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INTRODUCCION

SINONIMIA,

Ectima contagiosum, Impétigo lebialis, ectima de los labios, boca

adolorida, dermatitis pustular contagiosa, boca costrosa, boca ulcerada,
dermatitis pustulosa, estomatitis pustular contagiosa, hocico escamoso, -
dermatitis labial infecciosa, dermatitis necrosante contagiosa de los ovi~
nos y coprinos, ORF, periestomatitis pustular contagiosa, mucodermatitis
pustular contagiosa, chancro, chancro botonoso, afta maligna, ulcera=-

¢ién de labio y piema (1, 2, 4, 7, 13, 23).

HISTORIA.

Se le conoce en Inglaterra y en Francia desde 1888. Aynaud - -
(1923) demostr§ que esta enfermedod era causeda por un virus filtrable
(14). En E.U.A. se le ha descrito desde 1910 (14); es frecuente en los
rebafios del Oeste de los E.U.A. en primavera y en verano, y ocasio-
nalmente se presenta en la parte oriental (4). En México desde hace -
tiempo se han observedo borregos con signos clinicos y lesiones sospe=--
chosas de ectima contagiose. Sin embargo hasta ahora no se habfa lo—
grado confirmar el diagnéstico,con base en prusbas especificas de labo-

ratorio,

IMPORTANCIA ECONOMICA.,
En los corderos hay lesiones periorales que no les permiten mamar
ni ingerir sus alimentos; puede haber extensién de las lesiones hacia el

rumen (15), erosiones en lo mucosa del eséfago, abomoso e intestino -~



delgade y en el tracto respiratorio (2), por esto razén hay pérdidas eco-
némicas por retraso del crecimiento y hay mortalidad que aumenta por —
presencia de infecciones secundarios y/o miasis cutdneas (2, 4, 14). Eu

raras ocasiones hay brotes con invasién sistémica con mortalidad de 25 o
75% (2, 14). Las hembras que presentan lesiones en las tetas no permiten
que los corderos mamen (2, 14, 18). Blood y Henderson (2) reportan que
la mortalidad es de mayor impartancia en corderos, que por ser los mo—
yormente afectados, requieren de mayores cuidados y son més f4cilmente

atacados por infecciones secundarios, ocurriendo en ellos alta morbilidad

y mortalided (2, 14).

ESPECIES AFECTADAS.,

Los especies mds severamente afectodas son los ovinos y coprinos ~
(8) principalmente animales jovenes de 4 a 6 meses de eded (2, 20). la
infeccién en el hombre se presenta principalmente en oquellos que cons-

tontemente estdn manejando borregos infectados (4, 12, 14, 23).

Wilkinson (24) report en 1970 la infeccién en un perro; segin al-
gunos ¢ .ores, el perro, caballo, cerdo, cuye, hamster y ratén son re—
fractarios a la infeccién (12, 14); y hay discrepancia respecto a las ter-

neras (1),

TRANSMISION EX FERIMENTAL.
Lo enfermedod ha sido transmitida experimentalmente al borrego, -

cabra, bovino y conejo (5, 8, 14).



DISTRIBUCION.,
Se presenta probablemente en todas las regiones de la tierra en ~-
donde se cria al ganado lanar; esté ampliamente distribuido en Austraiia,

Nueva Zelanda (8, 14) Francia, Inglaterra y en E.U.A. (14).

PERIODO DE INCUBACION,

Las primeras manifestaciones clinicas aparecen tros una incubacién
de 2 a 8 semanas en la infeccién netural (7) y generalmente de 2 @ 5 ~
dias en la infeccidn artificial (1, 8). Se ha reportado que el perfodo de
incubacién depende de la dosis inoculada y &ste serd més largo cuando -

se aplican dosis puquencs (14).

CURSO.

Los sTntomos comienzan con la formacién de pépulas que se con—
vierten en plstulas y posteriormente vesiculas que al romperse o secane
se transforman en costras, la piel se regenera debajo de las castras y fa
recuperacién generalmente es total en 2 a 4 semanas sin formacién de -
cicatrices; solo cuando el curso se complica debido a infecciones secun-

darias. aste se prolongard (3, 7, 8, 14).

PORTADORES SANOS.

Manninger (13) afirma que los animales que padecieron la enferme=~
dad permanecen como portadores sanos durante varias semanas y que a ==
* partir de 8stos, los animales susceptibles pueden infectarse. Algunos ofros

autores (4, 8, 13, 14) reportan que la infeccién ocurre por contacto di—
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recto con animales afectodos y objetos inanimades, penetrando el virus a

la piel a través de escoriaciones y fisuras.

PRONOSTICO.,

En animales adultos es leve, cuando el Gnico agente que se encuen-
tra en las lesiones es el virus del cctima contagioso, ya que estos anima—
les aleanzan su completa recuperacin en un perfodo de 2 o 5 semanas. -
Cuando los lesiones son infectadas por agentes secundarios (bacterias o lar-
vas de moscas) el periodo de recuperacién es un poco més largo y la enfer

medad puede llegar a ser fotal (4, 10, 14).

En animales jovenes la enfermedod llega a ser fatal porque en éstos
les lesiones se presentan principalmente en boca, labios, paladar, oflares

y pezufias y como consecuencia del dolor no maman ni ingieren sus alimen

tos, lo que los predispone a mayor susceptibilided a infecci bacteria—

nas, parasitarios y miosis y como consecuencia la muerte (2, 7, 14).

PREVALENCIA.

Lo mayoria de los autores coinciden en que las praderas en donde se
tenian animales infectados en el verano, siguen siendo contagioses durante
la primavera siguiente (4, 13, 14) e incluso durante varios afios (7). Su -

incidencia en los diferentes edades puede ser extremadamente varicble (10).

SIGNOS CLINICOS EN LOS CORDEROS.
En las lesiones iniciales se presenta la formacién de pdpulas que se -

convierten en plstulas, estas pueden pasar inadvertidas y solo manifestarse
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la presencia de la enfermedad en el hato hasta la aparicién de las lesiones
costrosas (2, 13, 14), las lesiones primarias se desarrollan generalmente en
la comisura de los lobios y a partir de oqui’ se extienden o la regibn peri~
oral, mucosa bucal y orificios nasales (2, 7, 8, 13); en casos més severos
las lesiones pueden desarrollarse también en las enclos, cojinete dental, —

palodar y lengua (10).

El tamofo de los cosiras puede ser de 0.5a 1 cmomés (2, 7, 8, -
10, 15). También se menciona que estos costros son muy dolorosas y que =
diffcilmente puede uno desprenderlas (4, 7). Algunas costras tienen un color

gtis amarillento, otres varfon de pardo rojizo a gris obscuro (7).

los borregos més afectados son los que tienen de 3 a & meses de edad,
los menos afectados son los menores de 3 meses y los adultes (7, 14). Estos
borregos, al padecer la enfermedad desmejoran en forma notable su condicién
ffsica, hosta el grado de mostrar emaciacidn por la imposibilidad que tienen
para mamar y alimentarse, lo que predispone a una alta mortalided simple—
mente por inanicién (8, 10, 13, 15). Ademds de la mucosa bucal también se
puede ver afectada la mucosa nasal, orejas y extremidades, con lesiones si—

milares a las producides en la boca (3, 7, 10, 13, 15).

FORMA GENITAL EN LA MADRE.
Algunos auotres reportan que los signos que se presentan en la hembra,
se manifiestan por flujo vaginal mucoso o purulento, ulceracidn en labios ~=

vulvares hinchados y dolorosos, formacidn de pistulas, erosiones y costras en



la piel de las tetas (13) y como consecuencia de ello mastitis (7) y predis=~

posicién a infecciones secundarias (2, 8).

FORMA GENITAL EN EL MACHO ADULTO.
los machos pueden presentar Glceras en la piel del prepucio, con tu-
mefaccién, en la abertura prepucial y en el pene (7, 8, 13). Blood y - -

Henderson (2) reportan lesiones en el escroto acompafadas de acumulacién ~

de liquido en el saco escrotal (8).

Caobe agregar que tanto en los animales jovenes como en los animales
adultos se pueden presentar infecciones secundarias, slendo mds comunes las

infecciones por Fusobacterium necrophorus llegando a formar foces neceéticos

en las lesiones que se presentan en la laringe, pulmén, rumen, retieulo, --

omaso, abomaso (4, 14, 15, 20) e intestino delgado (2).

PATOGENESIS.

El virus penetra la piel o través de escoriaciones y fisuros, formdndose
en la zona de penetracién un edema intersticial con infiltracién de linfoci~-
tos mononucleares (2, 13, 21); las cé!ulos de la capa de Malpigio aumentan
de tamafo, su citoplasma se vacuoliza y los nicleos se arrugan y se produ-
ce lo que se conoce como periode papuloso (7, 10). la vacuolizacién se ~-
hace més evidente y se produce la infiltracién de linfocitos polimerfonuclea~
res; a este periodo se le conoce como vesiculopustuloso (7). Las vesiculas ~--
contienen abundante material virico; estus vesiculas, en la piel de los labios

se rompen como al octavo dfa y después se secan y se forman costras que si



son desprendidas, dejon una superficie que sangra facilmente; pueden presen—
tarse infecciones secundarics y formarse dreas de necrosis, supuracién e incly
30 puede haber septicemia (13).- La piel se regenera aproximadamente o par-
tir de la segunda a la cuarta semana, la recuperacién es total y sin forma—

ci6n de cicatrices (8, 14, 20).

TRANSMISION.

la transmisién en los rebafos es muy rdpida y se adquiere a través de -
escorfaciones y fisuras existentes en la piel y puede ocurrir al contacto con -
animales afectados u objetos inanimodes (2, 13). Se ha demostrado que en - =
algunos lugares ocurre con mayor frecuencia en &pocas secas, propiciada por =
las escoriaciones de la boca producidas por el alimento seco contaminado con
el material costroso, que se desprendid de los ofvos animales que padecieron -

la enfermedad (2, 13).

Lo transmisién en el hombre por lo general ocurre en forma accidentel, -
cuando no se tiene cuidado al manejar ovinos infectados, o al menipular mate=-
rial contaminado. La enfermedad en el hombre puede producir lesiones tfpicas -
en brazos y manos, que por lo general son leves y tramsitorios (4, 8, 10, 13, -

23).

(ESIONES A LA NECROPSIA.
Los borregos estén emaciados y las lesiones se presentan en boca, patas, -
ubre y genitales (1, 2, 10, 13), En raras ocasiones se presentan lesiones en la

mucosa de la laringe, eséfago, rumen, reticulo y abomaso (14, 15, 20) e intes



tino delgado (2), cosi siempre asociadas con infecciones secundarias (10). -
Se ha sefialado que estos lesiones en la mucosa digestiva miden de 1 @ 2 cm

de didmetro (15).

HISTOPATOLOGIA.

Los cambios histopatolégicos son muy parecidos a los producidos por --
ofras enfermedades causadas por virus pox (2). Estas lesiones son histolSgica-
mente similares, independientemente de la zona donde se produzcan, carac-
terizadas por acantosis (10, 15) degeneracién balonizante (15, 24) e hiper—
queratosis (15). Las células escamosas y estratificadas cercanas a la superfi-
cie se encuentran aumentadas de tamafio y tienen picnosis nuclear y citoplay
ma vacuolizade (15). Las células balonizadas ocasionalmente forman peque—
fias vesiculas superficiales, algunas con neutrbfilos (15, 20, 21), La capa -
germinal de céiulas se extiende dentro de la submucosa y estd muy engrosa~
da por muchas células retfculoendoteliales, fibroblastos jovenes y linfocitos -
(15). En éreas focales estas células se extienden dentro de las capas muscu~
lares y en el rumen se encuentran principalmente en la subserosa (15). Algu

nos autores mencionan la presencia de inclusiones intracitopldsmicas (10, 13).

PROPIEDADES DEL VIRUS.

Es un viris DNA doble banda de A.N. (1) que pertenece a la familio
poxviridae (19) es filtrable y oitamenrc epiteliotrépico, morfolégicamente pa-
recido al virus de la viruela (13) tiene forma de paralepipedo o elipsoide y ~

mide de 200 @ 300 m u {7). Brunner y Gillespie (4) citan que el tomaiio del
virus es de 158 a 252 mu.



El virus resiste mucho la desecacidn y a temperatura ambiente mantiene
su viabilidad hasta por 15 aios (2). Se afirma que a temperatura ambiente -~
las costras que caen al suelo pierden su virulencia cuando permanecen de 30
a 60 dias en el caluroso verano de Texas (4); la fuz y los rayos solares lo -

inactivan, asi’ como las &lcalis, Gcidos, fenol (7) y cloroformo (22).

Mediante la exposicién a femperatura directa se ha demostrado que es
destruido por el calor a@ 58°C o a 60°C durante media hora (4). Se ha com-
probado que en 30 o 60 dias o temperatura ﬁmbienre, durante el verano, el
material morboso pierde su infectividad; las costras que quedaron en los te—
trenos en otofio e invierno fueron infectantes en la primavera siguiente; a -

esto se le atribuye, el que sea una enfermedad que se presenta affo tras afio

(14).

Se ha sefialado que el cultivo en embrién de pollo da resultades insa~
tisfactorios (4, 14). Por otra parte también se ha descrito por otros autores -

que los cultivos en embrién de pollo son parcial o totalmente satisfoctorios -

@2, 7, 10, 13, 22).

Otros autores hon obtenido resultados altamente satisfactorios al inocu-

lar cultivos celulares (10, 14) de rifién fetal de borrego (6) y de cordero (17).

DIAGNOSTICO.
El diagnSstico clinico se realiza tomando en cuenta el estudio minucio-

so de la sintomatologitt y la observacidn de las lesiones en los animales sospe-

chosos (7, 13, 14, 21, 23). El diagnéstico de confirmacién se efectua por - -
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reacciones serolégicas como pruebas de neutralizacién o de fijacién de com-
plemento (7); por el aislamiento e identificacién del virus en el microscopio
electénico (7, 9, 12, 19, 24), por histopatologia (4, 12, 21, 24), la re~
produccién de la enfermedad en animales de experimentacién, tales como - -
corderos y cabras susceptibles (1, 7, 8), inoculacién o cultives celulares - -

(6, 10, 14, 16, 17) y mediante la prueba de anticuerpos fluorescentes (12).

Se debe tener cuidado para no confundir la enfermedod con lg lengua = .
azul, dermatitis ulcerativa y virvela ovina, principalmente {2, 7). Por lo que
se recomienda hacer uso de pruebas serolégicas (7), ya que en algunas oca—
siones presentan sintomatologlc parecida. La forma podal debe ser diferencia-~

da con el panadizo epizodtico o pedero (7).

INMUNIDAD.
Varios autores reporfan que aquellos animales que se han recuperado de
la infeccién adquirida en condiciones naturales, son resistentes y quedan séli-

damente inmines por perfodos de 28 meses o aln mas (4, 7).

VACUNACION.

Se ha utilizado una preparacién de material infectante a partir de las =
costras, homogeneizadas y suspendidas en solucién salina fisiolégica o en agua
glicerinada, inoculando esta substancia, con una lanceta para vacunar, en la
cara interna de la oreja, se frota sobre la piel previamente escarificada de la
ingle (13). Observando que se obtienen buenos resultados. Cuando la vocuna-

cién os efectiva, solo se produce una lesidn poco molesta para el cordero {14).
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En los rebafios que son afectades aio tras afo, se recomiunda vacunar
a los animales de 6 o 8 semanas de edad, ya que la inmunidad es sélida -
hasta las 3 semanos después de la vacunacién y se mantiene efectiva por lo

menos durante 2 affos. En algunos paises se wan vacunos comerciales con -

virus modificadas (11).

ERRADICACION Y CONTROL.

En los paises en donde la enfermedad es enzodtica, como en los de ~
Europa, se recomienda la vacunacién cada afio durante la primavera, antes
de comenzar la estacién del pastoreo (2, 4). En los rebafios amenazados o -
infectodos puede recurrirse a la inmunizacién activa. Es posible lograr una ~
inmunidad efectiva con virus virulento mediante la escarificacién cutdnea en
la cara interna de los muslos o en las zonas desprovistas de lana en la piel
de la regidn tordxica lateral (7)., En los paises en donde lo enfermedad no -
existia con anterioridad se podrian estoblecer cuarentenas e intentar la erra-

dicacién mediante =! sacrificio de todos los animales infectados.

LA EMFERMEDAD EN EL HOMSRE.

Lo transmisién al hombre por lo general ocurre en forme accidental, —
cuando no se tiene cuidado ol manejar ovinos infectodos o el virus vacunal.
la enfermedad en el hombre produce lesiones pustulares tpicas de ectima - -
contagioso en brazos y manos, que por lo general son leves y transitorias (9,
14, 17, 23) aunque se han descrito casos con lesiones vesiculares grandes y

miltiples, infarto en los ganglios linféticos awxiliares, dolor local en la le—

. . . . ..
sién, frecuentes infecciones sccundarias y curacion muy lento (4).
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MATERIALES Y METODOS

HISTORIA CLINICA

Se estudibé un rebofio de raza Suffolk, que de acuerdo con los informes
proporcionados por los ganaderos procedian de Son Angelo, Texas, E.U.A.,
desembarcado a principios de enero de 1979, en Tula, Hidalgo, México, en
donde llegaron y permanccieron en buenas condiciones. Habia 50 machos 'y
1,200 hembros, todas gestantes, faltdndoles de 1 a 2 meses para parir. A —
fines de febrero de 1979, en los corderos jovenes se empezaron a presentar
signos y lesiones sospechosas de ectima contagioso, con formacién de pdpu-
las y costras en los labios, regién perioral y paladar. Enfermaron de ectima
aproximadamente 450 corderos y finalmente la mortalidod fue de 900 a con-
secuencia del ectima, aunado a complicaciones secundarias por debilidad, -
parasitosis y enfermedades bacterianas. En aproximadamente 50 madres hubo
lesiones papulosas y costras en la ubre, sin mortalidad. El curso llegé u' ser

de un mes y a los 3 & 4 meses desaparecié el brote.

O3JETIVO.

Confirmar la presencia de ectima contagioso en borregos de Tula, Hi~
dalgo, México,mediante la historia clinica, los signos clinicos, la reproduc
cién de la enfermedad, estudios de histopatologia, la prueba de anticuerpos

fluorescentes, y la observacién del virus al microscopio electrénico.

Se recibieron dos cordesos de dos meses de edad, procedentes del re-~
baito afectedo en Tula, Hidalgo, que presentaban lesiones sospechosas de - -

ectima contagioso, principalmente en la piel de los labios (Figura 1), mucosa



Figura 1. Lesiones de ectima contagioso

de los borregos en la regién perioral de -

un cordero.
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bucal y poladar. Se obtuvieron biopsias, las que fueron transportadas en re~
frigeracién al Deportamento de Virologia, para después almacenarlos en un - - -~
congelador REVCO, a -70°C.

MEPARACION DEL ESPECIMEN SOSPECHOSO DE CONTENER ECTIMA - -
CONTAGIOSO.

Se sacaron las muestras del REVCO y se manejaron en una Unidad de
Flujo Laminar, en donde se colocaron mds o menos 3 cm cibicos de los ~ -
muestras, en un mortero con pistilo, conteniendo arena de mar estéril, utili~
zondo 9 ml de medio de Eagle, sin svero. Se realizé el macerado en refri-
geracidén, hasta hacer una mezcla homogénea, la que se colocs en un tubo
de emaye estéril. Se cerr§ y se pl'oced!é a centrifugar a 3,000 rpm duran-
te 30 minutos, en refrigeracién. Rasado este tiempo, el sobrenadante que =
contenia el material infectante se envass en viales, desechando el sedimen-
to. Este sobrenadante se distribuyd en alfcuotas de 1 ml y se procedi§ a ==
congelarlas a -70°C. Posteriormente se descongelé uno de los viales, se le ~
agregaron 6,000 Ul de penicilina, 12 mg de estreptomicina y 300 unidades -
de fungizona, incubando 20. minutos a temperatura ambiente. Después de é&sto
el material infectante, estaba en condiciones de ser inoculado a corderos - -

susceptibles.

EXPERIMENTO 1.
Con este material se inocularon dos corderos de aproximadamente dos -

meses de edad, clinicamente sanos, procedentes de Tulancingo, Hidalgo. Es-
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tos corderos fueron previamente sangrados para determinarles su biometfa ==
hemdtica, y a los 4, 10, 15 dfas postinoculacién se les volvieron o tomar -
muestras para este estudio; esta sangre fue envioda al Departamento de Fisio
patologla del Instituto Naciona! de Investigaciones Pecuarias (I.N.I.P.), -~
S.A.R.H., en frascos conteniendo EDTA. Diariamente se les registrd su tem=
peratura rectal, desde 5 dias antes de la inoculacién y se continud su regis-
tro durante todo el experimento, el cual durd 21 dias. La inoculacién se rea
liz6 en los labics {al cordero 1, en el labio inferior, y al cordero 2, en el
labio superior) en tres puntos diferentes, dos laterales y unc en el centro del
labio correspondiente, en cada punto se inocularon 0.1 ml de inéculo. A par-
tir del tercer dia después de la inoculacién, en los tres puntos inoculades se -
presentd una marcada reaccién inflamatoria, con lesiones similares a los descri-
tas para el ectima contagioso. Ese dia se realizé la primera biopsia, la segun-
da al noveno dia y la tercera al décimo quinto dia. Estas fueron obtenidas con
una navaja de rasurar esterilizada y después fueron transportedas al Departamen
to de Virologia, en cajas de aluminio estériles, en donde se dividieron en par
tes, para posteriormente enviarlas a los Departamentos de: Bacteriologfa e His-
topatologia del {.N.I.P., S.A.R.H., y al Deportamento de Microscopia Elec~
trénica del Instituto Mexicano del Seguro Social (I.M.5.S.) utilizando métodos

adecuados de preparacidn y envio de muestras.

PREPARACION Y ENVIO DE MUESTRAS.

Al Departamento de Bacteriologia se le envié uprpximdume}xte 1 em3 -

de cada muestra en cajas de aluminio esterilizadas, manteniéndolas siempre en



refrigeracién.

Al Departamento de Histopatologia se le envi§ la misma cantidod de -

cado muestra en un frasco conteniendo formol al 10%.

Al Departamento de Fisiopatologia se le envié sangre en frascos con =

anticoagulante ACIDO ETILENDIAMINOTETRA-ACETICO EDTA).

Para el Departamento de Microscopia Electrénica, las muestras de teji~
dos fucron finamente fragmentadas con una navaja de rasurar esterilizada, -~
formando bamas de tejido de aproximadamente 1 X 3 mm, orientodes de tal ~
forma que fuera posible reconocer la epidermis y la dermis en cada corte. =
Inmedictamente después de obtenida la biopsia y hecha la fragmentacién, los
cubos de tejido se fijaron en gluteraldehido al 3%, en amortiguador de fosfa
tos con pH de 7.4, 0.1 M, a 4°C, durante 3 horas. Se lavaron en el mismo
amortiguador y se fijaron en tetradxide de osmio al 1%. Las muestras se des-
hidrataron en alcoholes ascendentes y se incluyeron en resina oraldita. Se --
obtuvieron secciones de 1 micra, que se tifleron con azul de tolouidina, que
permiti6 orientarse para buscar en las células de la epidermis las particulas -
virales. Una vez realizado este procedimiento se cortaron secciones de 400 a
600 A°n un Ultramicrotomo Porter Blum MT2, se recogieron las secciones en
rejillas de cobre y se contrastaron con citrato de plomo y acetato de uvranilo

y se observaron en un microscopio clectrénico Philips EM 300,

EXPERIMENTO |f.

Con el especimen original, sospechoso de contener ectima contagioso, se
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realizé una segunda inyeccién, intradérmica en la piel del labio, o los cor-
deros inicialmente inoculados; esto fue hecho a los 30 dras después de la pri

mera inoculacién.

Se realizaron los siguientes pasos.

a)  Antes de inocular los corderos se tomaron muestras de sangre a cada --
uno, en frascos conteniendo EDTA, para realizarles la biometria hemd-
tico; se les volvié a tomar muestras a los 6 dios después para biometrias,
se les registrd la temperatura rectal desde 5 dias antes de la inoculacién

y se continud tomando durante todo el experimento, que duré 22 dfas.

b)  Con una hoja de afeitar se rosurd la parte dorsal de los corderos y se -

marcaron en dicha parte 15 cuadros de aproximadamente 2 em? cada uno.

c)  Se inocularon en el centro de cada una de los cuadros 0.1 mi-de especi~
men original; en iguales cantidades se inocularon tres puntos diferentes —

del labio (cordero 1, labio superior; cordero 2, labio inferior).

Siguiendo el mismo procedimiento de recoleccidén, preparacibn y envio de
muestras se tomaron biopsias durante el primero, segundo y tercer dia en que se
presentaron las reacciones inflamatorias (4, 5 y 6 dias postinoculacién). Los es-
pecimenes fueron enviados a los Departumentos de Histopatologia y Microscopia
Electrénica, para realizar los estudios correspondientes. Se dejé una parte de -
estas muestras en el Departomento de Virologia. No se colectaron muestras para

estudios de Bacteriologia.



EX PERIMENTO 111,

Con el objeto de dar un segundo pase, se inoculé a otro cordero clini-~
camente sano, con el especimen obtenido del macerado preporado de las le—

siones que se formaron en los corderos inoculados experimentalmente.

Antes de inocular, se sangré al cordero para determinar su biometria he-
mética; no se realizaron biometrias heméticas postinoculacién. Se registrd la -
temperatura rectar desde 5 dias antes de la inoculacién hasta 21 dias después,
tiempo que duré el experimento. Se procedi§ a rasurar la parte dorsal del cor-
dero y se marcaron en dicha parte 15 cuadros de 4 cm? cada uno, 7 de un ==~
lado y 8 del otro, inoculando 0.1 ml en el centro de cada uno de los cuadros;
odemds se hicieron § inoculaciones en los labios, 3 en el labio superior y 3 en
el labio inferior. Se realizaron biopsias de las lesiones al segundo y tercer dia
en que se presentaron las reacciones inflamatorias (octavo y noveno dia post—
inoculacidn) para realizar conellas mds estudios Je Histopatologia y Microsco—
pia Electrénica. No se colectaron muestras para estudios de Bacteriologia. Se -
observé diariamente al onima] y se describié el tipo de inflamacién que se pre-
sentaba en las lesiones, las cuales aparecieron Onicamente en algunos de fos -~

puntos inoculados (4 en el dorso y 5 en los labios).

PRUEBA DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES

El conjugado para la prueba de anticuerpos fluorescentes fue proporcionado
po- ei Dr. G.A. Erickson, del Veterinary Service laboratory, Animal and Flant

Health Inspection Service, U.S. Department of Agriculture, U.S.A.
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DILUCION DEL CONJUGADO,
1) Se tomaron 0.5 ml del conjugado, se colectaron en un tubo de emsaye
estéril y se le agregaron 4.5 ml de dilvente (PBS, IX, estéril, pH 7.0)
s agité perfectamente quedando asi’ a lo dilucién de 1:10; fue distribui

do en alicuotas de 0.5 ml, rotulado y congelado a -70°C.

2)  Se tomS uno de los viales que contenfan 0.5 ml de conjugade (diluido

. 1:10) y este se colocd en un tubo de ensaye estéril agregando 4.5 ml -
de PBS, y agitando esta m2zcla perfectamente, quedando asi a la dilu=
cién de 1:100; esta dilucién fue la utilizada para la realizacién de la

prueba.

PREPARACION DE LA MUESTRA.- Se tomé una biopsia de aproximadamente -
1 cm3, a partir de las lesiones presentes en el labio de uno de los corderos -
presentados para diagnéstico (muestra positiva); y se colecté también aprixima-
damente 1 emS deo la piel del labio de un cordero clinicamente sano (muestra

negativa). A estas muestras de tejido se les realizaron cortes con un cridstato,
de un grosor de 6 micras de tal forma que se pudieran observar los diferentes

estructuras de la piel. Se colectaron en un portacbjetos para después fijarlas -

en acetona durante 10 minutos y posteriormente feftirlas con el conjugado.

TINCION DIRECTA CON LOS ANTICUERPOS FLUORESCENTES.- Se descon-
geld uno de los viales de conjugado, diluido 1:100 y con este se cubrieron ==

ambas muestras (positiva y negativa) hasta humedecerlas completamente, incuban



20

do a 37°C durante 30 minutos en una estufa de cultivo humidificada. Después
de este tiempo se lavaron las muestras con PBS, IX, metiéndolas y sacéndolas
5 veces, y se volvieron a lavar con PBS, IX, dejéndolas hundidas durante 10
minutes y posteriormente se enguagardn en agua destilada, metiéndolas y sa-
cdndolas 5 veces para finalmente secarlas dentro de una estufa a 37°C duran-
te 5 a 10 minutos. Una vez secas se sacoron de la estufa y se coloc sobre -
las preparaciones una gota de una solucién de PBS con glicerina (volumen por
volumen); posteriormente los muestras fueron observadas al microscopio de - =
fluorescencia Inmunopon (Amarican Optical) equipado con lémpara de halSgeno,

con objetivo fluor 14/0,50 160/0.17 7 y oculares PK 5X.
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RESULTADOS

FERIODO DE INCUBACION ANTE LA INOCULACION EXFERIMENTAL.

+

Ante la inoculacisn experimental, los corderos presentarca | ca-~

racteristicas del ectima contagioso (Figura 2) o portir de las 24 horas en el -
experimento | y a partir de los 4 dios en el experimento 11, Al dar un segun
do pase del virus en otro cordero clinicamente sano (experimento 111) se vol—
vié a presentar la enfermedod con lesiones similares (cuodro 3) con fu diferen
ciu que tardaron 7 dias en presentarse y que éstas no fueron tan marcadas co

mo on la primera inoculacién (cuadro 1).

OBSERVACION MACROSCOPICA DE {AS LESIONES PRESENTES EN EL - -

EXPCRIMENTO .

En ambos corderos, en los puntos inoculados se present§ una leve reac
cién inflomatoria a partir de los 24 horas. los lesiones Unicamente se presen-

taron en los sitios en donde se realizaren las inoculaciones.
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1

CARACTERISTICAS DE LAS AREAS INFLAMADAS Y BIOPSIAS COLECTADAS

EN EL EXPERIMENTO i,

BIOPSIA DIAS ASFECTO DOLOR | RUBOR CALOR a/
POSTINOCY POR
LACION PRESION

no 0 normal - - -

no 1 inflamado + + +
(+)

no 2 Inﬂn@@ + + ++
(+)

1 3 papula ++ ++ ++
no 4 pépula + +H +
no 5 papula ++ + +
no -] pépula + ++ ++
no 7 papula + + +
no 8 papula + + +
2 9 pépula + +H +
no 10 papula + +H +
no n pépula +H ++ +
no 12 ) pdpula + ++ ++
no 13 pépula ++ ++ +
no 14 pépula + ++ H

3 15 costra +H + +

</

Aumento de temperatura en el

érea inoculada.
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Figura 2. Reaccién inflamatoria en el labio de un cordero - -

inoculado experimentalmente con ectima contagioso de los borregos
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OBSERVACION MACROSCOPCA DE LAS LESIONES PRESENTES EN

EL EXPERIMENTO 1.

En el cordero 1, se presentaron nicamente reacciones inflamatorias, -

en 9 de los 15 puntos inoculados (6 en el dorso y 3 en el labia); y en el -

cordero 2, las reacciones inflamatorias se presentaron Gnicamente en 6 puntos,

de los 15 inoculados (3 en el dorso y 3 en el labio). Otra diferencia presen

te fue que fardaron mds Hempo en presentarse las lesiones y que éstas no = =

fuveron tan marcadas como en la primera inoculacidn (4 dias).

. CUADRO 2

CARACTERISTICAS DE LAS BIOPSIAS COLECTADAS EN EL EXFERIMENTO Ii.

BIOPSIA DIAS ASPECTO pOLOR RUBOR CALOR _u/
: POSTINOCU ' ’ ’
LACION
no 0 normal - - -
no 1 normal - - -
no 2 normal - - -
no 3 normal - - -
] 4 inflamado b/ b/ b/
(+)
2 5 inflamado b/ b/ by
(+)
3 6 | pipule s | oy |

a / Aumento de temperatura en el drea inoculada.

b / No se tomé nota de este dato.
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OBSERVACION MACROSCOMCA DE AS LESIONES PRESENTES EN EL - -
EXPERIMENTO I,

En este cordero se a tar las i infl

L Lol

ias -

a los 7 dias después de la inoculacidn, en forma leve (Figura 3). Los lesio-

nes se p taron ni ite en alg puntos donde fue depasitado el - -
in8culo; de las 15 inoculaciones reclimdus, en el dorso Gnicamente se pre—
sentaron 4 reacciones, las cuales eran poco marcadas; de lis 6 inoculaciones
realizadas en los labios, solo en 5 puntos inoculades se presentaron reaccio=~
nes inflamatorias. En los demfs puntos inoculados no se presentaron reaccio=

nes inflamatorias durante todo el experimento.

R
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Figura 3. Lesiones iniciales en el labio superior =
de un cordero inoculado con ectima contagioso de -

los borregos, segundo pase.
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CUADROC 3.
CARACTERISTICAS DE LAS BIOPSIAS COLECTADAS EN EL EXFERIMENTO lii.

BIOPSIA DIAS ASFECTO DOLOR RUBOR CALOR }:_/
PO3STINOCU
LACION
no c normal - - -
no ! norma! - - -
0 s normal - - -
no 3 normal - - - "
no 4 normal - - -
no 5 normal - - -
no é normal - - -
no 7 inflamado + + +
(+)
1 8 inflamado + + +
(+)
2 9 pépula + + +

a / Aumento de temperatura en el drea inoculada.
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RESULTADO BACTERIOLOGICO DE LAS LESIONES EN EL EXPERIMENTO 1.

En este experimanto se realizaron tres biopsios pora hacer estudios de -
bacteriologia; la primera se realiz§ ol tercer dia después de la inoculacién,
sncontrando en dicha muestra Sm&xlococcm aureus. De lu segunda biopsia,
realizada al noveno dx{: después de la inoculacidn, se aitlaron levaduras; la
tercera biopsia que so reglizé al décimoquinto dia, resultd negativa a bac—

terias.
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‘CUADRO 4

RESULTADO DE LAS BIOMETRIAS HEMATICAS EN EL EXPERIMENTO .

DIAS OVINO ERITROCITOS LEUCOCTITOS
POSTINOCU- {No.) (Por mm3)  INTERPRE-| (Por mmS) INTERPRE-
LACION- . TJACION | TACION
0 1 15 800 normal 3 700 normal
: 2 15 300 normal 5150 normal
4 1 14 600 normal 4 000 normal

2 21 550 of 5 050 normal

10 1 13 250 normal 5 700 normal

2 14 000 normal 12 500 normal

15 1 12 600 normal 5600  normal

2 8 800 normal 4 600 normal

Control 3 14 950  normal 5550  <pormal

=/

Aumentada ligeramente,
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CUADRO 5

RESULTADO DE LAS BIOMETRIAS HEMATICAS EN EL EXPERIMENTO 11,

LEUCOCITOS

~ DIAS OVINO ERITROCITOS
POSTINOCU- (No.) (Por mm3)  INTERPRE- | (Por mmS) INTERPRE-
LACION TACION TACION
i 11 700 normal 7 750 normal
6 2 14 350 normal 6 800 normal
Control 3 14 850 normal 1 500 normal
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RESULTADO DE LA BIOMETRIA HEMATICA EN EL EXFERIMENTO 1lI-

CUADRO &6

DIAS OVINO ERITROCITOS LEUCOCITOS
POSTINOCU- (No.) (Por mm3) - INTERPRE- (Por mm3) - INTERPRE-
LACION TACION TACION
0 3 15 700 normal 10 500 normal
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Los resultados de los registros de lus temperaturas rectales diarias eston

anotados en la: grdficas 1, 2 y 3.
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RESULTADO HISTOPATOLOGICO EN EL EXPERIMENTO 1.

En la biopsia obtenida al tercer dfa después de la Inoculacién se ob-

servd lo sigulentes

En el ovino 1, hubo una reaccién inflomatoria en la dermis, coracte~
rizada por la presencia de polimorfonucleares en diferentes estados de dege-
neracién. En menor proporcidn sc encontraron linfocitos y células plasmdti-

cas. Se apreci una infiltracién difusa moderada de eosinSfilos en la dermis.

En el oviro 2, hubo mdltiples drecs focales de infiltracién sokre todo
en la epidermis y algunas en la dermis, constitufdas por una infiltracién ~ -
predominante de cé&lulas polimorfonucleares y en menor proporcién linfocitos,
célulos plasméticas y algunos eosinéfilos y presencia de edema maderado en

estos Greas lesionadas.

RESULTADO HISTOPATOLOGICO EN EL EXPERIMENTO II,

En el ovino 1, en las muestras tomadas en los primeros dfas de la - -
presentucién de la reaccidn (a partir de los 4 dfas postinoculacién) se obser

vé balonizacién en las células del estrato espinoso (Figura 4).

En el ovino 2 se observé balonizacién en las células del estrato espi-
noso y presencio de plstulas en. el estrato escamoso (cérneo).

RESULTADO HISTOPATOLOGICO EN EL EXPERIMENTO il.

En el ovino 3, se observaron pistulas en el estrato cémeo.
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Figura 4. Balonizacién en los células del estrato espinoso de

la piel del labio de un cordero inoculado con ectima conta-

gioso de los borregos.
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RESULTADOS OBTENIDOS AL OBSERVAR EN EL MICROSCOPIO
ELECTRONICO.

Los queratinocitos de la epidermis estudiada, mostraron células infecta
das en proporcién de | en 30. los células infectades contenfan matrices vi-
rales (Figura 5) caracterizodas por contener material finamente granular y -~
debilmente electrodenso, que ocupaba gran parte del citoplasma, eliminando
los organelos celulares habituales. En la motriz viral, se definieron particu-
las virales en etapas de ensamble, caracterizadas por particulas esféricas con
membranas concéntricas (Figura 5). A medida que las particulas virales avan
zaban en su maduracibn, adquirian un centro electrodenso rodeado por una
doble membrana (Figure & y 7). En la periferia de la matriz, y en Greas -
compuestas por finas fibrillas, se reconocieron particulas virales ovaladas, -
con nicleos que al corte se ven alargados, tal como corresponden a los vi-
rus pox (Figura 5 y 7).

Como resultado del seccionamiento de las particulas virales a diferentes
niveles de su estructura, es posible definir, en ocasiones, la cubiertn exter-
na en donde se visualiza una corona de peplémeros (Figura 7). En la mayo-
ria de las secciones, los virus adoptan forma ovoide, se revisten de varias -
capas o membranas concéntricas y tienen un centro laminar electrodenso que
circunda un centro claro (Figura 7). Cuando la seccién es superficial a la -
membrana, es posible definir estriaciones (Figura 6’y 7 doble flecha). los -
particulas virales completas, se les determiné su longitud y didmetro, encon-
trdndose que medfan 290 X 148 nonémetros (nm). las particulas virales e in~

clusiones se demostraron principalmente en los queratinocitos, aunque también

hubo buen nimero de particulas virales en el estrato granuloso (Figura 8).



Figura 5. Micrografia electrénica del citoplasma de un queratinocito infectedo con

virus pox del ectima contagioso. Note los tonofilomentos { T ). En el citoplasma se
identifica una matriz viral ( M )} en donde se observan varios estadios evolutivos de

los viriones. (Flechas) X 20,790.



Figura 6. Micrografia electrénica a mayor amplificacién de la matriz viral (M ) -

de uno de los queratinocitos infectados con el pox virus del ectima contagioso. Note
los desmosomas ( D ) del queratinocito, como puntos de unién con células vecinas, -
la matsiz viral ( M ), los viriones en fase de ensamble ( E ) y los virlones maduros -
uno de ellos (Doble flecha) muestra estriaciones en la superficie de la membrana - -

(flechas) X 32,340.



gura 7. Micrografia electrénica de la matriz viral ( M ) de un queratinocito. Con
talle se delimitan las miltiples membranas concéntricas que forman a los viriones en
samble ( E ). Note que uno de los viriones muestra espiculas en la membrana exter

(flechas) y a otro nivel de seccién permite ver las estriaciones, (doble flecha) - -

41, 580.
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igura 8. Micrografia electrénica de la queratina del estrato cbrneo epitelial . Note

os viriones maduros del ectima contagioso rodeados de queratina (Flecha) X 25,410.
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RESULTADO DE LA PRUEBA DE ANTICUERPOS FLUORESCENIES,
Los resultados de la prueba de anticuerpos fluorescentes, demastraron. que

el antigeno viral se encontraba en las dreas ofectadas de la pie!, de los cor-.°

deros presentodas para diagndstico.
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DISCUSION

La historia, los signos clinicos y las lesiones observadas en los corde-
ros presentados originalmente, fueron bastante sugestivas de ectima contagio~

50.

Al reproducir la enfermedad inoculando corderos susceptibles, &stos pre
sentaron una marcada reaccién inflamatoria entre los 2 y los 7 dfas en los = -
puntos de inoculacién. Varios autores mencionan que en la transmisién expe-
rimental el periodo de incubacién depende de la cantidad de virus inoculado,
de modo que pueden empezar a presentarse los signos y lesiones caracteristi-
cas entre los 2 y los 10 dias (1, 14). En la regién dorsal, Onicomente en -~
algunos puntos hubo reaccién inflamatoria poco marcada y se observé un - -
perfodo de incubacién mas largo. Al reclizar el segundo pase en otro corde
ro clinicamente sano y procedente de dreas libres de la enfermedad, se vol
vieron a presentar lesiones caracteristicas al séptimo dia, en algunos de los
puntos inoculados en los labios, y solo reacciones leves en algunos de los -
puntos inoculados en la regién dorsal. Esto hace pensar que el indculo del -
primer pase contenfa menos virus que el original, por lo tanto tardé mds - -

tiempo en presentarse la reaccién inflamatoria.

La temperatura rectal por lo general estuvo dentro de los limites norma
les, durante todo el experimento. En las biometrfas hemdticas el nimero de =
eritrocitos por lo general se encontrd dentro de los Ifmites normales. En la =

bibliografia no se menciona que en esta enfermedad se presenten cambios en
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la temperatura o en las biometrias hemdticas.

Al estudio histopatolbgico se observS balonizacién de las células en el -

estrato espinoeo.

Este tipo de lesiones corresponden a las causadas por el virus pox del ~

actima contagioso (14, 23). También se detectaron pistulas focales en el es-

trato esc , dreas f de infiltracién en la epidermis y en la dermis,

predominando células polimorfonucleares y en menor proporciér; linfocitos, cé-
lulas plasmdticas y algunos eosindfilos, acompaflados de edema meoderado. E;~
tas lesiones se presentan despuds de que hay invasién por agentes secundarios
(11, 15, 23); entre los que en este estudio se encontraron, Staphylococcus --

aureus y levaduras.

Al microscopio electrénico se identificaron virus pax que median 290 X
148 nm an promedio, con caracteristicas morfolégicas correspondientes al virus

del ectima contugioso descrito por (12).

Los resultados de la prueba de anticuerpos fluorescentes, demostraron que
el antfgeno viral se encontraba en las células de la piel de los corderos que -

fueron presentados para diagnéstico.




CONCLUSION
Con base en la historia clinica, los signos clinicos, los lesiones ma-

croschpicas obsarvadas, la reproduccién de la enfermedad, las alteraci

histolégicas, la observacién del virus al microscopio electrénico, con s — o
morfologia y dimensiones comacteristicas y los resulladas pasitivos a ko prue.
ba de anticverpos fluorescentes, se concluye que ‘utilizando técnicas espe-

cificos de laboratorio, se ha identificado en Tula, Hidalgo y por lo fanto

por primera vez en México, la enfermedad producida por el virus del ecti

ma contagioso de los borregos.
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RESUMEN

Se estudié un rebafio de raza Suffolk, que de acuerdo con los informes
proporcionados por los ganaderos procedian de San Angelo, Texas, E.U.A.,
:ie.enbomudo a principios de enero de 1979, en Tula, Hidalgo, México, en
donde llegaron y permanecieron en buenas condiciones. Habia 50 machos y -
1,200vhembrus, todas gestantes, faltdndoles de 1 ~ 2 meses para parir. Se --
esperaba que nacieran 1,200 corderos aproximadamente. A fines de febrero de
1979, en los corderos jGvenes se empezaron a presentur signos y lesiones sos~
pechosas de ectima contagiose, con formacién de plstulos y costras en los ~
lablos, regidn perioral y paladar. Enfermaron de ectima contagioso opraxima=-
damante 450 corderos y finalmente la mortalidad fue de 900 a consecuencia
del ectima, aunado a complicaciones secundarias por debilidad, porasitosis y
enfermedades bacterianas. En apraximadamante 50 madres hubo lesiones papu-
losas y costrosas en la ubre, sin morfalidad. El curso llegd a ser de un mes
y a los 3 a 4 meses desu,;arecié.el brote. Da dos corderos se colectaron le—
siones, se hicieron moliendas y con estus se inocularon 2 corderos susceptibles,
en los que se desarrollaron lesiones 1ipicas que se iniciaron a las 24 horos y -
eran claras a partir de las 48 horas; de estas nuevas lesiones se colectaron - ~
biopsias para darle un segundo pase al virus en otro “orrego, en el cual se --
volvieron a presentar el mismo tipo de lesiones. Al estudio histopatolégico de
las lesiones, se encontré que los células del estrato espinaso mostraban baloni-
zacién, en la epidermis habfa edema moderado y miltiples dreas focales de in-

filtracién de polimorfonuleares, linfocitos, células plasmdticas y algunos eosind~
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filos. Al microscopio electrénico se encontraron virus con la morfologia tipica
de los vins pox. Al hacer la prueba de fluorescencia se encontraron resulta-

dos positivos.

Con base en la historia clinica, los signos clinicos, las lesiones mocros-
cbpicas observadas, la reproduccidn de la enfermesdad, los olteraciones histold-
gicas, la observacibn del virus ol microscopio electrénico, con su marfolegia y
dimensiones caracteristicas, y los resultades positives o fa prueba de anticuer~
pos fluorescentes, se diagnosticé ectima contagioso de los borregos. En distin-
tas reglones de México, se ho informado con anteriocidod, lo existencia de -
enfermedades clinicamente parecidas. Sin embargo, no existen publicaciones =

respaldadas con pruebas especiticas.de laboratorio, por lo funto se considera

que esta es la primera ocasidn en que se d tra la exi ia, en Tula, -

Hidalgo y por lo tanto en México, del ectima contagioso de los borregos.

Noto:  El conjugado utilizado no da reaccién cruzada con el virus de la ~ -
paravaccinia (nédulo de los ordefadores) y se piensa que tampoco da
reaccidn cruzada con los virus vacunales (Pearson, 1980, comunica—

cién personal).
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