronoldgica, en la siguiente forma:

1919: en bovinos, por J. Velasquez Q., en Antioquia.

1929: en equinos y bovinos, R. V. Reyes, en el Huila.

1930—-1931: en equinos y bovinos, Arenas, en el Huila.

1930: en equinos y bovinos, informaciones de los ganaderos
de Santander, (C.)

1931--1932: en equinos y bovinos, en forma epizoética en
los Tlanos Orientales.

1932: en bovinos, por R. V. Reyes, en Cali.

1932: en bovinos, por H. Bonilla G., en Ibagué.

1933: en equinos, por R. V. Reyes, en El Banco.

1934: en equinos y bovinos, por R. V. Reyes, en el Magda-
lena y Atlaatico.

1934: en equinos y bovinos, en forma epizodtica, por J. Al-
bornoz en La Mesa (Cund.)
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1937: en bovinos, por Francisco Perlaza, en Buga.

1939: en equinos y bovinos, por Marulanda, en el Huila.

1939: en equinos y bovinos, por Perlaza, en el Valle y Norte
del Caueca.

1940 : en equinos y bovinos, por Moreno F., en ¢l Valle de
Tenza.

1940: en equinos y bovinos, por Zapata y Valenzuela, en
Caldas (Antioquia).

1940: en cerdos, primer informe sobre presentacion de esta
cspecie, por Perlaza, en Tulua.

1941: en equinos y bovinos, por J. J. Cafién, en Corozal.

1941: en equinos y bovinos, en forma epizodtica, por R. Cai-
cedo, en la Sabana de Bogota, Sesquilé.

1941—1942: en equinos y bovinos, en forma epizodtica, en
el Magdalena, Santander, Antioquia, Tolima y Llanos Orientales.

Por lo que antecede vemos perfectamente que la distribu-
cion de la estomatitis vesiculosa en el pais es generalizada, va
que s6lo en tres departamentos, Caldas, Santander del Norte v
Narifio, no existiria tal entidad (el doctor Elberto Tovar, en
informe personal, me dice haberla observado en el aho de 1940
en las regiones de Manizales, Villa Maria, Risaralda y Anserma,
(Paldas, en equinos, bovinos y cerdos) ; debo aclarar que la salve-
dad hecha para las antes mencionadas secciones del pais no se
debe tomar como categérica, pues si bien es cierto que no hay
datos sobre la existencia de cstomatitis vesiculosa, bien puede de-
berse a fallas en los datos remitidos por los veterinarios see-
cionales. )

Ademas se puede deducir que para los afios de 1940 v 1941
la enfermedad se presenté con una incidencia y caracteres ver-
daderamente alarmantes. Siguiendo atentamente su presentacion
en relacién con la fecha de aparicién en los diferentes puntos del
pais, se ve como se presentaron dos focos primarios: uno en el
Huila, en el afio de 1929, ¥ otro en el Banco, en 1933; del priniero,
en el Huila, se propagé en direceion N. O. al Cauca y Valle; hacia
¢l Norte pronto se comprob6 en el Tolima en 1932, mientras que
en direccion N. K. pas6é a los Llanos Orientales, de donde si-
guiendo al Norte pudo pasar a Boyaca y luégo posiblemente a
Santander y Antioquia. Desde el segundo foco primario, el del
Banco, 1933, podriamos seguir mas facilmente su propagacion;
asi un afio después es observada en el Atlantico a la vez que mas
generalizada mas al Norte de El Banco; para el afio de 1940 la
vemos en forma epizodtica en toda la costa atlantica. Las ante-

20
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riores consideraciones son desde luégo puramente especulativas,
pero bien podrian ajustarse a la realidad dadas las condiciones
de transmisibilidad y los caracteres de la enfermedad.

Es interesante el dato remitido en el afio de 1940 por el doe-
tor Francisco Perlaza S., referente a la presentaciéon de la esto-
matitis vesiculosa en los cerdos, ya que, como veremos mas ade-
lante, la infeccién natural del cerdo por el virus es considerada
como la excepeion.

Interesantisimo es el observar edmo el investigar la etiolo-
gia de una enfermedad infecto-contagiosa conduce a ciertos con-
ceptos que posteriorinente pareceran ridiculos; la primera infor-
macién sobre la existencia de la estomatitis vesiculosa en los Es-
tados Unidos fue hecha en el nimero de diciembre 30 de 1915 del
Recueil de Medicine Veterinaire, por Jacoulet, y la referia como
estomatitis erosiva de los caballos procedentes de América v de
causa indeterminada; decia también que los veterinarios ameri-
canos la conocian y la achacaban al hecho de que los caballos
lamian el revestimiento de cal de las paredes. El Instituto Pas-
teur, llamado en ayuda, fracas6é en demostrar la transmisibilidad
de caballo a caballo. Achacése, pues, al heno llevado desde Amé-
rica, el cual, sc decia, estaba miedtico. Tres bacteridlogos del
¢jéreito franeés tomaron sangre y liquido de las vesiculas del
caballo enfermo con idénticos resultados negativos. En el nimero
de febrero de 1916, de la revista antes mencionada, Vigel decia
que la enfermedad era francamente contagiosa v poco después lo
probaba categdéricamente.

EPIZOOLOGIA

Se entiende por estomatitis vesiculosa una entidad patolé-
gica infecto-contagiosa, denominada comtmmente estomatitis
pseudo-aftosa o mal de tierra, y caracterizada por fiebre v la
formacién de elevaciones de la capa epitelial con acumulacién de
fluido debajo de ella, en los labios, mucosa de los carrillos, su-
perficie y bordes de la lengua, en el rodete coronario de los equi-
nos y bovinos, como en el espacio interdigital de estos dltimos;
en las vacas hay presentacion de las vesiculas en los pezones de
la ubre.

La afeccion es considerada por los autores extranjeros Hu-
tyra y Marek, Hagan, como prevalente en los equinos y en menor
grado en vacunos; entre nosotros se la considera mas prevalente
entre los ultimos. El cerdo es naturalmente resistente (3, 4, 5,
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6, 7), lo mismo que las cabras. De los animales de laboratorio
son susceptibles el cobayo, el conejo y el ratén; los dos dltimos
necesitan especialmente cepas adaptadas al cobayo para el cone-
jo (8), v con cejas neurotrdpicas para el ratén (6). Segun infor-
me verbal, del doctor Tovar, en la epizootia del afio 1942, en los
Llanos Orientales, los ganaderos de la regiéon de Feliciano, al
sur de la poblacién de Arauca, observaron lesiones muy senie-
Jantes a las de la estomatitis vesiculosa en los venados que caza-
ban o encontraban muertos.

Il contagio de la enfermedad se considera como directo de
los animales enfermos a los sanos (4); hasta ahora no se ha de-
signado ningtn papel de importancia a agentes intermediarios.
Su contagiosidad es mucho menor que la de la fiebre aftosa y
se asemeja bastante a la del exantema del cerdo.

Fin cuanto a los datos existentes en nuestro pais haré refe-
rencia a quellos recogidos por el doctor Rafael V. Reyes en la
altima epizootia de 1943, e¢n el Valle del (fawea (1), que por su
exactitud como por la gran personalidad cientifica de su autor
los hac suficientemente completos para servir de base en la
apreciacion del estado de la enfermedad en Colombia: la infee-
¢ién parcee verificarse por via digestiva, intradérmica o sub-
cutanea: escoriaciones en boca, mamas, pezones o pezuias v cas-
¢os. Se presenta en tierras humedas coincidiendo su incidencia
con las primeras lluvias del invierno y la inundacién de corrales
v tierras bajas; cs menos tfrecuente en el verano asi como cn
sabanas de pastos naturales y regiones secas. Su difusion indi-
recta se verifica por las aguas estancadas, los utensilios, aperos,
arnesés, las manos de los ordefiadores, los transportes no contro-
lados de animales enfermos, o de sanos en vehiculos no desinfee-
tados donde se havan movilizado estos nltimos.

Debido a presentaciones observadas en hatos o rebafios ais-
lados de todo contagio directo y manejados por hombres que
tampoco han estado en contacto con animales enfermos, se le ha
imputado papel de significacion a agentes intermediarios, tales
como moseas, aves o animales salvajes; a la luz de los actnales
conocimientos, tal papel seria esencialmente meecanico mas que
de agentes intermediarios bioldgicos, como lo observado en otras
enfermedades a virus: encefalomielitis equina, exantema vario-
loso del cerdo, ete.

La presentacion de la enfermedad estd en relacion con los
siguientes porcentajes: en vacunos, donde es mas alta, con un
promedio del 257 ; en los equinos es variable, pues mientras en
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algunas regiones no se¢ registran casos, en otras alcanza a un
509 con un promedio del 109, ; en porcinos, donde tiene la menor
incidencia, llega al 59,. Con respecto a estos ultimos falta saber
31 en realidad se trata de la estomatitis vesiculosa o de otra en-
tidad patolégica como el exantema vesiculoso del cerdo, lo que
es muy probable, o la viruela porcina, ya que como vimos atris
esta especie no es susceptible naturalmente a la infeccién. Los
porcentajes sacados de la presentacién en el Valle, nos demues-
tran la importancia de las condiciones higiénicas en el ordeiio
para impedir el contagio de la estomatitis vesiculosa; asi tene-
mos en el ganado bovino:

PRESENTACION EN ¢ DE INCIDENCIA:

Orden de Infeccion Y% Mdzximo % Minimo Promedio

12 {Vaeas en ordefio 100 10 60
20 |Vacas paridas pero no en 20

ordefio 75 6

Vacas horras 20
39 [Terneros mamones 75 6
42 |Ganado de engorde 50 -— 5
59 |Ganado de levante 20 — 5

Kl periodo de la incubaciéon natural parece ser de 24 horas y
se presenta brusca y simultdneamente en varios animales de la
misma hacienda.

Las lesiones se localizan en la boca, ubre y extremidades de
los bovinos, en boca y extremidades en los caballos, mulas vy
asnos, dominando una u otra localizacion; en los cerdos (?), prin-
cipalmente en las extremidades y también en el borde superior
del hocico, alrededor de las narices y labios. Los ganaderos in-
forman sobre presencia de lesiones en el ano, vulva v ojos de los
vacunos.

En los bovinos hay una elevacion de la temperatura de medio
a un grado centigrado, no constante en el periodo inicial; a veces
no se la observa en animales con vesiculas formadas, pero si en
otros con vesiculas ya rotas. Kl enfermo se presenta triste, eri-
zado, inapetente. Hay ptialismo acentuado, fluyendo la saliva de
la boca en forma de hilos con consecuente chasquido y paladeo,
sin masticacion. En la boca aparecen las vesiculas, que varian en
ndmero y tamaio y que se pueden presentar aisladas, o conflu-
yven para formar una sola que al exfoliarse da una tlcera de gran
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tamafio; estas lesiones se presentan principalmente en la cara
dorsal de la lengua, en el paladar, en la cara interna de labios v
carrillos, vy a veces se extienden sobre el hocico. Las vesiculas
son de caracter rapido y transitorio, aparecen en las primeras
48 horas de la enfermedad, exfoliando inmediatamente, presen-
tandose la cubierta en forma de colgajos que se desprenden y a
las 24 horas va soOlo se advierten dleeras de bordes irregulares
que se recubren con una pseudo-membrana amarillenta de olor
desagradable. Ludgo sobreviene el periodo de cicatrizacion que
comprende unos diez dias, siendo asi de 12 a 15 el curso total de
la afecciéon bucal. Las lesiones de la ubre y las podales son con-
secutivas a las bucales, siendo las primeras posiblemente secun-
darias, va que ni los animales no ordebados ni los horros las
presentan. Hay vesiculas en los pezones formandose sobre la
tleera consecutiva a la exfoliacion, una costra rojo-negruzca,
dura v retraida que sangra con facilidad; la cicatrizacién toma
unos 60 dias variando segin el traumatismo infligido por el or-
defio diario. En un 809, de los casos en que hay lesiones de la
unbre, hay inflamacién de las mamas correspondientes con la lo-
calizaciéon y extension de las lesiones en los pezones respectivos
v en un 1097 se presenta mamitis franea, con un 89, en que se
pierden uno o varios cuartos.

Las lesiones de las extreinidades se presentan en el rodete
coronario de equinos, bovinos v cerdos (?), v en el espacio inter-
digital de los Oltimos; se presentan congestionados, seguidos de
excoriaciéon sin afeccion del podéfilo; la tapa del casco se des-
prende parcialmente y en los cerdos las lesiones se propagan a
veces a todo el pliegue de la cuartilla. La cojera ces intensa, v la
reposicién demora de 15 dias a un mes, variando segun las con-
diciones higiénicas existentes.

La mortalidad registrada por esta entidad es nula en todas
las especies atacadas; se pueden presentar decesos debido a
afecciones concomitantes, jugando en estos casos la estomatitis
vesiculosa. un papel predisponente o debilitante. En el laboratorio,
con cepas ya pasadas varias veces por cobayo, se observa un
aumento de virulencia, aceptandose como porcentaje de mortali-
dad en estos animales el de 1% ; sin embargo, como veremos mas
-adelante, con la cepa a que este trabajo se refiere se observd una
mortalidad muy alta en cobayo.
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AGENTE CAUSAL

El agente etiologico fue demostrado como perteneciente a
la categoria de virus filtrante en 1926 por Olitsky, Traum y
Schoening (9). Catalogado como un epiteliotropo, después se
prob6 que podia mutarse a neurétropo. Se le encuentra presente
en la linfa de las vesiculas, en la cubierta epitelial que la recubre,
en la saliva infectada con linfa de las vesiculas rotas. En la ino-
culacién experimental del cobayo se ha conprobado su presencia
en el torrente circulatorio 20 a 24 horas después de la inoculacion
intradérmica en la superflcle plantar.

Su tamafio varia entre 74 a 80 wilimicras, cuando es med1d0
por el método de centrifugacion, habiendo sido calculada su den-
sidad de 1.20 y 1.30 respectivamente. Galloway y Elford en 1933
calcularon por ultrafiltracién su tamano en 70 a 100 milimicras;
en 1935 Bauez v Cox por el mismo método encontraron idénticos
resultados; en 1936, Levaditi, Paie, Kranssnoff y Voet, encon-
traron por ultrafiltracion los valores de 60 a 90 milimicras. Fi-
nalmente, en 1937, Kalloway v Elford encontraron los tamaifios y
densidades dados en primer término y caleularon el tamafio
medio en 85 milimicras.

Su pluralidad antigénica esta de acuerdo con lo que parece
caracteristico de los virus vesiculosos; asi el de la fiebre aftosa
presenta los tipos O, A y C; el del exantema vesicular del cerdo
presenta hasta ahora cuatro tipos A, B, C y D. En la estomatitis
vesiculosa se han demostrado dos tipos de virus diferentes anti-
génicamente : uno el tipo Indiana, aislado por Cotton, en epizootia
de mayo 1925; el otro tipo New Jersey, aislado en septiembre
del mismo afo de una epizootia en ese lugar. D. H. Udall en su
obra The practice of Veterinary Med@cme, 1943, trae un tercer
tipo antigénico que denomina tipo California, aislado de una epi-
zootia de estomatitis vesiculosa en el cerdo, bastante sospechosa
de fiebre aftosa. Estudios posteriores de J. Traum y H. W.
Schoening (5) demuestran que en realidad se trata de una enti-
dad absolutanmente diferente: el exantema vesicular del cerdo.
Anteriormente, en 1937, A. B. Crawford (10) habia aclarado
este hecho, y el doctor 0. Waldmann, la méas alta autoridad ale-
mana en fiebre aftosa, en 1933 habia diferenciado ampliamente
la cepa California del virus de la fiebre aftosa, y en cuanto a
pruebas de inmunidad cruzada con los tipos de estomatitis vesi-
cular, encontré un resultado de 2/7 para el tipo New Jersey, y
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de 1/4 para el Indiana. Asi, pues, en resumen sélo se aceptan dos
tipos antigénicos del virus de la estomatitis vesiculosa

"De acuerdo con Olitsky, Traum y Shoening, el virus es fil
trable en discos Seitz, en bujias Berkefeld V., y N, y en bujias
Chamberland L3, y L7; con relaciéon a la Chamberland L11, ellos
encontraron que el virus electropositivo no atravesaba este tipo
de bujia, pero que si se le cambiaba a electronegativo pasaba
facilmente; para esto, Olitsky (8) recomienda usar un pH de
8,5 con lo cual se consigue filtracion en Chamberland 1L11.

Con material filtrado de las vesiculas en la infeccién artifi-
cial del cobayo, linfa, se ha conseguido la D. M. I. (dosis minima
infectante), para cobayo a la dilucién 10-7.. La sangre, 20 a 24
horas después de la inoculacién intradérmica, ha dado titulos en
el cobavo de 2.000 a 200.000 D. M. 1.

La vitalidad del virus estd en relacién al pH del medio en
que se cncuentra, variando grandemente. Asi, de acuerdo con
Olitsky, se sabe que a una temperatura de 37° C. el virus perma-
nece vivo por 52 horas a un pll de 7.2-7.5-7.6, pero es inactivado
por un pH de 6.8 o de 8.0. Sélo aquellos que estuvieron en un pH
de 7.5-7.6 estaban activos al final de un periodo de 100 horas.

Respecto a los agentes virucidas, el material infectante se
comporta diferentemente segun se trate con aquellos que coagu-
lan la albimina, o con los que no la coagulan. En el caso de al-
cohol, éter, cloroformo, glicerol, bicloruro de mercurio o acido
fénico, coagulan las proteinas del inedio en el cual el virus esta
suspendido y lo protegen de la accién directa del agente; pero
“s1 la coagulacién se evita por medio de sustancias como hidréxi-
do de soda al 1-2%, o hipoclorito de sodio (antiformina), al 1,
¢l virus se pone en contacto directe con el desinfectante, pere-
ciendo rapidamente. Asi, el virus permanece viable 24 horas en
aleohol al 609, pero si se afiade hidréxido de sodio al 1:5.000
(a este titulo el virus resiste la base sédica por 24 horas), es des-
truido en un minuto.

Kl hidréxido de sodio al 29, destruye el virus en un minuto.
El bicloruro de mercurio al 1:1.000, el acido fénico al 1%, el
cresol al 39, no lo destruye en 6 horas. Una mezcla de cresol al
3%, mas de 19, de hidréxide de sodio lo mata en un minuto.

En glicerina al 509, con buffer y a un pH de 7.5 se conserva
viable por 1o menos por cuatro vy medio meses, cuando se le guar-
le gnarda a temperatura de 4 a 6 grados centigrados.

Experimentos han demostrado que las cubiertas de las vesi-
culas se han conservado virulentas en suelos guardados por 31
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dias de 4 a 6 grados centigrados, o a 20 grados centigrados si
se les conserva humedas o desccadas.

Uno de los problemas que mas se han tratado de descifrar
en las enfermedades a virus filtrantes es el que concierne a la
mutacién de una especie determinada en un tipo especial, que
sin variar en sus caracteres antigénicos, posce cualidades pato-
génicas diferentes a aquellas del que le dio origen; este fend-
meno, conoeido también en relacion con las bacterias en las cuales
tenemos el cjemplo ampliamente conocido de la cepa N. 19 de la
Br. abortus, representa una nueva fase en la epidemiologia de
las enfermedades por virus v entraiia, en el virus de la fiebre
amarilla por ejemplo, una arma poderosisimna para su prevencion.

En 1930 M. Theiler (11) informaba que el virus de la fiebre
amarilla, organotropo en esencia, podia ser alterado por el pase
intracercbral de raton; después el virus fue modificado por cul-
tivo en tejido, y asi se formo la nueva cepa 17D, que sin poseer
el poder patégeno de la cepa que le habia dado origen, en cam-
bio conservaba sus caracteres antigénicos inmodificables, dando
asi Inmunizacién cruzada. Posteriormente el mismo Theiler, in-
formaba que habian sido negativos los resultados en los esfuerzos
por repetir la mutacién aplicando los mismos principios que en
la mutacién de la 17D ; asi, pues, a pesar de haber sido obtenido
un medio eficiente de vacunacién contra una enfermedad infec-
ciosa por virus, el mecanismo intimo de la modificacion sigue
siendo absolutamente desconocido.

Ultimamente W. M. Stanley (12), ha venido estudiando el
problema desde el punto de vista de la estructura quimica de los
virus y sus variaciones con la mutacién. Stanley concluye dicien-
do que hay una relacion directa entre la estructura quimica v la
mutacion, la cual va acompafiada por cambios en dicha estrue-
tura. El cambio sc¢ manifiesta por alteraciones en las cantidades
relativas de determinado amino-acido y otras veces por la pre-
sencia de un amino-acido enteramente nuevo, deduciéndose que
tales alteraciones van asociadas a la sintesis misma de la par-
ticula virus en su multiplicacién. Sin embargo, Stanley termina:
la naturaleza de estos cambios no se conoce.

En 1934 Peter K. Olitsky, Herald Cox y J. T. Syverton
(13) demostraron la mutacion del virus de la estomatitis vesi-
culosa, dermétropo esencialmente, en un tipo neurétropo que
producia sintomas nerviosos de encefalitis en cobayos, conejos,
ratones v monos. Como agente de mutacién se usé el cambio de
via de infeccidn; asi se demostrd que las vias intracraneal, intra-
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nasal y subcutinea, fueron positivas en ratén; en el cobayo sélo
la intracraneal fue efectiva v con la intradérmica en el cojinete
plantar, s6lo se consiguieron sintomas locales sin manifestacion
nerviosa; el conejo vy el mono se mostraron susceptibles a la
inoculacién intracerebral, aunque el segundo tuvo un curso mas
lento. En el mismo trabajo se demostré que la mutacién no alte-
raba los caracteres antigénicos del virus y por prueba de inmu-
nidad con el virus de la encefalomiclitis equina no se obtuvo pro-
teccion eruzada. Como veremos en la parte experimental, hemos
obtenido idénticos resultados con nuestra cepa, ademéas de un
ensavo por demostrar, la mutaciéon en especie de campo, caballo,
que fue negativo, si bien puede deberse este resultado al hecho de
s0lo haber usado un solo animal.

Kl virus de la estomatitis vesiculosa, como todos los agentes
pertenecientes al grupo filtrable, s6lo se multiplica dentro de
la célula viva, por lo cual su cultivo fuéra del organismo de las
especies susceptibles se hace en cultivos de tejido vivo o en el
embrion de pollo.

Los primeros esfuerzos para su cultivo los realizaron Carrel,
Olitsky v Long en 1928 (14), utilizando medula ésea o embrién
de cobayo puestos en suspension en liquido Tyrode méas plasma;
la incubaciéon fue a 37 grados centigrados por 7 a 10 horas. Des-
pués en 1933 Cox, Syverton y Olitsky utilizaron tejido de em-
brién de pollo en liquido Tyrode, con pases cada tres horas, al-
canzando actividad del cultive para ratén hasta el deciochoavo
pase. En el mismo aito Cox y Syverton lograron por el mismo
método anterior 35 pases en una cepa vy 58 en otra, siendo activa
a las diluciones de 10-5 v 10-6, respectivamente. En el mismo aiio
de 1933 Burnet v Galloway efectuaron el primer cultivo en la
membrata corioalantoide del embrién de pollo, obteniendo hasta
el quinceavo pase. En fecha mas reciente aparece el trabajo de
Ervin A. Eichhorm y Chester A. Manthei (15), en el cual se ana-
lizaron varios de los puntos mas destacados sobre el cultivo del
virus en el embriéon de pollo. Lia técnica usada fue la de saca
aéreo artificial, con inoculaciéon de 0.02 cc. de la suspension del
virus en éste; sellado con cera ¢ incubacién de 40 a 48 horas a
26.4 grados centigrades. Las conclusiones a que llegaron estos
investigadores son de interés practico: '

1°.—Fl virus secado al vacio y guardado en refrigeradora es
viable por lo menos por cinco meses;

2°—Hl virus de la estomatitis vesiculosa puede ser usado
en la membrana y en el embrién de pollo.
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3°—Los embriones de once dias son los mejores para su
propagacién, con 40 a 48 horas de incubacién para la mejor pro-
duceién del virus en el huevo.

4°—La virulencia aumenta con los pases sucesivos por
embrién.

5°.—El virus propagado por embrién es idéntico al de pases
por animal.

Al mismo tiempo, parece que en este caso como en algunos
otros de cultivo de virus en embrion de pollo, se necesita de un
periodo de adaptacién del virus al tejido del embrién, siendo en
el caso de la estomatitis vesiculosa entre la cuarta y octava ge-
neraciones.

INMUNIDAD

Aunque todavia no tenemos conocimientos completos sobre
la naturaleza y biologia de las particulas virus, si hay un hecho
que la practica y la experimentacion ensenan, y es el de que los
virus filtrables son antigenes, incitando la formaciéon de anti-
cuerpos especificos que neutralizan in vitro la accién patégena
del virus que les dio origen. Hay sin embargo una diferencia
entre estes anticuerpos y los incitados por la penetraciéon paren-
teral de bacterias; los estudios verificados en poliomielitis por
E. W. Schultz, en influenza de las aves por C. Todd, y en viruela
por A. B. Sabin, demuestran que los cuerpos de protececién o
anticuerpos contra los virus filtrables no forman compuestos
estables con los virus ni los destruyen; parece més bien que se
interponen entre el virus y la célula susceptible. Estamos, pues,
en presencia de un fendémeno inmunolégico en el cual el agente
atacante y la sustancia protectora coexisten en el mismo hués-
ped variando el resultado final: infeccién o inmunidad, segin la
prioridad con que uno de los dos, particula virus o anticuerpo,
entren en contacto con la célula susceptible; si tenemos en cuenta
el caracter patogénico de los virus filtrables, esencialmente intra-
celular, obtendremos como resultado que los antisueros tienen
un valor esencialmente preventivo, y muy bajo curativo. Méas
aun, que una vez establecida la afeccién celular, el uso de tales
antisueros es absolutamente negativo.

En la inmunidad activa en las enfermedades a virus, hay
todavia mucho por conocer, lo cual ha conducido légicamente a
polémicas en las que los diversos autores traen argumentos en
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pro o en contra de determinado principio; entre ellos el de mayor
importancia concierne con el caracter que debe llenar el agente
usado como antigeno inmunizante. Mientras que Hans Zinsser
(16) establece el hecho de que ‘‘es ya imposible o extremamente
dificil inmunizar contra cualquier infecciéon con virus muertos’’,
por otra parte podriamos citar las vacunas contra la rabia tra-
tadas por el fenol, las vacunas contra la encefalomielitis equina
tratadas por formalina y la vacuna contra el hog-chollera tra-
tada por el cristal violeta, vacunas éstas que se suponen comple-
tamente a virus muerto. Lo que si se acepta como hecho cierto en
cuanto al comportamiento de este tipo de vacunas, es el de que
la. concentracion del virus en el material usado para la prepa-
racién tiene una marcada influencia sobre su caracter protector;
también tiene influencia el método usado para matar el virus;
hasta ahora el mejor producto usado para este fin es el formal-
dehydo en solucién acuosa, el cual preserva casi invariables las
propiedades antigénicas de los virus filtrables.

En el caso concreto de la estomatitis vesiculosa se observa
una inmunidad activa adquirida aproximmadamente de un afio en
los animales que recobran de la infeccién. Kxperimentalmente
este hecho es evidente en animales de laboratorio y, mas aun, los
cobayos pueden ser inmunizados pasivamente con suero de ani-
males convalecientes. Con respecto a inmunidad natural en las
especies susceptibles debida a los factores de edad, sexo, raza o
estado fisiolégico, no se conocen en la practica hechos que de-
muestren su existencia, v los unicos datos experimentales se re-
fieren a la resistencia que presentan ratones adultos a la infec-
cién nerviosa periférica con la variante neurédtropa del virus,
Sabin y Olitsky (17).

De acuerdo con el curso benigno de la infeccion por virus
de la estomatitis vesiculosa, con las grandes pérdidas econdémicas
que representa su presentacién, derivadas de la baja produccién
lechera, inhabilidad para el trabajo e inutilizaciéon de algunos
animales por secuelas, se deduce que la inmunizacién activa es
la de mayor aceptacion en la practica. Esta se lleva a cabo con
el uso de vacuna formolada, la cual es obtenida de cultivos en
embrién de pollo con la técnica descrita anteriormente. Como
base de esta inoculacién se deben emplear los tipos homélogos
existentcs (el Indiana, o el New Jersey). En Colombia la vacu-
nacién se ha llevado a cabo con vacuna preparada por el Instituto
Behring, de Bogota, con cepas locales; de los datos que poseo al
respecte se desprende que la vacunacién ha dado excelentes
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resultados cuando es usada en la regién de donde provenia la
cepa usada para la manufactura.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Indudablemente, se¢ debe establecer como sistema el hacer
diagnédstico diferencial de todas las eepas que llegaren al labora-
torio con el objeto de establecer de una vez por todas cual o
cuales entidades patoldgicas existen en Colombia, que se mani-
fiestan sintomatolégicamente por exantema vesiculoso. Como es
bien sabido, clinicamente el diagndstico es un tanto dificil, v sélo
hay datos que bien pudieran servir como pauta para un diagnés-
tico definitivo de laboratorio.

En mi concepto, las entidades que con mas insistencia de-
bieran diferenciarse en el pais, dentro del concepto general de
estomatitis pseudo-aftosa, son: la fiebre aftosa, la estomatitis
vesiculosa y el exantema vesiculoso del cerdo. De las lesiones
encontradas en todas tres enfermedades, no hay un dato carac-
teristico de diferenciacién en ninguna de ellas; finicamente po-
drian citarse algunos caracteres, un tanto atipicos, de su presen-
tacién, que pueden ayudar en la sospecha de una determinada
entidad. Xs asi como el exantema vesicular del cerdo soélo se
presenta en los cerdos y experimentalmente en los equinos que
son un tanto resistentes. La estomatitis vesiculosa tendria como
especies no susceptibles, de acuerdo con Crawford (11), a las
ovejas y cabras, aunque Hagan (4) admite que las ovejas son
susceptibles experimentalniente; el cerdo es susceptible a la esto-
matitis vesiculosa tunicamente en inoculacién experimental y se
da como diferencial su resistencia a la enfermedad natural; sin
embargo, Scheening (18) relata el caso de una observacién en
1943 de unos cerdos en un laboratorio productor de suero anti-
hog-chollera, que presentaban una enfermedad vesiculosa; en la
sospecha de que se trataba de fiebre aftosa hicieron inoculacién
diferencial, revelando que era estomatitis vesiculosa. En la fiebre
aftosa se tiene como dato diferencial de presentacién, la clasica
resistencia natural del caballo a esta enfermedad. Estos datos
de presentaciéon, unidos a otros epizooldégicos como son los de
intensidad o virulencia de la afeceién, pueden Hevar con mas o
menos fundamento a un diagnéstico clinico.

El diagnéstico diferencial se establece propiamente por ino-
culaciones de especies si o no susceptibles, y por reacciones de
inmunidad cruzada. Para las primeras se aprovecha la resis-
tencia natural de algunas especies animales, como también el
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caracter de via de inoculacion, muy util en la diferenciacién de
fiebre aftosa y estomatitis vesiculosa. Hasta la fecha no se cono-
cen métodos diferenciales aceptables, serolégicos o alérgicos.

Resumiendo en un cuadro la susceptibilidad de las diferentes
especies a las tres enfermedades antes mencionadas tendremos
lo siguiente (tomado de Crawford (11):

Egzantema vesic. Estomatilis Fiebre

Especies
del cerdo . vesiculosa aftosa

Bovinos — -|- -|-
Equinos 4- 6 — (a) -|- —
Cerdo |- - (a) |-
Ovinos — - 6 -|-
Caprinos — — --
Cobayo — -- (a) -- (a)
Erizo —_ —_— - (a)

(a): artifictal.

J. Traum (19) aconseja el método siguiente de inoculacion
experimental para el diagnéstico diferencial de las tres en-
fermedades:

¢¢1°.—Inocilense por lo menos dos bovinos. Uno debe ser
inyectade con fluido vesicular fresco intravenoso o intramuscu-
larmente; el otro debe ser inyectado en la mucosa de la lengua,
labios, o cojinete dental, o frotados en areas escarificadas. Si el
virus es de fiebre aftosa, ambos animales deben desarrollar la
enfermedad; los inoculados intradérmicamente, y no los inocu-
lados en la vena o en el misculo. Si es virus el exantema del cer-
do, ninguno de los animales debe desarrollar sintomas.

2°—La inoculacién al cerdo no tiene objeto, puesto que en
este animal usualmente se desarrolla la enfermedad con cualquie-
ra de los tres virus.

3% —T.a inoculacién del caballo es de mucha ayuda para dife-
renciar entre fiebre aftosa y estomatitis vesiculosa, siendo abso-
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lutamente resistente a la primera y susceptible a la segunda; el
virus del exantema del cerdo es inedianamente patégeno para
los equinos; algunos desarrollan pequefias vesiculas cerca del
punto de inoculacién, otros no.

4° —FKl cobayo es de grande ayuda en el diagndstico del exan-
tema vesicular del cerdo, ya que es resistente a esta entidad v

niny susceptible a las otras dos.”’
EXPERIMENTACION

Los trabajes practicos realizados han tenido por objeto
obtener indicacién de si la cepa usada pertenece a la especie del
virus de la estomatitis vesiculosa, (estomatitis pseudo-aftosa o
mal de tierra), o si por el contrario pudiera ser del virus aftoso
o del exantema vesiculoso del cerdo.

La cepa usada, denominada EVF (estomatitis vesiculosa,
Florida), fue tomada por el doctor Rafael Vicente Reyes en la
ultima epizootia de esta enfermedad en ¢l Valle del Cauca, region
de Florida, y traia las siguientes indicaciones de letra del doctor
Reyes: ““Tomado el 22 de marzo de 1943. Linfa y membranas de
una vaca que el dia anterior estaba sana. Fue positivo a la ino-
culacion a cobayos, bovinos v equinos; negativo para cerdos,
ovejas y cabras. F'do. R. V. Reyes’’. De esta cepa parte fue en-
viada a Bogota al Instituto de Investigacion del Ministerio de la
Fceonomia Nacional, y otra la trabajo el mismo doctor Reyes en
el Valle. De estas inoculaciones se concluven los resultados que
anota el doctor Reyes en la nota remisoria de la cepa EVF. La
muestra enviada al Laboratorio de Bogotd fue pasada por cobayo
con resultados positivos, pero luégo fue abandonada por no
haber tiempo disponible para la investigacion. Para mayo del
afio de 1945 hice los primeros intentos de recuperar la cepa de
la muestra inicial enviada por el doctor Reyes en el afio 1943;
esta muestra me fue suministrada muy gentilmente por el Labo-
ratorio Behring de Bogota; los resultados de inoculacién intra-
dérmica en el cojinete plantar de cobayo fueron absolutamente
negativos. Para octubre del afo pasado el doctor Reinaldo Cai-
cedo v el doctor Schultz, del mismo Instituto Behring, volvieron
a suministrarme nueva muestra de la cepa EVFEF; esta vez la
muestra era cerebro de cobayo, que habia sido inoculado intra-
cerchralmerte, o sea variante neurétropa de la cepa inicial Reyes
EVEF. A esta dltima muestra se refieren las experiencias descri-
tas en esta secciéon del trabajo.
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TECNICA USADA

in todos los trabajos que a continuacion se explican se usé
Ja misma téenica, v solo en contadas excepciones varid, lo cual
se encontrara anotado en les respectivos protocolos; los animales
usados fueron suministrados por el Instituto de Investigacién
dependiente del ministerio de la economia nacional, v por la
Facultad de Medicina Veterinaria, por lo que debo presentar mis
sinceros agradecimientos a los doctores Francisco Virviescas,
José Veldsquez Q., Schultz v Reinaldo (laicedo, por la valiosa
cooperacion y las facilidades que me suministraron.

PREPARACION DEIL INOCOLUM

Podemos dividirla en dos, segin la naturaleza de la subs-
tancia virulenta: cuando se trataba de linfa vesicular se inoculd
directamente en algunos casos, v en otros, cuando se supuso de
alta virulencia, se diluyé en la proporcién 1:10 en solucién
buffer, haciéndose siempre la dilucion inmediatamente antes de
la inoculacion. Emn aquellos casos en que se usé como material vi-
rulento el cerebro de animales de laboratorio, se preparé el ino-
culuin de la siguiente manera: un pedazo de corteza cerebral de
aproximadamente 1 gramo; se trituraba en un mortero estéril
hasta que adquiriera consistencia de papilla, luégo se agregan
10 cc. de ecaldo ordinario del usado en téenica corriente de labo-
ratorio; la suspension era luégo pasada estérilmente a tubos de
centrifuga y sometida a 1.500 revoluciones por 10 minutos, con
lo cual se consigue que todas las partes groseramente trituradas
formen un sedimento dejando una suspensiéon que sobrenada, de
aspecto uniforme y muy manejable. De este liquido se partio
para inoculaciones, diluciones o filtracion, segun el caso. Todas
las suspeunsiones virulentas cran probadas para esterilidad por
cultivos en caldo ordinario, gelosa ordinaria y caldo Tarozzi.

TECNICA DE INOCULACION

Vari6 segun la via elegida; éstas fueron dos: intradérmica o
intracerebral. En la primera, se preparaba previamente el cam-
po, el cojinete plantar de los miembros posteriores del cobayo,
cortando los pelos largos que se encuentran en el borde de éste
y que pudieran interferir la operacion o contaminar la aguja
en el momento de ejecutarla; luégo se limpi6é con aleohol de 36°
teniendo el cuidado siempre de esperar que éste se evaporara
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antes de iniciar la inoculacién; no se empleé en ningun caso anti-
sépticos fuertes, como tintura de yodo o soluciones de bicloruro,
fenol o formalina, por temor de afectar en alguna manera el
moculum o de ocasionar una accion irritante que pudiera dar
resultados falsos. La inoculacién se verificé con aguja gauge 26,
de las wusadas comunmente en fuberculinizacion, teniendo el
cuidado de que fuese estrictamente intradérmica; la aguja se
introducia en senfido longitudinal al cojinete y se hacian dos
inoculaciones paralelas en uno de los cojinetes, dejando el de la
extremidad homdloga como testigo para la observacién; se uséd
siempre el izquierdo. La cantidad de wnoculuin usada varid entre
0.02 a 0.04 cc.

En la inoculacion intracerebral en el cobayo se usd la tée-
nica siguiente: se cortan los pelos en la region frontal con unas
tijeras curvas; el ayudante sujeta la cabeza del animal lo mas
fijamente posible, tomandolo por las orejas y sosteniéndolo fir-
memente contra la mesa; se desinfecta la regiéon con alcohol de
36°; con un bisturi pequeiio se hace una incision de la piel, de
unos 3 6 4 milimetros en un punto por encima de la linea que une
los 4angulos internos del ojo y hacia un lado de la linea media,
hasta encontrar el hueso; luégo desplazando unas pocas lineas
hacia arriba la piel, se hace la perforacion del hueso parietal
con una aguja especialmente preparada para el objeto; ésta cou-
siste en una aguja hipodérmica ordinaria gauge 22, que se re-
corta hasta unos 2 a 3 milimetros del empate (espesor del hueso
parietal en estos animales), haciéndola terminar en un pequefio
bisel; esta aguja empatada en una jeringa ordinaria es un mag-
nifico trépano para inoculaciones intracraneales en el cobavo;
una vez obtenida la perforacién y sin soltar la piel, se busca con
la punta de la aguja de la jeringa de inoculacion el sitio de ésta
y se introduce suavemente la aguja unos 3 6 4 milimetros, pro-
cediendo a dejar 0.10 ce. del wnoculum dentro de la masa cerebral,
muy lentamente y evitando todo movimiento brusco de la jeringa,
especialmente en sentido lateral; luégo se saca rapidamente la
aguja y no bhay necesidad de sutura posterior, si se ha tenido el
cuidado de que la incisién sea apenas justa para el objeto de la
operacion. En el conejo se hizo la inoculacién por la regién es-
camosa del temporal, siendo la cantidad inyectada igual que en
el cobayo. En los ratones se hizo uso de anestesia por éter y
luégo la inoculacién por la misma téenica usada para rabia; la
cantidad de wnoculum fue de 0.03 ce.
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Los animales fueron puestos en observacién y los datos
anctados cuidadosamente. En algunos se tomaron temperaturas
con el objeto de trazar la curva térmica. En las especies grandes
se llevé un récord completo de la experimentacién. Cuando los
animales presentaron los sintomas, se destinaron a dos propési-
tos: primero, como fuentes de virus, y segundo, para observar
curso y mortalidad; a todos aquellos, que murieron de la enfer-
medad o que fueron sacrificados in extremis, se les practicé una
necropsia completa. En todos los casos que fue necesarlo, el sa-
crificio se efectud por intoxicacién con éter.

Los animales de laboratorio inoculados fueron 27, distribui-
dos en la siguiente forma: 20 cobayos, de los cuales 15 por via
intradérmica y 5 intracranealmente; 1 conejo intracraneal; 2
ratones blancos intracranealmente; y 4 ratas blaneas, 2 intradér-
micas y 2 intracranealmente.

INOCULACION DE ANIMALES DE LABORATORIO

A continunacién veremos los resultados obtenidos de la expe-
rimentacion en los animales antes nombrados.

Todes los cobayos usados en la experimentacion presenta-
ron los sintomas propios de la afeccion experimental, con excep-
cion de los nimeros 102, inoculado intradérmicamente el X-15,
-que murié a las 72 horas, a consecuencia de una perforacion rectal
por descuido en la toma de temperatura, y del nimero 28, inocu-
lado intracranealmente el mismo dia, que por una causa desco-
nocida resistié perfectamente la inoculacion, y a la reinoculacién
con material conocidamente virulento no demostré sintoma de
ninguna clase.

Primero describiremos las lesiones ocasionadas por la ino-
culacion intradérmica: a las 24 horas subsiguientes a la inocu-
lacién habia rubefaccién de la region, la que se mostraba caliente
y al parecer dolorosa; a las 48 horas el cojinete plantar tomaba
un aspecto rojo-morado, surcado por vetas blancas correspon-
dientes a los trayectos de la aguja al verificar la inyeccién; entre
las 72 y 96 horas aparecia la formacién de las vesiculas prima-
rias, las que exfoliaban en 24 horas, con salida de un liquido
blanco opaco unas veces y en algunos incoloro transparente; la
cubierta de la vesicula se desprendia casi siempre en forma de
un solo colgajo, otras veces se partia en dos. Al desprenderse la
cubierta dejaba una tdlcera que ocupaba la mayor parte de la
superficie del cojinete plantar, de una apariencia roja sangrante

21
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algunas veces, de bordes no bien precisos y de forma ovalar cen
eje mayor longitudinal. Todo este fenémeno se efectué entre las
24 y las 48 horas subsiguientes a la aparicion de las vesiculas.
Después de la formacion de la dlcera ésta tomaba un aspecto
cada vez mas negruzco v en otras 48 horas se habia formado una
costra que lentamente se retraia, verificando la cicatrizacién total
en diez a quince dias después de la formaciéon de la costra. En
unos pocos casos la exfoliacion de la cubierta no se verific6 en
forma completa, quedando adherida mas o menos fuertemente en
los bordes con la formaciéon consecuente de un absceso; pude
observarse que en estos casos el absceso fue localizado al sitio
de la antigua vesicula sin infartacion de los ganglios adyacentes
(popliteo e inguinal), ni influiren el estado general del animal.
De los quince animales inoculados por via intradérmica, seis
(nimeros 90, 96, 27, 29, 15, 19) presentaron lesiones secunda-
rias; la presentacion de estas lesiones se efectué entre el quinto
y el séptimo dia después de la inoculacién, y se manifestaron por
vesiculas en la superficie de la lengua, en el cojinete plantar de
los miembros anteriores y en dos casos (ndmeros 29,y 19 ambos
eran hembras) en la regiéon genito-anal, mostrandose la zona
roja edematosa con vesiculas numerosas rodeando las aberturas
anal y vulvar; en los casos de lesiones bucales (ntmeros 90, 96,
29, 19) hubo gran ptiliasmo e impedimento para la prensién y
masticacién del alimento. En los animales que se tomé tempera-
tura no se observé un alza de significacién, siendo la mayor obte-
nida en el nimero 102, de 39.5 grados centigrados.

La autopsia de los cobayos inoculados intradérmicamente
que sucumbieron a la enfermedad o que fueron sacrificados in
extremis, mostré tres lesiones caracteristicas y casi siempre
constantes; las glandulas adrenales se presentaron intensamente
congestionadas y con focos hemorragicos relativamente grandes
para el tamafio de tales gldndulas, los pulmones presentaron
constantemente un enfisema generalizado bilateral, v los geni-
tales se presentaron siempre congestionados, en las hembras.
abarcando totalmente el titero y en los machos localizado el epi-
didimo y conductos deferentes. De los siete cobayos muertos, con
inoculacién intradérmica, tres presentaron congestién del encé-
falo aunque ninguno presenté sintomas nerviosos. Los otros
hallazgos de necropsia, no tan frecuentes como los ya descritos,
fueron enteritis del delgado, gastritis, congestion del higado,
liquido claro, transparente, incoloro en las cavidades pleural,
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peritoneal y en el pericardio; en un solo caso el ntmero 29 mos-
tréo una ligera hipertrofia del bazo.

La mortalidad entre este grupo fue de 5/15, sin contar
aquellos dos, que fueron sacrificados in extremis.

Los cinco cobayos inoculados intracranealmente mostraron
los siguientes sintomas (a excepcién del cobayo ntimero 28 a que
va se hizo referencia): a las 48 horas se notd debilidad del tren
posterior y comienzo de impedimento para la locomocion; en 24
a 48 horas maés, se establecié una paraplejia posterior, perma-
neciendo el animal postrado debido a la paralisis flaccida completa
de ‘ambos miembros inferiores. El tinico cobayo que tuvo lesién
secundiria fue el nimero 101, que presenté una queratitis total
del ojo derecho y gran salivacién sin presentacion de vesiculas
bucales; no fue posible aclarar si la lesién ocular fue debida al
virus de la estomatitis vesiculosa, aunque no hubo ninguna causa
concomitante aparente. A la necropsia el encéfalo se mostré muy
congestionado y, lo que es bastante significativo, se presentaron
las lesiones en el pulmén y los drganos genitales, con las obser-
vadas en los animales inoculados por via intradérmiea.

Las temperaturas registradas fueron mayores que las de
los animales inoculados intradérmicamente, presentandose méxi-
ma de 41 grados centigrados. Los cuatro animales que preseun-
taron sintomas murieron en tres dias, los nameros 20 v 21, en
seis dias el nimero 22, y en ocho dias el ntimero 101.

Para demostrar la filtrabilidad del material virulento que
se estabs usando, fuente EVF. se inocularon dos cobayos, el
namero 23 intradérmicamente, y el 22 intracranealinente, con
los resultados anotados en el cuadro sumario de inoculaciones
que acompafia este trabajo. El inoculum lo constituyé el encé-
falo del cobayo ntimero 101, que habia muerto con sintomas clasi-
cos de infeccion nerviosa con virus de la estomatitis vesiculosa; el
material se prepard de acuerdo con la téenica deserita antes, y
después de la eentrifugacion el material se pasé por bujias Ber-
kefeld N, por presion negativa de unas cinco libras; yva filtrado
-] material fue sometido a las pruebas ordinarias de esterilidad
-con resultados de cultivo negativo.

Kl conejo inoculado intracrancalmente mostré los mismos
sintomas nerviosos de los cobayos a las 24 horas, llegando la tem-
peratura a 41.1 grados centigrados; murié a las 48 horas con
paralisis completa del tren posterior. A la auntopsia sélo presentéd
gran congestion del encéfalo, sin ninguna otra manifestacion.
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Los dos ratones blancos inoculados intracranealmente, mos-
traron: el uno paralisis del tren posterior a las 48 horas y fue
sacrificado a las 96, dando los siguientes datos a la necropsia:
cerebro no muy congestionado, ganglios inguinales grandes, he-
morragia en el mesenterio cerca de los testiculos, bazo y rifiones
congestionados, adrenales normales, enfisema generalizado del
pulmén. El otro no presentd paralisis de los miembros posterio-
res, aunque si se notaba impedido, estaba deprimido, recogido,
formando como una bola con el cuerpo; a la necropsia presentd
cerebro no congestionado, con los vasos meningeos ingurgitados,
genitales no congestionados, adrenales normales, bazo grande,
rifiones congestionados, y enfisema pulmonar.

De las cuatro ratas blancas inoculadas, dos intradérmica y
dos intracranealmente, ninguna mostré sintoma apreciable du-
rante 20 dias de observacién.

Las conclusiones que deducimos de la inoculacién de la fuen-
te EVF., en los animales de laboratorio son las siguientes:

1°.—Fl material usado es filtrable por bujia berkefeld, del
tipo N.

2°—Hl periodo de incubacién fue de 72 a 96 horas en los
cobayos inoculados en la dermis, de 24 horas en los cobayos ino-
culados intracrancalmente; en el conejo inoculado intracraneal-
mente fue de 24 horas; en los ratones blancos fue de 48 horas.

3°.—Hil curso de la enfermedad fue de 3 a 14 dias en los co-
bayos inoculados intradérmicamente, con un término medio de 8
dias; en los cobayos inoculados en el encéfalo fue de 3 a 8 dias.
En el conejo inoculado intracranealmente fue de 48 horas; v en
los ratones de 4 y 5 dias.

4°—Se presentaron lesiones secundarias (hablamos de le-
siones secundarias en aquellos casos de generalizacion de la en-
fermedad demostrada por la apariciéon de vesiculas en otros pun-
tos que el de inoculacién), en 6 de los 15 cobayos inoculados
intradérmicamente y en uno de los 5 inoculados en el encéfalo.
Las otras especies no presentaron tales lesiones.

5°.—La mortalidad fue muy alta, 5/15 en los cobayos inocu-
lados en el dermis, 4/5 de los inoculados intracranealmente; 1/1
conejo inoculado intracerebralinente; 2/2 ratones blancos ino-
culados por la misma via.

6°.—Las lesiones observadas en los animales de laboratorio,
cobayos, conejo y ratones blancos corresponden a ‘aquellas des-
critas para los virus de la estomatitis vesiculosa y la fiebre
aftosa en la inoeculacién intradérmica; y en los inoculados intra-
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cerebralmente los sintomas corresponden a los de la variante
neurdtropa del virus de la estomatitis vesiculosa.

7°—La rata blanca no es especie susceptible para el virus
de la fuente EVF.

Como datos interesantes obtenidos durante la experlmen-
tacién anterior, debemos anotar los siguientes:

a) El uso de la variante neurétropa es aconsejable para los
trabajos de inoculacién, ya que en esta forma se puede obtener
una cantidad apreciable de noculum muy facilmente.

b) En la trituraciéon del cerebro en mortero para la prepara-
cion de wmoculum, es aconsejable triturar éste primero sin dilu-
yvente, con lo cual se consigue una méas facil manipulacién.

¢) Para la inoculacion intradérmica en cobayo deben esco-
gerse con piel del cojinete plantar clara, ya que se pudo observar
que aquellos que la tienen oscura o negra presentan resistencia
a la aparicién de las lesiones.

d) Es aconsejable, en la inoculacién intracerebral de los
ratones blancos, que una vez hecha ésta se los tome por la punta
de la cola y se les imprima un movimiento rotatorio mas o menos
fuerte, con el objeto de contrarrestar la anemia cerebral parcial,
ocasionada con la introduccién del inoculum; en ningan caso debe
excederse la cantidad de éste de 0.03 ce.

Los resultados salientes de la inoculacion en animales de
laboratorio se exponen en el cuadro adjunto a este trabajo.

INOCULACION DE ESPECIES GRANDES

En esta fase de la experimentacion se usaron cuatro bovinos,
tres equinos, cuatro ovinos y dos cerdos. Las vias de inoculacién
usadas se ajustaron a las indicaciones antes citadas, de J. Traum,
en bovinos y ovinos; los equinos se nsaron como especie dife-
rencial para los virus de la estomatitis vesiculosa y de la fiebre
aftosa. A este respecto debemos aclarar que debido al hecho de
encontrar en la literatura europea y suramericana datos sobre
la presentacion de fiebre aftosa en los equinos, Hutyra y Marek
(1), Wildsfeur y Giovine, citados por (20) Bidart (21), resolvi
consultar directamente a dos altas autoridades norteamericanas,
los doctores H. W. Schoening y H. .J. Stafseth, quienes estuvieron
de acuerdo con los conceptos que antes teniamos sobre la suscep-
tibilidad negativa de los equinos al virus de la fiebre aftosa, y el
doctor Schoening aclaré ademas que en el diagnéstico diferen-
cial de las dos entidades no era necesario las pruebas de inmu-
nidad cruzada; con esta base, tan autorizada como respetable,
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nuestra experimentacion para el diagnéstico diferencial se hizo
exclusivamente sobre ingculacion. De los tres equinos, dos fueron
inyectados por via intradérmica en la boca, y uno lo fue por via
intracrareal con objeto de ver si se podian reproducir los sin-
tomas nerviosos en esta especie. Los dos cerdos fueron inoculados
en la dermis bucal.

El inoculum lo constituyé el cerebro del cobayo namero 101,
preparado de acuerdo con la téenica descrita anteriormente; la
filtracién se verific6 con bujia Berkefeld N, a presion negativa
de cinco libras, y el filtrado sufrié las pruebas de esterilidad.
Luégo, el material fue inoculado en cobayo: dos, los nimeros 18
y 19, lo fueron intradérmicamente, y dos, los ntimeros 20 y 21,
por via intracerebral; los sintomas y lesiones desarrolladas
correspondieron en un todo a los del virus de la fuente EVF.
Probado en esta forma el wnoculum, de ser libre de bacterias y
virulento, se procedié a la inoculacién de los animales ya previa-
mente escogidos.

La técenica de inoculaciéon usada en éstos no cambié de la ya
anotada para animales de laboratorio, excepto en las cantidades;
para la inoculacion intracerebral del equino, se procedié con el
método comun de trepanacién del parietal.

A los animales, una vez inoculados, se les sometié a una es-
tricta observacion por once dias y todos los datos fueron cuida-
dosamente anotados. Se les habia tomado temperaturas previas
a la inoculacion, y después de ésta, se llevo un record exacto de
la curva térmica.

GRUPO DE BOVINOS INTRADERMICO-BUCAL

Lo constituyeron los terneros nimeros 23 v 25. Al hacer un
recuento de las lesiones observadas notamos diferencia en los
dos animales; mientras que el primero preésenté un periodo de
incubacion de 96 horas, el segundo, nimero 25, a las 48 horas
present6 las primeras vesiculas, en nimero de dos en el borde
de la lengua; simultineamente con la aparicion de las primeras.
lesiones hubo gran ptialismo, el cual, claro y filante al principio,
se tornd en las siguientes 48 horas en una baba espesa; un sin-
toma, al cual no le hemos hallado explicacion clara, fue la pre-
sentacion en ambos animales a la vez que con el ptialismo, de un
moco nasal mas o menos abundante, seroso, con estrias blancas,
el cual persistié durante toda la observacién sin que clinicamente
tuvieran afeccion de las vias respiratorias. Las vesiculas tuvieron
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una existencia fugaz, no controlable, con exfoliacion subsiguiente
y formacion de tulcera; los detalles del proceso se asemejaron en
un todo a los ya descritos en la primera parte, para la infeccién
natural, y s6lo nos bastaria anotar que en el namero 25 la lesion
fue tan extensa. que abared toda la superficie dorsal de la len-
gua; en cuanto a las vesiculas de la mucosa de labios y carrillos
no tueron tan extendidas como en este ultimo 6rgano. KEn todas
las vesiculas habian exfoliado para la formacion de filcera a las
72 horas; al ser dados de baja estos animales en el onceavo dia
estas lesiones empezaban a cicatrizar. Ninguno de estos dos
animales present6 lesiones secundarias.

BOVINOS INTRAVENOSO E INTRAMUSCULAR

Kl animal nmdmero 21 fue inoculado intrainuscularmente con
dos centimetros cabicos y el namero 26 por via venosa con uno y
medio certimetros cibicos. Durante los once dias de observaciéon
ninguno de estos dos animales mostréd vesicula o sintoma alguno
de los ya aceptados como caracteristicos para la fuente EVE.
Anotamos eso si que a las 72 horas se inicié en ambos ptialismo
r la afluencia de moco nasal, tal como el observado en el grupo
anterior. '

Con el objeto de comprobar la presencia de virus en la saliva
de estos animales se tomaron muestras lo mas asépticamente
posible y se¢ inocularon cobayos en la siguiente forma: el nimero
54 con material del bovino 25, cobayo ndamero 25 con saliva del
ternero 25, v cobayo ntimero 37 con la del ternero ntimero 21; de
éstos sélo el material procedente del bovino namero 23 dio resul-
tados positivos, habiendo muerto el cobayo a los catorce dias con
sintomas de estomatitis vesiculosa, y a la necropsia se le encon-
traron las lesiones que hemos desecrito para los inoculados diree-
tamente con material virulento; no presentd lesiones secundarias.

RESULTADO COMPARATIVO DE LOS DOS GRUPOS ANTERIORES

Al observar los datos anotados anteriormente y las curvas
térmicas adjuntas de estos cuatro animales, tendremos los si-
guientes, resultados:

1°.—Los dos animales inoculados intradérmicamente pre-
sentaron sintomas vesiculosos con elevaciéon de temperatura a las
24 horas de uno y medio grados centigrados; tal elevacion fue
sostenida por 48 horas y a las 72 regresaron a la normal.

2°—Los dos animales inoculados por las otras vias no pre—
sentaron sintomas ni alza de temperatura.
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GRUPO OVINO INTRADERMICO

Lo constituyeron los animales nimeros 11 y 15; ambos pre-
sentaron a las 48 horas vesiculas en la superficie dorsal de la len-
gua, exactamente en los sitios de inoculacién; éstas, a diferencia
de las observadas en los bovinos, fueron pequefias, de 3 a 4 mili-
metros, que exfoliaron con formacién de la tlcera, la cual era
claramente perceptible a las 120 horas. El ptialismo en estos ani-
males fue insignificante y no hubo lesiones secundarias. Tampoco
se observd el moco descrito para los bovinos.

GRUPO OVINO INTRAVENOSO E INTRAMUSCULAR

La oveja nimero 1 fue inoculada intramuscularmente con
uno y medio centimetros cibicos, y la nimero 19 por via venosa
con un centimetro ecibico. Aqui tampoco se observé ningin
gintoma.

RESULTADO COMPARATIVO ENTRE LOS DOS GRUPOS ANTERIORES

Al igual que en los bovinos podemos deducir dos hechos
-principales:

1°.—Los dos animales del grupo intradérmico presentaron
sintomas de estomatitis vesiculosa con alza de un grado centi-
grado a las 72 horas, continuando en un animal a las 96 y regre-
sando en ambos a las 120 a la normal.

2°.—Los del segundo grupo no presentaron ninguna de las
dos alteraciones.

GRUPO EQUINO

Los dos animales inoculados intradérmicamente fueron:
caballo nimero 1 y mulo nimero 2. A las 48 horas ambos mos-
traron vesiculas en la mucosa del labio inferior; el niimero 1 a
las 96 horas habia desarrollado una gran vesicula en la parte
anterior del borde derecho de la lengua, vesicula que alcanzaba
un tamafio de méas de 5 centimetros; ésta tenia una cubierta bas-
tante gruesa, de color blanco amarillento y de superficie plana;
fue muy resistente a la exfoliacién y sé6lo lo hizo al décimo dia,
wmientras que las de los labios tuvieron un curso semejante al
descrito para los bovinos. No hubo ptialismo ni lesiones secun-
darias. El mulo nimero 2 demostré una mayor resistencia que
el anterior a la accién del material virulento, pues si bien des-
arrollé vesiculas éstas fueron pequefias y en numero menor; las
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ilceras dejadas por éstas, como en el caso del caballo nimero 1,
subsistian cuando se dieron de baja.

El equino inoculado intracerebralmente con uno y medio
centimetros cibicos, fue la yegua namero 3, en via de reprodu-
cir las lesiones nerviosas observadas en los animales de labora-
torio cuando se usaba esta via. Este animal, al igual que los otros,
estuvo 11 dias en observacion sin demostrar sintoma ninguno
aparente.

En resumen, de este grupo podemos deducir que el material
usado produjo lesiones de estomatitis vesiculosa ecuando fue ino-
culado intradérmicamente y que de acuerdo con los cuadros tér-
micos adjuntos, no se observé ningin cambio en la temperatura
de dichos animales. Ademas, en el equino inoculado en el encéfalo
no se obtuvo ningin resultado.

GRUPO SUINOS

Lo constituyeron el cerdo niimero 1 y el nidmero 2. De éstos
solo el namero 1 presenté a las 96 horas una vesicula tnica, pe-
quefia, situada en el labio inferior un poco por debajo de la unién
de la piel con la mucosa; su tamano fue de unos 3 milimetros, de
forma esférica, transparente, que exfoli6 en las 12 horas siguien-
tes, y de dificil cicatrizacién la tlcera subsiguiente; no hubo
ptialismo demostrable ni lesiones secundarias.

De les cuadros térmicos deducimos que ambos tuvieron una
alza de temperatura de 1 grado centigrado a las 120 horas.

DISCUSION

Haciendo un resumen de todos los datos expuestos, encon-
tramos diversos puntos que merecen tratarse con especialidad
por la importancia que ellos tienen:

Entre éstos resalta la informacién suministrada por el
doctor Perlaza sobre la presentacién natural de la afeccién en el
cerdo; como bien hemos visto estd ampliamente aceptado que
esta especie es refractaria al virus de la estomatitis vesiculosa
al contagio natural y en cambio susceptible a los de la fiebre
aftosa, el exantema vesicular del cerdo o el exantema varioloso
del mismo. No escapa, pues, la importancia que tienen informes
como éste, con los cuales se podria demostrar la existencia de la
estomatitis vesiculosa en forma natural en esta especie, previa
identificacién del virus, o en cambio comprobar la existencia de
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la nueva entidad, el exantema vesiculoso del cerdo, o el varioloso,
ya que es improbable que exista la fiebre aftosa en el pais.

Mientras que los autores extranjeros sdélo aceptan la conta-
giosidad directa sin intervencién de vectores, las observaciones
del doctor Reyes, de que ya hemos hecho mencion, nos indican
claramente que bien pudieran existir; es indudable que éste es
uno de los renglones méas dificilmente controlables en la epizoo-
logia de una enfermedad infecto-contagiosa, pero ?eémo explicar
los hechos enunciados de la presentacion de la enfermedad en un
punto determinado donde todo contagio directo ha sido por
demas imposible? Kl mismo hecho lo observamos en otras enfer-
medades a virus, donde los intermediarios juegan un papel pre-
ponderante. Claro estd que en el presente caso, dados los concep-
tos responsables cexpuestos en uno y otro sentido, sélo una
experimentaciéon meticulosa y muy bien controlada podria dar la
ultima palabra, pero como hecho practico, nosotros bien podria-
mos aceptar la existencia de tales agentes intermediarios.

Como bien expusimos anteriormente, es poco lo que podria-
mos decir con respecto a la mutacion de los virus en general y
tratando del de la estomatitis vesiculosa adelantaremos concep-
tos basados en los resultados obtenidos en la parte experimental.
Bien se ha demostrado la mutaciéon del originalmente epitelio-
tropo a neurétropo con el consiguiente cambio de patogenicidad
v de la facilidad con la cual se efectud la mutacién inversa, vol-
viendo a recobrar totalmente su afinidad original y perdiendo
casi completamente la propiedad neurdotropa adquirida; asi ve-
mos que habiendo usado para la inoculacién intradérmica una
fuente neurétropa muté nuevamente de primera intencién y las
lesiones cbtenidas en nada diferian de una cepa enteramente epi-
teliotropa; s6lo tres casos presentaron congestion cerebral sin
que ninguno de ellos hubiese mostrado en vida sintomas nervio-
sos. De los datos de necropsia obtenidos, como en los sintomas
anotados (secrecién nasal en los bovinos), tendriamos una anota-
~cion interesante que hacer, para la comprobacién de la cual se
necesitarian estudios posteriores, y es de que hay hechos tan
constantes como anormales, que llevarian a la conclusion de que
se estd efectuando una nueva mutacién del virus a organotropo.

Uno de los hechos que a la experimentaciéon nos dio resul-
tados positivos pero que ain no le hemos podido encontrar una
explicaciéon satisfactoria, fue el de la diferenciacién entre los
virus de la fiebre aftosa y estomatitis vesiculosa, segtn la via de
inoculacién 1deada por Traum. Este punto seria materia de larga
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especulacién, ya que observadas las curvas térmicas nos condu-
cirian a que en la estomatitis vesiculosa existe viremia, pero
como no tenemos argurientos de valor nos limitamos a hacer la
observacién de que en la practica es un método valioso, aunque
no sepamos su verdadero mecanismo.

Observando el cuadro del resultado de inoculacién, podemos
verificar que parece existir una resistencia natural en los dife-
rentes animales hacia el virus. Asi los cobayos ntmeros 29 y 15
fueron inoculados por la misma via, con el mismo material, en
igual cantidad, y mientras que ambos revelaron sintomas positi-
vos de la enfermedad sélo el nimero 29 sucumbié a ella.

Uno de los datos en que nuestra experimentacién difiere de
los datos existentes, es el porcentaje de mortalidad de los cobayos
al virus de estomatitis vesiculosa; asi, mientras estd aceptado el
19, en nuestra experimentacion obtuvimos un 33.39.

En cuanto a lesiones secundarias nuestros datos estan mas
o menos acordes con los obtenidos por la comision de fiebre aftosa
americana; asi, mientras ellos obtuvieron un 509, de casos con
lesiones secundarias en animales de laboratorio, nosotros obtu-
vimos un 409,. No guardan estos datos relacién con el porcen-
taje de mortalidad obtenida, ya que aceptamos la presentacién
de lesiones secundarias o sea generalizacion de la enfermedad
como virnlentacion.

Finalmente, quisiéramos hacer hicapié en que segin los
datos obtenidos, v agotando todos los recursos a nuestro alcance,
damos por sentado que los equinos son absolutamente negativos
al virus de la fiebre aftosa y que como tal lo hemos usado para
el diagnéstico diferencial de la cepa EVF.

CONCLUSIONES

Primera: La fuente de virus vesiculoso EEVF. no pertenece
a la especie de la fiebre aftosa porque los equinos inoculados
intradérmicamente desarrollaron lesiones, y los bovinos inocula-

dos intramuscular e Intravenosamente no demostraron lesién
alguna.

Segunda: La fuente de virus vesiculoso EVF. no pertenece
a la especie del exantema vesiculoso del cerdo, porque los cobayos,
bovinos y ovinos inoculados intradérmicamente desarrollaron
lesion.

Tercera: La fuente de virus vesiculoso KVF., pertenece a la
especie de la estomatitis vesiculosa, porque los equinos, bovinos,
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ovinos y cobayos inoculados intradérmicamente desarrollaron
lesiones caracteristicas de dicha enfermedad.

ESTUDIOS POSTERIORES NECESARIOS

Debido a la complejidad del problema el anterior trabajo
no ha hecho sino aclarar una de las incégnitas que encerraba el
estudio de este virus. Quedan ain muchas mas, las cuales deben
ser objeto de insaciable busqueda por parte de nuestro compe-
tente cuerpo profesional. Nos permitimos enumnerar a continua-
cién algunos de ellos como de alto interés, tanto practico como
académico:

Diagnéstico y tipificacion de las cepas en aquellos sitios
donde se haya diagnosticado clinicamente la enfermedad.

Contagiosidad directa o bioldgica.

Demostracion del virus en el torrente circulatorio de las es-
pecies de campo.

Comprobacién del exantema vesicular del cerdo como nueva
entidad palologica en el pais.

Variacién inmunigena entre variante neurédtropa y epite-
liotropa.

Comprobacion de variacion a organotropo.
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