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ECTIMA CONTAGIOSO EN OVINOS Y CAPRINOS : Inmunidad vy
patogenia en recién nacidos.

Jorge L. Tértora Pérez.

PROLOGO

En 1985 el suscrito defendid su tesis de maestria "Ectima
contagioso en ovinos y caprinos" el documento escrito de esa
tesis contiene una extensa y detallada revisién
bibliografica sobre el tema, que fue considerada como tal
por el H., Jurado que la evalué. Por tal motivo en este
trabajo se procurd incluir en la introduccién solamente
aquellos aspectos estrictamente necesarios para la discusién
de los resultados obtenidos en él y obviamente la
actualizacidn de conocimientos que particularmente en lo que
se refiere a los mecanismos de respuesta inmune han surgido
en los afios siguientes a 1985,

Mientras la tesis de Maestria fue un trabajo
fundamentalmente de laboratorio, en este caso predominan los
esfuerzos por comprender la forma de presentacién de 1la
enfermedad en los rebafios, en sus condiciones de produccién,

integrando estos datos con los obtenidos en el laboratorio.
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RESUMEN

Ectima contagioso en ovinos y caprinos : Inmunidad vy
patogenia en recién nacidos.
Jorge L. Tértora P. (1994).

Mediante desafio por cscarificacién, sc¢ confirmé que corderos hijos de madres inmunes al cctima
contagioso (EC), desarrollaron lcsiones en ¢l punto de la inoculacién; por el contrario, ¢l mismo
procedimiento cn cabras, demostrd que Jos cabritos resistian ¢l desafio hasta los 30 (p< 0.001) y 45 dias (p<
0.05) de edad, sugiriendo alguna forma de resistencia a 1a enfermedad, ausente en los corderos de Ia misma
cdad. Sc constatd por contrainmunoclectroforesis (CIE), la presencia de anticucrpos contra EC cn cl calostro
de las cabras, sin embargo no se pudo demostrar por esta técnica la presencia de anticuerpos cn ¢l suero de
los cabritos lactantcs antes o despuds del desafio. Se demostré una elevada correlacién entre fa presencia o
ausencia de lesiones en Jas cabras y sus crias, en los brotes naturales de Ia enfermedad (p< 0.001). En 12 de
17 partos gemelares sc observaron las mismas respuestas de los hermanos al desafio, la intradermorreaccion
(IDR) y/o el desarrollo de lesioncs en el brote natural,

Las obscrvaciones en los casos clinicos de la enfermedad, pusicron en evidencia que cn ovejas y cabras, las
lesiones ¢n los pezones son independicntes del amamantamiento de crias con Iesiones orales de EC. En los
cabritos, sc observé una correlacion entre la presencia de lesiones en el brote y el menor peso de los animales
afectados (p< 0.05). En contraste, Ia presencia de Iesiones en boca y labios, no modificd significativamente
Ia ganancia de peso de los animales enfermos. La interaccién del virus de EC con papillomavirus y
D.congolensis ¢n las fcsiones, fuc demostrada en cabras y ovinos sespectivatiente.

La escarificacion de los cabritos redujo cn forma significativa fa intensidad y duracién de las lesiones en
los brotes de la enfermedad (p < 0.01). Los virus de campo y de desafio (escarificacién), determinaron lincas
de precipitacién con respucstas de identidad en doble inmunodifusion (IDD), enfrentados a un suero
hiperinmune de congjo, ‘

Se normalizé el uso de 1a IDR con virus inactivado por calor. La prucba empleada en varios cnsayos
demostrd razonable sensibilidad (67.3%) y especificidad (81.4%), se demostraron falsos negativos, por lo
que no se considera recomendable a nivel individual, pero sf como prucba de rebaflo. La IDR permitio
demostrar animales expucstos que no habian padecido fa enfermedad y animales en fase de incubacion, No
existid relacion cntre la respuesta a IDR y la resistencia al desafio o la enfermedad natural, El virus
inactivado con formalina o luz ultravioleta, no resultd un buen antigeno para 1DR, probablemente porque se
observd que las particulas se deterioraban en exceso, El virus de la pseudovirucla bovina, inactivado por
calor, di6 respuestas semejantes al de EC cn IDR y formd dos bandas de identidad en 1DD,

Mediante infecciones cruzadas de diluciones de muestras de EC de origen ovino y caprino, en ovinos y

cabritos respectivamente, se demostrd una mayor susceptibitidad de las cabras a las 4 mucstras ensayadas.



ABSTRACT
Contagious ecthyma in sheep and goats. Pathogenesis and

immunity in the newborn. Jorge L. Tértora Pérez (1994)

Lambs and kids from immunized dams were challenged with contagious ecthyma (CE) virus by
scarification, between birth and two months of age. Lambs developed lesions after challenge in all
cases, nevertheless kids only developed lesions after 30 days (p<0.001) and 45 days (p<0.05),
suggesting that they were resistant to infection. A mechanism involving colostrum ingestion may be
rclated. Antibodies to CE virus were demonstrated by countercurrent immunoelectrophoresis in
caprine colostral scrum, nevertheless antibodies were not demonstrated in the serum of resistant kids
using the same method.

At the outbreak of the discase, a high corrclation between the presence of lesions in the dams and
their kids was observed (p<0.001), suggesting in both the same immune status to the disease, In the
same conditions no corrclations were found between teat lesions in the dams and mouth or lips lesions
in their kids. Teat lesions in sheep and goats were independent from suckling, In 12 out of 17 twins of
kids, the same responses were observed to challenge, delayed intradermal hypersensitivity test (DHT)
and lesions developed at the outbreak.

Kids that had developed lesions at the outbreak had significatively less body weight (p<0.05) and oral
lesions did not modify body weight gain

The interaction between CE and papillomavirus was demonstrated in goats and with Dermatophilus
congolensis in sheep.

Kids scarification reduced the importance and resolution of the lesions to the outbreak (p<0.01).
Ficld strains and challenge CE virus demonstrated identity precipitating lines in double
immunodifussion (DID).

DHT was standarized with heat inactivated virus (70°C/lhr). The DHT demonstrated suitable
sensitivity and specifieity to be used at a flock level.

Exposed animals that did not get sick, animals with subclinical infection and animals during the
incubation period of the discase were all positive to the DTH reaction. No relationship between DHT
and the resistance to discase in field or challenge conditions was established

Heat inactivated (70°C/thr) milker's nodule virus sample gave similar reactions as CE in DHT and
demonstrated identity precipitating lines in DID.

Cross infection between four sheep and goats CE samples in sheep and goats respectively
demonstrated greater susceptibility of goats to the discase.



1.- INTRODUCCION

El ectima contagioso u ORF, es probablemente 1la
enfermedad mds importante de las determinadas por virus del
género parapoxvirus, como todas las demds enfermedades
producidas por virus del grupo, es ademds una zoonosis,
considerada sin embargo, una zoonosis menor, tanto porque el
cuadro clinico es normalmente benigno, como por el hecho de
que el hombre resulta ser una especie considerablemente
resistente a este género viral., (Schnurrenberger et al.
1980) ,

La enfermedad se presenta en ovinos y caprinos con
diferente intensidad y un cuadro proliferativo-papilomatoso
observado en buey almizclero parece corresponder a una forma
de ectima contagioso, considerando la estrecha relacién
observada en el genoma de los virus involucrados (Moens et
al., 1990).

El andlisis del material genémico y de su expresién
antigénica, a través de electroforesis en gel e
inmunotransferencia, ha puesto en duda la existencia de
diversas especies del virus en el género de los parapoxvirus
Yy por el contrario ha fortalecido la posibilidad de que se
considere a un solo virus con gran capacidad de variacién
génica (Gassmann et al., 1985). |

Aunque en la (Gltima década se ha avanzado

sustancialmente en el conocimiento de la enfermedad, su
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patogenia y respuesta inmune y mis adGn en el conocimiento de
las caracteristicas del virus; aln no se comprenden los
mecanismos o situaciones que determinan la presentacién de
la enfermedad y no se cuenta con alternativas profilacticas

adecuadas y seguras.



1.1. EL VIRUS

1.1.1. CARACTERISTICAS DEL GENERO PARAPOXVIRUS

El virus del ectima contagioso (ORF) forma parte del
género Parapoxvirus, de la subfamilia Cordopoxvirinae en la
familia Poxviridae. Oficialmente el género parapoxvirus esté
integrado por los virus del ectima contagioso (EC), 1la
pseudoviruelé bovina (PVB), la estomatitis papular bovina
(EPB). y el ectima de 1la gamuza (Matthews 1979). Esta
divisién sin embargo fue establecida fundamentalmente por la
diferente presentacién clinicopatoldgica de las
enfermedades, pese a existir desde ya hace bastante tiempo
evidencia del parentesco de estos virus (Huck, 1966;
Nagington et al.1965, 1967; Papadopoulos et al., 1968). De
persistir un criterio clinicopatolégico y de especie
afectada, el género parapox podria Iincrementarse con el
virus de 1la papilomatosis del buey almizclero, el de
camélidos y con los parapoxvirus identificados en mamiferos
marinos (Moens et al,,1990; Rivera et al., 1987; Osterhaus
et al., 1990).

Sin embargo los problemas para distinguir
serolbégicamente a los miembros del grupo y por el contrario
las diferencias anotadas para "cepas" de un mismo virus con
las mismas técnicas, aunado a los resutados obtenidos al
tipificar el genoma y el mapa antigénico en gelesv de
poliacrilamida para los distintos virus del género y sus

cepas, sugieren fuertemente la posibilidad de que estos



virus conformen una sola especie con amplias variaciones
quizds agrupables en tipos (Wittek et al., 1980; Robinson et
al., 1982; Buddle et al., 1984 a; Robinson et al., 1987;
Gassmann et al,, 1985). AGn con el uso de anticuerpos
monoclonales se han detectado fuertes reacciones cruzadas
entre muestras de EC y de parapox bovinos (EPB y PVB), (Lard
et al., 1991).

Actualmehte se describen como caracteristicas comunes al
género, el presentar ADN de doble cadena y peso molecular
de 85-88 x 10% : aunque recientemente se han establecido
pesos moleculares menores, 67 x10® (Moens et al., 1990),
viriones ovoides de 220-300 nm. X 140-170 nm, con cubierta
externa y 1la presencia caracteristica de un filamento
externo grueso ordenado reqularmente que le confiere a las
particulas virales la morfologia de un ovilio de estambre,
al observarlo en tincién negativa en el microscopio
electrénico. Esta particular morfologia del género parapox
es el elemento de mayor importancia en el diagnéstico de las
enfermedades producidas por este grupo de virus (Nagington

et al., 1964; Peters et al., 1964; Harkness et al., 1977),

1.1.2. ESTABILIDAD DEL VIRUS

La estabilidad del virus, medida en términos de 1la
conservacidén de infectividad en diversas condiciones de pH,
temperatura, luz ultravioleta y disolventes, ha sldo

examinada por algunos autores utilizando cultivos celulares



e incluso corderos como sistemas sensibles al virus. En 1924
Aynaud (citado por Boughton y Hardy, 1934) seflalaba que el
virus perdia efectividad para corderos, luego de calentar la
muestra a 562 C por media hora. A 362 por 10 dias, el titulo
exponencial de una muestra ensayada en cultivos celulares
primarios cay® de 5.5 a 0.3 (Plowright et al.1959) en los
mismos ensayos pero a 552C en una hora Yy media, el titulo
pasa de 6.3 é menos de 0.7. A 602C los cambios observados en
media hora variaron seglin la muestra y el titulo original,
cayendo de 1.5 hasta 2.0 el exponente log. del titulo
original , equivalente al 90% de su actividad original
(Sawhney, 1972). Precausta y Stellmann (1974), sefialan la
estabilidad del virus en 5 muestras examinadas a 509C. La
luz ultravioleta reduce la infectividad del virus, entre 1.8
Yy 2.6 de su exponente original en media hora (Sawhney,
1972).

La sensibilidad del virus a los cambios de pH y a los
disolventes iipidicos»ha sido examinada también en términos
de su infectividad y cambios estructurales (Mitchiner 1969,
Precausta y Stellmann 1974, Trueblood, 1966). Los resultadoé
en cuanto a la infectividad son contradictorios, mientras
Trueblood (1966) indica que el tratamiento con éter al 20%
por 24 horas a 42C no modificé la infectividad de una
muestra ensayada en corderos y cultivos celulares, Precausta
y Stellmann 1974, indican una sensibilidad que consideran

mediana al eter.
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Respecto a la sensibilidad del virus a las condiciones
del medio ambiente, ya los primeros trabajos, quizds sin
mucho soporte experimental, indicaban que probablemente el
virus lograba mantener su infectividad hasta por un afio, adn
en ambientes extremosos y poco favorables para los agentes
infecciosos, y que costras conservadas en un frasco ambar a
temperaturas aproximadas a los 149eC, resultaron infectantes
15 meses deépués (Boughton y Hardy, 1934). En condiciones
semejantes, se ha demostrado la infectividad del virus en
costras mantenidas a temperatura ambiente por 15 afios y
medio (Hart et al.1949) y en costras desecadas y conservadas

a 79C, por 22 afios 8 meses (Livingston y Hardy 1960).

1.1.3. MORFOLOGIA VIRAL

Como se sefiald antes, la morfologia de los viriones es
tan peculiar que constituye la principal caracteristica del
género, aunque no permite distinguir entre los miembros del
mismo. El1 tamafio de ias particulas es de 220-300 nm x 140-
170nm. Sin embargo, se han estimado tamafios de particulas
algo mas grandes 160 x 360nm (Moens et al,1990).

En tincién negativa con acido fosfotlngstico, se pueden
observar dos tipos de particulas, unas de superficie
estriada, que se asemejan a ovillos de estambre, que son
impermeables al fosfotungstato y que se denominan particulas
M o de tipo 1. Su morfologia resulta de la observacién de un

filamento de naturaleza proteica, regularmente enrollado en
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la superficie del viridén.Un segqundo tipo de particulas,
particulas C o de tipo 2, son permeables al fosfotungstato y
en ellas se pueden distinguir el nucleoide y las cubiertas
del virus (Nagington et al.1964; Peters et al.1964;
Mitchiner 1969).

La proporcién de formas M y C en una muestra, puede ser
modificada por efecto del pH, el uso de fijadores,
disolventes ‘y sustancias desnaturalizantes de proteinas,
incluso el pH del fosfotungstato en la tincidén negativa
modifica esa proporcién, incrementando la cantidad de
particulas de tipo C en todos los casos (Nagington et
al.1964; Peters et al.l1964; Mitchiner 1969).

La ultracentrifugacién en gradientes permite separar
estos dos tipos de particulas (Robinson et al. 1982; Moens
et al. 1990) y demostrar que las particulas de tipo 2 no son
infectantes y todo indica que son viriones dafados Y/o
defectuosos, permeables por esa razén al fosfotungstato y a
los componentes de los gradientes que permiten separarlos,
al modificar su densidad por la penetracién de los mismos

(Robinson et al, 1982),

1.1.4. COMPORTAMIENTO EN CULTIVOS CELULARES.
Luego de que Greig (1957) , utilizando cultivos

primarios de piel fetal ovina, demostrara la multiplicacién

del virus, diversos autores lo han logrado hasta el presente
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en células de distinto origen, pero principalmente de origen
ovino y bovino y mds raramente de otras especies o en
embridn de pollo (Rossi, 1973; Toértora, 1985). En 1lineas
celulares el virus ha demostrado un comportamiento incierto
y en general con resultados negativos o con demostracién de
efecto citopdtico, pero aparentemente sin lograr viriones
infectantes (Nagington et al.1965; Toértora, 1985).

Se ha demostrado que uno de los factores limitantes del
desarrollo del virus en cultivos celulares, aln en cultivos
primarios, es el suero fetal bovino, que parece contener
“factores de Dblogueo® de naturaleza no establecida
(Nagington, 1968; Zebrowski et al. 1974; Tortora 1985). El
suero fetal de caballo se ha empleado con éxito como
sustituto (Plowright et al.1959; Nagington y Whittle; 1961;
Zebrowski et al. 1974).

En tiempo mas reciente se ha demostrado gue el virus
adaptado a cultivos celulares modifica sensiblemente su
comportamiento antigénico e incluso las caracteristicas de
los perfiles del material genético tratado con enzimas de
restriccidon (Wittek et al.1980).

Estas situaciones, comportamiento irreqular del virus
en cultivos celulares y modificacién del mismo, agregadas a
la abundancia de virus presente en las lesiones clinicas de
la enfermedad son, seguramente, de los elementos que definen
gque se haya ‘preferido la purificacién viral por
centrifugacidén, al uso de cultivos celulares (Robinson et

al, 1982; Moens et al, 1990).
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1.1.5. ESPECIES SUSCEPTIBLES AL VIRUS

A pesar de la posibilidad de que el género parapox
pueda estar integrado por un solo virus, situacién que se
discutird mas adelante, aqui se revisard la informacién
referida a los virus de origen ovino y/o caprino.

Los ovinos y los caprinos son las especies mds grave y
extensamente afectadas, existe alguna evidencia de que las
cabras son mias severamente afectadas que los ovinos; incluso
en rebafios mixtos se ha sefialado la observacién de lesiones
en las cabras, mientras los ovinos que conviven con ellas se
muestran indemnes. (Hatziolos, citado por Boughton y Hardy,
1934; Tértora, 1985; Munz et al., 1991). Se ha sefialado que
el periodo de latencia del virus, es més corto en cabras que
en ovejas infectadas experimentalmente y que la severidad de

las lesiones fue también mayor en las cabras con los mismos

inéculos ensayados en ambas especies (Hussain y Burger,’

1989) .

La enfermedad’ ha sido también sefialada en otras
especies de rumiantes domésticos y salvajes, asi como en
otras especies tal es el caso del perro y el‘conejo. El
hombre, aunque poco susceptible, puede presentar lesiones,
generalmente en las manos, como consecuencia del trabajo
con animales enfermos o materiales contaminados (lana,

cueros, canales) (Robinson y Petersen, 1983),
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El caso de los bovinos debe examinarse en forma
particular, considerando la posibilidad de que los parapox
bovinos (EPB y PVB) y el EC sean un mnismo virus y las
consecuencias epizootioldgicas que esta situacién podria
tener. Pese a lo anterior, se considera a ovinos y caprinos
como especies refractarias a los virus bovinos (EPB y PVB) y
no se han comunicado casos de infeccién natural en bovinos,
aln pastoreando con ovinos y/o caprinos enfermos (Robinson y
Balassu, 1981). Los intentos de infeccién experimental han
aportado resultados contradictorios, con autores que logran
reproducir lesiones en bovinos (Aynaud, 1923; Bennett et al.
1944; citados por Robinson y Balassu, 1981; Huck, 1966;
Nagington, 1968) mientras otros sefialan resultados negativos
(Howarth 1929; Boughton y Hardy 1934; Toértora 1985). Es
necesario sin embargo, hacer notar que en ningGn caso se
establecid la condicién inmune de los bovinos empleados
respecto a los parapox y en consecuencia los resultados
pudieron haber sido influidos més por la respuesta inmune de
los animales empleados, que por su susceptibilidad al virus,
sin que se pueda descartar la posibilidad de variantes del

virus con diferente capacidad para infectar a los bovinos.

1.1.6. VARIANTES DEL VIRUS
Se puede suponer la existencia de variantes del virus a
partir de los resultados contradictorios obtenidos al

intentar infectar especies diferentes de los pequefios
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rumiantes; la diferente susceptibilidad a la enfermedad
observada en ovinos y caprinos que conviven en rebaflos
mixtos (Tértora,1985), la distinta localizacién anatémica y
aspecto de las lesiones de ectima seglin el brote, y la
presentacién recurrente de la enfermedad en rebahos que la
habian padecido o estaban "vacunados" (Beck y Taylor,1974;
Buddle et al., 1984Db).

Los primeros trabajos realizados en este sentido,
arrojaron resultados contradictorios al ensayar muestras de
diferente origen geogrifico y de especie, en ovinos
vacunados y susceptibles mediante pruebas de proteccidn
cruzada (Horgan y Hasseeb, 1947). Debe destacarse sin
embargo que en la época en que se realizaron estos primeros
ensayos, no se podia establecer el estado inmune de los
animales empleados, ni cuantificar el inéculo viral de
desafio.

A pesar de las condiciones sefialadas, los resultados pueden -
sin embargo, considerarse como sugestivos de la existencia
de variantes.

En 1966 Trueblood, concluye que los virus de dermatitis
ulcerativa ovina y ectima contagioso, son un mismo agente
con diferente antigenicidad y presentacién clinica. En el
mismo afio Sawhney (1966), demuestra mediante proteccién
cruzada en ovinos y seroneutralizacién en cultivos
celulares, diferencias antigénicas y de comportamiento entre

cinco cepas de virus de diferente origen geogrdfico.
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Precausta y Stellmann (1974), también establecen diferencias
antigénicas importantes en cinco cepas ensayadas.

Con técnicas mis precisas se ha podido demostrar la
variacién antigénica del virus luego de diferente nimero de
pasajes celulares (Wittek et al. 1980) y que en una costra
obtenida de un caso clinico, coexisten en diferente
proporcién al menos dos variantes del virus demostrables
con técnicaé de andlisis de oligonucléotidos del ADN
(Robinson et al., 1982).

Buddle et al. (1984 a), demuestran al revisar las
relaciones antigénicas de 11 muestras de diferente origen
geogrdfico y de especie en los Estados Unidos, que si bien
los titulos son hasta 10 veces mayores al evaluar los sueros
con sus muestras homdlogas, en algunos casos (cuatro) las
respuestas heterdlogas fueron superiores a las homblogas. En
México, la evaluacién de 13 nmuestras de EC por
inmunodifusién, demostrd una sola linea de precipitacién con
respuesta de identidad, excepto en‘ dos nmuestras, 4ue
evidenciaron sdlo identidad parcial y dgue ensayadas en
cultivos celulares resultaron con diferente indice de
neutralizacién (Tértora y Garcia, 1987). Relaciones
semejantes se demostraron con EC y dos muestras de parapox
bovinos (Gonzalez et al. 1991). |

Los intentos por agrupar o distinguir las muestras de
ectima y de los parapox en general, mediante técnicas
serolégicas, han resultado en situaciones contradictorias

que s6lo permiten establecer diferencias menores y han
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demostrado por el contrario una fuerte correlacidn
serolégica entre las muestras, incluso de diferente origen
en cuanto a especie animal afectada ( Huck 1966;
Papadopoulos et al.1968; Wittek et al. 1980; Buddle et

al.1984a; Gassmann et al. 1985).

1.1.7. COMPOSICION ANTIGENICA

Thomas et al.(1980), examinaron en geles de
poliacrilamida (PAGE) la composicién peptidica de viriones
de PVB, obtenidos de cultivos celulares en medio con
metionina 835, tratados con Nonidet P40, mercaptoetanol y
sonicacién. Los autorradiogramas de estos geles permitieron
distinguir 40 polipéptidos de PM entre 10 y 200 Kd. La
combinacién de 1los tratamientos y 1la observacién en
microscopia electrdénica de los sedimentos resultantes
permitié concluir que el filamento externo de los viriones
correspondia mayoritariamente a los péptidos de 45 y 42 Kd.

En condiciones semejantes de tratamienﬁo, Buddle et al.
(1984 a), ©procesaron en PAGE 11 nmuestras de EC
norteamericanas de diferente origen geografico y de especie,
obteniendo por lo menos 31 polipéptidos entre los 18 y los
200 Kd. El estudio comparativo de las 11 corridas evidencié
sblo variaciones en la presencia de cuatro bandas: una de 37
Kd presente en 3 muestras, una de 44 Kd presente en 5
muestras, una de 39 Kd presente s6lo en una muestra y uné

de 45 Kd que aparecidé muy nitida en 5 muestras y
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presumiblemente mezclada con la de 44 Kd en las 5 que la
presentaron. El tratamiento y la microscopia electrénica de
los sobrenadantes, puso en evidencia que los péptidos de 37
Yy 44 Kd correspondian a estructuras compatibles con el
filamento superficial de las muestras que los presentaban.
Las pruebas de seroneutralizacién cruzada, coincidieron con
la presencia de estos péptidos en los casos en que los
sueros heteféloqos superaban incluso a los homdlogos,
sugiriendo la importancia de estos péptidos en la respuesta
inmune humoral, en forma semejante a lo sefalado en los
orthopoxvirus. En este trabajo también se evaluaron dos de
las muestras, 1luego de 32 y 33 pasajes en cultivos
celulares, sin observarse variaciones en 1las corridas
electroforéticas, que apoyaran las variaciones en los
indices de neutralizacidn observadas luego de 137 pases por
Wittek et al. (1980),

En 16 muestras de parapox (EPB, PVB y EC) evaluadas en
México en geles de poliacrilamida se demostraron hasta 16
bandas con rangos entre 9.5 y 55 Kd, con nuestras dque
presentaron hasta 11 bandas y otras s6lo 4, La mayor
variacién se observd entre 35 y 48 Kd. Las dos muestras
bovinas ensayadas y las 14 de EC coincidieron en dos bandas
una de 55 Kd y otra de 9.5 Kd. Las muestras bovinas también
presentaron en comn con la mayoria de las muestras de EC
una banda de 17 Kd, Una banda de 35 Kd se presentd en 10 de
las 14 muestras de EC ensayadas y no se observé en las

bovinas (EPB y PVB) (Gonzdlez 1992).
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Al enfrentar los sueros de corderos infectados natural
y experimentalmente a corridas electroforéticas del virus de
EC desnaturalizado, mediante la técnica de
inmunotransferencia, McKeever et al.(1987), lograron poner
en evidencia trece determinantes antigénicos de los cuales
cuatro, con pesos de 47, 45, 40 y 8 Kd, fueron comunes a
todos los sueros ensayados, siendo particularmente intensa
la respuesta contra la banda de 40 Kd.

La inmunotransferencia con un suero hiperinmune de
conejo, ensayada en 7 de las muestras mexicanas, demostrd
respuestas comunes en la bandas de 55 y 54 Kd, en 5 muestras
de las 7, en 48 y 51 Kd y en tres en 45 Kd (Gonzadlez, 1992).
La evidencia asi acumulada sefiala que la respuesta humoral
se dirige, como era de esperar, fundamentalmente contra los
componentes superficiales del virus, especialmente los
determinantes del filamento y esta respuesta parece ser
también la base de las respuestas cruzadas con parapox de
origen bovino (Huck 1966; Papadopoulos et al., 1968; Tértora
y Garcia, 1987; Gonzllez et al. 1991).

Empleando anticuerpos monoclonales, se ha
demostrado una importanﬁe cantidad de respuestas cruzadas
entre cepas de EC y de parapox bovinos (PVB y EPB). El uso
de estos  anticuerpos monoclonales en pruebas de
inmunotransferencia en gel, ha evidenciado que
fundamentalmente reconocen proteinas entre 40 y 43 Kd en el
caso de las nmuestras de EC y de 45-48Kd = en los parapox

bovinos evaluados (Lard et al., 1991).
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Esta respuesta humoral parece ser poco importante en
cuanto a la resolucién de las lesiones o la reinfeccién de
los animales (Pekelder et al., 1980; McKeever, 1984; Buddle
et al.,, 1984 b); pero podria ser importante en cuanto a la
presentacién y diseminacién sistémica del virus (Mc Keever y
Reid, 1987) y podria tener algin efecto regulador sobre la

respuesta celular (Yirrell et al., 1989).

1.1.8. CARACTERISTICAS DEL GENOMA.

El ADN de los parapox es de doble cadena, con extremos
entrecruzados y unidos covalentemente, una longitud estimada
en 46.3 + 0.53 jum, un peso molecular entre 67 y 148 x 106d
y una proporcién de C * G de 62-64/100 (Robinson et al.,
1982; Wittek et al., 1979; Thomas et al., 1980; Moens et
al., 1990; Raffi y Burger, 1985; Gassmann et al., 1985)

Los primeros andlisis del ADN de los parapoxvirus
indicaron que al igual dque los orthopoxvirus, este género
viral presentaba un ADN con extremos entrecruzadoé
(eslabonados) y con posibles delecciones (Thomas et al.,
1980; Menna et al.,1979; citado por Thomas et al.,1980).

El primer examen del ADN de los parapox con enzimas de
restriccién y examen electroforético posterior, evidencid
considerables diferencias en la corrida de los fragmentos
entre parapox bovinos (EPB) y ovinos (EC), pero incluso al
interior de estos{dos grupos, pese a que sdlo se revisaron

ocho muestras, 5 bovinas y 3 de EC, dos de ellas de origen
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humano (Wittek et al., 1980). En este mismo trabajo las
diferencias seroldégicas demostradas luego de pasajes
celulares (137 pases) no se acompafiaron de cambios
importantes en la fragmentacién del ADN con las
endonucleasas y viceversa, las similitudes serolégicas no se
correspondieron con similitudes en 1la corrida de los
fragmentos de ADN.

con el uso de enzimas de restriccién el examen de 36
casos de EC en Nueva Zelandia, evidencié la misma
heterogeneidad en los fragmentos obtenidos en las distintas
muestras. Indicé ademds variaciones entre 88 y 106.5 x 106 d
en el peso del ADN de las mismas y demostré la posibilidad
de que se encontrara mids de un material genémico del virus,
en la costra de uﬁ caso clinico (Robinson et al.1982).

El uso combinado de enzimas de restriccién para evaluar
los fragmentos obtenidos por electroforesis y técnicas de
hibridacién cruzada entre fragmentos y muestras, ha
COnfirmado la heterogeneidad entre muestras atGn de un mismo
grupo (EPB, PVB Yy ’EC). Sin embargo, ias técnicas de
hibridacién han demostrado que el genoma de los parapox se
encuentra altamente conservado en sus regiones internas y es
muy similar adn entre muestras de distinto origen: EPB, PVB
Yy EC, lo que explicaria sus similitudes seroldégicas;
mientras que las porciones terminales son muy variables y
s6lo se logran reacciones de hibridacién cruzada cuando se
examinan muestras del mismo origen, EBP, PVB o EC. (Gassmann

et al., 1985; Rafii y Burger, 1985). Estas evidencias pueden
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apoyar la idea de mantener como diferentes a los tres
miembros del grupo parapox Yy emplear las técnicas de
hibridacién para distinguirlos en forma confiable,

Estos trabajos también demuestran las variaciones en el
peso del ADN en amplios rangos desde 70.2 a 148.5
megadaltons, en funcién de la presencia de los distintos
fragmentos, confirmando que el virus presenta delecciones en
el genoma segin la muestra (Gassmann et al., 1985; Rafii y
Burger, 1985). Incluso se sefiala la posibilidad de que 1la
ganancia o pérdida de fragmentos se relacione con la célula
infectada (Rafii y Burger 1985). No se ha examinado sin
embargo, la posibilidad de que el fenémeno dependa de la
produccién de particulas incompletas.

El andlisis por estas técnicas de 17 muestras de EC
neozelandesas evidencidé variaciones minimas en el peso del
ADN de 137.6 a 139.9 x 105 4, y se demostrdé que la porcién
derecha del genoma era muy estable comparada con la
izquierda y las porciones terminales del mismo. En estas
muestras practicamente no se demostraron delecciones
importantes a diferencia de 1lo observado en muestras
norteamericanas (Rafii y Burger, 1985) y se detectaron
secuencias repetidas en los fragmentos terminales, 1o que
podria explicar las diferencias de tamafio en estos sectores
no sélo por delecciones sino por repeticién de secuencias

como se ha demostrado en los orthopox (Robinson et al.,

1987).
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La informacidén generada hasta el presente parece
indicar que los parapox pueden comportarse como los orthopox
en su habilidad de recombinacién génica e incluso generar
nuevas cepas de mayor virulencia en la naturaleza, como se
ha demostrado en otros poxvirus (Gershon et al., 1989).

El uso de enzimas de restriccién ha permitido vya
demostrar la seleccidn y/o modificacién del virus de EC, en
poblaciones vacunadas que enferman por cepas sustancialmente
diferentes de las vacunales (Moens et al., 1990).

Parece necesaria més informacidén que permita
ligar las modificaciones (por deleccién o repeticidn) del
genoma, con los cambios en las respuestas seroldgicas, la
composicidén antigénica y en dltima Ainstancia con 1la
respuesta inmune de los animales expuestos, con sus

esperadas repercusiones epidemiolégicas.

1.2. LA ENFERMEDAD

1,2.1. OCURRENCIA

La enfermedad presenta distribucién mundial (Robinson y
Balassu, 198l1) y en México, aunque conocida clinicamente
desde tiempo atrés, la demostracién del virus. por
microscopia electrénica ocurrid hasta 1979 (Rodriguez et
al.1979). La morbilidad es generalmente alta y entre los
animales jovenes ' alcanza frecuentemente el 100%; la

mortalidad en cambio es muy baja y aln con complicaciones
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secundarias, raramente supera el 20%. Las complicaciones més
frecuentemente comunicadas son las asociaciones bacterianas
con Bacteroides necrophorus y Dermatophilus coﬁgolensis
(Robinson y Balassu 1981). Se ha sugerido que la asociacién
con D. congolensis podria ser mucho mds frecuente de lo
esperado si se evaluara en todos los casos (Podesta et al.,
1984). También se considera al ectima un importante factor
predisponente a la pododermatitis en cabras (Pekelder et
al., 1980) y ovejas (Jensen y Swift, 1982; Katitch, 1979).
Estas dos situaciones, m&s las muertes por inanicién y 1la
pérdida de condicién en los animales afectados, son
consideradas las principales causas de pérdidas por 1la
enfermedad.

En otras complicaciones de ectima con enfermedades como
peste de los pequefios rumiantes, parasitosis, neumonias o
cuadros crénicos, es mas dificil establecer si el EC es
causa predisponente, asociacién o complicacién secundaria al
cuadro clinico (Linnabary et al.1976; Rodriguez et al.1979;
Morales y Van Kruiningen, 1971; Obi y Gibbs, 1978).

La enfermedad se presenta en forma estacional en lés
diferentes regiones, sin embargo la estacionalidad no parece
relacionarse con factores climdticos y si con el incremento
y concentracién de animales susceptibles, corderos Yy

cabritos (Beck y Taylor, 1974; Robinson y Balassu, 1981).
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1.2.2, TRANSMISION

El problema de la transmisién no ha sido suficientemente
aclarado. Es posible reproducir las lesiones mediante la
escarificacién o la produccién de heridas, con objetos
contaminados, en la piel o mucosas. Se ha sugerido la
transmisién natural a partir de malezas espinosas o forrajes
toscos en épocas secas de penuria forrajera (Boughton vy
Hardy, 1934; Hawkins et al., 1991; Gardiner et al., 1967) o
por el use de instrumentos (esquila, aretado, descole)
contaminados (Beck y Taylor, 1974; Zebrowski et al., 1974;
Ames et al.,1984). Estos mecanismos no explican sin embargo,
la presentacidén explosiva de la enfermedad en los rebafios,
con elevada morbilidad en pocos dias, frecuentemente en
animales lactantes o con disposicién de forraje verde y
tierno (Hawkins et al.,1991; Kery y Powell, 1971;
Wachendorfer y Valder, 1980; Toértora, 1985).

Se puede pensar en consecuencia en otras formas de
transmisién como ocurre con otros poxvirus, respiratoria,
insectos o incluso digestiva (Kitching y Taylor, 1985) y en
la posibilidad de la presencia de latencia o de animales
portadores asintomdticos, gque expresarian el cuadro clinico
en clertas condiciones de cria, quizds en condiciones de
estres. Los esfuerzos por activar lesiones de EC o demostrar
cambios en la respuesta inmune especifica, en animales
previamente expuestos, mediante la administracién de

inmunodepresores (corticeides) han resultado infructuosos o
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han determinado resultados parciales y contradictorios

(Zarnke y Dieterich, 1985; Toértora 1985).

1.2.3. PATOGENIA

Igual gque la transmisién, 1la patogenia no ha sido
suficientemente aclarada y el modelo propuesto se apoya
fundamentalmente en la observacién de casos clinicos. El
virus y sus lesiones s6lo se han demostrado en epitelios
estratificados de 1la piel, mucosa digestiva y genital
(Tértora, 1985).

Como se indic6é méds arriba, con frecuencia el EC se asocia
con enfermedades o condiciones dque pueden deprimir la
respuesta inmune, tal es el caso de parasitosis (Linnabary
et al., 1976; Rodriguez et al., 1979) 1la linfadenitis
caseosa ( Linnabary et al., 1976; Samuel et al., 1975; Okoh,
1980) 1las micosis (Morales y Van Kruiningen, 1971) y el
parto (Beck y Taylor, 1974). También en humanos los cuadros
graves de EC han coincidido con condiciones o tratamientos
inmunosupresores asoclados a neoplasias (Savage y Black,
1972; Leayell et al., 1968; Sanchez et al., 1985; Hunskaar,
1986). Sin embargo, los intentos por inducir lesiones o
cambios serolégicos a EC mediante inmunosupresores
(corticoides) en animales previamente expuestos, han
resultado fallidos y cuando se lograron inducir lesiones no
se pudo demostrar la presencia del virus (Zarnke vy

Dieterich, 1985).
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Las lesiones de EC se han comunicado ademds asociadas a
procesos cicatrizales o heridas en la piel por trasquila,
aretado o cortes de cola (Beck y Taylor, 1974; Anes et al.,
1984; Housawi y Abu-Elzein, 1991) y reparacién de quemaduras
accidentales (Hosser et al.1989).

La interpretacién de estos casos, muchas veces en animales
expuestos o vacunados ha sido la infeccién de las heridas en
cuestidn; sin embargo también es posible que los procesos de
cicatrizacién y reparacién del epitelio, con la implicita
divisién celular, favorezcan la multiplicacidén del virus
(Hosser et al., 1984); ( Mc Keever et al., 1988, Jenkinson
et al., 1990 b) y/o determinen cambios en los mecanismos de
respuesta inmune locales en la piel afectada. De hecho se ha
comunicado que la resistencia de la piel a la infeccidn
experimental es mayor en los puntos que antes presentaron
lesiones de EC que en el resto de la superficie cuténea.
(Robinson y Balassu, 1981; McKeever et al.1988 ) y las
lesiones se localizan particularmente en zonas con un alto
recambio celular.

Mas recientemente se ha demostrado la multiplicacién del
virus asociado a la reparacién del estrato espinoso de 1la
epidermis; aparentemente el virus se multiplicaria en
keratinocitos en determinada fase de maduracidn, Igualmente
se ha demostrado el incremento de células de Langerhans en
la dermis de la piel infectada (Jenkinson et al., 1990 b,c y
1991) . No se ha podido demostrar viremia en esta enfermedad,

ni que el virus se nmultiplique en érganos internos
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(pulmones, higado, rifén, bazo, timo o macréfagos) mediante
inoculacién en cultivos celulares, de sangre y suspensiones
de macerados tisulares sonicados,obtenidos de animales

enfermos (Hussain y Burger, 1989).

1.2.4. LA RESPUESTA INMUNE CUTANEA,

La piel, el 6rgano més grande del cuerpo, es ademés de una
barrera mecénica y érgano de relacién con el medio ambiente,
un importante oérgano inmune. Considerando su relacién con
el medio ambiente y su funcidn homeostética, esta actividad
inmune no deberia extraflar, Sin embargo su existencia vy
complejidad, atn no completémente aclarada, ha sido definida
en las Gltimas dos décadas a partir, principalmente, de los
esfuerzos por explicar los mecanismos que participan en el
establecimiento de distintas neoplasias, el rechazo de
injertos, asi como las particularidades en la ocurrencia de
diferentes formas de dermatitis alérgicas e infecciosas. Lo
anterior puede explicarse en parte por el hecho de que los
mecanismos inmunes cutédneos locales y sistémicos, son
esencialmente de tipo celular y las técnicas para
investigarlos adecuadamente se han desarrollado en los
Gltimos afios (Edelson y Fink, 1985).

Se han incrementado asi, las evidencias que apoyan 1la
hipétesis original de Fichtelius y colaboradores, 1970, de
que la piel es un érgano linfético primario comparable al

timo. Los acuimulos de linfocitos, presentes en la piel de
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los fetos y recién nacidos, alrededor de orificios
naturales, incluidas las unidades pilosebédceas, serian,
segin estos autores, sitios de ‘'educacién" y maduracién
linfocitaria, en los que las células se formarian en la
capacidad de dar respuesta a los agentes exfgenos y en la de
distinguir entre antigenos propios y extrafios (Bos vy
Kapsenberg, 1993).

En el sistema inmune cutdneo participan un amplio grupo de
células, algunas propias de la piel, en lo que se ha
descrito como tejido 1linfoide asociado a pilel, con sus
siglas en 1inglés SALT y de especial importancia en 1la
respuesta inmune y otras de menor especificidad y con
funciones mis amplias gque las de participar en 1los
mecanismos de resistencia. En el SALT se incluyen las
células de Langerhans, linfocitos T epidermotrépicos,
gueratinocitos productores de factor activador de timocitos
cutdneos y los nédulos 1linfdticos que drenan la piel
(Streilein 1978, citado por Bos y Kapsenberg, 1986).

El concepto de sistema inmune cuténeo (SIS en sus siglas en
inglés) ha sido acufiado para englobar el SALT y el resto de
los componentes celulares que participan en la integracién

de la respuesta inmune en piel (Bos y Kapsenberg, 1986).

1.2.4.a Células linfoides

Establecidas las técnicas para distinguir linfocitos T y B,

llamé la atencién que mientras la mayoria de las leucenmias y
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linfomas eran cédnceres de células B, que no afectaban piel,
los cuadros méds raros, en que la piel era fuertemente
infiltrada, los linfocitos involucrados eran de tipo T
(Edelson y Fink, 1985). Mientras que en la piel normal las
células T se encuentran esparcidas en la dernis,
especialmente préximas a los plexos venosos Yy raramente en
la epidermis, en los raros linfomas cutdneos y en las
dermatitis, tienden a infiltrar en grandes cantidades el
epitelio cutdneo (Edelson y Fink, 1985; Bos y Kapsenberg,
1986) .

La asocliacién entre resistencia a dermatomicosis y el
desarrollo de respuestas de hipersensibilidad retardada,
demostrables en intradermoreaccién con diferentes antigenos
fungales, es un elemento mds en apoyo a la importancia de
la inmunidad celular y en particular de la participacién de
células T. Los modelos en ratones singénicos con injertos de
piel y transfusién de linfocitos, han demostrado 1la
importancia de los 1linfocitos T en la resistencia a las
micosis cuténeas. Con antigenos micéticos se ha demostrado
el incremento de T supresores (Thy -1+, Ly-2.2+) en los
cuadros de dermatomicosis y por el contrario un claro
incremento de T cooperadores (Thy-1+, Ly-2.2-) cuando se
trata de animales resistentes gque eliminan la infeccién
(Calderdn, 1989).

Es importante sefialar aqui que el antigeno Thyl caracteriza
células T inmaduras (timocitos), como se verd mis adelante,

en la piel ocurren procesos de maduracién y capacitacidn de
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linfocitos T. El 85% de las células T inflamatorias de 1la
piel, expresan el antigeno de linfocitos asociados a piel,
demostrable con el empleo del anticuerpo monoclonal HECA-
452, este antigeno solo se presenta en el 5% de las células
T inflamatorias de otros territorios extracutdneos. En la
piel normal, la mayor parte de los linfocitos T son células
de memoria y el 43% expresa el antigeno de 1linfocitos

asociados a piel (HECA-452) (Bos y Kapsenberg, 1993).

1.2.4.b Células dendriticas presentadoras de antigeno.

En este grupo celular, se incluyen una serie de células que
podrian ser en realidad estadlos evolutivos y funcionales de
una misma célula, el mejor conocido de estos estadios es el
que corresponde a la célula de Langerhans (CL). Estas
células, que expresan los antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad de <clase II (MHC-II), no  son
fagociticas, y si presentadoras del antigeno en superficie
adherido a su membrana, tienen en comGn en el hombre el
marcador antigénico HLA- DR+ (Calderdn, 1989), y es posible
que también coincidan en otros marcadores hasta ahora
insuficientemente revisados (Bos y Kapsenberg, 1986). Las
caracteristicas antigénicas fenotipicas de las células de
Langerhans (CCLL) en cultivo, parecen modificarse asociadas
a los cambios funcionales de las células y este aspecto debe
considerarse como un inconveniente adicional a su

reconocimiento confiable (Bos y Kapsenberg, 1993). En ovinos
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las CCLL presentan el antigeno MHC-II+ (Jenkinson et al.,
1991).

Las CCLL han demostrado ser el mds potente mecanismo de
estimulacién de la respuesta de linfocitos T a diferentes
antigenos infecciosos y tumorales (Edelson y Fink, 1985;
Calderdn, 1989). Estas células derivan de la médula o6sea y
presentan receptores de membrana para el Fc de IgG y para
C3; se ha demostrado su capacidad de producir interleucina-
1. Las CCLL se disponen formando una densa red con sus
prolongaciones citopldsmicas, particularmente a nivel del
estrato espinoso de 1la epidermis, aunque también son
demostrables en la dermis en contacto con las anteriores
(Bos y Kaspsenberg, 1986; Edelson y Fink, 1985; Calderdn
1989). Las CCLL serian capaces de moverse de epidermis a
dermis y eventualmente aparecer en los ganglios linfaticos
regionales, asi como permanentemente llegan nuevas células
precursoras de las CCLL (Bos y Kaspsenberg, 1986; Calderén
1989) .

Los estudios con transplantes de piel en ratones singénicos
presensibilizados han demostrado que el procesamiento del
antigeno por las CCLL es critico en la resistencia, y por el
contrario la respuesta nodular linfatica sin procesamiento
cutdneo carecia de valor. (Edelson y Fink, 1985). En estos
experimentos se demostré también que las CCLL son sensibles
a la luz ultravioleta y pueden eliminarse de &reas de piel
con esta radiacién.El tratamiento con luz ultravioleta (UV)

de suspensiones celulares epidérmicas, puso en evidencia un
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segundo tipo de célula dentritica mds resistente a UV
denominadas células de Granstein. A diferencia de las CCLL
que interacttan fundamentalmente con células T cooperadoras,
las de Granstein 1lo hacen fundamentalmente con las T
supresoras. Esta asociacidn podria explicar los estados de
inmunosupresién local o sistémicos en los casos de dafio
cutdneo extenso o de radiacidén experimental con UV (Edelson
y Fink, 1985) y la presentacién de EC asociado a procesos
cicatrizales o lesiones cuténeas (Hosser et al., y 1984; Mc
Keever et al,.1988; Jenkinson et al., 1990).

Se ha demostrado en este grupo de células dendriticas, un
tipo celular con marcadores antigénicos similares a los de
las CCLL como T6+ y HLA-DR+, pero que a diferencia de las
CCLL no presentan los caracteristicos grédnulos citoplésmicos
de Birbeck de fﬁncién desconocida. Estas células denominadas
"indeterminadas" podrian ser formas evolutivas de las CCLL
(Bos y Kapsenberg, 1986).

Un grupo celular de interés en la dindmica de la respuesta
inmune cutdnea son las denominadas células en velo, que al
igual que las CCLL son HLA-DR * y presentan receptores para
Fc(IgG) y C3. Este grupo ha sido demostrado en el contenido
de los 1linfaticos que drenan la piel del conejo (Bos y
Kapsenberg, 1986) y una célula semejante MHC-II+ - se ha
demostrado en los ovinos (Jenkinson y col. 1991).

Otros tipos celulares dendriticos como las células
interdigitadas de las zonas T dependientes o las dendriticas

de las zonas B de los nédulos linfoides, no se presentan en
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la piel normal, pero han sido observadas en ciertas
patologias inflamatorias y tumorales (Bos y Kapsenbery,

1986) .

1.2.4.¢c Células cehadas (mastocitos)

La posible importancia de las células cebadas (CC) en 1la
respuesta cutdnea se asocia a su capacidad de liberar
sustancias  vasoactivas, mediadores de la  respuesta
inflamatoria y factores quimiotédcticos para células
inflamatorias y de respuesta inmune. Su papel en la
patogenia de las respuestas de hipersensibilidad est& bien
demostrado, como en el caso de las alergias por contacto de
tipo I wurticarias (Bos y Kapsenberg, 1986) y en las
respuestas de intradermoreaccién (Calderdén 1989). E1l nidmero
de CC en la piel de todas las especies es por otra parte
muy alto. Las células cebadas han sido subdivididas en dos
subtipos (I y II) reconocibles con la técnica de Alcianblue-
Safranina y se ha demostrado que las de tipo II no contienen
heparina (Bos y Kapsenberg, 1986).

El uso de blogueadores de serotonina en el ratén, ha
demostrado la importancia de este mediador vasoactivo en las
respuestas locales a la infeccién micdtica, mientras que,
por el contrario, se sospecha de un efecto inhibidor de la
histamina en la respuesta inmune celular del humano. La
infeccién experimental en ratones con dermatofitos,

demusstra un incremento local en el nGmero de CC y un

35



aumento en células degranuladas (Calderén, 1989). En ovinos
experimentalmente infectados con EC no se observaron
modificaciones en el nimero y caracteristicas de las cc,
pero si se observé un incremento en baséfilos a partir de
las 80 horas posinfeccién tanto en la zona de lesién como en
la periferia, aunque el papel de estas células no fue
aclarado (Jenkinson et al. 1990 a). La respuesta de
incremento en baséfilos ocurre en la infeccién primaria y
secundaria al virus, con mayor respuesta en la

primoinfeccién (Jenkinson et al. 1990 h).

1.2.4.d Macrofagos cutincos.

Aunque la dermis presenta gran cantidad de células
mononucleares fagocitarias, su papel en la respuesta inmune
no ha sido completamente aclarado. Sin embargo, se ha
demostrado la capacidad de estas células estimuladas para
inhibir la formacién de colonias de dermatofitos en pruebas

in vitro (calderon, 1989).

1.2.4.¢ Neutrofilos.

La extravasacién de neutréfilos en los cuadros
inflamatorios y su participacién en la eliminacién de
particulas y complejos inmunes es la funcién conocida dé
estas células, que normalmente pueden observarse en bajo
nimero en todos los.tejidos sin que se les atribuya en estos

casos una funcién especial. Sin embargo, en la piel normal
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es muy dificil observar neutréfilos extravasados (Bos vy
Kapsenberg, 1986).

Los neutréfilos han demostrado ser mis eficientes que los
macrdéfagos cutdneos para inhibir el desarrollo in vitro de
colonias de dermatofitos y pueden observarse fragmentos de
los hongos en el citoplasma de estas células al igual que
en el caso de los mononucleares. Se considera que el efecto
de inhibicién de los hongos se logra por un doble mecanismo:
intracelular y extracelular mediante la liberacién de
factores del metabolismo oxidativo (Calderdn, 1989).

Los neutrdéfilos son las células predominantes en los
infiltrados celulares cutdneos en las respuestas a
garrapatas, hongos y D. congolensis (Jenkinson et al.1990 a)
y se han sefialado también como las células dominantes en el
exudado de la infecciones mixtas de EC y D.congolensis
(Yeruham, 1991). En la infeccién experimental con EC se ha
demostrado una respuesta bifasica con incremento de
neutréfilos a las 24-36 horas, aparentemente = como
consecuencia del traumatismo de inoculacién y otra de las 72
a las 120 horas posinoculacién, atribuible a la presencia y
replicacién del virus en la epidermis (Abdussalam, 1957 a;
Jenkinson et al. 1990 a; Yirrell et al., 1991b). La relacién
de los neutré6filos con las células epidérmicas dafiadas por
el virus, sugiere la posibilidad de que los neutréfilos
pudieran estar produciendo sustancias inhibidoras de 1la
replicacidén viral ‘e incluso evitar la penetracidén del virus

a la dermis (Jenkinson et al 1990 a).
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1.2.4.0 Células epiteliales,

Las células epidérmicas (queratinocitos) parecen participar
en forma activa en los procesos inmunes. La sospecha de su
importancia se 1inicié con las observaciones en ratones
desnudos atimicos y en la imposibilidad de separar los
factores genéticos determinantes de la ausencia de timo y de
produccién de pelo. Por otro lado, las células epiteliales
del timo, pese a su origen endodérmico, presentan
caracteristicas estructurales muy semejantes a las de los
gueratinocitos. Finalmente se logré demostrar que células T
inmaduras cultivadas con queratinocitos expresan antigenos
propios de células T maduras, en forma semejante a lo que
ocurre en su pasaje por el timo. Sin embargo debe
recordarse, que ratones normales a los que se les extirpa el
timo al nacer, no logran generar células T maduras, pese a
tener una piel normal, lo que sugiere que la piel es
importante en los procesos de maduracidn celular postimicos
(Edelson y Fink, 1985; Bos y Kapsenberg, 1986).

Se ha demostrado 1la presencia de timopoyetina en los
queratinocitos, asi como queratina en las células
epiteliales del timo mediante inmunofluorescencia, e
igualmente se han demostrado en ambos tipos celulares los
factores antigénicos necesarios a la actividad hormonal

relacionada con la excrecién de timopoyetina (Edelson vy

Fink, 1985).
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Finalmente se ha sefialado la capacidad de los queratinocitos
para producir in vitro un amplio grupo de citocinas:
interleucinas, interferdén o y P, factores estimuladores de
colonias, factores de necrosis tumoral y de crecimiento y
transformacién celular. Estos factores probablemente no se
producirian in vivo en condiciones normales, pero si podria
estimularse su produccidén y liberacién en diversas
condiciones de irritacién cuténea (Bos y Kapsenberg, 1993;
Breathnach, 1993). En estas condiciones existiria en la piel
un microambiente celular que podria modificar los procesos
de maduracién de 1linfocitos T, en relacién con los
queratinocitos y es factible suponer la existencia de una
subpoblacidén de estas células, diferentes a las del resto
del sistema(Bos y Kapsenberg, 1986). Por otra parte en la
piel no se han demostrado las vénulas de endotelio alto, que
se supone son esenciales para dirigir la migracién
especifica de 6rgano de las células T; por lo que se han
propuesto otros mecanismos como factores antigénicos de
atraccién, mediadores de células cebadas (quimiotdcticos)
para célula T (Bos y Kapsenberg, 1986), y el incremento en
la expresién de adhesinas en las células endoteliales, como
consecuencia de 1la presencia de las diversas citocinas
descritas mas arriba. Es importante considerar que el 90% de
las células T de la piel en humanos, se localizan en la
unidad perivascular (Bos y Kapsenberg, 1993).

Los mecanismos de interaccién de los distintos tipos

celulares ain no han sido aclarados, pero se hipotetiza que
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las CCLL serian las receptoras de los antigenos, que no
pudieran ser depurados por macréfagos y neutrdéfilos y
migrarian, quizds como células en velo, por via linfatica al
nédulo respectivo. En el nédulo linfatico estas células
presentarian el antigeno a las células T paracorticales, las
células T activadas y proliferadas, se concentrarian en el
drea de piel expuesta al antigeno por la interaccién de los
fenémenos vasculares locales y los factores mediadores de

las células cebadas (Bos y Kapsenberg,1986 y 1993).
1.2.5. LA RESPUESTA INMUNE EN ECTIMA CONTAGI0SO.

La resistencia a la enfermedad por 1 o 2 afios en los
animales que la han padecido naturalmente o han sido
infectados con fines profildcticos (escarificacién vacunal)
es un hecho aceptado desde los primeros trabajos con este
virus (Boughton y Hardy, 1934). La resistencia sin embargo,
no parece ser en todos los casos completa y eventualmente
pueden presentarse brotes consecutivos en pocos meses, lo
que ha sido atribuido a variaciones antigénicas entre cepas
(Sawhney, 1966 ;Buddle et al 1984 b).

La presencia de anticuerpos en animales convalescientes ha
sido demostrada por diversas técnicas, pero en general la
respuesta es corta vy de baja intensidad, obteniéndose
resultados mads constantes sélo con técnicas de alta
sensibilidad como ELISA y sdlo excepcionalmente con otras
pruebas seroldgicas (Poulain et al 1972; Pekelder et al

1980; Buddle et al 1984 a y b; Zarnke y Dieterich, 1985;
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Tértora y Garcia 1987; Jenkinson et al 1990 b; McKeever et
al 1987; Yirrell et al 1989 y 199la), es posible atribuir
estas bajas respuestas humorales a la presencia de
anticuerpos incompletos que interfieran en las pruebas
serolégicas empleadas.

La demostracién de que la presencia de anticuerpos no evita
la presentacién de lesiones (McKeever et al. 1987) y que,
por el contrario, casos graves y extendidos de la enfermedad
coexisten con altos titulos de anticuerpos, unido al hecho
de que los anticuerpos no son protectores en otros cuadros
de poxvirus, ha hecho pensar que los anticuerpos no son
importantes en la proteccién de EC (Pekelder et al. 1980;
McKeever 1984). Por este motivo los trabajos se han
orientado principalmente a la demostracién de la inmunidad
celular. La evidencia de factores 1locales que hacen
diferente la respuesta en distintas partes de 1la piel
refuerza esta hipétesis (Robinson y Balassu, 1981).
Recientemente, mediante el anAdlisis de los componentes
humorales y celulares drenados por la linfa de regiones
cutdneas 1infectadas experimentalmente con EC, se ha
intentado esclarecer la participacién de los diferentes
factores de la respuesta inmune en EC.En un primer trabajo
McKeever y Reid (1987) examinaron la linfa drenada por el
ganglio supramamario de ovejas adultas infectadas
experimentalmente, observando un importante incremento en el

nimero de linfoblastos a los 5~7 dias posinfecciédn (PI) y
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hasta los 6-10 dias, coincidiendo con la etapa de vesiculas
en la lesién, para luego declinar hasta el dia 20 PI.

La mayoria de esos linfoblastos eran precursores de células
productoras de IgG y sdélo menos del 2% de IgM, lo que no
debe llamar la atencién considerando que se trataba de
ovejas adultas que demostraron bajos titulos de anticuerpos
en ELISA, antes de la infeccién. Un importante aumento de
células T se demostré al dia 11, coincidiendo con el
incremento linfoblastico, incluso algunas células blasto se
identificaron como precursoras de células T. Curiosamente
s6lo un animal de cuatro, incrementé significativamente sus
titulos de anticuerpos demostrables por ELISA. Se ha
demostrado que las células T que se incrementan presentan
los antigenos MHC de clase II (Yirrell et al. 199la). Con
esta metodologia se ha demostrado también la reduccién en el
drenaje 1linfético de ganglios de territorios cutédneos
infectados, de macréfagos mononucleares y en contraste el
incremento de células linfoproliferativas Y
acetilcolinesterasa positivas, identificadas, las d{ltimas,
como células de Langerhans (Yirrell et al., 1991b).

No se ha podido demostrar la presencia de interferén ni en
las zonas de piel afectadas, ni circulante, durante los 16-
24 dias posinfeccién (Hussain y Burger, 1989). Sin embargo,
si se demostraron bajos niveles de un efecto de tipo
interferén en la linfa que drena la zona de lesidén en los
primeros dos dias posinfeccién, asi como ‘en los

sobrenadantes de las células linfoides recuperadas de ese
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mismo drenaje linfético entre los dias 4 y 6 PI, este efecto
se establecié por la capacidad de los sobrenadantes
ensayados, de bloguear la infeccién viral en cultivos
celulares (Yirrell et al.1991a).

La evaluacién de anticuerpos y respuestas de proliferacion
linfoide ha resultado en patrones muy variables entre los
animales en experimentacién, pero parecen indicar que la
presencia de anticuerpos y respuestas de linfocitos B,
reduce la respuesta de proliferacién en células T
periféricas (Yirrell et al. 1989).

Mediante la evaluacién del peso del ganglio popliteo y de
las células drenadas por éste, en el lado de la 1lesién
experimental y en el del lado opuesto, Yirrell et al.
(1991a), pusieron en evidencia el carlcter 1local de 1la
respuesta, al demostrar que ésta sélo ocurre en el ganglio
que drena la zona de lesién, sin afectar al ganglio
contralateral ni al mesentérico como control. En este
trabajo se corrobord la observacién de McKeever y Reid
(1987), en cuanto a que la respuesta ganglionar no generaba
una respuesta de anticuerpos importante.

El uso del virus del ectima contagioso como agente
parainmunizador, por autores alemanes, ha evidenciado su
capacidad de inducif mayores niveles de interferdén sérico y
de activar células NK en ratones desafiados con el virus de
Aujeszky. Se ha demostrado también su capacidad de
estimular, aunque -en menor grado, los factores séricos

estimuladores de colonias (BiUttner et al. 1987).
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El uso de la intradermoreaccién (IDR) parece ser una buena
alternativa para medir la respuesta inmune posvacunal,
utilizando virus calentado como antigeno; sin embargo, no ha
sido suficientemente ensayada (Buddle y Pulford, 1984) y
debe considerarse su cardcter invasivo, gque podria inducir

procesos de sensibilizacién antigénica y viceversa.

1.2.6. PROTECCION VACUNAL.

Como en otros virus y en particular los capripox (Fassi-
Fehri et al. 1984; Mahnel y Munz, 1987; Mohanty y Rai, 1989)
se han intentado desarrollar vacunas contra EC mediante la
atenuacién del virus en otras especies como los conejos
(Abdussalam, 1957 b) o mediante pases en cultivos celulares
(Ramyar, 1973; Wachenddrfer y Valder, 1980; Mayr, 1980;
Rossi, 1973). Los resultados sin embargo, no han sido
convincentes. El1 pase en conejos no ha logrado atenuar el
virus y resulta inconstante en sus resultados (Abdussalan,
1957 b; Tértora, 1985). Los inmunégenos obtenidos en pases
celulares tampoco parecen perder su4 virulencia, se ha
sefialado que inducen respuestas inmunes de menor intensidad
y duracién (Buddle et al., 1984 b; Pye, 1990; Mahnel y Munz,
1987) y se ha demostrado modificacién en el ADN y la
condicién antigénica del virus luego de pases sucesivos
(Wittek et al., 1980). Por otra parte se ha sefialado el
pasaje de la cepa vacunal a animales no vacunados que

convivian con los primeros, lo gue no resulta curioso



considerando la sobrevivencia del virus en el ambiente y el
procedimiento "abierto" de vacunacién por escarificacién
(Pekelder et al., 1980).

Pese a lo anterior, autores alemanes han preconizado el uso
de una cepa vacunal de alto pasaje en pulmén bovino a la que
describen como atenuada y apatégena; la vacuna se aplica con
un agente "parainmunizante", un avipox, por via subcuténea
reduciendo el riesgo de diseminacién de la cepa vacunal; el
producto ha sido evaluado aparentemente con buenos
resultados en desafios naturales, con cuadros clinicos mas
benévolos y con menor morbilidad en los animales vacunados
que en los controles (Wachenddrfer y Valder, 1980; Mayr,
1980; Mahnel y Munz, 1987).

Un importante problema adicional, es que no se ha podido
establecer un adecuado mecanismo de desafio. Normalmente se
utiliza el desafio por escarificacién, con el inconveniente
de que el virus es puesto en contacto directo con las
células epidérmicas susceptibles sin dar oportunidad de
actuar a la respuesta inmune sistémica. El1 procedimiento
evalia fundamentalmente respuestas celulares locales y de
hecho se ha demostrado una diferente respuesta a 1la
escarificacién en la piel del mismo animal en zonas
previamente expuestas al virus y en las zonas control no
expuestas (Robinson y Balassu 1981; Yirrell et al. 1989). Es
muy probable que este mecanismo de desaffio no reproduzca

adecuadamente lo que ocurre en la naturaleza.
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La observacién de modificaciones en el material genético del
virus, en poblaciones vacunadas, puede ser un mecanismo de
"escape o de seleccidén" de cepas no cubiertas por la

respuesta inmune de la poblacién vacunada (Moens et al

1990).

1.2.7. PROTECCION CALOSTRAL.

En 1972 Poulain et al. demostraron la presencia de
anticuerpos  neutralizantes en animales enfermos y
convalecientes, la mayor parte de esta actividad
correspondia segin los autores a IgG. En este mismo trabajo
se sefiala la presencia de anticuerpos en corderos,
amamantados por hembras consideradas inmunes, en cantidades
gque se consideraron protectoras al menos hasta las tres
semanas de vida. Con metodologia mis discutible Le Jan et
al. (1978) y Verdés et al. (1989) llegan a la misma
conclusidén en cuanto a la presencia de anticuerpos en el
calostro de ovejas expuestas al virus y vacunadas, sefialando
una clara correlacién entre los indices de neutralizacién en
el suero de la oveja, el calostro y el suero del cordero
lactante. Se propone ademds la posibilidad de un efecto
local , toépico, del calostro y la leche que humedecen los
labios y la mucosa digestiva superior en el momento y luego,
del amamantamiento. Sin embargo en ninguno de estos trabajos

los animales se desaffian para evaluar su respuesta.
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En contraste, se han demostrado titulos méds elevados de
anticuerpos precipitantes en inmunodifusioén, contra
estomatitis papular bovina, en el calostro que en el suero
de las vacas estudiadas (Aguilar Setién, 1980 ).

Contra lo anterior, se ha insistido en la ausencia de
proteccién calostral en los ovinos contra el EC, a partir de
la observacidén de lesiones de la enfermedad en corderos,
expuestos o desafiados, hijos de ovejas vacunadas o que
habian padecido la enfermedad natural (Boughton y Hardy,
1934; Kerry y Powell, 1971; vValder et al. 1979; Verdes et
al., 1989).

Utilizando la técnica de ELISA, se ha demostrado el paso
proporcional de anticuerpos del suero al calostro de ovejas
inmunes y al suero de los corderos amamantados por ellas.
Sin embargo, los corderos desarrollaron lesiones al desafio
y no se observé correlacién entre los titulos séricos y la
respuesta al desafio. Los corderos vacunados en la primera
semana resistieron el desafio y se observd que desarrollaban
una respuesta positiva a la intradermoreaccidén con virus
inactivado por calor. La prueba intradérmica se comporté
como un buen indicador de inmunidad y correlacioné con la
respuesta de los corderos al desafio, soportando la idea de
gque la inmunidad a EC es més. celular que humoral (Buddle y
Pulford, 1984). No se han comunicado observaciones en torno

a la proteccién calostral en cabras.
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2.- HIPOTESIS

2a.~- El ectima contagioso (EC) no se transmite en forma
directa, a partir de la contaminacién de heridas por el
virus.

2b.- En EC no existen diferencias de susceptibilidad,
atribuibles a la edad o la especie afectada (ovinos o
caprinos).

2c.- En EC no existen animales portadores asintomiticos, ni
la posibilidad de ponerlos en evidencia.

2d.- La escarificacién de los animales empleando el virus
de EC virulento, no es una alternativa profildctica que
reduzca o .impida la presentacién de lesiones de la
enfermedad.

2e.~ En EC no existe proteccién (inmunidad) calostral.

2f.~ Las variaciones antigénicas del virus no modifican el
comportamiento epidemiolégico de la enfermedad.

2g.~- No existen relaciones epidemiolégicas entre el EC y
los parapox de origen bovino.

3.- OBJETIVO

El principal objetivo de la serie de experimentos que se
presentan en esta tesis, fue intentar esclarecer los
mecanismos patogénicos y de respuesta inmune que pueden
modificar el comportamiento de 1la enfermedad en las
condiciones de cria del pals y aportar nueva evidencia a las
hip6tesis planteadas. En cada experimento se estableceran

ademds, sus objetivos particulares.
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4.- MATERIAL Y METODOS

A los efectos de facilitar el seguimiento de los trabajos en
cuanto a su desarrollo experimental, se plantean por
separado cada uno de ellos, incluyendo la metodologia, los
resultados y la discusién particulares. Sin embargo, los
materiales y 1las herramientas metodoldgicas ampliamente
empleadas, se describirdn en primer término, para evitar
reiteracionés, asi como al final se intentaran resumir las

observaciones en una discusién general de los resultados.

4.1. ANIMALES.

En todos los ca595 se emplearon rebafios convencionales vy
dada la amplia distribucién de la enfermedad en el pais,
presumiblemente expuestos al virus. En algunos casos, la
exposicidn previa se conocia por la presencia de brotes
recientes o bien porque los animales resultaron reactores a

la prueba de intradermoreaccién (IDR).

4.2. VIRUS.

Se manejaron segin el experimento, virus de diferente
origen: ovino, caprino, y bovino, obtenido a partir de
costras o hiopsias de lesiones sugestivas de EC o de las
formas bovinas de estomatitis papular bovina (EPB) o
pseudoviruela bovina (PVB) (Tértora, 1987). El material de

lesién se macerd en mortero tipo TenBroeck en solucién de
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medio minimo esencial para cultivos celulares (MEM) sin
suero o en PBS, adicionados de antibiéticos (penicilina 200
UI, estreptomicina 200 mg/ml) y se centrifugéd a 1000-1200 xg
por 10 minutos para clarificar el inéculo, de acuerdo al
procedimiento més empleado para obtener virus infectante en
los parapox (Robinson et al., 1982; Yirrell et al., 1991a).
En todos los casos el diagnéstico fue confirmado mediante la
observacién de las particulas caracteristicas de los parapox
en tincién negativa al microscopio electrénico. Se utilizé,
como cepa de referencia, una muestra de origen caprino
obtenida en un brote de Baja California Sur en 1979, que se
ha mantenido liofilizada a 42C desde 1980 y que ha sido
caracterizada de diferentes maneras: microscopia
electrénica, efecto en cultivos celulafes, respuesta en
conejos, inactivacién por calor y cualidades antigénicas
(Tértora, 1985; Tértora y Garcia, 1987). E1l mismo
procedimiento de maceracién y observacidén en tincién
negativa se empledé para evaluar las costras resultantes de

los tratamientos de desafio.

4.3, TINCION NEGATIVA.,

Soﬁre una gota de las suspensiones obtenidas de 1la
maceracién de costras o biopsias de lesiones sospechosas de
contener virus, se colocé una rejilla de 200 cuadriculas
(mesh) previamente cubierta de parlodién y estabilizada con

carbono, que se mantuvo en contacto con la suspensién por 3-
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5 minutos. Las rejillas se secaron en estufa a 402C, para
luego ser colocadas sobre una gota de fosfotungstato de
sodio al 1% pH 7.2, por otros 3-5 minutos, al término de
este tiempo las rejillas nuevamente se colocaron en estufa a
402C para su secado por una hora y se observaron en
microscopio electrénico de transmisién  JEOL 100X con un
voltaje de aceleracidn entre 60 y 100 Kv con aumentos de 10

a 20000x.

4.4. INMUNODIFUSION (IDD).

Se empled agarosa al 1% con buffer de barbituratos LKB pH
8.6 £ 0.1 con fuerza iénica de 0.02, con sistemas de foseta
central de 6 mm de didmetro y 5 o 6 fosetas periféricas de 4
mm, con una distancia de 5 mm entre fosetas, 0 bien sistemas
de 5mm de didmetro con distancia de 3 mm. Las fosetas se
llenaron dos veces con sueros Yy suspensiones antigénicas,
incubdndose por 24 horas a temperatura ambiente y 48 horas a
49C, en wuna céamara humeda. Ante la imposibilidad de
reproducir el virus en cultivos celulares, en forma
confiable, se emplearon como suspensiones antigénicas los
sobrenadantes de la centrifugaciébn a 1000~1200xg de los
macerados de las costras. Las placas se lavaron 24 horas
con PBS pH 8.6 y otras 24 horas con agua destilada, para
luego ser coloreadas con negro amido al 1 por mil en una

solucién metanol-acético (1 g negro amido, metanol 500 ml,
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agua destilada 400 ml y &cido acético 100 ml) (Tértora vy

Garcia, 1987; Gonzdlez et al. 1991).

4.5. CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIE).

Los geles para la prueba se prepararon de la misma forma que
en IDD pero se montaron en portacbjetos, con fosetas
enfrentadas o en &ngulo de 452, a una distancia de 4 a 6 mm.
Se aplicd una correinte de 6-10 mwmA por 90 minutos,
verificando 1la migracién con una solucién de azul de
bromotimol al 1%. Las placas se tifieron como en IDD (Tértora

y Garcia, 1987).

4.6. BUERO HIPERINMUNE DE CONEJO.

Como control y para evaluar las caracteristicas antigénicas
de las muestras, se utilizé un suero hiperinmune de conejo
obtenido mediante inoculaciones semanales de la muestra
liofilizada reconstituida a medio volumen original (1 ml)
por cinco veces y luego 5 veces mis cada 15 dias, los
conejos se sangraron finalmente a blanco por puncidén
cardiaca. Los sueros se titularon por IDD y se emplearon en
las pruebas en diluciones de 1:4 1y 1:8. Previo a su uso, el
suero de conejo fue adsorbido con una suspensién de costra
traumatica de cabra, en incubacién a 379C por 24 horas y
luego centrifugado a 1000 xg. Los resultados de este suero
fueron contrastados satisfactoriamente con un suero de

corderos convalescientes de EC al ser enfrentados en
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condiciones equivalentes a suspensiones de diferentes

muestras del virus (Tértora y Garcia, 1987).

4.7. INOCULACION POR ESCARIFICACION.

Los indéculos de desafio se aplicaron por escarificacién. El
mismo procedimiento se empledé para inducir inmunidad contra
EC. Esta metodologia ha sido y sigue siendo de amplio uso en
los modelos experimentales y de campo con la enfermedad
(Boughton y Hardy, 1934; Robinson y Balassu, 1981; Yirrell
et al., 1991a). La escarificacién se realizé con agqujas
hipodérmicas estériles raspando la superficie cuténea,
procurando evitar el sangrado. Las agujas se impregnaban en
las soluciones de desafio y luego con hisopos impregnados en
la mismas soluciones, éstas se extendian sobre las zonas
escarificadas. La escarificacién se practicd, segln las
necesidades experimentales, en las zonas de piel
naturalmente desprovistas de pelo o lana, cara interna de
los muslos (ingle), axilas, base de cola. Cuando se
aplicaron variables como origen del indéculo o concentracién
viral, se delimitaron superficies utilizando marcadores de

punta de fieltro y tintas indelebles.

4.8. PRUEBAS DE INTRADERMORREACCION.

La prueba de intradermorreaccién (IDR) es considerada 1la

mejor herramienta para evaluar la condicién inmune respecto
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a EC (Buddle y Pulford, 1984). En todos los casos se ensayd
aplicando 0.1 ml de los inbéculos de prueba con jeringuilla
de tuberculina, delimitando con marcador el é&rea de
aplicacidén, en la cara interna del muslo o en la base de la
cola. El engrosamiento de 1la piel en el punto de
inoculacién, equivalente al doble del registrado en el punto
en que se 1inoculéd MEM como control y la presencia de
eritena, se‘consideraron elementos indicativos de respuestas

positivas. Las lecturas se realizaron 48 horas PI.

5. EXPERIMENTO 1 INMUNIDAD PERINATAL A EC EN CAPRINOS.

Considerando que no existe informacién en la literatura en
torno a la respuesta de cabritos al desafio con EC y sobre
la existencia o ausencia, de proteccién calostral en la
especie (punto 1.2.7.) y que observaciones personales, asi
como informacién de campo de colegas consultados, indicaban
que la enfermedad raramente se presentaba en cabritos antes
de los 2-3 meses de edad, se realizdé el siguiente ensayo,
con el objetivo de evaluar la susceptibilidad de 1los
cabritos a la infeccién experimental e intentar establecer

la posible existencia de proteccién calostral en la especie.

S.1. MATERIAL Y METODOS.

El trabajo se realizé en el rebafio del médulo caprino de la

FES~Cuautitlén, Cthuesto al inicio del mismo, por 60 cabras
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de cruza nubia, con antecedentes de haber padecido brotes de
EC en los Gltimos afios, que iban a parir entre los meses de
diciembre y mayo, pues no existia un adecuado control
reproductivo y en el rebafilo se contaban varias hembras
viejas que no se habian podido deshechar. Esta situacién
determiné que el trabajo se realizara por etapas para
intentar cubrir los objetivos propuestos.

Al inicio del trabajo se realizd el examen clinico del
hato, constatdndose en los labios de 5 animales adultos
formaciones papilomatosas de 0.3-0.5 cm de didmetro; algunas
de estas estructuras se extirparon, se maceraron y se
trataron para observacién en tincién negativa, tal como se
describidé en el punto 4.3.

Al inicio del experimento ya habian parido algunas cabras y
se disponia de un grupo de 10 cabritos con edades
fluctuantes entre los 22 y 30 dias, este primer grupo de
cabritos fueron desafiados por escarificacién con virus
virulento, en la base de la cola. Como virus de desafio se
empleé la cepa de referencia de origen caprino que se
conservaba liofilizada (punto 4.2.). La respuesta al desafio
se evalud en los siguientes 10 dias PI., El siguiente grupo
de 12 cabritos que nacidé dos semanas después, no fue tratado
y se mantuvo como control del primero. Once cabras adultas,
madres de estos cabritos y 10 cabras primerizas gestantes de
3-4 meses fueron escarificadas con la misma cepa de
referencia, como una forma de evaluar su condicién inmune y

simulténeamente reforzar en su caso, la posible proteccién
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calostral, 15 cabras adultas permanecieron como control sin
escarificar. Las cabras primerizas fueron escarificadas
nuevamente dos meses después, entre 5 y 20 dias antes del
parto. Los cabritos, hijos de estas cabras primerizas,
formaron un tercer grupo gque fue desafiado en forma
semejante al primero, el desarrollo de estos eventos se
describe en el cuadro 1.

Los cabritos que no desarrollaron lesiones caracteristicas
en la zona de escarificacidén, se consideraron negativos al
desafio, y fueron nuevamente tratados entre los 10 y 30 dias
siguientes a su primer desafio, de esta manera se tuvieron
diferentes grupos de edades al desaffo: 3-20 dias, 21-37
dias y 57-65 dias; todos los animales fueron por lo menos
desafiados dos veces y a tres cabritos se les aplicaron tres
tratamientos de escarificacidn.

De 8 de las hembras paridas, se colecté calostro dentro de
las 12 horas posteriores al parto. El calostro obtenido fue
tratado con renina, 2 mg/10 ml calostro a 379C por 24 horas
para inducir la coagulacién ("cuajada") y poder separar los
s6lidos del suero calostral mediante filtracidén con gasa. El
suero fue luego centrifugado 1200 xg para eliminar la grasa
excedente y estar en condiciones de emplearlo en pruebas de
IDD y CIE, para evaluar la presencia de anticuerpos
calostrales. Dos de las 8 hembras habian sido escarificadas
'previo al parto y una tercera habia presentado las lesiones

papilomatosas; las otras cinco no tenian antecedentes
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conocidos de lesiones experimentales o naturales de la
enfermedad.

De 5 hembras gestantes y 5 cabritos sin lesiones, se colectd
sangre y se obtuvo el suero para ser evaluado en CIE e IDD,
contra diluciones 1:2, 1:5, y 1:10 del antigeno crudo
obtenido de maceracién y centrifugacién de costras (punto

4.4.).

cuadro 1 Se describe la sucesién de eventos experimentales
y de brote natural ocurridos en el rebafio caprino, durante
los experimentos 1 y 2, considerando como dia 1 el inicio de
actividades con el mismo.

Dia 1 Sc inspecciond ¢l rebafio y sc obscrvaron lesiones papilomatosas cn 5 cabras
adultas. En tincion negativa dc las biopsias dc los papilomas, s¢ demostraron
particulas de parapoxvirus y papillomavirus,

Dia 7 Sc desafiaron por cscarificacion 10 cabritos de entre 22 y 30 dias de cdad, todos
resultaron negativos (sin lesion).

Dia 18-24 Nacen 12 cabritos que no son tratados, s¢ manticnen como controlcs,

Dia 32 Sc desafian por cscarificacion |1 hembras adultas ya paridas y 10 primerizas de
3-4 meses dc gestacion, Solo dos hembras desarrollan lesioncs leves, una
primeriza y una adulta.

Dia 43 Sc destetan los 22 cabritos (dias 7 y I8). Sc desafian por scgunda vez los
cabritos del dia 7, 57-65 dias de cdad, 8 de 10 desarrollan lesiones de EC.
Dia 50 Las cabras adultas destctadas y cn ordefio manual, presentan lesiones cn pezones

y ubres de EC en forma natural.

Dia 56-66 Se colecta calostro de 8 cabras recién paridas.

Dia 176 Sc inicia un nucvo brote, o una scgunda fasc del brote de EC con lesioncs
faciales y orales en los cabritos de los dias 7 y 18 y afceta ademis a los machos
y a tres de las cabras ahora facialmentc, ‘

Dia 93  Scecscarifican por scgunda vez las cabras primerizas del dia 32.

Dia 97-113  Paren las primcrizas

Dia 106  Se escarifican tres cabritos hijos dc las primerizas.

Dia 116  Secscarifican 7 cabritos incluidos los tres del dia 106.

Dia 134 Sc cscarifican nuevamente los 7 cabritos,

Una semana después de la Gltima escarificacién en cabritos,
y asociado al destete, se presentdé un brote natural de 1la

enfermedad que se describe en el siguiente experimento. Del
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brote natural y de las costras producto del desafio, se
tomaron muestras que se conservaron en congelacién luego de
evaluarlas en tincién negativa para confirmar la presencia

del virus.

5.2, RESULTADOS Y DISCUSION.

En las lesiones de aspecto papilomatoso se pudo demostrar,
en microscopia electrénica, la presencia de particulas
virales caracteristicas de EC y ©pequeflas particulas
icosaédricas que se interpretaron como de papilloma virus.
Estas lesiones persistieron en las cabras por mds de cuatro
meses.

De las 21 cabras escarificadas, 1 adulta y 1 primeriza
desarrollaron lesiones calificadas como leves, delgadas
costras amarillentas en las lineas de escarificacién con
eritema, que evolucionaron a la curacién en 5 dias. En la
hembra primeriza las lesiones aparecieron a los 10 dias
posescarificaciébn y en la adulta en los 5 dias posteriores a
la escarificacién.

De las 8 muestras de suero calostral 6 resultaron positivas,
1 dudosa y otra negativa en CIE; no se observaron lineas de
precipitacién en IDD, sugiriendo una mayor sensibilidad con
CIE. La hembra con lesiones papilomatosas y 1las dos
escarificadas pero que no desarrollaron lesiones, resultaron

positivas,
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De 22 escarificaciones realizadas en cabritos de menos de
30 dias s6lo 2 resultaron pousitivas con desarrollo de
lesiones caracteristicas y virus en las costras resultantes,
en un caso fue una sequnda escarificacién realizada a los 21
dias y la otra una tercera, realizada a los 29 dias (cuadro
2). Por el contrario 3 animales escarificados después de los
30 dias resultaron positivos e igualmente 9 de las 10
escarificaciones realizadas entre los 57 y los 65 dias
resultaron positivas. (cuadros 2 y 3, fotografia 1). Ningin
cabrito, como se observa en el cuadro 2, desarrolld lesiones
en la primera escarificacién de desafio, realizadas todas
entre los 3 y 30 dias de edad en dos diferentes grupos
(p<0.01). Tres cabritos, uno en el primer grupo y dos en el
sequndo, no desarrollaron lesiones en hinguno de los dos
intentos de desafio a que fueron expuestos. No se encontré
relacién entre las caracteristicas de la respuesta al
desafio, la  incubacién y la evolucién de las lesiones
posescarificacién. Las lesiones se hicieron evidentes entre
los 3 y 9 dias y persistieron por 9-22 dias. Los animales
con lesiones mds severas tuvieron las evoluciones mas largas
hasta la curacién.

La condicién inmune de las cabras utilizadas puede
sostenerse considerando la presencia de lesiones crénicas

(papilomas) en algunos animales y la resistencia de la
mayoria de ellas al desafio por escarificacidén. La presencia
de anticuerpos en el calostro ademds de apoyar lo anterior,

sugiere la posibilidad de que esta secrecidén puede de alguna
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manera proteger a las crias, quizds no por un mecanismo
neutralizante como ha sido sugerido en ovejas (Poulain et
al, 1972; Le Jan et al, 1978), pero si por mecanismos
citoliticos mediados por anticuerpos (complemento o células
K). La imposibilidad de producir lesiones al desafio hasta
después de los 30 dias en los cabritos apoya fuertemente la
idea de la existencia de alguna forma de inmunidad calostral
en los caprinos. O bien, y considerando la presencia del
virus en forma natural en el ©rebafio, el posible
establecimiento de un estado de tolerancia, quizds como
consecuencia de infecciones tempranas posparto.

Es conveniente sefialar que en ningln caso se presentaron
respuestas exacerbadas en los desafios de los cabritos, pese
a su corta edad, 7 animales fueron escarificados entre los 3
y 11 dias de edad sin consecuencias. No hubo por otra parte
ningGn indicio, considerando los tiempos experimentales de
incubacién de la enfermedad, 3-7 dias (Robinson y Balassu,
1981), de que la cepa de referencia utilizada en los
desafios se transmitiera a otros animales en convivencia
estrecha, con la posible excepcién de la presentacién de‘
lesiones en los pezones de las cabras, 7 dias después de
haber sido destetados y desafiados los cabritos del primer

grupo por segunda vez (cuadro 1, dias 43 y 50),.
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Cuadro 2 Respuesta de los cabritos a la escarificacién de
desafio con virus de EC.

Cabrito N° lera. cscarificacion 2da. cscarificacion 3era, escarificacion
cdad/dias respuesta |edad /dias  respuesta  jedad / dias respucsta
84 9 - 19 - 37 At
85 8 - 18 - 36 +
86 8 - 18 - 36 +
81 3 - 21 +
79 _ 5 - 23 -
82 5 - 23 -
87 11 - 29 4o
71 22 - 57 +
70 23 - 58 o+
69 23 ~ 58 +
68 24 - 59 -
67 24 - 59 +-
66 24 - 59 +
65 24 - 59 4t
64 24 - 59 -t
63 28 - 63 ot
62 30 - 65 +
- no desarrollé lesidén; +- lesidén dudosa; + lesién

caracteristica de EC; +++ lesién muy intensa

Cuadro 3 : Resumen de las respuestas de los cabritos al
desafio por escarificacién segGn su edad (p<0.01).

Edad cn dias Total de cabritos Desafio negativo Dcsafio positivo
3220 10 10 0
21237 17 12 5
57 a 65 10 1 9
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6. EXPERIMENTO 2. SEGUIMIENTO DE UN BROTE NATURAL DE EC EN
CABRAS.

como se sefialdé en el experimento anterior, una semana
después de la Gltima escarificacién en el primer lote de
cabritos y después de que estos habian sido destetados y
separados de sus madres , que comenzaron a ser ordefadas
manualmente, se inicié en estas, un brote natural de 1la
enfermedad, que incluyé a 13 de las 17 cabras en ordefa pese
a su demostrada resistencia al desafio por escarificacién
realizado 20 dias antes (cuadro 1). Estimando que el rebafo
se encontraba bajo una vigilancia razonable y se conocian
sus respuestas a los desafios, se cohsideré de interés
comunicar las observaciones del sequimiento de este brote

natural; particularmente por ser escaza y contradictoria la
informacién disponible sobre brotes de la enfermedad en

caprinos.

6.1. MATERIAL Y METODOS.

Se mantuvo la vigilancia sobre el rebafo caprino,
inspeccionando cuidadosamente y diariamente a los animales y
registrando la aparicién y localizacién de las lesiones
sospechosas de EC. De estas lesiones se colectaron costras,
parte de las cuales fueron maceradas Yy procesadas para
observacién en microscopia electrénica (punto 4.3) con fines
diagnésticos y el resto se conservé en congelacién a ~-209C,

para estudios posteriores.
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6.2. RESULTADOS Y DISCUSION.

Quizds uno de los elementos mas destacables en este brote
fue la presencia y persistencia por 4-5 meses de lesiones
papilomatosas, en 5 cabras adultas, con presencia de virus
de EC, que pueden haber actuado como una importante fuente
de dispersién del virus al ambiente.

El brote, con su presentacidén caracteristica, se inicid con
lesiones que solo se presentaron en 13 de las 17 cabras en
ordefio y no afecté a los animales gestantes o secos. Las
lesiones se localizaron fundamentalmente en la piel de la
ubre y los pezones, fueron de forma circular, de 0.3 a 1.0
cm de diémetro, de aspecto costroso y ligeramente
proliferativo y se mantuvieron aisladas, no confluyentes
(fotografia 2)., Las costras colectadas Yy examinadas en
microscopia electrénica evidenciaron la presencia de las
particulas caracteristicas de los parapoxvirus.

Cuando las lesiones de las madres se estaban ya resolviendo,
ocurrieron lesiones de brote en los cabritos que tenian tres
meses de edad, casi un mes de destetados, eran alimentados
en cubeta y con biberén, sin contacto directo con sus
madres, estos animales presentaron lesiones faciales de EC,
en labios, encias y rodetes dentarios. El brote se presenté
alrededor de 40 dias después del desaflio positivo, que habia
inducido lesiones posescarificacién, en los animales a los
57-65 dias de edad. Los animales escarificados presentaron

lesiones de menor wmwagnitud, que se resolvieron més
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rapidamente que las de los cabritos que no se hablian
escarificado (cuadro 4). El dnico animal de 1los
escarificados que desarrollé lesiones severas en el brote
coincidentemente, no habia desarrollado 1lesiones en el
desafio (cuadro 4). Un cabrito huérfano, del que se
desconoce si  consumid calestro, fue llevado para su
atencién al domicilio particular de uno de los trabajadores
del mdédulo desde su primer dia de vida y presentd 1la
enfermedad en los mismos 90-100 dias, que sus compafieros de
paricién. En este mismo periodo tres cabras adultas
presentaron lesiones en labios y encias, una de caracter
severo Yy las otras dos leves, estas Gltimas habian
presentado lesiones en los pezones el mes anterior.
Alrededor de tres semanas después de iniclado el brote en
los cabritos, se presentaron lesiones faciales severas en
los 6 machos del médulo que estaban alojados en corraletas
separadas, junto a los ovinos de la unidad. No se observaron
lesiones de la enfermedad en los ovinos, ni corderos ni 
adultos, pese é estar separados de las cabras por sdlo un
pasillo de 3~-4 metros y de los machos enfermos por una malla
de alambre.

Quizads la observacidn clinica de mayor interés , confirmada
después en ovinos y caprinos, fue la de que las lesiones en
pezones no son consecuencia de la lactacién por crias con
lesiones faciales, como se postula en la literatura
consultada(Buddle -y Pulford 1984; Coates y Hoff, 1990), vy

que por el contrario, seria factible la transmisién en
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sentido inverso, desde la ubre a la boca de la cria lactante
y se puede hipotetizar que la inmunodepresién del parto y la
lactancia, pueden ser factores de importancia en la
presentacidén de lesiones mamarias. Considerando que no se ha
podido demostrar viremia en EC (Hussain y Burger, 1989), la
transmisién por calostro o leche se considera poco probable.
Pese a que las hembras y los cabritos se encontraban inmunes
considerando la evidencia experimental de presentar lesiones
crénicas, anticuerpos en el calostro y resistencia al
desafio o en su caso el desarrollo de lesiones a 1la
escarificacién que deberian haberlos inmunizado, el brote
natural se presentd dentro de los 2-3 meses en que se hablan
demostrado estas condiciones, sugiriendo la fragilidad de la
inmunidad a la enfermedad o la existencia de variantes del

virus (Buddle et al. 1984 B; Mahuel y Munz, 1987).

La observacién de un cuadro mds benévolo en los cabritos
escarificados contra los controles no desafiados, apoya la
conveniencia de esta practica, como alternativa profiléctica
aunque no logre evitar 1la presentacién de lesiones,
(Wachenddrfer y Valder, 1980; Mahnel y Munz 1987; Buddle y

Pulford, 1984).
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Cuadro 4: Respuesta de los cabritos en la escarificacién de
desafio y presencia, gravedad y duracién de las lesiones en
el brote natural de EC.

Cabrito N" Escarificacion Presencia de lesiotes cn ¢l brote natural

Edad / dias Respucsta Edad / dias Lesion  duracion / dias

62b 65 + 100 + 23
63b 63 b 98 + 5
64b 59 +++ 94 4w 23
65b 59 A+ 94 A 21
66b 59 + 94 +e 5
67b 59 +- 94 4 9
68b 59 - 94 4 12
69b 58 + 93 he 21
70b 58 + 93 + 21
71b 57 + 92 + 5
68¢ S/IE S/E 55 ot 9
69r SIE S/E 55 + 9
71 SIE S/IE 54 4+ 28
Tr SIE S/E 53 + 9
73b S/IE SIE 58 bt 28
74b S/IE SIE 59 4+ 9
75b SIE S/E 59 ++ 28
76b S/E SIE 58 A+ 28
776 SIE S/E 58 -

78b SIE S/IE 58 + 9
79b S/E SIE 56 + 9
80b S/IE S/E 55 + 9

S/E, animales controles que no fueron escarificados; = no
hubo lesidn natural o al desafio; +- lesidédn leve natural o
al desaffo; + lesién clara de EC; ++ lesién intensa; +4+
lesién muy intensa.

Las lesiones en las ubres de las cabras pudieron ser
consecuencia de la mayor descamacidn y actividad metabdlica-
del epitelio, asociado a la ordefia manual o a efectos
traumdticos por la misma, aunque esto dltimo es menos
probable en la ordefia manual. Igualmente es necesario

considerar la transmisién de la enfermedad por las manos de
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los operadores o utensilios empleados en el trabajo, pero es
dificil entender el tiempo transcurrido entre la
presentacién de lesiones en las madres y sus crias.

Si se observa la secuencia temporal de los eventos
experimentales y de brote natural (cuadro 1), solamente la
sequnda escarificacidén del primer lote de cabritos y la
presentacién de lesiones en los pezones de sus madres, caen
dentro de los tiempos estimados de incubacién por
inoculacién experimental directa, 3-~7 dias (Robinson vy
Balassu, 1981; Tértora, 1985).

Es particularmente llamativa la presentacién del brote en
dos fases, afectando primero a las cabras en los pezones Yy
luego a 1los cabritos, los machos del rebafio e incluso
nuevamente a tres de las cabras, con lesiones faciales y
orales, Suéiriendo la posibilidad de que dos diferentes
cepas del virus, actuaran en cada fase Yy gue incluso fueron
diferentes a la cepa de referencia empleada en los desafios
experimentales.

Recientemente empleando IDD, CIE y electrofqresis en geles
de poliacrilamida (PAGE), se evaluaron algunas de las
caracteristicas antigénicas de los virus de EC recuperados
de las costras de los brotes de este experimento y se
compararon entre si y con el virus de referencia empleado en
los desafios experimentales realizados en el mdédulo de
ovinos y en el de caprinos de la FES~C (Gonzdlez,b 1992).

De las 7 muestras evaluadas (6 caprinas y 1 ovina), en IDD y

CIE contra el suero hiperinmune de conejo obtenido contra la
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muestra de referencia (puntos 4.4, 4.5. y 4.6.), seis
mostraron bandas de precipitacién con respuesta de identidad
con la muestra del inéculo de desafio, cepa de referencia
homéloga para el suero hiperinmune empleado y una de ellas,
proveniente de las costras de los pezones de las cabras,
mostré dos lineas de precipitacién de identidad con 1la
muestra de referencia . En cambio, una muestra obtenida de
lesiones faciales de los cabritos, no formd 1lineas de
precipitacién ni en IDD ni en CIE.

En PAGE se constataron dos antigenos comunes a 4 de las
muestras evaluadas por esta técnica, incluida la muestra que
no habia formado lineas de precipitacién en IDD y CIE, con
variaciones en los componentes antigénicos con pesos
moleculares entre 31 y 45 Kd (cuadro 5), que se encuentran
entre los pesos de los atribuidos al filamento superficial y
que son considerados de gran importancia en los mecanismos
de reconocimiento inmune del virus (Buddle et al., 1984;
McKeever et al.,1987) e incluso de las posibles fallas
vacunales o de pérdida de resistencia a la enfermedad. La
inmunotransferencia en PAGE, con el suero hiperinmune de
conejo reconocié los péptidos de: 63, 55, 54, 53, 51, 50,
48, 39, 36, 30 y 25Kd (Gonzdlez, 1992), por lo que la falta
de respuesta en IDD y CIE en la muestra facial de cabra,
puede atribuirse a baja concentracién antigénica para estas

pruebas o a la ausencia del péptido de 39KD.
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Cuadro 5: Lineas de precipitacién electroforética obtenidas
en PAGE, de los parapoxvirus caprinos, ovinos y bovinos, en
los distintos brotes que se presentaron en la Unidad
Académica de Enseflanza Agropecuaria de la FES-Cuautitlan
UNAM. Los pesos moleculares estimados se expresan en Kd
(Gonzdlez, 1992).

EC de referencia|Cabritos  facial] Cabrito facial {Ovino  facial | PVB EPB
cabra BCS 1980 {Exp.2 1985 Exp.6 1988* |brotc 1988,  |brote 1986 {brote 1986
55 55 55 55 55 55
48 48 48
45 45
42 42
39
38
35 35 35
33
31 31
30
25 25
22
21
17 17 17 17 17
15 15
9.5 9.5 9.5 9.5 9.5 9.5

* Muestra que no formé lineas de precipitacién en IDD.

Estos resultados refuerzan las conclusiones anotadas, en
cuanto a que el virus de referencia si tiene relaciones
antigénicas con los que determinaron las lesiones de brote,
estas relaciones fueron suficientes para protejer a los

animales de desarrollar lesiones severas y que solo se
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presentaran lesiones leves y de menor duracién. Sin embargo,
las variaciones detectadas en PAGE, atribuibles a
diferencias en el filamento de superficie entre el virus de
referencia y los de brote, permiten comprender la presencia
de lesiones, aunque leves, en animales que, por sus
respuestas al desaffo con el virus de vreferencia se
presentaron como resistentes a la enfermedad y explicar
incluso, el comportamiento aparentemente bifdsico del brote,
considerando que hubieron diferencias entre las muestras de
pezones y las faciales, reforzando asi lo apuntado por otros
autores respecto a la importancia de los componentes
antigénicos de los filamentos de superficie en la respuesta
inmune a EC (Buddle et al., 1984; McKeever et al., 1987).

Finalmente y como ha sido observado en otras ocasiones, los
ovinos instalados en la proximidad de las cabras, no fueron
afectados por el Dbrote; ni siquiera los corderos,

considerados més susceptibles (Toértora, 1985).

7. EXPERIMENTO 3. INACTIVACION POR CALOR DEL VIRUS DEL
ECTIMA CONTAGIOSO.

La dificultad de evaluar la respuesta inmune de los animales
expuestos al virus de EC, por pruebas serolégicas ha sido
sefialada por diversos autores, asl como existe evidencia de
que los anticuerpos no parecen ser protectores (McKeever et
al., 1987). En cambio, se ha sefialado, la posibilidad de

emplear el virus de EC inactivado por calor como antigeno en
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pruebas de intradermorreaccién con mejores resultados en
cuanto a la apreciacién de la condicién inmune de los
animales (Buddle y Pulford, 1984). Sin embargo, distintos
autores han sefialado variaciones en los rangos de 50 a 659C,
como temperaturas limite de inactivacién a diferentes
tiempos (Boughton y Hardy, 1934; Buddle et al., 1984 b;
Sawhney, 1972; Trueblood y Chow, 1963), parte de las
variaciones observadas pueden atribuirse a los sistemas
sensibles empleados para verificar la inactivacién,
fundamentalmente animales y cultivos celulares. Existe por
otra parte, suficiente evidencia indicativa de que el
cambio de morfologia de particulas de tipo 1 o M (ovillo de
estambre, infectantes) a las de tipo 2 o C (claras o
permeables, no infectantes) es indicador de alteracién del
virus y de pérdida de la condicién de infeccién (Mitchiner,
1969; Nagington et al., 1964; Robinson et al., 1982)
(ultrafotografias 4 y 5). Por lo anterior se realizd este
ensayo con el objetivo de evaluar el efecto de 1la
temperatura sobre el virus, en funcién de los cambios de
estructura de las particulas virales observadas con tincién
negativa en el microscopio electrénico y asi eludir el uso
de cultivos celulares, dado el comportamiento errdtico del

virus en los mismos (punto 1.1.4.).

7.1. MATERIAL Y METODOS.
En la evaluacién se empled la muestra de referencia de

origen caprino que se conserva en liofilizacién y de la que
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se conocen buena parte de sus cualidades, entre otras, la de
presentar una alta concentracién de particulas. S2 calibré
la estufa a diferentes temperaturas 502C, 55°C y 60°C, para
realizar respectivamente tres evaluaciones a diferentes
tiempos de exposicién al calor: 15, 30, 45 y 60 minutos,
colocando alicuotas de la muestra (0.5 ml) que se retiraron
de la estufa a los tiempos seflalados y se enfriaron en agua
con hielo. Una vez detenida la exposicién al calor, se
procesaba la muestra para la observacién en microscopio
electrénico por tincién negativa. Una muestra del
liofilizado recién reconstituido, se procesd de la misma
forma como control de tiempo 0. Dos operadores, en forma
independiente, contaron el nimero de particulas de tipo 1 y
2 sobre un total aproximado a 50 particulas por muestra,
este nGmero de particulas se estimd previamente como
suficiente para el modelo estadistico a emplear y en general
se lograba al contar las particulas de dos cuadros. Los
valores obtenidos se analizaron en una regresién lineal y

se ajustaron a un wmodelo lineal «con transformacién

logaritmica.

7.2. RESULTADOS Y DISCUSION.
Los resultados se resumen en el cuadro 6. Se puede observar
que en las muestras calentadas a 502C por 1  hora,

practicamente se reduce a la mitad la relacién de particulas

de tipo 1 sobre las de tipo 2. En el mismo tiempo la muestra
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calentada a 559C reduce mids de 10 veces esta relacién y a
602C casi 16 veces., A 609C la caida en el namero de
particulas 1 es ya muy marcada a los 15 minutos, de 86 a 15
en nGmeros absolutos, puede también observarse que en las
muestras calentadas a 60°C fue mds dificil el conteo de
particulas totales, comparado con las exposiciones a 50 y
55aC,

Cuadro 6: Nimero de particulas de tipo 1 o M (1M) y 2 o C
(2C), en la muestra de EC de referencia calentada a 50, 55 y

60°C a los 15, 30, 45 y 60 minutos de tratamiento, segiin dos
observadores, en microscopia electrdnica.

Temp.  Tiecmpo  |Obscrvador | Obscrvador 2 Total Relacion
°C minutos IM 2C IM 2C IM 2C IM/2C
20 0 48 15 38 19 86 34 2,53
50 15 40 10 36 22 76 32 2,37
50 30 36 12 54 22 90 34 2,64
50 45 34 16 42 31 76 47 1,62
50 GO0 27 20 28 24 55 44 1,25
55 15 49 19 35 24 84 43 1,93
55 30 27 31 39 15 66 43 1,45
55 45 20 16 1 40 21 56 0,38
55 60 11 44 10 49 21 93 0,22
60 15 4 18 11 22 15 40 0,37
60 30 5 35 8 27 13 62 0,21
60 45 5 18 9 44 14 62 0,22
60 60 57 38 8 45 13 83 0,16
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El andlisis del cuadro 6 pone en evidencia ademds, fuertes
variaciones en las anotaciones de los dos observadores, con
una mayor tendencia del observador 1 a diagnosticar
particulas de tipo 1 o M. Aunque este efecto fue considerado
por el modelo estadistico, no debe dejar de tenerse en
cuenta, que si bien se obviaron los problemas del
comportamiento del virus en los cultivos celulares, el
procedimientq empleado incorpora las variaciones
introducidas por la interpretacién de los observadores. Las
diferencias de diagnéstico entre los mismos, son atribuibles
a la presencia de particulas con grado variable de
alteracién entre las formas claramente de tipo 1 o 2, que
fueron anotadas en forma distinta por cada observador.

En la figura 1 se observan los resultados ajustados al
modelo lineal y puede notarse que los valores calculados
para el tiempo 0 de exposici6én en los tres casos, son muy
proximos al de la observacién directa en el microscopio, de
hecho, con la excepcién del grafico de valores para 509C.,
las curvas ajustadas para 552 y 602C tuvieron un alto
coeficiente de determinacién, 509C r2 = -0.61, 559C r2 =
0.88 y 609C r2 =0.97.

De acuerdo a los resultados, el virus se inactivaria a 60eC
en una hora, mientras que en iqgual tiempo a 559C tendria
cierto poder infectante, que seria mayor aGn a 502C. Estos
resultados coinciden con observaciones de otros autores que
emplearon cultivos celulares como sistema sensible para

evaluar el efecto de la temperatura (Sawhney, 1972;
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Trueblood y Chow, 1963; Buddle et al., 1984), con el
beneficio de que se elude el comportamiento errético del
virus en los cultivos (Nagington et al., 1965; Nagington,

1968; Zebrowski et al., 1974; Tértora, 1985).

8. EXPERIMENTO 4. EVALUACION DE DIFERENTES ANTIGENOS EN
INTRADERMORREACCION.

A los efectos de poder contar con una alternativa de
evaluacién de la condicién inmune de los animales en
experimentacién, se ensayaron diferentes presentaciones del
antigeno en pruebas de intradermorreaccién (IDR),
posibilidad que aparece citada como comunicacién personal de
Fastier y como recomendacién sequra de uso, en la evaluacién
inmune de EC, en la revisién de Robinson y Balassu (1981) y
que sdlo ha sido refrendada experimentalmente en el trabajo
de Buddle y Pulford (1984), empleando virus inactivado por

calor 1 hora a 659C,

8.1. MATERIAL Y METODOS.

Se empled en el ensayo el virus de EC de origen caprino que
se conserva liofilizado como muestra de referencia y una
muestra de pseudoviruela (PVB) obtenida de bovinos de 1la
unidad de FES-C, verificada por tincién negativa en

microscopio electrénico (Tértora, 1987).
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Ambos virus fueron inactivados por calor mediante
permanencia en estufa a 7092C por una hora. El virus de EC
fue ademds ensayado inactivado por formalina a concentracién
final de 0.01% y por exposicién a 1luz ultravioleta (UV),
colocando 1la suspensidén viral en cajas de plastico abiertas
a 7.5 cm. de distancia de una lémpara de UV de 1.5 volts por
72 horas, en una campana de seguridad. Como controles se
aplicé una solucién de formalina 0.01% y MEM sin suero,
empleado para resuspender el virus liofilizado y macerar las
costras de PVB. En dos puntos mis se aplicaron los virus de
EC y PVB virulentos, sin tratar. Los indéculos fueron
evaluados por tincién negativa en el caso de la inactivacién
con UV y formalina.

Para aplicar los inbéculos, en la cara interna del muslo
izquierdo, se trazé con marcador una cuadricula con los ocho
espacios ordenados como se sefiala en la figura 2, colocando
en cada cuadro un inbculo por via intradérmica en cantidad
de 0.1 ml, con jeringuilla de tuberculina. Se emplearon en
la prueba 3 corderos de 6 meses de edad y 8 cabritos entre
los 3 y 9 meses de edad. Entre los cabritos se encontraban 5
animales que habian sido escarificados en el experimento 1.
Dos, que habian sido controles no escarificados. Los 7
habian estado'presentes en el brote natural descrito en el
experimento 2. Un cabrito nacid después del brote y no habia

tenido cuadro clinico de EC.
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Figura 2 : Cuadricula que describe la forma en gue se
distribuyeron los puntos en que se inocularon
intradermicamente las distintas presentaciones antigénicas.

EC + formol 0.01% formol 0.01%
PVB virulento PVB + calor
EC virulento EC + calor
Control MEM EC + ultravioleta

Los animales se examinaron diariamente durante la semana que
siguié a la inoculacién, midiéndose el espesor de la piel y
el didmetro de la zona externa en la zona de inoculacién a

las 48 horas PI (fotografia 3).

8.2, RESULTADOS Y DISCUSION.

El examen de los indéculos de EC inactivados por UV y
formalina al 0.01% en tinci6én negativa, no permitié 1la
observacién de particulas virales de tipo 1 o 2. En cambio,
se observaron estructuras de morfologia y tamafio semejante
al virus. Las estructuras se presentaron como siluetas
completamente permeables al fosfotungstato, en las que no se
observaba ninguna estructura viral ni interna, ni externa
(ultrafotografia 6). El nimero de estas estructuras fue
considerablemente menor que el de particulas virales en los
in6éculos originales no tratados. Estas "siluetas" fueron
interpretadas como particulas Virales‘ extremadamente
deterioradas y es posible que buena parte de las particulas

se hayan disgregado en las suspensiones tratadas.
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FOTOGRAFIA 4 Particula viral de
tipo 1 o M, caractevistica de los
parapoxvirus, Bl Dilamento super-
ficial enrollado regularmente e
da ol aspecto de ovillo de estam
bre. Fosfotungstata de sodio pll
7.4, 285.000x.

FOTOGRAVFIA &1 Particulas vira-

les de tipo L(M) y 2{C)caracte

risticas de los parapoxvirus,

las particulas 2 permeables al
fosfotungstato, permiten apre-
ciar las cubiertas del virus vy

¢l nucleoide. Fosfotungstato de

sodio pll 7.4, 2063,000x.

FOTOGRAFIA 6: Particulas virales

de tipo 2(C)(tlechas), severamen

te danadas, se presentan redonded
das, hinchadas y no sc distinguen
lTas estructuras de cubierta. Vos-
fotungstato de sodio plf 7.4,
343,000x.




En el cuadro 7 se resumen los resultados de la prueba en
cada animal. Para considerar positiva la reaccién se aplicd
el criterio establecido por Buddle y Pulford (1984), de dar
positivos los puntos en que ocurria un aumento del doble en
el espesor de la piel, considerando ademis el di&metro del
eritema a los 48 horas PI (fotografia 3).

En los puntos en que se inoculdé MEM y EC inactivado con UV

no ocurrid ningGn cambio.

En el caso del virus inactivado con formalina sb6lo 2
cabritos presentaron reaccién positiva, gque en uno durd
hasta el dia 7 y dos cabritos dieron respuesta dudosa ()
considerando la presencia de eritema y en un caso el ligero
incremento en el espesor de la piel. En el control de
formalina 0.01%, tres cabritos y un cordero desarrollaron en
el punto de inoculacién respuestas semejantes a las
calificadas como dudosas (t) y un cabrito desarrolld una de
tipo positivo. La reaccién a la formalina perdurd en dos

animales hasta los 7 dias.

Con el EC inactivado por calor, 4 cabritos resultaron
positivos y uno dudoso. Con PVB inactivado por calor, 4
cabritos resultaron dudosos, coincidiendo con los positivos

a EC,
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Cuadro 7: Resultados de la evaluacion intradérmica de diferentes presentaciones antigénicas de los parapoxvirus en cabritos y
corderos, considerando las modificaciones en el espesor de 1a piel y el didmetro del eritema.

Cabrito  Control MEM EC + formo! Formol 0.01% EC + calor PVB + calor }JEC activo}] PVB
N° activo
- Esp. piel Esp Diam Lect jEsp Diam Lec |Esp Diam Lect |Esp Diam Lect |Lesion Lesion
64 1.8 1.8 9.0 d 135 - + {3.8 9.0 + (1.8 50 d - +
69 1.5 2.0 8.0 d 1.5 - - 4.0 120 + (1.8 6.0 d + +
74 2.0 2.0 - - {2.0 10,0 d {2.0 6.0 d |2.0 - - - d
34 1.3 1.0 - + (.3 13.0 d (3.5 8.0 + 1.3 8.0 d + -
86 1.0 1.0 - - 1.5 40 d 2.5 10.0 +11.5 80 + + +
85 1.0 2.0 - + 1.0 50 d (1.0 - - 11.0 - - - -
87 1.3 1.3 - - 12,0 100 4 }i.3 - - {1.3 - - - -
38 1.8 1.8 - - 2.3 - - 1:8 - - 1.8 - - - -

Cordero NV
504 1.0 1.0 - - {15 - - 1.0 - - 1.0 - - + +
506 1.5 1.5 - - 1.5 100 d }1.5 - - (LS 40 - + +
313 1.0 1.0 - - o - - 1.0 - - {10 - - + +

MEM. solucién de medio esencial minimo con antibidticos y sin suero; EC, ectima contagioso; PVB, pseudo viruela bovina; Esp.,
espesor de la piel en mm en el punto de reaccién; Diam, didmetro del eritema en mim en el punto de reaccidn; Lect., interpretacion
de la respuesta a IDR con cada antigeno; Lesién, desarrollo de 1a lesidn tipica o no, al inocular los virus virulentos (activos) por via
intradérmica. (+), respuesta positiva; {-), negativa; (d), dudosa.



Los tres corderos y dos cabritos reaccionaron en forma
positiva con EC virulento; dos de 1los corderos y tres
cabritos lo hicieron a PVB; un cabrito resulté dudoso. Las
reacciones perduraron en estos casos hasta 7 dias en 6
cabritos; tres a EC y tres a PVB, lo que sugiere més una
respuesta de infeccién que de hipersensibilidad.

El cuadro 8 resume los resultados de las respuestas de
animales con y sin lesiones de EC (experimentales o
naturales) a 1la prueba intradérmica con los virus
inactivados por calor y a los virus virulentos. Los corderos
dieron respuestas explicables en animales que pese a estar
expuestos no habian presentado lesiones de la enfermedad ,
resultaron negativos a 1la prueba con virus inactivado y
desarrollaron lesién a los virus virulentos, las respuestas
parecen coherentes con animales no inmunes a la enfermedad.
En cabritos en cambio, los resultados no son relacionables y
los tres Gltimos animales (85, 87, 88) aparecen como
anérgicos, sin gue se puedan explicar las respuestas.,

Los resultados de esta primera prueba indican como mas
adecuado el uso de virus inactivado por calor para pruebas de
IDR, considerando la menor respuesta en el caso de la
inactivacién por formalina y 1la presencia de reacciones
inespecificas evidenciables por el control de solucién de
formalina 0.01%. La inactivacién por UV dio resultados
negativos en todos 1los casos. Es posible que el grave
deterioro de las particulas virales e incluso la pérdida de

particulas, haya influido la ausencia o la pobre respuesta a
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estos antigenos, sugiriendo que cierta integridad de las
particulas es necesaria para el reconocimiento antigénico,
pareceria

que las particulas de tipo 2 no infectantes son una adecuada
presentacidén; los resultados coinciden con la propuesta de
Buddle y Pulford, (1984).

Cuadro 8: Respuesta de cabritos y «corderos a 1la

intradermorreaccién, considerando su exposicién al virus por
desafio o brote natural, o bien la ausencia de la misma.

Cabrito  Dcsafio  Brote ECtcalor PVB+calor  EC virulento PVB virulento

64 + 4= + d - +
69r s/D b + d + +
74 S/D ++ d - - +
84 +++  N/E + d + -
86 + N/E + - + +
85 + N/E - - - -
87 bt N/E - - - -
88 S/D N/E - - - -
Cordero
504 s/D - - - + +
506 S/D - - - + +
513 S/D - - - i -

S/D, animales no desafiados; N/E, animales no expuestos al
brote natural; +-, lesién dudosa; +, lesidn caracteristica;
++ lesién intensa; +++, lesién muy severa; - no presentd
lesién o respuesta; d, lesidén dudosa.

La respuesta a PVB inactivado por calor, coincidente con 1la

de EC pero de menor intensidad, indica la existencia de una
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importante relacién antigénica entre estos virus. La
respuesta de cabritos y corderos a las formas virulentas de
estos virus, indica igualmente dada su fuerte coincidencia,
una estrecha relacién en su patogenicidad y en su interaccién
con la respuesta inmune de los animales desafiados,
soportando la idea de que en los parapoxvirus puede
considerarse un sélo virus y no tres especies (Gassman et
al., 1985).

La muestra de PVB empleada en el ensayo evidencid dos lineas
de precipitacién, con respuesta de identidad con las muestras
de ectima particularmente el liofilizado de referencia, al
ser enfrentada con el suero hiperinmune de conejo contra EC.
La corrida electroforética de esta muestra, evidencidé en la
inmunotransferencia con el suero de conejo, dos proteinas de
54 y 55 Kd, también presentes en el liofilizado empleado en
las escarificaciones (Gonzdlez et al., 1991). Los resultados
in vitro y las respuestas en los animales desafiados apoyan
fuertemente la estrecha relacién entre las muestras caprinas
y las bovinas, coincidiendo con reportes anteriores  (Huck,

1966; Papadopoulos et al., 1968).

9. EXPERIMENTO 5. ENSAYOS DE CAMPO DE LA IDR, CON VIRUS
INACTIVADO POR CALOR

Vistos los resultados favorables obtenidos en las pruebas de
IDR con el virus calentado a 702C y considerando el escaso
nGmero de animales empleados, se decidié realizar este

ensayo, con el objetivo particular de incrementar el nlmero
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de observaciones, en rebafios con antecedentes de haber
padecido la enfermedad o haber estado expuestos a la misma.
Adicionalmente se utilizdé el experimento para evaluar la IDR
a 48 y 72 hrs. PI, intentar caracterizar histoldgicamente la
respuesta en el punto de inoculacién y evaluar los resultados

de emplear diluciones del inéculo.

9.1, MATERIAL Y METODOS.

Se empled el rebafio caprino de la FES-C que 8 meses antes
habia presentado el brote descrito en el experimento 2 y el
rebafio ovino de la misma unidad de produccién que como se
sefialé, habia estado expuesto a la enfermedad pero no habia
presentado lesiones de EC en los f{iltimos 5 afios, pese a su
vecindad estrecha con las cabras afectadas. Y tercero, el
rebafio ovino de un rancho particular, a unos 20 kildmetros de
la FES-C, por haber presentado un fuerte brote de EC tres
afios antes, con lesiones faciales en los corderos y en los
pezones de las ovejas, con brotes sucesivos de menor
intensidad en los afios siguientes, hasta la realizacién de
este ensayo.

En 107 hembras ovinas de 6 meses a 4 afios de edad del rancho
particular, se les aplicé MEM como control y EC inactivado
por calor, 0.1 ml. por via intradérmica en la cara interna
del muslo. A 20 animales se 1les aplicaron 4 puntos
intradérmicos con diluciones logaritmicas del virus
inactivado ( 10 =1, 10 =2, 1073 y 107%). En este rebafio se

realizé adenmds la prueba en 64 corderos de 3 a 5 meses, 39 de
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los cuales habian sido escarificados, con fines de desafio,
un mes antes con resultado positivo, como se describird méas
adelante en el experimento 7.

En el rebafio caprino se evaluaron 50 animales de diferentes
edades y sexo, incluidos cabritos lactantes, que no habian
padecido la enfermedad, ni. habian estado expuestos en el
brote; un lote de animales de reciente ingreso al rebafio,
provenientes de Celaya Guanajuato y de historia desconocida
respecto a EC; cabritos y adultos que habian estado expuestos
en el brote, habian padecido lesiones experimentales y/o
naturales e incluso algunos de los animales empleados en la
prueba del experimento 5. En los ovinos de la FES-C se
trabajaron 30 animales de diferentes edades y sexo, incluidos
los 3 animales del experimento 5.

En todos los casos los puntos de inoculacién se revisaron a
las 48 y 72 horas PI.

Para definir el tipo de respuesta celular de 16 animales se
tomaron biopsias en los puntos de reaccidén positiva a la IDR
en 10 de las 48 horas y en 6 de las 72 horas PI. Las muestras
de biopsia se fijaron en formalina al 10% y se procesaron de
rutina para obtener cortes de parafina de 6 | de espesor que

se colorearon con hematoxilina-eosina.

9.2. RESULTADOS Y DISCUSBION.
En el cuadro 9 se resumen los resultados de la IDR en. los
cabritos del experimento 1 y los evaluados en el experimento

5, se puede observar que la mayoria de los animales expuestos
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y desafiados resultaron positivos 10:15, un animal resultd
positivo en el experimento 5 y negativo en esta prueba
realizada 5 meses después,

El cuadro 10, presenta los resultados a las 48 y 72 horas PI
de la IDR en caprinos y ovinos de los rebafios de la FES-C,
los 17 cabritos y corderos, menores de 4 meses que no habian
estado expuestos al brote de EC en las cabras resultaron
negativos, mientras que en los animales de mayor edad
respondieron mayoritariamente en forma positiva, 18:28 en
cabras y 19:25 en ovinos. Las respuestas positivas de los
ovinos son particularmente llamativas, especialmente en los
animales de mayor edad (3-5 afios) 15:16, considerando que en
los ovinos no se habian presentado lesiones en los Gltimos 4

ados.

Cuadro 9: Respucsta de cabritos previamente desafiados o expuestos a brotes de la enfermedad, a la
prucba de IDR con virus de EC inactivado por calor,

Cabrito N° Desafio Brotc EC  Desafio IDR IDR

8/3185 8/5/85 8/5/85 8/9/85 15/2/86
62 + + -
63 +t + d
64 ot +- + -
66 + +- +
67 +- ++ +
68 + b +
69b + +- +
70 + + d
84 ot +
85 + -
86 + +
87 -t -
88 -
69r + +
74 +t d

+-, lesion leve; + lesion caracteristica de EC, o respucsta positiva a IDR; 4+, lesion scvera de EC;
+++, Icsion muy severa de EC; - respucsta negativa a IDR; d, respuesta dudosa en IDR.
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Esta observacién en los ovinos sugiere, gque aungque no
desarrollaron lesiones, la exposicidén al virus en el brote
que afectdé a las cabras, indujo una respuesta inmune
demostrable con IDR. Este resultado indica la presencia de
posibles portadores asintomdticos y apoya la idea de que no
es suficiente la exposicién al virus con animales enfermos
para determinar enfermedad. Sefiala la posibilidad de
diferente susceptibilidad de especie al virus vy/o de
variantes del virus con distinta capacidad para infectar vy
producir lesiones en ovinos Yy caprinos, aunque estimularan en
forma independiente una respuesta inmune demostrable con IDR.
La reaccién en los animales de mids edad parece indicar que la
respuesta inmune en las ovejas puede ser de mayor magnitud y
duracidén que en las cabras y explicar 1la observacién
frecuente de que en rebaifios mixtos (ovejas y cabras) la
enfermedad afecta siempre en forma mis severa a las cabras
que a las ovejas (Tértora, 1985).

Cuadro 10: Respuesta a la IDR, con virus de EC calentado, en
caprinos que padecieron con lesiones el brote de 1la
enfermedad, en los cabritos que no estuvieron expuestos y en

los ovinos que no presentaron lesiones pero estuvieron
expuestos al mismo brote, en el mddulo de la FES-Cuautitléan.

Edad dc los Exposicion Namero  Lectura Lectura
animalcs al Brote animales  IDR 48 hrs. IDR 72 hrs,
Caprinos +) (0 & )
15 dias a 4 mescs NO 12 0 12 0 12
9 a 12 mescs SI 16 11 5 7 9
2a 5 ailos SI 12 7 5 4 8
3 a 5 aflos (Cclaya) sin antecedentes 10 3 7 1 9
ovinos .
I a 3 mescs . NO 5 0 5 0 5
I a 2 afios SI 9 4 5 3 6
3 a 5 afios SI 16 15 ] 12 4



El andlisis de las lecturas de 48 y 72 horas indica que a las
72 horas se pierden respuestas positivas 13 de 40.

El cuadro 11, presenta los resultados de IDR en los ovinos
del rancho particular en donde la enfermedad se ha presentado
con lesiones en los Gltimos 3 afios anteriores al experimento,
la proporcién de animales positivos es muy alta 75:107, pese
a que por razones propias del rancho la 1lectura de los
animales de més de 2 afios no pudo realizarse a las 48 horas y
es posible gque se hayan dejado de percibir respuestas
positivas, tal como ocurridé en el caso del rancho de la FES-
C.

El cuadro 12, muestra los resultados observados en los
corderos de esfe mismo rancho particular, evidenciando una
significativa - respuesta positiva en los corderos
escarificados comparada con los no tratados (x2=5.32,
0.02), en apoyo a la especificlidad de la prueba. Los animales
no escarificados que resultaron positivos 8:25 no invalidan
la afirmacidén, considerando que todos los animales estuvieron
expuestos al virus de desafio y al de campo en este rancho.
Lamentablemente en EC no se puede contar con animales
seguramente no expuestos al virus, para estar en condiciones
de realizar pruebas que den mayor cofiabilidad a las

estimaciones de su especificidad.

87



Cuadro 11: Respuesta de IDR en 107 ovinos de distintas
edades, de un rebafio que habia padecido brotes de EC en los
Gltimos tres afios (experimento 5).

Edad dc los Niamerode  LecturalDR - Lectura IDR
animales animales 48 hrs. 72 lrs.
M 60 6 0
6 meses a | afo 40 34 0
2 y 3 aiflos 34 24 10
mas de 4 ailos 33 17 16

Cuadro 12: Respuesta a la IDR, de corderos desafiados por
escarificacién, con desarrollo de lesiones y controles no
tratados (no desafiados).

N de corderos IDR (+) IDR (+)
Cordcros desafiados 39 24 15
Corderos controles 25 8 17
(p< 0.02)
De los 20 animales adultos en que se ensayaron diluciones
logaritmicas del antigeno, 11 resultaron negativos, 9 dieron
respuesta positiva en 10~1, cinco de estos en 1072 y un
animal respondié incluso en 1073,
El examen histoldgico de las biopsias obtenidas en los puntos
de reéccién a las 48 horas, se pudo constatar un infiltrado
celular constituido. principalmente por linfocitos y
mononucleares, aunque Se presentaron algunos acimulos focales
de neutréfilos y escasos eosinéfilos; también fue constante
la presencia de congestién vascular y ligero edema. En las
muestras de 72 horas el componente vascular se presentd
francamente disminuido y el infiltrado celular en la dermis

fue claramente de mononucleares con predominio linfocitario

(fotografia 7), en la  subdermis se  observaron
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polimorfonucleares pero ahora se distinguian con mayor
claridad por su nimero y tamaflo los eosindéfilos sobre los
neutroéfilos. Estas imAgenes  soportan, junto con la
observacién del punto de lesién y su evolucién, que se trata
de una respuesta de  hipersensibilidad de tipo IV
(Morilla, 1989).

Los resultados obtenidos segln la edad y los antecedentes del
rebafio respecto a EC, sugieren fuertemente que la prueba es
lo suficientemente sensible como para detectar animales
expuestos aunque no hayan padecido alguna forma de 1lesibn
(experimental o natural), en el mismo sentido apuntan las
respuestas observadas con el antigeno diluido.

El cuadro 13, muestra los resultados acumulados para ovinos y
caprinos, en funcién de la consideracién de animales
expuestos a brotes de la enfermedad, independientemente de
que hayan o no, presentado lesiones clinicas, sus respuestas
a la IDR y la estimacién de su sensibilidad y especificidad
en estas condiciones; se insiste en la imposibilidad de
trabajar con animales seguramente no expuestos a EC.
Considerando que la condicidén de expuesto, no necesariamente
indica que el animal se infectd y viceversa que el no haber
sido expuesto a un brote, no es garantia de que no entrd en
contacto con el virus; los valores de sensibilidad de 67,3% Yy
los de especificidad de 81,4%, pueden considerarse como
aceptables a nivel de animal individual y como buenos si se
trata de definir -si un grupo de animales ha sido o no

expuesto a la enfermedad.



Cuadro 13: Resultados acumulados de las pruebas de IDR en
caprinos y ovinos, considerando si los animales habian o no,
estado expuestos a brotes de la enfermedad y los valores
resultantes de sensibilidad y especificidad en cada caso.

Caprinos N°animales IDR(+) IDR (")

Expucstos 52 32 20 Scosibilidad  61.5%
No expucstos 13 0 13 Especificidad 100%

Ovinos

Expucstos 171 118 53 Scnsibilidad  69%

No expucstos 30 8 22 Especificidad  73.3%
ACUMULADO

Expucstos 223 150 13 Sensibilidad  67.3%
No cxpucstos 43 8 35 Especificidad 81.4%

La observacién de que animales que habian padecido 1la
enfermedad o habian sido escarificados con resultados
positivos resultaron IDR(-), aungue se haya tratado de pocos
casos, indica la ocurrencia de un namero de pruebas falsas
negativas que hacen poco recomendable el uso de la prueba en
animales individuales y en cambio la IDR puede, a la luz de
estos resultados, recomendarse ampliamente para, demostrar en
grupos de animales, no s6lo la posibilidad de que hayan
enfermado sino incluso el hecho de que s6lo hayan estado
expuestos en un brote.

Los falsos negativos son de dificil explicacién, pero
considerando la demostrada participacién de fenémenos locales
en la respuesta a la infeccién por EC (Robinson y Balassu,
1981), es posible que mecanismos de presentacién y/o
secuestro del antigeno pudieran ocurrir en el punto de
inoculacién, modificando la respuesta, de hecho no deja de
ser llamativa la presencia asociada de polimorfonucleares a

la hipersensibilidad tipo IV, «considerando 1la activa

90



participacién de neutréfilos en la respuesta al virus
virulento (Jenkinson et al., 1990 a)(1l.2.4.f.). Los
polimorfonucleares pueden ser ‘también consecuencia de
fenémenos inflamatorios inespecificos asociados a la

respuesta o indicadores de contaminantes en el inéculo

10. EXPERIMENTO 6. RESPUESTA DE CABRITOS A LA IDR, AL DESAFIO
CON EC Y COMPORTAMIENTO EN BROTE NATURAL.

Considerando 1las pocas observaciones realizadas en los
experimentos 1 y 2 y que estas resultaron sin embargo, en
muchos sentidos novedosas, en cuanto a esclarecer la
condicién de la respuesta de cabritos al EC, en este ensayo
se repitidé béasicamente el esquema seguido en el experimento
1. Pero ahora los cabritos fueron evaluados en su condicién
inmune, empleando simultaneamente la prueba de IDR y la
escarificacién de desafio. El objetivo particular de este
ensayo, fue evaluar la respuesta de los cabritos al desafio
experimental con el virus del EC, incrementando el nGmero de
observaciones a las realizadas en el experimento 1, al mismo
tiempo, que se ensayaba la IDR a temprana edad, para intentar

evaluar su condicién inmune al momento del desafio.

10.1. MATERIAL Y METoDOS.

Nuevamente se empled el rebafio caprino de la FES-C, ahora

tres aflos después del experimento 1, con la paricién de
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noviembre 1987 marzo 1988, en los tres afios transcurridos el
rebafo estuvo presentando sucesivamente animales con
lesiones, particularmente entre los cabritos y en algunos
casos en los pezones de las madres, pero ho se tomaron
registros de los casos.

Tanto para las pruebas de IDR con virus inactivado por calor
(1 hr/709C), como para los desafios por escarificacién, se
empled la muestra de referencia llofilizada, reconstituida
con MEM sin suero, adicionado de antibidticos (punto 4.2).

En este experimento se emplearon 47 cabritos, a 33 de estos
animales entre los 10 y los 11 dias de edad, se les aplicé
simultdneamente 0.1 ml del antigeno inactivado por calor por
via intradérmica y un control de MEM, en la misma forma
ensayada en los experimentos 4 y 5 y fueron escarificados con
el mismo virus pero en su estado virulento en la cara interna
del muslo opuesto, 14 cabritos se mantuvieron en el lote sin
recibir ningdn tratamiento. La prueba de IDR se evalud a las
48 horas vy la zona de escarificacién se examind en los
siguientes 15 dias PI. Las diferencias en las respuestas

entre grupos se evaluaron con la prueba de chi cuadrada.

10.2. RESULTADOS Y DISCUSION.

Una respuesta de IDR no fue evaluada, 20 cabritos dieron
respuesta positiva y 12 resultaron negativos, contra lo
esperado fue mis alto el nimero de animales positivos entre

los cabritos menores de 45 dias 15:19 que entre los mayores
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5:13 (p(0.02), incluso los 7 animales menores de 30 dias
fueron todos IDR(+).

otro resultado no esperado fue ¢ue a diferencia de lo anotado
en el experimento 1, 4 de 7 animales menores de 30 dias
respondieron positivamente a la  escarificacién. Las
respuestas a la escarificacién en este trabajo, se
comportaron en forma independiente de la edad y la respuesta
a la IDR de los cabritos.

Igual que en el caso de los experimentos 1 y 2, un brote de
la enfermedad se presentd una semana después de la
inoculacién experimental, iniciando en 17 cabritos con
lesiones faciales. La observacién de las lesiones
caracteristicas de la enfermedad, ocurrié en este caso,
dentro de los términos sefialados para la incubacién de la
misma en infecciones experimentales, a posteriori del
desafio, por lo que puede plantearse la posibilidad de que el
brote fuera inducido por el inéculo empleado en el mismo. Sin
embargo, nuevamente el andlisis de las corridas de PAGE,
evidencidé ciertas diferencias entre la cepa de referencia
empleada en el desafio y el virus obtenido de 1las costras
del brote, cuadro 5 (Gonzdlez, 1992).

En este caso las lesiones en las hembras se presentaron
posteriormente a la de los cabritos, principalmente en
pezones y piel de gldndula mamaria, afectando a 12 hembras
paridas y en ordefia, pero también se constataron lesiones en
2 animales que ain no habian parido y en 2 que no estaban

gestantes.
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En forma mds contundente que en el experimento 2, los
cabritos que hablan sido escarificados con resultado positivo
desarrollando lesiones, no presentaron la enfermedad natural,
sb6lo 4 de 17 animales presentaron lesiones en el brote en
estas condiciones (p{(0.05), al considerar a los animales
controles no tratados junto con los escarificados negativos,
en estos se observé una mayor cantidad de animales con
lesiones, 14:29, pero con menor significatividad que en el
caso anterior (p(0.1).

No se encontraron relaciones con la respuesta a IDR, al
desafio o a la presencia de lesiones en el brote, con el
origen de los cabritos en partos dobles o simples. Al revisar
los pesos de los cabritos se pudo constatar que la enfermedad
se presentd con mayor prevalencia en los animales de menor
peso, menos de 10 kg. (p (0.05) y contra lo esperado no se
pudieron demostrar diferencias en la ganancia de peso entre
los animales enfermos y los no afectados en el mes en que se
presenté el brote.

Aunque con baja significatividad, se pudo constatar que las
madres con lesiones tuvieron crias con lesiones 7 de 12 y a
la inversa las crias de madres que no enfermaron resistieron
mejor el brote 23 de 34 (p<0.1).

La contrastante respuesta a IDR en animales menores de 45
dias, con lo observado en el experimento 5 en este mismo
hato, en que todos los cabritos menores de 4 meses resultaron
negativos, puede atribuirse a la posibilidad de una infeccién

en periodo de incubacién, que determind el brote una semana
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después, mids que a la posibilidad de haber detectado alguna
forma de inmunidad pasiva. Los resultados apoyan la posible
existencia de wuna forma de incubacidén o un cuadro
subclinico, producto quizds de la interaccién de la
inmunidad calostral con el virus de campo. De ser correcta
esta interpretacién, debe postularse que la incubacién de la
enfermedad es mA4s larga en la infeccidn natural que en la
inoculacién experimental, en la que la mayoria de los autores
seflalan el inicio de 1lesiones a 1los 3-4 dias pos-
escarificacion (Robinson y Balassu, 1981), aunque ya se
sefialé que en el experimemento 1 algunos cabritos desafiados
desarrollaron lesiones hasta 9 dias después de 1la
inoculacién, soportando la posibilidad de la participacién de
mecanismos de resistencia particulares, en estas condiciones.
La relacién entre madres con lesiones y crias con lesiones,
apunta también en este sentido.

El que la enfermedad se presentara clinicamente en forma
dominante en los animales de menor peso, es un elemento més
para sugerir la importancia del calostro en la manifestacién
clinica de la enfermedad, considerando la relacién entre bajo
peso y adecuado calostrado, aunque esta relacidn también pudo
estar influida por otras enfermedades intercurrentes
(especialmente parasitosis) o factores de estrés que pudieron
determinar la presentacién clinica de la enfermedad y afectar
simulténeamente el peso de los animales. De hecho, los pesos
de los cabritos eran considerablemente menores de lo esperado

para la edad de los mismos, asi animales entre los 4 y 5



meses pesaban promedialmente 14 kilos, en el momento del
brote.

Igual que los experimentos 1 y 2 se establecié una clara
relacién entre la presencia de lesiones en el brote y la
respuesta de los animales al desafio por escarificacidn,
validando este procedimiento como dnica alternativa
profildctica para esta enfermedad. La independencia de estos
dos fenémenqs, de la edad y la respuesta a IDR, apoyan la
idea de que la IDR demostrd en realidad la presencia de 1la
etapa de incubacién de la enfermedad, que fue presumiblemente
atemperada por el efecto del desafio.

Igual que en los experimentos 1 y 2, el virus de brote
demostrd un comportamiento electroforético distinto en las
proteinas de superficie, al virus de desafio (cuadro 5,
experimento 2), pero a diferencia de lo ocurrido en el brote
de esos experimentos, en este caso el virus si demostrdé una
banda de precipitacién con respuesta de identidad con el
virus de referencia empleado en el desfio Y la IDR
(Gonzéalez, 1992).

Contra 1lo sefialado genéricamente en 1la 1literatura, que
jerarquiza la importancia de la enfermedad al relacionarla
con efectos en la alimentacién de los animales que presentan
lesiones faciales u orales (Robinson y Balassu, 1981), en
este caso no se pudieron demostrar diferencias en la ganancia
de peso entre los animales enfermos y los sanos en el brote,
debe destacarse sin embargo que la condicién general de los

cabritos distaba mucho de ser 6ptima y esto pudo ocultar la
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expresién de esas diferencias por la pobre alimentacién
general,

10.3. RESULTADOS Y DISBCUSION DE LOS DATOS8 ACUMULADOS EN LOS
EXPERIMENTOS 1 Y 6.

A los efectos de manejar un mayor nimero de ohservaciones los
resultados de desafios, comportamiento en brote de las madres
Yy respuestas de hermanos de camada, en los experimentos 1y 6
se acumularon, considerando que se trata del mismo rebafio y
se emplearon los mismos procedimientos e inéculos en ambas
pariciones. Las diferencias entre grupos se evaluaron por la
prueba de chi cuadrado

La respuesta al desafio por escarificacién segin la edad de
los cabritos se resume en el cuadro 14 y puede constatarse
que el desarrolle de lesiones solo ocurrid en forma
significativa en animales desafiados después de los 30-45
dias de edad, en la misma forma también las lesiones
caracteristicas, indicativas de los brotes de la enfermedad
ocurrieron después de esta edad (cuadro 14), p<0.001 y p<0.0§
respectivamente, Entre las dos pariciones se pudieron evaluar
17 partos dobles, en 8 de estos pares los «cabritos
presentaron las mismas respuestas tanto a la escarificacién
como en su comportamiento de brote y 4 pares mds resultaron
con el mismo comportamiento de brote y no fueron

escarificados.
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Cuadro 14: Resultados acumulados de las respuestas al
desafio y el desarrollo de lesiones en los brotes de EC, de
los cabritos segin su edad (experimentos 1 y 6).

Edadendias  Desafio(+) Desafio (<) Enfermaron  No cnfermaron  Lesion : Sano

8§ a20 i 10 3 - 4 : 10
21a30 4 15 3 - 7 : 15
31ads 11 5 ] 2 12: 1
mas dec 45 15 9 34 24 49 : 33

Se pudo observar una significativa relacién entre la
presentacién o no de la enfermedad en las cabras y en sus
crias (cuadrd 15), asi fue significativamente mayor el nGmero
de cabritos enfermos en el brote, en el grupo de cabras que
desarrollaron lesiones y viceversa (p < 0,001).No se pudo
establecer sin embargo, relacidén entre 1la respuesta al
desafio y el hecho de que las madres enfermaran o no en el
brote. Ni entre la respuesta al desafio o el comportamiento
en el brote con el tipo de parto doble o simple. Esta marcada
diferencia en el comportamiento de madres y crias, segin se
considere la respuesta al desafio o el desarrollo de lesiones
de brote, parece jerarquizar 'las diferencias antigénicas
demostradas entre el virus de desafio y los de brote y la
participacién de otros factores, diferentes de los mecanismos
de inmunidad pasiva, entre los que pueden considerarse
factores genéticos u otros influidos por estos. La falta de
correlacidén entre la presentacién de enfermedad y el tipo de
parto, también apunta a restarle jerarquia a 1§s mecanismos
calostrales de proteccién pasiva, considerando que en los

partos dobles las crias son en general mis débiles Yy
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susceptibles a enfermedades y disponen de menor cantidad de
calostro y leche, que las crias de parto simple.
Cuadro 15: Resultados acumulados (experimentos 1 y 6), de la

observacién de lesiones en las cabras y sus crias, en los
brotes de EC (p<0.001).

cabrito cabrito no

enfermo cnfermo
Cabra enfcrmo 23 3
Cabra no cafermo 16 22

No se pudo establecer relacién entre la escarificacién previa
y el comportamiento en cuanto a presentar lesiones en el
brote. Pero si entre la escarificacién y la gravedad de las
lesiones en el Dbrote, los animales escarificados con
respuesta positiva, o no enfermaron o presentaron lesiones
leves, comparados con los no escarificados o los
escarificados sin respuesta (p< 0.01). Reforzando
observaciones de otros autores, en cuanto a la conveniencia
de la escarificacidn como alternativa profiléctica, aunque no
elimine completamente el riesgo de que se presenten lesiones
de EC (Wachendorfer y Valder, 1980; Mahnel y Munz, 1987;

Buddle y Pulford, 1984)

11. EXPERIMENTO 7. INMUNIDAD PERINATAL EN OVINOS.

A diferencia de en las cabras, en ovinos, se ha sefialado la
susceptibilidad de los corderos al desafio por escarificacidn
con el virus de EC, aunque se tratara de crias de ovejas
consideradas resistentes, inmunes, por haber padecido la
enfermedad o por haber sido "vacunadas" anteparto (Boughton'y

Hardy, 1934; Kerry y Powell,1971), y aidn habiéndose

99



demostrado la presencia de anticuerpos en el calostro de las
ovejas y en el suero de los corderos, luego de la ingestidn
de este (Buddle y Pulford, 1984). El efecto protector de los
anticuerpos calostrales en ovinos, es sin embargo sostenido
por otros autores, aunque estos no desafian a los corderos
(Poulain et al., 1972; Le Jan et al., 1978; Verdés et al.,
1989) .

Considerando‘ los resultados obtenidos en cabritos y las
contradicciones existentes en la literatura, en cuanto a la
resistencia de los corderos al desafio y la enfermedad, se
decidié aplicar la misma metodologia al andlisis del problema
en ovinos, con el objetivo particular de intentar establecer
la posibilidad de proteccién calostral o resistencia a 1la

enfermedad en corderos desafiados.

11.1. MATERIAL Y METODOS.

El trabajo se realizé en el rancho ovino particular con
antecedentes de haber padecido brotes de la enfermedad en los
Gltimos 3 afios, que ’fue descrito en el experimento 5 de
evaluacién en campo de IDR.

Se emplearon 100 hembras, de un total de 460 hembras de cria
presentes en el rebafio. Los animales se eligieron
considerando su edad y que su aspecto sugiriera que se
encontraban gestantes, formando 5 grupos con diferencia de
edad de 1 afio, 1, 2, 3, 4 y mads de 4 afios, de 20 ovejas cada
grupo. Un mes antes del inicio previsto de los partos, las

ovejas fueron escarificadas con el virus de referencia
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liofilizado reconstituido con MEM sin suero adicionado de
antibiéticos, en la cara interna del muslo derecho; mientras
en el izquierdo se inoculd para la prueba de IDR, 0.1 ml por
via intradérmica del mismo virus inactivado por calor (1 hora
a 709C) y MEM como control. La prueba de IDR se evaludé a las
48 horas PI y el desarrollo de lesiones en la zona de
escarificacién fue examinado a los 3, 5, y 8 dias PI

A 50 corderos entre 0 y 90 dias de edad, 23 hijos de borregas
escarificadas y 27 de controles no escarificadas, se les
desafié por escarificacién con el mismo inéculo que a sus

madres.

11.2. RESULTADOS Y DISCUSION.

Por carecer el rancho de instalaciones adecuadas, para
retener y examinar el ganado y no estar este correctamente
identificado, solo fue posible leer la prueba de IDR en 85
ovejas, resultando positiva en 58 de las mismas, evidenciando
la reciente exposicién de los animales a brotes sucesivos de
la enfermedad. De 1a.misma forma la respuesta al desafio por
escarificacién, puso en evidencia la resistencia de las
borregas a 1la enfermedad, en 78 de las 85 ovejas, las
lesiones al desafio fueron débilmente positivas, con el
desarrollo de pequefias pépulas y vesiculas de menos de 2mm de
didmetro, en las lineas de la escarificacién, sobre las que
luego se formaron delgadas costras café amarillentas, las
lesiones evolucionaron a la reparacién en 10-12 dias, 7

animales no respondieron a la escarificacién.
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Los 50 corderos desafiados desarrollaron lesiones de EC en
las zonas escarificadas, indicando la ausencia de alguna
forma de inmunidad. No se pudieron establecer relaciones
entre la intensidad de las lesiones o su presencia, ni con la
edad de las borregas, ni con la de los corderos.

Al igual que en el experimento anterior, la respuesta
positiva en IDR no impidié el desarrollo de lesiones, aungue
leves, en los animales reactores, por lo que la prueba debe
manejarse como una alternativa para demostrar la exposicién
previa al virus, mds que como demostracidén de resistencia a
la enfermedad.

La falta de correlacion entre la respuesta de IDR y 1la
presencia de lesiones en la zona de escarificacidn, puede
explicarse parcialmente por la posibilidad de diferencias
antigénicas, entre los virus de campo que determinaron los
brotes y el virus de referencia empleado en la prueba de IDR
Yy en el desafio por escarificacién, tal como ocurrid en los
experimentos de los cabritos. La condicién de alimentacién
en este rancho es deficiente, particularmente en el periodo
final de la gerstacidén de las ovejas y en su lactacidén y es
muy probable que esta condicién haya afectado su capacidad de
respuesta al desafio, explicando que la mayoria de los
animales hayan desarrollado lesiones en la escarificécién.

La ausencia de proteccién calostral en los corderos, pese a
la demostrada condicién inmune de sus madres, concuerda con
observaciones anteriores en igual sentido (Boughton y Hardy,

1934; Kerry y Powell, 1971; Buddle y Pulford, 1984) vy
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contradice las observaciones de autores franceses que en
realidad no hicieron pruebas de desafio (Poulain et al.,
1972; Le Jan et al., 1978). ‘“También debe considerarse en el
caso de los corderos, que la pobre condicidén de alimentacién
de las ovejas, que seguramente afectdé su produccién de
calostro y leche, determiné en estos, una baja capacidad de
respuesta al desafio.

Un trabajo mas reciente demuestra la presencia de anticuerpos
neutralizantes en la leche y el calostro de ovejas vacunadas
con una cepa atenuada en cultivos celulares; sin embargo, la
vacunacién de los corderos a las 2-3 semanas de vida no evitédé
que se enfermaran y los autores proponen una interferencia
entre la vacuna y el calostro por lo que recomiendan
revacunar a los corderos a los 5 meses (Verdes et al., 1989).
Debe considerarse sin embargo, que el método de desafio
empleado es sumamente agresivo y pone al virus directamente
en contacto con las células susceptibles y los mecanismos
inmunes sistémicos, que fallan en evitar el desarrollo de
lesiones en la zona escarificada, pudieran ser eficientes en
una infeccién natural, en que el virus ingresara al organismo
por otras vias (digestiva, vrespiratoria). No puede
descartarse por otra parte, 1la posibilidad de que el
desarrollo de la lesién sea consecuencia de fenémenos de
interaccién con la misma respuesta inmune, en alguna forma de
hipersensibilidad, como se discutird m&s adelante. Es
interesante sefialar, que en el afio en que se realizd este

ensayo, este rancho no presentd un brote de EC, mientras que
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los demds ranchos ovinos de 1la regién presentaron la

enfermedad.

12. EXPERIMENTO 8. SUSCEPTIBILIDAD COMPARADA DE QVINOS Y
CAPRINOS AL EC.

En por lo menos cinco oportunidades, una de ellas la descrita
en el experimento 2, se ha observado gque en rebafios mixtos en
los que conviven ovinos y caprinos, el EC afecta en forma
severa a las cabras y no afecta o el brote es sumamente leve,
en los ovinos (Tértora, 1985). Aungue escasas, se han hecho
algunas observaciones en este mismo sentido en otros lugares
(Hatziolas, 1930; citado por Boughton y Hardy, 1934; Hussain
y Burger, 1989; Nfi, 1991). Esta situacién puede inducir a
errores diagnésticos y la razén de este comportamiento del
virus no ha sido aclarada, podria suponerse entre otras
situaciones la existencia de biotipos del virus con afinidad
de especie, que las cabras son mas susceptibles genéticamente
y/o que en las cabras ocurren factores predisponentes a la
enfermedad que no se presentan en los ovinos en idénticas
situaciones de cria.

La escarificacién de ovinos con material de costras obtenido
en los caprinos, es un procedimiento que permite en la
mayoria de 1los «casos confirmar el diagnéstico y que
eventualmente descarta la posibilidad de que el virus

problema sea especifico de las cabras (T6rtora, 1985).
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Con el objetivo particular de intentar demostrar la posible
mayor susceptibilidad de las cabras al EC y/o la existencia
de cepas con afinidad particular o exacerbada de especie, se

realizbé este experimento.

12.1., MATERIAL Y METODOS.

En el trabajo se emplearon 13 ovinos pelibuey de 5 a 24 meses
de edad que se encontraban confinados y reproduciéndose en un
corral aislados de otros rumiantes, los animales no habian
presentado EC clinico desde que habilan sido transportados al
corral como corderos, hacia 18 meses. Por otro lade se
emplearon 17 cabritos de 3 a 6 meses gue tampoco tenlan
antecedentes clinicos de la enfermedad y que eran parte de un
grupo mayor de animales, que incluia cabras de hasta 18
meses. En este caso los corrales de ovinos y caprinos se
encontraban separados a mads de 500 metros y con
construcciones interpuestas.

Se ensayaron en la prueba 4 muestras de EC: dos de origen
caprino, una el liofilizado de referencia obtenido en Eaja
California Sur, la otra una muestra de un brote en 1las
cercanias de Acapulco y dos muestras ovinas, una obtenida en
el Valle de Teoluca y la otra en Melchor Ocampo, Edo. de
México. Las cuatro muestras confirmadas por tincién negativa,
habian formado una 1linea de precipitacién en 1IDD con
respuesta de identidad completa, excepto la muestra de
Acapulco, que dio una respuesta de precipitacidn de identidad

parcial (Tértora y Garcia, 1987).
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Con el objetivo particular de intentar demostrar la posible
mavor susceptibilidad de las cabras al EC y/o la existencia
de cepas con afinidad particular o exacerbada de especie, se

realizé este experimento.

12.1. MATERIAL Y METODOS.

En el trabajo se emplearon 13 ovinos pelibuey de 5 a 24 meses
de edad que se encontraban confinados y reproduciéndose en un
corral aislados de otros rumiantes, los animales no habian
presentado EC clinico desde gque habian sido transportados al
corral como corderos, haclia 18 meses. Por otro lado se
emplearon 17 cabritos de 3 a 6 meses que tampoco tenian
antecedentes clinicos de la enfermedad y que eran parte de un
grupo mayor de animales, que inclula cabras de hasta 18
meses. En este caso los corrales de ovinos y caprinos se
encontraban separados a mds de 500 metros y con
construcciones interpuestas.

Se ensayaron en la prueba 4 muestras de EC: dos de origen
caprino, una el liofilizado de referencia obtenido en Baja
California Sqr, la otra una muestra de un brote en 1las
cercanias de Acapulco y dos muestras ovinas, una obtenida en
el Valle de Toluca y 1la otra en Melchor Ocampo, Edo. de
México. Lasvcuatro muestras confirmadas por tincidn negativa,
habfan formado una 1linea de precipitacién en 1IDD con
respuesta de identidad completa, excepto la muestra de
Acapulco, que dio una respuesta de precipitacién de identidad

parcial (Tértoraky Garcia, 1987).
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Los inéculos se prepararon mediante la maceracién de las
costras en mortero Tenbroeck con MEM adicionado de
antibiéticos y una posterior centrifugacién para emplear los
sobrenadantes, el liofilizado se reconstituyé con MEM a su
volumen original, De cada suspensién se prepararon 5
diluciones: 1:10, 1:50, 1:100, 1:500 y 1:1000, gue junto con
la suspensién sin diluir se aplicaron por via intradérmica
(ID) y por escarificacién (ES) en la cara interna de ambos
muslos, delimitando con un marcador los campos para cada
aplicacién. Los sitios de inoculacién fueron examinados
diariamente en los siguientes 21 dias a la misma. La
distribucién de los animales y los inéculos se presentan en
el cuadro 16.

A todos los ovinos y a cinco cabritos, se les realizé
simulténeamente la prueba de IDR con virus inactivado por
calor (1 hr./702C), tal como se describrié anteriormente, la

-
prueba se leydé a las 48 horas PI.

12.2. RESULTADOS Y DISCUSIGN.

Todos los ovinos y tres de los cinco cabritos, resultaron
negativos a la prueba de IDR, indicando que los ovinos ho
tenian antecedentes, por lo menos cercanos, de haber estado
expuestos al virus, mientras que los cabritos por el
contrario eran una poblacién expuesta, aunque no tuvieron
antecedentes clinicos de la enfermedad.

En el cuadro 16 se describe el procedimiento de inoculacién

y los resultados obtenidos con virus virulento por via ID y
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ES. Los ovinos se distribuyeron en los cuatro grupos
procurando igualar edades y condicién; todos los grupos
tuvieron un animal entre los 5 y 7 meses y el grupo donde se
ensayé el liofilizado, incluydé dos de estos animales.

Se logrd el desarrollo de lesiones en el desafio, con mayor
eficiencia en las zonas escarificadas, que cuando el indculo
se aplicé por via ID, quizads porque la escarificacién pone al
virus directamente en contacto con una mayor extensién de
células epidérmicas susceptibles, las lesiones por
escarificacién se lograron en general a mayores diluciones
gue por via ID (fotografia 8).

Todos los resultados negativos por via ID ocurrieron en los
ovinos (7 casos) y en 5 de 6 casos en la escarificacién. Si
bien los ovinos desarrollaron lesiones con todas las cepas,
la respuesta a las cepas caprinas fue leve, las lesiones se
resolvieron en poco tiempo y se presentaron sélo al inocular
bajas diluciones del virus. Las lesiones en los caprinos se
presentaron en forma constante; sélo se obtuvo una respuesta
negativa a escarificacidén con una cepa ovina y con tres de
las muestras, las lesiones en los cabritos se desarrollaron
con diluciones mayores y en general evolucionaron en igual
tiempo que en los ovinos o incluso perduraron por mis tiempo.
Solo en el caso de la muestra ovina de Melchor Ocampo (cepa
21), los ovinos presentaron lesiones de mayor persistencia y

con diluciones mayores que en el caso de los cabritos.
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Cuadro 16:
intradérmica

Resultados
(ID)

obtenidos
y escarificacidn

caprinos (Cp),

en forma cruzada,

ovino y caprino respectivamente.

Cepa dc EC  Especic animal

al
(ES)

Via ID, maxima dilucion y ES,

infectar
a ovinos

por

(ov)
con cepas de EC de origen

maxima  dilucién

y

via
Yy

infectada altimo dia P con lesion.  ultimo dia P con lesion,
\ Ovl -) 1: 10, 4to. dia
] Ov2 ) 1: 50, 4 to. dia
1 Ov3 ) ¢)
I Ov4 ) ()
1 Cpl 1: 50, 11vo.dia 1: 50, 4 to. dia
1 Cp2 1: 50, 11vo.dia 1: 100, 4 to. dia
] Cp3 1: 10, 8 vo.dia 1: 100, 4 to. dia
i Cpd 1: 50, 410, dia 1: 50, 4to, dia
9 Ovs S/D, 3er. dia )
9 Ové ¢) )
9 Ov7 ) : )
9 Cps 1: 50, 4to. dia 1: 500, 4 to. dia
9 Cp6 1: 50, 4to. dia 1: 500, 4 to. dia
9 Cp1 1; 10, 41o. dia 1: 500, 4 to. dia
14 Ove 1: 10, 7mo.dia 1: 10, 14vo. dia
14 Ov9 1: 10, 7mo.dia 1:50, 4to. dia
14 Ov 10 1: 10, 7 mo.dia 1:50, 8 vo.dia
14 Cps 1: 50, 7 mo.dia 1: 500, 4 to. dia
14 Cp9 1: 100, 8 vo. dia S/D, 4to. dia
14 Cp 10 1: 10, 4to, dia 1: 100, 4 to. dia
14 Cpll 1: 100, 8 vo. dia (=)
21 Ovll (-) 1: 50, 4to. dia
21 Ov 12 1: 50, 7 mo. dia 1: 100, 11lvo. dia
21 Ov13 S/D, 4to. dia 1: 100, {8vo, dia
21 Cp 12 1: 50, 1lvo. dia 1: 50, 18vo. dia
21 Cp 13 I: 50, llvo. dia 1: 50, L1vo. dia
21 Cp 14 1: 50, tlvo. dia 1: 50, 14vo. dia
21 Cp 15 1: 50, 1lvo. dia 1: 100, 8vo. dia
21 Cp 16 1: 50, 10mo. dia 1: 50, 14vo. dia

S/D, respucsta cn ¢l punto en que sc aplicd cl virus sin diluir,

Cepa 1, de referencia, obtenida de cabras en Baja California Sur, en 1979,
Cepa 9, obtenida de cabras de Acapuleo, Guerrero, cn 1980.

Cepa 14, obtenida de ovinos cn Toluca, Edo. de México, cn 1982,

Cepa 21, obtenida de ovinos cn Mclchor Ocampo, Edo, de México, cn 1985.

Si bien los resultados no son concluyentes, mientras los

ovinos fueron poco sensibles a las muestras caprinas, los

cabritos dieron respuestas de mayor intensidad en el
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desarrollo de las lesiones (mayor dilucidén del virus y mayor
duracidn de la lesidn) incluso con las muestras ovinas, lo
que sugiere una mayor susceptibilidad de los caprinos al EC
que los ovinos. Debe considerarse que los cabritos por su
edad serian mas sensibles a la enfermedad gue los ovinos,
pero es igualmente necesario considerar que mientras todos
los ovinos fueron negativos a la prueba de IDR y por ende no
se habian expuesto al virus, los cabritos resultaron
positivos y podia esperarse en consecuencia una mayor
resistencia en ellos que en los ovinos.

La identidad antigénica de las muestras y los resultados
obtenidos en las dos especies, hace poco probable sostener la
idea de la existencia de biotipos por especie en la discusidn
de estos resultados, aunque si parece existir diferente
virulencia de 1las cepas para estas dos especies y/o de
comportamiento hioldgico, que pudiera determinar diferencias

en los umbrales de infeccidn para cada una.

13. EXPERIMENTO 9. INFECCION MIXTA DE EC Y DERMATOPHILUS
CONGOLENSIS.

La asoclacién de D.congolensis y EC ha sido sefialada vy
descrita por diversos autores (Cooper et al, 1970, citado por
Robinson y Balassu, 1981; Munz, 1976; Abu-Samra y Walton,
1981; Podestd et al, 1984; Yeruham et al.,1991), esta
asociacién también se ha seflalado para los parapox bovinos

(Aguilar et al, 1980). Considerando ¢ue ambos agentes
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determinan respuestas semejantes e interactian en la piel con
los mismos o muy semejantes mecanismos inmunes (Jenkinson et
al, 1990 a; Yeruham et al.,1991), es posible que la presencia
de los dos agentes en las lesiones de campo sea mucho mas que
una asociacién fortuita y oportunista y podria ser importante
en la evolucidén y demds caracteristicas epidemiolégicas de la
enfermedad.

Con el objetivo particular de establecer la posibilidad de
esta interaccién en los brotes de EC en México y poder contar
con un aislamiento de la bacteria para futuros ensayos de
interaccién virus-bacteria, se realizdé el siguiente trabajo,
considerando entre otras cosas que la bacteria solo habia

sido comunicada en una oportunidad en el pais.

13.1. MATERIAL Y METODOS.

Se examinaron 8 muestras de costras de origen ovino ya
confirmadas como EC en tincién negativa. Las costras se
embebieron en solucién salina y se desmenuzaron con aguja en
portaobjetos extendiendo el material en la superficie de
vidrio, se dejaron secar a temperatura ambiente y se
colorearon con Giemsa (1:10); se realizd luego la observacién
con objetivo de inmersién (1000x) buscando los filamentos
segmentados caracteristicos de la bacteria. Tres de las
nmuestras evidenciaron estructuras sugestivas, partes de estas
costras (0.3 aproximadamente ) se maceraron y se colocaron en

frascos con agua destilada (1 ml.), se incubaron a 378%C por 4
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horas en una jarra de microaerofilia con una vela encendida
para producir una atmésfera de 5-10% de CO,.

Los sobrenadantes de las muestras asi preincubadas se
sembraron en agar sangre bovina 5% y se incubaron en las
mismas condiciones descritas por 48 horas. Las colonias
adherentes Y con fhemdlisis se caracterizaron
bioguimicamente y se compararon seroldégicamente con una cepa
de referencia de D. congolensis de la Universidad de Iowa USA
corroborando se trataba de la bacteria en cuestidén pese a

haber desarrollado en colonias lisas (Cruz et al., 1990a,b).

13.2. RESULTADOS Y DISCUSION.

De las tres muestras sugestivas a la inspeccidén microscépica
directa sélo una desarrollé las colonias de D. ¢ongolensis.
La muestra positiva en cultivo a D. congolensis, correspondid
a un brote de EC especialmente grave tanto por la severidad
de las lesiones como por el largo tiempo que transcurrid para
gue se resolvieran. El brote se presentd en un rancho
productor de ganado Suffolk de registro y es posible que 1la
severidad del cuadro se haya debido a la infeccién mnixta,
pues los animales se encontraban en excelente estado fisico y
la anamnesis de rutina no pudo establecer la presencia de
situaciones estresantes.

Las costras evaluadas tenian diferentes tiempos de
conservacién en congelacidén: de 5 meses a 8 afios. La muestra

que resultd positiva era la mAs reciente (5 meses); es
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posible que la congelacidn prolongada en la costra hubiera

afectado la viabilidad de D. congolensis.

14. EXPERIMENTO 10 INFECCION EXPERIMENTAL CON EC Y D.
CONGOLENSIS.

Con el objetivo particular de intentar evaluar la posible
interaccién del virus de EC y D. congolensis en la

presentacidén de dermatitis, se realizé el siguiente ensayo.

14,1. MATERIAL Y METODOS.

Se emplearon 10 corderos de entre 3-4 meses de edad y 18 a 25
kg. de peso, del rebafio de la FES-C, con el antecedente de
haber padecido un Dbrote leve de EC dos meses antes,
Lamentablemente no se pudo establecer si los animales
empleados habian o no presentado lesiones en el brote que
transcurrié con baja morbilidad y lesiones de poca
intensidad (se estimd, por los responsables del rebafio, que
afectd al 10~20% de los corderos). Se empledé la muestra de
referencia como virus de desafio y como antigeno inactivado
por calor (1 h/ 70%C) para IDR, resuspendida en MEM sin
suero Yy adicionado de antibiéticos. La cepa de D,
congolensis evaluada en el experimentol0 fue utilizada luego
de crecimiento por 48 horas en BHI y ajustada al valor 1 de
McFarland (1.5 x 108 células por ml.) La misma suspensién
bacteriana fue inactivada por calor (802C/30 min.) y con

formalina al 0.25% para ser ensayada en pruebas de IDR.
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Todos los animales fueron inoculados por escarificacién en
la axila derecha con EC, en la izquierda con D. congolensis,
en la ingle derecha con EC y D. congolensis simult&neamente y
en la izquierda con solucién salina.

En la ingle izquierda se delimitaron 4 campos en los que se
aplicaron los inéculos de la prueba de IDR, 0.1 ml. de EC, D.
congolensis inactivado por calor y formalina y un punto
control con solucién salina. Las zonas escarificadas se
examinaron diariamente en los siguientes 15 dias y los puntos
de IDR se leyeron a las 48 horas PI. Las pruebas de IDR para
D. congolensis se repitieron a los 60 dias posdesafio y al
mismo tiempo se ensayd la aplicacién intradérmica de D.
congolensis virulento.

Los animales fueron sangrados al desafio y 15 y 45 dias PI,
para obtener sueros que se evaluaron por IDD y CIE contra EC
y D. congolensis sonicado a 16.000 de amplitud por 20
minutos, previa inactivacién de las células con formalina al
1%, la formalina se elimind antes y después del sonicado por
dialisis (Cruz et al., 1990 b).

Se tomaron biopsias de las pruebas de IDR positivas a D.
congolensis y de las zonas con lesién al desafio por
escarificacién, que se fijaron en formalina al 10% y se
procesaron para cortes de parafina y tincidén con hematoxilina

y eosina.
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14.2. RESBULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados del experimento se resumen en el cuadro 17. En
7 de los 10 corderos se presentd una respuesta positiva a la
IDR con EC confirmando la exposicién previa de los animales
al brote, cinco animales respondieron también positivamente a
D. congolensis inactivado por calor. Los tres animales que no
respondieron a la IDR con EC tampoco 1lo hicieron a D.
congolensis. Un animal reaccioné en forma clara al D.
congolensis inactivado con formalina 0.25% y dos lo hicieron
en forma leve.

Todos los animales resultaron negativos al desafio con EC y
s6lo un animal desarrolld 1lesiones sugestivas en 1la
escarificacién con D. congolensis, consistentes en eritema y
finas costras de exudado amarillentas hasta los 8 dias PI.

En contraparte, 9 de los animales desarrollaron lesiones
sugestivas en la ingle escarificada con EC y D. congolensis
simulténeos, consistentes en eritema, pequefias pastulas vy
costras delgadas café-amarillentas, que evolucionaron desde
el 20 dia PI, hasta los 7-10 dias. Las lesiones fueron muy
semejantes a las observadas en los desafios con EC (Tértora,
1985). De estas costras se tomaron muestras para evaluacién
con tincién negativa e intento de aislamiento de D.
congolensis en 6 animales. En microscopia electrénica sbélo se
demostraron particulas del tipo 2 (permeables, no
infectantes) y en 3 de las muestras (corderos 1, 3 y 7) se

reaisld la bacteria.
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Cuadro 17: Respuesta de los corderos al desafio y la intradermorreaccidn antes y después del mismo, con EC y D.congolensis
(Experimento 10).

Cordero N IDR predesafio Desafio Reaislamiento} IDR posdesafio 60 Dec. virulento
| de Dc. dias PD intradermo.
EC | Dc. | De. EC jDc. | EC+Dcd De. calor{ Dec. formol
calor| caler| formol
1 + + - - - -+ + - + 7d nddulo eritema
2 + + d - - -+ + - + 7d pistula
3 + - d -p + + + - + 8d -
4 - - - - - + + + 8d piistula
} - d - - - + - - 8d eritema
6 - - - - - + - + 7d pisiula
7 + d + - - + + + - -
8 - - - - - -+ - + 8d -
S - - - - - - - + 8d -
10 + - + - - -+ + + 8d pistula-eritama

(+) lesibn caracteristica o respuesta positiva a IDR
(d) reaccidn dudosa a IDR
(-) reaccion negativa a IDR o ausencia de lesion.



La prueba de IDR realizada a los 60 dias PI, modificd
completamente su respuesta, 7 de los animales respondieron
positivamente al antigeno formalinizado, con respuestas que
perduraron 7 y 8 dias PI y un animal respondié en forma
positiva al calentado Yy negativamente al formalinizado.
Curiosamente este animal habia respondido en la forma inversa
en la primera prueba.

La inoculacién de D. congolensis virulento por via 1ID,
determiné lesiones sugestivas de infeccidén en cinco animales,
con eritema y desarrollo de una lesién de aspecto pustular,
mientras que cuatro presentaron eritema persistente hasta el
4-8 dia PI sugiriendo una infeccién de menor intensidad un
animal resulté negativo.

Las respuestas de IDR no se pudieron correlacionar con las
de desafio, comportdndose en este sentido D. congolensis como
EC (Exps 5, 6, 7 Yy 8), lo que sugiere que la prueba de IDR si
demuestra la exposiciébn a la bacteria, pero no es indicativa
de una respuesta inmune protectora, al menos para el desafio
por escarificacién. Aunque puede considerarse la posibilidad
de que las respuestas de IDR a la bacteria, correspondieran a
falsos positivos.

Las pruebas serolégicas resultaron negativas en todos los
casos a ambos antigenos, confirmando que en este tipo de
cuadros son mas importantes las respuestas 1ocales que las
sistémicas (Cruz, 1990 b).

La histologia de -los puntos positivos a IDR demostré un

abundante infiltrado linfocitario, confirmando su caréicter de
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una respuesta de hipersensibilidad de tipo IV. Mientras que
las biopsias de las zonas de desafio con EC y D. congolensis
evidenciaron congestidén y edema y un abundante infiltrado de
neutréfilos que se aglomeraban en las costras, epidermis y
dermis.

Los resultados sugieren un efecto sinérgico entre el virus y
la bacteria, en animales que demostraron una respuesta inmune
evidenciable» en IDR y con capacidad para impedir el
desarrollo de lesiones con los patdgenos por separado. La
demostracién de particulas virales dafiadas de tipo 2 en las
costras, podria indicar que la respuesta inmune esté
establecida por la exposicidén al brote, fue capaz de impedir
la replicacién del virus y generar formas infectantes, aunque
no logré impedir el efecto sinérgico de los dos patdgenos y
particularmente el establecimiento de D. congolensis que fue
recuperado de las costras.La presencia de los neutréfilos en
la lesién es un elemento comin a la respuesta de ambos
patégenos (Jenkinson et al., 1990 a). La interaccién EC-
D.congolensis podria explicar los brotes en animales
vacunados o presuntamente inmunes.

Los cambios en la respuesta de IDR a D. congolensis en sus
dos presentaciones antigénicas, luego de la exposicién de
desafio, 60 dias PI, son dificiles de explicar. El que la
respuesta al antigeno formalinizado haya perdurado 7-8 dias,
sugiere 1la posibilidad de una reaccién por Iirritacién
quimica. Sin embargo, se utilizé el mismo preparado en ambos

casos por lo que este razonamiento no parece légico. Podria
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suponerse un cambio en las caracteristicas de la respuesta
"inmune luego del desafio, con diferente capacidad para

reconocer los antigenos en la IDR.

15. EXPERIMENTO 11. DESCRIPCION DE UN CASO HUMANO DE
DERMATITIS POR PARAPOXVIRUS.

El caso se 'presentd en una estudiante de veterinaria ya
egresada de 25 afos de edad, que presentd lesiones
pruriginosas, exudativas y descamantes, en el extremo del
pulgar derecho debajo de la ufia y en la piel de la cara
flexora de la articulacién entre la sequnda y tercera falange
del dedo indice de la mano izquierda. Cuando se observaron
por primera vez las lesiones ya tenian 4 semanas de evolucién
y la estudiante sefalé dque hubo una etapa de aspecto
vesicular con salida de 1liquido transparente. Se tomaron
fotografias un mes después de la primera observacién y a dos
meses de que se iniciaran las molestias, sin que hubiera
cambiado el aspecto de un mes atrés (fotografia 9).

Se utilizé el material descamado de las lesiones a un mes de
iniciado el cuadro, se maceraron las costfas y con el
sobrenadante se realizdé la tincién negativa para buscér las
particulas virales caracteristicas de 1los parapox en
microscopia electrénica; el resultado fue positivo y se

confirmdé el diagnéstico de lesidn caUSadalpor parapoxvirus.
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Confirmado el diagndéstico se realizd una nueva entrevista y
no se pudo establecer ninguna relacién con bovinos o
pequefios rumiantes enfermos previo a la presentacidn de las
lesiones y el Gnico contacto con especies susceptibles fue la
participacién un mes antes del inicio de las lesiones, en la
ruminotomia de una oveja, en cardcter de ayudante-
observadora, Tampoco se pudo establecer ninguna otra
condicién de enfermedad o tratamiento en asociacién con 1la
presentacién de las lesiones,

A fines del quinto mes las lesiones ya se observaban
cicatrizadas, con hiperqueratosis, menor pigmentacién en la
zona y reduccién a la mitad del &rea afectada, pero ya no
ocasionaban molestias.

No fue posible establecer el origen de la infeccién y llama
la atencién el gque no hubo contacto con especies
susceptibles, excepto el caso de la oveja de la ruminotomia,
por lo que cabe la posibilidad de que esta haya provenido de
objetos contaminados, como instalaciones, instrumental o
incluso 1la ‘lana de 1la oveja intervenida gquirurgicamente
(Leavell et al., 1968; Robinson y Petersen, 1983).

No se pudo tampoco establecer en la anamnesis del caso, la
ocurrencia de alguna situacién  inmunosupresora, por
tratamiento médico u otra enfermedad asociada, de las qﬁe ya
se han seflalado como importantes en casos humanos (Savageby
Black, 1972; Hunskaar, 1986).

La falta de relacién con casos clinicos en animaleé, es un

factor que seguramente hace dificil el diagnéstico clinico
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presuntivo y por otra parte los médicos no estén
familiarizados con esta zoonosis (Schnurrenberger et al.,
1980).

La revisién de literatura demuestra que los veterinarios y
estudiantes de veterinaria son el tercer grupo ocupacional de
frecuencia de la enfermedad en humanos precedidos por los
operarios de rastros y los trabajadores y propietarios de

ranchos (Tértora, 1985).
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16. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos confirmaron la incapacidad de los
corderos de resistir el desafio por escarificacién, pese a
ser hijos de hembras que habian padecido la enfermedad y a
las que se les habia reforzado esta respuesta mediante
escarificacién anteparto(Boughton y Hardy, 1934; Kerry vy
Powell, 1971; Valder et al., 1979; Buddle y Pulford, 1984).
Por el contrario los resultados obtenidos en los cabritos
sugieren fuertemente 1la existencia de alguna forma de
inmunidad calostral o que los animales son refractarios al
desafio quizés por la mediacién de mecanismos no especificos
de resistencia. Es posible que las diferencias entre las
especies pueda atribuirse a la cantidad de calostro
producido, o a diferencias cualitativas entre ambos, pero no
debe descartarse la posibilidad de alguna situacién que
reduzca o impida la multiplicacién del virus en las células
epidérmicas de los cabritos, tal como parece ocurrir con el
diferente comportamiento del virus en cultivos celulares de
lineas establecidas (Tértora, 1985).

Las células de la piel fetal de cabritos se comportan sin
embargo, como un adecuado sustrato para la multiplicacién
viral in vitro, aunque las células del monoestrato tdenen
mayoritariamente aspecto fibroblastico (Tértora, 1985).

Los resultados obtenidos en cada paricién (Exps. 1, 2 y 6) Yy
el andlisis conjungo de ambos, indican una fuerte reiacién

entre la presentacién de la enfermedad en las crias y en sus
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madres, sugiriendo que el estado inmune y la resistencia de
las madres influyen en la resistencia de sus crias (p<
0.01); las respuestas idénticas observadas en 12 de los pares
de cabritos de 17 partos dobles apunta en el mismo
sentido.Pero quizés el resultado més importante fue la
dificultad en inducir lesiones al desafio, a cabritos
menores de 30 dias (p<0.01) y adn a los 45 dias (p<0.05).
En principio esta resistencia puede atribuirse a alguna forma
de proteccién calostral o de resistencia inespecifica como se
sefialdé mas arriba; pero es también posible suponer la
participacién de mecanismos de hipersensibilidad en la
induccién de las 1lesiones, mecanismos cuyos mediadores
podrian estar ausentes en los cabritos por su edad o bien de
alguna manera bloqueados por los anticuerpos calostrales. O
incluso es posible plantear la posibilidad de que se
establezcan mecanismos de tolerancia a la infeccidn, si esta
se establece tempranamente en los recién nacidos, como
parecen indicar las respuestas positivas a IDR observadas en
cabritos de menos de 30 dias en el experimento 6; y si como
se ha planteado, la piel es un sitio de "educacién" vy
maduracién linfocitaria, en el que las células se capacitan
en el reconocimiento de antigenos propios y extrafios (Bos y
Kapsenberg, 1993).

Las respuestas a la IDR en los cabritos del eXperimento 6
sugieren que tempranamente los animales entraron en contacto
con el virus y sin embargoe no enfermaron, soportando la

posibilidad de la existencia de alguno de los mecanismos
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anotados. De otra manera, la respuesta a la IDR podria estar
demostrando esa resistencia calostral, lo que es muy poco
probable a la luz del conocimiento actual, en particular de
los mecanismos de reconocimiento antigénico en la piel (Bos y
Kapsenberg, 1986 y 1993; Jenkinson et al., 1990a), en donde
la participacién de anticuerpos parece poco o hnada
importante. Por el contrario, la demostracidén de gque la
presencia de anticuerpos reduce la respuesta de células T
(Yirrell et al.1989), podria apoyar la idea de un mecanismo
de lesidén de hipersensibilidad bloqueado por los anticuerpos
calostrales.

En resumen la evidencia acumulada en los dos experimentos
indica que los cabritos, si entraron en contacto con el virus
precozmente Yy sin embargo al no desarrollar lesiones
demostraron resistencia a la enfermedad; resistencia que
incluso evitdé las lesiones de desafio y que comenzdé a
declinar a los 30-45 dias, coincidiendo con los tiempos
sefialados para la proteccidén calostral en otras enfermedades,
aunque es posible que en este caso la ‘"protecciédn" -en
términos de presentacién de lesién no necesariamente dependa
de la neutralizacién del virus y si del blogueo de mecanismos
efectores de la respuesta inmune.

La condicién inmune de las madres fue demostrada por la
presencia de anticuerpos en el calostro, que se pusieron en
evidencia con técnicas relativamente poco sensibles como la
CIE. La 1importancia de estos anticuerpos como forma de

resistencia en los cabritos a EC, sélo se podria explicar por
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respuestas mediadas por complemento, células K o macrdfagos.
La demostrada presencia de un abundante exudado de
neutréfilos en las lesiones de EC e incluso en las respuestas
de IDR, coincidente con la observacién de otros autores,
indica que los neutréfilos no se reclutan en la zona en
forma inespecifica (Jenkinson et al., 1990a) y bien .podrian
estar actuando como células K citotdéxicas mediadas por
anticuerpos. Es importante destacar gque el desafio por
escarificacién impide la participacién de mecanismos
sistémicos de resistencia, al poner al virus en contacto
directo con las células epidérmicas sensibles, mecanismos que
podrian ser importantes en la transmisidn y patogenia de la
enfermedad natural. 8in embargo, también las lesiones de
brote se presentaron en animales de mds de 45-50 dias,
incluso en el animal huérfano separado del rebafio, apoyando
la idea de una infeccidén temprana y de la ruptura de la
inmunidad a una edad definida en esa paricién.

La interaccién de factores en la presentacidén del cuadro
clinico de EC en el brote natural, se presenta mucho més
complejo que la postulada presencia del virus gque puede
contaminar heridas, trasmitiéndose en forma directa y que no
explica la presentacidén explosiva de la enfermedad en
animales lactantes o con buena disponibilidad de forraje
(Hawkins et al., 1991; Gardiner et al., 1967; Tértora, 1985).
La existencia de infecciones latentes no ha podido ser
demostrada cabalmente (Robinson y Balassu, 1981) vy los

intentos por reactivar estas infecciones con tratamientos
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inmunosupresores han fracasado (Zarnke y Dieterich, 1985;
Tértora, 1985).

La observacién de una alta proporcién de animales reactores a
la prueba de IDR en el rebafio ovino de la FES-C expuesto al
brote de EC de las cabras, pero que no habian desarrollado
lesiones (Exps. 2 y 5) Yy la respuesta de los cabritos,
reactores a IDR antes del brote (Exp. 6), son una razonable
evidencia de_animales con una infeccién latente, o en etapa
de incuabcién de la enfermedad, que en los ovinos no llegd a
expresarse en un brote Yy que en los cabritos en cambio
determiné un brote a los 7-10 dias de la respuesta positiva
en ia IDR. El mayor manejo a que se expone el rebafio caprino,
con las actividades propias de la ordefia, asi como 1la
actitud mds inquieta de estos animales comparado con los
ovinos, justifica el suponer la participacién de situaciones
de estrés en la presentacién clinica de la enfermedad, con
mayor intensidad en las cabras que en los ovinos.

En las cabras del Exp. 2, las lesiones en los pezones.pueden
asociarse a la condicién de estrés provocada por el destete y
el inicio de la ordefia manual, asi como a la mayor actividad
descamativa de la piel asociada a la ordefia. Pero fue claro
en este caso, y se repitié en el Exp. 6, que las lesiones en
las tetas de las cabras no tuvieron que ver con la presencia
de lesiones faciales u orales en las crias amamantadas; coﬁo
se seflala en la literatura que propone mecanismos directos de
transmisién (Buddle y Pulford, 1984; Coates y Hoff, 1990),

Incluso animales no paridos, vacios, desarrollaron las
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lesiones en pezones durante el brote en las madres (Exp. 6),
descartando en estos casos también las situaciones de estres
y los estimulos al epitelio por 1la ordefia, aunque debe
destacarse que la actividad de la ordeha modifica las
rutinas de todo el rebafio, incluidos los animales no paridos.
La presentacidén de las lesiones de EC, en los cabritos de
menor peso (p<0.05) (Exp.6) sugiere que como en otras
enfermedades, la condicién general de los animales,
particularmente la malnutricién, es un factor de importancia
en la presentacién de esta enfermedad. Sin embargo, es
importante considerar que el bajo peso no sdlo indica
defectos en la alimentacién y puede también asociarse a otras
enfermedades intercurrentes, dque como las parasitosis han
sido asociadas a EC. (Linnabary et al., 1976) o a factores de
manejo e instalaciones (hacinamiento, comederos, convivencia
de animales de diferentes caracteristicas y jerarquias en el
rebafio) dque condicionan el buen rendimiento productivo y
evidencian situaciones de estres social en los animales.

La interaccidén con otros patégenos podria ser otro mecanismo
importante en la presentacién de las lesiones en los brotes,
sea porque interfieren con mecanismos de resistencia locales
(integridad de epitelios, «células de respuesta inmune
inespecificas o especificas) o porque promueven canmblos
metabblicos y/o vasculares que facilitan la multiplicacién
viral. En este sentido D. congolensis ha sido sefialado como
uno de estos patégenos (Robinson y Balassu, 1981; Podestéd et

al., 1984). Esta bacteria parece estimular mecanismos inmunes
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semejantes a los de EC (Jenkinson et al., 1990 a) y su
capacidad de producir 1lesidén se asocia fuertemente con
condiciones de humedad (Cruz et al., 1990 a). En México, los
brotes de EC se presentan con cierta estacionalidad al
inicio de 1los meses de 1lluvia (Tértora, 1985) y esta
situacién podria jerarquizar esta asociacién. Los resultados
obtenidos en este sentido parecen apoyar la importancia de
esta asociacién, en la que aparentemente el virus actuaria
como factor primario facilitando la multiplicacién bacteriana
Yy prolongando la.résolucién de las lesiones.

Ambos patégenos sin embargo, son capaces de producir
lesiones en forma independiente y su accién sinérgica més
bien explicaria brotes de caracteristicas epidemiolégicas
anémalas, como la presentacién de EC en animales vacunados o
expuestos, o la de brotes de singular gravedad por su
duracién o la intensidad de sus lesiones. Se debe considerar
ademds la posibilidad de que las zoosporas de D.congolensis
Yy el virus de EC, persistan juntos en las costras secas
descamadas de las lesiones, perdurando por largos periodos en
el ambiente y posibilitando la infeccién simultdnea de los
animales por ambos patdgenos.

En apoyo a la propuesta de mecanismos directos de transmisién
de la enfermedad debe destacarse la presencia de virus en las
lesiones papiiométbsaé;Apoco importantés’élinicamehte}'que se
observaron en las cabras del experimento 1 y que podrian
explicar la permanencia del virus por largo tiempo en el

rebafio, de parto a parto, junto con la aceptada resistencia
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del agente en el medio ambiente (Boughton y Hardy, 1934; Hart
et al., 1949; Livingston y Hardy, 1960). Debe recordarse sin
embargo, que la cantidad de virus en este tipo de lesiones
crénicas es generalmente baja (Romero Mercado et al. 1973 a,
b), aunque en este caso las particulas virales se observaron
con facilidad y es posible que esto dependa del tipo de
lesidn, costrosa o papilomatosa, y afecte la produccién
viral, al modificar la actividad epitelial en el proceso de
reparacién. La interaccién con un papillomavirus implicaria
una relacién sinérgica en este sentido, al mantener una
elevada dindmica de multiplicacién y metabolismo celular en
el epitelio que favoreceria la actividad del virus de EC,
como se ha sefilalado en asociacidén con otros procesos
cicatrizales (Beck y Taylor, 1974; Ames et al., 1984; Hosser
et al., 1989). De hecho la evidencia disponible sugiere la
posibilidad de que la multiplicacién viral podria asociarse
fuertemente a particularidades de la célula infectada, ya sea
en cultivos celulares (Nagington,1964; Toértora, 1985), o en
la piel del animal(Ames et al.,1984; Hosser et al.,1989;
Jenkinson et al.,1990b y 1991); pudiendo incluso explicarse
el fendémeno de enfermedad mds en funcién de la condicidn
celular y el equilibrio con la respuesta inmune, que por la
presencia del virus. La asociacién de parapoxvirus con
papillomavirus ha sido también reportada en bovinos, en una
lesién cuténea en la mandibula de un becerro, sin precisar la

especie del virus involucrado (Gerdes et al., 1991).

128



El andlisis electroforético de la composicién antigénica de
los virus de brote, comparado con el del virus liofilizado
empleado en los desafios experimentales y las pruebas de IDR
(cuadro 5), puso en evidencia variaciones en los péptidos
localizados entre los PM de 35 a 55 Kd, sefialados como
atribuibles a los componentes del filamento que envuelve al
virus y considerados de suma importancia en la varlacién
antigénica determinante de la respuesta inmune (Buddle et
al., 1984 a; Mc Keever et al., 1987; Gonzdlez, 1992). Estas
variaciones podrian explicar el que no se pudiera demostrar
una relacidén entre la escarificacién de desafio, considerada
como profildctica y la apariciéon de lesiones en los cabritos
(Exps. 2 y 6). Sin embargo, si se observd un efecto en cuanto
a la reduccidén de la intensidad de las lesiones (gravedad,
persistencia) en los animales desafiados que desarrollaron
lesiones y los no escarificados o que resultaron negativos al
desafio (p< 0.01).

Es necesario también considerar que en el caso del Exp. 6 la
respuesta en la IDR, sugiere que al ser escarificados en el
desafio ya los cabritos podrian haber estado incubando la
enfermedad. Los resultados obtenidos en el desafio y la
presentacién de enfermedad permiten recomendar que en 1los
cabritos la escarificacién con fines profilacticos, se
realice entre los 35 y 45 dias de edad para evitar
interferencias con la posible respuesta calostral y reducir o

impedir la presentacién de lesiones de brote.
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Las diferencias anotadas en la composicidén antigénica de los
virus de campo con el virus de desafio, no deben dejar de
considerar el hecho de que estos virus demostraron bandas de
precipitacién con respuesta de identidad en la IDD. Estos
antigenos comunes y capaces de inducir la respuesta humoral
en el conejo, podrian ser sumamente importantes en la
reduccién de los efectos del Dbrote en los cabritos
escarificados con resultado positivo y permite sostener 1la
recomendacién de no introducir “vacunas" del extranjero que
pudieran modificar este espectro antigénico relacionado,
introduciendo variantes del virus no cubiertas
antigénicamente por las cepas hnhacionales (Tértora, 1985;
Tértora y Garcia, 1987).

Colateralmente se demostrdé 1la relacién antigénica y de
patogenicidad entre EC y los parapox bovinos, identificados
en nmuestras de la misma unidad productiva de la FES-C. Los
resultados préacticamente idénticos logrados en el experimento
de IDR con virus inactivados por calor de EC y PVB en
cabritos y corderos (Exp. 4) indican que fueron reconocidos
por los mismos o muy similares mecanismos locales de
respuesta inmune en una respuesta cruzada.

La aplicacién intradérmica de 1las particulas virulentas
también determiné b&sicamente las mismas respuestas en los
animales ensayados, demostrando la susceptibilidad de ovinos
y caprinos a los virus de origen bovino aplicados por esta

via pero ademids dque estuvieron expuestos a los mismos
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mecanismos de resistencia y susceptibilidad que el virus del
EC.

Al comparar los virus bovinos con las muestras de EC, se
observé que en IDD formaban hasta dos lineas de precipitacién
con el suero hiperinmune de conejo anti-EC y que estas lineas
demostraban respuestas de identidad con las muestras de EC
(Gonzdlez et al,, 1991). Las corridas en poliacrilamida
demostraron a su vez un péptido de 55 Kd comin a todas las
muestras de EC y a PVB y EPB y dos péptidos, uno de 17 Kd y
otro de 9.5 Kd presentes en las muestras bovinas y en buena
parte de las de EC (Gonzdlez, 1992). La inmunotransferencia
evidencié6 para PVB dos péptidos de 54 y 55 Kd comunes a todas
las muestras de EC ensayadas (Gonzalez, 1992). Si bien las
lineas de precipitacién no necesariamente tienen que
corresponder a antigenos virales, considerando gque se
emplearon costras como material antigénico y podria tratarse
de proteinas celulares generadas en el proceso de infeccidn
viral y los cambios metabdlicos asociados a la misma.

Los resultados obtenidos in vivo e in vitroe (IDR, ID), 1las
relaciones antigénicas demostradas en las pruebas en gel y el
origen en una misma unidad de varias de las muestras de EC y
las dos muestras bovinas empleadas, soportan la tendencia a
dejar de considerar tres especies del virus en rumiantes y
suponer que el género parapox estaria‘integrado‘por s6lo una
especie viral a la que podria agregarse el parapox demostrado
en mamiferos marinos (Gassmann et al,, 1985; Osterhaus et

al., 1990). Un elemento adicional, particularmente a partir
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de las observaciones in vivo, seria evaluar al virus de
origen bovino como alternativa en la profilaxis del EC de los
pequefios rumiantes.

Se pudo comprobar al examinar el diferente comportamiento de
distintas cepas de EC, dos de origen ovino y dos caprinas, en
infecciones cruzadas sobre ovinos y caprinos, (Exp. 9), 1la
mayor susceptibilidad de las cabras a la enfermedad, pese a
tener antecedentes de haber sido expuestas al virus vy
evidenciar respuestas positivas a la IDR, mientras que 1los
ovinos utilizados resultaron negativos a la misma prueba. La
mayor susceptibilidad de las cabras a la enfermedad coincide
con observaciones de campo (Bourghton y Hardy, 1934;
Tértora, 1985) y experimentales (Hussain y Burger, 1989).
Estos resultados también jerarquizan la importancia de 1los
individuos, en el desarrollo de lesiones al desafio o en el
brote natural y la posibilidad de variantes del virus de
diferente virulencia para las distintas especies.

Los resultados de relacién antigénica y de patogenicidad
entre las distintas muestras de EC y los parapox bovinos, los
obtenidos al cruzar cepas de EC de origen ovino y caprino,
asl como las variaciones entre las cepas de brote y las de
desafio (Cuadro 5), inducen a considerar las pdsibilidades de
modificacién génica de estos virus al adaptarse a las
especies que infectan, transmitirse en el rebafio vy
modificarse de acuerdo a la inmunidad del rebafio en que se
establecen, como ya se ha demostrado en poblaciones vacunadas

(Moens et al.,1990) y en acuerdo con las diferencias anotadas
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por gquienes han evaluado el genoma de este género viral y sus
asociados, punto 1.1.8., (Rafii y Burger, 1985; Gassmann et
al., 1985; Robinson et al., 1987; Gershon et al., 1989),
aunque la informacién disponible no permite adelantar una
hipdtesis sobre el mecanismo molecular involucrado en el
proceso, la posibilidad de recombinacién génica, aparece como
una de las alternativas de mayor interés para explicar estos
cambios (Gershon et al., 1989)

Los distintos trabajos realizados permiten considerar a la
prueba de IDR come un instrumente atil para demostrar
rebafios, lotes de animales y eventualmente animales que han
padecido la enfermedad, han estado expuestos sin enfermar
clinicamente y aparentemente incluso animales en proceso de
incubacién (Exp. 6). Se demostraron sin embargo, animales
falsos negativos (Exps. 4 y 5 por lo que la prueba no resulta
recomendable en animales individuales, excepto para detectar
animales positivos. La prueba de IDR tampoco es indicativa
de la presencia de una respuesta inmune protectora (Exps. 7 y
8). Los ensayos realizados también evidenciaron su
especificidad (corderos Exp.5) y sensibilidad considerando
que alin en diluciones 101, 102, y 103, la prueba continud
siendo positiva (Exp. 7). Es conveniente sefialar, dque no
existe informacién en la literatura, y no fue evaluada en
este trabajo la posibilidad de que los resultados de 1la
prueba de IDR puedan modificarse en sucesivas aplicaciones
del antigeno, en términos de sensibilizar o por el contrario

desensibilizar a los animales evaluados.
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Los resultados obtenidos al evaluar el antigeno inactivado
con calor, UV y formalina (Exp. 4) sugieren que el resultado
de la prueba depende fuertemente de la integridad de 1la

particula, para que la presentacidén antigénica sea adecuada.

Los resultados de este trabajo demostraron la posibilidad
de la existencia de animales expuestos e infectados sin que
hubieran desarrollado lesiones, portadores potenciales del
virus, en los ovinos de la FES-C; razonables evidencias de
que el periodo de incubacién de la enfermedad en condiciones
naturales, puede ser mds amplio que el postulado a partir de
infecciones experimentales; diferencias importantes en el
comportamiento de corderos y cabritos en el desarrollo de
lesiones al desafio experimental; asi como en la
susceptibilidad de estas especies al virus. Sin embargo la
informacidén disponible abre atin un extenso espectro de
posibles explicaciones a estas observaciones, sin poder
llegar a una propuesta definitiva que las explique. El
examen ultraestructural de células infectadas, in vivo e in
vitro, abre posibilidades en este sentido; pero es probable
que el uso de técnicas que permitan poner en evidencia
material genético del virus en tejidos infectados, aporﬁen
por su sensibilidad, informacidén de mayor relevancia. El uso
de animales no calostrados, especialmente cabritos, pese a
los problemas de instalaciones y manejo que implican, es otra

alternativa que debe examinarse a la brevedad.
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Igualmente es necesario incrementar la informacidén en
torno a los mecanismos inmunes involucrados a nivel local,
cuténeo, empleando marcadores inmunes que permitan
identificar funcionalmente a las células presentes y que
puedan apoyar las observaciones histolégicas y
ultraestructurales en los sitios de inoculacidn viral.

Finalmente serdn necesarios estudios a nivel molecular en
las células infectadas, que permitan establecer la posible
existencia de factores permisivos o inhibitorios de 1la

infeccién y multiplicacién viral.
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