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INTRODUCCION

Todos los intentos de los primeros investigadores en el campo de
la aftosa, para producir evidentes signos clinicos de infeccién con el
virus en ratones blancos, fueron infructuosos.

Mas tarde, siguiendo el exitoso desarrollo en ratones blancos de
cepas ‘‘neuroirépicas’” de los virus de la fiebre amarilla y de la anemia
infecciosa con propdsitos inmunizantes, una intentona similar fué hecha
por Nagel (1937) con el virus de la aftosa. Encontré que era posible
mantener el virus en ratones blancos solamente si se le repicaba, utili-
zando el cerebro, dentro de las veinticuatro a las cuarenta y ocho horas
de su inoculaciéon. No habian signos clinicos después de haber realizado
hasta 140 pasajes (Hofmann, 1941, 1944). Galloway (1939), Rdéhner
(1944) y Hudson (1947) hicieron experimentos con otras siete cepas
de virus. Con cinco de esas cepas no se observaron signos clinicos aun-
que se hicieron de 36 a 104 pasajes. Con dos cepas aparecieron signos
clinicos después de 76 a 144 pasajes intracerebrales y fueron considera-
dos como debidos a una encéfalomielifis. Muchos méas pasajes se requi-
rieron antes de que el virus perdiese su propiedad de producir lesiones
vesiculosas en cobayos o bovinos, y estas cepas no tuvieron aplicacién
practica alguna.

Los ratones utilizados en todos los trabajos arriba citados debian
tener a lo sumo cuatro o cinco semanas de edad. Utilizando ratones no

= Traducido de “Proceedings of the Royal Society of Medicine”, vol. 44,
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#%  ste trabajo fué presentado por el doctor Skinner a la sesion efectuada
el 18 de abril de 1951 por la Seceion de Medicina Comparada.
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semanas de edad, sintomas fatales asociados a
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grandes alteraciones en el miocardio ¥ en los muscul_oc;s eiw,;; = e:ic;s[;:e
observaron a partir de los primeros pasajes; tal ha sido [IJ s ia

Cl s 3 3
obtenida con nueve cepas bovinas y seis cepas de cobayos en el trabajo

gue ahora relatamos.

destetados de una a dos

EXPERIENCIA PRELIMINAR

e trabajo fué obtenida fortuitamente en un
experimento realizado en febrero de 1950_. La susceptibilida_d de l‘a rata
blanca a la inoculacién intracerebral de virus aftoso estab_a 31e,r1do mvgs-
tigada. En el primer pasaje, a fin de mantener el pequeno numero dis-
ponible de ratas blancas, un importante grupo de ratones blancq.q, de
tres semanas de edad, fué inoculado intracerebralmente en forma s.1mu1-
{4nea con las ratas blancas. Estos ratones fueron sacrificados a inter-
valos después de la inoculacién para poder seguir el titl{lP del vi?us
en el cerebro. Se tenia la esperanza de que la informacion obtenida
podia sugerir los lineamientos del futuro trabajo en la rata blanca si
aquel animal demostrase ser resistente.

El virus inoculado era una mezcla de cepas bovinas de diferentes
tipos inmunolégicos, y sin entrar en detalles bastarad decir que en este
primer pasaje intracerebral 7 ratones, de 13, que quedaron después del
primer dia, desarrollaron sintomas del segundo al cuarto dia. Se siguie-
ron haciendo pasajes en grupos de diez o mas ratones, de tres a cuatro
semanas de edad, con suspensiones al 10 % de tejido cerebral inoculado
intracerebralmente, y al quinto pasaje la proporciéon de infectados al-
canzo6 al 100 %.

A cada pasaje por ratén se tomaban varios tejidos para inocular
por via intradérmica en la cara plantar del metatarso de cobayos, ¥
estos animales reaccionaban con lesiones locales y secundarias idénticas
a las producidas por el virus de la aftosa.

La primer guia de est

Material infectante fué recogido de esas lesiones para utilizar como
antigeno en pruebas de fijacién de complemento; los cobaycs una vez
recuperados fueron utilizados en pruebas de inmunidad con cepas tipo
de cobayo; o bien fueron sacrificados para la produccion de suero de
convaleciente para ser utilizado en pruebas de fijacion de complementos
de suero-neutralizacién. Cada uno de estos métodos de determinacién
de la especificidad del agente infectante indicé que, después del segundo
pasaje por ratén, aparentemente un solo tipo de virus aftoso habia so-
brevivido. Este era uno de los tres tipos recientemente reconocidos.
S.A.T. 2 (Galloway, 1950; Galloway, Brooksby, Henderson, 1951). Dos
cepas de Rodesia de este tipo habian sido incluidas en la mezcla origi-

qal que también contenia dos cepas del tipo O de Vallée y una de las
tipos A de Vallée, C de Waldmann Yy S.A.T. 1.

. .El repicado Qe esta cepa fué abandonado en el noveno pasaje con
el fin de determinar si se obtenia igual éxito realizando pasajes con
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ce_pas aisladas en lugar de una mezcla. En estas investigaciones preli-
minares tres observaciones habian sido repetidamente confirmadas:
12) Las titulaciones intradérmicas en cobayos indicaban que en
el momento de la infeccién maxima, la sangre, el bazo y
el corazéon y pulmones en conjunto contenian cada uno

mas de cien veces mas virus que el cerebro inoculado re-
cogido de los mismos ratones.

Titulaciones comparativas de tejido cerebral en ratones por
las vias intraperitoneal e intracerebral mostraron que eran
igualmente sensibles para descubrir los virus.

Cualquiera que fuese la que se utilizase de estas dos vias, los
ratones de 2 a 2 % semanas de edad eran més sensibles

que los ratones de tres a cuatro semanas, y con ambas
vias el sindrome clinico era el mismo.

23)

32)

Cuando las cepas fueron examinadas individualmente, el corazén
fué elegido como tejido para pasaje, la cavidad peritoneal como punto
de inoculacién y ratones no destetados como animales de experiencia.
Adoptando esta técnica, cepas bovinas representando cada uno de los
seis virus tipo fueron adaptadas al raton, sin dificultad.

ESTABLECIMIENTO DE CEPAS RATON
QUE REPRESENTAN LOS SEIS VIRUS TIPO

Al comienzo fueron utilizados ratones de 14 a 18 dias, pero mas
tarde se encontré que ratones de siete a diez dias eran mas susceptibles
Yy esenciales para realizar pasajes satisfactorios de algunas de las cepas.
No se observo aumento de sensibilidad en ratones de menos de una se-
mana de edad.

Con los ratones mas jovenes (7 a 10 dias) el sintoma mads evidente
era una pardlisis muscular espastica de los miembros posteriores que
se extendia y abarcaba la totalidad del cuerpo, de no sobrevenir la
muerte. La dificultad respiratoria se presentaba a menudo desde los
primeros momentos. Después de un pasaje o dos los sintomas aparecian
en 20 a 48 horas después de la inoculaciéon, mismo con dosis infectantes
minimas, y los ratones rara vez sobrevivian mas de 12 horas a la apari-
cion de los sintomas. No se pudieron observar lesiones macroscopicas
en los musculos esqueléticos afectados cuando el curso de la infeccion
era tan corto, pero en ratones de mas edad y mas resistentes en los
cuales la muerte tenia lugar méas tarde, o en aquellos en que los sinto-
mas persistian durante unos pocos dias, algunas notables lesiones pudie-
ron ser observadas alrededor del cuarto dia después de la aparicion de
los sintomas. Todos los musculos de los miembros posteriores presen-
taban a veces mas del 90 % de sus fibras en estado de degeneracion y
aparecian de color canela palido. Las areas interesadas eran difusas en
los musculos mas recientemente afectados, pero en las lesiones mas viejas
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ocos de activa regeneracion de' la fibra
muscular. Estas lesiones predominaban en los miembros poste’rlores Yy en

16 do se extendian hasta los musculos del
la regién lumbar pero a menu . SR
lomo. Los musculos abdominales, intercostales, escapulares, mandibu
lares y linguales se observaron también afectados.

En ratones de toda edad los primeros sintomas se observaban fre-
cuentemente en un miembro posterior antes que en el otro y ca?l inva-
riablemente el miembro afectado era el del lado en que se habia prac-
ticado la inyeccion intraperitoneal.

Si los ratones no destetados eran sacrificados e'n el morr_lento .f'en
que un solo miembro estaba paralizado, el titulo d‘e éste, por titulacién
intraperitoneal en ratones, era de 10 a la menos cinco a 10 a la menos
seis, o sea por lo menos cien veces mas alto que el titulo del mlem.bro no
paralizado del mismo animal. La extraccion de los huesos del miembro
paralizado no redujo el titulo del virus.

Con la mayoria de las cepas se observaron lesiones cardiacas ma-
croscépicas, similares en forma a las de los musculos esqueléticos, en
el 40 al 50 % de los ratones de una a dos semanas de edad, en el mo-
mento de la muerte. Con estas cepas el tejido cardiaco tenia un titulo
de 10 a la menos cinco a 10 a la menos siete en ratones. Titulos tan
altos no han sido todavia demostrados en la sangre.

Con una cepa las lesiones cardiacas fueron raras y el titulos del
miocardio no sobrepasé 10 a la menos tres, aun cuando los miembros
paralizados de los mismos ratones tenian un titulo de 10 a la menos seis.
Con esta cepa los miembros posteriores fueron finalmente elegidos como
tejido de pasaje.

Se requieren nuevas observaciones sobre la evolucion del sindrome
v los cambios moérbidos en los diferentes tejidos, y un intento para re-
lacionar aquéllos con las concentraciones del virus en esos tejidos. Los
resultados permitiran formar una opinion mas definitiva en relacién con
los sitios de multiplicacién del virus. De cualquier modo en esta pri-
mera etapa debe ser considerada la posibilidad de que el virus puede
multiplicarse en el tejido muscular esquelético y cardiaco.

Cinco cepas fueron llevadas hasta el vigésimo pasaje y una (R. V. 7)
hasta el sexto pasaje por ratén. Virus de estos pasajes finales fué
utilizado en pruebas extensivas para determinar la especificidad de tipo
de las cepas. Fueron utilizados: 19) para infectar cobayos que fueron
més tarde controlados con las cepas standard de cobayos; 29) para
controlar la inmunidad de cobayos inmunes a las cepas standard de
cobayo; y 3°9) en pruebas de sueroneutralizacién en ratones, en las
cuales el suero era el hiperinmune standard de cobayo para pruebas
de fijacion de complemento, preparado en Pirbright. Todas estas prue-
bas mostraron concluyentemente que cada cepa habia mantenido su es-
pecificidad de tipo a través de los pasajes por ratén. El hecho de que
la neutralizacién especifica de las cepas pudiera facilmente demostrarse

en ratones, senalaba de que ningtn virus distinto del de la fiebre aftosa
estaba implicado.

eran veteadas y presentaban f
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Virus de los pasajes finales de cada cepa fueron titulados en grupos

de ratones de toda edad, y los resultados esenciales, similares a aquellos
observados en los primeros pasajes, estan representados en la figura 1.
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Fig. 1.— Dosis de virus requeridas para producir infeceién clinica en

ratones de diferentes edades. El diagrama estd realizado con los resul-

tados obtenidos con seis cepas pasadas por ratén por inoculaeién intra-

peritoneal de serie de virus diluidas al déeimo y realizadas simultinea-

mente en ratones de una semana y mas viejos. Las cepas 119, 149, M, 11,

Bec. 1, Rho.1 y R. V.7 son de los tipos Vallée A, Waldmann C, Vallée O
¥y S.ALT. 1, 2 y 3 respectivamente.

OTRAS ESPECIES AFECTADAS EN FORMA SIMILAR
POR EL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA

En varias epizootias de aftosa un rasgo comun es la elevada propor-
cién de muertes repentinas en jovenes terneros y cerdos en los cuales
el tinico trastorno patolégico grave gue se observa reside en el miocar-
dio. Un sindrome similar ha sido realizado experimentalmente en muy
jévenes cachorros (Stockman y col., 1927; Giolitti, 1950) ¥y en muy
jévenes cobayos (Schmidt, 1936).

Con ciertas cepas de campo del virus, asociadas a la aftosa maligna
se desarrollan también lesiones en el miocardio y los musculos esque-
léticos, en un porcentaje pequefio del ganado bovino adulto. (Traut-
wein, 1929; Pallaske, 1940, 1941).

OTROS VIRUS CAUSANTES DE UN SiNDROME SIMILAR
EN RATONES

Sintomas y lesiones que se asemejan estrechamente a los asociados
con la infeccién por cepas de virus aftosos, se observan también en
jévenes ratones infectados con otros virus. Estos incluyen los virus de
la encéfalomielitis del ratén (Rustigan y Pappenheimer, 1949) y de la
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t 1948, 1948; Dick, 1948; Warren, Smadel
: Coxsackie (Dalldorf, 1950; Melnick,
col., 1950; Melnick y God-

encéfalomiocarditis (Schmid'
y Russ, 1949) y cepas del virus de
1950; Pappenheimer y col., 1950; Weller y

, 1951). B S
manNuestI)‘os propios estudios no estan todavia suficientemente avan-

zados como para permitirnos comentar los rasg.os lll‘istoléglcos compara-
tivos de las lesiones. Pruebas de sueroneutr:ah?cgcxon con SUero prepa-
rado contra el virus de la meningoencéfalomielitis _{grupo EMC) ¥ con
ocho lipos de virus Coxsackie no demostraron accu?n neutrghzante SO-
bre ninguna de las seis cepas tipo standard de ratfm del v1r.us aftoso.
Los resultados con suero preparado contra ambos tipos del virus de la
estomatitis vesiculosa fueron los mismos.

APLICACI6ON DE LOS RESULTADOS

1) TITULACION DEL VIRUS.— Durante todos los pasajes de las cepas
no hubo pérdida de su capacidad para infectar al cobayo por inocula-
cion intradérmica en los cojinetes metatarsianos. El titulo de las cepas
ratén en cobayos inoculados intradérmicamente en los cojinetes meta-
tarsianos (I.D.) era regularmente alrededor de cien veces mas bajo
que en ratones inoculados intraperitonealmente (I.P.) tanto en los pri-
meros como en los ultimos pasajes. Una cepa (M. 11) después de veinte
pasajes por raton fué titulada simultaneamente en ratones y en bovinos
(inoculacién intradérmica en la lengua). El titulo en bovinos era cien
veces mas bajo que en ratones, pero la enfermedad fué tan severa como
la causada por la cepa bovina original.

Estos resultados corresponden con los ya conocidos respecto de las
cepas adaptadas al bovino y al cobayo. Titulaciones comparativas lle-
vadas a cabo en cobayos y bovinos mostraron que las cepas cobayo
tenian el maximo titulo en cobayos y las cepas bovinhas en bovinos (Hen-
derson, 1949).

Fué sorprendente, por lo tanto, encontrar que cuando seis diferen-
tes cepas cobayo —tres de las cuales habian recibido mas de quinientos
pasajes intradérmicos en cobayos— fueron tituladas en ratones (I.P.)
y simultdneamente en cobayos (I.D.), el titulo en ratones era en cada
caso alrededor de 10 a 50 veces mayor que en el cobayo. Con la coope-
racion del doctor Henderson, titulaciones simultidneas en bovinos (inocu-
lacion intradérmica en la lengua) y en ratones (I. P.) han sido reali-
zadas hasta ahora en cuatro oportunidades con dos cepas bovinas, y en
cada caso el titulo en ratones era por lo menos tan alto como en el
bovino.

La dosis standard inoculada a los ratones no destetados, en estas
experiencias, ha sido de 0,03 ml. Esta cantidad puede ser ligeramente
superior al volumen total retenido en los puntos de inoculacién en un
f:obayo, pero no es probablemente mayor que el retenido en cada punto
inoculado en la lengua del bovino. Con estas cepas, por lo tanto, el



raton no d‘estetado, de alrededor de una semana de edad, ha demostrado
ser un animal muy sensible para revelar la presencia del virus de la

aftosa' en .elevadas diluciones y puede resultar ser un valioso animal de
experiencia de uso general para este propoésito.

2) SUERO»_I,EU’;:RALiZAclfm._ Los resultados obtenidos en pruebas
de fueroneutralxzam()n, ya mencionados, sefalan un mas amplio uso del
ratén no destetado. Por estas pruebas ha sido posible demostrar que
ratorfes ad'u’ltos, que resisten una infeccién amplia, sufren sin embargo
una infeccién subclinica, ya que el suero recogido tres semanas después
puede presentar un indice de neutralizacién de hasta 1.000.

E.t’atones adultos infectados subclinicamente de esa manera han dado,
iambién, crias varias semanas después que no han podido ser infectadas
clinicamente con tipos homélogos de virus.

Es posible llevar a cabo pruebas de sueroneutralizacién con cepas
bovinas y suero bovino, directamente en ratones, y en tales pruebas el
suero de bovino convaleciente tiene, en una dilucién de 1/50 un indice
de neutralizacién de 10.000. Este es un valor méis alto del que se podia
esperar para suero no diluido si la prueba hubiera sido realizada en
bovinos, Unico otro animal satisfactorio para estos propésitos (Brooksby,
1949). Tal prueba podra ser de gran utilidad en estudios inmunologicos
v en investigaciones epizootiolégicas.

Los ratones empleados en este trabajo provinieron de nuestra pro-
pia colonia, originada de la variedad Mill Hill Parkes. Més tarde una
variedad “Suiza’ de la “Agricultural Researck Cauncil’s Field Station
de Compton”, fué utilizada tambien.
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