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RESUMEN 

Se examinaron mediante las técnicas de 
inmunodifusi6n (IDO), contrainmunoelectroforesis (CIE),e 
inmunomicroscopla electrónica las relaciones antigénicas 
de 32 cepas de ectima contagioso (EC) de origen ovino y 
caprino, obtenidas de diferentes brotes en México, 
incluyéndose además una muestra de Estomatitis papular 
bovina(EPB), una de Pseudoviruela Bovina (PVB) y una 
de viruela de paloma. Por las técnicas de IDO y CIE, los 
virus reaccionaron con un suero hiperinmune de conejo 
(SHI}, elaborado con una cepa de origen caprino de EC, 
(cepa patrón). El SHI reaccionó con la cepa patrón, y 
determinó tres lineas de precipitación en IDO y CIE. 
Las cepas de PVB, EPB y la cepa patrón de EC 
presentaron una linea de identidad al reaccionar con el 
SHI. Tres muestras de EC evidenciaron dos lineas de 
identidad con la cepa patrón y cinco una sola linea con 
ésta. Los resultados obtenidos por IDO y CIE, parecen 
confirmar cierta homógeneidad antigénica en los virus 
del género parapoxviridae (parapox) en México, incluso 
entre cepas de distintas especies. Sin embargo por la 
técnica de inmunomicroscopla electrónica, no se 
encontraron diferencias entre cepas de parapox, pues 
dentro de la misma muestra se observaron particulas con 
corola y sin corola 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 realizó además 
inmunotransferencia empleando SHI. El nGrnero de 
proteinas obtenidas varió de 4 a 12 según 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- observó en 12 cepas, 
una de 35 Kd en 10 cepas y una de 15 Kd en B cepas. Las 
cepas bovinas de PVB y EPB presentaron en común con las 
cepas de EC las prote1nas de de 55, 17 y 9.5 Kd. 

Por la técnica de inmunotransferencia realizada a 6 
cepas de EC, y una de PVB, las protelnas reconocidas por 
SHI, se localizan en el rango de 63 Kd a 25 Kd; estos 
proteínas corresponden probablemente a los ant1genos 
de superficie, particularmente de filamento; las 
prote1nas de 55 y 54 Kd son proteinas que reconoci6 el 
SHI y que en los patrones electro~oréticos fueron 
comunes al género de parapox. Los resultados confirman 
la relación exlstente entre cepas de EC y con los virus 
bovinos, incluso para antígenos que estimulan respuestas 
de anticuerpos. 
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INTROOUCCION 

Parapoxvirus (paravaccinia). 

L..l:: ~ll9l!l!!Ll. 

De acuerdo al tercer reporte del 

comité Internacional de taxonomía viral (Matthews, 

1982), los virus de ectima contagioso 

(sinónimos: virus de ORF, virus de dermatitis 

pustular contagiosa), estomatitis papular bovina 

(sinónimos virus de estomatitis papulosa) y virus 

de la pseudoviruela bovina (Sinónimos: virus de 

pseudocowpox , nódulo del ordeñador) son 

considerados dentro del género parapoxvirus. Todos 

los virus del género son capaces de producir 

lesiones al hombre, caracterizadas básicamente par 

la formación de pápulas, vesículas y pústulas 

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, clasificó a este 

genero como miembro de Familia POXVIRIDAE, 

subfamilia Chordopoxviridae, género parapoxvirus; 

(cada género se estableció segün sus ant1genos 

comunes, además del ant!geno nucleoprote1co coman a 

todos los Poxvirus, y por su capacidad de 

recombinarse genéticamente); además señala como 

características comunes al género: -el presentar ADN 



doble cadena, peso molecular de esx1a8; virioncs 

ovoides de 220-300 nm x 140-170 nm , con cubierta 

externa y la presencia característica de un 

filamento externo grueso, ordenado en una espiral 

regular, con lo que adquieren una morfología muy 

particular al ser observados en microscopía 

electr6nica.(Matthews, 1982). 

La simetr!a de la cápside es compleja y la 

envoltura de naturaleza lipoprotelca. Se multiplica 

y madura en el citoplasma de la célula animal (a 

diferencia de otros virus ADN) y las partículas 

maduras se liberan por brote o por ruptura célular. 

El contenido de guanlna-citoslna varia de 35\ 

a 40% ¡ forman cuerpos de inclusi6n 

intracitoplasmáticos observables con el 

microscdpio óptico, en preparaciones teñidas con 

hematoxilina eosina; y en el microscópio 

electrónico se puede visualizar se forma 

estructural tipica, los miembros de este género 

muestran reacción cruzada, y las células infectadas 

no producen hemaglutinina. Los virus pueden 

infectar al hombre. (Mattews, 1982). 

~ Morfoloqla; 

La morfologla y estructura de 

los distintos integrantes del género parapoxvirus, 

no permite establecer diferencias distintivas entre 



ellos a la observación de microscopia electrónica, 

(Nagington y cols. 1965 y 1967, Peters y cols. 

1964), aunque si es lo suficientemente particular, 

para distinguirlos de los demás géneros de la 

familia poxviridae (Peters y cols., 1964). 

La observación del virus con tinción 

negativa utilizando ácido fosfotúngstico, permite 

distinguir dos tipos diferentes de parttculas: unas 

impermeables al fosfotungstáto y de superficie 

estriada, formas M 6 tipo 1; y otras permeables 

al fosfotungstáto en las que se puede apreciar el 

nucleoide y las complejas cubiertas del virus, de 

superficie lisa y generalmente de mayor tamaño 

que las primeras, formas C o tipo 2. La presencia 

de estos dos tipos de partículas en las muestras 

de tinción negativa, es un elemento común a toda 

la familia pox:viridae, (Petera y col s., 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 más nitida y densa 

corresponde a las partículas de tipo l(M), 

mientras que las part1culas tipo. 2(C) aparecen en 

una segunda banda por debajo de la primera en 

forma difusa; su diferente densidad ha sido 

interpretada como una consecuencia de la diferente 

permeabilidad de las particulas al material del 



gradiente. Mientras que las partículas de tipo 1 

conservan infectividad, las del tipo 2 parecen 

corresponder a viriones dañados, no infectantes, lo 

que permitiría explicar su permeabilidad al 

fosfotungst~to, (Robinson y cols., 1982}; pero el 

interpretar a las part1culas de tipo 2 como 

viriones dañados, no parece en principio una idea 

reñida con las observaciones anteriores. 

En las formas M, se aprecia en forma 

característica la presencia de una estructura 

11 filamentosa 11 que rodea a la part1cula viral y le 

confieren, por su particular disposici6n, el 

aspecto de " ovillo 11 que distingue a este género 

viral. El espesor de este filamento ha sido 

estimado en a-12 nm (Peters y cols. 1964 Nagington 

y cols 1965}, mientras que su longitud ha sido 

calculada en 8-10 micras, en función de los modelos 

propuestos por Nagington y cols. en 1965. En los 

modelos construidos para explicar el ordenamiento 

del filamentos, de acuerdo con las observacionns 

de microscopia electrónica, este se orienta en 

forma paralela entre s1 y oblicua de acuerdo al 

eje mayor de la partícula, (Nagington y cols., 

1965) • 

Las formas M y su filamento se observan en 

mayor proporción y con más claridad, cuando la 

tinci6n con fosfotungstáto se realiza a pH ácido o 



neutro, mientras que con pH alcalino de ;más de 

10.s, se favorece la observación de particOlas e y 

en consecuencia de las estructuras internas de ln 

partícula, (Peter y cols, 1964; Nagington. y cols 

1965; Mitchlner 1969). En estos casos se di~tingue 

un cuerpo interno compuesto por tres filamentos de 

aspecto tubular, de 1800 A de largo 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 proteínas 

pariférica3 y la cubierta viral se puede distinguir 

una doble estructura densa ( Peters y cols·. 1964; 

Nagington y cols 1965). 

El uso de enzimas de restricción en el 

análisis del ADN de los parapox, ha demostrado 

además de sus cualidades fisicoqufrnicas, la 

existencia de una considerable heterogénicidad 

entre las muestras de diferente origen, o arin entre 

las que siendo del mismo orígen difieren en el 

nümero de pasas celulares recibidos. (Wfttek y 

cols., 1930; Robinson y cols. 1982). 

El virus de Estomatitis papular Oovina 

contiene un 90% de proteína, llpidos en un 5%, DHA 

3%, pero para los otros miembros del género 

parapoxvirus (ectima contagioso y Pseudoviruela 

bovina) no se han realizado estudios respecto a la 

composición proteica. 



En el virus de ectima contagioso, el uso de 

electrofóresis en poliacrilamida ha permitido 

separar n1tidamente unos 40 polipéptidos, con 

pesos moleculares distribuidos entre 10,000 y 

200.000, estas corridas comparadas en iguales 

condiciones con vacuna (vaccinia), son claramente 

diferentes en su composición en cuanto a cantidad 

y tamaño de los polipéptidos detectados. En este 

mismo estudio, el uso combinado de microscopia 

electrónica con las corridas del gel, permite 

identificar a una prote!ua de 45000 dalton (45K), 

como el probable componente estructural de los 

filamentos que rodean a las partículas, (Thomas y 

cols 1980). 

Mediante el uso combinado de solventes y 

distintos sistemas enzimáticos (tripsina, 

quimiotripsina, DNAsa, lipasa, y fosfolipasa A), 

Mitchiner (1969), propuso que la cubierta externa 

del virus es de naturaleza proteo-lipldica, 

mientras que la interna parece estar conformada 

predominantemente por prote1nas, aunque quizás 

también asociadas n fosfolipidos y triglicéridos, 

de acuerdo con estos estudios, el. autor propone un 

posible modelo de ordenamiento molecular.. 
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~ Reolicación Q.gJ, virus: 

Es poca la información 

disponible que permita componer un modelo de replicación 

para los parapox, dada la ausencia de trabajos a nivel 

bioquímicos o molecular. 

Thomas y cols. (1980), utilizando el virus de la 

estomatitis papular bovina, aporta algo de información 

en este sentido. Utilizando timidina tritiada los 

autores demuestran el inicio de sintesis de AON viral <\-

s horas PI, al mismo tiempo que se bloquea la síntosis 

de DNA celular, esta actividad se prolonga hasta l~s 30-

JG horas PI. La sedimentación conjunta de partículas de 

metionína marcadas con azufre 35 y timidin.:i: tritiada, 

corno indicadores de partículas virales de nueva 

formación se inicia a las 20-24 horas PI y esto 

coincide con las observaciones de microscopia 

electrónica. Pese a lo anterior PoSpischll y Bachmann 

(1980), comunican la observación de par.tlculas maduras 

de ectima a las lG horas PI. 

Plowright y cols, (1959}, titulando el sobrenadante 

de cultivos celulares, detecta un incremento del título 

a partir de las a-12 horas PI y delimita~ de esta manera 

el periodo de "eclipse" del virus de ectima. 

Dhaval Kumar y Pickup (1989) al estudiar las fallas 

de la replicación de los poxvirus, encuentran que el gen 

viral esta transcripto por una RNA polimerasa 



dependiente de DNA; y esta enzima esta formada por 

siete subunidades, cuyas masas estan estimadas entre: 

147, 130, 73, 37, 23, 22, y 20 Kd, las cuales son muy 

similares 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 polimerasu 

dependiente de DNA, que en el ciclo de multiplicación 

viral en la transcripción presenta dns sitios 

transcripcionales, uno operativo tardio y otro operativo 

temprano; siendo interesante la presencia de la 

secuencia 5'-'!'TTTTAT-3-, en la región del codón del gen 

rpo 132; esta secuencia puede ser la responsable de la 

prematura terminación en la transcripción temparana del 

qen; y al parecer esta involicrada en procesos de 

reconocimiento del promotor, unión al substrato y 

elongación de la cadena de RNA (Glass y cols, 1986; 

Godovikova 1987, Hanggi 1986; citados por Chaval y cols. 

1989) gran subunidad de D~A-dependiente de Rll~ 

polimerasa viral, es el gene designado rpo 132 de la~ 

capripoxvirus¡ el cual es transcripto a través del ciclo 

de multiplicación viral, presentando dos sitios 



transcripcionales: uno operativo tardlo y otro es 

operativo temprano y tard1o al mismo tiempo. 

Los estudios de ultraestructura sefialan una muy 

clara similitud entre las imágenes de replicación de 

los parapox y el virus de vacuna (vaccinia perteneciente 

al género de orthopoxvirus). Este último ha sido 

ampliamente utilizado como modelo en los estudios de 

replicación para los parapox. La síntesis de ADN en 

vacuna se inicia a las 1.5-2 horas PI y las partículas 

de nueva formación son detectables a las 6 horas, 

(Fenner y cols., 1974). De seguir estos mismos patrones 

de replicación los parapox serian en consecuencia "más 

lentosº que vacuna. 

~ Serotipos Y.J..Q Biotipos 

Diferentes elementos apoyan la posibilidad de la 

existencia de serotipos y/o biotipos de estos vlrus. 

Los primeros trabajos en este sentido, utiliz~ndo 

pruebas de protección cruzada en ovinos vacunados y 

susceptibles, demostraron la identidad entre cepas de 

origen inglés y australiano, (Seddon y McGrath 19Jl 

citados por Sawnwy, 1966b) y en tres muestras de origen 

francés, inglés y californiano, 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 que ulgunas 

cepas son inmunol6gicamente idénticas mientras que 

otras aparecen relativamente poco diferentes; por lo que 

concluyen que las diferencias serológicas son minirnas. 

La multiplicación del virus en n1ernbrana 

corioalantoidea es incostante y pudiera depender de las 

cepas empleadas. El virus de ORF no crece normalmente en 

membrana corioalantoidea, algunas cepas producen focos 

sobre la membrana corioalantoidea y otras no lo 

producen, y se pierden después de tres pases 

consecutivos en embrión de pollo. (Lyelland y Miles 

1950, Greig 1956, Abdussalam 1957; citados por Nagington 

1961). El virus de ectima contagioso no produce lesiones 

en rat6n, conejo y cuye. (Naginton 1961) 

En sus intentos por establecer diferencius y 

semejanzas entre ectima contagioso y dermatitls 

ulcerativa ovina, Trueblood (1966}, concluye que 

probablemente se trata del mi.smo virus con variantes 

antigénicas en cada enfermedad. Pese a que en trabajos 

anteriores habia concluido que se trataba de diferentes 

virus, por no presentarse protección cruz~da, (Trueblood 

y cols., 1963}. 

Posteriormente Sawhney {1966), comparó los 

diferentes aislamientos de ectima contagioso con 

neutralización y protección cruzada y demuestra la 

existencia de diferencias antigénicas entre lo que 
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considera corresponden a dos grupos de diferente origen 

geográfico, por un lado una cepa Inglesa y una Búlgara 

y en al otro una Rumana con una Checosl<Jvaca. De las 

cepas ensayadas solo la Inglesa y la Búlgara forman 

cuerpos de inclusión; señalando la posible existencia 

de una gran variabilidad antigénica entre las cepa~ da 

campo. 

Nagington en 1968, encuentra que algunas cepas son 

capaces de crecer en un amplio rango de células de 

cultivo primario;y al ser examinadas durante los 

primeros pases en cultivo celular, pierden especificidad 

para las células de borrego y se multiplican en células 

heterólogas de origen humano,esta poca especificidad 

también fue encontrada en cecas de borregos, que hablan 

producido infección natural en humanos, lo que sugiere 

la pérdida de especificidad de la cepa procedente de 

infección humana. 

Corroborando esto Liebermann ~966 (citado por 

Wittek 1980} menciona que después de una serie de pases 

en cultivo celular la mayoria de cepas de ectima 

contagioso, tienen poca especificidad para células de 

borrego y parecen tan heterogéneas como las procedentes 

de lesiones que aparecen en humano.(Liebermann 1966 

citado por Wittek 1980). 

En similar situación, Precausta y Stellman (1973) 

estudiando cuatro aislamientos de origen Francés y uno 

de origen Iran1; encuentran que una de las cepas 
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Francesas presenta un subtipo antigénicamente diferente 

a los otros tres de origen Francés; considerD.n que os 

posible establecer por lo menos dos subtipos del virus, 

aunque 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 comparación por ccrologla y an&lisis da ONA 

tratado con enzimas de restricción. El estudio de la 

cinética de neutralización reveló gran reactividad 

cruzada entre las cepas, pero no permitió una 

clasificación y mientras que el análisis de DNA por 

enzimas de restricción reveló la existencia de estrechas 

relaciones entre cepas de estomatitis papular y ORf' y 

tres grupos muy heterogéneos, luego de 137 pases en 

cultivo celular. 

Además Buddle y cols. ( 1984), mencionan la 

ausencia de inmunidad cruzada en pruebas dn 

seroneutralización; con diferentes cepas cie ectima 

contagioso. 

Las aparentes contradicciones entre los resultados 

presentados por Seddon, McGrath y Glovcr(l933), (citados 

por Wittek 1980) con los de Sawhney, y cols. (1966); 

pese a las distancias geográficas extremas de las cepas 

ensayadas por los primeros, contra las comparativamente 

cercanas de los segundos, quizás pueda explicarse 

considerando el origen migratorio común de los ovinos 

12 



ingleses, americanos y australianos. Debe considerarse 

además el hecho de que la seroneutralización puede 

revelar diferencias antigénicas sutiles, no detectables 

por la pruebas de protección cruzada. 

Hussain y Burger (1989), estudiando propiedades 

biológicas, comparan diferentes aislamientos de ectima 

contagioso: por la morfologia de las placas que 

producen, habilidad a inducir ves1culas en piel y 

caracteristicas en la curva de crecimiento l.n vivo, por 

muestreo secuencial de lesiones en piel produr.icias- en 

cuatro borregos y una cabra. Al replicarse e·i •..:élulas 

vero, los virus exhibieron similares parámetros de 

crecimiento, pero fueron distinguibles unos de otros en 

base a la morfologia presentada en placas líticas en 

células, in .v.i..'i.Q los periodos de latencia fueron de 48 

hrs y estos virus variaron en su habilidad a inducir 

vesiculas. 

Incluso se ha sugerido la posibilidad de que en una 

misma costra procedente de un animal enfermo, pueddn 

encontrarse dos cepas virales distintas en diferente 

proporción, {Robinson y cols. 1982). De c~~firmarse esta 

presunción, seria posible que el pasaje por cultivos 

celularns ejerciera un efecto selectivo sobre una cepa 

contra la otra, modificándose en esta forma las 

proporciones originales, sin que necesariamente se 

hubieran modificado las cualidades antigénicas del virus 

original. 



Todo lo antet~or sin embargo, obliga a suponer que 

el uso de técnicas, cada vez más sensibles, para 

detectar las variaciones entre muestras de un mi~~º 

virus, determine en un futuro inmediato el dejar de 

considerar a los virus como estructuras qi..méticamentc 

estables, o por los menos, mucho menos estables de lo 

que se consideran actualmente. 

~ Relación enLre Parapoxvirus. 

La clasificación de los virus representantn~ dentro 

del género parapox, es materia de controversia. 

Nagington y cols.(1968), propuso una clasificación de 

acuerdo a la historia cl1nica y origen de la cepa ovina 

y bovina, incluso aislamiento de cepas humanas; lo cual 

fue muy cuestionable, por los reporteo de infeccJón 

cruzada y serologia cruzada entre cepas de distintn 

procedencia. 

Wittek en 1980, al estudiar diferentes cepas ~e 

estomatitis papular bovina y virus de ectima por 

an~lisis de DNA con endonucleasas de restricción, 

encontró gran het&rogenicidad ganéticn entre la~ cepas 

de ectima, sin embargo, encuentra que exista una gran 

relación entre los patrones de migrac]ón de alguno4 

polipéptidos obtenidos, con cepas de ectima contagioso 

y do~ cepas de estomatitis paular bovina. 

También Raffi y col (1985), al estudiar el genoma 

de diez cepas de vi rus de pa rapox por 

inmunotransferencia con endonucleasas de restricción, 
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encontró gran heterogenicidad entre las diferentes 

cepas, sugiriendo que hay deleción entre los segmentos 

de DNA y cambio de la secuencia de nucleótidos del DNA 

de los parapox. 

l..:....§.:. Transmisión 

La enfermedad producida por los parapoxvirus se 

presenta en animales jóvenes de dos semanas a dos años 

de edad {Jensen 1974, citado por Buddle y Pulford 

1984). 

Aynaud (1923) (citado por Boughton y Hardy 1934) es 

el primero que demuestra la gran resistencia del virus 

de ectima contagioso al medio ambiente y la abundancia 

del agente en las costras que se desprenden de los 

animales enfermos; en esto se apoya la hipótesis de que 

el virus es transmitido por contacto directo con 

animales enfermos, o con objetos contaminados ( Robinson 

y cols. 19B2). 

Alguno~ autores han sugerido, la contaminación de 

los animales por la ingesta de forrajes toscos o 

malezas espinosas, sobre todo en época de secas, 

(Boughton y Har.dy 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 transmisión experimental de Estomatitis Papular 

Bovina fue lograda mediante la introducción de virus en 

la mucosa oral por inyección o escarificación, 
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lográndose también por inoculación parenteral an 

terneros con material de lesiones 6 con sobrenadante de 

cultivos de tejidos infectados y ocasjonalmente con 

sangre de animales infectados ( scott y cols. 1981). 

Además se produjeron las lesiones en una transmisión 

directa con material pasado por embrión de pollo y por 

contacto directo, colocando en un mismo corral 11n 

ternero sano con otro naturalmente infectado ( Armest 

1988). Por otra parte, los intentos por reproducir la 

enfermedad del Ectima contagioso por inoculJción 

subcutánea e intavenosa han sido inútiles ( Poulin y 

cols 1972, Wachendorfer y Valder 1980). 

Estas situaciones, no resultan totalmente 

coherentes con la rápida aparición y diseminación de 

la enfermedad en los rebaños. Por lo que so ha 

propuesto que estos mecanismos de transmisión 

iniciarían la enfermedad en una parte del rebaño, 

mientras que el resto se contamin~ria a partir del 

contacto directo con los primeros animales enfermos, 

(Bcughton y Hardy, 1934 y Fostel, 1964). Bajo este mismo 

esquema de transmisi6n Gardiner y cols. (1967), 

explican la diseminaci6n de la enfermedad al total de 

un rebafio en 5 dias, proponiendo que los primeros 

animales se contaminan al ingerir la maleza espinosa 

(Templetonia retusü) e infectarst;! lits heridas con el 

virus presente en el medio ambiente, luego el pasto!·eo 

con alta carga animal facilitó la transmisión entre 
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animales enfermos y sanos. 

Se puede, pensar en otras vias de infección en el 

caso de ectirna contagioso como: la respiratoria, tal 

como ocurre con viruela humana, ( Fenner y cols., 1974) 

y viruela ovina, { Singh y cols., 1979), o incluso en la 

transmisión por insectos picadores que actúen como 

vectores mecánicos como ocurre en las viruelas aviares, 

(Fenner y cols., 1974). Debe señalarse sin embargo, 

que los intentos por reproducir la enfermedad mediante 

inoculación subcutánea e intravenosa resultaron 

negativos, Poulin y cols., 1972 y Wachendorfer y 

Valder, 1980). Es de interés señalar, que si se ha 

podido transmitir la estomatitis papular bovina 

utilizando sangre de un animal infectado, (Ostertag y 

cols., 1940, citado por Aguilar -setien, 19BOa) Apoyando 

la posibilidad de infección directa de piel y por 

abrasiones con objetos contaminados y a partir de del 

medio ambiente. 
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Este aspecto tampoco ha sido estudiado 

convenientemente y la información disponible proviene, 

mayoritariamente de estudios cllnicos con esca~a 

inflamación de tipo experimental.Los virus de este 

género son altamente epiteliotropos y las lesiones se 

localizan mayoritariamente en piel y en casos menos 

frecuentes en mucosa digestiva superior o 

genital. (Tórtora J. 1985). 

Sin embargo la presentación de la cnCermedad puede 

que dependa de condiciones que determinen la depresión 

de la respuesta inmune del animal. En becerros la 

inducción de inmunosupresión con fines experimentales , 

coincidió con la observación de lesiones caracter1st.icas 

de estomatitis papular bovina y el diagnóstico fue 

confirmado por microscopia electrónica, mediante la 

observación de las partículas virales caracteristicas 

Aguilar-Setién 1980). 

También ha sido observada la prese11tación de la 

enfermedad por parapox, asociada a sltuacioncz que 

pueden inducir o indicar la depresión de la respuesta 

inmune, como parasitosis. (Linnabary y cols. 1976) 

linfadenitis caseosa {Linnabary y 1976, Samuel y cols 

1975 Okoh 1980), 6 micosis (Morales y Van Kruninger 

1971). 

Sneider y·cols (1982) reportaron una incidencia 
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aumentada de estomatitis papular bovina en terneros 

neonatales inmunosuprimidos; además Obi y Gibbs (1978) 

al examinar las asociaciones entre ectima contagioso y 

la peste de los pequeños rumiantes, señalan que el 

ectima pudo utilizar las lesiones producidas por el 

virus de la peste como puerta de entrada y ser una 

consecuencia 6 complicaci6n secundaria; ó que el ect~ma 

contagioso se halla presentado como consecuencia de 

inmunosupresi6n inducida por el virus da la peste. 

~.:. Lesiones: 

Por su localización y aspecto, las lesiones 

producidas por parapoxvirus son lo suficientemente 

caracteristicas, en los casos tipicos, como para 

permitir un diagnóstico clinico con muy pocas 

probabilidades de error. 

En el caso de EPB después de un periodo de 

incubación de 2,4 6 7 dias, se presenta eritema y 

pequeñas pápulas que van haciendose rojo obscuras, se 

endurecen sobre la superficie y se expanden 

periféricarnente, por lo que las lesiones son casi 

siempre redondas. A medida que la lesión se expande, la 

periferia se enrojece y el centro se hunde'siendo de 

~olor café grisáseo y duro en la superficie. cuando las 

lesiones se localizan fuera de la cavidad oral pueden 

cubrirse de tejido necrótico o de costras.(Sneder; y 

cols 1982). 
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Las lesiones individuales sanan rápidamente, 

algunas veces en solo 4 a 7 d1as, pero las marcas de las 

lesiones ya cicatrizadas, en forma de áreas circulares 

de mucosa rosada oscura, rodeada usualmente de una zona 

levantada y más pálida, que puede persistir durante 

varias semanas.En bocas muy pigmentadas es dificil ver 

hiperemia, aün on las fases agudas, pero se observan 

anillos grises decolorados periféricamente. Pueden 

presentarse series sucesivas de lesiones en un animal 

durante un periodo de varios meses, siendo frecuente que 

varias confluyan, se observan on labios, carrillos, 

ollares, enc1as, lengua y mucosa oral; en la necropsia 

es posible hallarlas en el esófago, rurnen, reticulo y 

omaso.{Rodriguez; y cols. 1988). 

En el caso de ectirna contagioso, las lesiones se 

desarrollan inicialmente como pápulas, luego pústulas 

que se cubren pronto por una costra gruesa que cubre 

una zona elevada de ulceración, granulación e 

inflar.3ci6n. Las primeras lesiones se desarrollan en la 

unión oral mu~ocutánea, usualmente en las comisuras 

orales. De ah! 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 constj.tuir una placa aislada. En 

poco tiempo las lesiones se agrietan y las costras se 

vuelven dolorosas al tacto. Se desmoronan fácilmente 

pero son dif1ciles de desprender de la granulación 
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subyacente. Las lesiones pueden aparecer en el rodete 

coronario y las orejas, o bien alrededor del ano, la 

vulva, prepucio, o las mucosas nasal y oral. En los 

casos benignos las costras se secan y se caen 

completándose la recuperación en aproximadamente J 

semanas. Raramente se presenta invasión sistémica que se 

extiende por el tracto digestivo superior, o por la 

tráquea produciendo bronconeumon!a. Los corderos 

afectados pueden sufrir un severo atraso en el 

desarrollo debido a la disminución de la 

alimentación. (Callis; y col 1982). 

~ Localización: 

Las lesiones tienden a localizarse siempre en zonas 

de la piel con poca o ninguna presencia de lana o pelo. 

En los casos más frecuentes tienden a presentarse en 

los bordes mucocutáneos, especialmente en los labios y 

más particularmente en las comisuras labiales( Howarth, 

1929; Boughton y Hardy, 1934; Gardiner y cols., 1967 

Zebrowski y cols., 1974). Frecuentemente cubren toda la 

región perioral, exténdiendose hacia los hallares y 

pueden presentarse lesione2 en los párpados y alrededor 

de los ojos e Incluso en el interior de las orejas 

(Howarth, 1929 y Gardiner y cols., 1967), esta 

descripción corresponde a lo que se conoce como forma 

facial de los Parapox. 

La forma pedal de la enfermedad quizás sea más 
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frecuente de lo que se reporta, considerando que por su 

localización su observación no es tan sencilla corno en 

los casos faciales Robinson, 1983). El aspecto de 

este tipo de lesiones puede enmascararse por efectos 

mecánicos y sobre todo por las complicaciones 

bacterianas. La zona interdigital y el rodete coronario 

son el asiento más común de la lesión, que puede 

incluso llegar a afectar los cojinetes ( Valder y cols., 

1979). 

La forma mamaria afecta la piel de los pezones y 

es frecuentemente su observación en hembras que 

amamantan corderos 6 cabritos 6 becerros con lesiones 

faciales u orales. Se ha sugerido que las crias 

transmitirían la enfermedad a las madres en el 

amamantamiento ( Howarth 1929). 

Una localización no siempre explorada es la 

presencia de lesiones en la mucosa digestiva, 

particularmente en boca: rodete dental,· encías, paladar, 

dorso de la lengua; esta localización p?.rece Ger más 

frecuente en animales jóvenes( Howarth, 1929; Gardiner y 

cols. 1979). Se han descrito lesiones de ectima 

incluso en la mucosa ruminal ( Morales y Kruiningen 

1971). 

Con menor frecuencia se ha comunicado la forma 

genital de la enfermedad, afectando 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 lesión de escroto, con 

agrandamiento del mismo por acúmulo de liquidas hasta de 

20 a 25 cm (Ohman, 1941). 

Más raras son las lesiones en las axilas, cara 

interna del muslo, corvejones y base de la cola 

(Howarth, 1929). 

Generalmente la enfermedad se presenta bajo alguna 

de estas formas clinicas y solo en casos excepcionales 

aparecen brotes o animales con combinaciones de más 

de una de estas formas de lesión. Sin embargo, exjstcn 

comunicaciones de cuadros extendidos y sumamente 

graves como el descrito por VaJder y cols. (1979) en 

Alemania. La enfermedad se presentó en corderos y 

adultos y a la forma pedal y genital, se sumó la 

presencia de lesiones papilomatosas-proli(erativas en 

la mucosa digestiva, con estomatitis, faringitis y 

esofagitis ulcerativa en otros animales, y con elcvadil 

mortalidad entre los corderos, muchos de ellos 

perdieron la pezuña. Un cuadro similar ha sido reportado 

por Okoh (1980), con lesiones múltiples y graves. 

También se hiin señalado casos en los que la enfermedad 

mantuvo su carácter agudo por los dos meses e involucró 

lesiones en el tracto gastrointestinal, pulmones y 

corazón, con una mortalidad del 18% ( oarbyshire, 1961, 

citado por Robinson y Balassu 1981). 
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En los rumiantes salvajes en los que se ha 

observado la enfermedad, la localización 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 comunicación referente a un caso en buey 

amizclero se describen lesiones en el tórax y perineo 

{Kummeneje y cols. 1979). 

Recientemente se ha insistido en la 

presentación de formas sistémicas, altamente virulentas, 

particularmente afectando lotes de corderos en sistema~ 

de cr1a artificial en Alemania { Wachcndorfer y Valder, 

1980). 

1....=...1º-:.. Respuesta Inmune gn Parapoxvirus 

En la enfermedad producida por los Parapox, señalan 

que los animales que enfermaban por ectima qdquirian 

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 infección 

por estomatitiD papular bovina resistieron al desafio 

con otra cepa diffi'!rente del mismo virus (Moussa y cols. 

1983). 

En ectima contagioso los anticuerpos neutralizantez 

fueron datectadoG a los 24 dias post-infección (PI); 

encontrando que los anticuerpos neutralizantes 
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eliminaron los virus infectantcs de los sltios de 

inoculación ( Hussain y Burger 1989). Los anticuerpos 

neutralizantes han sido también comunicados en corderos 

amamantados por hembras considerada inmunes en 

cantidades que los autores señalan 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 pruebñs de 

inmunodifusión radial, pero este trabajo perseguia finos 

diagnósticos y la protección caloGtral no fue evaluada 

(Aguilar-Setién 1980). 

La presencia de anticuerpos neutralizantes ha sido 

demostrada mediante pruebas de titulación en micropluca 

de cultivos celulares tanto en sueros de animales 

enfermos y convalcscientcs (Poulin y cols. 1972), como 

en animales vacunados (Buddle y cols. 1904b). La 

actividad neutralizante parece encontrarse a los 15-30 

dias PI, para declinar a los dos meses, la mayor parte 

de esta actividad neutralizante dependerá de' 

unticue~pos de tipo IgG, siendo muy pobre la actividad 

detectada de IgM, aún en casos de animales hiperinmune.s 

(Poulin y cols 1972)¡ sin embargo la ausencia de 

protección calostral en ectima contagioso también ha 

sido señalada por los autores , basándose en la 

observación clínica de la enfermedad en crias de madres 

consideradas inmunes por haber 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 señalan como protectoras, por 

lo menos hasta las tres semanas de vida (Poulain y 

cols., 1972). La existencia de inmunidad calostral 

también ha sido señalada en otro trabajo (Le jan y 

cols. 1978). Pero sin embargo ninguna de estas 

comunicaciones, señala la realización de pruebas de 

desafio, que evaluaran crlticame_nte 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 diagnósticos; 

Blakemore y cols en 1948, señaló la presencia de 

anticuerpos fijadores de complemento· y aglutinantes, 

'pero se falló en el intento de demostrar anticuerpos 

neutralizantcs en dos muestras de origen humano. 

Las primeras descripciones de la enfermedad señalan 

la observación, de que los animales que enfermaban de 

cctima adquirían resistencia, por lo menos de 18-24 

meses (Boughton y Hardy, 1934), mientras que en los 

animales 11 vacunadost1 la resistencia parec!a 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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más rápida curación en corderos previamente 

11 vacunados 11 con virus mantenido en ovinos, que en 

aquellos animales "vacunados" con un virus previamente! 

pasado por cultivos celulares y considerado de menor 

virulencia; lo que parecer1a confirmar la hipótesis de 

Glover { 1932-33) en el sentido de que existiría una 

correlación positiva entre virulencia e 

inmunogenicidad {Buddle y colz., 19B4b). Lamentablemente 

y pese al tiempo transcurrido desde las primeras 

observaciones, poco es lo que se ha avanzado en el 

conocimiento de los mecanismos inmunes de la 

enfermedad. 

Hussain y Burger (1989); observan que el virus 

infectivo desaparece del compartimento vascular en cinco 

minutos y no desarrolla lesiones , sugiriendo que la 

diseminación de Parapox v1a hematógena no es preferente 

y esta diseminación hematógena del virus de un sitio a 

otro puede no interferir con el ciclo de crecimiento del 

virus en piel. 

La presencia de anticuerpos citotóxicos fueron 

detectados hasta un mes después de la infección 

experimental de borregos con E.e.; pero los anticuerpos 

citotóxicos no fueron detectados en animales inretados 

naturalmente (Koptopoulos y cols.1982). Además los 

anticuerpos circulantes a E.e. ocurrió más tarde en el 

curso de la enfermedad con niveles variables. (Robinson y 

Balassu 19B1) . 

27 



Al ser estimulados los linfocitos perifericos de 

borregos recuperados y controles no infectados con E.e.; 

la prueba de estimulación indica que los linfocitos de 

borrego expuestos a E.e, responden a la estimulación con 

el virus; siendo la respuesta específica, esto sugiere 

que la inmunidad mediada por celulas puede contribuir a 

la recuperación; además la existencia de otros factores 

inmunes pueden conferir resistencia a E.C. ( Hussain y 

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

interferón en suero y homogenados de piel, de ovejas y 

cabras infectadas experimentalmente, entre los o y 14 

días posinfección, En este mismo trabajo, los 

anticuerpos neutralizantes pudieron detectarse hasta los 

24 días posinfección y los autores consideran dado la 

respuesta de transformación blastoide linfocitaria; la 

eliminación del virus está relacionada con la respuesta 

inmune celular, que con mecanismos humorales y de 

interfer6n. 

Buddle y Pulford (1984), al estudiar la inmunidad 

pasiva en corderos, se observa que esta no confiere 

protección al desafío con E.e. en corderos de un mes de 

edad, sugiriendo que la respuesta inmune predominante 

depende de una respuesta inmune mediada por células más 

que de una respuesta de tipo humoral. 

Finalmente se ha señalado, la inducción de 

inmunidad de diferente duraci6n en la resistencia a la 

enfermedad, según la zona de piel afectada. Las lesiones 
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faciales inducirlan una inmunidad más duradera, que las 

de glándula mamaria, genital u otras. (Schmidt, 1967 y 

Kovalev y cols., 1971, citados por Robinson y Balassu, 

1981). 

I.11.- Diagnóstico 

El diagnóstico de parapoxvirus, no ofrece mayores 

dificultades; el curso prolongado con signologia leve, 

la edad en que los terneros (menores de 6 rneseo de 

edad), y los ovinos y caprinos (1 a 2 meses de edad se 

afectan más frecuentemente} , el aspecto macroscópico y 

microscópico de las lesiones, y los aspecto~ 

epidemiológicos de estas enfermedades, permiten un 

diagnóstico clinico relativamente seguro. ( Brugere­

Picoux-J; Fedecta-M 1985) . 

sin embargo cuando las lesiones no son las 

características y/o el cuadro epidemiológico no se 

presenta dentro de lo esperado (morbilidad y 

mortalidad) , entonces el diagnóstico puede confundirse 

con: fiebre aftosa, rinotraqueitis infecciosa bovina, 

diarrea viral bovina, peste bovina, estomatitis 

vesicular, lengua azúl,viruela ovina y caprina y las 

papilomatosis; 6 con dermatitis producidüs por piogenos 

especialmente Stanhylococco 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 

diagnóstico del mismo, sin recurir a pruebas diagnóstica 

cornplarncntarias que permitan confirmarlo. (Shelley-WB; y 

Shelley-ED;1983; Tórtora 1985). De estas, la observación 

en tinción negativa de macerados de tejidos afectados, 

en busca de las particulas virales caracteristicas de 

los parapox, es la prueba más rápida y segura; oin 

restarle importancia a el diagnóstico por microscopia 

óptica, en el que a partir de una biopsia fijnda con 

formalina y tefiida con hematoxilina-eosina, se observa 

en la epidermis hiperqueratinización y parcialmente 

necrótica, en algunas áreas de células epiteliales 

aparecen vacuolizadas, en algunas áreas de células 

epiteliales aparecen vacuolizadas, en la dermiG 

hubo células polimorfonucleares fibroblastos y células 

redondas con ~lguna dilatación 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 gPnPro parapoxvirus. La clasificación de este género 
es raateria de controversia; ya que por pruebas de 
neutralización e inrnunofluorescencia, 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 
citopático producido en cultivos celulares entre 
parapoxvirus bovino y ovinos, lo cual permite separar 
entre parapox bovino y ectima contagioso. Además se ha 
propuesto una clasificación acorde a la historia 
clinica manifestada por cada miembro del género 
parpoxvirus (Aynaud 1923, citado por Wittek 1980). 

Recientemente la posibilidad de diferenciación con 
parapoxvirus por medio~ inmunológicos, usando sueros 
hiperinmunes ha sido demostrado (Rosembush 1982). 

Además el análisis de DNA de parapoxvirus con 
endonuclcasas·ae restricción (ECO Rl y HIND III), reveló 
gran hetcrog~nicidad genética entre los aislamientos de 
virus de Estomatitis papular bovina, Pscudoviruela 
Bovina y Ectima Contagioso.(Rigby y cols 1977 citados 
por Gassmann 1984). 

En este trubajo se intenta poner en evidencia que 
no e>:isten diferencias antigénicas importantes, entre 
los distintos miembros del género parapoxvirus, 
empleando las técnicas de IDO, CIE, inmunomicroscopia 
electrónica e inmunotransferencia, para muestras de 
cctirna contagioso, pseudoviruela bovina y estomatitis 
papular bovina. 
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2 .1 OBJETivcp 

En este trabajo se plantea como objetivo 

primario el siguien·ce: 

Encontrar posibles relaciones entre cepas de 

ectima contagioso y parapoxvirus bovinos (Estom<:1.titis 

papular bovina y Pseudoviruela bovina) 

Y como objetivo secundario se plantea el 

siguiente: 

Mediante la aplicación de las técnicas de: 

Doble difusión, contrainmunoelectroforesis, 

inmunomicroscopia electrónica, corridas alectroforéticas 

e inmunotransferencia encontrar relaciones antigénicas 

entre los parapoxvirus 
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3 MATERIAL Y METODDS 

3 .1.1 Preparación Q._q muestras de .v.rueba y muestra M 

refel:.!tn.9ia: 

Se obtuvieron muestras de costras de Ectima 

Contagioso(EC) da cabras y borregos de diferentes 

regiones del pais, pero solo se contó para este estudio, 

con una muestra de Pseudoviruela y una de Estomatitis 

Papular Bovina (cuadro N.l). Las muestras se pesaron 0.3 

gr de cada una de las 30 muestras, e incubaron 12 horas 

on solución amortiguadora de fosfatos (PBS pH=7.2), 

después se maceraron y conservaron a 4 e hasta el 

momento de su utilización. 

Como mucrntra de referencia se utilizó un macerado 

de costras de orÍgen caprino obtenido de un brote de 

Baja California Sur, previamente liofilizado y envasado 

en viales de 2 ml conservados entre 4 y 10 ~ 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 se 

centrifugaron u JO 000 Xg (rotor SS-J4 Sorval) y la 

pastill,1 obtenid.J. fue usada en las diferentes prueb;:is. 

En el cuadro N.l se listan las muestras utilizadils 

en el presente estudio. Puede notarse se emplearon 

muestr.as de Ectima Contagioso ovinas y caprinas, 

muestras de Estomatitis Papular Bovina y Pseudov.iruclu 

Bovina, y una muestra de viruela aviar de paloma. 
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CUADRO Ui ORIGEN DE LAS MUESTRAS DE 

PARAPOXUIRUS UTILIZADAS EN 

EN ESTE ESTUDIO 
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J..:..]. Obtención Qg sueros filperinmuM§ 

3.2.1.Animales. Se emplearon cuatro conejos Nuevil 

Zelanda de aproximadamente tres kilos de peso. 

3.2.2.Suspensión ~un vial de la muestra de 

referencia fue reconstituida con tres ml de medio para 

cultivo celular (MEM-EAGLE sin suero) y centrlfugado a 

1000 Xg durante 10 minutos,el sobrenadantc fue 

utilizado para inmunizar a los conejos. 

~Calendario de Inmunización. Cada semana se 

inyectó por via subcutánea 1.0 ml de la suspensión de 

virus durante un periodo de 10 semanas, el sangrado se 

efectd~ una semana después de la aplicación del último 

estimulo. 

~ Evolución y titulación del suero 

El suero obtenido después del último estimulo fue 

titulado por las técnicas de IDO y CIE. Para araba; 

pruebas al ant1geno usado, fue el mismo con el que ne 

realizaron las inmunizaciones; Para IDO, el antlqeno se 

colocó en la pozeta del centro y en las seis pozetas de 

alrededor se colocaron dilusiones dobles del suero del 

conejo inmunizado. 

Por CIE el antlgeno se colocó en el cátodo y el 

suero de los conejos inmunizados en el ánodo; el 

ant1geno se le hicieron diluciones dobles y cada 

dilución del antigeno fué enfrentado a todas las 
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dilusiones dobles (1:0, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32) del 

suero de los conejos inmunizados 

3.3. Inmunomicroscopía Electrónica (IME) 

En un tubo de ensaye se colocaron 0.2ml de suero 

antiectima y 0.2 ml de suspensión viral, y se incubaron 

durante 12 hrs a 4°C posteriormente se tomó una gota de 

la suspensión y se depositó sobre papel parafilm, sobre 

la gota se colocaron dos rejillas de 200 mesh, durante 

media hora, (las rejillas fueron previamente preparadas 

con membrana plástica de fomvar), se retiraron, se 

adsorvió el exceso de liquido con papel filtro y se 

tiñieron con ácido fosfotunsgtico (solución al 2% a 

pH=7.2), durante 5 minutos.(Rosembusch y cols. 1983). 

3.4 contrinmunoelectroforesis (CIE) 

Se preparó una solución de agarosa al 1% en 

solución amortiguadora de barbituratos (pH=S.6) 

(apendice I) y se adicionaron 10 ml de esta solución a 

un portaplacn en donde se encontraban los portaobjetos 

previamente lavados y desengrasados, se dejó 

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 que 

el anticuerpo quede situado en el ánodo y el antigeno en 

el cátodo; aplicando un voltaje de o.065 amperes durante 
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90 minutos.( Chand y cols. 1985). 

Se aplicaron dos lavados uno con solución 

amortiguadora de fosfátos (pH=S.6) (apendice I) durante 

l.2 hrs y otro con agua destilada durante 24 hrs; y luego 

se tiñó con colorante negro de amida (apendice I) 

durante una hora a temperatura ambiente; y se destiñó 

enseguida con solución desteñidora (apendice I) ha~ta 

que se observaron las bandas de precipitación. 

Con el fin de encontrar la mejor forma de 

presentación del ant1geno soluble en la prueba de CIE; 

el ant1geno se trató de tres formas: 1) la muestra de 

referencia liofilizada, resuspendida con medio de 

cultivo celular; 2) la muestra de referencia liofilizada 

y resuspc.ndida con medio para cultivo celular, tratada 

con 2-mercaptoetanol y ebullición por un minuto; 3} la 

muestra de referencia liofilizada y resuspendida con 

medio para cultivo celular, se somete a calor (60 °c 

durante 12 hrs). 

3.5. INMUNODODLEDIFUSION (IDO) 

Se preparr~ron cajas de petri con 15 ml de solución 

de agarosa al 1% en amortiguador de barbituratos 

{pH=B.6),(apendice I) las placas se incubaron durante 

cinco minutos a temperatura ambiente y después a 4 °c 

hasta completar la gelificaci6n, se hicieron las 

horadaciones con el horadador de seis pozetas de o.smm 
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de diámetro y con una distancia da 3 mm entre el pozo 

central y cada uno de los laterales y se llenaron laa 

pocetas colocando en el centro el suero positivo y en 

los pozos de alrededor las diferentes muestras de virus 

ae ectima contagioso, (Morilla y cols. 198G). 

Se dejaron en cámara hümeda a 4ºC de 12 hasta 48 

horas. y posteriormente se aplicaron dos lavados uno con 

solución amortiguadora de fosfátos (PBS pH S.6) durante 

12 hrs. y otra con agua destilada durante 24 hrs. los 

geles se deshidrataron completamente a ·temperatura 

ambiente, y se tiñeron Con solución de negro amida 

~espués se destifieron con solución decolorante hasta la 

observación de lineas de precipitación. 

3.6.Concentraci6n de Proteínas virales 

Se realizó una precipitación con sulfato.de amonio 

de acuerdo a la metodologia descrita por Herber y cols 

1972. 

Las muestras problema y la muestra patrón fueron 

reconstituidas en 10 ml de medio para cultivos celulares 

(MEM-EAGLE sin suero) • 

Se preparó una solución saturada de sulfato de 

amonio pH=5.B disolviendo 55 gr del reactivo en 100 ml 

de agua destilada. La concentración final de la solución 

de sulfato de amonio(SA}, se seleccionó con base a la 

especie de procedencia de las coGtras de la siguiente 

manera, al 35 % para las costras de borrego y 30 y 45% 
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Vol. de 
saturada 
Stock 
lOml 
9 
6 
7 
6 

para las costras de cabra; de acuerdo a la técnica 

descrita por Herbcrt y cols. 1972. 

La precipitación se efectuó adicionando gota a gota 

la solución de SA, enseguida se centrifugó a 200Xg 

durante 15 minutos y se descartó el liquido 

sobrenadante. La pastilla se resuspendió en 10 ml de 

agua destilada.El proceso se repitió dos veces más con 

las muestras de borrego , y en el caso de cabra se 

efectúo una precipitación con solución de SA. al 30% y 

una segunda con solución de SA al 45%. 

El precipitado se resuspendió en 10 ml de agua destilada 

y se dializó contra solución salina ( cloruro de sodio 

al 0.85%). El dializado se concentró por el método de 

deshidratación con azúcar glass. (Gassmann y cols. 198•1). 

~ Soluciones Qg ~ 

Se prepara una solución saturada de sulfato de 

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

la solución que !-:;e requiere, de acuerdo a la siguiente 

tabla: 

Vol. de 
agua 

o 
1 
2 
3 
4 

de Sol de 
trabajo 

100 
90 
BO 
70 
60 

Mezcla de reacción 
de prot.%de 
saturaci6n 

50 
45 
40 
35 
30 

l. 7 cuantificación de Proteinas 
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Para cuantificar las proteinas se utilizó el método 

de Bradford (1976), la curva 'patrón de albümina sérico 

bovina (ABS) se preparó a partir de una solución al H: de 

la cual se hicieron cinco diluciones logaritmicas. 

Posteriormente se agregaron por tubo O.lml de cada 

dilución de ABS, O.lml de cada muestra y l ml de 

reactivo de Bradford (lOOmg de azQl brillante de 

Cooroasie G-250, disuelto en 30 ml de etanol al 95% y 

lOOml de ácido fosfórico al 85% y agua destilada c.b.p. 

lOOOml) . y para el blanco se tomó O. 1 ml de agua 

destilada más 1 ml de reactivo de Bradford; se 

mezclaron los tubos y se leyeron en un tiempo máximo de 

una hora a 595 nm, en un espectrofotómetro (Espectroni~ 

88 8ausch & Lamb). 

3.8. Adsorci6n de sueros 

Se utilizaron O.Jgr de costra producto de un 

traumatismo y negativa a EC;, se incubaron durante 12 

hrs a 4ºc, y después se maceraron en solución salina 

estéril y ajustada a una absorb~ncia de dos a uno 

longitud de onda de 600 nm. La suspensión de costra 

negativa a EC., se mezcló con volúmenes iguales de suero 

positivo a E.e. ,se incubó durante dos horas a 

temperatura ambiente y 12 horas a 4 grados centigrados; 

con la finalidad de eliminar respuestas inespeclficas a 

proteínas presentes en las costras; los complejos 

antlgeno-anticuerpo fueron eliminados por centrifugación 
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a 300 Xg; durante 30 minutos. 

J.10. Aislamiento de Bacterias 

La muestras de referencia fue resuspcndida con 3 ml 

de medio para cultivo celular, y se sembró en agar soya 

triptic~sa; 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 

bioquímicas para la identificaci6n del género: Gram, 

catalasa, OF, movilidad, crecimiento aerobio y 

anaerobio, oxidación de la glucosa. 

Al encontrar el género a que pertenecen Jas 

bacterias contaminantes, se procedió la identificación 

de la especie mediante las siguientes pruebas 

bioquimicas: reducción de nitratos, indol en TSI, 

ureasa, utilización de citratos, y reducción de los 

azúcares xiloGo, glucosa y manito!. (cuadro #lA) 

3.~~. Electroforesis on geles de poliacrilamida con 

dodaoilsulfato de sodio (SDS-PAGE). 

3 .U. 1. Preparación de muestras: Las muestras fueron 

preparadas de acuerdo con el punto 2.1. y a cada muestra 

se le determinó la cantidad de proteína presente, los ml 

de solución de muestra utilizados se determinaron de 

41 



acuerdo con la concentración de proteina, y ajustados a 

una concentración de L50ul; se adicionó la misma 

cantidad de solución amortiguadora para tratamiento de 

muestra, colocándose en baño maria durante un minuto. 

3.J1,2.Preparación Qg los Geles• 

El corrimiento clectroforótico ne efectuó de 

acuerdo al método de geles discontinuos descrito por 

Laeml i en 1970. 

Se utlizó 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 scp~rador 

y de 150 volts para el gel concentrador. Los gelc:.-: 

fueron prepdrados de acuerdo a las 

siguientes formulaciones : 

Separador Concentrador 

10% 

Acrilamida 10 ml 1.3 ml 

Buffer s.s 7.Sml 

Buffer 6.8 2.Sml 

sos 0.3ml O.lml 

Agua 12.0Sml 6.lml 

Persulf ato 150ul so ul 

de amonio 

Temed 15ul Sul 
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Después del corrimiento electroforético el gel tué 

teñido durante dos horas, se eliminó el exceso de 

colorante, una vez transcurrido este tiempo; e 

inmediatamente se destinó; primero con solución 

desteñidora I, durante 2-4 horas; y después con solución 

desteñidora II hasta la completa decoloración del gel. 

3.1?. INMUNOTRASFERENCIA 

Se emplearon las proteínas virales concentradas, 
como se describe en el punto J.6. 

Las proteínas de las muestras separadas por 

corrimiento clectroforético en gel de poJiacrilamidn se 

transfirieron a papel de nitrocelltlosa por Ja 

técnica descrita por Bowen ( 1980). De acuerdo a este 

método, el a el siguiente diagrama: 

Acri lico +++++++++++·H-++ 

Scotch ========~====== 
Papel filtro +++++++++++++++ 

Gel ===========~=== 

Papel de 
Nitrocelulosa ---------------

Papel filtro +++++++++++++++ 

Scotch =============== 
Acrílico ++++++++++++++++ 

43 



El. paquete así. formado se sumergió en amortiguador 

de fosfatos (PBS pH=7.4) y se incubó durante 48 hrs. 

Después de este periodo el gel fué teñido con azúl 

de coomasie para comprobar la transferencia de las 

proteínas. 

Se utilizó la técnica de inmunoensayo enzimático 

(ELISA) para revelar la rección antigeno-anticuerpo, 

entre el suero de los conojos inmunizados con la cepa 

patrón y las diferentes bandas proteicas procedentes de 

diferentes muestras transferidas a la nitrocelulosa. 

Se empleó el suero de conejo antiectima ajustado a 

un titulo du 1:8 por las técnicas de CIE y DDF. El suero 

y el papel de nitrocelulosa se dejaron en contacto 

durante dos horas a temperatura embientc, el 

sobrenadante se eliminó totalmente y se lavó tres veses 

con solución de PBS. Se adicionó el conjugado 

anticonejo-peroxidado (sigma con titulo l:JOO),y se 

incub6 durante dos horas, nuevamente se lavó tres vece~ 

con solución de PBS pH=7.4 y posteriormente se reveló 

con aolución reveladora hasta la aparición de lineas 

coloreadas en la nitrocelulosa. 
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~. RESULTJ\DOS: 

Los conejoo no manifestaron ninguna reacción 

alérgica a pesar de que el periodo de inmunización fUé 

muy largo {10 semanas). A las 5 seraunas de inoculación, 

no se obtuvieron lineas de precipil:ación en la prueba de 

CIE y IDO, por lo que se decidió seguir el programa de 

inmunización por un periodo de 5 semanas más, al final 

de las cuales, se obtuvo un titulo de 1:32 por las 

pruebas antes mencionadas. (figura N 1). 

~ RcacciQ..D.g§ Q.g Idéntidaq Qg Ectima contagioso 

M.r.. Prue.JL~ de b!..Q.hl..Q. Difusión_ y_ 

Contrainmunoelectr_!lt_qJ;:gEi.g 

Por las pruebas de doble difusión (IDO) y 

contrainmunoelectroforesis (CIE) se obtuvieron de una 

hasta tres lineas de precipitación con los diferentes 

muestras de parapoxvirus, y alguna~ muestLas resultaron 

negativas, (CUadro u. 3, figura N. 1 y 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 

medio de cultivo celular y tratada con 2-mercaptoetanol 
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y ebullición por un minuto; 3) La muestra de referencia 

resuspendida con medio de cultivo celular y sometida a 

calor (60ºC durante 12 hrs}; determinaron resultados muy 

similares para los tres tratamientos, por lo que se optó 

por usar el sistema tL 1. 

Se aislaron las bacterias de Bacillus. tlQl . .\.m.!2@ y 

Bacillus megaterium. que se aislaron como 

contaminantesdc la muestra liofilizada empleada como 

referencia,por esta razón fueron evaluadas co~o 

antigenos en la prueba de inmunodobledifusión 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 

prec.ipitación, (figura #2b), por lo que se descartó la 

formación de antic~erpos precipitantes en el suero. 

Las líneas de precipitación que se obtuvieron con 

muestras de parapox bovino (estomatitis papular bovina 

EPB y pseudoviruela PVB) indicaron: una linea d0 

identidad en la muestra de referencia y PVB, una linea 

de identidad 0n la muestra de referencia y EPB, que se 

extendió con la muestra 2 y PVB además de manifestar 

otra l.inea óc identidad en las muestras EPB y PVB 

(figura N. 2A) • 

No se obtuvieron bandas de precipitación con las 

muestras 1s,20,21,22,2s y 29 con ninguna de estas dos 

técnicas; mientras que la muestra 11 no mostr6 bandas 

por CIE pero por .DDF si y la muestra 7 no di6 por 
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DDFpero ~or CIE dió resultados positivos. (cuadros N.3 y 

N. 4). La muestra de viruela aviar {#6) resultó negativa 

en ambas pruebas. 

~ Inmunomicroscopía Electrónica 

Por la técnica de inmunomicroscopia electrónica, se 

encontró que las muestras presentan formas e o tipo 2, 

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

Las particulas virales de E.C. predominantes son de 

tipo 2 o formas e; con la excepción de la muestra 20, 

que presenta solo la forma tipo e sin corola, todas las 

demás presentaron las cuatro formas virales: tipo M con 

corola y sin corola¡ tipo e virus con corola y virus 

sin corola; {foto N 1 y 2), y cinco cepas (10, 12, 17, 

18, y 26) que solo manifestaron estructuras con corola 

dentro del tipo e y M. (cuadro #5) . 

Los virus de Parapoxvirus {PVB, EPB), presentaron 

predominantemente part1culas tipo 2, aunque también se 

observaron particulas tipo 1¡ y en la prueba de 

inmunomicroscop1a electrónica fueron observadas las dos 

formas: virus con corola y virus sin corola; aún dentro 

de la misma muestra de virus, en el mismo campo de 

observación del microscópio electrónico de transmisión 

(foto N.3). 

Es necesario notar que con microscopia electrónica 

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) 

~ E...,atrones Electroforéticos 

Se ensayaron tres concentraciones de geles de 

poliacrilamida: 7.5%, 10%, 15%. E11 la concentración de 

10% el patrón electroforetico se observó con mayor 

definición. 

En los corrimientos iniciales se apruciaron bandas 

de precipitación desde los 65 kd hast;:¡ 55 kd, (cuadro 

N.7), que coincide con la banda de albumina; por esto 

se decidió precipitar las muestraz con sull[ato 1Je 

amonio, y de este modo intentar eliminar albúmina 

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

Primero se realizó un corrimiento electroforético 

utilizando dos muestras de ectima contagioso (EC) 1 l.:i. 

muestra de referencia, una muestra de EPB, y como 

controles:l) suero de cabra, 2) costra traumática de 

cabra y 3) una mezcla de lL.. mem.1tetiY.m y ~ polimixa 4) 

calostro de cubra. Se encontró que las muestras 

compartían algunas proteínas con los cent.roles, (mezcla 

de bacterias (B.polmixa y !L.. m.g_~rium), costra 

traumática, y suero de cabra); y que las muestras de 

ectima contagioso presentaban una proteína común de 55 

KD.con el virus de EPB.(Figura N.4). 
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Posteriormente se efectuó otra electrofdresis con 

las siguientes muestras de EC:9 de cabra: uc, PJl, 

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 observó la precipitación de 

dos proteínas comunes al género de parapoxvlrus, una de 

55Kd y otra de 9.5Kd. como se puede ver en los cuadros 

#8 algunas proteínas son más frecuentes que otras, 

también se observa que hay una mayor heteroqencidad 

proteica en la región de 44 Kd a JO Kd. Las prote ínus 

más frecuentes son: una de 17 Kd, presente en L2 

muestras, y otra de 35 Kd presente en 10 muestras. Las 

menos frecuentes son proteínas que se encuentran dentro 

el rango de mayor heterogeneidad de peso 

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

Comparando el patrón elcctroforético de ln mu~ztru 

de referencia con el de otras muestras de ectima , se 

cncontr.:i.ron e proteínas de las cuales dos son comunes 

al género parapoxviridae una de 55Kd y otrn de 9.5KD; 

la proteina de 48 Kd comparte con solo 3 muestras y la 

proteinn de 44 Kd con 5 de las muestras. 

La muestra de referencia centrifugada presentó 

las mismas bandas además de otras; la muestra 22 

presentó 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 la de 17 Kd con 11 muestras.(cuadro N, s, 

figura N, 5). 

Tratando de entender mejor la epidemiología de los 

brotes de E.C. fueron formados los cuadros N;lO, N:ll,y 

N: 12, de los diferentes patrones electroforótico 

manifestados en las distintas muestras de ectima 

contagioso en base a: lugar de origen de las muestras, 

fecha del brote, especie que afectó ol brote. sin 

encontrar algun~ relación ó diferencias significativas 

entre estos grupos. 

~ l.Dmuno"t:ransfercncia 

Por la técnica de inmunotransferencia se observó 

que las prote1nas que fueron reconocidas por el 

antisuero de conejos, preparado con la c~pa de 

referencia, se encuentr6 entre los pesos moleculares de 

55 Kd y 35 Kd, en las diferentes muestras de 

parapoxvirus estudiados. 

Se observó una proteina común que fué reconocida 

en todas las muestras y tuvo un peso molecular de 55 KD 

y al parecer esta formada por dos proteinas una de 55 Kd 

y otra de 54 Kd. También se encontró que los antisueros 

id~ntifican la banda de 37 KD compartida por la muestra 

de referencia y las muestras PP, N 7, N 16 y 

Pseudoviruela ¡ otra proteina que se encuentJ~Ó presente 

en varias muestras (PP. PVB, N 3,) tuvo un peso 

molecu:ar de 46.7 Xd; otra protelna de 45Kd fué 
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reconocida en las cepas N.13, N.16, N,3; y la de 41 Kd 

que se manifiesta en las cepas uc, PP, N.7. (Cuadro N. 

12 , figura N. 6). 
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CUADROM1A. Prueh&9 bloqul•lcas de ldentiticaci4n 

de las Meterlas amla111Jn&ntes en Costras de Parapox. 

OF Fe""ntetlw 
Catalasa Podtlw 
Glucosa Posltiw Genera 

ltavilidad Posltiw Bacillus .. 

Bacillus HeaateriuM PolyMYxa 

Creo .. 
Anacrabico He¡atlw Positlw 
Citratos P°'itlw Ho¡atho 
Nitratos P°'ltlw Positlw 
Urea dehll Hegatiw 
UP Posltiw Positiw 
Reduce ion d• 

Xi losa Positluo Positiw 
Glucosa Positiw PosiUco 
Indo 1 llo¡atlw lositiw 
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FOTO U l. 

FOTO .tn: El SLU!•ro de conejo titulado por 

la tr!cnicd de IDD. En el centro se adi-­
oiond el antígeno <virus de ectiMa cun-­
tagiosu, de referencia> y alrededor dilu­
ciones del suero antiectiMa preparado en 
coneJo. 

roto l.Bt El suero de ooneJo fue tltulado 
la técnica dP CIE. enfrentando la Mut.>stra 
de referencia a diferentes diluciones del 
suero antiectiMa, preparado conejo 
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FOTO 2 

FOTO 2A: Diferentes muestras de EC. y 

las bacterias contaminantes fueron enfrentados 

a una dilusión de 1:16 de suero antiectima 

colocndo en el centro. 

FOTO 2B: Al enfrentar el amtisuero 

antiectima co11 Pseudoviruela bovina y 

Estomatitis paoular bovina, y las muestras de 

ectima COJltagioso, (muestra de referencia y 

muestra dos) 



Cuadro "" Resultados d• la Prueba de doble di fu-

si d'n con suero de conejos inMun lza.dot> 
uon la Muestra de rt>ferencia. 

ff d• Total de Mues·tras 

Bandas l\n~stras Ovino Ca.prlno Douino Aviar 

¡¡¡ e 3 4 " 
1 

1 

1 Zla 5 15 " 1 " 
2 7 4 1 2 1 " 

.lol.de 

1 
11Uestras 12 Zla 2 1 

1 

5" 



CUADROH3 
Relación de las Muestras con diferente 

ndMero de bandas de idéntidad 

por IDD 

!No. de No. tle 1 Cl•we de las Muestras ;¡ 

¡;Bandas Muest.~as 

1
1 

!1~; ~"------1~~~~-

! 0 6, 7,18,20, ?.1,22. 25, 2911 

! 1 1 21! 1, 2,3,5,8,9,10,11,12,14, 1 
i 16,1719,23.24,26,27,28,31!1! 

[,:=2 o Mas ;~: 4, 15, ce, 13 ,PUD,EPB l: 
11,i 

f 
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CUADROU4 Resultados de la prueba de contrain-
Munoelectroforesis con suero de cene-

Jos inMunizados con la Muestra de re-

rencia. 

lot.del\iest. 

~de 
Bandas 

Positivas 
OVINO 

MUESTRAS 
D1PRlllJ BOVINO A'JIAR 

0 1-:¡:-¡ :J 2 1 

1 

1 

i i? 4 i3 

1 

e 0 

1 

2/3 5 ?. 3 

1 

0 0 

!Of.de 
Huestras 10 21 

1 
2 i 
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FOTO 3: 

Por la técnica de inmunomicroscopia 

electrónica, observamos partlculas con corola 

(3a), y partlculas sin corola (Jb) 
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CUfiDROH5 FarMas de Parapox~irus pre­

sentes en 1 as Muestras estudi atlas, por 

InMur10MicroscopÍa Electr~nica. 

Uirus M 

Corola S/Corola 

J. ,4 ,S ,6, 

B ,J.J. •J.?• 

.19 ,PUB, 

UC. PP. 

1 

J. ,4 ,6 ,B, 

1J. ,J.9 ,EPD 

PUD, UC. 

1 

1 

1 

Virus C 

Corola 

J.. 2. 3,?. 9. 

.10 ,12 ,.13. 

J.4,15,16, 

.18 ,19 .21. 

22,23,?.4, 

25,26,2?. 

28,29,30, 

3.!.. PUB. 
EPD,UC. 

1 

S/Corola 

J.. 2. 3,?. 9. 

J.3,14,J.S,J6, 

.l'J .20 ,2.1 ,¿?.. 

23 ,24.?.5 .t?. 
2U,29,30,::1, 

EPB, PUB,UC,PP. 
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Cuadro No. 6 NÚMero d• fnrMas "" para-

PDX por !ME. 

~~e famas: lobl Mues·t.ras 
Tipo llclc y s/cl de 
Tipo IHcic y s/cl !11Jestras ll'JIHO CAPRIHO 11'.'JIHO 

4 IOPJWi 6 0 4 z 

lfOf/l!lS e e e e 

Z fOllMS '/J. 8 14 8 

1 fORl'~ G 3 3 e 

TO!.DE 
llJESTRAS 11 ZI .z 

sic: sin coroh e/e: ton corola 
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cunnRo No~? PatNnesElectrofordticosPresentcs 

enlasnuestrasdeParapoxllirus. 

U1rurd1 Calostro Cutn hmd1 h¡;tff\H Virus nuestra 
Ft!mneu· 

imrdtiu Cabra EPI 11 

64.S (-) 

62.9 62.9 
62.9 

55 55 SS 55 55 
S3 

58.6 58.6 

48 48 48 
47 4; 

4S 4S 45 
44 

44 

42 42 42 
35 

34 
35 31 

){1 
311 311 Z8 

29 
15 33 1S 
21 ZI 

19 
28 21 

lS 18 
17 

17 17 17 17 
9.5 9.5 11 9.S 9.5 ( +) 



Fisura t-1 G ELECTROFORESIS DE MUESTíll'IS 

DE PARAPOXU !RUS 

EPB 

(-) 

1 
1 

(+) 

F===========================1 
I¡ PllB 1 1 

120 1 1 1 11 11 
17: 

~ 1 1 

150 ~ 1 

9213¡ ~ !I 
9107 ¡ 
91030 

r, 

1 I' 
1 

1 Zb, ~ 
14¡ ~ 1 1 

19¡ 1 11 1 
3¡ 1 1 1 
16c 1111 
24¡ 

2Bc 

Ple 11 
L~c 11 11 

J ¡; Fl; 
PM<~~) 

~ 
Ú) ;::¡:; <J' 

EPE: IJ1m ~r nte:'1tt1tis p1ruhr b·:vlr,¡ 

PP: IJ1tut de aftm,~il dt !ChM1 eont¡;¡~so rmnstltu1jo 

?\1~: :mus DE F~EVDOIJiML~ BOVINA 

1 1 

! i 

1 

11 

i 1 

1 i 

IJC: Uiru1 dt hftrtncu de tctiMI Contl'Jic!o, unwllt~Jo ; .. .i ¡u,trit'..:udt.i 

0:11autm 1i tcttMi ccrituioso d! Grí~•n ovino 

e: MUfltru ~~ tetlr:t w.u;ioso dt or{gtn emino 

~ nuutm dr ;un~1viru1 dt ~rf¡!n l·~~ln~. 

1, 

.. , 
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Cuadrott 1'3 l1 a~rOOE'S Electroforeticos de l.4 MUl!'Stras 

de E, C. y una Muestra dl!' EPB y una de PUD. 

flJBb EPB, 72, 17, 15, 9213, 9187 zi;, H, 19, 3, Ui, PP, uc, 24, 28, 
91119, 

55 55 SS 5S 55 55 55 55 55 5S 55 55 55 55 55 55 

49 40 48 48 48 49 

4S 45 45 45 4S 1S 4S 45 

42 Q 42 

39 39 

39 
311 

31 
3S 311 ]¡J 

35 31 31 31 31 
37 31 31 31 l! 31 31 

3B 33 31 
25 34 

27 
25 25 25 

31 
25 u. 

21 
21 21 

17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 
15 15 15 15 15 15 

9.S 9.5 9.S 9.5 9.S 9.S 9.5 9.5 9.5 9.~ 9.S 9.S 

t:nuutra; d• ~rfqen B1~ino 
o:ll~utras dt Or(gen Om,o 
~ij~~f¡;~~~º~r r~Hr~c~m:no 
HS: EstoMatitis ppulu bovina 

p;: Virus de nfmncll de eetiM~ cMhmso rncipihdo con CMH 4l1S04 

uc: ·Jirus ~' uftrtnci1 de etU/'11 ccnhgtoso toncentndo por centrihmcid"n 
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Cuadro u Pesos Molecular~s de 1 as 

Pro te Cu as de Muestras do EC. 

en base a especie arectada~ 

ourno CABRITO ~ cnnRn 

22 15 13 26 2'1 1? 1 3 uc 

55 55 55 55 55 55 155 55 
47.5 

47.5 
45 45 1 45 

38 
4Z 4Z 

1 
4Z 

37 

1 

J9 

35 35 35 35 
38 

31 
35 35 

31 
1 

j! 

zs 1 Z4.5 1 
Z4.5 

Zl Zl i Z1 
l7 17 

1 

l7 l7 
15 

17 17 
15 15 
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Cuairo 112 Pesos Molecularr.s de las 

Pro tl" In as de las Muestras de E.C. 
Agrupadas en base a Fecl1a del Brote w 

ANO 1968 19W 1982 1982 1985 1987 19111l 191l8 19119 (-) 
uc 3 H 13 14 22 17 20 is 

55 55 55 55 55 55 55 55 55 

47.5 

45 45 
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3S 3S 

3S :;s 3S 3S 
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12 12 12 
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9.5 9,5 9.1 9.5 9.5 9.5 9.5 9.5 9.5 
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Cuadrotll3 Pesos Moleculares de 
Mues tras 
lugar 
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22 25 
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38 
37 
35 
31 

Zl 

15 

9.5 

de E.C. en base 
orí gen. 
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55 SS SS 

45 

Q 
38 
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31 31 

Z5 

17 17 17 

IS 

9.5 9.5 9.5 

las 

a el 

17 

51 
(-) 
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43 

31 
25 
211 

17 

IS 

9.5 

(+) 
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Cué\drott 15 Frecul'ncia de las prote!n"s presen­

tes en los pat.ronPs l'lectroforé ticos de las 
difere11tes Mu~stras de parapox. 
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APENDICE I 

?..5.?..Soluciones: 

Amortiguador de Veronal (Barbituratos) 

Acido 5,5 dietilbarbitúrico (c 8 n 11 N 2 o 3 ) 
'J,5, Dietilbarbiturato sodico (c 8H11N2 ) 3Na) 12.76gr 
Agua Destilada lOOOml 
Solución Colorante de Negro Amida 

Negro Amida (Naftaleno) 
Metano! 
Acido Acético Glacial 
Agun 
Gunrdar an frasco arnbar. 

lOOgr 
500ml 
lOOrnl 
Aforar a un litro. 

Solución Decolorante de geles 

Metanol 500 ml 
Acicto Acético Glacial lOOml 
Agua Destilada 400ml 
(Guardar en frasco ambar) . 

l.G6gr 



~ Soluciones 

11- Soluci6n Stock 

l\PENDICE II 

Acrilamida 58.4 gr 
Bisacrilamida 1.6 gr 
Agua 20Dml 
guardar a 4 ºC 

2.- Amortiguador de corrida 4X ( 1.5 M tris-el pH=8.8) 
Tris 36.3 gr ajustar a pH=8.8 con Hcl. 

, Agua 200ml 
3.- Amortiguador de Separación ( 4X 0.5 M Tris-el PH=6.B) 

'l'ris 30 gr ajustado a pH=6.8 con Hcl. 
Agua 50 ml 

4.- Iniciador (Persulfato de AmoniolOt) 
persulfato de Amonio 0.5gr 
Agua 5 gr 

5.-Amortiguador de corrida (0.375M Tris-el pH= a.o lt de SOS) 
Tris 25 ml sol (2) 

sos l ml de (4) 

G.- 10 t SOS 
SOS lOgr 
agua lOOml 

7.- Amortiguador de tratamiento 2X( 0.125 M tris- Hcl pH= 6.8; 4%SOS) 
Tris 25 ml de sol. #3 
SOS 4ml de sol. 6 
Glicerol 2 ml 
2- mercaptoetanol 1 ml 
Agua 1 ml 
Se divide en alicuotas y congela 

8, - Amortiguador de tanque ( o. 025 M Tris pH= 8. 3, 
SOS) 
Tris 
Glicina 
sos 

l2gr 
57.6gr 
40 ml de sol. 6 

O. l92M Glicina O. lt 



gf, - Solución de Tinción ( o.12st de azul de coomasie R-250} 

Azul de coomassie R-250 
Metano! 
Acido Acético 
Agua 

62.Sml de sol. 9 
250 ml 

50 ml 
SOOrnl 

11. - solución de~1teñidot-a ( 50% Metano!, 10% acido acético) 

Metano! SOOml 
Acirlo Acético 50 rnl 
Agua litro 

12.- solución desteñidora II (7% acido acetico, 5% metanol} 

Acido Acético 700ml 
Metano! SOOrnl 



APENDICE III 

.ll.Q.i...h Soluciones: 

1.- Amortiguador de Fosfatos (pH=7.4) 

Soluci6n X= !la H2 P04 0.2M 
Solución Y- lla2 HP04 0.2M 
Soluci6n de Trabajo: 
BO ml de soluci6n X más 420 ml de solución Y, ésta mezcla se 

afqra a 4 lt. y ajusta a pH=7.4. 

2.- Solución Bloqueadora 

Soluci6n Stock lOX Tris-Salina pH=7.4 
12.1 gr/lt Tris O.lM 
87.7 gr/lt NaCl l.SM 

Soluci6n de Trabajo: 
10 ml de solución Stock 
90 ml de agua destilada 
o.05% de Tween 20. 

J.- Solución Reveladora 

Alfa cloronaftol 
Metanol 
PBS 
Agua ox.Ígenada 

30 mg 
10 ml 
50 ml 
so ul 

Estos reactivos son adicionados en dicho orden, y hasta el 

momento de usarse se agrega el agua ox!genada . 



DISCUS!O;N 

FC!se u que en t!ste eptudio s~ trabajó con muestras 

que se coluctaron e:1tr~ 109 afias de 19BJ a 1989; este 

aspecto no parece haber afectado los resultados y 

~onfir~a resulti1dos anteriores respecto a la 

r~~sistc!i~~la U!?. estos virus. (Raffi y col.1985). 

Ei ouero .inmune preparado en conejo, alcanzó en TDD 

u11 t1t11J.n ele 1: 12. Con IDD se obtuvo mayor cantidad de 

t:'!UL!~-:t1«J;. po~itlvas tille por ClE¡ (cuadro N: 2 y 4). Este 

difcranLe comportamiento de las nuestras, al ser 

o\·al11adc1~¡ ~ort el mismo suero, en. lus tócnicas de tDD y 

ClE rl";:-tlll ta curioso consider.nndo que oc tratn 

l.1ásicar:1cut;c del mismo procf.!dimi~nto diagnóstico. I::s 

lio~i 1~L~ ·lalla la diforenciade sonsJtiilidad de las 

récn i.cñ~. j nflucncicido por la concentración de antigeno 

~:n Ja~ mu€stras y la de anticuerpos en el suero; 

u~:1:i:mJnad~ para CIE ~~onas de equivale.mela fuera de los 

v·tl~res estandarizados p~ra IDD, con la consecuente 

::-. ':.;1-nc:i. 1 de lineas de precipitación. Et.;tas tácnicüs 

r.onfjr1•1~ro11 s11 valor corno alternativas de dingnóstico 

~,.-1r;.1 lrl :lemontación de antlgeno::; virales en las muestras 

~ns~yadas ( ~awhney y cols.1973; Puran Chand y cols • 

.: ~a5; 'l'értL.•r.a y Gu.rcla 1987). 

Se puede asumir que un antisucro antiectima, la 

r.:n.yor.iü de los anticuerpos de la raspuesta son dirigidos 

pr.i.n.:ip;1]mente contra los antígenos de nuperficie de la 

cubi~rta del virus, (Buddle y cols. 1984) al realizar 
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corrimientos electroforéticos de 11 muestras de ectima 

contagioso, sugieren que entre los polipéptidos 

localizados en los pesos moleculares de J7Kd a 44Kd se 

localizan los componentes de superficie, considerando su 

mayor hetoroqenicidad, y estos tendrían importancia en 

la respuesta inmunológica del huésped. 

Sawhney y col. (1973), encuentran con la técnica 

~~ IDO, que las distintas rnuestrils de EC, algunas 

presentan hasta tres lineas de precipitación y otras 

solo unñ, y esto, relacionado a la cepa con que se 

preparó el antisuero en conejo, que reconoce de una 

hasta tres precipitinas diferentes. T6rtora y Garcia 

(1987), obtienen ül IDO una sola linea de 

precipitación. Al ensayar diversas muestras de EC, en 

este estudio se obtuvieron muestra$ con ninguna, una y 

hasta tres líneas de precipitación con el mismo suero 

hiperinmune (PP, 2,5,7,13), y no solo con la cepa de 

referencia, con la que se preparó el suero. (cuadro N 

J) • 

Los resultados con la técnica de IDO se pueden 

considerar especif icos dado que las bacterias 

contaminantes de las costras (IL.. ~~ y lL.. 

m.~e.J:.ÍJ!JD.); no dieron lineas de precipitación; lo que 

Índica que el suero inmune de conejo no presenta 

antícuerpos especificas contra ninguna de éstas 

bacterias o su concentraci6n 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 

concuntración de bacterJas en la muestra de refcrenc:ia 

con ia cual se inmunizó es muy baja, ó resultaron poco 

inmunogónica para conejo. 

La observación de hasta tres lineas de 

precipitación, indicó que el a11tisucro obtenido en el 

conejo es capnz de reconocer y reaccionar con tres 

dct~rminantes ~ntiqénicos diferentes. Al compn7ar la 

procedencia de las muestras que maniCesturon hasta tres 

lincñ.s de precipitación, no se encontró ninguna relación 

entre 1.1 :1.ona de procedencL1 y epoca del brote. (cuadro 

N 3). 

El diferente n~mero de bandas de precipitación 

sugier~ diferente composición antigénica entre las copas 

o por Jo menos dis~inta concentración de los 

dr~termi nantes antigénicos reconocidos en cada caso, 

sugi1·j~·ndo reacciones antigénicas entre muestras, 

\ilCi<lción que podrja estar rcldCionBda con mayor 

probaoilictad a antígenos de superficie y explicaría 

recidiva~ de la enfermedad en animales previamente 

at:ecr.~1dos y las fallas vacunales {Buddle y col. 1984) 

E.l que en algunas muestras no se observara lineas 

de precipitaci6n, sugiere la ausencia de los antígenos 

presentes en la mt1estra de rctercncia o baja 

concentración de los mismos; al mismo tiempo que permite 

subrayar la especificidad de la respu~sta obtenida, pues 

descartaría a las proteínas del huésped presentes en 
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todas lns muetri1s y eventualmente los anticuerpos 

for:n~1d1.n contra nllas fueron eliminados del suero, a 1 

ads.:>rver con costra truumática. 

Hesult6 de pñrticular interco la relación que se 

mo.nit.esl.6 por IDU para los par·npox bovinos (EPD y PVB); 

pués lu::; virt1s bovinos comparten dos antigcno entre si 

y uno de ollas con la muestra de referencia y otro 

~ifercntc con la muestra dos de oriqen caprino y 

obtcnirl:\ del inismo rdncho que se obtuvieron las muestras 

bovinas (Fig11ra N 2A). El re$ultado ne~ativo obtenido 

pOl· IDD y CIE en la muestra de. viruela aviar, indicó la 

a11ncn1:l;,, de relaciones antigénicas entre los 

pnrapoxvirus y los avipox. 

Witt~K y cols. {1980) al probar diferentes cepas de 

EC. 'l pnrapox bovino~, miden cinética de neutralización, 

y compo~~ición del genoma de las cepas se manifestaron 

como n,uy hetcrogén~as pero luego de iniciados los 

fJd::3ftji..:E t:in cuLtvos celul.:i.res (129 pases en células BEL) 

el perfil fue diferente del de su progenie, debido a 

e~tus diferencias reportadas en la literatura en 

relación a el cambió .-:mtigénico que sufren las muestras, 

al ser cultivadas en cultivo celular se emplearon 

muestras de costra para realiznr este estudio. 

Bryce Buddle y col. ( 1984); al unalizar los patrones 

electroforéticos de 11 cepas de E.e., encontraron que 

el patrón electroforético est;iba formado por más de 31 

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

describe un patrón clectrofot'ético formado por solo 11 

polip6pt1<los, localizados dentro del rango de 66Kd a 

9.5Kd¡ éBtn diferencia es quizás debida a la presencia 

rte línens muy gruesas que posiblemente estaban formadas 

por varios polipéptidos; en las proteínas de pesos 

molecul~rcs altos se manifestó adcmá~ un ligero barrido 

cc.·,mpn."ndirlo dentro de loG vaiorcn examinados por Buddle 

y cols., que por otra parte emplearon geles con 

concentraciones de ot, 10% y 12% lo quP seguramente 

influyó cm lets difcr~ncias anotadas. 

Esr.os auton~s 1.:ncuentran müyor heterogenicidad en 

los pt!sos !ilOlec.::ularcs comprendidos de 44Kd a 37Kd; en 

lo qu~ ~:~ coincide co11 óste trabajo en que la 

hetcrognnjcidad .se registró en los pesos moleculares de 

44 Kd a JOl\d. Estos polipéptidos, según Buddle y cols., 

corresponden a loD componentes de superficie asociados 

al f ilam~nto del viru~ de E.e. 

Al ~orn11arnr loa patrones electroforéticos de las 

diferentes 1nuestras, se encontró que algunas rnuestras:la 

22, 92 '3 y Li d•.) i·cferencia (UC, y PP)presentan, un 

patr6~ elactraforétlco muy semejante, pese a que la 

muestra 22 es de. Tcpic Uayarit, la de referencia de Baja 

C?.lifornia Sur y la 9213 del Estado de México. Mientras 

que las muestras 20, 19, 16, 1, 9107+9109; presentan 

patrones eJ.ectroforf!tico de menor similitud y las 20 y 

24 no manjf iestan el polipéptldo de 9.5 Kd. No es 
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conocido cuantas cepas de virus existen y la importancia 

de su variaci6n en la epidemiología de )~ enfermedad. 

(Robinson G.Ellis y Balasu T. 1982). 

En el patrón electroforético obtenido entre las 

muestras de parapoxvirus demostró la existencia de una 

proteína comun a todo el género de parapoxvirus de 55 Kd 

y dos proteínas de 17 Kd,y una protelna de 9,5 Kd que se 

~anifestaron en casi todas las cepas de parapoxvirus 

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 a 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 reacción antigénica 

presente en las diferentes muestras de parapoxvirus 

(cuadro N 9). 

El análisis por IDO y CIE de muestras de EC de 

distintos partes de México, habla demostrado su 

idéntidad, exceptuando dos muestras una ovina y ot~a 

caprina, que incluso en seroneutralizaci6n pudieran 

caracterizarse como serotipos distintos (T6rtora y 

Garcla, 1987). En este trabajo 7 de las muestras 

ensayadas compartieron un antlgeno en identidad y tres 

de ellos mostraron dos lineas de identidad con la 

muestra de referencia. Los corrimientos electrofo:r·étlco::; 

permitieron demostrar sin embargo, una mayor variación 

entre las muestras, aunque cabe la posibilidad de que 
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las lineas de identidad demostradas corresponden a las 

proteinas da 55 Kd, l 7Kd y 9. 5 Kd, co1:1unes a la mayor la 

de lan muestras incluidas las bovinas. Aunque las 

proteínas de 17 y 9. 5Kd, no tendrían un peso adecuado 

para rei;;ul tar inmunogénicas, que tal vez, son parte de 

los complejos lipoproteicos de cubierta propuestos por 

Mitchiner 1969. 

En la prueba de inmunotransferencia se observa 

que los que son reconocidas por el suero se encuentrao 

en el rango do 6J Kd a 25 Kd, dentro del grupo de mayor 

heterogenicidad coincidiendo con lo señalado por Buddle 

y col (1984), en cuanto a que estos polipéptidos 

probablemente corresponden a antígenos de superficie 

particularmente de filamento (Rosembush 1983); lo que 

hace pensar en la gran importancia del f ilamcnto de los 

purapox en ln reopuesta inmune de cnrácter humoral. 

Además se observa que el suero inmune de conejo, 

preparado con la cepa de referencia de E.e. reconoció 

protclnüs del virus de PVB, reforzando la indicada 

relación antigénica existente, entre los miembros del 

gé11ero parapoxviridae (Huck 1964 Papadopoulos(1968). 

Entre las prot<:ínas reconocidas se encuentre la de 55Kd 

común a todos los parapox y probablemente relacionada a 

las lineus de precipitación comunes entre EC.,EPB y PVB, 

La inmunotranferencia demostró una mayor resolución y 

permitió apreciar dos lineas en 55Kd y 54Kd, no 

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

Estos resultados por I.DD, CIE,patrones 

electroforéticas, e inrnunotransferencia, muestran que 

e>:iste relaciones entre los pa:r.apoxvirus y que además 

se manifiesta una importante heterogcnicidad aún entre 

las muestras de ectima contagioso; esto también esta de 

acuerdo con Sawhney 1966, Precausta y Stcllman 1973, 

Buddle, B., 1984; esta heterogenicidad presente entre 

las cepus de ectima contagioso, podría explicar las 

fallas existentes en la vacunación can ectima 

contagioso. Y refuerza la propuesta de que 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 mismo ramcho permite 

proponer el uso cruzado de las cepas en programas de 

vacunacion, es decir, vacunar ovinos y caprinos con 

cepas de bovinos y viceversa, lo cual requiere por 

supuesto de mayor investigación. 

Ncdiante tinción negativa sa pudieron ver en laG 32 

muestras ensayadas de diferente procedencia y fecha de 

aparición del brote; la presencia de part1culas virales, 

predominando las part!culas de tipo II de· los parapox:. 

Al comparar entre las técnicas usadas para el 

diagnóstico: CIE, IDO y tinción negativa (microscopia 

electr6nica) , se comprovó que la técnica de microscopia 

electrónica; es más sensible, pues resultó positiva en 
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todos los casos observados. (cuadro N,5), mientras que 

por técnicas de IDD y CIE algunas muestras no 

manifiestan reacción positiva (Cuadro N.2 y N,3). 

Con el propósito de poder diferenciar muestras de 

parapox {ectima contagioso, estomatitis papular y 

pseudoviruela bovina); fue realizada la prueba de 

inmunomicroscopia electrónica, propuesta por Rosembush 

(1983) para diferenciar cepas de parapox, usando el 

suero homólogo del animal convaleciente. La 

'lifcrenciación entre estas muestras se establece de 

acuerdo a la presencia de la corola de anticuerpos 

alrededor de la part1cula viral (cepas con corola j 

cepas sin corola). En este estudio se realizó la técnicn 

dt>. inmunomicroscopia electrónica, con 32 muestras de 

ectima contagioso, una muestra de estomatitis papular 

bovina y otra muestra de p~euüoviruela bovina; con un 

suero jnmune antiectima preparado en conejo; 

encontrandose que todas las muestras sometidas a la 

prucb.:i, manifestaron estructuras virales con corola y 

estructt1r~s virales sin coroln aún dentro de la misma 

muestra de virus. (Cuadro N. 3). 

De estos resultados se concluye que la técnica de 

inrnunomicros~opia electrónica no es aplicable a la 

diferenciación dt'9Jpas de parapoxvirus; además el suero 

inmune preparado e~ conejo reacciona no únicamente con 

su homólogo sino que también con virus dif erentcs como 

pGeudoviruela y estomatitis papular bovina, de acuerdo a 
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Ja relación inmunológica qUt:"' exista entre las especi.~s 

del gónero parapo>:virus, dcrno:Jtradn en IDO y CIE. 

La cepa # 20 de cabra es la que rnos~r6 menor 

cunlidad de polip&ptidos en la electroforesis y 

coinc1dentemente al re]acionar la reacción inmunológica 

de esta cepa, se observó que no manifestó racción 

antígeno-anticuerpo por las técnica~ de IDO y CIE ni 

desarrolló corola en la pruebd de inmunomicro~copia 

electrónica, además da que solo presentó formas tipo .1 r, 

poL- lo que quizá<:; no se manifestaron los determinantes 

antigó11icos de cubierta, presentes en el resto de la 

muestrds. 

Ec posible que al haber empleado macerados de 

costras par.:i estos ens.:iyos, la corola formada se debe a 

ceacciones con anticuerpos exudados en la reacción 

lnflamatorin original, sin cmbnrgo si este fuera el cnso 

deberiu haberse esperado la observación de muestras 

dondf> tortas las partículas prescmtt11:an corola. También 

es po~;;ible que los resultadoz se deban a la presencia de 

vin.1s cun Jj [>o..rentt! estructura antig&11ica i:n una misma 

muest:.ra, c::o:r.,;. !o..;i ;_ Ldo dcmostrudo en estudios de an.ilizis 

de genoma a parcii· de costras (Robinson y cols 1983) 
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