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DIAGNOSTICO DE LA CEPA EVF. COMO VIRUS
DE LA ESTOMATITIS VESICULOSA (1)

INTRODUCCION

El presente trabajo tiene como objeti-
vo el de aclarar uno de los problemas
gque encierra en nuestro pais la Estoma-
titis Vesiculosa; con él queda plenamente
demostrado que la cepa sometida a estu-
dio pertenece a la especie del virus fil-
trante de dicha entidad; ademéas se ha-
cen algunas anotaciones con respecto a
la mutacion que sufre de epiteliotropo a
neurotropo, como también de la muta-
cién inversa de neurotropo a epiteliotropo.

Se ha designado la fuente de virus
usada con el nombre de cepa EVF., para
aclarar que se trata de un material de
estomatitis vesiculosa procedente de Flo-
rida, Valle.

En la presentacion del trabajo se ha
seguido una linea de exposicién encami-
nada a cubrir los campos que limitan es-
trechamente con el diagndstico diferencial,
sin intervenir en nada con la prevencién
o el tratamiento; en cuanto a la sinto-
matologia se anotan los datos observados
por el doctor Rafael V. Reyes en la epi-
zootia del Valle, en 1943, déandoles pri-
macia por su exactitud como por la va-
riacion que ellos tienen en algunos pun-
tos, con los que los autores extranjeros
traen para esta enfermedad.

Aclaramos que este estudio sélo se tra-
bajé con una fuente, y que para excluir
totalmente las otras dos enfermedades
que se tratan en el presente trabajo, se-
rian necesarios posteriores esfuerzos en
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el mismo sentido hasta cubrir todos los
campos, de manera de poder hablar con
entera seguridad.

HISTORIA

La enfermedad fue primero observada
en 1884 en Suréfrica por Hutcheon vy
en 1898 en el mismo lugar por Theiler.
Durante la primera guerra mundial fue
llevada a Europa con los caballos de las
fuerzas expedicionarias canadienses y ame-
ricanas, siendo constatada en Francia por
Jacoulet, en Italia por Mori y en Ingla-
terra por Gregg. Si existia o no en Eu-
ropa antes de 1914 no se sabe bien; des-
pués de la conflagracion desaparece la es-
tomatitis vesiculosa de Europa. En los Es-
tados Unidos, segun J. R. Mohler, se la
observé ocasionalmente antes de 1916 (2).
En septiembre de este afio se hizo preva-
lente en Nebraska, South Dakota, Colo-
rado y Wyoming; presentandose primero
en una estacion de remonta entre caballos
y muias que habian sido concentrados pa-
ra enviarlos a Europa con destino a los
ejércitos francés e inglés durante el pri-
mer conflicto mundial. La enfermedad
pronto estalld en Francia en estos mis-
mos animales, que se suponen algunos fue-
ron llevados estando en periodo de incu-
bacion (?). Posteriormente se han pre
sentado epizootias en 1925 en New Jer-
sey; en Virginia y West Virginia en 1934

(1) Tesis de grado.
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y en 1935; en South Dakota y Minnesota
y Wisconsin en 1937; estos brotes han
desaparecido sin ninguna medida preven-
tiva.

En Colombia la estomatitis vesiculosa
hizo su aparicion hace mas de 25 afios. De
acuerdo con datos existentes en los archi-
vos del Departamento de Ganaderia y gen-
tilmente suministrados por el doctor Ra-
fael V. Reyes, antiguo jefe de la Seccion
de Sanidad, podriamos trazar la historia
de la enfermedad, siguiendo una linea cro-
nolégica, en la siguiente forma:

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

1929: en equinos y bovinos,
yes, en el Huila.

R. Y. Re-

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

1930: en equinos y bovinos, informacio-
nes de los ganaderos de Santan-
der (C).

1931-1932: en equinos y bovinos, en forma
epizodtica en los Llanos orientales.

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

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

1933: en equinos, por R. Y. Reyes, en EI
Banco.

1934: en equinos y bovinos, por R. V. Re-

yes, en el Magdalena y Atlantico.

1934: en equinos y bovinos en forma epi-
zoGtica, por J. Albornoz, en La
Mesa (Cund.).

1937: en bovinos, por Francisco Perlaza,
en Buga.

1939: en equinos y bovinos, por Maru-
landa, en el Huila.

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

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

1940: en equinos y bovinos, por Zapata
y Valenzuela, en Caldas (Antio-
quia).

1940: en cerdos, primer informe sobre

presentacién en esta especie, por
Perlaza, en Tulua.

1941: en equinos y bovinos, por J. J. Ca-

Aén, Corozal.

1941: en equinos y bovinos, en forma
epizodtica, por R. Caicedo, en la Sa-
bana de Bogota, Sesquilé.

1941-1942: en equinos y bovinos, en for-
ma epizodtica, en el Magdalena,
Santander, Antioquia, Tolima vy
Llanos orientales.

Por lo que antecede vemos perfecta-
mente que la distribucién de la estomati-
tis vesiculosa en el pais es generalizada,
ya que so6lo en tres departamentos, Cal-
das, Santander del Norte y Narifio, no
existiria tal entidad (el doctor Elberto
Tovar, en informe personal, me dice ha-
berla observado en el afio de 1940 en las
regiones de Manizales, Villa Maria, Ri-
saralda y Anserma, Caldas, en equinos,
bovinos y cerdos); debo aclarar que la
salvedad hecha’ para las antes menciona-
das secciones del pais no se debe tomar
como categérica, pues si bien es cierto
que no hay datos sobre la existencia de
oatomatitis vesiculosa, bien puede de-
berse a fallas en los datos remitidos por
los veterinarios seccionales.

Ademés se puede deducir que para los
afios de 1940 y 1941 la enfermedad se
presentd con una incidencia y caracteres
verdaderamente  alarmantes. Siguiendo
atentamente su presentaciéon en relacion
con la fecha de aparicién en los diferen-
tes puntos del pais, se ve como se pre-
sentaron dos focos primarios: uno en el
Huila en el afio de 1929, y otro en el Ban-
co, en 1933; del primero, en el Huila, se
propag6 en direccion N. O. al Cauca vy.
Valle; hacia el Norte pronto se comprobd
en el Tolima en 1932, mientras que en
direccion N. E. pas6é a los Llanos orien-
tales, de donde siguiendo al Norte pudo
pasar a Bovacd y luego posiblemente a
Santander y Antioquia. Desde el segundo
foco primario, el de El Banco, 1933, po-
driamos seguir méas facilmente su propaga-
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cién; asi un afio después es observada en
«d Atlantico a la vez que méas generalizada
mas al Norte de El Banco; para el afio de
1940 la vemos en forma peizodtica en toda
Ja costa atlantica. Las anteriores consi-
deraciones son desde luego puramente es-
peculativas, pero bien podrian ajustarse
a la realidad, dadas las condiciones de
transmisibilidad y los caracteres de la en-
fermedad.

Es interesante el dato remitido en el
afio de 1940 por el doctor Francisco Per-
laza S., referente a la presentacion de la
estomatitis vesiculosa en los cerdos, ya que,
como veremos mas adelante, la infeccion
natural del cerdo por el virus es conside-
rada como la excepcion.

Interesantisimo es el observar cémo el
investigar la etiologia de una enfermedad
infecto-contagiosa conduce a ciertos con-
ceptos que posteriormente pareceran ri-
diculos; la primera informaciéon sobre la
existencia de la estomatitis vesiculosa en
los Estados Nnidos fue lieclia en el nimero
de diciembre 30 de 1915 del Recneil de
Medicine Yeterinaire, por Jacoulet, y la
referia como estomatitis erosiva de los
caballos procedentes de América y de
causa indeterminada; decia también que
los veterinarios americanos la conocian y
la achacaban al hecho de que los caballos
lamian el revestimiento de cal de las pa-
redes. El Instituto Pasteur, llamado en
ayuda, fracas6é en demostrar la transmi-
sibilidad de caballo a caballo. Achacose,
pues, al heno llevado desde América, el
cual, se decia, estaba micético. Tres bac-
teridlogos del ejército francés tomaron
sangre y liquido de las vesiculas del ca-
ballo enfermo con idénticos resultados ne-
gativos. En el nimero de febrero de 1916
<k la revista antes mencionada, Vigel de-
cia que la enfermedad era francamente
contagiosa y poco después lo probaba ca-
tegéricamente.

EPIZOOLOGIA

Se entiende por estomatitis vesiculosa
una entidad patolégica infecto-contagio-

sa, denominada comunmente estomatitis
pseudo-aftosa o mal de tierra y ca-
racterizada por fiebre y la formacion de
elevaciones de la cepa epitelial con acu-
mulacién de fluido debajo de ella, en los
labios, mucosa de los carrillos, superficie
y bordes de la lengua, en el rodete co-
ronario de los equinos y bovinos, como en
el espacio interdigital de estos Gltimos;
en las vacas hay presentaciéon de las ve-
siculas en los pezones de la ubre.

La afeccion es considerada por los au-
tores extranjeros (llutyra y Marek, Ha-
gan) como prevalente en los equinos y
en menor grado en vacunos; entre nosotros
se la considera méas prevalente entre los

ultimos. El cerdo es naturalmente resis-
tente (3, 4, 5, fi, 7); lo mismo que las
cabras. De los animales de laboratorio

son susceptibles el cobayo, el conejo y
el raton; los dos ultimos necesitan es-
pecialmente cepas adoptadas al cobayo
para el conejo (8), y con cepas neuroté-
picas para el ratén (6). Segun informe
verbal del doctor Tovar, en la epizootia
del afio 1942 en los Llanos orientales, los
ganaderos de la region de Feliciano, al
sur de la poblacion de Arauca, observa-
ron lesiones muy semejantes a las de la
estomatitis vesiculosa en los venados que
cazaban o encontraban muertos.

El contagio de la enfermdead se consi-
dera como directo de los animales enfer-
mos a los sanos (4); hasta ahora no so
ha designado ningun papel de importan-
cia a agentes intermediarios. Su conta-
giosidad es mucho menor que la de la fie-
bre aftosa y se asemeja bastante a la del
exantema del cerdo.

En cuanto a los datos existentes en
nuestro pais haré referencia a aquellos
recogidos por el doctor Rafael V. Reyes
en la ultima epizootia de 1943 en el valle
del Cauca (1), que por su exactitud como
por la gran personalidad cientifica de
su autor los hace suficientemente completos
para servir de base en la apreciacion de!
estado de la enfermedad en Colombia: la
infeccion parece verificarse por via di-
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gestiva, intradérmica o subcutanea: ex-
coriaciones en boca, mamas, pezones o

pezufias y cascos. Se presenta en tierras
himedas coincidiendo su incidencia con
las primeras lluvias del invierno y la
inundacién de corrales y tierras bajas; es
menos frecuente en el verano asi como en
sabanas de pastos naturales y regiones
secas. Su difusion indirecta se verifica
por las aguas estancadas, los utensilios,
aperos, arneses, las manos de los ordefia-
dores, los transportes no controlados de
animales enfermos, o de sanos en vehicu-
los no desinfectados donde se hayan mo-
vilizado estos Ultimos.

Debido a presentaciones observadas en
hatos y rebafios aislados de todo contagio
directo y manejados por hombres que tam-
poco han estado en contacto con animales
enfermos, se le ha imputado papel de
significacion a agentes intermediarios,
tales como moscas, aves o animales sal-
vajes; a la luz de los actuales conoci-
mientos, tal papel seria esencialmente
mecanico mas que de agentes intermedia-
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rios biolégicos, como lo observado en otras
enfermedades a virus; eneefalomielitis
equina, exantema varioloso del cerdo, etc.

La presentacion de la enfermedad esta
en relacién con los siguientes porcenta-
jes: en vacunos, donde es méas alta, con
un promedio del 25%; en los equinos es
variable, pues mientras en algunas regio-
nes no se registran casos, en otras alcan-
zan aun 50% con un promedio del 10%;
en porcinos, donde tiene la menor inciden-
cia, llega al 5%. Con respecto a estos ul-
timos falta saber si en realidad se trata
de la estomatitis vesiculosa o de otra
entidad patolégica como el exantema ve-
siculoso del cerdo, lo que es muy proba-
ble, o la viruela porcina, ya que como
vimos atras esta especie no es susceptible
naturalmente a la infeccién. Los porcen-
tajes sacados de la presentaciéon en ei
Valle, nos demuestran la importancia de
las condiciones higiénicas en el ordefio
para impedir el contagio de la estomati-
tis vesiculosa; asi tenemos en el ganado
bovino:

PRESENTACION EN % DE INCIDENCIA:
Orden de infeccion % Maximo % Minimo Promedio
I Vacas en ordefio .......ccceceveieennns 100 10 60
2? Vacas paridas pero no en ordefio 75 6 20
39 Terneros mMamones .........cccccceeen. 75 6 20
i° Ganado de engorde ............. 50 — 5
5° Ganado de levante ..........cccoeu. 20 — 5

El periodo de la incubacién natural
parece ser de 24 horas y se presenta brus
ca y simultaneamente 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, mu-
las y asnos dominando una u otra locali-
zacion; en los cerdos (?), principalmen-
te 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 y ojos de los vacunos.

En los bovinos hay una elevacion de
la temperatura de medio a un grado cen-
tigrado, no constante en el periodo ini-
cial; a veces no se la observa en anima-
les con vesiculas formadas, pero si en
otros con vesiculas ya rotas. ElI enfermo
se presenta triste, erizado, inapetente.
Hay ptialismo acentuado, fluyendo la sa-
liva de la boca en forma de hilos con
consecuente chasquido y paladeo, sin mas-
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ticacion. En la boca aparecen las vesicu-
las que varian en nimero y tamafio y que
se pueden presentar aisladas, o confluyen
para formar una sola que al exfoliarse
da una Ulcera de gran tamafio; estas le-
siones se presentan principalmente en la
cara dorsal de la lengua, en el paladar,
en la cara interna de labios y carrillos,
y a veces se extiende sobre el hocico. Las
vesiculas son de caracter rapido y tran-
sitorio, aparecen en las primeras 48 horas
de la enfermedad, exfoliando inmediata-
mente, presentandose la cubierta en forma
de colgajos que se desprenden y a las
24 horas sblo se advierten Ulceras de bor-
des irregulares que se recubren con una
pseudomembrana amarillenta de olor des-
agradable. Luego sobreviene el periodo
de cicatrizacion que comprende unos diez
dias, siendo asi de 12 a 15 el curso total
de la afeccién bucal. Las lesiones de la
ubre y las pddales son consecutivas a
las bucales, siendo las primeras posible-
mente secundarias ya que ni los animales
no ordefiados ni los horros las presentan.
Hay vesiculas en los pezones, formandose
sobre la Ulcera consecutiva a la exfolia-
ciébn, una costra rojo-negruzca, dura y
retraida que sangra con facilidad; la ci-
catrizacion toma unos 60 dias, variando
segin el traumatismo infligido por el
ordefio diario. En un 60% de los casos
en que hay lesiones de la ubre, hay infla-
macién de las mamas correspondientes
con la localizacién y extension de las lesio-
nes en los pezones respectivos y en un
10% se presenta mamitis franca, con un
8% en que se pierden uno o varios
cuartos.

Las lesiones de las extremidades se
presentan en el rodete coronario de equi-
nos, bovinos y cerdos (?) y en el espacio
interdigital de los altimos; se presentan
congestionados, seguido de excoriacién sin
afeccion del podoéfilo; la tapa del casco
se desprende parcialmente y en los cerdos
las lesiones se propagan a veces a todo el
pliegue de la cuartilla. La cojera es in-
tensa, y la reposicion demora de 15 dias

a un mes, variando segun las condiciones
higiénicas existentes.

La mortalidad registrada por esta en-
fermedad es nula en todas las especies
atacadas; se pueden presentar decesos
debido a afecciones concomitantes, ju-
gando en estos casos la estomatitis vesicu-
losa 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 mortalidad en estos anima-
les el de 1%; sin embargo, como veremos
méas adelante, con la cepa a que este tra-
bajo se refiere se observé una mortalidad
muy alta en cobayo.

AGENTE CAUSAL

El agente ctiolégico fue demostrado
como perteneciente a la categoria de virus
filtrante en 1926 por Olitsky, Traum vy
Sclioening (9). Catalogado como un epi-
teliotropo, después se prob6 que podia
mutarse a neurotropo. 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 inoculaciéon experimental del
cobayo se ha comprobado su presencia en
el torrente circulatorio 20 a 24 horas des-
pués de la inoculacién intradérmica en la
superficie plantar.

Su tamafio varia entre 60 y 74 mili-
mieras, cuando es medido por el método
de eenti'ifugacion, habiendo sida calcu-
lada su densidad de 1.20 y 1.30 respec-
tivamente. Galloway y Elford en 1933
calcularon por ultrafiltracion su tamafio
en 70 a 100 milimicras; en 1935 Bauer
y Cox por el mismo método encontraron
idénticos resultados; en 1936, Levaditi,
Paie, Krassnoff y Voet, encontraron por
ultrafiltraciéon los valores de 60 a 90 mi-
limicras. Finalmente en 1937 Gallovray
y Elford encontraron los tamafios y den-
sidades dados en primer término y calcu-
laron el tamafio medio en 85 milimicras.

Su pluralidad antigénica esta de acuer-
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do con lo que parece caracteristico de los
virus vesiculosos; asi el de la fiebre afto%
sa presenta los tipos O, A y C; el del
exantema vesicular del cerdo presenta
hasta ahora cuatro tipos A, B, Cy D. En
la estomatitis vesiculosa se han demos-
trado dos tipos de virus diferentes anti-
génicamente: uno el tipo Indiana, aislado
por Cotton en epizootia de mayo, 1925;
el otro el tipo New Jersey, aislado en
septiembre del mismo afio de una epizoo-
tia en ese lugar. D. H. TJndal, en su obra
The Practice .of Veterinary Medicine,
1943, trae un tercer tipo antigénico que
denomina tipo California, aislado de una
epizootia de estomatitis vesiculosa en el
cerdo, bastante sospechosa de fiebre af-
tosa. Estudios posteriores de J. Traum
y H. W. Schoening (5) demuestran que
en realidad se trata de una entidad abso-
lutamente diferente: el exantema vesicu-
lar del cerdo. Anteriormente, en 1937, A,
B. Crawford (10) habia aclarado este
hecho, y el doctor O. Waldmann, la mas
alta autoridad alemana en fiebre aftosa,
en 1933 habia diferenciado ampliamente
ia cepa California del virus de la fiebre
aftosa y en cuanto a pruebas de inmuni-
dad cruzada con los tipos de estomatitis
vesiculosa encontré un resultado de 2/7
para el tipo New Jersey, y de 1/4 para
el Indiana. Asi, pues, en resumen so6lo so
aceptan dos tipos antagoénicos del virus de
la estomatitis vesiculosa.

De acuerdo con Olitsky, Traum y Sehoe-
ning, el virus es filtrable en discos Seitz,
en bujias Berkefeld V., y N., y en bujias
Chamberlan L3, y L7; con relacién a la
Chamberland LI, ellos encontraron que
el virus electropositivo no atravesaba este
tipo de bujia, pero que si se le cambiaba
el electronegativo pasaba facilmente; para
esto, Olitsky (8) recomienda usar un pH
de 8,5, con lo cual se consigue filtracion
en Chamberland LII.

Con material filtrado de las vesiculas
en la infecciéon artificial del cobayo, lin-
fa, se ha conseguido la D. M. I. (dosis
minima infectante), para cobayo a la di-

lucién del 10-7. La sangre, 20 a 24 horas
después de la inoculacién intradérmica,
ha dado titulos en el cobayo de 2.000 a
200.000 D. M. I.

La vitalidad del virus, en relacién al
pH del medio en que se encuentra, varia
grandemente. Asi, de acuerdo con Olits-
ky, se sabe que a una temperatura de
37° C. el virus permanece vivo por 52 horas
a un pH de 7.2-7.5-T.6; pero es inactivo
por un pH de 6.8 o de 8.0. S6lo 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 ma-
terial infectante se comporta diferente-
mente segln se trate con aquellos que
coagulan la albimina o con los que no
la coagulan. En el caso de alcohol, éter,
cloroformo, glicerol, bicloruro de mercu-
rio o &cido fénico, coagulan las proteinas
del medio en el cual el virus esta suspen-
dido y lo protegen de la accién directa
del agente; pero si la coagulacion se
evita por medio de sustancias como hi-
dréxido de soda al 1-2%, o liipoclorito
de sodio (antiformina), al 1%, el virus
se pone en contacto directo con el desin
fectante, pereciendo rapidamente. Asi, el
virus permanece viable 24 horas en al-
cohol al 60%, pero si se afiade hidroxido
de sodio al 1:5.000 (a este titulo el virus
resiste la base sddica por 24 horas), es
destruido en un minuto.

El hidréxido de sodio al 2% destruye
el virus en Gn minuto. El bicloruro de
mercurio al 1.1.000, el &cido fénico al
1%, el cresol al 3% ;-no lo destruye en
6 horas. Una mezcla de cresol al 3% maés
1% de hidréxido de sodio lo mata en un
minuto.

En glicerina al 50%, con btiffer y a un
pH de 7.5 se conserva viable por lo menos
por cuatro y medio meses cuando se le
guarda a temperatura de 4 a 6 grados
centigrados.

Experimentos han demostrado que la
cubierta de las vesiculas se ha conservado
virulenta en suelos guardados por 31 dias
de 4 a 6 grados centigrados, o a 20 gra-
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dos centigrados si se les conserva himedas
0 desecadas.

Uno de los problemas que més se ha
tratado de descifrar en las enfermedades
a virus filtrantes, es el que concierne a
la mutacion de una especie determinada
en un tipo especial, que sin variar en
sus caracteres antigénicos, posee cualida-
des patogénicas diferentes de aquéllas del
que le dio origen; este fenémeno, conocido
también en relacion con las bacterias en
las cuales tenemos el ejemplo ampliamen-
te conocido de la cepa nUmero 19 de la
Br. abortus, representa una nueva fase
en la epidemiologia de las enfermedades
por virus y entrafa, en:el virus de la
fiebre amarilla por ejemplo, una arma
poderosisima para su prevencion.

En 1930 M. Theiler (11) informaba
que el virus de la fiebre amarilla, orga-
notropo en esencia, podia ser alternado
por el pase intracerebral de ratén; des-
pués el virus fue modificado por cultivo
en tejido, y asi se form6 la nueva cepa
17D, que sin poseer el poder patégeno
de la cepa que le habia dado origen, en
cambio conservaba sus caracteres antigé-
nicos inmodificables, dando asi inmuniza-
cién cruzada. Posteriormente el mismo
Theiler informaba que habian sido ne-
gativos los resultados en los esfuerzos por
repetir la mutacién aplicando los mismos
principios que en la mutaciéon de la 17D,
asi, pues, a pesar de haber sido obtenido
un medio eficiente de vacunacién contra
una enfermedad infecciosa por virus, el
mecanismo intimo de la mmodificacion si-
gue 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 mu-
tacion. Stanley concluye diciendo que hay
una relaciéon directa entre la estructura
quimica y la mutacion, la cual va acom-
pafada por cambios en dicha estructura.
El cambio se manifiesta poi" alteraciones
en las cantidades relativas de determina-
do amino &cido y otras veces por la pre-

sencia de un amino-a4cido enteramente
nuevo, deduciéndose que tales alteraciones
van asociadas a la sintesis misma de la
particula virus en su multiplicacion. Sin
embargo, Stanley termina: la naturaleza
de estos cambios no se conoce.

En 1934 Peter K. Olitsky, llerald Cox
y J. T. Syverton. (13) demostraron la
mutacion del virus de la estomatitis vesi-
culosa, dermotropo esencialmente, en un
tipo neurotropo que producia sintomas
nerviosos de encefalitis en cobayos, cone-
jos, ratones y monos. Como agente de
mutacion se us6 el cambio de via de in-
feccion; asi se demostr6 que las vias
intracraneal, intranasal y subcutanea, fue-
ron positivas en ratén; en el cobayo sélo
la intracraneal fue efectiva y con la in-
tradérmica en el cojinete plantar sélo se
consiguieron sintimas locales sin mani-
festacion nerviosa; el conejo y 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 mutaciéon no alteraba los
caracteres antigénicos del virus y por
prueba de inmunidad con el virus de la
encefalomielitis equina no se obtuvo pro-
teccién cruzada. Como veremos en Ja par-
te experimental, hemos obtenido idénticos
resultados con nuestra cepa, ademas de
un ensayo por demostrar la mutacién en
especie de campo, caballo, que fue nega-
tivo, si bien puede deberse este resultado
al hecho de so6lo haber usado un solo
animal.

El virus de la estomatitis vesiculosa,
como todos los agentes pertenecientes al
grupo filtrable, s6lo se multiplican den-
tro de la célula viva, por lo cual su cul-
tivo fuera del organismo de las especies
susceptibles se hace en cultivos de tejido
vivo o en el embrién de pollo.

Los primeros esfuerzos para su cultivo
los realizaron Carrel, Olitsky y Long en
1928 (14), utilizando medula 6sea o em-
brién de cobayo puestos en suspension
en liquido Tyrode mas plasma; la incu-
bacion fue a 37 grados centigrados por
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7 a 10 horas. Después, en 1933, Cox, Sy-
verton y Olitsky utilizaron tejido de em-
brién de pollo en liquido Tyrode, con
pases cada tres horas, alcanzando activi-
dad del cultivo para ratén hasta el die-
ciochoavo pase. En el mismo afio Cox y
Syverton lograron por el mismo método
anterior 35 pases en una cepa y 58 en
otra, siendo activa a las diluciones de
10-5 y 10-6, respectivamente. En el mismo
afio de 1933 Burnet y Galloway efectua-
ron el primer cultivo en la membrana
corioalantoide del embrién de pollo, ob-
teniendo hasta el quinceavo pase. En fe-
cha mas reciente aparece el trabajo de
Ervin A. Elclihorn y Chester A. Manthei
(15), en el cual se analizaron varios de
los puntos mas destacados sobre el culti-
vo del virus en el embrién de pollo. La
técnica usada fue la de saco aéreo arti-
ficial, con inoculacién de 0,20 c. c. de la
suspension del virus en éste; sellado con
cera e incubacién de 40 a 48 horas a 26.4
grados centigrados. Las conclusiones a
que llegaron estos investigadores son de
interés practico:

19—EIl virus secado al vacio y guardado
en refrigeradora es viable por lo menos
por cinco meses;

2?—EIl virus de la estomatitis vesiculo-
sa puede ser propagado en la mebrana
y en el embrién de pollo;

39—Los embriones de once dias son
los mejores para su propagacion, con 40
a 48 horas de incubacion para la mejor
produccion del virus en el huevo;

49— L a virulencia aumenta con los pa-
ses sucesivos por embrion;

59—EIl 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 embrién de pollo, se necesita
de un periodo de adaptaciéon del virus al
tejido del embrién, siendo en el caso de
la estomatitis vesiculosa entre la cuarta
y octava generacion.

INMUNIDAD

Aunque todavia no tenemos conoci-
mientos completos sobre la naturaleza y
biologia de las particulas virus, si hay
un hecho que la practica y la experimen-
tacion ensefian, y es el de que los virus
filtrables son antigenos, incitando la for-
macién de anticuerpos especificos que
neutralizan in vitro la accién patogena
del virus que les dio origen. Hay, sin em-
bargo, una diferencia entre estos anti-
cuerpos y los incitados por la penetracion
parenteral de bacterias; los estudios ve-
rificados en poliomielitis por E. W.
Schultz, en influenza de las aves por C.
Todd, y en viruela por A. B. Sabin, de-
muestran que los cuerpos de proteccion
0 anticuerpos contra los virus filtrables
no forman compuestos estables con los
virus ni los destruyen; parece mas bien
que se interponen entre el virus y la cé-
lula susceptible. Estamos, pues, en pre-
sencia de un fenémeno 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 anti-
cuerpo, entren en contacto con la célula
susceptible; si tenemos en cuenta el ca-
racter patogénico de los virus filtrables,
esencialmente intracelular, obtendremos
como resultado que los antisueros tienen
un valor esencialmente preventivo, y muy
bajo curativo. Mas aun, que una vez esta-
blecida la afeccion celular, el uso de tales
antisueros es absolutamente negativo.

En la inmunidad activa en las enfer-
medades a virus, hay todavia mucho por
conocer lo cual ha conducido l6gicamente
a polémicas en las que los diversos auto-
res traen argumentos en 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 do
que “ es ya imposible o extremadamente
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dificil inmunizar contra cualquier infec-
ciébn con virus muertos”, por otra parto
podriamos citar las vacunas contra la
rabia tratadas por el fenol, las vacunas
contra la encefalomielitis equina trata-
das por la formalina y la vacuna contra el
hog-cliollera, tratada por el cristal violeta,
vacunas éstas que se suponen (jompleta-
mente a virus muerto. Lo que si se acepta
como hecho cierto en cuanto al comporta-
miento de este tipo de vacunas es el de
que la concentracién del virus en el ma-
terial usado para la preparacién tiene
una marcada influencia sobre su caracter
protector; también tiene influencia el mé-
todo usado para matar el virus; hasta
ahora el mejor producto usado para este
fin es el formaldehydo en solucién acuo-
sa el cual preserva casi invariable las pro-
piedades antigenas de los virus filtrablcs.

En el caso concreto de la estomatitis
vesiculosa se observa una inmunidad ac-
tiva adquirida aproximadamente de un
afio en los animales que recobran de la
infeccion. Experimentalmente. este hecho
es evidente en animales de laboratorio vy,
mas aun, los cobayos pueden ser inmuni-
zados, pasivamente con suero de animales
convalecientes. Con respecto a inmunidad
natural en las especies susceptibles, debida
a los factores de edad, sexo, raza o esta-
do fisiolégico, no se conocen en la practica
hechos que demuestren su existencia, y los
Unicos datos experimentales se refieren
a la resistencia que presentan ratones
adultos a la infeccion nerviosa periférica
con la variante neurdtropa del virus, Sa-
bin y Olitsky (17).

De acuerdo con el curso benigno de la
infeccion por virus de la estomatitis ve-
siculosa, con las grandes pérdidas econd-
micas que representa su presentacion, de-
rivadas de la baja produccion lechera,
inhabilidad para el trabajo e inutilizacion
de algunos animales por secuelas, se de-
duce que la inmunizaciéon activa es la de
mayor aceptacion en la préctica. Esta se
lleva a cabo con el uso de vacuna for-
molada, la cual es’ obtenida de cultivos

en embrién de pollo con la técnica des-
crita anteriormente. Como base de esta
inoculacion se deben emplear los tipos
homoélogos existentes (el Indiana, el New
Jersey). En Colombia la vacunacién se
ha llevado a cabo con vacuna preparada
por el Instituto Behring, de Bogot4, con
cepas locales; de los datos que poseo al
respecto se desprende que la vacunacion
ha dado excelentes resultados cuando es
usada en la regiébn de donde provenia
la cepa usada para la manufactura.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Indudablemente, se debe establecer co-
mo sistema el hacer diagnéstico diferen-
cial de todas las cepas que llegaren al
laboratorio con el objeto de establecer
de una vez por todas cual o cuéles enti-
dades patoldgicas existen en Colombia,
que se manifiestan sintomatolégicamente
por exantema vesiculoso. Como es bien
sabido, clinicamente el diagnéstico es un
tanto dificil, y sélo hay datos que bien
pudieran servir como pauta para un diag-
nostico definitivo de laboratorio.

En mi concepto, las entidades que con
mas insistencia debieran diferenciarse en
el pais, dentro del concepto general de
rxtomatiUs pxeudo-aftoxa, son: la fiebre
aftosa, la estomatitis vesiculosa y el exan-
tema vesiculoso del cerdo. De las lesiones
encontradas en todas tres enfermedades,
no hay un dato caracteristico de dife-
renciacion en ninguna de ellas; Unica-
mente podrian citar algunos caracteres,
un tanto atipicos, de su presentacion, que
pueden ayudar en la sospecha de una de-
terminada entidad. Es asi como el exan-
tema vesicular del cerdo sélo 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 (1) a las ovejas y cabras, aun-
que Hagan, (4), admite que las ovejas
son susceptibles experimentalmente; el
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cerdo es susceptible a la estomatitis vesi-
culosa Unicamente en inoculacién experi-
mental y se da como diferencial su resis-
tencia a la enfermedad natural; sin
embargo, Schoening (18) relata el caso
de una observacién en 1943 de unos cer-
dos en un laboratorio productor de suero
anti-hog-collera, que presentaban una en
fermedad vesiculosa; en la sospecha de
que se trataba de fiebre aftosa hicieron
inoculacién diferencial, revelando que era
estomatitis vesiculosa. En la fiebre afto-
sa se tiene como dato diferencial de pre-
sentacién, la clasica resistencia natural
del caballo a esta enfermedad. Estos
datos de presentacion, unidos a otros epi-
zoolégicos como son los de intensidad, o
virulencia de la afeccién pueden llevar

Exantema vesic.
del cerdo.

Especies

Bovinos

Equinos -j-
Cerdo +
Ovinos —
Caprinos —
Cobayo —
Erizo —
(a): artificial.

6 — (a)

J. Traum (19) aconseja el método si-
guiente de inoculacién experimental para
el diagndstico diferencial de las tres en-
fermedades :

‘*1?—Inoculense por lo menos dos bo-
vinos. Uno debe ser inyectado con fluido
vesicular fresco intravenoso o intramus-
cularmente; el otro debe ser inyectado en
la mucosa de la lengua, labios, o cojinete
dental, o frotados en &reas escarificadas.
Si el virus es de fiebre aftosa, ambos
animales deben desarrollar la enferme-
dad, los inoculados intradérmicamente, y
no los inoculados en la vena o en el
musculo. Si es virus del exantema del
cerdo, ninguno de los animales debe des-
arrollar sintomas.

con mas o menos fundamento a un diag-
néstico clinico.

El diagnéstico diferencial se establece
propiamente por inoculaciones de especies
si 0 no susceptibles, y por reacciones de
inmunidad cruzada. Para las primeras
se aprovecha la resistencia natural de
algunas especies animales, como también
el caracter de via de inoculacion, muy
atil en la diferenciacion de fiebre aftosa
y estomatitis vesiculosa. Hasta la fecha
no se conocen métodos diferenciales acep-
tables, serolégicos o alérgicos.

Resumiendo en un cuadro la suscepti-
bilidad de las diferentes especies a las
tres enfermedades antes mencionadas ten-

dremos lo siguiente (tomado de Craiv-
ford), (11).
Estomatitis Fiebre
Vesiculosa Aftosa
+ +
9~ (@)
+ 6~ +
+ (a) -f- (a)
- -f (a)
22—La inoculacién al cerdo no tiene

objeto, puesto que en este animal usual-
mente se desarrolla la enfermedad con
cualquiera de los tres virus.

32—La inoculacién del caballo es de
mucha ayuda para diferenciar entre fiebre
aftosa y estomatitis vesiculosa, siendo
absolutamente resistente a la primera y
susceptible a la segunda; el virus del
exantema del cerdo es medianamente pa-
tégeno para jos equinos; algunos desarro-
llan pequefias vesiculas cerca del punto
de inoculacion, otros no.

49—EIl cobayo es de grande ayuda en
el diagnoéstico del exantema vesicular del
cerdo, ya que es resistente a esta entidad
y muy susceptible a las otras dos.’’
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Experimentacion

Los trabajos practicos realizados lian
tenido por objeto obtener indicacion de
si la cepa usada pertenece a la especie del
virus de la estomatitis vesiculosa (es-
tomatitis pseudo-aftosa o mal de tie-
rra), o si por el contrario pudiera ser
del virus aftoso o del exantfemi vesicu-
loso del cerdo.

La cepa usada, denominada EVF (es-
tomatitis vesiculosa Florida), fue tomada
por el doctor Rafael Vicente Reyes en la
dltima epizootia de esta enfermedad en
el Valle del Cauca, region de Florida, y
traia las siguientes indicaciones, de letra
del doctor Reyes: "Tomado el 22 de mar-
zo de 1943. Linfa y membranas de una
vaca que el dia anterior' estaba sana. Fue
positivo a la inoculacién a cobayos, bo-
vinos y equinos; negativo para cerdos,
ovejas y cabras. Fdo. R. V. Reyes.” De
esta cepa, parte fue enviada a Bogotd,
® Instituto de Investigacion del Minis-
terio de la Economia Nacional, y otra la
trabajé el mismo doctor Reyes en el Va
lie. De estas inoculaciones se concluyen los
resultados que anota el doctor Reyes en
la nota remisoria de la cepa EVF. La
muestra enviada al Laboratorio de Bo-
gota fue pasada por cobayo con resulta-
dos positivos, pero luego fue abandonada
por no liaber tiempo disponible para la
investigacién. 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 de 1943; esta
muestra me fue suministrada muy gen-
tilmente por el Laboratorio Behring de
Bogotd; los resultados de inoculacién in-
tradénniea en el cojinete plantar de co-
bayo fueran absolutamente negativos.
Para octubre del afio pasado el doctor
Reinaldo Caieedo y el doctor Scliultz, del
mismo Instituto Behring, volvieron a su
ministrarme nueva muestra de la cepa
EVF; esta vez la muestra era cerebro de
cobayo, que habia sido inoculado intra-
cerebralmente, o sea variante neurdtropa

de la cepa inicial Reyes EVF. A esta ul-
tima muestra se refieren las experiencias
descritas en esta seccion del trabajo.

lécnica usada

En todos los trabajos que a continua-
cion se exjjlican se usé la misma técnica,
y sblo en contadas excepciones varid, lo
cual se encontrara anotado en los respec-
tivos protocolos; los animales usados fue
ron suministrados por el Instituto de In-
vestigacion dependiente del Ministerio de
la Economia Nacional, y por la Facultad
de Medicina Veterinaria, por lo que debo
presentar mis sinceros agradecimientos a
los doctores Francisco Virviescas, José
Velasquez Q., Scliultz y Reinaldo Caieedo,
por la valiosa cooperacion y las facilida-
des que me suministraron.

Preparacién ilcl inoculmn

Podemos dividirla en dos, segin la na-
turaleza de la substancia virulenta: cuan-
do se trataba de linfa vesicular, se ino-
cul6 directamente en algnos casos, y en
otros, cuando se supuso de alta virulencia,
se diluy6 en la proporcion 1:10 en solu-
cion salina buffer, haciéndose siempre la
diluciéon inmediatamente antes de la ino-
culacién. En aquellos casos en que se us6
material virulento en el cerebro de anima-
les de laboratorio, se preparé el inocolum
de la siguiente manera: un pedazo de cor-
teza cerebral de aproximadamente un gra-
mo; se trituraba en un mortero estéril
hasta que adquiriera consistencia de pa-
pilla; luego se agregan 10 c. c. de caldo
ordinario del usado en técnica corriente
de laboratorio; la suspension era luego
pasada estérilmente a tubos de centrifuga
y sometida a 1.500 revoluciones por 10
minutos, con lo cual se consigue que to-
das las partes groseramente trituradas
formen un sedimento, dejando una sus-
pensién que sobrenada de aspecto unifor-
me y muy manejable. De este liquido se
parti6 para inoculaciones, diluciones o
filtraciéon, segun el caso. Todas las sus
pensiones virulentas eran probadas para
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esterilidad por cultivos en caldo ordinario,
gelosa ordinaria y caldo Tarozzi.

Técnica (le inoculacién

Vari6 segun la via elegida; éstas fue-
ron dos: intradérmica o intracerebral.
En la primera, se preparaba previamente
el campo, el cojinete plantar de los miem-
bros posteriores del cobayo cortando los
pelos largos que se encuentran en el borde
de éste y que pudieran interferir la ope-
racion o contaminar la aguja en el mo-
mento de ejecutarla; luégo se limpi6é con
alcohol de 36° teniendo el cuidado siem-
pre de esperar que éste se evaporara an-
tes de iniciar la inoculacién; no se empled
en ningun caso antisépticos fuertes, como
tintura de yodo o soluciones de bicloruro,
fenol o formalina por temor de afectar
en alguna manera el inoculum o de oca-
sionar una accién irritante que pudiera
dar resultados falsos. La inoculacién se
verific6 con aguja gauge 26, de las usa-
das comUnmente en tuberculinizacion, te-
niendo el cuidado de que fuese estricta-
mente intradérmica; la aguja se introdu-
cia en sentido longitudinal al cojinete y
se hacian dos inoculaciones paralelas en
uno de los cojinetes, dejando el de la ex-
tremidad homologa como testigo para la
observacion; se usé siempre el izquierdo.
La cantidad de inoculum usada varié en-
tre 0.02 y 0.04 c. c

En la inoculacion intracerebral en el
cobayo se usé la técnica siguiente: se
cortan los pelos en la regi6on frontal con
unas tijeras curvas; el ayudante sujeta
la cabeza del animal lo maéas fijamente
posible, tomandolo por las orejas y sos-
teniéndolo firmemente contra la mesa;
se desinfecta la regién con alcohol de
36°;, con un bisturi pequefio se hace una
incision de la piel, de unos 3 o 4 mili-
metros en un punto por encima de la linea
que una los &ngulos internos del ojo y
hacia un lado de la linea media, hasta en-
contrar el hueso; luégo, desplazando unas
pocas lineas hacia arriba la piel se hace

la perforaciéon del hueso'parietal con una
aguja especialmente preparada para el
objeto; ésta consiste en una aguja hi-
podérmica ordinaria gauge 22, que se re-
corta hasta unos 2 a 3 milimetros del
empate (espesor del hueso pariental en
estos animales), haciéndola terminar en
un pequefio bisel; esta aguja empatada
en una jeringa ordinaria es un magnifico
trépano para inoculaciones intracranea-
les en el cobayo; una vez obtenida la
perforaciéon y sin soltar la piel, se busca
con la punta de la aguja de la jeringa
de inoculacion el sitio de ésta y se intro-
duce suavemente la aguja unos 3 0 4 mi-
limetros, procediendo a dejar 0.10 c. c.
del inoculum dentro de la masa cerebral,
muy lentamente y evitando todo movi-
miento brusco de la jeringa, especialmente
en sentido lateral; luégo se saca rapida-
mente la aguja y no hay necesidad de su-
tura posterior, si se ha tenido el cuidado de
que la incision sea apenas justa para el
objeto de la operaciéon. En el conejo se
hizo la inoculacién por la regién escamo-
sa del temporal, siendo la cantidad in-
yectada igual que en el cobayo. En los ra-
tones se hizo uso de anestesia por éter y
luégo la inoculacion por la misma téc-
nica usada para rabia; la cantidad de
inoculum fue de 0.03 c, c.

Los animales fueron puestos en observa-
cién y los datos anotados 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 experimentaciéon. Cuando
los animales presentaron los sintomas, se
destinaron a dos prop6sitos: primero como
fuentes de virus, y segundo para obser-
var curso y mortalidad; a todos aquellos
que murieron de la enfermedad o que fue-
ron sacrificados in extremis, se les prac-
tico una necropsia completa. En todos los
casos que fue necesario, el sacrificio se
efectué por intoxicacién con éter.

Los animales del laboratorio inocula-
dos fueron 27, distribuidos en la siguiente
forma: 20 cobayos, de los cuales 15 por
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da intradérmica y 5 intracranealmente;
1 conejo intracraneal; 2 ratones blancos
intracranealmeritcy'y 4 ratas blancas; 2
intradérmicas y 2 intracranealmente.

Inoculaciéon de animalex de laboratorio

A continuacién veremos ljos resultado?
obtenidos de la experimentacién en los ani-
males antes nombrados.

Todos los cobayos usados en la expe-
rimentacién presentaron los sintomas pro-
pios de la afeccion experimental, con ex-
cepcion del ndmero 102, inoculado in-
tradérmicamente el X-15, que murié a
las 72 lloras a consecuencia de una per-
foracién rectal por descuido en la toma
de temperatura, y del ndmero 2U, ino-
culado intracranealmente el mismo dia,
que por una causa desconocida resistié
perfectamente la inoculacién y a la reino-
culacién, con material conocidamente vi-
rulento! no demostré sintoma de ninguna,
clase.

Primero describiremos las lesiones oca-
sionadas por la inoculacién intradérmica:
a las 24 horas subsiguientes a la inocula-
cion, habia rubefacciéon de la region, la
que se mostraba caliente y al parecer do-
lorosa; a las 48 horas el cojinete plantar
tomaba un aspecto rojo-morado, surcado
por vetas blancas correspondientes a los
trayectos de la aguja el verificar la in-
yeccién; entre las 72 y 96 horas apare-
cia la formacion de las vesiculas prima-
rias, las que expoliaban en 24 horas, coti
salida de un liquido blanco opaco unas
veces y en algunos incoloro transparen-
te; la cubierta de la vesicula se despren-
dia casi siempre en forma de un solo col-
gajo, otras veces se partia en dos. Al
desprenderse la cubierta dejaba una ul-
cera que ocupaba la mayor parte de la su-
perficie del cojinete plantar, de una apa-
riencia roja sangrante algunas veces, de
bordes no bien precisos y de forma ova-
lar con eje mayor longitudinal. Todo este
fenémeno se efectud entro las 14 y las
4S horas subsiguientes a la aparicion de

las vesiculas. Después de la formacién de
Ja Ulcera ésta tomaba un aspecto cada
vez mas negruzco y en otras 48 lloras se
habia formado una costra que lentamente
so retraia, verificando la cicatrizaciéon to-
tal en diez a quince dias después de la
formacion de la costra. En unos pocos
casos la exfoliaciéon de la cubierta no se
verific6 en forma completa, quedando
adherida mas o menos fuertemente en los
bordes con la formacién consecuente (le
un absceso; piulo observarse que en estos
la antigua vesicula sin infartacion de los
ganglios adyacentes (popliteo o inguinal),
ni influir en el estado general del ani-
mal. De los quince animales inoculados
por via intradérmica, seis (nUmeros 90,
96, 27; 29, 15y 19) presentaron lesiones
secundarias; la presentacion de estas le-
siones se efectu6é entre el quinto y el
séptimo dias después de la inoculacion,
y se manifestaron por vesiculas en la su-
perficie de la lengua, en el cojinete plan-
tar de los miembros anteriores y en (los
casos (numeros 29y 19, ambos eran hem-
bras) en la regién genito-anal, mostran-
dose la zona roja edematosa con vesicu
las numerosas rodeando las aberturas anal
y vulvar; en los casos de lesiones bucales
(nGmeros 90, 96, 29 y 19) hubo gran
ptialismo e impedimento para la prension
y masticacion del alimento. En los anima-
les que se tom6 temperatura no se obser-
vé un alza de significacion, siendo la
mayor obtenida en el ndmero 102 de
39.5 grados centigrados.

La autopsia de los cobayos inoculados
intradérmicamente que sucumbieron a la
enfermedad o que fueron sacrificados in
extremix, mostr6 tres lesiones carac-
teristicas y casi siempre constantes; las
glandulas adrenales se presentaron in-
tensamente congestionadas y con focos
liemorragicos relativamente grandes para
el tamafio de tales glandulas, los pulmo-
nes presentaron constantemente un enfi-
sema generalizado bilateral, y los geni-
tales se presentaron siempre congestiona-
dos en las hembras, abarcando totalmente
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el dtero y en los machos localizado al
epididimo y conductos deferentes. De los
siete cobayos muertos, con inoculacién in-
tradérmica, tres presentaron congestion
del encéfalo aunque ninguno presenté sin-
tomas 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 cavi-

dades pleural, peritoneal y en el peri-
cardio; en un solo caso, el numero 29,
mostr6 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 intracra-
nealmente mostraron los siguientes sin-
tomas (a excepcion del cobayo numero
28 a que ya se hizo referencia): a las 48
horas se noté debilidad del tren poste-
rior y comienzo de impedimento para la
lo,comodén; en 24 a 48 horas mas, se esta-
blecié una paraplegia posterior, permane-
ciendo el animal postrado debido a la
paralisis flacida completa de ambos miem-
bros inferiores. El Unico cobayo que tuvo
lesion secundaria fue el ndmero 101, que
presenté una queratitis total del ojo dere-
cho y gran salivacion sin presentacion
de vesiculas bucales; no fue posible acla-
rar si la lesién ocular fue debida al virus
de la estomatitis vesiculosa, aunque no
hubo ninguna causa concomitante aparen-
te. A la necropsia el encéfalo se mostr6
muy congestionado y lo que es bastante
significativo se presentaron las lesiones
en el pulmén y los o6rganos genitales,
como las observadas en los animales inocu-
lados por via intradérmica.

Las temperaturas registradas fueron
mayores que las de los animales inocu-
lados intradérmicamente, presentandose
méxima de 41 grados centigrados. Los
cuatro animales que presentaron sintomas
murieron en tres dias, los nimeros 20 y
21, en seis dias el nimero 22, y en ocho
dias el nimero 101.

Para demostrar la filtrabilidad del ma-

terial virulento que se estaba usando,
fuente EVF., se inocularon dos cobayos,
el ndmero 23 intradérmicamente, y el
22 intracranealmente, con los resultados
anotados en el cuadro sumario de inocu-
laciones que acompafia este trabajo. EI
inoeolum lo constituyé el encéfalo del co-
bayo numero 101, que habia muerto con
sintomas clasicos de infeccion nerviosa
con virus de la estomatitis vesiculosa; el
material se preparé de acuerdo con la téc-
nica descrita antes, y después de la cen-
trifugacion el material se pasé por bujias
Berkefeld N, por presién negativa de unas
cinco libras; ya filtrado el material fue
sometido a las pruebas ordinarias de este-
rilidad con resultados de cultivo negativo.

El conejo inoculado intracranealmente
mostré los mismos sintomas nerviosos de
los cobayos a las 24 lioras, llegando la
temperatura a 41.1 grados centigrados:
muri6 a la 48 horas con paralisis com-
pleta del tren posterior. A la autopsia
sb6lo present6 gran congestion del encéfalo,
sin ninguna otra manifestacion.

Los dos ratones blancos inoculados in-
traeranealmente, mostraron: el uno para-
lisis del tren posterior a las 48 horas y
fue sacrificado a las 96 dando los siguien-
tes datos a la necropsia: cerebro no muy
congestionado, ganglios inguinales gran-
des, hemorragia en el mesenterio cerca de
los testiculos, bazo y rifiones congestiona-
dos, adrenaies normales, enfisema genera-
lizado del pulmén. El otro no presentd
paralisis de los miembros posteriores
aunque si se notaba impedido, estaba de-
primido, recogido formando como una bola
con el cuerpo; a la necropsia present6 ce-
rebro no congestionado, con los vasos me-
ningeos ingurgitados, genitales no conges-
tionados, adrenaies normales, bazo gran-
de, rifiones congestionados y enfisema
pulmonar.

De las cuatro ratas blancas inoculadas
dos intradérmica y dos intracranealmen-
te, ninguna mostré sintomas apreciables
durante 20 dias de observacion.

Las conclusiones que deducimos de la
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inoculacion de la fuente EVF en ios ani-
males de laboratorio son las siguientes:

17— EIl material- usado es filtrable por
bujia Berkefeld, del tipo N.

29—EIl periodo de incubacién fue de
72 a 96 lioras en los cobayos inoculados
en la dermis, de 24 horas en los cobayos
inoculados intracranealmente; en el co-
nejo inoculado intracranealmente fue de
24 horas; en los ratones blancos fue de
48 horas.

39—EIl curso de la enfermedad fue de
3 a 14 dias en los cobayos inoculados in-
tradérmicamente 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; y en los ratones de 4 a 5 dias.

49—Se presentaron lesiones secunda-
rias, (hablamos de lesiones secundarias en
aquellos casos de generalizacién de la en-
fermedad demostrada por la aparicién de
vesiculas en otros puntos que el de inocu-
lacién), en 6 de los 15 cobayos inocula-
dos intradérmicamente y en uno de los 5
inoculados en el encéfalo. Las otras espe-
cies no presentaron tales lesiones.

59—La mortalidad fue muy alta, 5/15
en los cobayos inoculados en la dermis,
4/5 de los inoculados intracranealmente;
1/1 conejo inoculado intracerebralmente;
2/2 ratones blancos inoculados por la
misma via.

69— Las lesiones observadas en los ani-
males de laboratorio, cobayos, conejo y
ratones blancos corresponden a aquellas
descritas para los virus de la estomatitis
vesiculosa y la fiebre aftosa en la inocu-
laciéon intradérmica; y en los inoculados
intracerebralmente los sintomas corres-
ponden a los de la variante neurétropa del
virus de la estomatitis vesiculosa.

79—La rata blanca no es especie sus-
ceptible para el virus de la fuente EVF.

Como datos interesantes obtenidos du-
rante la experimentaciéon anterior, debe-
mos anotar los siguientes:

cién, ya que en esta forma se puede ob-
tener una cantidad apreciable de inoeu-
lum muy facilmente.

b) En la trituraciéon del cerebro en
mortero para la preparacion del inoculum,
es aconsejable triturar éste primero sin
el diluyente, con lo cual se consigue una
mas facil manipulacion.

¢) Para la inoculacién intradérmica en
cobayo deben escogerse con piel del co-
jinete plantar clara, ya que se pudo ob-
servar que aquellos que la tienen oscu-
ra 0 negra presentan resistencia a la apa-
ricion de las lesiones.

d) Es aconsejable, en la inoculaciéon
intracerebral de los ratones blancos, que
una vez hecha ésta, se los tome por la
punta de la cola y se les imprima movi-
miento rotatorio mas o menos fuerte con
el objeto de contrarrestar la anemia ce-
rebral parcial,5ocasionada con la intro-
duccién del inoculum; en ningln caso
debe excederse la cantidad de éste de
0.03 c. c

Los resultados salientes de la inocula-
cion en animales de laboratorio se expo-
nen en el cuadro adjunto a este trabajo.

Inoculaciéon de especien grandes

En esta fase de la experimentacion se
usaron cuatro bovinos, tres equinos, cua-
tro ovinos y dos cerdos. Las vias de inocu-
lacion usadas se ajustaron a las indica-
ciones antes citadas, de J. Traum, en bo-
vinos y ovinos; los equinos se usaron co-
mo especie diferencial 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 surainericana datos
sobre la presentacién de fiebre aftosa en
los equinos, llutyra y Marek (1), Wil-
defour y Giovine, citados por (20) Bi-
dart (21), resolvi consultar directamente
a dos altas autoridades norteamericanas,
los doctores H. W. Schoening y H. J.
Stafseth, quienes estuvieron de acuerdo

a) El uso de la variante neurétropa es con los conceptos que antes teniamos so-

aconsejable para los trabajos de inocula-

bre la susceptibilidad negativa de les
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equinos al virus de la fiebre aftosa, y el
doctor Schoening aclaré, ademas, que en
el diagnéstico diferencial de las dos enti-
dades 110 eran necesarias las pruebas de
inmunidad cruzada; con esta base tan
autorizada como respetable, nuestra expe-
rimentacién para el diagndstico diferen-
cial se hizo exclusivamente sobre inocula-
cion. De los tres equinos, dos fueron in-
yectados por via intradérmica en la boca,
y uno lo fue por via intracraneal con
objeto de ver si se podian reproducir los
sintomas nerviosos en esta' especie. Los

dos cerdos fueron inoculados en la der-
mis bucal.
El inoculum lo constituyé el cerebro

del cobayo numero 101, preparado de
acuerdo con la técnica descrita anterior-
mente; la filtracién se verific6 con bujia
Berkefeld N, a presion negativa de cinco
libras, y el filtrado sufrié las pruebas
de esterilidad. Luego, el material fue ino-
culado en cobayo: dos, los nimeros 18
y 19, lo fueron intradérmicamente, y dos,
los nimeros 20 y 21, iior via intracere-
bral; los sintomas y lesiones desarrolla-
das correspondieron en un todo a los del
virus de la fuente EVE. Probado en esta
forma el inoculum, de ser libre de bacte-
rias y virulento, se procedi6 a la inocula-
cion de los animales ya previamente es-
cogidos.

La técnica de inoculacion wusada en
éstos, 110 cambié de la ya anotada para
animales de laboratorio, excepto en las
cantidades; para la inoculacién intraee-
rebral del equino, se procedi6 con el mé-
todo comun de trepanacién del parietal.

A los animales, una vez inoculados, se les
someti6 a una estricta observacién por
once dias y todos los datos fueron cuida-
dosamente anotados. Se les habia tomado
temperaturas previas a la inoculacién, y
después de ésta se llevé un récord exacto
do la curva térmica.

Grupo bovinos intradérmico-biical.

Lo constituyeron los terneros nimeros 23
y 25. Al hacer un recuento de las lesiones

observadas notamos diferencia en los dos
animales; mientras que el primero pre-
senté un periodo de incubacién de 96 ho-
ras, el segundo, nimero 25, a las 48 horas
presentd las primeras vesiculas, en nimero
de dos en el borde de la lengua; simulta-
neamente con la aparicion de las prime-
ras lesiones hubo gran ptialismo, el cual,
claro y filante al principio, se torné en
las siguientes 48 horas en una baba espe-
sa; un sintoma al cual no le hemos hallado
explicacion clara, fue la presentacion en
ambos animales, a la vez que con el ptia-
Jismo, de un moco nasal mas o menos
abundante, seroso, con estrias blancas, el
cual persisti6 durante toda la observacion,
sin que clinicamente tuvieran afecciéon de
las vias respiratorias. Las vesiculas tuvie-
ron una existencia fugaz, no controlable,
con exfoliacién subsiguiente y formacion de
Ulcera; los detalles del proceso se aseme-
jaron en un todo a los ya descritos en la
primera parte, para la infeccion natural,
y s6lo nos bastaria anotar que en el nu-
mero 25 la lesion fue tan extensa, quo
abarc6 toda la superficie dorsal de la len-
gua; en cuanto a las vesiculas de la mu-
cosa de labios y carrillos no fueron tan
extendidas como en este Ultimo érgano.
En todas las vesiculas habian exfoliado
para la formacién de Ulcera a las 72 ho-
ras; al ser dados de baja estos animales
en el onceavo dia estas lesiones empeza
ban a cicatrizar, ninguno de estos dos ani-
males present6 lesiones secundarias.

Bovinos intravenoso e intramuscular

El animal nimero 21 fue inoculado in-
tramuscularmente con dos centimetros ci-
bicos y el ndmero 26 por via venosa con
tino y medio centimetros cdbicos. Durante
los once dias de observacion ninguno de
estos dos animales mostré vesicula o sin-
toma alguno de los ya aceptados como ca-
racteristicos para la fuente EVF. Anota-
mos, eso si, que a las 72 horas se inicié
en ambos ptialismo y la afluencia de mo-
co nasal, tal como el observado en el gru-
po anterior.
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Con el objeto de comprobar la presen-
cia de virus en la saliva de estos anima-
les, se tomaron muestraslo mas aséptica-
mente posible y se inocularon cobayos en
la siguiente forma: el nimero 54 con ma-
terial del bovino 25, cobayo numero 25
con saliva del ternero 23, y cobayo nu-
mero 37 con del ternero ndmero 21; de
éstos Solo el material procedente del bovi-
no ndmero 23 dio resultados positivos, ha-

biendo muerto el cobayo a los catorce
dias con sintomas de estomatitis vesicu-
losa, y a la necropsia se le encontraron
las lesiones que hemos descrito para los
inoculados directamente con material vi-
rulento; no presenté lesiones secundarias.

Resultado comparativo de los dos grupos

anteriores

Al observar los datos anotados ante-
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nérmente y las curvas térmicas adjuntas
de estos cuatro .animales, tendremos los
siguientes resultados:

19—Los dos animales inoculados intra-
dérmicamente presentaron sintomas vesi-
culosos con elevacion de temperatura a las
21 lioras de uno y medio grados centigra-
dos; y tal elevacién fue sostenida por 48
lioras y a las 72 regresaron a la normal.

29— Los dos animales inoculados por las

otras vias no presentaron sintomas ni alza
de temperatura.

Grupo ovino intradérmico

Lo constituyeron los animales Nos. 11
y 15; ambos presentaron a las 48 lioras
vesiculas en la superficie dorsal de la
lengua; exactamente en los sitios de ino-
culacion; éstas, a diferencia de las obser-
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vadas en los bovinos, fueron pequefias, Grupo ovino intravenoso e intramuscular
de 3 a 4 milimetros, que exfoliaron con-
formacion de ulcera, la cual era clara- La oveja numero 1 fue inoculada intra-

mente perceptible a las 120 horas. El ptia-
lismo en estos animales fue insignificante
y no hubo lesiones secundarias. Tampoco

se observé el moco descrito para los bo-  Ppoco se observé ningn sintoma.

vinos.

muscularmente con uno y medio centime-
tros cudbicos, y la nimero 19 por via ve-
nosa con un centimetro cudbico. Aqui tam-
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Resultado comparativo entre los grupos
anteriores

Al igual que en los bovinos podemos

deducir dos lieehoa principales:

1?—Los dos animales del grupo intra-
dérmico presentaron sintomas de estoma-
titis vesiculosa con alza de un grado cen-
tigrado a las 72 horas, continuando en un

JTr>fir*c/er ™lico

NUMERO 4

animal a las 96 y regresando en ambos
a las 120 a la normal.

29—Los del segundo grupo no presen-
taron ninguna de las dos alteraciones.

Grupo equino

inoculados intradér-
caballo ndmero 1 y

Los dos animales
micamente fueron:
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mulo ndmero 2. A las 48 horas ambos
mostraron vesiculas en la mucosa del la-
bio inferior; el nimero 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 mas de > centimetros; ésta tenia una
cubierta bastante gruesa®, de color blanco
amarillento y de superficie plana; fue
muy resistente a la exfoliacion y sélo lo
hizo al décimo dia, mientras que las de
los labios tuvieron un.curso semejante al
descrito para los bovinos. No hubo ptia-
lismo ni lesiones secundarias. EI mulo nu-
mero 2 demostr6 una mayor resistencia
que el anterior a la accién del material
virulento, pues si bien desarrollé vesiculas,
éstas fueron pequefias y en ndmero me-
nor; las Ulceras 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 cubicos, fue
la yegua numero 3, en via de reproducir
las lesiones nerviosas observadas en los
animales de laboratorio 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 cuando
fue inoculado intradérmicamente y que de
acuerdo con los cuadros térmicos adjun-
tos no se observé ningun cambio en la
temperatura de dichos animales. Ademas,
en el equino inoculado en el encéfalo no
se obtuvo ningln resultado.

Grupo suinos

Lo constituy6 el cerdo ndmero 1 y
el nimero 2. De éstos s6lo el nimero 1
presentd a las 96 horas una vesicula Uni-
ca pequefia, situada en el labio inferior
un poco por debajo de la unién de la piel
con la mucosa; su tamafo fue de unos 3
milimetros, de forma esférica, transparen-

te, que exfoli6 en las 12 lioras siguientes,
y de dificil cicatrizaciéon la Ulcera subsi
guiente; no hubo ptialismo demostrable ni
lesiones secundarias.

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

DISCUSION

Haciendo un resumen de todos los datos
expuestos encontramos diversos puntos
que merecen tratarse con especialidad por
la importancia que ellos tienen;

Entre éstos resaltan la informacion su-
ministrada por el doctor Perlaza sobre
la presentacion natural de la afeccién en
el cerdo; como bien hemos visto estd am-
pliamente aceptado que esta especie es
refractaria al virus de la estomatitis vesi-
culosa al contagio natural y en cambio
susceptible a los de la fiebre aftosa, el
exantema vesicular del cerdo o el exan-
tema varioloso del mismo. No escapa,
pues, la importancia que tienen informes
como éste, con los cuales se podria demos-
trar la existencia de la estomatitis vesica-
losa en forma natural en esta especie,
previa identificacion del virus, o en cam-
bio comprobar la existencia de 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
s6lo aceptan la contagiosidad directa sin
intervencion de vectores, las observacio-
nes del doctor Reyes de que ya hemos he-
cho mencién nos indican claramente que
bien pudiera existir; es indudable que
éste es uno de los renglones mas dificil-
mente controlables en la epizoologia de
una enfermedad infecto-contagiosa, pero,
¢como explicar los hechos enunciados de
la presentacién de la enfermedad en un
punto determinado donde todo contagio
directo lia sido por demés imposible? EI
mismo hecho lo observamos en otras en-
fermedades a virus donde los intermedia-
rios juegan un papel preponderante. Cla-
ro esta que en el presente caso, dados los
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conceptos responsables expuestos en uno
y otro sentido, s6lo una experimentacion
meticulosa y muy bien controlada podria
dar la ultima palabra, pero como hecho
préactico, nosotros bien podriamos aceptar
la .existencia de tales agentes interme-
diarios.

Como bien expusimos anteriormente, es
poco lo que podriamos decir con respecto
a la mutaciéon de los virus en general y
tratando del de la estomatitis vesiculosa
adelantaremos conceptos basados en los
resultados obtenidos en la parte experi-
mental. Bien se ha demostrado la muta-
cion del originalmente epiteliotropo o neu-
rotropo con el consiguiente cambio de pa-
togenicidad y de la facilidad con la cual
se efectud la mutacion inversa, volviendo
a recobrar totalmente su afinidad origi-
nal y perdiendo casi completamente la
propiedad neurotropa adquirida; asi ve-
mos que habiendo usado para la inocula-
cion intradérmica una fuente neurotropa
mutd nuevamente de primera intencion y
las lesiones obtenidas en nada diferian
de una cepa enteramente epiteliotropa;
s6lo tres casos presentaron congestion ce-
rebral sin que ninguno de ellos hubiese
mostrado en vida sintomas nerviosos. De
los datos de necropsia obtenidos, como en
los sintomas anotados (secrecién nasal en
los bovinos), tendriamos una anotacién
interesante que hacer, para la comproba-
cion 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 esta efectuando
una nueva mutacion del virus a organo-
tropo.

Uno de los hechos que a la experimen-
tacion nos dio resultados positivos, pero
que aun no le hemos podido encontrar una
explicacién satisfactoria, fue el de la di-
ferenciaciéon entre los virus de la fiebre
aftosa y estomatitis vesiculosa segin la
via de inoculacién ideada por Traun. Este
punto seria materia de larga especulacion,
ya que, observadas las curvas térmicas nos
conducirfan a que en la estomatitis vesi-

culosa existe viremia, pero como no tene-
mos argumentos de valor nos limitamos a
hacer la observacion'de que e:i la practica
es un método valioso, aunque no sepamos
su verdadero mecanismo.

Observando el cuadro de resultado de
inoculacién, podemos verifica™ que parece
existir una resistencia natural en los dife-
rentes animales hacia el virus. Asi, los
cobayos numeros 29 y 15 fueron inocula-
dos por la misma via, con el mismo mate-
rial, en igual cantidad, y mientras que
ambos revelaron sintomas positivos de la
enfermedad s6lo el nimero 29 sucumbié a
ella.

Uno de los datos en que nuestra experi-
mentacioén difiere de los datos existentes,
es en el porcentaje de mortalidad de los*
cobayos al virus de estomatitis vesiculosa;
asf, mientras esta aceptado el 1%, en
nuestra experimentacion obtuvimos un
33.3%.

En cuanto a lesiones secundarias nues-
tros datos estdn méas o menos acordes con
los obtenidos por la Comisién de fiebre
aftosa americana; asi, mientras ellos ob-
tuvieron un 50% de casos con lesiones
secundarias en animales de laboratorio,
nosotros obtuvimos un 40%. No guardan
estos datos relaciéon con el porcentaje de
mortalidad obtenida, ya que aceptamos
la presentacion de lesiones secundarias o
sea generalizacion de la enfermedad como
virulentacion.

Finalmente, quisiéramos hacer hincapié
en que, segun los datos obtenidos y ago-
tando todos los recursos a nuestro alcan-
ce, damos por sentado que los equinos son
absolutamente negativos al virus de la
fiebre aftosa y que como tal lo hemos
usado para el diagnoéstico diferencial de la
cepa EVF.

CONCLUSIONES
Primera

La fuente de virus vesiculoso EVF., no
pertenece a la especie de la fiebre aftosa
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porque los equinos inoculados intradér-
micamentc desarrollaron lesiones, y los bo-
vinos inoculados intramuscular e intrave-
nosamente 110 demostraron lesién alguna.

Segunda

La fuente de virus vesiculoso EV.F.
pertenece a la especie del exantema vesi-
culoso del cerdo porque los cobayos, bo-
vinos y ovinos inoculados intradérmica-
mente desarrollaron lesion.

Tercera

La, fuente de virus vesiculoso EVF.
pertenece a la especie de la estomatitis
vesiculosa porque los equinos, bovinos,
ovinos y cobayos inoculados intradérmi-
eamente desarrolaron lesiones caracteristi-
cas de dicha enfermedad.

Estudios posteriores necesarios.

Debido a la complejidad del problema,

el anterior trabajo 110 lia hecho sino acla-
rar una de las incégnitas que encerraba
el estudio de este virus. Quedan aun mu-
chas mas, las cuales deben ser objeto de
insaciable busqueda por parte de nuestro
competente cuerpo profesional. Nos per-
mitimos enumerar a continuaciéon algunos
de ellos como de alto interés tanto préac-
tico como académico:

Diagnostico y tipificacion de las cepas
en aquellos sitios donde se haya diagnos-
ticado clinicamente la enfermedad.

Contagiosidad directa o biol6gica.

Demostracion del virus en el torrente
circulatorio de las especies de campo.

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

Variacién inmunigena
neurotropa y epiteliotropa.

Comprobaciéon de variacion a organo-
tropo.

entre variante
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