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RESUMEN

La enfermedad vesicular del cerdo es una enfermedad altamente contagiosa que afecta al ganado porcino,
causada por un enterovirus de la familia Picornaviridae. El virus es un derivado relativamente reciente del virus
humano coxsackie-B5, con el que tiene gran homologia molecular y antigénica. La enfermedad no es grave y los
animales se suelen recuperar en pocos dias. Sin embargo, suelen aparecer vesiculas en el hocico y en los espa-
cios interdigitales de las pezufias. El hecho de que estos sintomas sean indistinguibles de los causados por el vi-
rus de la fiebre aftosa, hace que este virus esté incluido dentro de la lista A de la Oficina Internacional de Epi-
zootias. Actualmente la enfermedad esta erradicada en los paises de la Unioén Europea excepto en ltalia, donde
se considera endémica. Sin embargo, en Europa se mantiene el estado de alarma por la posible aparicion de bro-
tes, ya que esporadicamente aparecen en algunos paises y han de ser erradicados inmediatamente. Para ello se ha
invertido un considerable esfuerzo en investigacion de métodos de diagnéstico eficaces y en el estudio del virus
y la patologia de la enfermedad, informacién que resumimos en esta revision.
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LA ENFERMEDAD VESICULAR DEL CERDO

La enfermedad vesicular del cerdo (EVC) es una patologia infecciosa que afecta al ga-
nado porcino. El agente etioldgico es un virus perteneciente a la familia Picornaviridae, gé-
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nero Enterovirus, conocido como virus de la enfermedad vesicular del cerdo (VEVC). No
es una enfermedad grave, normalmente se reduce a un moderado decaimiento general con
ligera disminucién de peso que se recupera en pocos dias, y a la aparicion de lesiones vesi-
culares en la mucosa bucal y nasal y en la piel de los espacios interdigitales de la almohadi-
lla plantar y del hocico (Fig. 1). Sin embargo, el hecho de que estas lesiones sean indistin-
guibles de las causadas por el virus de la fiebre aftosa (VFA), hace que la EVC esté incluida
en la lista A de la Organizacion Internacional de Epizootias. Por otra parte, otras dos enfer-
medades, el exantema vesicular del cerdo y la estomatitis vesicular porcina, pueden originar
sintomas clinicos muy parecidos a los de la EVC, lo que hay que tener en cuenta al realizar
el diagnostico, que ha de diferenciar entre todas estas enfermedades.

Fig. 1.—Lesiones vesiculares tipicas producidas por el virus de la enfermedad vesicular del cerdo.
(a) en una pezuia. (b) en el morro

Typical vesicular lesions produced by swine vesicular disease virus. (a) In the hoof. (b) In the snout
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La EVC es muy contagiosa y se extiende rapidamente por contacto directo con cerdos
infectados y por contaminacién ambiental. Espafia se encuentra desde 1993 libre de EVC,
pero no es asi en otros paises europeos y asiaticos. Actualmente la enfermedad se consi-
dera endémica en el sur de Italia, donde se lleva a cabo un plan de erradicacién desde
hace varios afios que todavia no ha resuelto el problema. Por otra parte, esporadicamente
siguen apareciendo brotes ocasionales en otros paises como Holanda, Portugal y Dina-
marca. Esto hace que Espafia se encuentre en situacién de alarma dado el riesgo que supo-
ne la entrada del mismo, lo que significaria la adopcion de medidas restrictivas en la ex-
portacion de animales y sus productos, con las consecuentes pérdidas econémicas para el
pais. Esta situacion hace que tanto el diagnéstico como el conocimiento de la patologia de
la enfermedad sean temas prioritarios para prevenir posibles entradas del virus y erradicar
inmediatamente los brotes.

SINTOMATOLOGIA Y PATOGENICIDAD

Las lesiones provocadas por el VEVC aparecen entre 3 y 11 dias después de la intro-
duccién del virus mediante ingesta de alimentacion contaminada (Dekker et al., 19953;
McKercher et al., 1974) o por contaminacion directa con animales infectados. Este tiem-
po se reduce a 2-3 dias en el caso de inoculacion experimental (Burrows et al., 1973; Lai
et al., 1979). Como en el caso de la FA, las primeras lesiones aparecen en el rodete coro-
nario y comienzan como pequefias areas palidas que van aumentando ligeramente y ex-
pandiéndose con el proceso de vesiculacion. El epitelio se puede separar del estrato basal
dejando una lesién enrojecida de epitelio desgarrado (Seibold y Sharp, 1960). El estrato
basal permanece intacto y, si no ocurre una infeccion bacteriana secundaria, el epitelio se
regenera en 1-2 semanas. La aparicion de fiebre coincide con el desarrollo de viremia
(presencia de virus en circulacion). El pico de viremia ocurre 2-4 dias después de la expo-
sicion al virus y tiene una duracién aproximada de seis dias (Dekker et al., 1995a), sin
embargo, el VEVC puede persistir durante mas de 10 dias en los tejidos del hocico, len-
gua, rodete coronario, musculo cardiaco y sistema nervioso central (House y House,
1992). Es frecuente la aparicion de meningoencefalitis no supurativa en el cerebro, talamo
y lébulos olfatorios. En el endocardio y miocardio se da una reaccion inflamatoria segui-
da de necrosis. (Lai et al., 1979). Existe una gran variedad en la gravedad de las lesiones,
dependiendo fundamentalmente del peso de los animales y del tipo suelo que pisen. En
muchos casos la EVC se puede presentar de forma subclinica, detectandose virus en heces
de animales asintomaticos (Kodama et al., 1980a). Por ultimo, como ocurre con la FA, se
ha descrito la presencia de virus en animales hasta cuatro meses después de la infeccion
inicial (Lin et al., 1998). Estos animales suelen ser asintomaticos, pero al estar infectados
persistentemente, constituyen un riesgo potencial para la transmision del virus a otros ani-
males.
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EPIDEMIOLOGIA

La EVC se registré por primera vez en ltalia en 1966 y fue diagnosticada como fiebre
aftosa (FA). Ante la imposibilidad de confirmar en el laboratorio dicho diagndstico, se
llevé a cabo un estudio en el que se identifico el virus causante de esta nueva enfermedad.
(Nardelli ef al., 1968). El siguiente brote se detectd en 1971 en Hong Kong, donde han se-
guido apareciendo casi anualmente. Entre 1972 y 1983 se detectaron brotes de EVC en
Italia, Austria, Reino Unido, Francia y Polonia, Alemania, Suiza, Bélgica, Malta, y Japon.
(Dawe et al., 1973; Brocchi et al., 1997). Desde entonces hasta 1990, y con la excepcion
de Italia, la EVC se consigui6 eliminar de Europa mediante campafas de erradicacion en
aquellos paises donde surgian brotes. Durante los primeros afios de la década de los no-
venta, reaparecio la incidencia de la EVC en varios paises europeos pero, con excepcion
de Italia, se ha conseguido erradicar de los paises de la Union Europea. Por otra parte,
aunque dificil de documentar, es probable que haya actualmente brotes ocasionales en
China, Hong Kong y otros paises de Asia (Kanno et al., 1999).

En Espafia, el primer brote de EVC se detectd en febrero de 1993 en la provincia de
Lérida y todos los cerdos de la granja afectada fueron sacrificados. Dos meses mas tarde,
se diagnostico EVC en Huesca y se sacrificaron mas de tres mil cerdos. Desde entonces,
todas las granjas se analizan rutinariamente para la deteccion del virus (Espufia et al.,
1993; Kaman, 1993), asi como los animales importados y sus derivados. Estos controles
han prevenido una reintroduccion de EVC en Espafa.

Como ya se ha comentado, la EVC se contagia principalmente por contacto directo
con cerdos infectados, por sus excrementos, o por alimentos contaminados con el virus.
El cerdo expulsa VEVC en sus heces hasta 23 dias después de la infeccion experimental
(Burrows et al., 1973). Los productos alimenticios derivados de animales infectados re-
presentan otra fuente de infeccion, aunque se ha comprobado la inactivacion del VEVC
durante los procesos de curacién de jamones de al menos 200 dias (McKercher et al.,
1985).

Los procedimientos de desinfeccion deben ser muy rigurosos debido a la estabilidad y
acido-resistencia del virus. De hecho se ha encontrado VEVC en el tracto intestinal y en
la superficie de lombrices de tierra bajo la cual se habian enterrado cerdos infectados, in-
dicando la persistencia del VEVC en el ambiente (Combs, 1973). También se ha encon-
trado VEVC en el tracto nasal de personas que trabajaban con cerdos infectados o cerca
de éstos (Sellers y Herniman, 1974), y en las ruedas u otros componentes de los vehiculos
utilizados para el transporte de animales contaminados.

EL VIRUS DE LA ENFERMEDAD VESICULAR DEL CERDO:
RASGOS GENERALES

El virus de la enfermedad vesicular del cerdo (VEVC) es un enterovirus de la familia
Picornaviridae. El viridn esta constituido por una capsida proteica sin envuelta, compues-
ta por cuatro proteinas estructurales: VP1, VP2, VP3 y VP4 (ver apartado 4). La capsida
es de forma esférica, con simetria icosaédrica y con un didmetro entre 25um y 30um, en
cuyo interior se encuentra una molécula de ARN (+) de cadena simple de 7.400 nucleéti-
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dos (Inoue et al., 1989). EI VEVC es un virus muy relacionado con el virus humano cox-
sackie B5 (CV-B5), con el que tiene un 75-85 % de homologia en la secuencia de nucleé-
tidos (Knowles y McCauley, 1997). En 1973 se propuso por primera vez la introduccion
del VEVC en cerdos a través del CV-B5 humano (Graves, 1973; Brown et al., 1973). Mas
recientemente, los andlisis de la secuencia nucleotidica del CV-B5 (Zhang et al., 1993) y
del VEVC (Inoue ef al., 1989, 1993; Seechurn et al., 1990), han corroborado su relacion
filogenética. La confirmacion de que el VEVC es un derivado del CB5 se describe en un
estudio publicado en 1999 (Zhang et al., 1999), en el que se analizaron 45 aislados de
brotes de VEVC surgidos en Europa y Asia entre 1966 y 1993 y se determind un «reloj
molecular», con el que se pudo estimar el momento de divergencia del grupo del VEVC
entre los afios 1945 y 1965.

ESTRUCTURA DEL GENOMA DEL VIRUS DE LA ENFERMEDAD
VESICULAR DEL CERDO

El genoma del VEVC consiste en una Unica molécula de ARN monocatenaria de
7.400 nucledétidos (Inoue et al., 1989, 1993; Seechurn et al., 1990), de polaridad positiva,
es decir, actua en la célula infectada como ARN mensajero. Posee una Unica fase de lectu-
ra abierta que codifica una Unica poliproteina. Esta se procesa en el citoplasma de las cé-
lulas infectadas por proteasas especificas, para dar los distintos polipéptidos virales. Una
primera escision de este precursor produce tres polipéptidos, P1, P2 y P3. P1 dara lugar a
las cuatro proteinas de la capsida. VP1, VP2, VP3 y VP4 (ver apartado 4), mientras que
P2 y P3 daran lugar a las distintas proteinas no estructurales (Fig. 2). Entre éstas, hay dos
proteinas (2A y 3C) con actividad proteolitica, que participan en el proceso de madura-
cién de los polipéptidos virales. La proteina 2C presenta similitudes en su secuencia con
helicasas y ATPasas, y es capaz de interaccionar con membranas celulares, aunque su
funcién exacta se desconoce, al igual que las funciones de 2B y 3A. El polipéptido 3B, o
VPg, se une covalentemente al extremo 5’ no codificante del ARN viral, participando en
la replicacion del mismo. Por Gltimo, la proteina 3D es la ARN polimerasa viral. La re-
gion codificante del ARN esté flanqueada por dos regiones que no se traducen. En el ex-
tremo 5’ no codificante existe una region altamente estructurada, conocida como IRES
(por las iniciales, en inglés, de «sitio interno de entrada del ribosoma») que, en ausencia
de CAP (complejo de unién al ribosoma en los ARN mensajeros celulares), del que care-
cen estos ARNSs virales, es la region a la que se une el ribosoma celular para iniciar la tra-
duccién. En la regién 3’ no codificante también hay un segmento muy estructurado, posi-
blemente implicado en la replicacion del ARN viral, seguido de una cadena de poliadeni-
nas de longitud variable, similar a la que poseen los ARN mensajeros celulares.
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Fig. 2.—Esquema de la organizaciéon del genoma del VEVC y de los productos del procesamiento
de la poliproteina viral
Las lineas verticales discontinuas corresponden a los sitios de procesamiento proteolitico

Genomic organization of SVDV and products of the processing of the viral polyprotein
Discontinuous vertical lines correspond to proteolytic sites

ESTRUCTURA DE LA CAPSIDA VIRAL: MORFOGENESIS,
CAMBIOS CONFORMACIONALES Y CARACTERIZACION
ANTIGENICA

La capsida del VEVC presenta una estructura tipica de picornavirus: consta de 60
subunidades, o protdmeros, cada uno de ellos formado por cuatro cadenas polipeptidicas
distintas, VP1, VP2, VP3 'y VP4, que resultan del procesamiento proteolitico del precur-
sor P1. Las subunidades se autoensamblan para formar una capsida icosaédrica con sime-
tria T=1 que envuelve y protege al ARN viral. En una primera fase, el precursor P1 es
procesado por una proteasa viral para dar tres polipéptidos, VPO, VP3 y VP1 que se en-
samblan dando lugar al protémero. Cinco de estas subunidades o protdmeros se asocian
para formar intermediarios pentaméricos. Doce pentdmeros pueden formar una «capsida
vacia», 0 provirion, que carece de ARN y es considerado un intermediario tardio en la
morfogénesis de estos virus. Posteriormente, se introduce la molécula de ARN por un me-
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canismo que no esta bien caracterizado. La Ultima etapa de este ensamblaje, una vez el
ARN esté ya encapsidado, consiste en la proteolisis, que se considera autocatalitica, del
precursor VPO para dar lugar a VP2 y VVP4. Esta proteolisis es necesaria para producir vi-
rus infectivo.

En el virién maduro, las proteinas VP1, VP2 y VP3 (33, 32 y 29 kDa, respectivamen-
te (Tsuda et al., 1987), se encuentran expuestas hacia la superficie, formando una «cora-
za» proteica muy compacta, mientras que VP4 (unos 7,5 kDa) se encuentra situada hacia
el interior de la cépsida, interaccionando con el ARN viral. Las proteinas VP1, VP2 y
VP3 presentan una estructura terciaria muy conservada entre picornavirus, y en gran me-
dida comun a las tres cadenas polipeptidicas, consistente en un nucleo central hidrofébico
formado por ocho laminas (3 antiparalelas («barril 3») conectadas por bucles, o loops de
extension variable. Por convencion, las laminas 3 se denominan alfabéticamente B-I por
su orden de aparicion en la cadena polipeptidica. Los loops toman el nombre de las 1ami-
nas B que los flanquean; asi, el loop BC de VP3 es la region de la cadena polipeptidica
VP3 que queda entre las [dminas 3 B y C. Existen, ademas, dos hélices a internas, deno-
minadas oA y aB, precediendo en la secuencia a las laminas B D y F, respectivamente.
Muchos de los loops quedan expuestos hacia la superficie del virién. También se encuen-
tran orientadas hacia la superficie las extensiones carboxi-terminales de las proteinas
VP1, VP2 y VP3, mientras que los extremos amino-terminales se encuentran orientados
hacia el interior.

La caracterizacion antigénica del VEVC se ha llevado a cabo mediante dos tipos de
analisis: 1) secuenciacién de variantes virales de escape a la neutralizacion por anticuer-
pos monoclonales (AcM), (mutantes MAR) (Kanno et al., 1995; Nijhar et al., 1999b), y
2) analisis seroldgico del reconocimiento de péptidos solapantes que contienen secuencias
de aminoacidos correspondientes a las proteinas estructurales del virion (ELISA «peps-
can») (Jiménez-Clavero et al., 2000). Estos sitios antigenicos se han localizado en la cap-
sida del VEVC con la ayuda de modelos tridimensionales (Kanno et al., 1995) (Jimé-
nez-Clavero et al., 2000). Dichos modelos estan construidos mediante modelizacién por
homologia (Peitsch, 1996) a partir de datos estructurales de la capsida de diferentes espe-
cies de picornavirus relacionados cuya estructura atdmica ha sido ya resuelta, entre ellos
coxsackievirus B3 (Muckelbauer et al., 1995), poliovirus 1,2 y 3 (Hogle et al., 1985), y
rhinovirus 3 (Zhao et al., 1996) y 14 (Rossmann et al., 1985). Mediante el andlisis de mu-
tantes MAR, se han identificado siete sitios de neutralizacion en la capsida del VEVC
(Tabla 1). Cinco de ellos se han identificado utilizando el aislado clasico no patogénico
H3/’76 (Kodama et al., 1980b), y han sido designados como sitios 1, 2A, 2B, 3A y 3B
(Kanno et al., 1995). Estos cinco sitios son analogos a los sitios de neutralizacion 1, 2,
3A, 3By 3C de poliovirus (Minor et al., 1986), la especie tipo del género enterovirus. Los
otros dos sitios se han identificado utilizando el aislado europeo patogénico ITL/9/°93.
Uno de ellos se encuentra situado en la region carboxi-terminal de VVP1 (residuo 261) y el
otro en la region carboxi-terminal de VP3 (residuo 234) (Nijhar et al., 1999a). La proxi-
midad del residuo 261 de la VVP1 con los residuos implicados en el sitio 1 (87 y 88 de la
VP1) en la estructura tridimensional de la capsida del VEVC sugiere que ambos podrian
formar parte de un mismo sitio antigénico.

Todos los sitios de neutralizacion definidos por andlisis de mutantes MAR estan bien
expuestos en la superficie de la capsida, tal y como puede verse en el modelo tridimensio-
nal del virus (Fig. 3a). Por otro lado, el analisis de la estructura antigénica del VEVC por
ELISA pepscan ha permitido definir al menos otras siete regiones antigénicas en las pro-
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TABLA 1

PRINCIPALES SITIOS ANTIGENICOS IDENTIFICADOS EN LA CAPSIDA
DEL VEVC

Major antigenic sites identified on the SVDV capsid

Técnica G Residuos Localizacion
Nombre Proteina q 3

empleada implicados estructural
Mutantes MAR Sitio 1 VP1 87, 88 Loop BB-BC

“ Sitio 2A VP2 163 Puff BE-BF

“ Sitio 2B VP2 154 Puff BE-BF

Sitio 3A VP1 272, 275 C-terminal

“ VP3 60 «knob» BB
VP2 70 Loop BB-BC

“ Sitio 3B VP2 233 Loop BH-BI
VP3 73, 76 Loop BB-BC

“ SD VP1 261 C-terminal

“ SD VP3 234 C-terminal

Pepscan Region 1 VP2 42-61 N-terminal
“ Region 2 ” 82-121 aA-BD vy parte

BD-BE
“ Region 3 VP3 1-40 N-terminal
“ Region 4 7 51-70 «knob» 3B
“ Region 5 7 91-120 aA-BD

“ Region 6 VP1 1-40 N-terminal

“ Region 7 7 201-220 Loop BG,-BH

teinas de la capsida (Jiménez-Clavero et al., 2000) (Tabla 1 y Fig. 3b). Entre ellas, sola-
mente dos (regiones 4 y 7) presentan residuos expuestos hacia la superficie de la capsida,
y s6lo la region 4 (la mas expuesta) solapa con uno de los sitios de neutralizacién (sitio
3A) definidos por analisis de mutantes MAR. Estos resultados demuestran que durante la
infeccion con el VEVC no sélo la capsida, tal y como la vemos en los modelos tridimen-
sionales, sino también sus precursores, incluyendo protdmeros y pentdmeros, son capaces
de inducir anticuerpos, aunque éstos probablemente no intervienen en la neutralizacion
del virus.

La capsida de los picornavirus esta lejos de ser estatica y rigida, tal como la vemos en
los cristales empleados para determinar su estructura. En el andlisis por difraccion de ra-
yos X se resuelve una estructura «promedio» que corresponde con la capsida en su con-
formacién mas estable posible, en las condiciones en que ocurre la cristalizacion. Pero du-
rante su ciclo vital, la capsida de los picornavirus puede adoptar varias conformaciones.
Por ejemplo, existe evidencia de que, al menos en poliovirus, los viriones en condiciones
fisioldgicas y en solucion alternan (o «respiran») en un equilibrio termodindmico entre
dos conformaciones, una mas estable, en la que la region amino-terminal de la VP1 esta
internalizada y otra, menos estable, en la que ésta emerge a la superficie (Li et al., 1994;
Roivainen et al., 1993). Estas conformaciones alternativas al virion «nativo» pueden tam-
bién jugar un papel en la induccion de anticuerpos. De acuerdo con un modelo amplia-
mente aceptado, los picornavirus, especialmente poliovirus (Fricks y Hogle, 1990), cox-
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Fig. 3.—Modelo tridimensional de la estructura de la subunidad pentamérica de la capsida del
VEVC vista desde el exterior (A) y vista desde el interior (B). Los puntos de color azul claro
representan los sitios antigénicos definidos por mutantes MAR, localizados en la cara externa.
Las zonas coloreadas representan las regiones antigénicas definidas por PEPSCAN, segiin el
codigo siguiente: region 1: verde, regiéon 2: azul, regiéon 3: fucsia, region 4: rojo, region 5:
marrén, region 6: amarillo y region 7: naranja
Three-dimensional model of the pentamer subunit of the capsid of SVDV, seen from the external (A) or
from the internal (B) side of the capsid. The light blue points represent the antigenic sites defined by
MAR mutants. Coloured regions represent the antigenic regions identified by PEPSCAN analysis. Code
colour; region 1: green, region 2: blue, region 3: fuchsia, region 4: red, region 5: brown, region 6:
yellow and region 7: orange

sackievirus (Crowell y Philipson, 1971) y rhinovirus (Lonberg-Holm y Korant, 1972), su-
fren cambios conformacionales profundos e irreversibles al interaccionar con su receptor
celular, transformandose en particulas estructural y antigénicamente alteradas (formas
«Av), caracterizadas por un coeficiente de sedimentacion mas bajo que las particulas vira-
les nativas (o formas «N»), una mayor sensibilidad a proteasas y a ribonucleasas y una
mayor hidrofobicidad. En este proceso ocurren dos cambios importantes: la externaliza-
cién del extremo amino-terminal de la VP1 y la pérdida de la VVP4. Las particulas «A» se
consideran intermediarios necesarios para la entrada del virus en la célula, y representan
la principal forma viral intracelular en las etapas tempranas de la infeccion. Precisamente,
el extremo amino-terminal de la VP1 del VEVC contiene una regién muy antigénica se-
gun el analisis por ELISA pepscan (regién 6, Tabla 1 y Fig. 3b). Diversos datos experi-
mentales sugieren que esta region de la VP1 juega un importante papel en la infeccién por
un amplio rango de enterovirus. Por un lado, sueros de animales inmunizados con pépti-
dos sintéticos derivados de esa region son capaces de neutralizar la infeccion por poliovi-
rus «in vitro» (Chow et al., 1985; Li et al., 1994). Por otro lado, se han encontrado anti-
cuerpos frente a esa region tanto en conejos inmunizados con coxsackievirus A9 (Pulli et
al., 1998) como en humanos vacunados con poliovirus atenuados (vacuna de Sabin) (Roi-
vainen et al., 1991). Por ultimo, datos obtenidos recientemente en nuestro laboratorio, de-
muestran que un péptido sintético correspondiente a la region amino-terminal de la VP1
del VEVC induce anticuerpos capaces de neutralizar la infeccion del virus «in vitro».
Ademas, dichos anticuerpos reconocen al virus una vez que éste ha entrado en contacto
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con la célula, pero antes de su internalizacién (Jiménez-Clavero et al., manuscrito en pre-
paracion). Por lo tanto, en el VEVC, y posiblemente en otros picornavirus, existen deter-
minantes antigénicos de neutralizacion no sélo en la superficie de la capsida «nativa» (la
estructura representada en los modelos basados en datos de cristalografia), sino también
en regiones internas que «emergen» a la superficie en determinados momentos del ciclo
viral. Esta por determinar la relevancia bioldgica de estos hallazgos en la infeccion natu-
ral por el VEVC.

RECEPTORES VIRALES

Los receptores virales son las moléculas de la superficie celular que utilizan los virus
para anclarse a la superficie de la célula que van a infectar. Los receptores virales pueden
determinar el tropismo de tejido, es decir, los factores por los cuales un virus infecta un
tejido u otro (Evans y Almond, 1998). Actualmente se dispone de considerable informa-
cion relativa a los receptores utilizados por los virus pertenecientes al género Enterovirus,
identificados y caracterizados mediante diversas técnicas bioquimicas y de biologia mole-
cular. Por ejemplo, se ha visto que el tratamiento de un cultivo celular con tripsina inhibe
la union de los poliovirus, sin embargo, la union de los virus coxsackie B se inhibe por
tratamiento con la quimotripsina. Esto indica que la region funcional del receptor de po-
liovirus debe contener arginina o lisina, mientras que la del coxsackie B5 debe contener
tirosina, fenilalanina, triptéfano, leucina, metionina, asparagina o glutamina. Por otra par-
te, otros estudios bioquimicos han revelado que los receptores suelen ser glicoproteinas
integradas en la membrana celular (Crowell et al., 1983; Krah y Crowell, 1985). Los anti-
cuerpos monoclonales constituyen otra herramienta que ha sido extraordinariamente Util
para la identificacion y caracterizacion de muchos receptores virales.

En algunos casos se puede hacer una correlacion entre los grupos taxonémicos virales
y el receptor que utilizan. Por ejemplo, los tres serotipos de poliovirus (PV1-3) emplean
el receptor de polio (PVR). Los aftovirus emplean el receptor de vitronectina (la integrina
a,B;) y los rhinovirus utilizan tanto la molécula de adhesion intracelular de tipo 1
(ICAM-1) como el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR). Sin embargo, el
resto de picornavirus cuyos receptores se han identificado, no parecen presentar correla-
cién entre semejanza filogenética y el receptor empleado. El grupo de los enterovirus es el
que presenta una mayor diversidad en cuanto a la eleccidn del receptor, con representan-
tes que utilizan, al menos, tres proteinas diferentes. Tanto los enterovirus como los cox-
sackievirus y echovirus parecen utilizar un amplio rango receptores (Evans y Almond,
1998). El virus coxsackie A9 utiliza la secuencia de aminoacidos «motivo» RGD (argini-
na-glicina-ac. aspartico) en la VP1, como sitio de unidn (ligando) a la integrina a,(3,, en la
superficie celular. Sin embargo, la inactivacion de dicho RGD con tripsina o la adicion de
péptidos homologos, no bloquea la infeccidn, lo que indica que este virus puede utilizar
un receptor alternativo, que seria resistente a las proteasas presentes en el intestino huma-
no (Roivainen et al., 1994). ElI VFA es otro ejemplo de virus que puede utilizar mas de un
receptor. Algunos serotipos, como el A, Cy O, utilizan la integrina a,[3; como receptor, al
que se unen mediante el sitio RGD de la proteina VP1. Sin embargo, se han identificado
aislados del VFA que carecen del sitio RGD y son infectivos, indicando la utilizacion de
otros receptores. Uno de estos receptores alternativos es el glicosoaminoglicano de la su-
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perficie celular heparan sulfato, utilizado principalmente por virus provenientes de culti-
vos celulares (Fry et al., 1999; Baranowski et al., 2000). Por otra parte, algunos mutantes
del VFA que utilizan receptores independientes del sitio RGD, mantienen su capacidad
para interaccionar con los receptores de integrinas. Estas observaciones sugieren que el
VFA puede utilizar multiples receptores alternativos dependiendo de las diferentes condi-
ciones de su entorno. En el caso del VEVC, no se han identificado los receptores que uti-
liza este virus. Sin embargo, estudios preliminares indican que se une con alta afinidad al
heparan sulfato, y que no utilizan el receptor de otros virus coxsackie B (DAF) (E. Escri-
bano-Romero. Manuscrito en preparacion).

DIAGNOSTICO

El diagnostico de la EVC se debe llevar a cabo en laboratorios de alta seguridad bio-
légica, debido a su similitud con otras enfermedades vesiculares como la FA y a que
Espafia se encuentra actualmente libre de la EVC. En la Union Europea se examinan unos
dos millones de muestras al afio dentro de los programas de control de la enfermedad, por
lo que se ha realizado un gran esfuerzo para la optimizacion de los métodos de diagnosti-
co. El diagnéstico de la EVC se realiza mediante ensayos serologicos para la deteccion de
anticuerpos especificos contra el virus, y mediante técnicas basadas en la amplificacion
del ARN viral por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de hibridacion in situ, 0
con AcM especificos, para detectar particulas virales.

Actualmente se utilizan dos tipos de ensayos seroldgicos para el diagnéstico de ani-
males que han sido infectados por el VEVC: un ELISA de competicion y el test de neu-
tralizacién viral (VNT). ElI ELISA ha sido aceptado como método estandar para el diag-
nostico en la UE. Consiste en un ensayo de competicion basado en la capacidad del suero
que se prueba para inhibir la unién de un AcM al virus (Chénard et al., 1998; Brocchi et
al., 1995; Dekker et al., 1995b). EI VNT se basa en la capacidad del suero problema para
neutralizar la infeccion de cultivos de células in vitro por el VEVC. Ambos ensayos de-
tectan anticuerpos en los sueros problema con resultados relativamente buenos, aunque
problemas inherentes como la necesidad de produccion de virus, consumo de tiempo y la
obtencidn de los reactivos, hacen que el desarrollo de un método alternativo siga siendo
un objetivo de muchos laboratorios de investigacion. Ademas, estos métodos presentan a
menudo problemas de interpretacion, siendo el mas importante la aparicion de «singleton
reactors»: animales que dan positivo en estos ensayos seroldgicos aunque nunca han teni-
do contacto con el virus (De Clercq, 1998). Una posible solucion a estos problemas seria
el uso de antigenos virales recombinantes. Sin embargo, los resultados de los trabajos en
los que se han utilizado (Jiménez-Clavero et al., 1998), indican que estos polipéptidos no
son adecuados para un correcto diagnostico. La razén principal es que la mayoria de anti-
cuerpos inducidos por la infeccién natural por el VEVC van dirigidos contra epitopos
conformacionales. Sin embargo, las proteinas recombinantes presentan epitopos conti-
nuos (no conformacionales) de la capsida, por lo que no son reconocidas eficazmente por
anticuerpos inducidos en animales infectados.

Finalmente, se ha puesto a punto un ELISA para la deteccién diferencial de IgM o
1gG especificos del VEVC. La determinacion de los isotipos de los anticuerpos inducidos
es de gran interés cuando se quiere conocer el tiempo que ha pasado desde la infeccion.
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De esta forma, la presencia de IgM indica una infeccion reciente. Este tipo de anticuerpos
aparece unos tres dias después de la infeccion. Posteriormente aparecen los anticuerpos
del isotipo 1gG. Por tanto, el aumento de la relacion de 1gG frente a IgM indica un perio-
do mas largo desde el inicio de la infeccion.

La deteccidn precoz del virus se puede llevar también a cabo examinando muestras
de determinados tejidos (amigdalas y pezufias) y muestras de heces de animales, ya que el
virus se secreta por via fecal. De este modo, se puede detectar la infeccién a los pocos
dias de la introduccidn del virus, especialmente durante la fase de viremia. Es importante
también la deteccion de virus en los animales portadores, en los que se han encontrado
particulas virales en pezufias y otros tejidos varios meses después de la infeccion. Para
ello se pueden utilizar técnicas basadas en AcM para la deteccién directa del virus en
muestras bioldgicas por immunohistoquimica (Mulder ez al., 1997), inmunofluorescencia
o0 por hibridacion in situ (Mulder et al., 1997), o técnicas basadas en el uso de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR).

Respecto a las técnicas basadas en el uso de la PCR, se han desarrollado varios proto-
colos para la deteccién de ARN viral en muestras de animales. Uno de los més Utiles, va-
lidado y utilizado frecuentemente es la RT-PCR diferencial, que consiste en la deteccion
diferencial de ARN de varios virus vesiculares (VEVC, virus de la estomatitis vesicular
(VSV) y VFA), en un mismo ensayo, utilizando «cebadores» (primers) especificos para
cada virus, correspondientes a regiones que no reaccionan de forma cruzada (NUfiez et al.,
1998; Vangrysperre y De Clercq, 1996). También se han desarrollado otras variedades de
PCR para aumentar la sensibilidad en algunas aplicaciones, como la «nested» PCR, con
una combinacion de dos parejas de «cebadores» (Lin et al., 1997), inmuno-PCR, utilizan-
do AcM para fijar el virus y eliminar contaminantes inhibidores, ELISA PCR, en la que
se puede detectar la amplificacion especifica por métodos colorimétricos, y PCR «in
situ», para detectar virus en tejidos.
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SUMMARY

Swine vesicular disease: molecular and immunological bases, and diagnostic of the
disease

Swine vesicular disease is a highly contagious disease of pigs, caused by an Enterovirus of the Picornaviri-
dae family. The virus is a relatively recent derivative of the human coxsackievirus B5, with which has high mo-
lecular and antigenic homology. The disease is not severe, usually presents a moderated general weakening and
slight weight of loss that is recovered in few days, as well as vesicular lesions in mouth and nose mucoses and in
the interdigital spaces of feet. However the similarity of these lesions with those caused by the foot and mouth
disease virus, lead to the inclusion of this virus in the list A of the International Epizooties Organization. Nowa-
days, the disease is erradicated in the European Union except in Italy, where it is considered endemic in the
South. However, since occasional outbreaks still appear and have to be rapidly eliminated, European countries
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are in alert situation and farms are routinarely controlled for the presence of the virus. This circumstance has
lead to make a remarkable effort to study the pathology of the disease, the biology of the virus and to develop
optimised methods for the diagnosis of the infection. In this review we have described the current information
on the molecular and antigenic characterisation of the virion, as well as some aspects of the pathology of the di-
sease and the recent approaches to improve the methods of diagnostic.
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Pathology
Immune response
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