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IRTRODUCCION,

El ectima contagloso es una enfermedad viral, causada
Por un Parapox virus, conocida como dermatitis contagiosa,
periestomatitis pustular contagiosa, dermatitis necrosante
contagiosa de los ovinos y caprinos, y ORF; que afecta a -
diferentes especies en forma natural y experimental (2,5,-
12,25 y 32).

Las especies mds severamente afectadas en forma natu_
ral son los ovinos y caprinos, principalmente los animales
jévenes también afecta a venados, perros y 21 hombre. M -
¢l hombre y en el perro cusndo estdn en contacto con redg
fios infectados o con materiales contaminados (2,5,7 y 13).
Los bovinos y conejos pueden ser infectados en forma expe
rimental (2 y 30).

los pequefios rumiantes la enfermedad se caracteri
za por producir pfstulas y costras gruesas que se locali__
gan en los labios, paladar, enc{as, rodetes dentales y len
gua; en la piel que rodea a las ventanas nasales, 0jos y -
pesufias, Las hemdras adultas pueden presentar lesiones en-
las tetas, ulceracién, hinchazén y dolor en los labios -
vulvares, y flujo vaginal mucoso o purulento cuando hay -
contaminacién bacteriana (30).

En el caso de los machos adultos a causa de ls infec
cién, pueden producirse dlceras en la piel del prepucio, -

con tumefaccién en la abertura prepucial y en el pene, as{




como lesiovnes en el es8Crotvo ¥ acumuliacion de liquido en el
saco escrovai { 3,7,8,9,22 y 25 ) .

El ectime contagioso es una enfermedad de distribu
citn mundial y ha sido diasgnosticada clinicamente en todes
las regiones de la Repiblica Mexicana donde existen explo
taciones de ovinos y caprinos. Recientemente su presencia
ha sgsido confirmada por inmunofiuorescencia y microscopia -
electrénica, por Rodriguez, B. y col. (2 7y 29 ) .

No existe informacién sobre la importancia econbémica-
de esta enfermedad, pero su elevada morbilidad, asociada -
al hecho de que afecta en forma més severa a los animales
jévenes, hace factible que las pérdidas sean cuantiosas -
(2y7) .

El reporte antes mencionado de Rodriguez, B. y col. =
(29) , seﬁéla que de 1200 corderos murieron 900 por compli
caciones secundarias producidas por bacterias, principal
mente a nivel del tracto respiratorio y digestivo.

Los animales afectados, en condiciones normales se re
cuperﬁn en el termino de 2 a 4 semanas, sin que quede cica
trig alguna{ 8in embargo durante ese periodo, en los anima
les jévenes hay lesiones periorales que no les permiten -
menayr ni ingerir alimentos, lesiones que pueden extenderse
a todo el tracto digestivo y respiratoric existiendo a -

[\

cauga de ésto, retrasc en el crecimiento y mortalidad a -

conpecuencia de infecciones secundarias y/0 miasis cutéd

neas por lo gque el curso de 1la enfermedad puede ser means -~




largo (2,7,22,25,28 y 29) .

Se han reportado ademds casos excepcionales en que se
produce invasién sistémica con mortalidad de 25 a 75 ¥ —
(30 ) . La morbilidad y mortalidad son mucho mfs altas en-
los animales j6venes debido a que requieren de mayores cui
dados, y son mds facilmente atacados por infecciones secun
darias, aunado ésto a la imposibilidad de mamar, ya sea -
por lesiones propias o porque las hembras que presentan -
lesiones en las tetas, no permiten que los corderos mamen—
(255 30).

Algunos sutores reportan que los animales recuperados
de la enfermedad quedan como porta@ﬁrea sanos durante va _
rias semanas despvués de la infeccién Y que a partir de -~
éstos, los'animalea"éuacoptiblo- pueden infectarse (24), -
otros mencionan que la infeccién se produce por contacto=-
directo con animales afectados y objetos inanimados, cusm
do los animales susceptibles presentan escoriaciones y/o-
fisuras en la piel ( 2,3,7,22 y 30) .

En esta enfermedad, uno de los aspectos de hayor im
portancia e interéa es el hecho de que no se cuenta con -
medidas profildcticas adecuadas para el control y erradica
cién de la enfermedad; actuslmente los programas de vacung
cién solo pueden fundamentarse en una técnica de escarifi
cacibén , con los riesgoe y consecuencias que esta metodolo

gia supone ( 25) .




roy otre parte, existe informacidn escasa y contra
dictorie respecto & la existencias de diferentes serotipos

¢ biovipos del wvirus (3,5,14 v 26) .

OBJETIVQ .

Consgiderando la escasa inforuwaciénm respecto 8 lg ——
existencie de serotipos o biotipos del virus, el objeto -
del presente trabajo; es aportar informacién al respecto.
Ensayando el virus en cultivos celulares primarios, inocu
lando a conejos y borregos, y verificando su comportamien
to contre un suero hiperinmune, ¥y con tecnices de inmuno

fluorescencisa.




REVISION BIBLIOGRAPICA.

ECTIMA CORTAGIOSO.

El ectima contagioso es una enfermedad infecto-conta
g€losa de los borregos y cabras causada por un Parapox vi
rus, caracterizada por la formacién de pdpulas, vesiculas,
pistulas y costras en la piel de los labiocs y otras regio
nes del cuerpo. Bs de distribucién mundial y aunque no se=-
tienen cdlculos exactos se sabe que es causa de cuentiosas
pérdidas econémicas, las cuales en muchos casos ascienden=
a cientos de miles de dblares ( 2 y 25 ) .

Esta enfermedad recibe ‘diferentes nombres dependiendo
del pais de que se trate: En Inglaterra, se le conoce como
dermatitis pustular contagiosa; en Prancia como estomati
tis pustular contagiosa; en Escocia como ORF; en Australia
como boca costrosa; en U.S.A. algunos de los nombres gue =
recibe son 3 Ulceracién de labios y piernas, boca ulcerada
, dermatitis pustular infecciosa y dermatitis vesiculopus_
tular contagiosa; en Canadd se le conoce como boca adolori
da, dermetitis pustular contagiosa, boca costrosa, dermati
tis labial infecciosa y ORP; en México se le conoce comun

mente como ectima contagioso (29,30,32 y 35 ) .

CARACTERISTICAS DEL VIRUS.

Es un virus de la familia Poxvirus que npor sus carag

teristicas morfolégicas y biolégicas pertenece al género -




de los Parapoxvirus en 8l que se incluyen ademds, el virus
de la pseudoviruela y el de la estomatitis papular bovina =
(15) . Es un virus DNA de doble banda de 4cido nucleico, =
de diffcil filtracibén ( 1,2,11 y 25 ) .

Al igual que los virus de su grupo posee 2 formas: lLa
"N" (fosfotungstato impermeable) con superficie acanalada =
y la forma "C" (fosfotungstato permeable) que es ligeramen
te mds grande y con superficie lisa; ambas con envoltura =
comple ja, envolviendo a un nucleocide (16) .

Difiere de los demds miembros de su grupo en que es =
mis pequeilo pero contiene aproximadamente la misma canti___
dad de DNA (3.2 % ) y la misma proporcién de proteinga —-
(14,7 %), (16) .

Tiene forma de paralelepipedo o elipsoide y mide de -
200 a 300 mu, sunque otros autores mencionan que tiene un=~
tamafic entre 158 y 252 mn, (18 y 30 ) . En la superficie =
preaenta 14neas entrecruzadas dadas por fibras tubularca,
que ge hacéﬁ especialmente aparentes cuando se les aplica -
tincién negativa de foafotungstato de sodio ( 18) .

Es un virus altamente resistente a la desecacién y a -
las condiciones climdticas adversas; se ha observado que -
el virus en las costiras puede permanecer viable en tierra,
ain en veranos muy secos y calientes como son los de Texas
, por periodos hasta de 60 dias, lo cual demucstra su gran

resistencia. Es inactivado por la luz y los rayos solares;




el fenol, cloroformo, los dlcalis y dcidos también lo inac
tivan (2,3 y 30 ) .

-En una alacenz2 a temperatura ambiente, en frascos ta
rados con torundas de algodén de lana y tapones de corchoe
el virus conservdéd su infectividad por 15 y 1/2 afiocs (7).

BEl virus es destruido a waa temperatura de 58 a 59°C_
por 30 minutos y retiene su virulencia a 55°C durante 20 -
minutos {(2). Puede ser aislado en cultivos celulares, y se
ha observado que crece con mis facilidad en cultivos prima
rios que en lineas celulares (12 y 19). BEn lo que resvecta
al cultivo en erbrién de pollo .alguhos reportes indican -
resultados satisfactorios mientras que otros sefialan resul

tados totalmente negativos ( 12 y 30 ) .

ESPECIES AFECTADAS.

Se acepta sin discusién gque las especies mAs severa
mente afectadas en forma natural son los ovinos y caprinos
; ¥ hay evidencia de la transmisién de la enfermedad de -
animales domésticos a animales galvajes tales como renos y
cabras de monte, vpor medio de las fuentes artificiales de
sal que se utilizan en los parques naturales o por utili
zar los mismos pastizales (2,13,14 y 32 ) ; aunque se sefia
lan casos de brotes de la enfermedad en animales salvajes.
sin que hubiera contacto anzrente con animales u objetos -

infectedos, lo cuzl para algunos sugiere la existencia de -




variedades especificas del virus para las diferentes espe
cies ( 8,13y 14 ) .

El hombre también es susceptible a este virus siempre
y cuando tenga contacto diiecto con animales enfermos 0 —-
con material contaminado (3,7,11 y 12 ).

egpecies tales como el conejo, el perro y los bovi

nos, hay discrepancias en cuanto a la susceptibilidad al -
virus, ya que hay reportes a nivel experimental en que se.
niega su infeccién (2,5,16 y 36 ), mientras que otros auto
res como Aynaud seiflalan haber logrado la infeccién en bovi
nos por inoculacién intracutédnea (2); y ademds se reporta-
un caso de infeccidédn natural en un perro pastor (39) .

las eapecies que se consideran refractarias a la in__
feccién a nivel experimental son : equinos, cerdos, coba

yos, hamsters y ratones ( 2 y 36 ) .




T O FNTRY L
LESTONHLS.

El vizrus tarda aproximadamonte ¢ o 4 scmanas en nani
festar ocus efectos cuvando penetra & los nnimales susceptl
bles en forma natural, mientras que cuando g& inocula expg
rimentalmente el perfodo de incubacidn ¢3 de solo 2 a § -
dfias.

Los primeros cambios que se aprecian clinicamente son
: tumefaccién e inflamacién de los labios y paralelamente-
a estos cambios se desarrollan pdpulas que en el término -
aproximado de 3 dfas evolucionan a vesficulas, las cuales a
las 24 horas se revelan como pdstulas, formadas por una -
delgada capa de epidermis y llenas con un liquido blanco =~
amarillento, que se revientan en un lapso de 24 a 48 horas
de jando superficies ulceradas que secan gradualmente y en-
11 a 20 dias se formen unzs costras delgadap y firmemente-
adheridas, las cuales vocteriormente se secan y caen. To
mando en cucnta cue las pistulas no se forman y revientan-
al mismo tiempo, todo el proceso dura entre 22 a 32 dfes, -
durante los cuales los animales evitan mamar o comer por -
los dolores que les causan las lesiones, que en el mejor -
de loa cascs afeccton dlo los labios, comicuras labiales, -
picl que rodea a las ventenas nasales y morro, ya que en -
cagos sgveros lag lescionoes ge extienden a otras partes del
cuerpo como oo degeribird mas edelante; y a congsecuencio-

de 6sto pierden peso y condicién en un poeriodo critico da-




su vida (entre 3 y 6 meses de edad) que es cuando general
mente son afectados los animales ( 2, 7y 12 ) .

Aunado a ésto pueden producirse complicaciones secun
darias, ya sea por bacterias o por infestacién de las heri

das con larvas de mosca (Cochliomyia macellaria ) , que se

constituyen en un verdadero problema aproximadamente al - -
quinto dfa después de que empieza la enfermedad y son en -
realidad la causa de la mortalidad mAs que la enfermedad -
en sf misma ( 2,22,28 y 30 ).

Como se mencioné anteriormente existen cesos muy se_
veros en los cuales se manifiesta un marcado edemsa de los -
labios y de los espacios intermandibulares; severa derma
titis exudativa y proliferativa en los labios,alrededor de
las comisuras bucales, en la cara y el morro; asi como erg
siones irregulares lineales de 0.5 a 1.0 cm. por 0.2 a 0.5
cm. en la mucosa gingival y cojinetes dentales; lesiones =
abultadas gris amarillentas en el dorso de la lengua y en-
el paladar duro ( 3) .

Ocasionalmente algunos borregos presentan lesiones =
costrosas alredcdor de los ojos y descarga nasal mucopuru
lenta, las lesiones se llegan a extender aparte de la mucg
sa bucal a la mucosa nasal, orejas y extremidades, afectan
do el espacio interdigital y rodete coronario.Fn este dlti

mo caso se concce como forma podal (25) .




Ademés se reportan casos de necropsias en que las le
siones se extienden a faringe y eséfago con ocasionales =~
complicaciones de la mucosa del reticulo, pliegues del —=
omaso,mucosa intestinal y pulmones (2).

En animales adultos es muy frecuente la forma genital
; en hembras provoca lesiones en las tetas, ulceracién, -
hinchazén y dolor en los labios vulvares, y flujo vaginal-
mucoso o purulento cuando hay contaminacién bacteriana. BEn
los machos hay dlceras en la piel del prepucio, tumefac
cién en la aberturs prepucial y en el pene, lesiones en -
escroto y acumulacibén de liquido en saco escrotal (7,22,30)

En venados y ocesionalmente en pequefios rumiantes se-

odbservan lesiones de asnecto papilomatoso ( 13.y 14 ) .




GLAGNOSTEGG,

Easta hace relativements ooco tiempo, el diagnéstico_
88 y¥ealiczaba én base a2 gignos clinicos y la observacién de
ia evolucibédn de las lesiones en 1ios animales sospechosos -
(3, 29 ¥y 32). Lbégicamente esto se debis tomar con reserva_
y& gue existen otras enfermedades con signos clinicos simi_
lares tales como: virus Pox de cabra, virus Pox de borre
gos, lengus azul, peste de los pequefios rumiantes(exétieca)
Yy en un momento dado la fotosensibiligacién podria llegar _
a dar sigmos cinicos parecidos (3,7,23,28 ¥y 33).

Actuslmente se cuenta con métodos de diagnéstico con _
amplio margen de seguridad tales como: pruebas de neutrali
facibén o fijacién de complemento, reproduccién experimen _
tal de la enfermedad en animales musceptibles (conejo), a_
islemiento del wvirus en @ultivos celulares y observacién _
en éstos de anticuerpos fluorescentes, histopatologia y
observacién del virus al microscopio electrénico (6,8,12, _

13,14, y 19).

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL.

Las lesiones de ectime contagioso son lo suficiente __

mente caracteristicas en los casos tipicos como para esta__
blecer diagnéstico, solo pueden confundirse con casos de

fotosensibiligacibn (7). Los animales afectados son princi

palmente los jévenes y los porcentajes dc¢ morbilidad son __




elevados con baja mortalidad (menos del 5%). Generalmente_
se pefiala la necesidad de diferenciar con viruela ovina y_
caprina, pero éstos son procesos gencralizados y con lesio
nes muy caracteristicas y distintas del ectima contagioso,
la mortalidad es ademds elevada en la viruela ovina y ca _
prina. Lo mismo podria sefialarse para lengua arzul.

Tambiér: se debe hacer diagnéstico diferencial con
sarna (mediante un raspado), y peste de los pequeflos ru

miantes (ex8tica) (2,7 y 23).
CONTROL Y PROFILAXIS.

Como se mencioné anteriormente, no existen medidas
profildcticas adecuadas para el control y erradicacién de_
la enfermedad; actualmente se llevan a cabo programas de -
vacunacién que se fundamentan en uns técnice de escarifics
cién, que consiste en raspar una porcién de piel sin pelo-
y aplicar aobre la gzona escarificada una auapenaién dol wvi_
Tue virulento (de campo); dicha suspensién puede ser comer
cial o0 una vacuna autégena preperada de una molienda de -
coatras suspendidas en solucién salina y mercladas con gli_
cerina en partes iguales, con o sin adicién de antibiéti _

cos, aunque se recomienda adicionarlos para evitar al méxi_

mo infecciones secundarias. Las vacunss comerciales se ob__
tienen a partir de costras, infectandc cultivos celulares -
y posteriormente se liofilizan (25).

Sin embargo tanto en las wacunas autégenas como en -




lag vecunas comerciales existe discrevancia em cuanto a su
infectividad pues mienty¥as que salgunos autores describen =
vacunasg satisfactorias {7), otros reportan fallas ante una
posterior expésicidn 2l virus virulento (2 y 3), y se men__
cionan riesgos de introducir microorganismos patégenos con
el método de escarificacidén, asi como la incapacidad de =~
prevenir l1la presentacién de lesiones en el punto de escari_
ficacién (25).

Hay diferantes opiniones en cuanto a la duraciém de =
la inmunidad pos-vacunal; segdn algunos dura S5 a 8 meses -
mientras que otros sefialan hasta 2 arios. No hay tran
#ién de anticuerpos por 1a leche materna(2).

No hay tratamiento especffico pars evitar complicacio
nes secundarias, se han usado antibiético y antisépticos _
locales. El uso de aceite de pine alquitranado, que poses~-
efecto germicida combinado con aceite suave que tiende a a
blandar las costras y proteger de las moscas, ha dado bue_

nos resultados (2).



NMATERIAL Y METODOS.

VIRUS.

Para ensayar el crecimiento en cultivos primarios de-
piel y rifion fetal de ovino y caprino del virus de ectima -
oontagioso, se utilizaron costras provenientes de 4 casos=
clinicos de diferentes zonas geogrdficas de México, dos de
origen ovino y dos de origen caprino. En lo que se refiere
a las muestras (costras) de ovino, ambas se obtuvieron en-
el Bstado de México aunque de diferentes explotaciones y -
en fechas distintas, julio de 1979 y marzo de 1981 respec_
tivamente; de las muestras (costras) de cabra, una se obtu
vo en el Instituto Nacional de Investigaciones Pecuarias -
(INIP) de Acapulco @Guerrero y otra en el rastro de Tlanepan
tla, Bstado de éxico de una cabra que probablemente prove
nia del Estado de Guanajuato, ambas en agosto de 1980,

INOCULO INPECTANTE.

Las costras fueron pesadas e identificadas, las de o _
vino con los nimeros: 3 (0.18 g.) y 10 (0.23 g.); y las de
caprino con los mimeroe: 8 (0.28 g.) y 9 (0.34 g.) respec__
tivamente. Se meceraron por separado en condiciones de es__
terilidad (en una unidad de flujo laminar), agregando en =
cada caso: 20 ml. de medio minime esencial(MBM) %(l), con-
24 de antibioticoe (penicilina G sédica cristalizada de -
200 UI/ml. mezclada al 50% con estreptomicina “S" de 200 -
microgramos/ml.) #(2), y 0.5% de suero fetal bovino %(3).




Se centrifugaron & 3000 rpm 10* y se coleciaron los sobre
nadantes, los cuasles fueron almacenados en un congelador -

REVCO a -70°C para su posterior utiligacién.

CULTIVOS PRIMARIOS.

En el rastro de Tlanepantla, Bstado de México, se ob_
tuviaron fetos de ovinos y de cgprinos de aproximadamente-
20 a 25 cm. de largo (de la base de 1z cola a la nuca).

En todos los casos los fetos fueron colectados inme__
diatamente después de sacrificada la madre y transportados
al laboratorio en frascos estériles con agua mixta esteril
(50% de agus destilada y 50% de agua deionizada) adiciona
da de solucién buffer, antibioticos %(4) y fungizoma %(5).

Durante todos los experimentos se trabajé en una uni
dad de flujo laminar,

De todos los fetos y por separasdo, se tomaron mues._
tras de piel de la regién toréxica; y se extrajeron los ri
fiones y previa eliminaciém de la cdpsula se tomé la corte_
za de los mismos. A los cuatro tipos de tejido, (piel y ri
fién fetel de cabra y ovino) se les £ etil al método de ru
tina pars la obtencifén de cultivos primarios; maceracién,-
lavedo tripsinisacién, filtracién, centrifugacién a 1000 -
rpz 10%, resuspensién y sembrado en el medio de erecimion
to que contenia: suero fetal dbovino %(6) 20%, caldo de - -
tripticaae'ina y fosfato (TPB) %(T7) 10% , vitaminas %(8) 1%
aminoacidos #(9) 1%, NaHCO, %(10) en solucién al 7.5%, y -




medio o esencial ( ) (1 ) pars aforar a la canti__
dad deseada, Se probo con todos y cada uno de los tipos de
tejidos 3 diferentes nivelea de pH: T.3 (0.65% de MaHCO, -
en solucién al T.5%), pH 7.5% (1.0% de NaHCO; en sol. al -
7.5%), ¥ pPE 7.7 (1.5% de BaHCO, en sol. al 7.5%).

In todos los casgos en que hubo resultados positivos -
se hicieron pases sucesivos con el fin de tener siempre
un stock de cada tipo celular y & la ver contar con monoes

tratos para las diferentes fases de los experimentos.

%(1).- rca Gibco, cat.N° 410-1%00

*(2).- a Lakeside,

#(3).= & Gibco, cat. N® 200-6140

w(4).~-Penicilina G sédica cristalisada 200 UI/ml
y sstreptomicina "S® 200 ,/ml. mezcladas
.al 50%. a Lakeside,

#(5).~ a Gibco. 5 UI/ . cat. 600-5295

%(6).-Marca Gibco. cat. N° 200-6140

%(7)e= rea Bioxon de México. cat. N° 225-1

%(8).~ arca Microlab,

%(9).-Grand Island Biological Company. cat. N° -
320-1140

%(10).-Marca J.%. Baker. cat. N° 706-U99




INPECCION DE PLACAS PARA CROPRUEBA.

A partir de monoestratos crecidos en botellas media
nas de pléstico 4é¢ 30 cc. (25 cnz) +(1), se prepararon re_
plicaciones de los cuatro tipos de células de III y IV pa_
8¢ en placas para microprueda +(2). Se tripsinizaron los -
monoestratos de las botellas, una ver desprendidas las cé_
lulas se resuspendieron en el medio de crecimiento descri
to anteriormente, depositando .05 ml. de ésta suspensién -
en cada foseta de las placas para microprueba. 3Je uxiliin_
ron placas pars micropruedba de 96 fosetas .

Se descongeld el inbculo infectante y a partir de és_
te se prepararon diluciones logaritmicas desde 10 hasts -
106, utilizando medio de mantenimiento. Se utilizé como me_
dio de mante iento 1la composicién que pars el me__
dio de crecimiento, pero con solo 2% ae suero fetal bovina
Ias-diluciones fueron probadas sobre loa‘cﬁnxro sist 8 -
celulares crecidos en las placas pars microprueba, enfren_
tando en cada caso doe.fonetas por cada dilucién de virus-
segén el eaqu " 1.

+(1)e~ rca Falcon. cat. N° 10-126-2B
+(2).~ ¥arca FPalcon. cat. ¥° 3502~ 10




BESQUENA N1,

ILUSTRACION DEL OBRDENAMIENTO SEGUIDO EN LA
INFECCION DR LAS  PLACAS PARA MICROPRUEBA.
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Ie infeccidén se realizé sobre monoestratos confluen
tes ern un £0 z B80%.

Pare llevar a cabo lz infeccibén: una vez que se alcan_
z8 la confluencia desesds en las placas para microprueba,-
se decanté el medio de crecimiento y en cada foseta se de_
positaron .05 ml. de las diluciones antes mencionadas, de
jJéndose 8l inéculo infectante en forma permanente,

En este disefio se pueden considerar como absolutamen_
te iguales todas las fosetas, dado que incluso se elimina_
ron en todos los casos las fosetas de la periferis, por -
haberse observado en més de una oportunidad desecacién o -
crecimiento celular irregular en las mi s.

Cada virus fue ensayado sobre cuatro microplacas de -
las ismas células (replicaciones), y pare cada tipo celu-
lar diferente, aionpro_con el smo tipo de distribucién -

sefinlado en el osquela'lo 1.

DISENO ESTADISTICO.

. Dudos estoe el entos, se puede considerar que el en_
sayo sigue- las caracteristicas de un disefio al agar, 4onde
dos columnas por microplaca de un determinado tipo celular
son uns unidad experimental (cuatro en total por cuatro re_
plicaciones) sobre la que se aplican a su vexr cuatro trate_
mientos, (uno por cada tipo viral ensayedo).

Se combinaron estas posibilidades en un disefio facto_
rial 4 X 4 , siendo el primer factor el tipo de célula y -
elsegundo factor el tipo de wvirus.




Xl primer factor tiene como varientes la especie de -
origen de las células (ovino y caprino) y el érgano de ex_
traccién (piel y rifién), dando los cuatro niveles previa

mente mencionados. El segundo factor tiene como niveles -

las cuatro fuentes de virus,

INPECCIONR DE TUBOS DE LEIGHTON,

3e cultivaron monoestratos de los cuatro tipos celula_
res (piel y rifién fetal de cabra y ovino) en tubos de Leigh
ton ( roca Palcon. cat. N° 3505-C81).

Hn dichos tubos previamente al sembrado de las célu__
las, se introdujo una laminilla cubreobjeto, con el fin de
que el monoeatrato se formara sobre la misama, se siguié el
mismo procedimiento ssfialado en las placas para microprue_
ba, depositando en éste caso 0.8 ml. por tubo , de la sus_
pensién de células.

3¢ prepararon 20 tubos de leighton de cada tipo celu_
lar por cada virus prodbado, infectando dos tubos por ocade~
dilucién logaritmica de los cuatro virus ensayados, dejan_
do 20 3 tubos de cada tipo celular como controles.

Ia infeccién se llevS a cabo decantando sl medio de -
crecimiento y depositando .05 ml. de medio infectante por-
tubo, se incubaron a 37°C durante una hora, (moviendo los-
tubos aproximadamente cada 15' para lograr una infeccién -
uniforme) y posteriormente se recolectaron los sobrenadan_

tes de todos los tubos agregando a cada tubo 1.0 ml, de -




medio de toninionto Y se mantuvieron en estufa de CO

377 &

Al tercer dia de 1a infeccifn, vprevia observacién se-

2&

£4ijaron todoé loa monoestratos de los tubos de Leighton; -
1ls mitad en formol, con el fin de observar mediante colora_
eién con HE (h toxilina eosina) los efectos citopéticos-
producidos; y el resto de los tubos se £ijé en acetona ra_
‘va observar el sntigenoc en el microscopio de fluorescencia
(maroa Zeiss st Ge , equipado con filtros barrers,-
filtro exit er, y el siste de il , cién ocon un cenden
ssdor cardjoide de ¢ po obscuro). ao colec Trom l0s sobre

-nadantes de los tubos con efectos citopdticos.

SURRO .

Se ensay$ h-cnmiw-m inhibir el efecto citopk_
tico de un suero hiperinmune de comejo, preparado previa___
mente por el asesor mediante inoeﬁl-cionu' subcuténeas en-
cons jos (35), una por s durante 3 ses de un liofili
sado de contras de ect ocontagiosoc obtenida em um bdrote -
de caprinos en el Estado de Baja California Sur. Se ensaya
ron diluciones logaritmicas de 10! a 20° del suero hiperin

sobre placas para icroprueba infectadas con los cua__
tro virus a dilucién de 10>, ya que en dicha dilucién se -
observé efedto citopdtico para todos los virus ensayados.




INFRECCION EN BORRRGOS.

Con los sobrenadantes colectados de los tubos de -
Leighton se inocularon por escarificacién en la parte in
terna del muslo cuatro borregos susceptibles (carecian de-
antecedentes de contacto con la enfermedad y habfan pe _
necido por 4 ailos en los corrales de la PESC sin reporte-
alguno de dicha enfermedad), dos con el virus 8 (cabra del
rastro de Tlanepantla, y dos con el virus 3 (ovino del Es_
tado de México); a dos borregos mds se les hizo la escari_

ficacifén sin infectarlos, a manera de controles. Cuadro 1.

INPECCION EN CONBJOS.

Oco conejos susceptibles se inocularon con macerado -
de costras por escarificaciém en el labio superior; dos co_
nejos por cada uno de los virus ensayados, y a otros dos -
més se les hizo la escarificacién sin infectarlos, a .

ra de controles. Cuadro 2.

CONJUGADO PLUORBSCENTE.

la mitad de los monoestratos obtenidos en los tubos -
de Leighton infectados, previo lavado con PBS se fijaron -
en acetona y se tifieron con un conjugado de anticuerpos -
fluorescentes contra ectima contagioso (prccedente del Ra_
tional Animal Disease Center de Ames Iowa, proporcionmado -
amablemente por el Doctor Howard Cutlip).




Se incubaron a 37° ¢ 30' y se lavaron mediante tres-
pases por PBS, y una vez secos se montaron en glicering =

para su observacién al microscopio de fluorescencia (31).



RESULTADOS.

CULRIVOS PRIBARIOS.

Se obtuvo crecimiente con los cuatyo tipos celularep-
(rifibn y piel fetal de oviros y caprines) en los tres difs
rentes niveles de pH: Te3,7.5 ¥ T.7 que contenian 0.65,1.0
¥ 1.3% de Naﬂcos al 7.5% respectivamente; observédndose 2 -
las T2 horas posteriores al sembrado una confluencia de 60
a 80 % en los cultivos con pH de 7.3, mientras que en los
de pH de 7.5 ¥y 7.7 sunque hubo crecimiento, éste fue lento
Yy en forma de focos aislados por lo que fueron eliminados.
Eastableciendo 7.3 como pH ideal para todos los tipos celu
lares ensayados. PFigura l.

TITULACION Y ANALISIS ESTADISTICO.

El efecto citopAdtico en las placas para nicroprueﬁa -
se ﬁresentG a las 48 horas. Se estableci$ como t{tulo de -
1a muestra la mayor dilucién del virus que producia efecto
citopdtico, coincidiendo la observacién siempre en las dos
fosetas, verificédndose el titulo a las 72 horas en todos -
los casos. BEn el cuadro N° 3 ase resumen los resultadcs de-
la titulacién en las placas para microprueda.

En el cuadro N° 4 se muestran los resultados del ané
lisis estadfstico de los datos contenidos en el cuadro N°3
los valores de "P" obtenidos, indican la ausencia de dirfe_
rencias estadisticamente significativas al compararse csde
virus con los distintos %tipos celulares,(virus X tipo de «

Célula)o




BEn la grdfica N° 1 y 8¢ observa claramente que no -
hay diferencia significativa al comparar el tipo de virus-

cont @l efecto.producido por cada unc de ellos en los dife

rentes tipos celulares,

RESULTADOS DE LA INPECCION EN LOS TUBOS DE LEIGHTON.

Aunque el efecto citopdtico se hizo evidente a las 48
horas, los monoestratos se fijaron a las 72 horas. (la mi_
tad en formol y la mitad en acetonsa).

In todos los casos el efecto citopdtico se caracteri_
£6 por desprendimiento de la monocapa, alargamiento y balo -
nizacibén de las células con vacuolas en las #reas periféri
cas del citoplasma, ddndoles una'apcrioncii uponjopi; th__
senciea de granulaciones citoplédsmiocas, células con prglon_;
gaciones largas y eventual f entacién. Tamdién se obser_
vo la presencis de células gigantes de 2 § 3 micleos con-
elevada rolscién ndcleo plasmdtica, células crenadas y cé_
lulas con cuerpos de inclusién intracitoplasméticos eosino
£{licos, Piguras 2 ¥ 3.

Algunas células aparentemente no son afectadas. las -

formas sincitiales descritas por otros autores a los 7 4af_

as pos-infeccidn (5 y 36), no fueron observadas por noso-

tros.

RESULTADOS DE LA PRUEBA CON EL SUERO HIPRRINNUNE.
1a utiligacién del suero hiperinmune preparado en co__

nejos con una muestra de costra liofilizada de ectims -




eontagioso, colectada de un brote de Baja California Sur,-
bloqued el efecto citopdtico en todos los casos al enfren_
tYarse a las diluciones 103 de las cuatro muestras de virus
ensayadas, Diluciones hasts 103 del suero tuvieron efeocto-

de bleoqueo.

RESULTADO DE LA INFPECCION EN BORREGOS.

Ia enfermedad se logré reproducir en los borregos ino_
culados, presentdndose las lesiones caracteristicas de la~-
nisma (eritema, pépulas, pdstulas y.cod%raa)~ta1 como se -
describe en el cumdro N® 1. las lesiones fueron muy eviden
tes entre los 6 y 13 dias poa—infeccién, Pigura 4. los -

es escarificados como control, solo mostraron erite_

ma hasta el 2° afa pos-escarificacién.,

RESULTADC DE LA INFECCION EN CONEBJOS,

Bn todos los casos las lesiones presentaron las lesio
nes cldsicas de la enfermedad en un lapso de 4 a 5 dfas -
ﬁosqinfeccién, caracterizédndose por la formacién de p&pq;.
las eritematosas de 0.1l a 0.3 cm, de didmetro en el punto-
de inoculacién.

Ias lesiones perduraron hasta los 8 dfas pocs-infec_

cién., Pigura 5.




RESULTADO DE LA PRUEBA CON EL CONJUGADO FLUORESCENTE.

En la figura N% » 8¢ pueden apreciar los cuerpos de-
inclusién intracitoplasméticos teHidos con el conjugade -
fluorescente, asi como células lesionadas tefiidas ho oge

neamente por la fluorescencia espec{fica, los ndcleos se -

observan negativos.




GRAPICA NK°2.

6 |
Q
2
& yd
& 5 e 7
g ’/// /\\‘
8 7 / /'/'
8 4 // ,/’//'7‘-/0———0/’/
E P /
= s 2
o Ve
2 rd
x 3|
[
S
2
-
“‘q 2-1.
S
3
3 1
m
=1
b
3 8 9 10
YVIRUS ENSAYADDO,

GRAFPICA COMPARATIVA DEL EFECTO CITOPATICO PRODUCIDO

POR LOS 4 VIRUS ENSAYADOS SOBRER I.0S 4 DIFERENTES -

TIPOS CELULARES.

A E————
———— st et
- -2

—y e e e R

piel de borrego,
rifién de borrego.
piel de cabra.
rifién de cabra.




CUADRO X° 1

INPECCION EN BORREGOS.

BORREGO SOBRENADANTE LESION OB3SEBRVADA
No UTILIZADO ERIT PAPULA PUSTULA |[COSTRA IRTERPRETACI

1 virus 10 de | 10 50544139 4%4a | 4°-5%1a| 7%afa .

2 virus 10 de | 1°%.3%fa| 3°-4%1a | 4°-5%¢a| 6°afa +

3 virus 8 de 1°-3%1al 3°-4%1a | 4°-5%4a| 6%afa +

4 virus °de | 1°.3%4al 3°-4%1a | 4°-6%ata| 6%ata +
pscarificado o

> romo control 17d4a - - - -
escarificado o

6 como ocontrol 17d{a = - = -




CUADRO N 2
INFECCION EN CORBJOS.

CONEJO |SOBRENADANTE| LESION OBSERVADA .
n° UTILIZADO ERITEMA |PAPULA PUSTULA | INTERPRETACION
1 virus 3 de | 1°-3%4a|3°-4%ata s%ata +

avino
virus 3 de O 2040120 O o
2 ovino 1l=3"d4a 3,-5 dafa 8 d{a +
3 virue 8 de 1°-2%a4a|2°%4%¢a |. 8%4fa +
cabra L
4 virus 8 de | 1°-3%fa|3%4°%1a 5%¢{a +
5 virue 9 de 1°-2"dfa |2 -4"aia 5 afa +
cabra '
6 virus 9 de 1°-2%1a[3%-4%24a sSata +
cabra ’
7 virus 10 de | 1°-3%ifa|3°-4%1a 5%4a +
ovino
8 vigginlg*de 19_50,¢4.| 2°_ 404 50a¢n +
escar ficadd o
9 como control| 1° dia - - -
10 escarificado °
como control| 1° dia - - -




CUADRO NP 3

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA TITULACION EN LAS PLACAS PARA MICROPRURBA.

TIPO VIRUS 3 | £ | X| VIRUS B8 | < | X | VIRUS 9 | o VIRUS 10 = TOTAL
CELULAR | DB OVINO DE CABRA DB CABRA ¥ | DE OVINO Y P -
....
Piel de | 10° 10° R 10% 104 . 10% 103 10° 102
borrego 1 2.7 18 4.5
Rifion de | 10° 103 ; 105 103 15 b7 10¥ 10% 10° 10°
borrego 22 .
103 103 105 10% 10: 10; 17 4.2 10; 106 |22|5.966 [4.13 [s0.20
I .2 . QY. -
Piel de 10° 10 10% 10 10" 10 10° 104 _A
13 |3.2 18 4.5
Rifién de | 10 10 10 10 o 10 104 104 104 8 +0.20
51 = A6 67 70 7. 261
)
: Y 2.88 4,19 4,38 4.88
e.0. | + 0.20 £0.20 4+ 0.20 + 0,20
10%= T{tulos obtenidos en las 4 repicacines f o Sigma.
de cada tipo celular para cada tipo -~

viral ensayado.

X = media,




CUADRO No &

AFATLISIS BSTADISTICO DE LOS RESULTADOS ORBRTENIDOS
DE LA TITULACICN EN LAS PLACAS PARA MICROPRUEBA-~
DE ACUERDO AL DISENO PACTORIAL 4 X 4.

Po V. S. c. go 1. c.‘. Po Ce
VIRUS 34,92 3 11.64 18.48 +4+4
TIP0O DE
CRIGLA 3.17 3 1.06 1.68 n.s.
VIRUS POR TIPO
ERROR 30.25 48 0.63
TOTAL T2.61 63

F.V.= fuentes de wvariacién.
35.C.= suma de cuadrados.

€ole= grados de libertad.
C.M.= cuadrados medios.

P,c.= factor de correccién.
+++ = altamente significativo.
n.s.= no significativo.




DISCUSION.,

Bn este experimento se observd variacién en el t{tulo
para cada virus en todos los tipos celulares. Debe aclarar_
se que la diferencia de titulo entre los virus probedos -
puede atribuirse a la presencia de diferente cantidad de -
particulas infectantes en cada muestra (costra ) més que a
distinta susceptibilidad de las células o virulencia de ca
da virus ensayado, ya que ésta no fue una prueba de carac_.
ter cuantitativo sino de caracter cualitativo.

Tal como fue reportado previamente por Kluge,J,P, ¥y -~
Nagington, J, , se¢ verificé la facilidad de crecimiento -
del virus en cultivos primarios (12 y 19). .

Se determiné la infeccifn wiral por su ofiéf&ﬁéitepﬂ_
tico en el lapso de 48 a 72 horas pos-—infeccifn, lo que -
concuerda con lc¢ reportado por Hessami, M., Greig,A.S., y-
Trueblood, M.S. (5,9, y 36), y los efectos citopdticos sea
“peggn & los hallezgos hechos por los autores antes mencio__
nad&s, exeptuando la observacién de sinsitios.

Exist? el antecedente de una falla en el intento de -
producir suero hiperinmune contrs ectima contagioso a par_
tir de inoeulacibén intravenosa de material viral en ovinos
asi como el exito al intentarlo en conejos, combinando ino
culaciones intravenosas e intramusculares (37). En este ca
g0 la producciédn del suero contra ectima contagioso por -
inoculaciones subcutdneas sucesivas en conejos resultd e__

fectiva,




Los borregos inoculados manifestaron las lesiones ca_
racteristicas de la enfermedad a los 7 dias de la infec
cibén y el curso tuvo una duracién de 15 a 20 dfas, tal co_
mo ha sido observade por otros autores, y la diferencia en
la intensidad y duracifén ds la enfermedad se puede atribu_
ir a la diferente cantided de particulas infectantes en -
los sobrenadantes utilizados o en la variacién que hay en-
la inoculacién de un animal a otro atribuible al operador
(2,7 y 30).

Bn el caso de los conejos se logré la manifestacién -
de 1a«infeéc$3n"ép 4 & 5 dfas. en esta eapécie hay discre-
pancias de ciertos autores en cuantoa la susceptibilidad -
al virus (2,5,12 y 35). |

Los resultados positivos (manifestacién de las lesic_
nes) obtenidos en los conejos con -los cuatro virus contré__
dicen los reportes en los que se seflala la no susceptibili
dad de esta especie al ectima contagioso(2,5 y 12), y apo_
yan su uso en el diagnéstico diferencial de la enfermedad-
por lo menos en los casos en que la muestra resulta positi
va en esta especie,

Los resultados obtenidos en estos experimentos, nos -
indican que los virus ensayados tuvieron bdsicamente la -
misma linea de comportamiento, considerando el andlisis es_
tadistico en que los valores de "P" gefialan la ausencia de
diferencias estadfsticamente significativas al comparar ca_

da virus con los diferentes tipos celulares,




Si tomamos ern euenta que las cuatro fusntes de virus-
ensayadsas fueron neutraligadas por un suerc obtenido a par,
tir de una quinta fuente de virus, que reaccionaron contra
un conjugado fluorescente antiectima contagioso que se pPro_
dujo en Ames Iowa (BRBUU) y que produjeron manifestacién de
lesiones en conejos, podemos suponer que los virus ensaya
doe se encuentran estrechamente relacionados biolégica y -
serolégicamente pese a su diferente origen de especie y -
geogr’fico.

'~ Estos resultados son alentadores, considerando que de
producirse una wvacuna efectiva contra la enfermedad, ésta-
podria cubrir a los virua actuantes en el pafs. Sin embar-
£0, se hacen necesarios eatudios cuantitativos quegverifi—
quen estas’ observaciones, asfi como cubrir un mayor némero-

de mueastras en este tipo de ensayos.
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