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Abstract.

fhe tochniques of Gel Difussion (GD), Counter imnunoel ectro-
resis (CTE), and Imaunoelectron Microscopy (1EM) were used tu
examine the antigenic relations of 37 ovine and caprinoe
Contanious Ecthyma Views (CEV) str @ihce obtained from Jif Ferent
auntbrealks in Merico, one Bobine FPapul ar Stomatibiz Vieazn (GPRY
strain, one Milker®: Node Yirus (NY) rain, and one (el pos
Virus (APV)Y strain. n the GBD and C techniques, the viruses
reacted with an Hyperimmupe rabbilt Serm (H18), made with onhe
caprine CEY strain (standard straim . The HIS reacted with the
standard slrain and determiated three precipitation liney in tlne
6D and CIE bechpigue The MY strain., BFSY sbtrain, and bhe
3 ndard sbrain of CEY showed one identity Jipe when thoy reacted
ith the MIS. Three CEV sbtrains showod bwo identilty lines with
asbandard strain and five CEV strains showed only one ddentity
line with tt. The results ebtained by &G0 and GIE bechaiques seem
to confirg some anligenic homogenaity in the parape id in
tledico, pyvon in strains uf different specips,  With e TME
Lethmique there vere not found dif fer ences betuwsen the parapos
clrains, bBecavwe Lhere ware observed partidles with and without
anltibhady coats 1n the same strain.

Uzing polvacrilamide gels, there were made the elecbrophoretic
runs of 15 ovine and caprine CEY straing, one of Lhe MNY stirarn,
and one of the DPSY cbrain sunpensions. In seven strains it owas
clso mace immunoblotting using bthe HIG.  The nunber of  oblained
proteins was between 4 and 12 depending an Lhe strain. Tuny
probeins, one of 55 kd and the otiher of 7.5 kd wers commun to all
ains, one Of 17 kd was obseved in 14 sfrains, ather af 35 kd
iy 10 strains and another of 15 kd in 6 strains. Tl bovine MRV
ard BPSY strains showed in commen with the CEV strains the S, 07,
il P.0 ko proteins,

Tie the dwmanublocting Lechni que used in six CEV streains and the
LY strain. khe2 recognized proteins by the HIS wersz in the canas
w63 to ki, Thpee proteins probably ceorrespond to tho
surface antigens, particularly of the filawment. The 3% and 991 kd
proteins enere recognized by the HIS and in the electroghoretic
FUnG Werse comman to parapoi. The results confirm the relation
neotuwesn CEV and huvine viruses sirains. even Tor antigens that
imulate antibody respanse.




REBUMEN

Se examinaron mediante las técnicas de
inmunodifusién (IDD}, contrainmunoelectroforesis (CIE),e
inmunomicroscopia electrénica las relaciones antigénicas
de 32 cepas de ectima contagioso (EC) de origen ovino y
caprino, obtenidas de diferentes brotes en México,
incluyéndose ademéds una muestra de Estomatitis papular
bovina (EPB}, una de Pseudoviruela Bovina (PVB) y una
de viruela de paloma. Por las técnicas de IDD y CIE, los
virus reaccionaron con un suer¢ hiperinmune de conejo
{SHI}, elaborade con una cepa de orfgen caprino de EC,
(cepa patrén). E1 SHI reacciond c¢on la cepa patrén, y
determind tres lineas de precipitacidn en IDD y CIE.
Las cepas de PVB, EPB Yy la cepa patrén de EC
presentaron una linea de identidad al reacc¢ionar con el
SHI. Tres muestras de EC evidenclaron dos lineas de
identidad ¢on la cepa patrdn y cince una scla linea con
ésta. Los resultados obtenidos por IDD y CILE, parecen
confirmar cierta homdgeneidad antigénica en los virus
del género parapoxviridae (parapox) en México, incluse
entre cepas de distintas especies. Sin embargo por la
técnica de inmunomicroscopifa electrénica, no se
encontraron diferencias entre cepas de parapox, pues
dentro de la misma muestra se observaron particulas con
corela y sin corela de anticuerpos.

Utilizando geles de poliacrilamida se realizaron
las corridas electroforéticas de suspensiones de 15
cepas de EC, de origen ovino y caprino, una de PVB, y
una EPB, En siete muestras se realizé ademés
inmunotransferencia empleandoe SHI. El nGmero de
proteinas obtenidas varié de 4 a 12 segin la cepa, dos
proteinas, una de 55 Kd y otra de 9.5 Kd fueron comunes
a todas las cepas, una de 17 Kd se- observé en 12 cepas,
una de 35 Kd en 10 cepas y una de 15 Kd en 8 cepas. Las
cepas bovinas de PVB y EPB presentaron en comin con las
cepas de EC las proteinas de de 55, 17 y 9.5 Kd.

Por la técnica de inmunctransferencia realizada a 6
cepas de EC, y una de PVB, las proteinas reconocidas por
SHI, se localizan en el rango de 63 Kd a 25 Kd; estos
proteinas corresponden probablemente a los antigenos
de superficie, particularmente de filamento; las
proteinas de 55 y 54 Kd son proteinas que reconocid el
SHI y que en los patrones electroforéticos fueron
comunes al género de parapox. Los resultados confirman
la relacién existente entre cepas de EC y con los virus
bovinos, incluso para antigenos que estimulan respuestas
de anticuerpos.
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INTRODUCCION
Parapoxvirus (paravaccinia).

I.1- Taxonomia:

De acuerde al tercer reporte del
Ccomité Internacional de taxonomia viral (Matthews,
1982), los virus de ectima contagioso
(sindnimos: virus de ORF, virus de Aermatitis
pustular contagiosa}, estomatitis papular bovina
(sindnimos virus de estomatitis papuleosa} y virus
de la pseudoviruela bovina (Sindnimos: virus de
pseudocowpox , nddulo del ordefiador) son
considerados dentro del género parapoxvirus. Todos
los virus del género son capaces de producir
lesiones al hombre, caracterizadas bisicamente por
la formacién de pdpulas, vesiculas y pistulas
pruriginosas, principalmente en las extremidades
superiores, que en casos excepcionales pueden
llegar a ser incapacitantes -(Robinson y Peterson,
1983 ; Gassmann y Wittek 1985).

El comité Internacional, clasificé a este
genero como miembro de Familia POXVIRIDAE,
subfamilia Chordopoxviridae, género parapoxvirus;
(cada género se establecid segfin sus antigenos
comunes, ademds del antigeno nucléoproteico com@n a
todes los Poxvirus, y por su capacidad de
recombinarse gené&ticamente); ademds sefiala como

caracteristicas comunes al género: .el prasentar ADN



doble cadena, peso molecular de 85x10% viriones
ovoides de 220~300 nm x 140-170 nm , con cubierta
externa y la presencia caracteristica de un
filamento externo grueso, ordenado en una espiral
regular, con lo que adgquieren una morfologia muy
particular al ser observados en microscopia
electrébnica. (Matthews, 1982).

La simetria de la capside es compleja y la
envoltura de naturaleza lipoproteica. Se multiplica
y madura en el citoplasma de la célula animal (a
diferencia de otros virus ADN) y las particulas
maduras se liberan por brote o por ruptura célular.

El contenide de guanina-citosina varia de 35%
a 403%; forman cuerpos de inclusién
intracitoplasmiticos observables con el
microscopio éptico, en preparaciones tefiidas con
hematoxilina eosina; y en el microscépio
alectrénico se puede visualizar se forma
estructural tipica, los miembros de este‘género
muestran reaccidn cruzada, y las células infectadas
no producen hemaglutinina. Los virus pueden

infectar al hombre., (Mattews, 1982),

I-2. Morfologia;
La morfologia y estructura de
los distintos integrantes del género parapoxvirus,

no permite establecer diferencias distintivas entre



ellos a la observacién de microscopia electrénica,
{Nagington y cols. 1965 y 1967, Peters y cols.
1964), aungue si es lo suficientemente particular,
para distinguirlos de los demds géneros de la
familia poxviridae (Peters y cols., 1964).

La observacién del virus con tincién
negativa utilizando 4cido fosfotingstico, permite
distinguir dos tipos diferentes de particulas: unas
impermeables al fosfotungstdto y de superficie
estriada, formas M 6 tipo 1; y otras permeables
al fosfotungstdto en las gue se puede apreciar el
nucleoide y las complejas cubiertas del virus, de
superficie lisa y generalmente de mayor tamafo
que las primeras, formas C o tipo 2. La presencia
de estos dos tipos de particulas en las muestras
de tinecién negativa, es un elemento comGn a toda
la famjilia poxviridae, (Peters y cols., 19G4;
Mitchiner ,1969).

El uso de gradientes 25-50% de ditrizoato de
sodio, permite separar en dos bandas los dos tipos
de particulas., La banda mas nitida y densa
corresponde a las particulas de tipo 1(M),
mientras que las particulas tipo_z(c) aparecen en
una segunda banda por debajo de la primera en
forma difusa; su diferente densidad ha sidoe
interpretada como una consecuencia de la diferente

permeabilidad de las particulas al material del



gradiente. Mientras gue las particulas de tipo 1
conservan infectividad, las del tipo 2 parecen
corresponder a viriones dafados, no infectantes, lo
que permitirfia explicar su permeabilidad al
fosfotungstdto, (Robinson y cols., 1982); pero el
interpretar a las particulas de tipo 2 como
viriones dafiados, no parece en principioc una idea
refiida con las observaciones anteriocres.

En las formas M, se aprecia en forma
caracteristica la presencia de una estructura
"filamentosa" gue rodea a la particula viral y le
confieren, por su particular disposicidn, el
aspecto de " ovillo " gue distingue a este género
viral. El espesor de este filamente ha sido
estimado en 8-12 nm (Paters y cols. 1964 Nagington
y cols 1965), mientras que su longitud ha sido
calculada en 8-10 micras, en funcidén de los modelos
propuestos por Nagington y cols. en 1965. En los
modelos construidos para explicar el ordenamiento
del filamentos, de acuerdo con las cbservaciones
de microscopla electrédnica, este se orienta en
forma paralela entre si y oblicua de acuerdo al
eje mayor de la particula, {(Nagington y cols.,
1965) . v

Las formas M y su filamento se observan en
mayor proporcidn y con méas claridad, cuando 1la

tincién con fosfotungstiato se realiza a pH &cido o



neutro, mientras dque con pH alecalino de;mas de

10.5, se favorece la observacion de particﬁlas Cy
en consecuencia de las estructuras interpas de la
partficula, (Peter y cols, 1964; Nagington y cols
1965; Mitchiner 196%). En estos casos se di?tingue

un cuerpo interno compuesto por tres filamentos de

aspecto tubular, de 1800 A de large u unos 300 A de
ancho. Esta tripleta se presenta rodeada ?e una

matriz densa y ocasionalmente con forma de S al
ensancharse en los extremos. Entre las prﬁteinas
periféricas y la cubierta viral se puede distinguir
una doble estructura densa ( Peters y cols. 1964;

Nagington y cols 1965).

El uso de enzimas de restriccién en el
andlisis del ADN de los parapox, ha dem&strado
adgmés de sus cualidades fisicoquimicas, la
existencia de una considerable heterogénicidadq
antre las muestras de diferente origen, o atn entre
las gue ciendo del mismo origen difieren en el
nimero de pases celulares recibidos. (Wittek y
cols., 19280; Robinson y cols. 1982).

El1 virus de Estomatitis papular bovina
contiene un 90% de proteina, lipidos en un 5%, DNA
3%, pero para los otros miembros del jénero
parapoxvirus (ectima contagioso y Pseudoviruela
bovina) no se han realizado estudios respecto a la

composicién proteica.



En el virus de ectima contagioso, el uso de
electroféresis en poliacrilamida ha permitido
separar nitidamente wunos 40 polipéptidos, con
pesos moleculares distribuideos entre 10,000 y
200.000, estas corridas comparadas en iguales
condiciones con vacuna (vaccinia), son claramente
diferentes en su composicién en cuanto a cantidad
y tamafo de los polipéptidos detectados. En este
mismo estudie, el uso combinado de microscopia
electrénica c¢on las corridas del gel, permite
identificar a una proteina de 45000 dalton (45K},
como el probable componente estructural de los
filamentos que rodean a las particulas, (Thomas y
cols 1980).

Mediante el uso combinado de solventes y
distintos sistemas enzimdticos (tripsina,
quimiotripsina, DNAsa, lipasa, y fosfeolipasa A),
Mitchiner (1969), propuso dqué la cubierta externa
del virus es de naturaleza proteo-~lipidica,
mientras que la interna parece estar conformada
predominantemente por proteinas, aunque quizés
también asociadas a fosfolipidos y triglicéridos,
de acuerdo con estos estudios, ellautor propone un

posible medelo de ordenamiento molecular.



Es poca la informacion
disponible que permita componer un modeio de replicacién
para los parapox, dada la ausencia de trabajos a nivel
bioquimices o molecular.

Thomas y cols. (1980), utilizando el virus de la
estomatitis papular bovina, aporta algo de informacién
en este sentido. Utilizando timidina tritiada los
autores demuestran el inicioc de sintesis de ADN viral 4-
8 horas PI, al mismo tiempo que se bloguea la sintesis
de DNA celular, esta actividad se prolonga hasta las 30-
36 horas PI. La sedimentacidén conjunta de particulas de
metionina marcadas con azufre 35 y timidina tritiada,
como indicadores de particulas virales de nueva
formacidén se inicia a las 20-24 horas PI y esto
coincide cen las observaciones de microscopia
electrénica. Pese a lo anterior Pospischil y Bachmann
(1980), comunican la observaciép de particulas maduras
de ectima a las 16 horas PI.

Plowright v cols, (1959), titulando el schrenadante
de cultivos celulares, detecta un incremento del titule
a partir de las 8~12 horas PI y delimitaq de esta manera
el periodo de "eclipse" del virus de ectima.

Dhaval Kumar y Pickup (1989) al estudiar las fallas
de la replicacidn de los poxvirus, encuentran que el gen

viral esta transcripto por una RNA polimerasa



dependiente de DNA; y esta enzima esta formada por
siete stbunidades, cuyas masas estan estimadas entre:
147, 1306, 73, 37, 23, 22, y 20 Xd, las cuales son muy
sinilares a las de la polimerasa de eucariotes. Debido a
la acesibilidad de los genes de Poxvirus y su relativa
simplicidad en los sistemas transcripcionales, estos son
estudiados como modelo en el estudio de las subunidades
de la RNA polimerasa.

Dhaval y cols (1989), al estudiar el gen disignado
rpo 132 de los parapox virus,localizado en la segunda
subunidad de la enzima RNA-polimerasa, esta formado por
una subunidad de la enzima viral de RNA polimerasa
dependiente de DNA, que en el ciclo de multiplicacién
viral en la transcripcién presenta dns sitios
transcripcicnales, uno operativo tardio y otro operativo
temprano; siendo interesante la presencia de la
secuencia §'-TTTTTAT-3", en la regién del codén del gen
rpo 132; esta secuencla puede ser la responsable de la
prematura terminacitén en la transcripcién temparana del
gen; y al parecer esta involicrada en procesos de
reconccimiento del promotor, unién al substrato y
elongacién de la cadena de RNA (Glass y cols, 1986;
Godovikova 1987, Hanggi 1986; citados por Dhaval y cols.
1989) gran subunidad de Db{A-dependiente de RHA
polimerasa viral, es el gene designado rpo 132 de los
capripo¥virus; el cual es transcripto a través del cicle

de multiplicacién viral, presentando dos sitios



transcripcionales: uno operativo tardio y otro es
operativo temprano y tardic al mismo tiempo.

Los estudiocs de ultraestructura sefalan una muy
clara similitud entre las imdgenes de replicacidn de
los parapox y el virus de vacuna (vaceinia perteneciente
al género de orthopoxvirus)., Este tGltimo ha sido
ampliamente wutilizado como modelo en los estudios de
replicacién para los parapox. La sintezis de ADN en
vacuna se inicia a las 1.5-2 horas PI y las particulas
de nueva formacidén son detectables a las 6 horas,
(Fenner y cols., 1974). De seguir estos mismos patrones
' de replicacién los parapox serian en consecuencia "més

lentos" que vacuna.

I.4. BSerotipos y/o Biotipos

Diferentes elementos apoyan la posibilidad de la
existencia de serotipos y/o biotipos de estos virus.
Los primeros trabajos en este sentido, utilizando
pruecbas de protecciédn cruzada en ovinos vacunados y
susceptibles, demostraron la identidad entre cepas de
origen inglés y australiano, (Seddon y McGrath 1931
citados por Sawnwy, 1966b) y en tres muestras de origen
francés, inglés y californiaﬁo, Glover 1933 (citado por
Wittek R; y cols 1980) reconoce en su trabajo, que los
resultados obtenidos al comparar las muestras de cabras
chipriotas, no fueron concluyentes respecto a su

identidad inmune con las muestras ovinas. .Sin embargo



Horgan y Hasseb 1947 (citado por Hussain y cols.; 1989)
examinaron una serie de cepas y encuentran gue algunas
cepas son inmunolégicamente idénticas mientras que
otras aparecen relativamente poco diferentes; por lc que
concluyen que las diferencias seroldgicas son minimas.

La multiplicacion del virus en membrana
corioalantoidea es incostante y pudiera depender de las
cepas empleadas. El virus de ORF no crece normalmente en
membrana coricalanteoidea, algunas cepas producen focos
sobre la membrana coricalanteoidea y otras ne lo
producen, Y se pierden después de tres pases
consecutiveos en embrién de polle. (Lyelland y Miles
1950, Greig 1956, Abdussalam 1957; citados por Nagington
1961). El virus de ectima contagioso no produce lesiones
en ratén, conejo y cuye. (Naginton 1961) v

En sus intentos por establecer diferencias y
semejanzas entre ectima contagioso y dermatitis
ulcerativa ovina, Trueblood (1966), concluye gue
probablemente se trata del mismo virus con variantes
antigénicas en cada enfermedad. Pese a gue en trabajos
anteriores habia conclulde que se trataba de diferentes
virus, por no presentarse proteccién cruzada, (Trueblood
y cols., 1963}.

Posteriormente Sawhney (1966), éomparé los
diferentes aislamientos de ectima contagioso con
neutralizacidn y proteccién cruzada y demuestra la

existencia de diferencias antigénicas entre lo que

10



considera corresponden a dos grupos de diferente origen
geogrdfico, por un lado una cepa Inglesa y una Balgara
Yy en el otro una Rumana con una Checoslavaca. De las
cepas ensayadas solo la Inglesa y la Bilgara forman
cuerpos de inclusién; sefialando la posible existencia
de wuna gran variabilidad antigénica entre las cepas de
campo.

Nagington en 1968, encuentra gue algunas cepas son
capaces de crecer en un amplio rango de células de
cultivo primario;y al ser examinadas durante los
primeros pases en cultiveo celular, pierden especificidad
para las células de borrego y se multiplican en células
heter6logas de origen humano,esta poca especificidad
también fue encontrada en ceras de borregos, que habian
producido infeccién natural en humanos, lo que sugiere
la pérdida de especificidad de la cepa procedente de
infeccidén humana.

Corrobhorando esto Liebermann 1966 (citado por
Wittek 1980) menciona que después dec una gerie de pases
en cultivo celular la mayorfa de cepas de ectima
contagioso, tlenen poca especificidad para células de
borrego y parecen tan heterogéneas como las procedentes
de lesiones gue aparecen en humano.(Liebermann 1966
citado por Wittek 1980). ‘

En similar situacién, Precausta y Stellman (1973)
estudiando cuatro aislamientos de origen Francés y uno

de origen Irani; encuentran gue una de las cepas

11



Francesas presenta un subtipo antigénicamente diferente
a los otros tres de origen Francés; consideran gue es
posible establecer por lo menos dos subtipos del virus,
aungue con importantes parentescos antigénicos entre
ellos.

Wittek, y cols. (1980); estudian seis muestras de
estomatitis papular bovina y tres muestras de ORF, y
realizan la comparacién por cerologfa y analisis de DNA
tratado con enzimas de restriccién. El estudio de la
cinética de neutralizacién reveld gran reactividad
cruzada entre las cepas, pero no permitidé una
clasificacién y mientras que el andlisis de DNA por
enzimas de restriccién reveld la existencia de estrechas
relaciones entre cepas de estomatitis papular y ORI y
tres grupos muy heterogénecs, luego de 137 pases en
cultivo celular.

Ademds Buddle y cols. (1984), mencionan 1a
ausencia de inmunidad cruzada en pruebas dno
seroneutralizacién; coh diferentes cepas de ectima
caontagioso.

Las aparentes contradicciones entre los resultados
presentados por Seddon, McGrath y Glover(1932), (citados
por Wittek 1980) con los de Sawhney, ¥ cols. (1966);
pese a las distancias geogréficas extremas de las cepas
ensayadas por los primeros, contra las comparativamente
cercanas de los segundos, quizds pueda explicarse

considerando el origen migratorio comin de los ovinos
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ingleses, americanos y australianos. Debe considerarse
ademds el hecho de gue la seroneutralizacién puede
revelar diferencias antigénicas sutiles, no detectables
por la prﬁebas de proteccién cruzada.

Hussain y Burger (1989), estudiando propiedades
biolégicas, comparan diferentes aislamientos de ectima
contagioso: por la morfologia de las placas gue
producen, habilidad a inducir vesiculas en piel y
caracteristicas en la curva de crecimiento in wvive, por
muestreo secuencial de lesiones en piel producicas en
cuatro borregos y una cabra. Al replicarse e: 2&lulas
vero, los virus exhibieron similares pardmetros de
crecimiento, pero fueron distinguibles unos de otros en
bhase a la morfologia presentada en placas liticas en
células, in vivo los periocdos de latencia fueron de 48
hrs y estos virus variaron en su habilidad a inducir
vesiculas.

Incluso se ha sugerido la posibilidad de gue en una
misma costra procedente de un animal enfermo, puedan
encontrarse dos cepas virales distintas en diferente
proporecién, (Robinson y cols. 1982). De confirmarse esta
presuncidn, seria posible que el pasaje por cultives
celulares ejerciera un efecto selectivo sobre una cepa
contra la otra, modificindose en esta forma las
proporciones originales, sin gue necesariamente se
hubieran modificado las cualidades antigénicas del virus

original.
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Todo lo anterior sin embargo, obliga a suponer que
el uso de técnicas, cada vez mds sensibles, para
detectar las variaciones entre muestras de un mismo
virus, determine en un futuro inmediate el dejar de
considerar a los virus como estructuras genéticamente
estables, o por los menos, mucho menos estables de lo
que se consideran actualmente.

I.5. Relacién entre Parapoxvirus.

La clasificacién de los virus representantes dentro
del géneroc parapox, es materia de controversia.
Nagington v cols.(1968), propuso una clasificacién de
acuerdo a la historia clinica y origen de la cepa ovina
y bovina, incluso aislamiento de cepas humanas; lo cual
fue muy cuestionable, por los reportes de infeccidn
cruzada y serolegia cruzada entre cepas de distinta
procedencia.

Wittek en 1980, al estudiar diferentes cepas de
estomatitis papular bovina y virus de ectima por
andlisis de DNA con endonucleasas de restriecion,
encontrd gran heterogenicidad genética entre las cepas
de ectima, sin embargo, encuentra gque existe una gran
relacién entre los patrones de migracién de algunos
polipéptidos obtenidos, con cepas de ectima contagiosc
y dos cepas de estomatitis paular bovina.

También Raffi y col (1985), al estudiar el genoma
de diez cepas de virus de parapox por

inmunotransferencia con endonucleasas de restriccién,
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encontré gran heterogenicidad entre las diferentes
cepas, sugiriendo que hay delecién entre los segmentos
de DNA y cambio de la secuencia de nucledtidos del DMNA

de los parapox.

1.6. Transmisién

La enfermedad producida por los parapoxvirus se
presenta en animales jévenes de dos semanas a dos aflos
de edad {(Jensen 1974, citado por Buddle y Pulford
1984) .

Aynaud (1923)(citado por Boughton y Hardy 1934) es
el primero gue demuestra la gran resistencia del virus
de ectima contagioso al medio amblente y la abundancia
del agente en las costras que se desprenden de los
animales enfermos; en esto se apoya la hipétesis de que
el virus es transmitido por contacto directo con
animales enfermos, o con objetos contaminados ( Robinson
Y cols. 1982). ’

Algunos autores han sugerido, la contaminacién de
los animales por la ingesta de forrajes toscos o
malezas espinosas, sobre todo en é&poca de secas,
(Boughton y Hardy 1934; Fostel 1964 y Gardiner y cols
1967); herramientas, agua, camas, lana e instrumental
de esquila (Boughton y Hardy 1934; Beck y Taylor 1974).

La transmisidn experimental de Estomatitis Papular
Bovina fue lograda mediante la introduccidn de virus en

la mucosa oral por ‘inyeccidén o escarificacién,
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lograndose también por inoculacién parenteral en
terneros con material de lesiones & con sobrenadante de
cultivos de tejidos infectados y ocasionalmente con
sangre de animales infectados ( Scott y cols. 1981).
Ademés se produjeron las lesiones en una transmisién
directa con material pasado por embrién de pollo y per
contacto directo, colocando en un mismo corral un
ternero sano con otro naturalmente infectado ( Armest
1988) . Por otra parte, los intentos por reproducir la
enfermedad del Ectima contagioso por inoculacién
subcutanea e intavenosa han sido inuatiles ( Poulin y
cols 1972, Wachendorfer y Valder 1980).

Estas situaciones, no resultan totalmente
coherentes con la rdapida aparicidn y diseminacién de
la enfermedad en los rebafios. Por lo gue se ha
propuesto gque estos mecanismos de transmision
iniciarian la enfermedad en una parte del rebafo,
mientras gue el resto se contaminaria a partir del
contacto directo con los primeros animales enfermos,
(Boughton y Hardy, 1934 y Fostel, 1964). Bajo este amismo
esquema de transmisién Gardiner y cols. (1967),
explican la diseminacién de la enfermedad al total de
un rebafio en 5 dias, propeniendo gque los primeros
animales se contaminan al ingerir la maleza espinosa
(Templetonia retusa) e infectarse las heridas con el
virus presente en el medio ambiente, luego el pastoreo

con alta carga animal facilité la transmisidn entre
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animales enfermos y sanos.

Se puede, pensar en otras vias de infeccidén en el
caso de ectima contagioso como: la respiratoria, tal
come oeurre con viruela humana, ( Fenner y cols., 1974)
y viruela ovina, ( Singh y eols., 1979), o incluso en la
transmisidén por insectos picadores gue actilen como
vectores mecfnices como ocurre en las viruelas aviares,
(Fenner y cols., 1974). Debe sefialarse sin embargo,
que los intentos por reproducir la enfermedad mediante
inoculacién subcuténea e intravenosa resultaron
negativos, ( Poulin y cols., 1972 y Wachendorfer vy
Valder, 1980). Es de interés sefalar, que si se ha
podido transmitir la estomatitis papular bovina
utilizando sangre de un animal infectado, (Ostertag y
cols., 1940, citado por Aguilar -Setien, 1980a) Apoyando
la posibilidad de infeccién directa de piel y por
abrasiones con obietos contaminados y a partir de del

medio ambiente.
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I.7 pPatogenja:

‘Este aspecto tampoco ha sido estudiade
Canenientemente'y la informacién disponible proviene,
mayoritariamente de estudios clinicos con escacsa
inflamacidén de tipo experimental,Los virus de este
género son altamente epiteliotropos y las lesiones ce
localizan mayoritariamente en piel y en casos menos
frecuentes en mucosa digestiva superior o
genital, {Tértora J. 1985).

Sin embargo la presentacidn de la enfermedad puede
que dependa de condiciones gue determinen la depresién
de la respuesta inmune del animal. En becerros la
induccidn de inmunosupresién con fines experimentales ,
coincidis con la observacién de lesiones caracteristicas
de estomatitis papular bovina y el diagnéstico fue
confirmado por microscopia electrénica, mediante la
observacién de las particulas virales caracteristicas
( Aguilar-setién 1980).

También ha sido observada la presentacidn de la
enfermedad por parapox, asociada a situaciones gue
pueden inducir o indicar la depresién de la respuesta
inmune, como parasitosis. (Linnabary y cols. 1976}
linfadenitis caseosa {Linnabary y 1976, Samuel y c¢ols
1975 Okoh 1980}, & micosis (Meorales y Van Kruninger
1971) .

Sneider y*cols (1982) reportaron una incidencia
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aumentada de estomatitis papular bovina en terneros
neonatales inmunosuprimidos; ademds Obi y Gibbs (1978)
al examinar las asociaciones entre ectima contagioso y
la peste de los peguefios rumiantes, sefialan gue el
ectima pudo utilizar las lesiones producidas por el
virus de la peste come puerta de entrada y ser una
consecuencia 6 complicacién secundaria; 6 que el ectima
contagioso se halla presentado como consecuencia ée

inmunosupresién inducida por el virus de la peste.

I.8. Lesiones;

Por su localizaciébn vy aspecto, las lesiones
producidas por parapoxvirus son lo suficientemente
caracteristicas, en los casos tipicos, como para
permitir un diagnéstico «clinico con muy pocas
probabilidades de error. :

En el caso de EPB después de un periode de
incubacién de 2,4 & 7 dias, se presenta eritema y
pequefas papulas gue van haciendose rojo obscuras,'se
endurecen sobre la superficie y se expanden
periféricamente, por lo gue las lesiones son casi
siempre redondas. A medida que la lesidn se expande, la
periferia se enrojece Yy el centro se hunde siendo de
6019: café grisdseo y duro en la superficie. Cuando las
lesiones se localizan fuera de la cavidad oral pueden
cubrirse de tejido necrético © de costras. (Sheder; y

cols 1982).
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Las lesiones individuales sanan rdpidamente,
algunas veces en solo 4 a 7 dias, pero las marcas de las
lesiones vya cicatrizadas, en forma de &reas circulares
de mucosa rosada oscura, rodeada usualmente de una zoﬁa
levantada y mas pé&dlida, que puede persistir durante
varias semanas.En bocas muy pigmentadas es dificil ver
hiperemia, aln en las fases agudas, pero se observan
anillos grises decolorados periféricamente. Pueden
presentarse series sucesivas de lesiones en un animal
durante un perfiodo de varios meses, siendo frecuente que
varias confluyan, se observan en labios, carrillos,
ollares, encias, lengua y mucosa oral; en la necropsia
es posible hallarlas en el esdfago, rumen, reticulo y
omaso. (Rodriguez; y cols. 1988).

En el caso de ectima contagioso, las lesiones se
desarrollan inicialmente como p&pulas, luego pastulas
que se cubren pronto por una costra gruesa que cubre
una zona elevada de ulceracién, granulacién e
inflaracién. Las primeras lesiones se desarrollan en la
unién oral mucocuténea, usualmente en las comisuras
orales. PDe ahi se diseminan por el morro, ollares, y en
menor grado, por la mucosa bucal. Estas lesiones pueden
aparecer como costras gruesas, discretas y aisladas, o
bien por confluencia constituir una placa aislada. En
poco tiempo las lesiones se agrietan y las costras se
vuelven dolorosas al tacto. Se desmoronan facilmente

pero son diffciles de desprender de la granulacidén
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subyacente. Las lesiones pueden aparecer en el rodete
coronario y las orejas, © bien alrededor del anec, la
vulva, prepucio, o las mucesas nasal y oral. En los
casos benignos las costras sSe secan Yy se caen
completdndose la recuperacién en aproximadamente 3
semanas. Raramente se presenta invasién sistémica que se
extiende por el tracto digestive superior, o por la
trdquea produciendo bronconeumonia. Los corderos
afectados pueden sufrir un severo atraso en el
desarrolle debido a 1a disminucién de 1la

alimentacién. (callis; y col 1982).

1.9.~ Localigzacidn:

Las lesiones tienden a localizarse siempre en zonas
de la piel con peoca © ninguna presencia de lana o pelo.
En los casos mis frecuentes tienden a presentarse en
los bordes mucocutineos, especialmente en los labios y
mis particularmente en las comisuras labiales{ Howarth,
1929; Boughton y Hardy, 1934; Gardiner y cols., 1967
Zebrowskil y cols,, 1974). Frecuentemente cubren toda la
regién perioral, exténdiendose hacia los hallares y
pueden presentarse lesiones en los pirpados Yy alrededor
de los ojos e incluso en el interior de las orejas
(Howarth, 1929 y Gardiner y cols., 1967), esta
descripcién corresponde a lo que se conoce como forma
facial de los Parapox.

La forma podal de la enfermedad quizids sea més
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frecuente de lo gque se reporta, considerando que por su
localizacién su observacién no es tan sencilla como en
los casos faciales ( Robinson, 1983). El aspecto de
este tipo de lesiones puede enmascararse por efectos
mecidnicos 'y sobre todo por las complicaciones

bacterianas. La zona interdigital y el rodete coronario
son el asiento mads com@n de la lesién, gue puede
incluso llegar a afectar los cojinetes ( Valder y cols.,
1979).

La forma mamaria afecta la piel de los pezones y
es frecuentemente su observacién en hembras gue
amamantan corderos 6 cabritos 6 becerros con lesiones
faciales u orales. Se ha sugerido gque las crias
transmitirfan la enfermedad a las madres en el
amamantamiento ( Howarth 1929).

Una localizacién no siempre explorada es la
presencia de lesiones en la mucosa digestiva,
particularmente en.bdca: rodete dental, encias, paladar,
dorso de la lengua; esta localizacién parece ser mis
frecuente en animales joévenes( Howarth, 1929; Gardiner y
cols. 1972). Se han descrito lesiones de ectima
incluse en la mucosa ruminal ( Morales y Kruiningen
1971).

Con menor frecuencia se ha comuhicado la forma
genital de la enfermedad, afectande labios vulvares,
perineo, prepucio e incluso escroto, esta forma pese a

su.menor frecuencia fue descrita ya en las primeras
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observaciones de la enfermedad ( Flook,y cols. 1903,

citados por Hutyra y Marek, 1961). Se han comunicado
casos espectaculares de lesidn de escroto, con

agrandamiento del mismo por acimulo de liguidos hasta de
20 a 25 cm (Ohman, 1941).

Mas raras son las lesiones en las axilas, cara
interna del muslo, corvejones y base de la cola
{Howarth, 192%).

Generalmente la enfermedad se presenta bajo alguna
de estas formas clinicas y solo en casos excepciocnales
aparecen brotes o animales con combinaciones de més
de una de estas formas de lesidén. Sin embargo, existen
comunicaciones de cuadros extendidos y sumamente
graves como el descrito por Valder y cols. (1979) en
Alemania. La enfermedad se presenté en corderos y
adultos y a la forma podal y genital, se sumd la
presencia de lesiones papilomatosas-proliferativas en
la mucosa digestiva, con estomatitis, faringitis y
esofagitis ulcerativa en otros animales, y con elevada
mortalidad entre los corderos, muchos de ellos
perdieron la pezufa. Un cuadro similar ha sido reportadoe
por Okoh (1980), con lesijiones miltiples y graves.
También se han sefalado casos en los gue la enfermedad
mantuve su cardcter agudo por los dos meses e involucré
lesiones en el tracto gastrointestinal, pulmones y
corazén, con una mortalidad del 18% ( Dbarbyshire, 1961,

citado por Robinson y Balassu 1981).
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En los rumiantes salvajes en los que se ha
observado 1la enfermedad, la localizacién de las
lesiones es semejante a las descritas para los
domésticos. La mayor parte de las comunicaciones hace
referencia a lesiones faciales y orales (Blood, 1971;
Samuel y cols., 1975; Hebert y cols., 1977 y Kummenaje,
1979). En la comunicacién referente a un casc en buey
amizeclere se describen lesiones en el térax y perineco
{Kummeneje y cols. 1979).

Recientemente se ha insistido en la
presentacién de formas sistémicas, altamente virulentas,
particularmente afectando lotes de corderos en sistemas
de cria artificial en Alemania { Wachendorfer y Valder,

1980) .

.10. Respuesta Inmune en Parapoxvirus

En la enfermedad producida por los Parapox, sefialan
gue los animales que enfermaban por ectima adguirian
resistencia a la enfermedad por lo menos durante un
periodo de 18 a 24 meses (Boughton y Hardy 1934),
mientras que los animales recuperados de la infeccién
por estomatitis papular‘bavina resistieron al desafio
con otra cepa diferente del mismo virus (Moussa y cols.
1983).

En ectima contagioso los anticuerpos neutralizantes
fueren detectados a los 24 dias post-infeccidn (PI);

encontrando gue los anticuerpos neutralizantes
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eliminaron los virus infectantes de los sitios de
inoculacién { Hussain y Burger 1989). Los anticuerpos
neutralizantes han sido también comunicados en corderos
amamantados por hembras considerada inmunes en

cantidades que los autores sefalan como protectores,

por lo menos hasta tres semanas de vida (Poulain y cols.
1972) . Se han demostrado niveles incluso mayores en el
calostro que en suero, de anticuerpos precipitantes

contra estomatitis papular bovina, en pruebas de
inmunodifusién radial, pero este trabajo perseqguia finas
diagnésticos y la proteccidén calostral no fue evaluada
(Aguilar-Setién 1980).

La presencia de anticuerpos neutralizantes ha sido
demostrada mediante pruebas de titulacidn en microplaca
de cultivos celulares tanto en sueros de animales
enfermos y convalescientes (Poulin y cols. 1972), como
en animales vacunados (Buddle y cols. 1984b). La
actividad neutralizante parece encontrarse a los 15-30
dias PI, para declinar a 1os dos meses, la mayor parte
de esta actividad neutralizante dependeré de '
anticuerpos de tipo Ig6, siendo muy pobre la actividagd
detectada de IgM, aln en casos de animales hiperinmunes
(Poulin y cols 1972); Sin embargo la ausencia de
protecci6n calostral en ectima contagioso también ha
sido senalada por los autores , basédndose en la
observacién clinica de la enfermedad en crias de madres

consideradas inmunes por haher sido vacunadas o padecido
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la enfermedad en forma natural ( Kerry y Powell 1971 y
valder y cols., 1979} .

La presencia de anticuerpos neutralizantes, en
corderos amamantados por hembras consideradas inmunes en
cantidades que los autores sefialan como protectoras, por
lo menos hasta las tres semanas de vida (Poulain y
cols., 1972). La existencia de inmunidad calostral
también ha sido sefalada en otro trabajo (Le jan y
cols. 1978). Pero sin embargo ninguna de estas
comunicaciones, seitala la realizacién de pruebas de
desafio, que evaluaran criticamente el valor protector
de estos anticuerpos, en los adultos o en los corderos
presuntamente protegidos.

La presencia de anticuerpos en los animales
naturalmente afectados o inoculados experimentalmente,
fue demostrada originalmente con fines diagnésticos;
Blakemore y cols en 1948, sefialé la presencia de
anticuerpos fijadores de complemento- y aglutinantes,
‘pero se fallé en el intente de demostrar anticuerpos
neutralizantes en dos muestras de origen humano.

Las primeras descripciones de la enfermedad sehalan
la observacién, de que los animales gque enfermaban de
ectima adgulirian resistencia, por lo menos de 18-24
meses (Boughton y Hardy, 1934}, mientra; que en los
animales “vacunados" la resistencia parecia ser menor,
entre 6 y 12 meses, (Glover, 1928 citado por Boughton

y Hardy, 1934). En un trabajo reciente, se observa una
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mads rapida curacién en corderos previamente
"vacunados" con virus mantenido en ovinos, que en
aguellos animales "vacunados” con un virus previamente
pasado por cultivos celulares y considerado de menor
virulencia; lo que pareceria confirmar la hipdtesis de
Glover { 1932-33) en el sentido de que existiria una
correlacién positiva entre virulencia e
inmunogenicidad (Buddle y cols., 1984b). Lamentablemente
y pese al tiempo transcurrido desde las primeras
observaciones, poco es lo gue se ha avanzado en el
conocimiento de los mecanismos inmunes de la
enfermedad.

Hussain y Burger (1989); observan gue el virus
infectivo desaparece del compartimento vascular en cinco
minutos y no desarrolla lesiones , sugiriendo que la
diseminacién de Parapox via hematégena no es preferente
y esta diseminacién hematégena del virus de un sitio a
otro puede no interferir con el cicle de crecimianto del
virus en piel.

La presencia de anticuerpos citotéxicos fueron
detectados hasta un mes después de. la infeccidn
experimental de borregos con E.C.; pero los anticuerpos
citotéxicos no fueron detectados en animales infetados
naturalmente (Koptopoulos y cols.1982): Ademés los
anticuerpos circulantes a E.C. ocurrié més tarde en el
curso de la enfermedad con niveles variables. (Robinson y

Balassu 1881) .
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Al ser estimulados los linfocitos perifericos de
borregos recuperados y controles no infectados con E.C.;
la prueba de estimulacién indica que los linfocitos de
borrego expuestos a E.C, responden a la estimulacién con
el virus; siendo la respuesta especifica, esto sugiere
gue la inmunidad mediada por celulas puede contribuir a
la recuperacidn; ademds la existencia de otros factores
inmunes pueden conferir resistencia a E.C. ( Hussain y

Burger 1989).
Hussain y Burger (1989), no detectaron formacién de

interferén en suero y homogenados de piel, de ovejas y
cabras infectadas experimentalmente, entre los 0 y 14
dias posinfeccién, En este mismo trabajo, los
anticuerpos neutralizantes pudieron detectarse hasta los
24 dias posinfeccién y los autores consideran dado la
respuesta de transformacién blastoide linfocitaria; 1la
eliminacién del virus estd relacionada con la respuesta
inmune celular, que con mecanismos humorales y de
interferé6n. ’

Buddle y Pulford (1984), al estudiar la inmunidad
pasiva en corderos, se observa gue esta no confiere
‘proteccién al desaffo con E.C. en corderos de un mes de
edad, sugiriendo gue la respuesta inmune predominante
depende de una yespuesta inmune mediada por células mas
gque de una respuesta de tipo humoral.

Finalmente se ha sefialado, la induccidén de
inmunidad de diferente duracién en la resistencia a la

enfermedad, segtn la zona de piel afectada. Las lesiocnes

28



faciales inducirfan una inmunidad m&s duradera, gue las
de gl&ndula mamaria, genital u otras. (Schmidt, 1967 y
Kovalev y cols., 1971, citados por Robinson y Balassu,

1981).

I.11.- Diagndstico

El diagnéstico de parapoxvirus, no ofrece mayores
dificultades; el curso prolongado con signologia leve
la edad en gue los terneres (meﬁores de 6 meses de
edad), y los ovinos y caprinos (1 a 2 meses de edad se
afectan mis frecuentemente), el aspecto macroscépico y
microscébpico de las lesiones, y 1los aspectos
epidemiolégicos de estas enfermedades, permiten un
diagnéstico clinico relativamente seguro.( Brugere-
Picoux~J; Fedecta-M 1985).

Sin embargo cuando las lesiones no son las
caracteristicas y/o el cuadro epidemiolégico no se
presenta dentro de lo esperado {(morbilidad vy
mortalidad), entonces el diagnéstico puede confundirse
con: fiebre aftosa, rinotraqueitis infecciosa bovina,
diarrea viral bovina, peste bovina, estomatitis
vesicular, lengua az(l,viruela ovina y caprina y las
papilomatosis; 6 con dermatitis prcducidasApor piogenos
especialmente Staphylococco aureus.

Sin embargo en muchos de los casos antes

mencionados, el cuadro clinico puede ser confuso o poco
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preciso y en consecuencia, no es posible definir el
diagnéstico del mismo, sin recurir a pruebas diagnéstica
complementarias que permitan confirmarlo. (Shelley-WB; y
Shelley-ED;1983; Tértora 1985). De estas, la observacién
en tincién negativa de macerados de tejidos afectados,
en busca de las particulas virales caracteristicas de
los parapox, es la prueba m&s rapida y segura; sin
restarle importancia a el diagndstico por microscopia
éptica, en el gue a partir de una biopsia fijada con
formalina y tefiida con hematoxilina~eoszina, se observa
en la epidermis hiperqueratinizacién y parcialmente
necrdtica, en algunas 4reas de cé&lulas epiteliales
aparecen vacuolizadas, en algunas &reas de células
epiteliales aparecen vacuolizadas, en la dermis
hubo células pelimorfonucleares fibroblastos y células
redondas con alguna dilatacién de capilares. (Haxtel y

cols 1975)
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2. HIPOTESIS

Los virus de Estomatis Papular Bovina,
Pseudoviruela Bovina y Ectima Contagioso, son miembros
del génerc parapoxvirus. La clasificacién de este género
es materia de controversia; ya que por pruebas de
ncutralizacién e inmunofluorescencia, no encuentran
diferencia entre las distintas especies de parapoxvirus
(Liebernann 1967; citado por Gassman y cols. 1984).Sin
embargo se ha encontrado diferencias en el efecto
citopético producido en cultivos celulares entre
parapoxvirus bovino y ovinos, lo cual permite separar
entre parapox bovino y ectima contagioso. Ademés se ha
propuesto una clasificaciédn acorde a la historia
clinica manifestada por cada miembro del género
parpoxvirus (Aynaud 1923, citado por Wittek 1980).

Recientemente la posibilidad de diferenciacidn con
parapoxvirus por medios inmunolégicos, usando sueros
hiperinmunes ha sido demostrado (Rosembush 1982).

Ademéas ¢l anélisis de DNA de parapoxvirus con
endonucleasas de restriccién (ECO Rl y HIND III), reveld
gran heterogdnicidad genética entre los aislamientos de
virus de Estomatitis papular bovina, Pseudoviruela
Bovina y Ectima Contagioseo. (Rigby y cols 1977 citados
por Gassmann 1984} .

En este trabajo se intenta poner en evidencia que
no existen diferencias antigénicas importantes, entre
los distintos miembros del género parapoxvirus,
empleando las técnicas de 1IDD, CIE, inmunomicroscopia
electrdnica e inmunotransferencia, para muestras de
ectima contagioso, pseudoviruela bovina y estomatitis
papular bovina.
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2.1 OBJE?IVQ3
En este trabajo se plantea como objetivo
primario el siguiente:
Encontrar posibles relaciones entre cepas de
" ectima contagioso y parapoxvirus bovinos (Estomatitis

papular bovina y Pseudoviruela bovina)

Y como objetivo secundaric se plantea el
siquiente:

Mediante la aplicacién de las técnicas de:
Doble difusién, contrainmunoelectroforesis,
inmunomicroscopia electrénica, corridas electroforéticas
e inmunotransferencia encontrar relaciones antigénicas

entre los parapoxvirus
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3 MATERIAL Y METQDOS

3.1.1 Preparacién de muestras de prueba y muestra de

referencia:

Se obtuvieron muestras de costras de Ectima
Contagioso(EC) de cabras y borregos de diferentes
regiones del pais, pero solo se contdé para este estudio,
con una muestra de Pseudoviruela y una de Estomatitis
Papular Bovina (cuadre N.1l). Las muestras se pesaron 0.3
gr de cada una de las 30 muestras, e incubaron 12 horas
en solucién amortiguadora de fosfatos (PBS pH=7.2),
después se maceraron y consaervaron a 4 C hasta el
momento de su utilizacién.

Como muestra de referencia se utilizé un macerado
de costras de origen caprino obtenido de un brote de
Baja California Sur, previamente liofilizado y envasado
en viales de 2 ml conservados entre 4 y 10 °C desde
febrero de 1980. 15 viales de la muestra de referencia,
se resuspendieron en un volumen total de 10 ml de medio
para cultivo celular (MEM~EAGLE sin suero), y después sc
centrifugaron a 30 000 Xg (rotor SS-34 Sorval) y la
pastilla obtenida fue usada en las diferentes pruebas.

En el cuadro N.1 se listan las muestras utilizadas
en el presente estudio. Puede notarse ﬁe emplearon
muestras de Ectima Contagioso ovinas y caprinas,
muestras de Estomatitis Papular Bovina y Pseudoviruela

Bovina, y una muestra de viruela aviar de paloma.
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K1}

i CUADRO #1 ORIGEN DE LAS MUESTRAS DE
PARAPOXUIRUS UTILIZADAS EN
EN ESTE ESTUDIO
W Mestrz  Orlgen Especie  Localizacion y Caracteris- Fecha del Brote
Licas de Ja lesion
[32] Clzealli Boviao Hoctco de becerro aukio ¢e 1585
] ;r?erencil g:é:i:}g:nia g:;:?;: CZ;}LISEEHP{AKXOI y mucosa “?u“u d;91385
i it LM . [t
3 Guanajuato tabra 5%:“::%’1’33:2;' prine paeste o 1930
4 Tenogaleo . .
. Qeampo Qvine Boca, Glandula mimaria Dig, dr 198%
1 S Texceco E:}"I‘:n Baca Nayo de 1937
§ e Fo Faloma  Uiruels aviar Ag0sto de 1967
? Zunpanga Cabra Costras Labiales Julio de 1584
H Reapuleo Gabea Boca Julio de 1987
L9 Texzoeo Ovite Boca y Glandula maruria Naye de 1987
2 foah B0 Bnee o e & 88
12 1. 0ea1p0 ovine Bt Julto de 1383
13 Huehuetoca  duine  Baca Culcerash 1962
14 U, de Ramos
San Luis Gabras 2t Prosto de 1935
1 Almraz Ovine Boca fbril-Naye 1949
18 celaya Cabra Beca Ubre Bre-zae de 1952
” Rio Frio {ordero  Bota “Junic de 1328
{8 Tecamas (abra Boci 1563
4 Cabritos (Lesicnes tetss (W 1958mue
i Almaraz Cabrites  Facial Farza de {980eus
2 325 turlers  Labic Ampolls dengua
2 Tepic Oving labies tarzo Je 1987
8 fcapulco Chivas  Boca Julto de 1988
%g Putbls Puyéaﬂ:gu ! le y Perine rla;mcde!%mm
] Almarar Gabrite Harzs de {33gma
4 G i .00
22 Kb Guadalupe  Cabra 198
38 R.G.Guadaiupe  Cabra Boca 388989 1988
3 Reapulce Capring  Labios Julio de 1938
i Swinus tibra
kH) Riv Frio Ovino  Boca 1937
9213 Almaraz Qvine Paleta Espalds 1989
o -
maraz dvino Boca 1984
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3.2 Obtencién de Sueros Hiperinmunes

3.2.1.3nimales. Se emplearon cuatro conejos Nueva
Zelanda de aproximadamente tres kilos de peso.
3.2.2.8uspensién Yiral: un vial de la muestra de
referencia fue reconstituida con tres ml de medio para
cultivo celular (MEM-EAGLE sin suero) y centrifugado a
1000 Xg durante 10 minutos,el sobrenadante fue

utilizado para inmunizar a los conejos.

3.2,3. cCalendario de Inmunizacién. Cada semana se

inyecté por via subcuténea 1.0 ml de la suspensién de
virus durante un perfodo de 10 semanas, el sangrado se
efectusd una semana después de la aplicacién del dltimo

estimulo.

3.2.4. Evolucién y titulacién del suero

El suero obtenido después del Gltime estimulo fue
tf{tulado por las técnicas de IDD y bIE. Para amba§
pruebas el antigeno usado, fue el mismo con el gque se
realizaron las inmunizaciones; Para 1DD, el antigeno se
colocé en la pozeta del centro Yy en las seis pozetas de
alrededor se colocaron dilusiones dobles del suero del
conejo inmunizado.

Por CIE el antigeno se colocd en el cdtode y el
suero de los conejos inmunizados en el &nodo; el
antigeno se le hicieron diluciones dobles y cada

dilucién del antigeno fué enfrentado a todas las
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dilusiones dobles {(1:0, 132, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32) del

suero de los conejos inmunizados
3.3. Inmunomicroscopia Electrdnica (IME)

En un tubo de ensaye se colocaron 0.2ml de suero
antiectima y 0.2 ml de suspensién viral, y se incubaron
durante 12 hrs a 4°C posteriormente se tomé una gota de
la suspensién y se depositd sobre papel parafilm, sobre
la gota se colocaron dos rejillas de 200 mesh, durante
media hora, (las rejillas fueron previamente preparadas
con membrana pliastica de fomvar), se retiraron, se
adsorvié el exceso de liquido con papel filtro y se
tifiileron con Acido fosfotunsgtico {solucién al 2% a

pH=7.2), durante 5 wminutos.(Rousembusch y cols., 1983).
3.4 contrinmuncelectroforesis (CIE)

Se prepard una soluciédn de agarosa al 1% en
solucién amortiguadora de barbitdratos (pH=8.8)
(apendice I) vy se adicionaron 10 ml de esta solucién a
unh portaplaca en donde se encontraban los portacbjetos
previamente lavades y desengrasados, se deijd
gelificar durante 5 minutos a temperatura ambiente; se
hicieron horadaciones en paralelo con una distancia de 4
mm entre cada pozo. Los pozos se llenaron con antigeno o
antisuero, colocando el portaplaca de tal manera gue
el anticuerpo quede situado en el &nodo y el antigeno en

el cédtodo; aplicando un Voltaje de 0.065 amperes durante
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90 minutos.{ Chand y cols. 1985).

Se aplicaron dos lavados uno con solucién
amortiguadora de fosfdtos (pH=8.6) (apendice I) durante
12 hrs y otro con agua destilada durante 24 hrs; y luego
se tifid con colorante negro de amido (apendice I)
durante una hora a temperatura ambiente; y se destifié
enseguida con solucién destefiidora (apendice I) hasta

que se observaron las bandas de precipitacién.

Con el fin de encontrar la mejor forma de
presentacién del antigeno soluble en la prueba de CIE;
el antigeno se tratd de tres formas: 1) la muestra de
referencia liofilizada, resuspendida con medio de
cultivo celular; 2) la muestra de referencia liofilizada
y resuspendida con medio para cultivo celular, tratada
con 2-mercaptoetanocl y ebullicién por un minuto; 3) la
muestra de referencia liofilizada y resuspendida con
medio para cultivo celular, se somete a caler (60 °C

durante 12 hrs).

3.5. ZINMUNODOLLEDIFUSION (IDD)

Se prepararon cajas de petri con 15 ml de solucién
de agarosa al 1% en amortiguador de barbituratos
(pH=8.6) , (apendice I) las placas se incubaron durante
cinco minutog a temperatura ambiente y despuéds a 4 °C
hasta completar la gelificacidn, se hicieron las

horadaciones con el horadador de seis pozetas de 0.5mm
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de diadmetro y con una distancia de 3 mm entre el pozo
central y cada uno de los laterales y se llenaron las
pocetas colocando en el centro el suero positivo vy en
los pozos de alrededor las diferentes muestras de virus
de ectima contagioso. (Morilla y cols. 1986).

Se dejaron en cdmara hGmeda a 4 °C de 12 hasta 48
horas. y posteriormente se aplicaron dos lavados uno con
solucién amortiguadora de fosfdtos (PBs pH 8.6) durante
12 hrs. y otra con agua destilada durante 24 hrs. los
geles se deshidrataron completamente a temperatura
ambliente, y se tifieron con solucién de negro amido
después se destifieron con solucién decolorante hasta la

observacién de lineas de precipitacién.

3.6.Concentracién de Proteinas virales

Se realizé una precipitacidén con sulfato.de amonio
de acuerdo a la metodologia descrita por Herber y cols
1972.

Las muestras problema y la muestra patrén fueron
reconstitufidas en 10 ml de medio para cultivos celulares
(MEM~-EAGLE sin suero) .

Se prepard una solucién saturada de sulfato de
amonio pH=5.8 disoclviendo 55 gr del reactivo en 100 ml
de agua destilada. La concentracién final de la solucibn
de sulfato de amonio(SA), se seleccioné con base a la
especie de procedencia de las costras de la siguiente

manera, al 35 % para las costras de borrego Yy 30 y 45%
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vol. de
saturada
Stock
10ml

9

8
7
6

para las costras de cabra; de acuerdo a la técnica

descrita por Herbert y cols. 1972,

La precipitacién se efectud adiclonande gota a gota
la solucién de SA, enseguida se centrifugé a 200Xg
durante 15 minutos y se descartd el liquido
sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 10 ml de
agua destilada.E)l proceso se repitid dos veces mas con
las muestras de borrego , Yy en el caso de cabra se
efectio una precipitacién con solucién de SA, al 30% y

una segunda con solucién de SA al 45%.

El precipitado se resuspendié en 10 ml de agua destilada

y se dializé contra solucién salina ( cloruro de sodio

al 0.85%). El dlalizado se concentré por el método de

deshidratacién con azlicar glass.(Gassmann y cols. 1984).
3.6.2. Soluciones de Trabaig:

Se prepara una solucién saturada de sulfato de

amonio a pH=5.8 al 55%, ¥ ese mismo momento se prepara

la solucidn que se requiere, de acuerde a la siguiente

tabla:
Vol. de % de Sol de . Mezcla de reaccién
agua trabajo de prot. %de
. saturacién

o] 100 50

1 90 a5

2 80 * 40

3 70 35

4 60 30

3.7 cuantificacién de Proteinas
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Para cuantificar las proteinas se utilizé el método
de Bradford (1976), la curva patrén de albGmina sérica
bovina(ABS) se prepard a partir de una solucidén al 1% de
la cual se hicieron cinco diluciones 1logaritmicas.
Posteriormente se agregaron por tubo 0.1iml de cada
dilucién de ABS, 0.1ml de cada muestra y 1 ml de
reactivo de Bradford (100mg de azil brillante de
Coomasie 6-250, disuelto en 30 ml de etanol al 95% y
100ml de Acido fosférico al 85% y agua destilada c.b.p.
1000mi). ¥ para el blanco se tomé 0.1 ml de agua
destilada mds 1 ml de reactivo de Bradford; se
mezclaren los tubos y se leyeron en un tiempo midximo de
una hora a %95 nm, en uﬂ espectrofotdmetro (Espectronic'

88 Bausch & Lamb).
3.8. Adsorcién de Bueros

Se utilizaron 0.3gr de costra producto de un
traumatismo y negativa a EC., se incubaron durante 1?
hrs a 4°c, y después se maceraron en solucién salina
estéril y ajustada a una absorbancia de dos a una
longitud de onda de 600 nm. La suspensién dé costra
negativa a EC., se mezcld con voltmenes iguales de suero
positivo a E.C.,se incubé durante dos horas a
temperatura ambiente y 12 horas a 4 grados centligrados;
con la finalidad de eliminar respuestas inespecificas a
proteinas presentes en lés costras; los complejos

antigeno-anticuerpo fueron eliminados por centrifugacién
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a 300 Xg; durante 30 minutos.

3.10. Aislamiento de Bacterias

La muestras de referencia fue resuspendida con 3 ml
de medio para cultivo celular, y se sembrd en agar soya
tripticasa; una vez crecidas las diferentes colonias
fueron purificadas seleccionando las colonias y
sembrandolas en otra caja de agar soya tripticasa y una
vez purificadas se les realizaron las siguientes pruebas
bioquimicas para la identificacion del género: Gram,
catalasa, OF, movilidad, crecimiento aerobio y
anaerobio, oxidacién de la glucosa.

Al encontrar el género a que pertenecen las
bacterias contaminantes, se procedié la identificacién
de la especie mediante las siguientes pruebas
bioguimicas: reduccidn de nitratos, indol en TSI,
ureasa, utilizacién de citratos, y reduccién de los

azicares xilosa, glucosa y manitol. (cuadro #1A)

3.71. Electroforesis en geles de poliacrilamida con

dodesilsulfato de sodio (8D8~PAGE) .

34t1.1.Preparacién de muestras: Las muestras fueron
preparadas de acuerdeo con el punteo 2.1. y a cada muestra
se le determiné la cantidad de proteina presente, los ml

de solucién de muestra utilizados se determinaron de

a1



acuerdo con la concentracién de proteina, y ajustados a
una concentracién de 150ul; se adiciond la misma
cantidad de solucién amortiguadora para tratamiento de

muestra, colocdndose en bafic maria durante un minuto.

3.11.2.Preparacién de los Geles:

El corrimiento electroforético se efectud de
acuerdo al método de geles discontinuos descrito pbr
Laemli en 1970.

Se utlizé acrilamida al 15% para el gel
concentrador y acrilamida al 10% para el gel separador;
el voltaje empleado para el corrimiento fue de 100 volts
una vez que las muestras llegaron hasta el gel separador
y de 150 volts para el gel concentrador. Los geles
fueron preparados de acuerdo a las

siguientes formulaciones

Separador Concentrador

10%
Acrilamida 10 ml 1.3 ml
Buffer 8.8 7.5ml -
Buffer 6.8 - 2.5ml
SDs 0.3ml 0.1ml
Agua 12.05ml 6.1ml
Persulfato 150ul 50 ul
de amonioc
Temed 15ul Sul

32



Después del corrimiento electroforético el gel fué
tefiido durante dos horas, se elimind el exceso de
caolorante, una vez transcurrido este tiempo; e
inmediatamente se destindé; primero con solucién
destefidora I, durante 2-4 horas; y después con solucion

destefiidora II hasta la completa decolcoracifn del gel.

3.22. INMUNCOTRASFERENCIA

3.12.1. preparacién de muestras:

Se emplearon las proteinas virales concentradas,
como se describe en el punto 3.6.

3.17 .2.Método

Las proteinas de las muestras separadas por
corrimiento electroforético en gel de poliacrilanmida se
transfirieron a papel de nitrocelulosa por Ja
técnica descrita por Bowen (1980). De acuerdo a este

método, el a el siguiente diagrama:

Acrilico Aot bbbt et
Scotch s=—=mmommnms=n===
Papel filtro B R e R
Gel mmsmsss—ssmesms
Papel de

Nitrocelulosa  —=——=———=——eeax
Papel filtro B g L T
Scotch ==

Acrilico B R S
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El. paquete asi formado se sumergid® en amortiguader
de fosfatos (PBS pH=7.4) y se incubd durante 48 hrs.

Después de este periodo el gel fué tefido con azil
de Coomasie para comprobar la transferencia de las
proteinas.

Se utilizé la técnica de inmunoensayo enzimdtico
(ELISA) para revelar la reccién antigeno-anticuerpo,
entre el suero de los conejos inmunizados con la cepa
patrén y las diferentes bandas proteicas procedentes de
diferentes muestras transferidas a la nitrocelulosa.

Se compled el suero de conejo antiectima ajustado a
un tfitulo de 1:8 por las técnicas de CIE y DDF. El suero
Yy el papel de nitracelulosa se dejaron en contacto
durante dos heras a temperatura embiente, =1
sobrenadante se elimind totalmente y se lavdé tres veses
con solucién de PBS. Se adiciond el conjugade
anticonejo-peroxidado (sigma con titulo 1:300),y se
incubd durante dos horas, nuevamente se lavé tres veces
con solucién de PBS pH=7.4 y posteriormente se reveld
con .goluecidn reveladora hasta la aparicién de lineas

coloreadas en la nitrocelulosa.
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4. RESULTADOS:

4.3 Obtencién de Sueres Hiperinmune

Los conejos no manifestaron ninguna reaccién
alérgica a pesar de que el periodo de inmunizacidn tué
muy largo {10 semanas). A las 5 semanas de inoculacién,
no se cobtuvieron lineas de precipitacidn en la prueba de
CIE y IDD, por lo gue se decidié sequir el programa de
inmunizaci6on por un periodo de 5 semanas mds, al final
de lag cuales, se cbtuvo un titule de 1:32 por las

pruebas anteg mencionadas. {figura N 1},

4.3. Reacciones de Idéntidad de Ectiwma contagieso

por PBruebas de poble RDifusion y

Contrainmunoelectrdforesis

Por las pruebas de doble difusién (IDD) vy
contrainmunoelectroforesis (CIE) se ¢btuvieron de una
hasta tres lineas de precipitacién con los diferentes
muestras de parapoxvirus, y algunas muestras resultaron
negativas, (Cuadro N.3, figura N.1y 2).

Las pruebas de tratamiento de las muestras con: 1)
muestra de referencia resuspendida con medio de cultivo
celular; 2) La muestra de referencia resuspendida con

wmedio de cultive celular y tratada con 2-mercaptoetanol
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y ebullicién por un minuteo; 3) La muestra de referencia
resuspendida con medio de cultivo celular y sometida a
calor (60° durante 12 hrs); determinaron resultados muy
similares para los tres tratamientos, por lo dque se optd
por usar el sistema NH.1.

Se aislaron las bacterias de Bagillus. polimixa vy
Bacillus pegaterjum, que se aislaron como
contaminantesde la muestra liofilizada empleada como
referencia,por esta razén fueron evaluadas comno
antigenos en la prueba de inmunocdobledifusidén a los
efectos de establecer un control en la respuesta del
conejo inoculado . En ambos casos resultados negativos,
es decir no se observaron bandas de
precipitacién, (figura #2b), por lo que se descartéd la
formacién de anticuerpos precipitantes en el suero.

Las lineas de precipitacién que se obtuvieron con
muestras de parapox bovino (estomatitis papular bovina
EPB y pseudoviruela PVB) indicaron: una linea de
identidad en la muestra de referencia y PVB, una linea
de identidad on la muestra de referencia y EPB, que se
extendidé con la muestra 2 y PVB ademas de manifestar
otra linea de identidad en las muestras EPB y PVB
(figura N.2a). '

' No se obtuvieron bandas de precipitacidén con las
muestras 18,20,21,22,25 y 29 con ninguna de estas dos
técnicas; mientras que la muestra 11 no mostrd bandas

por CIE pero por DDF si y la muestra 7 no did por
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DDFperce por CIE did resultados positivoes. (cuadros N.3 y
N, 4) . La muestra de viruela aviar (#6) resultd negativa

an ambas pruebas.

4,4. Inmunomicroscopia Electrénica

Por la técnica de inmunomicroscopia electrdnica, se
encontré que las muestras presentan formas C o tipo 2,

y formas M o tipo 1; (cuadro N.G).

lLas particulas virales de E.C. predominantes son de
tipo 2 o formas C; con la excepcién de la muestra 20,
que presenta solo la forma tipo C sin corola, todas las
demds presentaron las cuatro formas virales: tipo M con
corola y sin corola; tipo C virus con corola y virus
sin corela; (foto N 1 y 2}, ¥y cinco cepas (10, 12, 17,
18, Y 26) gue solo manifestaron estructuras con corola
dentro del tipo C y M. (cuadro #5).

Los virus de Parapoxvirus (PVB, EPB), presentaron
predominantemente particulas tipo 2, aungue también se
observaron particulas tipo 1; y en la prueba de
inmunomicroscopia electrénica fueron observadas las dos
formas: virus con corola y virus sin corola; adn dentro
de la misma muestra de virus, en el mismo campo de
observacién del microscépio electrdnico de transmisién
(foto N.3).

Es necesario notar que con microscopia electrénica

es imposible diferenciar entre virus de ectima
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contagioso, pseudoviruela bovina y estomatitis papular
bovina; debido a que los parapoxvirus presentan la misma

forma estructural. {Rosembush 1982)

4.5, Patrones Electroforéticos

Se ensayaron tres concentraciones de geles de
poliacrilamida: 7.5%, 10%, 15%. En la concentracién de
10% el patrén electroforético se observé con mayor
definicién.

En los corrimientos iniciales se apreciaron bandas
de precipitacién desde los 65 kd hasta 55 kd, (cuadroe
N.7)}, gue coincide con la banda de albumina; por esto
se decidié precipitar las muestras con sullfato de
amonio, y de este modo intentar eliminar albimina

presente en las muestras, (figura N.4 cuadro N, 7).

Primeroc se realizd un corrimiento electroforético
utilizando dos muestras de ectima coﬁtagiosc (EC), la
muestra de referencia, una muestra de EPB, y como
controles:1) suero de cabra, 2) costra traumdtica de

cabra Yy 3) una mezcla de B. megaterium y B. polimixa 4)

calostro de cabra. Se encontrdé que las muestras
compartian algunas proteinas con los controles, (mezcla

de bacterias (B.polmixa y B. megaterium), costra

traumdtica, y suero de cabra); y que las muestras de
ectima contagioso presentaban una protefina comin de 55

KD.con el virus de EPB.{Figura N,4).
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Posteriormente se cfectué otra electrofdresis con
las siquientes muestras de EC:9 de cabra: Uc, PP,
3,14,16,19,20,24,26 y 5 de ovino: 17,15,22,9213 ¥y
9107+9109 y las dos bovinas (una de EPB y‘una de PVB).
En esta segunda corrida se observé la precipitacion de
dos proteinas caoamunes al género de parapoxvirus, una de
55Kd y otra de 9.5Kd. Como se puede ver en los cuadros
#8 algunas proteinas son més frecuentes gue otras,
también se observa que hay una mayor heterogeneidad
proteica en la regidn de 44 Kd a 30 Kd. Las proteinas
mé&s frecuentes son: una de 17 Kd, presente en L2
muestras, y otra de 35 Kd presente en 1C muestras. lLas
mehos frecuentes son proteinas gue se encuentran dentro
el range de mayor heterogeneidad de peso

molecular. (cuadro N. 8 figura N. 5)

Comparando el patrén electrotforético de la munstra
de referencia con el de otras muestras de ectima , se
encontraron C proteinas de las cuales dos son comunes
al género parapoxviridae una de 55Kd y otra de 9.5KD;
la proteina de 48 Kd comparte con solo 3 muestras y la
proteina de 44 Kd con 5 de las muestras.

La muestra de referencia centrifugada presenté
las mismas bandas ademéas de otras; la‘muestra 22
presentd las mismas bandas que la de referencia excepto
la de 17 Kd. Por otro lado la proteina de 48 Kd y la de

45 Kd. la comparte con cinco muestras, la de 35 Kd. con
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9 muestras y }a de 17 Kd con 11 muestras, {cuadro N, 8,
figura N,5).

Tratando de entender mejor la epidemiologia de los
brotes de E.C. fueron formades los cuadros N;10, N:li,y
N: 12, de loé diferentes patrones electroforético
manifestados en las distiqtas muestras de ectima
contagioso en base a: lugar de oriden de las muestras,
fecha del brote, especie que afectdé el brote. sin
encontrar alguna relacién é diferencias significativas

entre estos grupos.

4.6, Inmunotransferencia

Por la técnica de inmunotransferencia se observé
que las proteinas gue fueron reconocidas por el
antisuero de conejous, preparado con la cepa de
referencia, se encuentrd entre los pesos moleculares de
55 Kd y 35 Kd, en las diferentes muestras de
parapoxvirus estudiados. -

Se observe una proteina comin que fué reconocida
en todas las muestras y tuvo un peso molecular de 55 XD
y 2l parecer esta formada por dos proteinas una de 55 Kd
y otra de 54 Kd. También se encontré que los antisueros
idéntifican la banda de 37 KD compartida por la muestra
de referencia Yy las muestras PP, N.7, N 16 Yy
Pseudoviruela ; otra proteina que se encuentrd presenée
en varias muestras (PP, PVB, N 3,.) tuvo un peso

molecular de 46.7 Xd; otra proteina de 45KAa fué
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reconocida en las cepas N,13, N.1i6, N,3; y la de 41 Kad
que se manifiesta en las cepas UC, PP, N.7. (Cuadro N

12 , figura N, 6}.
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cunDROM1A . Treebes bloquinicas de ldentificacidn

de las baclerias contaninantes en Costras de Parapox.

aF Fersentetive
Catalasa Pasitiso
Glucosa Positivo Genero

Movilidad [Positiw Haciltus.

Bacillus Megaterium PolumMmyxa

fRS%ionico Mmlin Fositiw
Citratos Positiva Kegativo
Nitratos Pasitiv Positiv
Urea debit Kegativo
UP Positivo Positivo -
Reduccion de

Xilosa Positive Positivo
Glucosa Positivg Tositico
Indol Heqative * Tasitivo
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FOTO # 1
FOTO i1n: El suero de coneJoe titulado wor

la téecnica de IDD. En el centro se adi~-

ciond el antigeno ¢virus de ectima con--—

tagiose, de referencia) y alrededor dilu-
ciones del suero antiectima preparado en

conedo.

foto 1B: El suero de conedo fue titulado
la te¢onica de CIE, eafrentando la Muestra
de referencia a diferentes diluciones del
suerc antiectima, preyarado en conedo
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FOTOC 2

FOTO 2A: Diferentes muestras de EC. y
las bacterias contaminantes fueron enfrentados
a una dilusidén de 1:16 de suero antiectima

colocado en el centro. .

FOTO 2B: Al enfrentar el amtisuero
antiectima con Pseudoviruela bovina y
Estomatitis paoular bovina, y las muestras de
ectima contagiocso, (muestra de referencia y

muestra dos)
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Resultados de la prueba de dohle difu-

Cuadro HZ
sidn cop suero de cone.dos inmunizados
von la Muestra de referencia.
H de Total & Muestras
Bandas Mests  ouino caprino Boving Aviar
[ 8 3 q [_ 2} 1
1 24 5 15 a a
2 ? 4 i - a
Aot de
muestras 12 2a 2 1




CUADROH3
Relacidn de las muestras con diferente
nimero de bandas de idéntidad

i por IDD f
i [
No. de No. de Clave de las Muestras :i
Enandas Muestras i
%] ] 6, 7.,18,20, 24,22, 25, 29
i1 29 1, 2,3,5,9,9,10,44,22,14.,
$16,1719,23.24,26,27,28,30
3 31.
"2 0 Mas 7 PP, 4, 15, ce, 13,PUB,EPFB




CURDRO#4

Resul tados de

rencia.

la prueba de contrain-
munoelecgtroforesis con suero de cone-
Jos inmunizados con

la muestra de re-

Tot.de Huest.

h MUESTRAS
yde, Pt Wi CAPRINO BV R
e la q 3 2 1
1 17 9 13 a 2]
273 3 2 3 a 2]
100.de
Huestras i2 24 L 2 i
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FOTO 3:
Por la técnica de inmunomicroscopia
elactrdnica, observamos particulas con corola

(3a), y particulas sin corola (3b)



CUADROD#S

Formas de Parapoxvirus pra-

sentes en las muestras estudiadas. por
InmMunomicroscopia Electronica.
Virus M Virus C
Corcla §/Corola Corala §/Corala
1,4,5.,6,(1.4,6.8, 1,2,3,7,9, 1.2,3,7,%,
g,11,L7, 11,19 ,EPB| 10,£2,13, 13,14.,159,16,
19,rym, |PUuB,ucC. 14,45,16, 19,28,21,:2,
uc, pPP. 18.,19.2L, 23,24,25.27,
22¢,23,24, aun,29,38,21,
25,26.,27, EP®, PUB.UC,PP.
28,29,38,
3L, PUR,
EPp.,uc.

bl




Cuadro No. 6

Nimero de formas de para-
pox por IME.

1 de Tormas!
Tips Ic/c y s/c)
Tipo 1He/c g s/

4 TORNAS

3 Fois

2 FORKAS
1 FoR¥A

101,08
HIESTRAS

Tofal Muestras
de
tuestras  OVINO CAPRING BNIN
& %] 4 7
9 B B ]
z 8 14 []
b 3 3 [
i U i

s/cz sincorola  o/c= ton corola
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Figura #i PATRON ELECTROFORETICO
DE VIRUS DE ECTINMA CONHTAGIOSO
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| l e
T ) 3 3 5 "{
3 =2 "y e
woo O ¥ PR
P (¥d) N
$latuere de Oadra
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CY¥ADRO No.?

Patrdues Electrolardticos Presentes

en las mestras de Paraporvinus.

gnm d"a'* Calostro Sosina Suerg d¢  Dacterias Virus Muesics
Hesenst Trsdties  Cabre w2
64.5
62.9 2.9 &3
55 5 5 55 5
51
8.6 58.6
4 48 48
47 {7
4] [ 45
1] 4
{2 2 42
3%
% i '14,
3 k] 8 o
5 k] ]
2 I3 28 2t
” 8 18 #
17 1 17 1
8.5 9.5 1 95 9.5
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Figura # 2 ELECTROFORESIS DE MUESTRAS

DE PARAPOXUVIRUS

C+)

=

3,

o1a?
9183,

(i

)
PHUD 2

EPE= darus de estematatis pupular bovina

PP= Ujrus de referencia de ectim contaisso reconstituido

FUS: UIRUS DE FSEUDEVIRUELA BOVINA

€z Vizus de Referencia de Ectina Contagicsd, concenteado yur contrifegacida

a — — = ——
A — — '.
G

azmuestras dv ectima contagiose de origen oving
€= mgertrg ¢2 retime contaziose de orfGen Sipring
b= nuestrat de paregowvirus de orfyen boving,

BAY
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Cuadyo#t 18 Patrunes Elpctroforeticos de 14 Muestras

de E.C. Yy una muestrade EPB y una de PUB.
Hey LB, 22, 17, 15, 9213, W& H, M, 19, 3, 1, P, W, M, 2B,
9489,
% % 5 %5 85 5 % %5 % % 85 KOS % 55
L] w48 $# 4 48
8 L3 45 6 45 45 &£ 45
£ 2 2
k] k]
k] B K:
3 k3
ki H X A ¥ 3 :i 3? 3;
B E 5 H 7 s 5 B
A 5 2
2 ) S
o1 i v VAN T R CAR VA by 9
R UT 15 55
95 95 95 985 95 95 95 95 95 95 95 95

bzfvesteas de Arfgen Boving
ozfiueciras ds Orfoen Ging
cxtvestras de OrIgen Cagrino
PUEz Preudovirueli beviae

tibs Estomatitis pspular bovina

Pz Virus de reforencia de ectima contagieso precipitido con (MH),S0,
iz wirus de referencia d sctimg contagioss concentrido por centrifugacidn
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Cuadro

1

Pesos Moleculares

de las

Protefnas de Muestras de EC.

en base a especie afectada.

OV INO CABRITO OVEJA CRBRA
a2 15 13 26 20 17 3 ug (-}
5 % % 55 5 % ) 5
a5 .5
45 11 £
» 4 2 L]
. ks
.n »
i x5 3 % %
k) . kil
5 %S us ’
u u ] z
von i i7 1 1
15 15 15
95 95 95 85 9,5 9.5 L 95 9.5
(+)

UCz Vires de referencia concantrads rer centrifugacion
EC= Uirus de actim contagioso,
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Cuadra N §2

Pesos Moleculares de las
Proteinas de las Muestras de E.C.
Agrupadas en hase a Fecha del Brote.

N0 1960 156 1982 1982 195 1957 1% 1%8 1909
uc 3 16 i3 i4 22 417 28 15
5 5 0% 5 s % 08 5 %
75
5 5 [ 4%

L] 2 2

k']

B
% 5 0% % & *
o kil kil

5 B = 5 B 5
2 3 z2
Iy A n n 7 w7
i 5 5
7.5 95 95 9.5 95 95 95 95 9.5

WVirus de relerencia de ectin contagioso concentrado por centrifugacion

+)

OB



de las

Cuadrciild Peses Moleculares
Muestras de E.C. en base a el
lugar de orfgen.
uc 16 22 202 3 14 17
%5 5% 5 5 5 £ 5
a5 .5
4 & 45 4 2 Y]
39 B “ )
i ki
kY 5 % k]
85 ) k) 3 3;
2 & uA 5 /]
1 Iy 17 17 17 i
5 5 1 1S
9.5 95 9.5 9.5 9.5 95 9.5
gg:!g.‘jhg:mmu %b:nhg::s‘gl {7- hio Fris
- Tepic 14-San Luis Potosi

(-)

+)
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FIGURA # 3

PATRONES ELECTROFORETICOS
DE INMUNOBLOTING

" N
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n I |
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L 3 & I‘_’_. ‘u —Q
ﬁﬁmy 3 2 5 V3

sor cateifug A .
PRzVirus di seferenzia de ectina contagioso, tratado con (WH) 50,

PUB= Vizus da Pseudovireela bovima
13,7, 46,3 feestras de eclina contagioso tratadas con (M 3,80,

Uz virws & rfh:::,_\:{i‘l el virus de ectim contagioso ¢oncentrado



ClUpbAOHLA

Proteinas

qQue recanpcio el suera

inmunz ¢ coneyge preparado con la wuestra
e ralaerncira, Bn ag wmuestras de parapoxvirus
uc PUB r? 13 7 16 3

[x} 63 63

s ) 5 5 = % %

5 4] B 54 3] 54 54

5
@ S 51 51 5

8 18 40 LL] 14

% % %

»

]

£+

Clrvirur ds vefarencis concentrady yoo senteidunscidn

3

iz
3

wirus 3¢ Preeleviruets Sovina

eiruy de seferentiy tratedo con (M) 80,

5,7,48,3.2 neatran de eotia) 0 t10050 trabatis con 1), 80,



Cuadro# 15 Frecuencia de las proteinas presen-—
tes en lons patrones electrofaré ticos de las
Riferentes Mucstras de parapox.

[} 2 ¢ Muestras ¥ de Muestras tde Mestras B de Muestras

Wik CAPRING BOVINO Kegatiws

133 5§ 9 2 [J
€ 4 3 1 L]
[ z ] [} 8
€ 1 7 ] 3
) 3 2 £ i
ki) 2 ] [} 1
Ji ! ] L] 15
5 3 6 8 7
i 2 4 1 9
5 i 4 [} i
2 3 2 [} i
17 3 1 H 4
) 4 3 B ]
9.5 4 7 2 ]




APENDICE X

2.5.2.Soluciones:

Amwortiguador de Veronal (Barbituratos)

Acidoe 5,5 dietilbarbitirice (Cglly, Ny04

5,5, Dietilbarbiturato sodico {(CgH,;Np);Na) "12.76gr
Agua Destilada 1000ml
Solucién Colorante de Negro Amido

Negro Amido (Naftaleno) 100gr

Metanol 500ml
Acido Acético Glacial 100ml
Agua Aforar a un litro.

Guardar en frasco ambar.

Solucidén Decolorante de geles

Metanol 500 ml
Acido Acéticeo Glacial 100ml
Aqua Destilada 400m)

(Guardar en frasco ambar).

1.669r



APENDICE II

2:8.3. S ones

1l:- Solucién Stock
Acrilamida 58.4 gr
Bisacrilamida 1.6 gr
Agua 200ml

guardar a 4 °C
2.~ Amortiguador de Corrida 4X ( 1.5 M tris-cl pH=8.8)
Tris 36.3 gr ajustar a pH=8.8 con Hel.
. Agua 200ml
3.~ Amortiguador de Separacién ( 4X 0.5 M Tris-cl PH=6.8)
Tris .30 gr ajustadeo a pH=6.8 con Hcl.
Agua 50 ml

4.~ Iniciador (Persulfato de Amoniolo%)
persulfato de Amonio Q.59r

Agua 5 gr
5.-Amortiguador de corrida (0.37SM Tris-Cl pH= 8.8 1% de S5DS)
Tris 25 ml sol (2)
sDs 1 nl de (4)
6.— 10 % SDS
5DS 10gr
agua 100m)
7.~ Amortiguador de tratamiento 2X{ 0.125 M tris- Hcl pH= 6.8; 4%5DS)
Tris 25 ml de sol. #3
SDS 4ml de sol. 6

Glicerol 2 ml
2- mercaptoetanol 1 ml
Agua 1ml
Se divide en alicuotas y congela .
8.- Amortiguador de tangue ( 0.025 M Tris pH= 8.3, 0.192MGlicina 0.1%

SDS)
Tris 12gr
Glicina 57.6gr

SDS 40 ml de sol. 6



o, - Solucidén de Tincidén ( 0.125% de azul de coomasie R-250)

Azul de Coomassie R-250 62.5ml de sol. 9
. Metanol 250 ml
- Acido Acético 50 ml

Agua 500ml

11.- Solucidn destefildora I ( 50% Metanol, 10% acido acético)

Metanol 500ml
Acido Acético 50 ml
Agua 1 litro
12.~ Solucién destefiidora II (7% acido acetico, 5% metanol)

Acido Acético 700ml
Metanol 500m)



APENDICE IXI

210.3. Soluciones;
1.~ Amortiguador de Fosfatos (pH=7.4)

Solucién X= Na Hz PO4 0.2M

solucidn Y=~ Na2 HPO4 0.2M

Solucién de Trabajo:

80 ml de solucién X mds 420 ml de selucién ¥, &sta mezcla se

afora a 4 1t. y ajusta a pH=7.4.
2.~ Solucién Bloqueadora
Solucién Stock 10X Tris-Salina pH=7.4
12.1 gr/lt Tris 0.1M -
87.7 gr/lt NaCli 1.5M
. Solucién de Trabajo:
* 10 ml de solucién Stock

90 ml de agua destilada
0.08% de Tween 20.

3.- Solucién Reveladora

Alfa cleronaftol 30 mg
- Metanol 10 ml
PBS . 50 ml
Agua Oxigenada 50 ul

Estos reactivos son adicionados en dicho orden, y hasta el

momento de usarse se agrega el agua ox{genada .



DIECUSION

Fase o que en este estudic se trabajé con muestras
que se colectaron eatre los afios de 1983 a 1989; este
aspecto neo parece haber afectado los resultados y
confirma resultadoes anteriores respecto a la
rasistencia da estos virus.(Raffl y col.1985).

Pl suero inmunc preparado en conejo, alcanzd en IDD
un titulo de 1:32. Con IDD se obtuvo mayor cantidad de
muestras positivas gue por CIE; (cuadro M. 2 y 4). Este
diferente comportamiento de las nuestras, al ser
avaluadon con el misme suero, en; las técnicas de IDD y
ClE resnlta curioso considerando que se trata
basicamente del misme procedimiento diagnéstico. Es
posibie lada la diferenciade sensihilidad de las
técnicas, influenciade por la concentracién de antigenc
«n jas muestras y la de anticuerpos en el suero;
ustrrminaas para CIE zonas de equivalencia fuera de los
vilores estandarizados para IDD, con.la consecuente
=sensiy de linecas de precipitacién. Hstas téenlcas
confirmaron su valor como alternativas de diagnéstico
pars la Ademostacidn de antigenos virales en las muestras
ensayadas ( Yawhney y cols.1973; Puran Chand y cols.
19867 Tértora ¥y Garcia 1987).

Se puede asumir gque un antisuere antiectima, la
mayoria de los anticuerpos de la respuesta son dirigidos
principalmente contra los antigenos de superficie de la

cubierta del virus, (Buddle y cols. 1984) al realizar
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corrimientos electroforéticos de 11 muestras de ectima
contagioso, sugieren gue entre los polipéptidos
localizados en l0s pesos moleculares de 37Kd a 44Kd se
localizan los componentes de superficie, considerando su
mayor heterodenicidad, y estos tendrian importancia en
la respuesta inmunolégica del huésped.

Sawhney y col. (1973), encuentran con la técnica
de IDD, gue las distintas muestras de EC, algunas
presentan hasta tres lineas de precipitacién y otras
solo una, y esto, relacionado a la cepa con que se
preparé el antisuero en conejo, gque reconoce de una
hasta tves precipitinas diferentes., Tértora y Garcia
(1887), obtienen al IDD una sola linea de
pracipitacion. Al ensayar diversas wmuestras de EC, en
este estudio se obtuvieron muestras con ninguna, una y
hasta tres linecas de precipitacién con el mismo suero
hiperinmune (PP, 2,5,7,13), y no sol9 con la cepa de
referencia, con la Jque se prepard el suerc. (cuadro N
3.

Los resultados con la técnica de IDD se pueden
considerar especificos dado gque las bacterias
contaminantes de las costras (B. polimyxa y B.
megaterium) ; no dieron lineas de precipitacién; lo que
{ndica gue el suero inmune de conejo no presenta
anticuerpos especificos contra ninguna de éstas
bacterias o su concentraciédn no interfiere con la

técnica, aunque se encuentren presentes en las muestras
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de parapox utilizado para eleborar el suero,'o bién, la
concuntracién de bacterias en la muestra de referencia
con ia cual se inmunizd es muy baja, 6 resultaron poco
inmunoganica para conejo.

La observacidén de hasta tres lineas de
precipitacién, indicé que el antisuero obtenido en el
conejo es capaz de reconeocer y reaccionar con tres
doterminantes antigénicos diferentes. Al comparar la
procedencia de las muestras gque manifestaron hasta tres
lincas de prrecipitacidn, no se encontrd ninguna relacién
entre la zona de procedencia y epcoca del brote. (cuadro
N 3).

El diferente niimero de bandas de precipitacion
sugiere diferente composicién antigénica entre las cepas
o por lo nenos distinta concentracién de leos
determinantes antigénicos reconocidos en cada caso,
sugirj+ndo reacciones antigénicas entre muestras,
vitriacién que podria estar relacionada con mayor
probanilidad a antigonos de superficie y explicaria
recidivas de la enfermedad en animales previamente
atectades y las fallas vacunales (Buddle y col. 1984)

El gque en algunas muestras no se observara lineas
de precipitaclén, sugiere la ausencia de los antigenos
presentes en la muestra de referencia o baja
concentracidén de los mismos; al misme tiempo que pernite
subrayar la especificidad de la respuesta obtenida, pues

descartaria a las proteinas del huésped presentes en
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todas las muetris y eventualmente 1los anticuerpos
fornadis contra nllas fueron eliminadog del suero, al
adsorver con costra traumdtica.

Resultéd de particular interec la relacién que se
manitfesid por IDD para los parapox bovinos (EPB y PVB);
pués los virus bovinos comparten dos antigeno entre si
¥ uno de nllos con la muestra de referencia y otro
diterente con la muestra dos de origen caprino y
obtenida del mismo rancho que se obtuvieron las muestras
bovinas (Figura N 2A), El resultado negativo obtenide
pol” IDD y CIE en la muestra de viruela aviar, indicéd la
ansencia de rvrelaciones antigénicas entre los
parapaoxvirus y los avipox.

WittzeK y cols. {1980) al probar diferentes cepas de
EC. y parapox bovinus, miden cinética de neutralizacién,
v comporicién del gonoma de lac cepas se manifestaron
como nuy heterogéneas pero luego de iniciados los
pasajue en cuttvos celulares (129 pases en células BEL)
el parfll fue diferente del de su progoenie, debido a
entus diferencias reportadas en la literatura en
relacién a el cambidé antigénico que sufren las muestras,
al ser cultivadas en cultivo celular se emplearon
muestras de costra para realizar este estudio.

Bryce Buddle y col, (1984); al analizar los patrones
electroforéticos de 11 cepas de E.C., encontraron gue
el patrén electroforético estaba formade por mds de 31

polipéptidos con pesos moleculares dentro del rango de
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200,000 a 18,000Kd. En este trabajo en cambio se

describe un patrén clectroforétice formado por solo 11
polipéptidos, localizados dentro del rango de 66Kd a
9.5Kd; ésta diferencia es quiz&s debida a la presencia
de lineas muy gruesas que posiblemente estaban formadas
por varios polipéptidos; en las proteinas de pesos

moleculares altos se manifesté ademds un ligero barrido
comprondido dentro de los valores examinados por Buddle
Yy cols., gue por otra parte emplearon geles con

concentraciones de 8%, 10% y 12% lo que seguramente

influyé en las diferencias anotadas.

Estos autorws encuentran mayor heterogenicidad en
los pecos moleculares comprendidos de 44Kd a 37Kd; en
1o que #¢ colncide con éste trabajo en gue la
heterognnicidad se registré cn los pesos moleculares de
44 Kd a 30Kd. Estos polipéptidos, segin Buddle y cols.,
corresponden a los componentes de superificie asociadoes
al filamento del virus de E.C,

Al comparar los patrones electroforéticos de las
diferentes muestras, se encontrdé gue algunas muestras:la
22, 92:3 y 1a do referencia (UC, y PP)presentan, un
patron electroforético muy semejante, pese a que la
muestra 22 es de Tepic Nayarit, la de referencia de Baja
California Sur y la 9213 del Estado de México. Mientras
gque las muestras 20, 19, 16, 1, 9107+9109; presentan
patrones electrofurético de menor similitud y las 20 y

24 no manifiestan el polipéptido de 9.5 Kd. No es
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conocido cuantas cepas de virus existen y la importancia
de su variacién en la epidemiclogia de Ja enfermedad.
(Robinson G.Ellis y Balasu T. 1982).

En el patrén electroforético obtenide entre las
muestras de parapoxvirus demostrd la existencia de una
proteina comun a todo el género de parapoxvirus de 55 Kd
y dos proteinas de 17 Kd,y una proteina de 9.5 Kd que se
maniféstaron en casi todas las cepas de parapoXxvirus
excepto en las muestras 20 y 24. Los polipéptidos de
mayor.frecuencia son: 48 KD y 35 KD presentes en 10
muestras y la de 45 Kd y 15Kd en 8 muestras. Hay
polipéptidos que aparecieron con menor frecuencia, 45
KD, 31 Kd, y 25 KD; estos pueden ser polipéptidos
relacionados con la diversidad de la reaccién antigénica
presente en las diferentes nuestras de parapoxvirus
(cuadro N 9).

El andlisis por IDD y CIE de muestras de EC de
distintos partes de México, habIaAdemostrado su
idéntidad, exceptuando dos muestras una ovina y otra
caprina, que incluso en seroneutralizacién pudieran
caracterizarse como serotipos distintos (To6rtora y
Garcia, 1987). En este trabajo 7 de las muestras
ensayadas compartieron un antigenc en identidad y tres

ide ellos mostraron dos lineas de identidad con 1la
muestra de referencla. Los corrimientos electroforéticos
permitieron demostrar sin embargo, una mayor variacién

entre las muestras, aungue cabe la posibilidad de gue
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las lineas de identidad demostradas correspenden a las
proteinas de 55 Kd, 17Kd y 9.5 Kd, comunes a la mayoria
de las muestras incluidas las bovinas. Aungue las
proteinas de 17 y 9.5Kd, no tendrian un peso adecuado
para resultar inmunogénicas, que tal vez, son parte de
los complejos lipoproteicos de cubierta propuestos por
Mitchiner 1969.

En la prueba de inmunotransferencia se observa
gue los que son reconocidas por cl suero se encuentran
en el rango de 63 Kd a 25 Kd, dentro del grupc de mayor
heterogenicidad coincidiendo con lo senalado por Buddle
y col (1984), en cuanto a gque estos polipeptidos
probablemente corresponden a antigenos de superficie
particularmente de filamento (Rosembush 1983}; lo que
hace pensar en la gran importancia del filamentc de los
parapeox en la respuesta inmune de carédcter humoral.

Adem8s se observa gue el suero inmune de conejo,
preparade con la cepa de referencia de E.C. reconociéd
proteinas del virus de PVB, reforzando la indicada
relacidn antigénica existente, entre los miembros del
género parapoxviridae (Huck 1964 Papadopoulos(1968).
Entre las proteinas reconocidas se encuentre la de 55Kd
comin a todos los parapox y probablemente relacionada a
las lineas de precipitacién comunes entre EC,,EPB y PVB,
La inmunotranferencia demostrdé una mayor resolucién y
permitié apreciar dos lineas en 55Kd y 54Kd, ne

observadas en la electroforesis, ambas proteinas fueron
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comunes a todas las muestras.

Estos resultados por IPD, CIE,patrones
electroforéticos, e inmunotransferencia, muestran gque
existe relaciones entre los parapoxvirus y que ademis
se manifiesta una importante heterogenicidad ain entre
las muestras de ectima contaglioso; esto también esta de
acuerdo con Sawhney 1%66, Precausta y Stellman 1973,
Buddle, B., 1984; esta heterogenicidad presente entre
las cepas de ectima contagioso, podria explicar las
fallas existentes en la vacunacidédn con ectima
contagioso. Y refuerza la propuesta de gue si se vacuna
a un hato, es preferible vacunar con la cepa presente
dentro del hato, para evitar introducir nuevas cepas a
el mismo y evitar las fallas vacunales.Los resultados
obtenidos con EC, PVB, y EPB de un misme ramcho permite
proponer el usoc cruzado de las cepas en programas de
vacunacion, es decir, vacunar ovinos y caprinos con
cepas de bovinos y viceversa, lo cual reguiere por
supuesto de mavor investigacién.

Mediante tincién negativa se pudieron ver en las 32
muestras ensayadas de diferente procedencia y fecha de
aparicion del brote; la presencia de particulas virales,
predominando las partfculas de tipo IT de los parapox.
Al comparayr entre las técnicas usadas para el
diagndstico: CIE, IDD ¥ tineién negativa (microscopia
electrénica), se comprové gque la técnica de microscopia

electrénica; es mas sensible, pues resultd positiva en
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todos los casos observados. (cuadro N,5), mientras gque
por técnicas de IDD y ClE algunas muestras no
manifiestan reaccién positiva (Cuadro N, 2 y N.3).

con el propdsite de poder diferenciar muestras de
parapoy {ectima contagioso, estomatitis papular y
pseuwdoviruela bovina); fue realizada la prueba de
inmunomicroscopia electrénica, propuesta por Rosembush
{1983) para diferencial cepas de parapox, usando el
suero homdéloge del animal convaleciente.lLa
diferenciacién entre estas muestrasz se establece de
acuerdo a la presencia de la corola de anticuerpos
alrededor de la particula viral (cepas con corolay
cepas sin corola). En este estudio se realizé la técnica
de inmunomicroscopia electrénica, con 32 muestras de
ectima contagioso, una muestra de estomatitis papular
bovina y otra muestra de pseudoviruela bovina; con un
suero inmune antiectima preparado en conejo;
encontrandose que todas las muestras.sometidas a la
prucba, manifestaron estructuras virales con corola y
estructuras virales sin corola atn dentro de la misma
muestra de virus.{Cuadro N.3}.

De estos resultados se concluye gque la técnica de
inmunomicroscopia electrénica no es aplicable a 1la
diferencliacién d “-Fpas de parapoxvirus; ademés el suero
inmune preparado &h conejo reacclona no Gnicamente con
su homélego sino que también con virus diferentes como

pseudoviruela y estomatitis papular bovina, de acuerdo a
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la relacidn inmunoléaica gue existe entre las especies
del gcénerc parapoxvirus, demostrada en IDD y CIE.

La ccpa # 20 de cabra es la que mostrd menor
cantidad de polipéptidos en la electroforesis y
coincidentemente al relacionar la reaccidn inmunolégica
de esta cepa, se observd que nc manifesté reccidn
antigeno~anticuerpo por las técnicas de IDD y CIE ni
desarrolld corola en la prueba de inmunomicrosceopia
electronica,ademas de gue solo presentd formas tipe II,
por lo que quizds no se manifestaron los determinantes
antigénicos de cublierta, presentes en el resto de la
muestras.

Ec posible que al haber empleado macerados de
costras para estos ensayos, la corola formada se debe a
reacciones con anticusrpos exudados en la reacecidn
inflamatoria original, sin cmbarge si cste fuera el caseo
deberia haberse esperado la observacién de muestras
donde todas las particulas presentaran corola. También
es posible gue leos resultados se deban a la presencia de
vivus cun Jdiferente estructura antigénica en una misma
muestra, come na = ido demostrado en estudiocs de analisis

de gernoma a parciic de costras (Robinson y cols 1983)
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