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RESUMEN:

En ectima contagioso (EC} se ha propuesto el uso de la intradermoreac-
¢idn (IDR) como prueba para la evaluaccidn del estado inmune de animales
vacunados y en la deteccidn de posibles portadores.

En un ensayo piloto se observd que macerados de costras de EC inacti-
vados por calor (70°C por dos horas), presentaron mayor actividad antigé
nica que los inactivados por otros métodos (formalina y luz ultravioleta)
al mismo tiempo se ensayo un macerado de costras de pseudoviruela bovina
(PVB), inactivado por calor.

En la aplicacidn de la prueba de {DR a nivel de hato con macerados de
costras de EC calentados, se observd que animales menores de 5 meses fue
ron negativos a la prueba, presentandose la mayoria de los positivos en-
tre los animales de mds de G meses de edad. Ovinos, en los que no se ha-
bia observado la enfermedad en forma clinica, pero que se encuentran prg
ximos a un rebano caprino que si la ha padecido; 19 animales resultaron
positivos de 25 inoculados.

Al ser comparados corderos previamente escarificados con no escarifi
cados se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
presencia de IDR positivas entre los dos grupos, en prueba de %2 .Algqu-
nos animales adultos (33%) que hablan padecido la enfermedad en forma
clinica resultaron negatiygg a la IDR, por 1o que no se recomienda el
uso de la prueba para evaluar el estado inmune de los animales indivi-
dualmente. A pesar de esto la prueba puede ser considerada lo suficien-~
temente sensible y itil a nivel de hato.

Biopsias tomadas de respuestas positivas a la IDR, mostraron al exa-
men histopatolégico elementos caracteristicos de una reaccidn de hiper
sensibilidad retardada. E1l conteo de particulas virales por tincidén ne-
gativa en ﬁicroscopia electrdnica de muestras inactivadas por calor a
diferentes temperaturas, por distintos tiempos, reveld que al aumentar
la temperatura por unidad de tiempo, se reduce marcadamente el ndmero de

particulas infectantes, respecto a las no infactantes.
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INTRODUCCION:

El ectima contagioso os una enfermedad de ovinos y caprinos, de alqu
nos rumiantes silvestres, que puede ser transmitida al humano por conta;:
to directo con animales infectados (1,2,3). La enfermedad se presenta en
forma enzBoticasen los lugares donde se crian ovejas y cabras, es causada
POr un parapoxvirus y se caracteriza por la formacidén de pdpulas, vesicu-
las, pfistulas y costras en las comisuras labiales y en otras partes del
cuerpo (1,2,3,4).

Al parecer la primera descripcifn de la enfermedad en ovejas fue he-
cha por Walley en 1890, quien la yefiere como dermatitis contagiosa u orf,
Mis adelante es reportada por otros autores una enfermedad similar en ove
jas y cabras, en distintas partes del mundo: Zeller (1920) en el Sureste
de Africa; Blanc y cols. (1922) en Grecia; Aynaud y Moussu (1923} en Fran-
cia; Lanfranchi (1925) en Italia; Jacotot,(1924) en Annam(Vietnam}; Howar
rth (1929) en California, Schmidt y Hardy (1932) en Texas, (U.S5.A.)(2,4).

El témino orf es utilizado por Walley (1890), al describir la enfer
medad en ovejas, el vocablo puede tener varios significados,mientras el
diccionario del Dialecto Inglés (Wright,1961) describe orf "como una cria
tura pequefia, de aspecto despreciable", para el antiguo island8s signifi-
ca "costra o forfinculo" (1,2). En su revisidn Peterkin (1937) usa esté tér
mino al describir la enfermedad en humanos; Robinson y Balassu (1981) ,usan
el nombre de dermatitis pustular contagiosa para referir la enfermedad en
ovejas y orf para humanos: Sanchéz y cols. (1985), comentan que orf es una
enfermedad de la piel, que se presenta en personas que crian ovejas y ca-
bras, o que manejan productos de estos animales (2,3).

Hoare en 1913, usd por primera vez el término de dermatitis pustular
contagiosa, mis tarde Glover (1928) lo usa al describir la enfermedad en
Inglaterra. En otros pailses es conocida con diferentes nombres: estomati-
tis pustular contagiosa (Aynaud, 1923} y ectima contagioso (Moussu,1923}
en Francia; orf en Escocia; boca costrosa en Australia y Nueva Zelanda;
boca ulcerosa, demmatitis pustular infecciosa y.dermatitis vesiculo-pustu
lar contagidsa en-Estados Unidos b4 boquera-en Argentina y Uruguay (1,2,5).

" En humanos la enfermedad no es severa, las lesiones se localizan ‘prin

c1palmente en las manos y tienen una recuperacion espontanea en 4 u 8 se~




IIr
manas (2,3),

El ectima contagioso (EC) ocurre principalmente en corderos y cabritos
sin embargo, es frecuente observarlo en forma leve en animales adultos, pro
bablemente esto se deba a la inmunidad que adquieren después de la infeccidn
o por alguna vacunacidn (Bruner y Gillespie,1923) (2,6). Lanfranchi (1924),
establece que la inmunidad se da tanto en la enfermedad natural como en la
experimental, y que desaparece en los 5 u 8 meses posteriores a la infeccién
(4). Los mecanismos de respuesta inmune que operan en EC y su posible uti-
lizacidn en pruebas diagndsticas no han sido completamente establecidos (1},
La mayoria de los autores coinciden en sefialar que la inmunidad de importan
cia en EC es posiblemente de tipo celular y no humoral (2,5). Sin embargo,
no existfan hasta los Gltimos afios comunicaciones del uso de pruebas que de
mostraran la inmunidad celuldr, Fastier en comunicacién personal a Robinson
y Balassu (1981) y Buddle y Pulford (1984), utilizan la prueba de intrader-
moreaccidn para evaluar el estade inmune de animales vacunados.

Debido a las lesiones que produce 21 virus en los lablos y boca, los
corderos y cabritos dejan de comer, o en el caso de que las ovejas o cabras
tengan lesiones en tetas, reusan alimentarlos, ocasionande una disminucién
en la tasa de crecimiento o bien su muerte por inhanicidn. Por lo regular
la mortalidad es baja, si no se presentan infecciones secundarias que pue-
dan ocasionar su aumento, provocando perdidas cuantiosas en el rebafio (2,4}.

La enfermedad ha sido reportada y diagnosticada en todo México, tanto
en ovinos como en caprinos. A pesar de ser conocida desde mucho tiempo atrds
en su forma clinica, la primera demostracidn de la existencia del virus, me
diante microscopia electrdnica, es relativamente reciente (Rodriguez y cols.
1979}, no se han reportado casos en humanos y se desconoce su importancia

econdmica (1),



I .~ ECTIMA CONTAGIOSO.

1.~ ETIOLOGIA.

1.1.-- Taxonomia:

El agente etioldgico es un virus de la familia Poxviridae; subfamilia
Chordopoxvirinae (pox de los vertebrados) que por sus caracteristicas mor~
foldgicas y bioclégicas pertenece al género de los parapoxvirus; en el que
se incluyen ademis, el virus de la pseudoviruela y el de estomatitis papu-

lar bovina, de interés veterinario (1,2,7).

- Morfologia:

Morfolfgicamente los miembros del género paraposvirus son indistingfii
bles entre si, sin embargo se pueden diferenciar de otros miembros de la
familia poxviridae (2).

Las particulas del virus orf son aproximadamente de 260 x 160 nm (Na
gignton y Horne,1962). En el microscopio electrénico las particulas vira-
les tratadas con fosfotungstato para su observacidn en tincidn negativa,rg
velan dos formas: tipo 1 o M (mérul:;\), que en su forma caracteristica apa-
renta un "ovillo de estambre" y el tipo 2 o C (clara), que es permeable al
fosfotungstato (2). La proporcidn de formas M o C en las muestras estudia-
das puede variar segin los casos, esto se explica como una consecuencia del
tratamiento previo que sufren las muestras en su fijacidn con: glutaralde-
hido, formalina, por el pH del fosfotungstato de sodio empleado en la tin-
cién; o bien por el uso de varios tratamientos como ultrasonido, urea,éter,
hidroxido de potasio, etanol, metanol, cloroformo, 2-mercaptoetanol, lipa-
sa, tripsina,y diferentes combinaciones de estos (Peter y cols.1964 y Na-
giggton y cols. 1964) (1,8). Peter y cols, observan el incremento en la for
ma C o tipo 2 sobre la proporcidn de la forma 1, mediante el tratamiento
de las particulas con solventes orglnicos o buffer alcalinos (pH de 8-12),
{2) Robinson y cols. (19B2) senalan que el tipo 1 0 M corresponde a parti
culas infectantes, mientras que las de tipo 2 parecen ser viriones dainados,
no infectantes, lo que podna explzcar su permeabilidad al fosfotungstato
.

-En la form M, se precia cano caracteristica la presencia de una es-

tructura f:.l ’entos que rodea a las ‘particulas virales y la confiere, por



su particular disposicidn, el aspecto de "ovillo" que distingue a este gé-
nero viral. Las formas M y sus filamentos se observan en mayor proporcidn
y con mds claridad cuando la tinci&n con fosfotungstato se realiza a un pH
&cido o neutro, mientras que con pH alcalino (mas de 10.5) se favorece la
observacidn de particulas C y en consecuencia la de las estructuras inter-

nas de la particula (Peter y cols.l964 y Nagington y colsi964) (1,8).

1.3.~ Propiedades fisico-quimicas.

1.3.1.~ Estructura molecular:

Al igual que los otros parapox, el genoma del virus de ectima esta com
puesto por DNA de doble banda, que a diferencia del virus de vaccinia (miem
bro de la familia poxviridae; género ortopoxvirus), presenta un peso mole-
cular menor (88.8 x 106) y un contenido de G+C de H3%, que resulta ser ma-
yor que el contenido en vaccinia {(2,9). Mediante varias enzimas, detergen
tes y solventes orgdnicos Mitchiner (1969}, propone que la estructura ex-
terna del virus esta compuesta por una envoltura proteolipidica y la estruc
tura interna esta constituida por subunidades de proteinas, asociadas qui-
zds a fosfolipipidos y triglicéridos (2,8)..
1.3.2.~ Efecto de la temperatura sobre el virus:

La temperatura juega un importante papel en la infectividad del virus;
se ha observado que suspendide en medio de mantenlmiento celular, el virus ‘
de EC disminuye su titulo de efecto citopitico (ECP} entre 1.5y 2 de su
exponente logaritmico original, si es mantenido a 36°C por una semana. En
las mismas condiciones pero a 55 °C el titulo pasa en una hora’y media de
6.3 a menos de 0.7, y a GQ°C el titulo cae en média hora entre 1.5y 2.0
de exponente logaritmico original (10). En 1924 Aynaud, comunicaba la pér-
dida de infectividad para corderos susceptibles de muestras que habian si-
do calentadas a 56°C por media hora,(1,2,4,10). Buddle y cols. (1984),pre
paran un indculo del virus de ectimé, sin diluir, inactivandolo con calor
{65°C por una hora}, para  inocularlo a corderos susceptibles por escarifie
cacibn; a la lectura de los resultados, no hubo desarrollo de lesiones o
reaccidén de alergia en los puntos de inoculacidn, en cambio a la inocula-

cidn de virus activo con el mismo procedlmlento, se desarrollaron legiones

de ectima; mediante una prueba en cultivo celular-no. se.detecto virus via-



ble después de que fue inactivado por calor, lo que demuestra la pérdida
de infectividad del virus con tratamiento (11,12). :

Al parecer la congelacidén a menos 20°C y descongelacién a temperatura
ambiente, en varios ciclos repetidos, no afecta la infecthid?é_ del irlirus
(10).

1.3.3.~ Efecto del ultrasonido:

El tratamiento con ultrasonido a 1.5 amperes durante 10 minutos, no
inactivo el virus de ectima en la suspencidn, por el contrario el titulo
de ECP se ircremento hasta 1.5 de su exponente original. Probablemente es
to so deba a la liberacidn del virus intracelular, como resultado de la rup

tura de las células, a causa del efecto del ultrasonido (10).

1.3.4.- Efecto de las radiaciones de luz ultravioleta (UV):

La exposicidn del virus de ectima a las radiaciones de luz UV, con una
lampara de 253.7 mm a 10 cm de distancia por 10, 20, y 30 minutos, inacti-
van el virus, disminuyendo el titulo de ECP en forma directarﬁente propor--

cional a la duracidn del tiempo de exposicidn (10).

1.3.5.~ Efecto del pH:

Sin especificar en que condiciones Precausta y Stellmann (1974), comu
nican que el virus pierxde de 4 a 6 log. de su ECP 50%, luego de un trata-
miento a un pH de 3. El tratamiento del virus con una solucidn 0.1 N de KOH
por 10 minutos, determina marcadas alteraciones en su morfologia, mientras
que en iguales condiciones, al usar una_ solucion 1N, practicamente se J.mpi

de el reconocimiento ultraestructural ge 1as partxculas viralesU 8)

1.3.6.- Efecto de solventes lipidicos:

El virus précticamente no pierde infectividad, despu@s de haber perma
necido por 24 horas en una solucifn al 20% de &ter etilico a 4°C, el trata
miento con &ter a 20°C por media hora, no modifico significativamente 1la
morfologia y el tamafio de las particulas, aunque presento lo que podria con
siderarse como un ligero hinchamiento, siendo el elemento mds significati-

vo el hecho de que dejan de observarse particulas M, luego del tratamiento

con éter o acetona (8,13). Tampoco el tetracloruro de carboneo o el cloro-'

formo afectan la morfologia viral (8), sin embargo el segundo reduce marca



damente el titulo de ECP (4~6 log.) {Precausta y Stellmann,1974) (1).
En este caso igual que en el anterior, se ve afectada de manera impor

tante la presencia de particulas M y la infectividad del virus.

1.4.~ Resistencia del virus al medio ambiente:

Aynaud (1923) y Theylex (1928}, destacan la resistencia del virus con
tenido en costras, al medio ambiente, particularmente a la desecacidn, por
mas de 1 afio (4, 14). Se ha reportado también, que costras conservadas a
temperatura ambiente en un armario de laboratorio, mantuvieron su infecti-
vidad por mds de 15 afios (Hart y cols. 1949). Sin embargo la mayor demos-
tracién de "“longevidad" de virus corresponde a la comunicacidn de Livings
ton y Hardy (1960}, con costras que fueron desecadas y conservadas a 7°C,
resultando infectantes después de 22 afios y 8 meses al ser inocuiados a

coxrderos susceptibles (1,2).

1.5.~ Especies susceptibles:

Aunque orf es considgrada una enfermedad principalmente de ovinos y
caprinos domésticos, existen reportes de que la enfermedad también se pre
senta naturalmente esntre otros rumiantes. El ectima a sido reportado en
renos, buey almizclero, cabra montés, borrego cimarrdn, diferentes especies
de ciexvos y venados, gamuza y alpacas (1,2). Sin embargo, la enfermedad en
gamuzas se considera seria producida por un virus diferente del de ectima
ovino y caprino { ectima de la gamuza) (Matthews,1979)(1). La mayor parte
de los reportes en especies silvestres son unicamente descripciones de los
cuadros clinicos observados, y en algunos casos las confirmaciones del diag
ndstico dejan bastante que desear (1).

En las especies domésticas donde ha sido estudiada la susceptibilidad
al virus del ectima, existen ciertas discrepancias en cuanto a la infeccidn
natural vy a la experimental.

En‘el caso de los bovinos, se ha reportado que aiin pastoreando con ca
prinos y ovinos enfermos, no se ven infectados con el ectima. Sin embargo
Aynaud (1923) y otros, reportan’'la posibilidad de reproducir lesiones en
bovinos en forma.experimental (2). Huck k1966), sefiala la produccidn de le

sionesvsemejantes a las producidas por estomatitis pustular al inocular sub

cutdneamente a becerros en el morro y en la mucosa oral con virus de ectima:



y cita a Morosov y Dalgov (1938}, que habrian producido lesiones semejantes
a pseudoviruela, al infectar los pezones de las vacas con virus de origen
ovino (1).

La susceptibilidad del perro al virus de ectima es muy controvertida,
Aynaud (1923), Howarth (1929}, Boughton y Hardy (1934), seialan la imposi-
bilidad de reproducir las lesiones de ectima, en perros inoculados experi-
mentalmente mediante escarificacifn, con macerados de costras. Por el con
trario Wilkinson y cols. (1970}, reportan en perros de caza alimentados
con carne de ovino enfermo, la observacion de lesiones sugestivas de ecti-
ma, y sefialan la presencia de particulas virales (caracteristicas de ecti-
ma), en la observacidn en microscopia electrdnica de las costras obtenidas
de los perros enfermos, asi como la reproduccidn de lesiones al inocular
un ovino susceptible (2). Leaniz (1971), informa la susceptibilidad del pe
rro a la infeccidn experimental con macerado de costras obtenidas de casos
clinicos de ectima, en ovinos del Uruguay (1). Tértora (1985) (1), confirma
la susceptibilidad del perro al virus de ectima utilizando 19 animales de
raza indefinida y de condicién fisica variable, los cuales fueron escarifi
cados en la cara ventral de la base de la cola’ con diferentes cepas del vi
rus y otros sin indculo, para ser usados como controles; a los animales po
sitivos se les tomaron muesiras para el estudio histopatdlogico, el cual
reveld los mismos elementos que han sido descritos por otros autores en ca
so de ectima; de las costras obtenidas del experimento se realizd tincidn
negativa para ser observada ai microscopio electrdnico, revelando la pre-
sencia de particulas virales maduras. Sin embargo el bajo niimero de anima-
les que desarrollaron lesiones macroscdpicamente (4 de 16 animales desafig
dos), suglere que la susceptibilidad del perxo es relativamente baja y pro
bablemente estd asociada a situaciones individuales; por lo mismo no pare-
ce recomendable utilizar esta especie con fines de demostracidn diagndsti-
ca. )

Los caballos han sido sefalados como susceptibles a la infecciln expe
rimental con virus de ectima (Kral y Novack,1913,citado por Beck y Taylor,
1974; Leaniz,1971}(1). En cambio los intereses de trénsmitir la enferﬁedad

a cerdos y gatos han resultado negativos, como también los de reproducir

lesiones de ectima en animales de laboratorio como ratones y ratas blancas,



ranas, gallinas, palomas, cobayos y hamsters, (Aynaud,1923)(1,2,4,13). So-
lo Selbie (1945) reporta la produccidn de lesiones en cobayos a partir del
virus obtenido de un conejo infectado experimentalmente, después de varios
fracasos al intentarlo con virus derivado de corderos. Abdussalam (1957},
revisa los resultados del Selbie, utilizando incluse material suministrado
por éste y concluye que las lesiones de los cobayos, probablemente se de-

bieron a la contaminacin de las muestras con Trichophiton gypseum (1,2).

Los resultados en conejos son aun mas contradictorios que los de las
especies anteriores, muchos investigadores han intentado infectar experi-
mentalmente al conejo obteniendo resultados negativos (2). Abdussalam en
1957, reporta la produccifn de lesiones de ectima en conejes inoculados
por escarificacidn y via intradémmica, esta {iltima resulta por lo general
con complicaciones bacterianas no deseadas (1,2)., la reproduccién ce le~
siones en conejosfue a través de 18 pases sucesivos en esta especie, indi
cando que aun después de estos pases el virus conservd virulencia para cor
deros susceptibles; este autor estima que la susceptibilidad del conejo es
de 200 a 2000 veces menor que la del cordero para el virus de ectima, y de
muestra que la presencia de lesiones en los coneios depende directamente
de la concentracidn del virus en el indculo (1).

Los resultados obtenidos por Tdrtora (1958), apoyan las observaciones
de Abdussalam en cuanto a que se requiere una alta concentracidn de parti
culas infectantes en el inSculo para obtener resultados positivoes, los que
fueron demostrados en cortes de piel de conejo infectados observades en
microscopia electrdnica; lo que explicaria los resultados negativos repor=—
tados por otros autores. Por lo anterior, hay que considerar que si bien
un resultado positivo en conejos, puede ser una importante ayuda en la con
firmacién de un diagnﬁstiéo, un resultado negativo debe considerse con re
serva (1). ‘ ': : A," ) o  a

Bennet y cols (1944);?iepo£tan la susceptibilidad de los mcnos ai“i£
rus de ectlma ‘2)- i : e :

6 - Comportamient del:virus:en-otros: sistemas-*;“*’5:



han obtenido resultados positivos en los embriones inoculados, seiialan que
estos son inconstantes, generalmente poco aparentes y eventualnebte desapa
recen en pasajes sucesivos ( llart y cols.1949; Abdussalam,1957b, y Naging~
ton y Whittle,1961). A esto deben agregarse las comunicaciones negativas-
(Greig,1956 y Zebrowski y cols.1974). Pese a lo anterior, el virus a sido
demostrado en membrana corio-alantoidea infectadas en forma directa , me-
diante microscopia electrbnica (Sawhney y Spasova, 1973)(1,2).

El primer intento de multiplicacidn viral en cultivos celulares co-
rresponde a Greig (1957), utilizando cultivos primarios de piel fetal ovi-~
y como indculo un macerado de costras (1,2). E1 ECP se hizo notable entre
el tercer y cuarto dia posinfculo. Se ha observado que el virus de ectima
no se comporta como un agente exigente en cuanto a sus necesidades de sus-
trato celular para su multiplicacidn efectiva (1). Sin embargo se ha sefia-
lado que el virus de ectima tendria una mejor respuesta de multiplicacién

en cultivos primarios que en lineas celulares (Nagington y cols.1965)(1,2).

2.= MORBILIDAD Y MORTALIDAD:

El ectima cursa por lo general éon.uhakmorbilidad alta de 70 a 90%,
Yy en alqunos casos puede llegar a ser.del 160%"éﬁ£ré‘lqs‘ahimales suscep-
tibles (principalmente entre corderos Y cabritos menores.de un afio) (1,2,4).
El ectima contagioso rara vez es fatal, por lo que la mortalidad sue
le ser muy baja, no excediendo al 1%, pero cuando se ve complicado con in
fecciones bacterianas y/o parasitarias se eleva a un 20-50% (2,4,7,15).
Las complicaciones mis frecuentes son ocasionadas por larvas de moscas

(miasis) y por bacterias pidgenes, como Fusobacterium necrophurum. Se han

reportado casos de ectima contagiloso asociado a Dermatophilus congolensis

(streptotricosis), en Nueva Zelanda, (Cooper y cols.1970); en Kenia, Munz
(1969), también la reporta como complicacién secundaria de ectima en ove-
jas (2).

73.- TRANSMISION: @ -

Este -aspecto, nvéétiéﬁéb adecuadamnete en

términos’ experimentales al respecto se fundamentan en obser




vaciones clinicas de los brotes, y no explican completamente la presenta-
cidn explosiva de la enfermedad en los rebafios susceptibles (1).

En la naturaleza ocurren casos tipicos de la enfermedad, en los que
se presume que el virus entra al hilesped por medio de una abrasidn en la
piel de los labios y cara. Las abrasicnes o heridas pueden ocasionarse por

rastrojos duros, arbustos espinosos (Templetonia retusa) o plantas simila-

res (2,4,6), herramientas, agqua, camas, lana e instrumental de esquila (1,
4). El virus puede ser transmitido ademis por la ubre de ovejas afectadas
clinicamente a corderos lactantes (2). Jungherr y Hardy (1930), demostra=-
ron que la enfermedad se transmite naturalmente por contacto directo de
cabrito a cabrito, pero rara vez ocurre de cabrito a cordero (4).

Estas situaciones sin embarge , no resultan totaimente coherentes con
la rdpida aparicidn y diseminacidn de la enfermedad en los rebafios. Por 1o
que se ha propuesto gue estos mecanismos de transmisidn iniciarian la en-
fermedad en una parte del rebafio, mientras que el resto se contaminaria a
partir del contacto directo con los primeros animales enfermos (1,2,4).Aun
con estas situaciones, se pueden plantear algunas objeciones (1):

a) La contaminacifn directa a partir de forrajes toscos o malezas

espinosas, no resulta un buen recurso para explicar la presentacidn

de la enfermedad en animales jovenes lactantes.

b) Seria dificil explicar la aparicidn explosiva de la enfermedad

en hatos sin antecedentes de la misma y en los que no se han intro

ducide animales con cuadro clinico. Sin embargo se puede proponer

el contagio a partir de portadores asintomdticos o de objetos ina

nimados, pero esto nn explica la aparicidn simultinea en todos los

animales susceptibles.

c) La presentacidn de la enférmedad en corderocs menores de dos se-

manas; concentrados en maternidades artificiales desde los 2 dias

de edad, hace dificil la aplicacidn de estos modelos de transmisidn,

aunque se han propuesto como objetos infectantes las pezoneras y

bardas en mal estado (wdchéndorfer y Valder, 1980} (1,16). '

En consecuencia se puede pensar en otras viag de infeccidn, como la
respiratoria, tal como ocurre en viruela humana (Fenner y cols.,1974) vy
viruela ovina (Singh ¥y cols.~1979), o por insectos picadores que actuen

como vectores mecinicos (Fenner 'y cols., 1974), aunque debe sefialarce que



los intentos de reproducir la enfermedad mediante inoculacidn subcutinea e
intravenosa, resultaron negativos (Glover,1928, citado por Boughton y Har-
dy,1934) (1,4).

4,- PERIODO DE INCUBACION:

El periodo de incubacidn de la enfermedad ha sido estimado por medio
de inoculaciones experimentales, mediante la escarificacidn cutlnea, lo que
podria no ser un método muy confiable o traspolable en sus resultados a las
formas naturales de la enfermedad. Luego de la escarificacidn cutidnea, el
primer indicio o signo de la actividad viral es un ligero eritema alrede-~
dor del punto o 8rea de inoculacibén, que aparece dos o tres dias después

de la infeccidn (posescarificacidn}(1,2).

5.- PATOGENIA:

Es muy escasa la informacidn que existe sobre este tema y los pocos
reportes se refieren {inicamente a observaciones de casos clinicos ocurri-
dos en la naturaleza, con poca o nula participacidn experimental.

Considerando las vias de transmisidn propuestas anteriormente, y sa-
biendo que el virus de ectima es altamente epiteliotrpico, se podria ex~
plicar el desarrollo y localizacién de las lesiones en los animales, pero
aun quedaria como interrogante, el punto sobre la ripida diseminacidn de
la enfermedad en un rebafio.

Los reportes de asociacidn de ectima con otras enfermedades como pa
rasitosis, linfoadenitis caseosa (15), micosis (Morales y Van Kruiningen,
1971) y en ocasiones también el parto (Beck y Taylor,1974 y Howarth,1929)
(1), hacen suponer que estas situaciones provocan una depresidn inmunol_{:_
gica en los animales, rompiendo el equilibrio existente entre el virus y
los mecanismos de respuesta inmune, diseminandose simultineamente la en-
fermedad en un alto porcentaje de animales. Esta hipdtesis explicaria satis
factoriamente la rdpida presentacidén de la enfermedad en los animales adul
tos, pero no asi en los cordexos menores de dos semanas de vida (1). Lea-

vell y cols. (1968) después de estudiar 19 casos en humanos, proponen tam=-



bién la participacién de fendmenos de inmunodepresidn en la presentacién

de la enfermedad; Aguilar-Setién (1980), sefiala que la induccibn de inmu
nodepresidn con fines experimentales en becerros, coincidibé con la obser
vacidn de lesiones de estomatitis papular bovina, confirmando el diagnds
tico mediante microscopia electrdnica; en parte estas ohservaciones apo-

yan la hipbtesis anterioxrmente propuesta,(1,3).

6.~ LESIONES:

El virus es altamente epiteliotrdpico, las lesiones se localizan en
piel, en zonas sin lana, principalmente en comisuras labiales y rodete cg
ronario. En algunos casos pueden verse afectadas otras partes del cuerpo,
por ejemplo; muslos, axilas, vulva, pezones, prepucio.y pering; la forma
podal es mAs frecuente de lo que se reporta, quizds porque este tipe de
lesidn puede enmascararse por efectos mecdnicos y sobre todo por las com
plicaciones bacterianas (principalmente por F. necrophorus)(1,2,7). Al
parecer las presentaciones en genitales, en muslos y en axilas son menos
frecuentes. Robinson y Balassu (1981), han encontrado casos de ectima en
corderos, donde las se ven predominantemente en lengua. Las lesiones en
pezones de ovejas y cabras lactantes pueden determinar la presencia de
mastitis severas,(2,7,14).

La mayoria de los casos de ectima no son graves, localizdndose las
lesiones solo en los lugares ya mencionados y cuando no existen complica
ciones la enfermedad es considerada afebril. Sin embargo, Valder y cols.
(1979) , reportan un brote de ectima en Alemania, con cuadro grave, donde
se vieron afectados corderos y animales adultos, observindose alta morta
lidad entre los primeros; ademis de las lesiones podales y genitales en
el rebafio, se observaron también estomatitis ulcerativa, faringitis y eso
fagitis, en el reporte no se mencionan infecciones secundarias (2).

En ovejas y cabras la primera evidencia del desarrollo de la lesidn
y multiplicacidn cuténea del virus, es un ligero hinchamiento eritemato-
so en la regidn afectada, que es seguida por la aparicifn de pequeflas pd
pulas que evolucionan a vesiculas y'posteriormente'a pilatulas, las cuales
tienden a confluir para formar estructuras de mayor tamafio, que al romper

se dejan una superficie de aspecto ulceroso, donde los exudados del teji-
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do necr8tico, pelos y polvo se adhieren entre si y se organizan para for-

mar la clisica costra. La mayoria de los autores coinciden en sefialar que
la evolucibn desde eritema a costra se desarrolla de 4 a 5 dias aproxima-
damente (1,2,4).

En caso de imoculacidn experimental, la evolucibén ocurre entre 7 y
10 dias, donde también el primer signo es el hinchamiento eritematosc en
la zona de inoculacidn 2 o 3 dias posteriores a la infeccidn. Al 4to y
Sto dia se ve el desarrollo de pipulas y aparecen pequefias vesiculas que
en 24 horas se convierten en piistulas, que posteriormente se rompen de-
jando una superficie ulcerosa, donde el exudado y polve van formando al
6to o 7mo dia la costra, la regresién y completa resolucidn de las lesid®.
es se ve a los 28 dias. La detallada descripcidn de estos eventos fue he
cha por Aynaud (1923), Glover (1928), Howarth (1929) y Schmidt y Hardy ,
(1932) (2,4)

7.- HISTOPATOLOGIA DE LAS LESIONES:

Aynaud (1923), describe la observacidén de degeneracidn globular en
las células del estracto Malpighianc e infiltracidn de polimorfonucleares
en cortes de legua y paladar con lesiones de casos naturales y ademis le
siones en piel por inoculacidn experimental (2). Por medio de inoculacidn
experimental en corderos, Glover (1928), describe la apariencia de lesion
es en piel al microscopio, y divide el proceso de la enfermedad en tres
estados: el primero o estado pSpulo-vsicular, se caracteriza por la pro-
liferacidén del estracto malpiyhiano. Las vesiculas aparecen entre las
células superficiales, inmediatamente abajo se ve el estracto licido y
una marcada infiltracién de polimorfonucleares y linfocitos. El segundo
o estado vesiculo-pustular, se caracteriza porque las vesiculas se van
agrandando y desarrollando plistulas, que finalmente se rompen hasta lle
gar al estracto lficido. La formacidn de la costra por medic de restos ce
lulares, fibrina y porciones del estracto liicido, sucede en el tercer es
tado o de formacibn de costra (2), = :

El cuadro descrito por Wheller y Cawley (1956) +parece ser de lesion

es papllcmatosas, las cuales presentan una"evolucmn diEerente a las des—
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critas anteriormente; para ellos el cambio empieza al 4to dia después de
la inoculacidn, donde solo se aprecia congestidn de la dermis, al 5to o
6to dia se presenta ligera acantosis, con vacuolizacidn de las células
superficiales del estracto espinoso; en dermis destaca el infiltrado de
mononucleares y proliferacién capilar, al 7mo y 8vo dia, la degeneracidn
celular en el estracto espinoso, da el aspecto de una red abierta por las
c8lulas "vacias", y sus paredes, macroscOpicamante se observan vesiculas,
al dia 11, se han desarroilado pequeiias plstulas en la superficie. Entre
el dia 11 y 17, se observa una marcada hiperplasia pseudoepiteliomatosa

y la formacidn de granuloma, que es el principio de la fase papilomatosa.
Entre los dias 22 y 40, la lesidn involuciona gradualmente, la apariencia
papilomatosa va desapareciendo junto con el infiltrado dérmico y ocurre la
regeneracidén total del epitelio (1,2).

En las descripciones anteriores no se menciona la presencia de cuer-
pos de inclusidn, sin embargo Abdussalam (1957), sefiala que en el cito-
plasma de las células de epidermis aparecen estructuras de 4 a B micras
de di&metro, en forma redondeada o inrregular y ligeramente acidéfilas,
que han sido interpretadas como cuerpos de inclusidn (1,2.6.15).

En un estudio mds reciente Kluge y cols.(1972) inoculan experimen-
talmente a corderos, describiendo el primer cambic a las 31 horas pos-
indculo, como una ligera acantosis. Entre las 55 y 72 horas la acantosis
es mas evidente, hay presencia de células balonizadas y gran cantidad de
inclusiones eosindfilas. Los cuerpos de inclusidn han sido interpretados
como viriones en composicidn, DNA y restos celulares (2}.

las observaciones de células infectadas con virus de ectima contagio
g0 al microscopio electrdnico revelan severas alteraciones en los organe-..
los , entre las 72 y 143 horas después del indculo. Se considera que la
primera-evidencia de replicacidn viral , es la aparicién de grénulos den
505, su asociacidn forma los viriones en los gueratocitos, se asume que
son particulas virales en maduracifn. los viriones en maduracién se ven
asociados a estructuras de membrana y vacuolas, es posible que su envol-
tura externa-la tomen de 1a membrana celular. Otrps cambios que se ob-
servan en los queratocitos son mitdcohérias hinchadas, vesiculas,resfrqg
turas de mielina y cue;?os”mulinesiQQ¥éres;_Pospischil—yrsaéhmann (1980}

suman a las observaciones anteriores la presencia de-estructuras f£ilamen-
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tosas en el nicleo, las cuales no son descritas por Rluge yrcois.(1972)(2).

8.-RESPUESTA INMUNE: k

Acerca de los mecanismos de inmunidad existen pocqs:repoftes,’de los
cuales algunos son muy contradictorios.

Las primeras descripciones de la enfermedad sefialaban, que los ani-
males que enfermaban de ectima adquirian resistencia por lo mencs por 18-
24 meses (4), lo gque nos indica la presencia de una respuesta inmune a la
enfermedad. La mayoria de los investigadores se han interesado por saber
si la respuesta a la infeccidn es mediada por anticuerpos, utilizando pro
cesos estandarizados en serologfa, como neutralizacidn, precipitacién y
fijacidn de complemento. Abdussalam {1958}, no encontid asociacidn del
virus de ectima preparado con material costroso, con la prueba de hemo-
aglutinacidn, (2).

La presencia de anticuerpos en los animales naturalmente afectados o
inoculados experimentalmente, fue demostrada originalmente con fines diag
ndsticos en pruebas de fijacidn de complemento y aglutinacidén (Blakemore
y cols.1948) (1). Rottgardt y cols.(1948) brevemente reportan el descubri
miento dé niveles detectables de anticuerpos fijadores de complemento ,
en el suerode ovejas infectadas, (2).

En pruebas de aglutinacifn, precipitacién en gel, fijacidn de comple
mento y neutralizacibn, se han descubierto bajos niveles de anticuerpos :.
(Ad) en suercs provenientes de ovejas infectadas 3-4 semanas antés, sin
embargo se ha observado que a los 5 meses estos Ac han desaparecidq,(Ab-
dussalam, 1958) (2). _ A

La presencia de anticuerpos neutralizantes (AcN) ha sido demostrada
mediante pruebas de titulacidn en microplacas de cultivos céluléfes, tan
to en el suero de animales-enfermos y convalecientes (17), como en anima
les vacunados, en los que se detectaron los titulos entre las 2 y 4 sema
nas después de la inoculacion del virus?(11):'Sin embargo, Trueblood vy '
cols. (1963a}.(5}).. ¥ Schmldt (1963), fallaron en la demostracién de AcN, en
el suero de ovejas convalecientes (2), en el estudio hecho por Buddle y
cols, (1984)(11), se confirmo que las bajas concentraciones de AcN, del

suero de animales expuestos al virus de ectima, pueden ocasionar proble-
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mas para ser detectados por la prueba.Esto explicaria satisfactoriamente
los conflictos que tuvieron Trueblood y cols,. y Schmidt, para demostrar
la presencia de estos AcN (11).

Es evidente por estos reportes, que la produccidn de Ac es variable y
su deteccidén depende la sencibilidad de los métodos usados y del grado de
respuesta individual de cada animal (2).

En pruebas de desafio por escarificacibn y demostrando la presencia
de Ac por inmuncfluorescencia indirecta, Pekelder y cols, (1980}, conclu~
yen que los Ac solo tendrian valor diagndstico y carecerian de valor pro-
tector, considerando que los animales desarrollaron lesiones pese a la
presencia de Ac. Al parecer los antigenos que inducen la respuesta inmune
humoral no tienen un papel significativo para determinar la resistencia a
la infeccidn del virus (1,11).

La presencia de AcN ha sido tambin comunicada en corderos amamanta-
dos por hembras consideradas inmunes, en cantidades que los autores sefia-
lan como protectoras, por lo menos hasta las tres semanas de vida (17).En
otro trabajo también se sefiala la existencia de inmunidad calostral, que
da proteccidn por 3~4 semanas (18). Sin embargo ninguno de estos trabajos
mencionz la realizacién de pruebas de desafio para evaluar el valoxr de los
Ac, tanto en corderos como en animales adultos (1).

En contraste con lo anterior, Boughton y Hardy (1934), observaron cus
dros graves de la enfermedad en carderxos de 72 horas de nacidos:; que fue-
ron escarificados con virus activo, los cuales eran hijos de ovejas vacuna
das a los 2 meses de gestacidn (4} Poulain y cols, (1972), consideran que
la persistencia de Ac solo puede esperarse por 2 meses , por lo gque posi-
blemente la vacunacidn de las madres haya sido demasiado temprana para pro
porcionar Ac a los corderos (17). Sin embargo, Buddle y Pulford (1984)(12),
consideran que la correlacidn detectada entre los titulos de Ac en calostro
de ovejas y en el suero de sus corderos no fue significativa; sus observa-
ciones coinciden con las de Boughton y Hardy (1934) y Richter y Jansen(1968)
al comprobar que los corderos no obtienén inmunidad protectora al tomar ca
lostro o leche de sus m;dres inmunizadas; y solo los animales vacunados en
tre el 1r§ y 4t6’dia:dgiedad;"p:eéehfaron proteccidn al ser desafiados con
virus de ectima un mes despuds de la vacunacidn. T '

La guééngggrqe;;pmééiaad calgst:ai_también ha sido sefialada_por. otros
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autores, basindose en la observacibn ciinica de la enfermedad en crfas de

madres consideradas inmunes, por haber sido vacunadas o padecido la enfer
medad en forma natural {(Kerry y Powell, 1971 y Valder y cols.1979}(1}.

Al parecer las pruebas serolégicas utilizadas para ectima, no son muy
confiables para’ser generalizadas y usadas para determinar cl estado inmu
ne de los animales. Recientemente Robinson y Balassu {1981) (2}, sefialan
que el Dr. L. Fastier en comunicacidn personal, ytiliza la prueba de in-
tradermoreaccién para determinar el estado inmune de corderos vacunades,
usando como antigeno el virus inactivado por calor . Esta prueba ha sido
también usada para establecer individualmente el estado inmune de los cor
deros vacunados con virus activo de ectima, comparandole con animales no
vacunados, dando aparentemente buenos resultados (12); lamentablemente es
tas pruebas se realizaron con un niimero reducido de animales.Estudios pre
vios demostraron que la inoculacidn del virus inactivado (muerto} por ca-
lor, no altera los niveles de inmunidad protectora en los corderos,(12).

Sobre la inmunidad celular que induce el virus de ectima, no existen
investigaciones o informacién concreta, por lo que se supone ocurre algo
semejante a los orthopox, en el sentido de que la inmunidad de importancia
en la resistencia a la enfermedad es de tipo celular (Blanden y cols.1977,
citados por 2,11 y 12, En apoyo a esta hipdtesis son especialmente intere
santes las descripciones histoldgicas Leavell y cols.1968 {1); en el gan-
glio linfitico de un cordero inoculado experimentalmente, se observd agran
damiento del ganglio, con proliferacién de los cordones medulares y pérdi
da del limite cdrtico-medular y mds interesante aun es el hecho de que se
subraya la ausencia de respuesta folicular.Esta descripciéncoincide con
los conocimientos actuales sobre la distribucidn de la respuesta de linfo
" citos B y T en &rganos linfoides, con una clara respuesta de tipo Taun
estimulo de inmunidad celular. .

Lamentablemente y pese al tiempo transcurrido desde las priﬁerés’ab-

servaciones, la informacién que existe sobre este tema resulta contrad;c—

toria, ademis de escasa, por lo que poco o nada ha sido el avanc
conicimiento de los mecanismos inmunes que operan en la recupera on’ y pro

teccidn contra la infeccién del virus de ectima {1,2}.
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9.- DIAGNOSTICO:

las lesiones proliferativas y las caracteristicas microscépicas, asi
como el cuadro epidemioldgico, permiten diferenciar al ectima de otras in
fecciones y dar un diagndstico clinico relativamente sequro y facil (2).

Sin embargo cuando ocurren cuadros graves o generalizados puede con
fundirse con otras enfermedades, resultando complicado el diagndstico cli
nico y necesario establecer un diagnéstico diferencial.

A menudo se llega a confundir por las lesiones ulcerativas, en mucosa
oral o en la regidn podal, con las enfermedades vesiculares, particularmen
te con fiebre aftosa. Considerando la elevada contagiosidad de fiebre af-
tosa, se podria establecer el diagndstico en forma epidemioldgica, asi co
mo el ne presentarse la enfermedad en otros animales de pezuiia hendida,
(Leaniz,1971) (1),

Otra enfermedad con la cie.llega a confundirse, es legua azul, la
cual presenta una reaccidn general intensa, con cuadro febril y las le-
slones se localizan en el hocico y en las coronas extendiendose a la mu
cosa bucal, es mds frecuente en los animales adultos que en los lactan-
teé, va acompafiada de una mortalidad elevada y una moxbilidad bdja, lo™
que la diferencia de ectima contagioso (EC)(1,6,19).

lLa fotosensibilizacidn las dermatitis pustulares producidas por'pié
genos (principalmente Staphilococos aureus), también deben ser conside-

radas en el diagnBstico diferencial; en el primer caso las lesiones di-
fusas en las partes de piel no pigmentadas del dorso del hocico y las
orejas son frecuentes, pero estas localizaciones sén poce observadas en
EC: el segundo caso por lo regular se observa en corderos crfados arti-
ficialmente o en situaciones de hacinamiento de los animales, con pobre
condicidn higiénica; generalmente las lesiones tienden a mantener su in
dividualidad y es raro que se formen costras confluentes como en EC (1,
16) . La dermatitis u}cerativa, es una enfermedad poco estudiada, el cua
dro clinico y su agente casual son muy parecidés al de EC, y a vecés-éag
sa confusion en su diagnsstlco (19): se ha,observado que - los dOS‘VifﬂS“f"
se comportan en forma idéntica en distintas pruebas "in vitro", sin éka
bargo en pruebas de proteccidn cruzada, se han encontrado diferenclas r

pero con51derando que no-es raro observar lesiones de ectlma en anlmales
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vacunados, el escaso valor de estas pruebas para ectima y la relacifn en
pruebas de Neutralizacidn y precipitacidn en agar, hacen suponer que es-
ta enfermedad sea provocada por una variante antigénica del virus de EC

(1,20).

Pinalmente %eben incluirse en el diagndstico diferencial a los ca-
pripoxvirus:iviruela ovina y caprina, y papilomatosis. En el caso de las
viruelas las lesiones tienden a mantener su individualidad, no confluyen
y se presentan en toda la piel. En viruela ovina la reaccidn sistémica
es sumamente grave, con mortalidad elevada y con lesiones en drganos ig
ternos. En viruela capr®.u el cuadro es poco intenso, el aspecto de cra
ter de las lesiones de viruela en sus formas tip%cas, es un elemento que
puede ayudar en el diagnéstico clinico. La papilomatosis es una enferme
dad rara en ovinos y caprinos, su baja incidencia y las caracteristicas
de las lesiones se consideran en el diagndstico (1),

Teniendo en cuenta el cuadro clinico y epidemiolfgico de EC, el diag
ndstico clinico es relativamente sencillo, y tambi&n cuando no se presen
tan complicaciones bacterianas y/o parasitarias que lo dificulten. En di
chos casos el diagndstico se camplica y es necesario utilizar otros mé-
todos (pruebas seroldgicas o microscopia), para determinar y confirmar 7
el diagndstico.

Como ya se dijo anteriormente, no existen pruebas serolSgicas conm
fiables y sensibles, para determinar el estado irmmune de los animales afec
tadog con el virus de ectima, lo cual tiene gran repercucidn negativa al
diagnosticar la enfermedad por medio de ellés,'pués*se dificulta-la detec
cidn de Ac en animales gonvalecientes o en pzesuntos portadores, ya gue
los niveles de estos Ac caen rapidamente en 4 o 5 meses posterior a la ex
posicidn del virus (17). ' v SR 4

Sin embargo algunos autores'han tratado de usar diferentes pruebas
seroldgicas para diagndsticar animaies'expuestos airvirﬁé; Sawhney y’co1s.
{1973) reportan la utilizacién de precipitacifn en agar-qel‘para detec-
tar.aptigeno} pero la técnica no resulta lo suficientahente‘sensible pa-
ra détectar Ac énranimales'convaleciéntes.’En estudiéé-de éasos naturales
y experimentales de la enfermedad en OVEjaS, la- prueba de’ £ijacidn de com

plemento pareceria ser el método mas sensxble para detectar antlgeno en
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costras viejas (Romero-Mercado y cols1973) (2); la prueba de seroneutrali-
zacibn a sido una de las mds usadas, pero se considera menos sensible que
la anterior. Recientemente se ha reportado el uso de la prueba de ELISA,
con muy buenos resultados para detectar Ac contra EC, (McKeever,1984) (1).

Se ha empleado fluorescencia directa sobre cultivos celulares infec—
tados con material sospechoso (Erikeson y cols. 1975) e inmunofluorescen-
cia indirecta para detectar la presencia de Ac anti-ectima en el suero de
animales vacunados y expuestos, con resultados aparentemente promisorios,
(1'7).

La inoculacidn de animales susceptibles, fue la primer prueba utili-
zada, para el diagndstico de EC; en la prueba se usaban corderos suscepti
bles, que eran inoculados con el macerado de las costras de animales en-
fermos, para observar en ellos el desarrollo de lesiones. Al mismo tiem—
po, animales inmunizados eran inoculados con el mismo macerado, éstos no
deblan presentar lesiones. Esta prueba tiene varios inconvenientes, prime
ro el mantener animales en aislamiento y el estar seguros de que sean Susc
ceptibles a la enfermedad o resistentes (1,4), ademds de que animales in-
munizados, al ser inoculados con virus activo llegan a presentar lesicnes
(11). La inoculacién por escarificacidn en conejos y perros ha sido reco-
mendada como prueba de confirmacidn diagndstica, ya que de resultar posi-
tiva se pueden descartar las demds etioleogias virales especificas del -
huesped, el inconveniente en el empleo de estas dos especies es su incons
‘tancia en los resultados (1),

El uso de tincidn negativa para microscopia electrdnica, es probable
mente el mitodo més rapido y seguro como diagnbstico de laboratorio; este
método consiste en utilizar el macerado de las costras sospechosas, si es
positiva la muestra es facil detectar las particulas virales por su tama-
fio y morfologia caracteristica; sin embargo, Romero-Mercado y cols, (1973)
sefialan la posibilidad de obtener resultados falsos negativos, al utili-
zar costras extraidas al final del proceso de curacidn, donde el nimerc de
particulas es muy escaso, por lo que es importante la eleccién del tipo de
costras, si se va a usar microscopla electrdnica para confirmar el diagnds
tico (1,2)..

Tanto la-inoculacidn a animales susceptibles como la microscopia elec
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tronica para confirmar el diagndstico (1,2).

Tanto la inoculacidn a animales susceptibles como la microscopia elec
trénica, presentan un importante inconveniente como pruebas diagnbsticas,no
pueden ser empleadas para detectar ahimales portadores.

En dos traba%os y en uno de ellos como comunicacidn persocnal {(2,12),se
seflala la utilizacidn de la intradermoreaccidn como prueba diagnSstica en
ectima.lamentablemente en estos estudios la utilizacidn de la prueba de in-
tradermo, ha sido limitada al diagndstico de animales vacunados o desafia-
dos con el virus activo, trabajando con un nimero reducido de animales y en
un tiempo breve posterior a la vacunacidn, sin haberse utilizado en anima-
les que padecieron la enfermedad naturalmente o que se pueden considerar co

mo portadores del virus después de recuperarse.

10.- TRATAMIENTO:

al ser una enfermedad ocasionada por uh*virug;fél trétamiento resulta
insatisfactorio e impr8ctico, excepto cuando oburreh infecciones secunda-
rias, donde es recomendable la aplicacién de antispticos sobre las heri-
das (2). : 4

Se ha recomendado el uso t8pico de aceites y grasas por sus efectos
germicidas (4), el problema de este tratamiento es que debe aplicarse dia
riamente y su eficacia es discutible ademds de ser imprdctico en rebafios
muy grandes (1). Otros medicamentos tdpicos que se han usado son: solucio
nes de sulfato de cobre al 5%, aplicada en la piel despus de haberse re-
movido las costras; iodo al 7%; solucidn de creosota y fenol al 3% en va-
selina y solucidn de merthiolate al 6%, El usc de antibidticos tdpicos v
sistémicos es vdlido en el caso de complicaciones bacterianas, en el de las
miasis se recomienda usar sustancias larvicidas (2,7). También se ha pro-
puesto el uso diario de unguentos con sustancias vi#ic;das como;la‘ciét-~
hexidina en los puntos de lesidn (1,14). : ) ol ,“ 

Para la aplicacién y realizacidn del tratamlent ‘toplco, se: debe te-

ner en cuenta las siquientes conSLGeraciones-

a) El ectima es una .enfermedad de o la: anlicacion

de tratamientos topicos y la manlpulacion . incrementan las




posibil_idades de contagio para el hombre (Blakemore y cols.1948;Fastier,
1957; Moore,1973 y Hoxtell y cols. 1975)(1). o
b} Las manos de los operarios se convierten en posibles vehfculos pa
ra el virus, al manipular animales sanns para lacalizar y trata;: a?dos-e_n_
fermos (4}, estas*pueden también servir de vehiculos a los géméneé iinvo-,
lucrados en las infecciones secundarias {1,7). '
Por estos riesgos e incomodidades, es preferible y recomendablg eif

controlar la enfermedad en lugar de dar un tratamiento.

11.~ CONTROL Y PROFILAXIS:

Al establecer la eticlogfa de la enfermedad, se emplea como profila_
xis un procedimiento semejante, si no idéntico a la variolizacibén, esta
técnica parece conferir una irmunidad sblida al menos por un afio, v si al
gunos animales enferman la presentacidn del cuadro es generalmente benig-
na {1). En corderos la vacunacién no les afecta, sino que reduce el curso
y la severidad de la enfermedad, y si uso en animales lactantes también es
sequre (2,4,7,16).

Pese a lo anterior no son raras las comunicaciones de brotes de ecti
ma en animales previamente vacunados,Peddie {1950), considera estas fallas
de vacunacidn, como el resultado de una incorrecta administracidn de la va
cuna contra ectima, otra posible explicacidn, es la participacidn de dife-
rentes serotipos; lo cual ha sido rebatido por Buddle y cols. {1984}, al
demostrar proteccidn cruzada con dos cepas, que mostraron diferencias en su
composicidn proteica en geles de poliacrilamida (1,11).

La técnica de variolizacidn se prictica en la mayor parte de los casos
utilizando virus virulente, obtenido a partir de la maceracién de costras
provenientes de cascs de campo, Esta situacidn impide el uso de este pro-
cedimiento en rebanos sin antecedentes de haber padecide la enfermedad (1,
4). La vacunacidn consiste en escarificar una porcidn de la piel sin pelo
o lana (axilas, regidn inginal o cara ventral de la base de la cola) y a=

plicar sobre ella una suspensidn del virus virulente. La vacuna puede ser

comercial o autovacuna, prepara de un macerado suspendida en solucidn sa-

lina, mezelada con una porcidn igual de glicerina, con o sin adicidn de. an-
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tibidticos (2,4,7). Las especificaciones britinicas recomiendan el trata-

miento con &ter, en una relacidn 1:10 de volumen, durante 12 —24 horas a
2-4 °C, y luego de remover el &ter adicionar glicerina en proporcidn del
25% (1,2) En los corderos la administracidén de la vacuna, también es por
escarificacidn.

A la semana deben ser examinados los animales escarificados, para ve
rificar el desarrollo de lesiones tipicas de ectima en la regién del ind-—
culo (1,4). A los 13 dias después de la vacunacidn la inmunidad es comple
ta y la duracidon de esta varia de 6 a 8 wmeses (2,4).

Con excepcibn de una vacuna inactivada con calor, la vacunacibn arri
ba mencionada, no es mis que una infeccidn artificial controlada, en un
lugar donde no le cause molestias al animal. En la prictica la infeccidn
asi desarrollada equivaldrila a la natural posinfeccibn. La inmunidad ad-
quirida por la vacuna INACTIVADA con calor, no es capaz de prevenir la pre
sentacifn de lesiones locales en el punto de escarificacidn con virus vi-
rulento (7).

Se ha visto que la vacuna con virus muerto no tiene valor como agente
inmunizante (2), esto es confirmado por Buddle (1984), al comprobar que la
aplicacidn del virus inactivado (muerto) por calor no vaxria los niveles de
inmunidad protectora en corderos (12). ‘

Se han realizado intentos por reducir o eliminar la virulencia, me-
diante el pasaje del virus en diferentes sistemas (coneije, cultivo celu-
lar de diferente origen}:; en los casos en que se han realizado pruebas de
desafio los virus de pasaje celular parecen ser menos inmunogénicos que
los de origen ovino (1,11}.

schmidt (1967), ha reportado que el tiempo que dura la inmunidad va-
ria segin las zonas afectadas en el animal; en el caso de presentar lesio
nes por reinfeccidn en labios y patas, la inmunidad se prolonga un poco
més, que en los casos donde las lesiones se localizan en genitales, gléﬂ
dula mamaria u otros lugares. El tiempo que dura esta inmunidad no ha si-
do bien establecido, (2).

Dada la presentacion estacional de la enfermedad, la tendencia a ocu
rrir en forma bianual en los hatos con antecedentes y la aparente duracidn
de la inmunidad por un afio despu@s de la vacunacidn, se recomienda vacunar

los hatos en riesgo anualmente, previos a la presentacidon habitual en la
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regidn, pareceria gque es suficiente con inocular los corderos y cabritos
nacidos en el afio, pues se considera que los animales adultos anteriormen
te vacunados continuan reforzando su inmunidad por el contacto con el vi-
rus de campo (1}.

Las vacunas de virus activo preparadas con material costroso son las
de uso mds comun, por su bajo costo de produccidn; las vacunas derivadas

de cultivo celular, tienen resultados promisorios (2).
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1I.~ OBJETIVOS:

El ectima contagioso es una enfermedad poco estudiada, en la descrip

cidn anterior se tocaron temas de los que existe muy poca informacidn, ade
md3s de que en alqunos casos es contradictoria; el estudio de los mecanis-
mos de inmunidad.‘y las pruebas que sirvan para diagnosticar animales expues
tos o libres del virua , forman parte de estos temas.

Actualmente se considera que la respuesta inmune protectora en el ec~
tima contagioso es de tipo celular. Al mismo tiempo se propone la utiliza-
cidn de la intradermoreaccidn como prueba diagndstica para ectima y en la
deteccidn de posibles portadores o animales expuestos; en consecuencia se

proponen los siguientes objetivos:

I) Evaluar el virus de ectima contagioso inactivado por calor
como antigeno, en pruebas de intradermoreaccidn con fines
diagnBsticos en animales que han padecido la enfermedad y
en aguellos que no la han sufrido, pero han estadc expues-
tos.

I1I) Verificar la presencia de respuesta inmune celular, utili-
zando virus de ectima contagioso inactivado por calor en

ovinos y caprinos mediante la inoculacidn intradérmica.-

Considerando lo mencionado por Robinson y cols. (1982) {1}, c'le qué las
particulas 1 o M son las iinicas infectantes, y que las 2 o c representan
viriones dafiados no infectantes y por lo observado en las tinciones nega-
tivas que se realizaron despuds de inactivar el virus der ectima con calor,
se planted un tercer objetivo en este trabajo: i 5

III) Evaluar por microscopia electrdnica con ﬁinéién 'négativa
la relacidn de particulas 1 y 2.en una muestra expuesca .
a diferentes temperaturas (50, 55, Y 60 °C) por distintos
tiempos (0, 15, 30, 45 y 60 m:mutos)
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IIT.- MATERIAL Y METODOS:

1,- VIRUS:
El virus utilizado procede de un macerado de costras de origen caprino,
obtenido en Baja California Sur, previamente liofilizado y envasado en via-

les en unidades de 2 ml , concervadas entre 4 - 10 °C, desde febrero de 1980 .

2.~ INOCULOS: _

Como inbculos se utilizaron los viales de virus liofilizado; reconstitui
dos con 2 ml de medio de mantenimiento para cultivo celular (MEM) adicionado
de antibidticos. En primera instancia fueron tratados por diferentes procedi-
mientos para inactivar el virus, para de €stos, por medio de una prueba pilo-
to, elegir el método de inactivacidén mds adecuado para utilizarlo como antige
no en pruebas de intradermoreaccifn.

Los métodos de inactivacidn empleados fueron: calentamiento en estufa a
70°C por dos horas; inactivacin con una solucidn de formalina con una concen
tracién final de 0.01%; exposicifn a luz ultravioleta durante 72 horas a una
distancia de 7.5 em, con una l&mpara de 1,5 volts. Al mismo tiempo se inocula
rén soluciones controles; MEM solo , otra con 0.01% de formalina y otros se
conservaron con el virus activo. Tambi€n se ensayo un macerado de costras de
pseudoviruela bovina con agua destilada, la cual se dividio en dos soluciones
una de virus activo y la otra inactivodo por calor (70°C durante 2 horas).

A todos los viales se les realizd tincidn negativa, antes y después de
ser sometidos a los diferentes m@todos de inactivacidn, para ser observada al

microscopio electrdnico y verificar de esta forma la presencia de virus.

3.- ANIMALES:

Los animales utilizados para este trabajo fueron ovinos y caprinos de di
ferentes edades y de ranchos con antecedentes conocidos de la enfermedad.
presentado la enfermedad en forma natural, el {iltimo brote en abril de 1985,
ademds se han realizado pruebas de vacunacién y desafio. El mddulo de ovinos
no ha presentado formas clinicas de la enfermedad en los filtimos 5 afios, ca-
be sefialar sin embargo que se encuentran en las mismas instalaciones que el

rebafio caprino, separados por un pasillo de 4 metros de aproximadamente.
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co; rancho ovino de aproximadamente 400 vientres, mds crias, machos y rempla
zos, con un total de 600 aniamles, en los que se presentd un brote severo de
ectima en los primeros meses de 1983, en los aiios siguientes se han presenta
do brotes sucesivos que afectan fundamentalmente a corderos en formas fascia
les de la enfermedad, mientras que algqunas hembras han presentado lesiones

en los pazones .

4.- EXPERIMETOS:

rus que fun-c-;.;n;r_a_ ::-c:zo antigeno al ser inoculado intradérmicamente (ID), se
llevd acabo un pequefic ensayo piloto en ovinos y caprinos de la FES-C. Para
dicho ensayo se utilizaron; 3 corderos de aproximadamente 6 meses de edad y
8 cabritos entre"3 y 6 meses.

Todos los los animales recibieron el mismo tratamiento. En la cara in-
terna del muslo izguierdo, desprovista de pelo y lana, se trazd con un marca
dor una cuadricula de 8 espacios ordenados en parejas en una figura rectangu
lar, en cada cuadro se aplicd un tratamiento ID con la distribucién que se

ilustra en la figura 1:

FIGURA 1. EC + formol. ~—4-formol al 0.01%
PVB activo — t——r——PVB + calor
.~ EC - activo . ¢——1—— EC + calor
control MEM ’ +——{——EC + ULTRAVIOLETA

Donde EC. = ec{:' contag'iosc). y PVB = pseudoviruela bovina.

Los puntnds“de noculacidn fueron examinados diariamentz;.-, durante los sie
te dias siéui‘ept‘e‘:é l:Aa_‘,misma, se midid el difmetro de la zona de eritema y
el espesor d;:ia‘tﬁi'e‘l a las 48 horas posindculo (PI).

b) Prueba a'nivel de hato : Después de elegir ¢l virus inactivado por ca
lor como antfgeno, por los resultados obtenidos en el ensayo piloto, se proce
dié a trabajar con un nlmero mayor de animales. ,107 hembras de 6 meses amis
de 4 afios de edad del rancho Santa Elena, a estos an'imales se les aplic§ ‘MEM
como control y el virus inactivado por calor, a 20 animales se les kre'alki_‘zé :

ademis una prueba para evaluar el antigeno por diluciones logaritmicas, 'aj_:l_j._
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1 2

candopuntos 10~ ', 107 %, 1073y 10—4, por via ID. Se aplicd tambidn la prucba
de intradermoreaccidn a corderos de 3 - 5 meses de edad, gue un mes antes ha
bian sido escarificados con resultados positivos al virus de ectima y anima-
les no escarificados, trabajando un total de 64 corderos, realizando la lec-
tura a las 48 horas, PI.

En el rancho Almaraz, se inocularon 50 caprinos de diferentes edades y
sexo en los que se consideraron: animales lactantes gque nunca han padecido
la enfermedad, ni estuvieron en los brotes naturales reportados en el reba-
no; animales prepuberes y adultos que estuvieron y/o sufrieron la enfermedad
en el dlitimo brote natural vy por diltimo animales procedentes de Celaya, re-
cién ingresados al hato. Del mddulo de ovinos se trabajé con 30 animales, que
comprendian ovinos de diferentes edades y sexo, incluyendo los que fueron ino
culados en el ensayo piloto. Todos los animales fueron inoculados 1ID con vi-
rus inactivado por calor y MEM camo control en la parte interna del muslo iz

quierdo, realizando la lectura a las 48 y 72 horas PI.

5.— HISTOLOGIA DE 1A INTRADERMOREACCION (IDR):

Para evaluar las caracteristicas hitoldgicas de la reaccidn inflamatoria
que ocasiona la inoculacidn ID del virus inactivado por calor, se tomaron biop
sias de cabras y ovinos inoculados con resultados positivos, muestreandose un
total de 16 animales. Se colectaron 10 muestras a las 48 horas y 6 a las 72
horas PI, fijindolas en formalina al 10%; las biopsias se procesaron de acuer
do a la rutina para cortes de parafina y se colorearon con hematoxilina-eosi-

na.

6.~ EVALUACION DE LAS MUESTRAS TRATADAS POR CALOR EN MICROSCOPIA ELECTRONICA:

Para verificar los efectos del calor éobre el virus de ectima y especial
mente sobre lrayrrellacién particula 1 y 2, en muestras calentadas a diferentes
temperaturas; 'se procedi® a reconstituir uno de los viales con 0.5 ml de agua
destilada, a 20°C, se tomb una gota y se realizd la tincidn negativa del mate
rial reconstituido, considerando esta muestra como virus control (tiempo 0).
El resto se dividio en tres tubos de Durhans, para ser calentados a diferentes
temperaturas (50, 55 y 60 °C}, en cada caso se tomd una gota a los 15, 30, 45

y 60 minutos y se realizd tincidn negativa para ser observada al microscopio
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electrfnico y contar en todos los casos el nimero de particulas 1y 2 presen
tes en cada muestra. El conteo de aproximadamente 100 partfculas por muestra,
fue realizado por dos personas en forma separada.

En la técnica de tincidn negativa se utilizaron rejillas cubiertas pre-
viamente con parlodidn. La rejilla se coloecd sobre una gota de la muestra, se
esperaron 5 minutos,se secd durante 20 minutos y para tefiirla se colocd sobre
una gota de Acido fosfotungstato {(pH 7.4-7.6) por 5 minutos mfs y se secd du-
rante otros 20, para poder ser observada al microscopio electrdnico de trans-
misidn, Jeol 100S a 60 Kw.

El andlisis estadistico para los cambios en la relacién particula 1: par
ticula 2, obsexvados en los diferentes tiempos del tratamiento témmico, fue-
ron analizados mediante regresidn lineal y ajustados a un médelo lineal con
transformacidn logaritmica mediante la fOrmula: ¥ = a + b Ln(x), (Snedecor y
Cockan, 1981)(21) donde Y + valor de la relacidn particula 1/ particula 2 y
Ln{x) # logaritmo neperiano del tiempo (minutos). Oon las ecuaciones logradas
para las diferentes temperaturas, se ajustaron las curvas para los cambios de

la relacién particula 1 / particula 2 respecto al tiempo.
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IV.-RESULTADOS :

1.~ PRUEBA PILOTO:

Los resultados obtenidos se resumen en el cuadro 1 , senalando el es-
pesor de la plel’y el difmetrxo del eritema en el punto de inoculacidn. Pa-
ra considerar los puntos positivos se aplicd un criterioc semejante al esta
blecido por Buddle y Pulford (1984) (12}, en el sentido de declarar positi-
vos los puntos en el que el espesor de la piel era el doble del de los pun
tos de control, agregando en la evaluacidn en didmetro de la zona de erite
ma. . .

En la lectura realizada a las 48 horas, los puntos donde se inoculo
MEM y el virus de EC inactivado con luz ultravioleta, no mostraron reac-
cidn, no habia zona de eritema, ni ninguna anomalia palpable, por los que
se omitieron los resultados de EC-ultravioleta en el cuadro, tomande solo
como control los puntos inoculados con MEM.

A la inoculacién del virus inactivade con formalina, solo un cabrito
respondio con una reaccidn severa que perduro hasta el 7mo dfa PI, dos ca
britos resultaron dudosos; en el control de formalina, 3 cabritos y Tncor
dero respondieron a la inoculacidn, en el caso del cabrito 74 la reaccidn
durd los 7 dias PI. ' ‘

En el caso del virus inactivado por calor, 4 cabritos rxesultaron posi
tivos, mientras gue con el virus de PVB calentado solo 2 , incluidos en-los
4 anteriores dieron una respuesta leve positiva. Nlnguno de lus corderos
reacciono con el virus inactivado por calory

En los 3 cordexos y en 2 cabritos, se obserxve reaccidn pqsitiva‘a la
inoculacidn con el virxus activo de EC, y solo 3 animales reaccionaron ’al
virus activo de PVB. Por lo menos en tres de estos casos la reacc1on per—

durd hasta el 7mo dia PI.

2.- PRUEBA'A-NIVEL DE HATO:

La informacidn obtenida en la prueba de IDR apllcada a losuanimales
de los ranchos Almaraz -y-Santa Elena se resumen el los cuadros 2,

5.

En el cuadro 2 v'resumen los resultados de la

v1amente escariflcados y que sufrieron lesxones en el brote<na ural que.
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CUADRO 1 . RESULTADOS DEL ENSAYO PILOTO DE IDR EN CABRITOS Y CORDEROS DEL RANCHO ALMARAZ.

~Cabra

No.

64 -
69 -

74

'86;
.85'

Corderos

No:;

118

M.E.

M.'{ EC + FORMOL
48 hs. 48 hs 74
Esp Esp didm
mm mm mm
1.8 1.8 9.0 -
1.5 2.0 8.0 -
2.0 2,0 - -

15 4.0 - +

1.0 1.0 = =

o200 - -

A3 s - -
: toe - -

1.0 - -
5 -
1.0 - -

FORMOL
48hs 7d
Esp didm
mm mm
3.5 -
1.5 =
2.0 10
1.5 13
21504
10 5
12,0 10
2.5 -
1.5 -
1.0 10 -

EC + CALOR - PVB ACTIVO EC ACTIVO
48hs  7d - 48hs 74 48hs  7d
Esp didm Esp diim Esp didm
mm mm mm mm mm mm

3.a 9.0 - 3.5 10 - 1.8 - =
4.0 12,0 ~. 3.0.10 +

2.5
. 2.0

Horas

‘Medio Esteril de Mantenimiento.
= virus de ectima contagioso.

virus dé pseudoviruela bovina.

s diéﬁétro dél1a>reacdién.;~G,

mm ='milimetros.



afeqté al rebaio, observando que 2 animales que habfan sido positivos a
la escarificacién en marzo de 85 y habian desarrollado lesiones leves
de EC en el brote de abril del 85, resultaron negativos a la IDR aplica
da en febrero del 86, incluyendo 1 que resulto positivo a la IDR en la
prueba piloto de septiembre del 85, en las mismas condiciones 2 resulta
ron dudoso y 4 fueron positivos.

En este cuadro también se observa la respuesta que dieron los ani-
males utilizados en la prueba piloto, que eran cabritos previamente es-
carificados, resultando 4 animales positivos a la IDR, de los cuales 2
habian sido positivos a la escarificaci®n en mayo del 85, y otros 2 pre
sentaron lesiones leves al brote, uno fue dudoso y tres resultaron nega
tivos, el cabrito nlmero 88 nacid después del brote y no fue escarifica
do.

Tanto en el rebaio de ovinos como en el caprino del rancho Ahnaraz
(cuadro 3), las lecturas de la reaccién se realizaron a las 48 y 12 ho-
ras PI, observandose una considerable reduccidon de las reacciéngs posi
tivas a las 72 horas PI. -

En los 2 rebaiios se destaca el hecho de que ninguno de los cabri-
tos de menos de 4 meses (12 animales), ni de los corderos de menos de
3 meses (5 animales), resulto positivo a la prueba.Del rebafio caprino,
en los animales de 9 meses a 5 ahos de edad y que hablan estado presen-
tes er el {iltimo brote de ectima, sclo 18 animales dieron positives a
la IDR de 28 inoculados; de las cabras procedentes de Celaya (recien in
gresadas al hato) solo 3 resultaron positivas de 10 inoculadas. En el
caso de los ovinos, de los aniamles de 1 a 2 anos, 4 resultaron positi-
vos.y- 5 negativos, sin embargo es necesario sefalar que 3 de los anima-
les positivos habfan sido utilizados en la prueba piloto, se cbserva tam
bién en los resultados que las lecturas positivas se incrementaron en
los animales de mds de 2 afios, resultando la mayoria positivos a la ing
culacidn; estos resultados son particularmente interesantes consideran-
do que entre los ovinos no se habfan detectado casos clinicos de EC en
los filtimos afins, ni hablan sido trabajados experimentalmente.

En el rancho Santa Elena (cuadro 4), que ha presentado casos de EC

en forma_sucesiva, en los filtimos afios, las hembras de 6 meses a 1 afio,
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CUADRO 2.

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE IDR EN EC EN
CABRITOS PREVIAMENTE ESCARIFICADOS -

CABRITO ESCARIF BROTE NATURAL ESCARIF IDR IDR
No. 8/3/85 DE EC 8/5/85 8/5/85 8/9/85 15/2/86
62 + + -
63 T++ + -+
64 +4+ -+ + -
66 + -+ +
67 -+ ++ +
68 - 4+ +
69 + -+ +
70 + + -+
84 +++ +
85 + -

86 + +
87 +++ -
88 -
69r + +
74 - ++ -+

Donde: -+ muy leve
+ leve
++ severo

+++ MUy severo
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CURDRO 3.

RESULTADOS DE LA PRUEHA DE IDR EN EL

EDAD DE ANIMALES

No. DE ANIMALES

RANCHO ALMARAZ

LECTURAS EN No. DE:ANIMALES

2 horas

CABRAS

15 dfas a 4 meses: -

9 a 12‘meses;

2 a5aios

3 a5 afios - Ce;aya;

TOTAL:

ovVINOS .
a3 meses
1a 2 afos ..
3 a5 afios

TOTAL:
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CUADRO 4.

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE IDR EN EL
RANCHO SANTA ELENA

EDAD DE ‘ANIMALES No. DE ANIMALES .

OVINOS
6 meses a 1 afo
2 a 3 afios

4 y mayores d ‘4

* ' RESULTADOS DE LA PRUEBA DE IDR EN
- CORDEROS. DEL ‘RANCHO SANTA ELENA-

ANIMALES DE . No. DE ANIMALES  LECTURA EN.
3 a 5 meses de EDAD e L e 48

Corderos escarificados
un mes antes

Corderos NO escarificado
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presentaron lecturas positivas en una proporcidn considerable (34 : 40),
en las de mds de 2 afios las lecturas se realizaron a las 72 horas, a pesar
de esto las lecturas positivas fueron considerables (4} : 67),. En las hem
bras en que se ensayo el uso de las diluciones del antigeno, solo 9 resu1:
taron positivas a la dilucidn 10—1i 5 de estos 9 hasta la 1072, y solo 1
respondio a la dilucidn 1073, el resto (11 animales) fueron negativos a las
diluciones.

En el caso de los corderos que se probaron en este rancho (cuadro 5 ),
39 previamente escarificados con virus vivo de EC, 24 fuexon positivos y
solo 15 negativos, en 25 NO escarificados, 8 resultaron positives y 17 ne-
gativos a la IDR, las diferencias entre estos dos grupos son estadistica-
mente significativas en prueba de x? (5.32), las lecturas se realizaron a

las 48 horas PI.

3.~ HISTOLOGIA DE LA PRUEBA DE IDR:

En las biopsias de las IDR positivas a las 48 horas; se observd en la
dermis un infiltrado abundante de células mononucleares, que se considera~
ron linfocitos por sus caracteristicas morfoldgicas; nliclecs redondos, pic
ndticos con escaso a nulo citoplasma; se encontro ademfs edema congestidn
ligera, se pudo observar acumulos focales de neutrdfilos y eosindfilos dig
persos, en algunos casos incluidos en las luces de las gldndulas sudoripa-
ras. Una de las muestras presentd un infiltrado abundante de polimorfonu-
cleares en la subdermis, con una marcada congestidn.

En las biopsias obtenidas a las 72 horas, la reaccidn vascular (ede-~
ma y congestidn) se vio disminuida, se observd con mayor frecuencia un in
filtrado predominantemente linfocitario en la dexmis, escontraron polimor
fonucleares en la subdermis, siendo muy escascs. En este caso son notables

los eosindfilos en cantidad y tamafio con respecto a los neutrdfilos.

- EVALUACION DE LAS MUESTRAS TRATADAS POR CALOR:

En 1as tiHCLOneS negatlvas que se realizaron a las muestras no trata

das, se pudo constatar que el nimero de partlculas xmpermeables al fosfo-
tugnstato, que,son consideradas 1as“unicas de tipo infectante (Robinson y

cols. 1992) (1), era muy alto, ademds-de no observarse contaminantes bacte
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rianos, virales y / o fingicos; en las muestras tratados por calor, luz UV
y formalina, este tipo de particulas no fue observado y por el contrario
se constatd la presencia de estructuras algo parecidas en tamafio y forma
al virus de EC, pero permeables al fosfotungstateo y sin estructura inter-
na o externa definida, este tipo de estructuras fue observado en muy baje
nimero, considerando la riqueza de particulas infectantes de las muestras
originales.

En el cuadro 6 se resume el conteo de las dos personas, de particu-
las 1, impermeables y de particula 2 permeables.En la muestra a 20°C, to-
mada al tiempo 0, se observd que la cantidad de particulas 1 es muy eleva
do, mientras que las particulas 2 fueron mis escasas (86- 34} (fig. 1}.

En las muestras calentadas a 50°C durante 15, 30 y 45 minutos se ob-
servd que la cantidad de particulas ! se mantenia , mientras que las 2 au
mentaba paulatinamente, a los 60 minutos de exposicidn la cantidad de rax
ticulas 1 y 2 casi se iguald, siendo aln mAs abundante las de tipo 1 (55~
44).

En el caso de las muestras c¢alentadas a 55°C se observd que la can-
tidad de particula 1 ge mantenfa elevada, pero también aumento el nfmerc
de particula 2 entre los 15 y 30 minutos de exposicifn. Allos 45 y 60 mi-
nutos de exposicidn (fig. 2) , el aumento de particula 2 fue mfs evidente,
disminuyendo considerablemente las particulas 1 ( 21-56 y 21-93 respecti-
vamente) .

En las muestras calentadas a 60°C, se encontrd muy disminuide el niG-
mero de particulas er general (1 y 2}, encontrindose un gran nimero de eg
tructuras permeables al fosfotungstato, sin estructura interna o externa
definida, y en ocasiones algo mds grande que el virus infectante, este ti
po de estructuras aumento a los 45 y 60 minutos de exposicidn. En las par
ticulas cvontadas se observa que desde los 15 minutos de exposicidn, el nd
mero de particulas { fue mucho menor que el de particulas 2, que al final
de los 60 minutos llegaron a ser 83 en total.

TEMPERATURA ECUACUINES COEFICIENTES DE
DETERMINACION

50°C ¥ = 2,72 - 0.228 Lalx) 2% 2 0.6
55°€ =277 -0.56 k) x> =-088

60°C €240 -0.603Intx) . x*._o0.07




Los coeficientes de determinacidn, a excepcidn del ajuste para 50°C,
en el modelo utilizado fueron altos. Mediante los coeficientes de regresidn
de las ecuaciones ajustadas, se explica en forma adecuada las diferencias en
el cambio de la relacidn particula 1 / particula 2, estos coeficientes nos
indican que al aumentar la temperatura la reduccifn en la relacién de par-
ticulas 1/2 es mayor por unidad de tiempo, lo gue se observa al graficar los
valores obtenidos en las ecuaciones, que a excepcidn de los de 50°C, los de-
mis forman una curva donde es evidente dicha disminucién (gr&fica 1). Por
otra parte es importante comentar que para las tres curvar obtenidas de las
ecuaciones, el punto de corte en el eje de las Y fue similar y con valores
cercanos al control.
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Fig. 1 .- particulas de tipo 1; impermeables al fosfotungstato, se observa

claramente el filamento de superficie, 35 000 X, O minutos 20°C.

Fig. 2 .- Particulas de tipo 2; permeables al fosfotungstato, se aprecia
la estructura intexna del virus y sus cubiertas,35 000 X, 60 mi

nutos 55°C.
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CURDRO 6.

RESULTADOS DEL CONTEO DE LAS

MUESTRAS TRATADAS CON CALOR

TIEMPO JOBSERVADOR 1 | OBSERVADOR 2 ] TOTAL RELACION P | TRATAMIENTO
Minutos | P1 P2 P1 P2 Pl P2 1/2 Temperatura
0 38 19 86 34 2.53 20°c

48 15

ig




RELACION P 1/2

y
3.0y
2.5
2.0 4
“50°¢
1.54
1‘04
550¢
0.5 4
0 e L A 2 4 Xr1eupo

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 55 60 HINUTOS

GRAFICA 1 .- RELACION PARTICULA 1/2 CON VALORES AJUSTADOS A ECUACIONES
DE MODELO LINEAL.

VALORES REALES DE LA RELACION
PARTICULA 1/2.

% 20°C

+ 50°C

o 55°C

X 60°C
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V .- DISCUSTION:

1.~ EXPERIMENTO PILOTQ:

A pesar de que el niimero de animalaes utilizados en el experimento pi
loto fue muy reducido (11}, se pudo apreciar en 13s resultados que la inac
tivacidén del virus por calor, fue el que mejor actividad antigénica mostrd
en la prueba de IDR (4 de 7 animales inoculados), es necesario recordar --
que de los 11 animales inoculados en 4 (3 ovinos y 1 cabrito) no se espera
ba respuesta, ya que no habian tenido contacto con la enfermedad, de esta
forma se confirm® la efectividad del virus inactivado por calor, al ser --
utilizado como antigeno en pruebas de IDR, lo cual ya habia sido observado
por Buddle y Puliord (1984). En los otros métodos ensayados para inactivar
el virus de EC (formalina y luz ultravioleta), se observd que solc un ani-
mal respondid a la inoculacidn del virus-formalina y ninguno a la de virus
ultravioleta; en el primer caso , la reaccibén perdurd hasta el 7mo dia PI
y los tres animales que resultaron positivos a la inoculacidn del control
de formalina, hacen suponer que la respuesta se debio principalmente a una
reaccidn irritativa y no a una de hipersensibilidad retardada, a pesar de
lo anterior, este método de inactivacidn del virus para usarlo comoe anti-
geno, no debe ser descartado por completo sin antes realizar otras prue-
bas, ya que posiblemente la concentracidén utilizada de formalina fue muy
alta provocando irritacidn en el punto de inoculacidn, quizis sometien-
do la muestra a una menor concentracidn de formalima o a un proceso de
dialisis se reduciria este problema.

La falta de respuesta a la inoculacidn del virus-ultravioleta, com-
prueba lo sefialado por Sawhney (1972){10), en la eficacia de las radiacic
nes de luz ultravioleta para inactivar (matar) el virus de ectima.

La reaccidn a la inoculacidn de virus active de ectima, parece ser
provocada principalmente por la actividad viral en el tejido sobre el pun
to de inoculacidn, lo que ocasiond una respuesta inflamatoria mis prolon-
gada (hasta el 7mo dia PI), ocurriendo de igual forma para los puntos ino
culados con PVB activo, (3 positivos de 11 inoculades), lo que sugiexe -
que el virus de PVB es capaz de multiplicarse en los tejidos ovinos Y,,F.a. ‘o
prinos; éstga obse:vaq‘isn;,pédria reforzar los planteamientos en torno - al
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parentezco de estos virus y la posible evolucibn de este género yixal (Wi_
ttek y cols., 1979 y Wittek y cols.1980) (1).

Dos de los cuatro animales que respondieron a la inoculacifn de virus
de EC-calor, también respondieron a la de PVB-calor, lo que podria apoyar
el parentezco entre estos dos virus en pruebas seroldgicas (immunodifusidn
Huck,1966 y Papadopoulos y cols.,.1968; y seroneutralizacidn, Huck,1966) (1).
La relacidn antigénica entre los parapox es de tal magnitud que se conside
ra inadecuado reconocer a las especies de este género viral mediante prue
bas de neutralizacidn o de fluorescencia, las pruebas de andlisis de geno
ma con enzimas de restriccidn e hibridacidn, confirman las estrechas reli
ciones entre estos virus que comparten una buena parte del genoma (Gass-
mann y cols. 1985) (1).

Pese a lo anterior, la relacidn entre estos dos virus, debe ser con
siderada con reserva, por lc menos en lo que se refiere a pruebas de IDR,
va que el niimexo de animales utilizados fue muy reducido, como también
las respuestas positivas.

2.~ PRUEBA A NIVEL DE HATO:

En la prueba a nivel de hato el 67.6 % de los animales adultos fueron
positivos a la inoculacién ID de EC-calor. Siendo particularmente intere-
santes los resultados obtenidos en el mddulo ovino del rancho Almaraz, don
de no se esperaba un niimero de positivos tan alto; 19 animales de 25 ino-
culados, ya que estos animales no han tenido antecedentes de haber sufri-
do la enfermedad, pero si de haber estado expuestos al virus. Esto demues
tra que la inoculacidn intrad@rmica de virus-calor, puede diagnosticar -
animales expuestos al virus sin que hayan padecido la enfermedad en forma
clinica. Los resultaods negativos gque se obtuvieron en este rancho en el
modulo de ovinos y principalmente en el de cabras, y en los ovinos del ran
cho Santa Elena, ponen en duda el uso de esta prueba para detectar en for
ma individual animales que hayan padecido la enfermedad o que han estado
expuestos al virus, en el primer caso tanto en las cabras como en los ovi
nos del Santa Elena, se han presentédo en forma natural brotes de ectima,
afectando casi al total de los animales. o

En la discusidn anterior no se incluyeron los animales menores de 5
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meses, ya que en caso de los cabritos y los corderos del rancho Almarag ,
todos fueron negatives a la IDR, lo cual era de esperarse al tener en cuen
ta que por Su corta edad estos animales no habian estado expuestos al vi-
rus, ni alos brotes de ectima en el caso de los cabritos ni en trabajos ex
perimentales . Bn los corderos del rancho Santa Elena, se pudo apreciar -
que los animales escarificados un mes antes, presentaron un nimero mayor
de positives que los no escarificados, dando una diferencia estadisticamen
te significativa en prueba de x2 (X2 = 5.32); sin embargo, la prueba de
IDR presentd ciertas inrreqularidades, al dar negativos y positivos en los
dos grupos) gsto concuerda también con lo observado en los cabritos del Al
maraz, en los que de 14 animales escarificados, 4 resultaron negativos a
la prueba. Lo anterior pone en duda lo propuesto por Buddle y Pulford (1984)
y Robinson y Balassu (1981) , en usar la prueba de IDR para evaluar el es
tado inmune individual de los animales antes y despuds de la vacunacidn ,
a pesar de esto no se invalida el uso de la prueba para este fin, ya que
las inrregularidades pueden ser cubiertas al muestrear un nlmero mayor de
animales.

Debido a estas observaciones se puede considerar que la prueba de IDR
utilizando como antigeno virus inactivado por calor, es {itil y suficiente-
mente sensible a nivel de hato, para diagnosticar hatos gque han sufrido la
enfermedad o que han estado expuestos al virus incluso en situaciones de
"vacunacidn".

Las caracteristicas de los elementos encontrados en el estudio histo
patoldgicos del exudado de las diferentes biopsias, concuerda con lo que
se considera una reaccidn tipica de hipersensibilidad retardada tipo IV,
la cual corresponde a una respuesta de inmunidad mediada por células, apo
yado también por el tiempo de duracidn de la reaccidn (48 a 72 horas) pos
inoculacidn. _

Respecto al uso del antigeno (EC-calor) diluido, aparentemente no did
muy buenos resultados, ya'que de 20 animalesfinbcu;édos, solo 9 respondie
ron a la dilucibn 101 y.solo.1 hasta;la.ld"§, akpesag,de esto. se puede
considerar qu el liofilizado utilizadortiéﬁe iaisuficienté cantidad de vi
rus infectante, que al ser inactivado y‘diiﬁido"en base" 10, contiene la
cantidad de antigeno necesaria pafakpfdﬁGééffﬁna'féépuesta al ser inocula
do ID.
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Las tinciones negativas de muestras calentadas revelaron al conteo
la disminucibn de particulas 1 infectantes, y el aumento paulatino de par
ticulas 2 no infectantes, al ser expuestas las muestras a 50, 55 y 60°C
por diferentes tiempos. El modelo utilizado, para el ajuste de las egua-
ciones, permite ®xplicar en forma adecuada las diferencias en el cambio
de la relacidn particula 1 / particula 2. Los coeficientes de regresidn
nos indican que al aumentar la temperatura la reduccién de la relacidn -
particula 1 / particula 2 es mayor por unidad de tiempo. Los coeficientes
de determinacidn, a excepcifn del ajuste para 50°C, fueron altos, es im-
portante y necesario camentar que el punto de corte con el eje de las Y
fue similar para las tres ecuaciones y con valores cercanos al control.

La caida en la relacién particula 1 / particula 2, se hace evidente :
a los 60°C desde antes de los 15 minutos de exposicidn, lo que nos indi-
caria que a una mayor temperatura (70°C, temperatura usada para inactivar
el virus en este trabajo) la caida de particulas 1 seria total desde el
inicio del tratamiento. Considerando lo propuesto por Robinson y cols. ,
1982, de que las particulas 1 son las inicas de tipo infectante y por los
resultados obtenidos en este trabajo se confirma lo observado por Aynaud
(1924), sawhney (1972) y Buddle y cols (1984) en la pérdida de infectivi-
dad del virus tanto para cultivo celular como para animales susceptibles,
al ser sometido a un tratamiento de temperatura mayor de 55°C por mas de
una hora de exposicidn.

Si se consideran validas las observaciones de Robinson y cols. (1982)
respecto a la pérdida de infectividad de la particula 2; y las de Buddle y
Pulford,(1é84),éﬁ'qué un tratamiento a 65°C por una hora inactiva el virus
de ectﬁna{,laé curvas confeccionadas en este trabajo, permiten con una muy
razonable aproximacién predecir la capacidad infectante de una muestra inac
tivadaktogal'byparciaﬁnente por calor.
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