Relaciones inmunol(')gicas entre el virus
encéftalomielitico equino de Colombia
el de Venezuela

Por er Dr. VLADIMIR KUBES (*)

La existencia de la encéfalomielitis infecciosa de los eéquinos en Colom-
bia data, segin parece, del afio 1935, cuando dicha enféermedad fué regis-
trada en los Departamentos del Valle, Tolima, Bolivar y Huila (1)
Considerdsela entonces como enfermedad de Borna.

A principios del ano de 1936, pudo observérsela en algunas zonas del
Departamento del Magdalena, y luego, segin se desprende de los infor-
mes oficiales competentes (5), en la parte colombiana de la Peninsula
de La Goajira. A mediados del mismo afo, la enfermedad hizo su pri-
mera aparicion en el territorio venezolano, Peninsula de la Goajira (2),
de donde luego, en‘lo‘s afios 37, 38 y 39, se extendid practicamente a través
de toda Venezuela. En los aiios subsiguientes, tanto en Colombia como en
Venezuela, la enfermedad tuvo caricter méas bien esporéadico, para tomar
de nuevo forma epizodtica a fines del afio de 1942.

Tomando en cuenta los datos epizootolégicos que anteceden, se ha
sospechado desde el principio que el agente etioldgico de la encéfalomie-
litis equina en las dos reptblicas, sea inmunoldgicamente muy similar,
si no idéntico. No obstante, sélo recientemente se han podido iniciar los
estudios experimentales comparativos, al disponerse de ambos virus.

El virus encéfalomielitico equino de Venezuela fué aislado por primera
vez en el ano de 1938 por Kubes y Rios (3), quienes a la vez determinaron

™) Dlrectm del Instituto de Imestxgacxones Veterinarias, Ministerio de Agrlcu'l-
tura y Cria; Caracas, Venezuela.
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sus caracteristicas inmunolégicas sui géneris, diferentes de las de los de-
maés virus encéfalomieliticos equinos conocidos a la sazbén en el continente
americano (virus Este, Oeste y argentino). Desde entonces el virus encé-
falomielitico de Venezuela ha sido objeto de estudios inmunolbgicos por
varios autores, llegindose en todos ellos a confirmar los resultados ya
citados. El més amplio de estos estudios es el publicado por el autor y
uno de sus colaboradores en el afio de 1942 (4), donde est4 también in-
cluida la demés literatura pertinente.

En cuanto al virus encéfalomielitico equino de Colombia, fué aislado
por Soriano Lleras y L. Figueroa en 1941 (7). Por cortesia del primero,
nos ha sido posible obtener el citado virus, a fin de realizar los estudios
de inmunidad cruzada entre éste y el de Venezuela. Esta investigacion
se expone a continuacién.

THECNICA Y MATERIALES

Todos los trabajos se llevaron a cabo en ratones blancos suizos de
igual edad y de peso uniforme de 20 gr. En los experimentos, mitad de
ellos inmunizdse, por medio de la vacuna preparada en embrion de pollo,
contra el virus encéfalomielitico colombiano, y mitad contra el venezo-
lano, inoculando luego, en forma cruzada, los correspondientes virus de
prueba, ademés de los controles del caso. Los calculos sobre dosis morta-
les minimas (D. M. L.), respectivamente sobre proteccién, fueron reali-
zados segGn el método de Reed y Muench (6).

En cuanto a los materiales de estudio, se utilizaron los siguientes:

1o Virus encéfalomielitico equino de Venezuela V-1938. La cepa fué
aislada en el afo de 1938, en. el fundo San Jacinto del Estado Aragua.
A pesar de haber sufrido desde entonces numerosos pases por animales
de experimentacidn, inclusive embrién de pollo, continia conservando
todas sus caracteristicas de patogenia, inmunidad, etc., originales.

2, Virus encéfalomielitico equino de Colombia. Se aisl6 en Bogota en
febrero de 1941, en ocasiéon de un brote de encéfalomielitis equina ocu-
rrido en algunas haciendas cercanas a dicha capital. Fué recibido por nues-
tros laboratorios en forma de cerebros encefalomieliticos de cobayos
conservados en glicerina, en septiembre de 1942. Inoculado en cobayos
ratoncs y embrién de pollo, su comportamiento ha sido muy parecido al
del virus de Venezuela. Cerebros de ratones probados en animales de la
misma especie (inoculacion intracraneal de 0.02 c.c.) registraron titulos
muy altos del virus, tales como 10-8 y 10-1°. Estas titulaciones se realizaron
siempre con la mezcla de varios cerebro pesar, fin evita variaciones del
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titulo netamente individuales (desde 10-*hasta 10-4), fendbmeno por cierto
muy frecuente en ratones. Este mismo fenémeno es propio también del
virus encéfalomielitico de Venezuela. IEn cuanto al cultivo del virus
colombiano en embrién de pollo, tampoco ocurrié diferencia del de Ve-
nezuela. En efecto, los titulos medios en ellos logrados han sido 10-6y 10-%
(titulacién hecha en ratones).

3°. Vacuna embrional para uso inlradérmico elaborada con el virus
encéfalomielitico equino de Venezuela. Se empleb el lote N° 128, correspon-
diente a la corriente elaboracién del Instituto. Titulado el virus de la pa-
pilla embrional antes de transformarla en vacuna, ésta ha sido mortal
para ratones inoculados intracranealmente, hasta la dilucién de 10-.

4°. Vacuna embrional para uso intradérmico elaborada con el virus
encéfalomielitico equino de Colombia. Tratase de un lote especial. Ha sido
preparado con el virus colombiano arriba citado, en igual forma y simul-
tAneamente con la vacuna anterior. Debido a que el titulo de la papilla
embrional destinada a la vacuna ha sido igualmente de 10-%, seria de pre-
sumir que la potencialidad inmunizante de ambos productos ha sido més
o0 menos igual.

PARTE EXPERIMENTAL
Ensayo N° 1.

Se prepararon 2 grupos de ratones. Uno de ellos se inmunizd con la
vacuna antiencéfalomielitica hecha con virus de Colombia, mientras
que el otro con la del virus de Venezuela. La inmunizacién consistia en
3 inyecciones subcuténeas de 0.02 c.c. cada una, aplicadas a los ratones
cada 1°, 4° y 7°¢ dia. Catorce dias después de la Gltima inyeccién inmuni-
zante, los animales recibieron, por via intracraneal y en diluciones esca-
lonadas, el virus *. Este Gltimo consistia siempre en suspensién cerebral
de ratdén preparcda en solucion fisiolégica. En la elaboracién de las dilu-
ciones escalonadas, partiése siempre del liquido supernatante logrado
con la centrifugacién de la suspensién encéfalomielitica cerebral standard
de 1:10. La cantidad inoculada fué en todo caso de 0.02 c.c. Simultanea-
mente con los ratones inmunizados, se inocularon otros no tratados para
servir de controles. La-observacién de los animales se continué por es-
pacio de 20 dias, a partir del dia de la inoculacion intracraneal del virus.
Los demés detalles del experimento aparecen en los cuadros Nos. 1 y 2.

(*) La maxima inmunidad corresponde generalmente al lapso entre el 20y 10° dfa,
a partir de la tercera vacunacién. Luego empieza su gradual descenso.
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CUADRO N° 1

En el primero de ellos se analiza, enfrente de las dos citadas vacunas,
el .virus encéfalomielitico colombiano. Las suspensiones cerebrales con-
tentivas de dicho virus tuvieron titulo relativamente bajo, segin lo dejan
entrever los controles. En efecto, la dosis minima letal (1 D.M.L.) co-
rrespondia a la dilucién de 1:100.000, segin Reed y Muench. En cuanto
a los resultados inmunizantes, ambas vacunas protegieron contra el ci-
tado virus, aunque no en intensidad igual. En efecto, los ratones inmuni-
zados con la primera vacuna —la homoéloga —, elaborada con virus de
Colombia, soportaron de é1 71 D. M. L., y los con la otra — no homdloga —
2.127 D.M.L. Esto quiere decir que la Gltima vacuna, hecha con virus
de Venezuela, protegié contra el virus colombiano mejor que la propia
iva‘cuna homéloga. '

CUADRO N° 2

Veamos ahora el cuadro N° 2, donde las mismas dos vacunas fueron
probadas enfrente del virus encéfalomielitico venezolano. La suspension
cerebral al afecto utilizada tuvo titulo bastante alto. En efecto, 1 D.M.L.
correspondia aproximadamente a la dilucién de 1:2 x 10-8. En cuanto
a la accién protectiva de las vacunas, desarrollose otra vez en ambos
productos, por cierto con la misma desigualdad: mayor protecciéon por
parte de la vacuna venezolana y menor por parte de la colombiana. Los
animales tratados con la primera soportaron 2.017.000 M.L.D., mientras
que los con la segunda no pasaron de 1.268 D.M.L.

Comparando ahora la inmunidad lograda en el cuadro anterior con la
del presente (cuadro N° 2), esta Gltima aparenta ser mas alta, aunque
la vacunacién fué efectuada en la misma forma y con los mismos pro-
ductos. Sospéchase, segtin lo prueba el ensayo N° 2, que ello no es debido
a la diferencia inmunolégica entre los virus aqui empleados, sino més
bien a la desigualdad de sus respectivos titulos. En efecto, mientras el
del cuadro N° 1 alcanzd sé6lo la diluciéon de 1:100.000, el del cuadro Ne 2
ha sido més de 2.000 veces mayor (1:201.700.000).

Resumiendo el experimento que antecede, puede asentarse: Que entre
los dos virus encéfalomieliticos equinos aqui estudiados — el de Colom-
bia y el de Venezuela —, comprobése la existencia de la inmunidad cru-
zada. Por otra parte, el virus de Venezuela, o, mejor dicho, la vacuna
preparada con él, super6 antigénicamente el de Colombia. Ademas, pa-
rece que el nmero de D. M. L. que soportan los animales inmuanizados
es mayor, cuando las inoculaciones de prueba son hechas con virus de
titulo alto.
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Ensayo N° 2.

En el experimento acabado de exponer, llamé la atencion la pobreza
antigénica demostrada por la vacuna con virus de Colombia al lado de
la otra, a pesar de que al elaborarse los dos productos la concentracién
del virus en las respectivas papillas embrionales ha sido mas o menos
igual (10-%): Ademas, se expuso la sospecha de que el ntimero de D. M. L.
soportado por animales inmunizados con una misma vacuna puede va-
riar segtn la altura del titulo del virus utilizado en las inoculaciones de
prueba.

Para aclarar estos puntos, se organizd el experimento que a continua-
cién se expone: En sintesis, representa la repeticién de la primera fase
del ensayo N° 1 (cuadro IN° 1), utilizando en la inmunizacién de anima-
les las mismas vacunas y técnicas de aquél. Tan sblo que las inoculacio-
nes de prueba se realizaron con cerebro encéfalomielitico de titulo méas

alto (1:4.239.000,. Los resultados que se obtuvieron los revela el cuadro
Ne 3.

CUADRC N° 3

Otra vez las dos vacunas protegieron contra el virus de Colombia, al
par que volvié a comprobarse la ya citada superioridad antigénica de
la vacuna venezolana sobre la elaborada con el agente colombiano. En
efecto, mientras que esta Gltima protegi6 a los animales sblo contra 4.239
D. M. L. del virus homélogo, la preparada con virus de Venezuela con-
firié proteccion contra 302.785 D. M. L. del mismo virus.

Apreciando ahora el grado de proteccién lograda por las dos vacunas
del ensayo en conjunto, indudablemente es mayor que la observada en
el cuadro IN° 1, cuando el virus empleado tuvo titulo relativamente bajo.

Sintetizando el ensayo N° 2, puede decirse: Que de nuevo se comprobd
la similitud inmunoldgica entre los virus encéfalomieliticos de Venezuela
y de Colombia, al igual que la superioridad inmunizante de la vacuna
elaborada con el primero de los virus. Ademas, hay indicios de que mien-
tras mayor es el titulo del virus encéfalomielitico usado en las inocula-
ciones de prueba, mayor es el nimero de D. M. L. que de él soportan
los animales inmunizados.

Discusion

De los ensayos de inmunidad cruzada antes expuestos se desprende
que los dos virus encéfalomieliticos equinos, el de Colombia por un lado
y el de Venezuela por otro, pueden considerarse inmunolbgicamente como
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idénticos. A la vez, es de esperar que asi como el virus de Venezuela,
también el agente colombiano serd antigénicamente distinto de los de-
més virus encéfalomieliticos del continente (Este, Oeste y argentino).

Merece atencién s6lo el hecho de que el virus colombiano no se prestd
para la elaboracién de una vacuna preventiva tan potente como la que
se logré con el virus encéfalomielitico de Venezuela. La superioridad de
esta Gltima fué en una ocasion casi 30 veces mayor (cuadro N° 1) y en
otra 71 veces (cuadro N° 3).

Debido a que la elaboracién de las dos vacunas se llevd a cabo en
condiciones de absoluta igualdad, inclusive el nimero de los embriones
utilizados (150 para cada vacuna) y el titulo del virus en las papillas em-
brionales respectivas (10-%), es de sospechar que la diferencia notada en-
tre los dos productos esté relacionada con la naturaleza intrinseca, res-
pectivamente capacidad antigénica, de los dos virus. Esto es tanto més
probable que el virus venezolano es una cepa que desde el afio 1938 ha
sufrido en nuestros laboratorios centenares de pases consecutivos a tra-
vés de animales de experimentaci6n, mientras que el virus colombiano
es una cepa relativamente joven. La existencia de un fen6meno similar
entre otros virus, por ejemplo rabicos, es mas conocida (virus de callc-
virus fijo).

No obstante, por otra parte no es del todo imposible que la alta ca-
pacidad antigénica del virus encéfalomielitico de Venezuela sea su pro-
piedad sui géneris, no adquirida. Por lo menos asi lo sugieren nuestras
observaciones anteriores, seglin las cuales otra cepa encéfalomielitica
equina recién aislada en el campo y aprovechada para la elaboracién de
un lote de vacuna embrional, logrd proteger a los ratones hasta contra
100,000,000 de D. M. L.

Otro fenémeno que suscita discusion, es el porqué de la desigualdad
en la protecciéon de la vacuna antiencéfalomielitica cuando se la prueba
enfrente de un mismo virus, pero de distinto titulo. En efecto, se ha visto
que mientras mayor es este Gltimo, mayor es el namero de D. M. L.
que los animales vacunados soportan. Aunque los presentes ensayos no
permiten hacer conclusiones definitivas al respecto, es posible sospechar
que el fendmeno tenga alguna relacién con la naturaleza del «inéculum»,
que por cierto en nuestros casos no ha sido virus puro, sino virus + sus-
pension cerebral. Mientras menor fué el titulo, se inoculd mayor cantidad
de substancia cerebral junto con un determinado ndmero de D. M. L.
del virus, y viceversa. Puede ser que estas substancias organicas de!
cerebro protejan o favorezcan de alguna manera la accion del virus, el
cual, una vez privado de ellas (inoculacién de suspensiones cerebrales muy
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diluidas), es neutralizado por los anticuerpos del organismo inmunizado
con relativamente mayor facilidad.

RESUMEN

Los primeros datos sobre la encéfalomielitis infecciosa de los equinos
en Colombia son del afio de 1935 (Albornoz). No obstante, el correspon-
diente virus logr6 aislarse s6lo en 1941 (Soriano Lleras y Figueroa). En
cuanto a Venezuela, alli la enfermedad irrumpi6 por primera vez en el
afio de 1936, lograndose el aislamiento del correspondiente agente infec-
cioso en el afio de 1938 (Kubes y Rios).

Los caracteres inmunoldgicos del virus de Venezuela han sido estu-
diados por varios autores (Kubes-Rios, Beck-Wyckoff, Kubes-Diaman-
te, ete.), llegando a clasificarse como virus sut géneris, distinto del virus
KEste, del Oeste y del argentino.

En cuanto a la naturaleza inmunoldgica del virus encéfalomielitico
de Colombia, particularmente en lo que se refiere a su relacion con el
virus encéfalomielitico de Venezuela, hasta la fecha no se ha estudiado.
Y precisamente al esclarecimiento de este tema tiende a contribuir el
presente trabajo.

Los resultados pueden resumirse en la siguiente forma:

1° Ratones inmunizados con la vacuna antiencéfalomielitica elaborada
con virus de Colombia soportaron indemnemente, al igual que virus ho-
mdlogo, numerosas D. M. L. del virus venezolano. Viceversa, ratones
inmunizados con la vacuna antiencefalomielitica elaborada con virus de
Venezuela, soportaron cantidades masivas de D. M. L. de cualquiera
de los dos virus. De aqui se deduce la identidad inmunolégica de los dos
virus.

2¢ No obstante, el poder antigénico de la vacuna elaborada con virus
de Venezuela demostr6 ser altamente superior al de la otra, ya fuese em-
pleada contra el virus no homdlogo de Colombia o contra el homdlogo
de Venezuela. Sup6nese que ello sea debido a la mayor capacidad anti-
génica de la cepa venezolana; caracteristica natural o adquirida en el
laboratorio.

3o Hay indicios de que el ndmero de D. M. L. que resisten los ani-
males inmunizados por una misma vacuna antiencéfalomielitica, puede
variar segan la altura del titulo del virus empleado en las inoculaciones
de prueba: mientras mayor es éste, mayor es el ntmero de D. M. L.
soportado.
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SUMARY

The first data on infectious encephalomyelitis of the horse in Colombia
are of the year 1935 (Albornoz). Nevertheless it was only in 1941 that
it was possible to isolate the corresponding virus (Soriano Lleras y Fi-
gueroa). With regard to Venezuela the disease broke out there for the
first time in 1936, the isolation of the correponding infectivus agent
being obtained in the year 1938 (Kubes and Rios).

The immunological characters of the Venezuelan virus have been stu-
died by various authors (Kubes-Rios, Beck-Wyckoff, Kubes-Diaman-
te, etc.), who have come to the conclusion to classify it as virus sui ge-
neris, different from the East virus, from the West and from the Argen-
tine virus.

With regard to the immunological nature of the encephalomyelitical
virus of Colombia, in particular where it refers to its relation with the
encephalomyelitic virus of Venezuela, it has not been studied up to now.
The present work aims precisely at contributing to an enlightenment
of this subject.

This results can be resumed in the following way:

1st. — Rats immunized with anti-encephalomyelitic vaccine elabo-
rated with the virus of Colombia, resisted unhurt in the same way as the
homological virus resisted, numerous D.M.L. of the Venezuelan virus.
Viceversa, rats immunized with the anti-encephalomyelitic vaccine ma-
de with virus of Venezuela, endured massive quantities of D.M.L. of
any of the two virus.

2nd. — Nevertheless the antigenic power of the vaccine made with
virus of Venezuela, proved to be highly superior to the other, whether
it is employed against the not homological virus of Colombia, or against
the homological one of Venezuela. It is supposed that this is due to a
greater antigenic capacity of the Venezuelan stock; a natural cha-
racteristic or one acquired in the laboratory.

3rd. — There are evidences that the number of D.M.L., which ani-
mals immunized by the same anti-encephalomyelitic vaccine resist,
may be at variance according to the strength of the kinds of vaccine
employed in the test inoculations: the greater this is, the higher is the
number of D.M.L. supported.

RESUMO

Os primeiros dados sobre a encéfalomielite infeciosa dos equinos em
Coldmbia sio do ano 1935 (Albornoz). Naoc-obstante, o correspondente
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virus logrou isolar-se s6 em 1941 (Soriano Lleras e Figueroa). Enquanto
a Venezuela, ali a enfermidade irrompeu por primeira vez no ano 1936,
logrando-se o isolamento do correspondente agente infecioso no ano 1938
(Kubes e Rios).

Os carateres 1munologlcos do virus de Venezuela hio sido estudados
por Varios autores (Kubes-Rios, Beck-Wyckoff, Kubes-Diamante, ete.),
chegando a classificar-se como virus «suigeneris», distinto do virus Este,
do Oeste e do Argentino. :

Enquanto 4 natureza imunolégica do virus encéfalomielitico de Co-
Idmbia; particularmente no que se refere a sua relacdo com o virus encé-
falomielitico de Venezuela, até a data néo se ha estudado. E precisamente
ao esclarecimento deste tema tende a contribuir o presente trabalho.

Os resultados podem resumir-se na seguinte forma:

l°. — Os ratos imunizados com a vacina antiencéfalomielitica ela-
borada com. virus de Colémbia suportaram indenemente ao igual que
virus homdlogo, numerosas D.M.L. do virus venezuelano. Vice-versa,
ratos imunizados com a vacina antiencéfalomielitica elaborada com
virus de Venezuela, suportaram cantidades masivas de D.M.L. de qual-
quer dos dois virus. Daqui se deduz a identidade imunolbgica dos dois
virus. '

20, — Niao-obstante, o poder antigénico da vacina (‘ldbOI’dda com

virus de Venezuela demostrou ser altamente superior ao da outra, ja fosse
empregada contra o virus ndo homélogo de Colombia ou contra o homé-
logo de Venezuela. Supde-se que isso seja devido 4 maior capacidade an-
tigénica da «cepa» venezuelana: caracteristica natural ou adquirida no
laboratério.

3¢, — Ha indicios de que o ntmero D.M.L. que resistem os animais
imunizadqs por uma mesma vacina antiencéfalomielitica, pode variar
conforme a altura do titulo do virus empregado nas inoculag¢des de prova
enquanto maior é este, maior é o namero de D.M.L. suportado.
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