DEMOSTRACION DE PSEUDOVIRUELA BOVINA (NODULO DEL ORDENADOR)
EN VACAS LECHERAS DE MEXICO.:

L.a pseudoviruela bovina (PVB) es una
enfermedad infectocontagiosa, produ-
cida por un virus de la familia
Poxviridae, dei génerc Parapoxvirus
(Matthews, 1979). E!| virus produce
lesiones caracteristicas en la piel del
pezbn de las vacas y en forma
ocasional ias provoca en las manos de
los ordefiadores que trabajan con los
‘animales enfermos, razén por la que la
enfermedad también es conocida como
“nodulo del ordefador”, por el aspecto
de lalesion en el humano (Nagington v
col., 1965; Papadopoulos y col., 1968).
Por la localizacion de las lesiones en la
piel del pezdn, {a PVB es considerada
como un factor que predispone a
mastitis; autores norteamericanos la
consideran como la mas importante
etiologia viral que confiere susceptibili-
dad a la mastitis en su pais (Sieber y
Farnsworth, 1984).
ki género Parapoxvirus agrupa a tres
virus de interés veterinario: ectima
contagioso u ORF (EQ) que es conside-
rado el virus tipo del género, estomati-
tis papular bovina (EPB} y PVB. Todos
elios presentan en el microscopio
electrénico, caracteristicas morfologi-
cas que permiten distinguirlos en
forma clara y absoluta del resto de los
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miembros de la familia Poxviridae,
aunque por morfologia es imposible
diferenciarlos entre si {Matthews, 1979
Por tincion negativa los Parapoxvirus
evidencian dos tipos de particulas,
unas impermeables al fosfotungstato,
o formas M o del tipo 1, en las que se
aprecia con claridad un filamento
enroliado en forma regular en la
superficie de la particula, o que
confiere un especial aspecto de “ovillo
de estambre”; y particulas permeables
al fosfotungstato en las que se pueden
observar las complejas envolturas del
virus y su nucleoide, denominadas
particulas C a.del tipo 2 (Nagington y
col., 1964; Peters y col., 1964). Por
centrifugacion en gradientes, los dos
tipos de particulas se pueden separar y
se ha demostrado que soélo las del tipo
1 son infectantes, mientras que las del
tipo 2 serian formas en degeneracion y
por tal motivo resuitan permeables al
fosfotungstato y a los componentes de
los gradientes (Robinson y col., 1982) .

Pruebas mas complejas, como la de
evaluar la cantidad relativa de citosina
y guanina en el ADN viral (indice
%C+@), corroboran la similitud entre
los tres Parapoxvirus con indices con
una ligera variacion entre C + G =

‘57.6 - 64.5 % y sus notorias diferencias

con el género Orthopox con valores de
C + G = 36.2-36.8 {Wittek y col.,
1979).
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Si bien los Parapoxvirus como
género viral, pueden ser con claridad
diferenciables de los demas virus de la
familia Poxviridae, sus estrechas simi-
litudes han determinado controversias
respecto a sus reales diferencias y
clasificacion dentro del género, en
especial con el caso de los dos virus
bovinos (Nagington y col., 1967). Las
pruebas seroldgicas ({seroneutralizg
cién, inmunodifusidn e inmunofluores-
cenciad) no permiten una distincién
segura entre ellos (Hick, 1966; Papa-
dopoulos y col., 1968; Wittek y col.,
1980) y pruebas mas sofisticadas como
el analisis del ADN viral por medio de
enzimas de restriccién, ponen en
evidencia importantes variaciones en la
composicion del genoma, al punto que
en ocasiones son mas claras las
diferencias entre muestras de uno de
elios, que entre los distintos miembros
del género (Wittek y col., 1980; Raffi y
Burger, 1985. Solo en la porcidon
terminal del ADN, las pruebas de
hibridacién han puesto en evidencia
segmentos especificos, propios de
cada uno de los integrantes del género,
(Gassmann y col., 1985).

Sin embargo, no se ha podido
demostrar la transmisiéon natural de
estos virus a hospederos distintos a su
especie de origen: EC a bovinos, o EPB
o PVB a pequefios rumiantes, aunque
se ha sugerido que los virus bovinos
podrian ser un soblo agente, que
determinaria en forma indistinta el
cuadro de EPB o la PVB (Hick, 1966;
Nagingtony col., 1967). Por otra parte,
los intentos por reproducir lesiones en
forma experimental mediante escarifi-
cacidén o inoculacion intradérmica, de
estos virus en forma cruzada, EC en
bovinos y EPB y PVB en ovinos, han
determinado resultados variables no
siempre exitosos (Huck, 1966; Tortora,
1985).

En México, ya han sido identifica-
dos y confirmados los cuadros de EPB
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(Aguilar Setién y col., 1980) y de EC en
ovinos y caprinos {Rodriguez y col.,
1979; Tértora, 1985), sin embargo no se
ha comunicado la observacién de PVB,
aunque es posible que los veterinarios
que atienden bovinos lecheros la hayan
reconocido en forma clinica. En conse-
cuencia, se considera de interés comu-
nicar el diagndstico confirmado de PVB
por microscopia electronica, en Méxi-
co, asi como algunas observaciones
epizootioldgicas en relacién con los
otros Parapoxvirus.

En forma casual se observaron
lesiones sugestivas de PVB en las
vacas lecheras en ordefia de los
ranchos Almaraz y Cuatro Milpas
ambos propiedad de la UNAM, situa-
dos en los Municipios de Cuautitian
Izcalli y Tepotzotlan en forma respecti-
va en el Estado de México y separados
por una distancia aproximada de 5
kms. Las lesiones fueron observadas
en casi el 10% de los animales de los
dos ranchos. En los dos casos se
interrogd al personal técnico y a los
trabajadores responsables de los ani-
males, sobre las caracteristicas de
presentacién de la enfermedad y otros
factores asociados.

De los animales afectados se colec-
taron costras o tejidos por biopsia, que
después fueron macerados en un
mortero Ten-Broeck con agua destila-
da, luego las suspensiones fueron’
centrifugadas a 1000 xg durante 10
min. El sobrenadante fue utilizado para
la observacién por tincidn negativa en
busca de las particulas virales caracte-
risticas de los Parapoxvirus. La tincion
negativa se realizd con rejilias antes
tratadas con colodién, como elemento
de contraste se empled fosfotungstato
de sodio a pH 7.2 y se examinaron en
un microscopio Jeol 100 a 60Kw, con
resoluciones de 15 y 20,000x (England
y Reed, 1980).

Una vez confirmado por la observa-
cion ultraestructural el diagnodstico de



PVB, parte del sobrenadante del mace-
rado fue tratado por calor a 70°C por
dos horas y junto con el macerado sin
tratar y una muestra de EC que recibio
el mismo tratamiento, se inocuiaron
por via intradérmica en cuatro puntos,
mas un control de MEM, en la cara
interna del muslo de ocho cabritos y
tres corderos; en todos los casos se
inoculd 0.1 mi. Los cabritos empieados
tenian entre cinco y nueve meses de
edad y siete de ellos habian sido
escarificados con EC cinco meses
antes de esta prueba, a
resultaron positivos. Los corderos en
cambio, se encontraban proximos a los
cabritos cuando estos fueron tratados,
pero nunca desarrollaron lesiones su-
gestivas de EC. De los puntos de
inoculacién intradérmica en que se
‘desarrolié una respuesta inflamatoria,
se realizaron biopsias de piel, que
fueron fijadas en formalina al 10%,
procesadas segin métodos de rutina
para la obtencién de cortes histolégi-
cos en parafina y los cortes asi
obtenidos fueron coloreados con he-
rmatoxilinay eosina. Previo a latoma de
las biopsias, se midié con un vernier el
incremento en el espesor de la piel de
cada punto y el diametro de la zona de
eritema, el primero a las 48 horas
postinoculacién y el segundo a las 72
horas.

En las vacas afectadas las lesiones
sugestivas de PVB se localizaron en el
cuerpo del pezén y en las Zonas de la
piel de la glandula mamaria proximas a
la base de los pezones. El numero de
lesiones presentes fue variable y en
algunos casos se presentaron lesiones
caracteristicas en mas de un cuario.
Las lesiones mas frecuentes tenian
aspecto de papulas eritematosas, de
tamafio variable desde 0.5 a 2.0 cm de
diametro, de bordes elevados y por lo
general cubiertas de una fina costra
pardo-amarillenta (Figuras 3 y 4. En
mas de una oportunidad se observo

la que

que las papulas manifestaban tenden-
cia a confluir, aumentaron la superficie
de lesién y formaron figuras que
recordaban a’hojas de trébol (Figura 5),
en estos casos los bordes se presenta-
ron eritematosos y cubiertos por la
costra que demarcaba en forma clara la
lesién. En todos los casos las costras
se presentaron con firmeza adheridas

“al tejido subyacente y al arrancarlas

dejaron superficies sangrantes.

En ninguno de los dos ranchos se
presentaron lesiones en el personal-de
ordefia o en el que laboraba con los
animales enfermos y al ser interroga-
dos al respecto manifestaron que
nunca habian padecido lesiones seme-

jantes a las descritas en los casos de

“nodulo del ordefiador”,

En el rancho Almaraz, en el mismo
periodo en que se presentaron los
casos de PVB, se presentod un brote de
EC en el hato caprino alojado en
instalaciones situadas a unos 600
metros de las de los bovinos. El hato
ovino alojado en corrales vecinos a los
de las cabras, no presentd sin em-
bargo, ningin caso clinico de EC.
Cuatro meses después de detectada la
PVB en las vacas lecheras y cuando
aln algunos animales mostraban lesio-
nes, una becerra de 25 dias de edad
presentd lesiones sugestivas de EPB,
caracterizadas por la presencia de
papulas eritematosas y pustulas de 0.5
a1.0 cm de diametro, en el hocico y en
la mucosa oral (encias, rodete dentario
y paladay (Figura 6). De este animal se
tomaron muestras por biopsia a partir
de las papulas del hocico.

En el rancho Cuatro Milpas, se han
presentado casos de EPB, pero no
existen antecedentes de EC en el hato
caprino en los Gltimos cinco afos,
pese a que los animales son ordefiados
y atendidos con frecuencia por el
mismo personal que trabaja con las
vacas lecherés.
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Figura 1 Particula viral de tipo 1(M), caracteristica de los
parapoxvirus. Fosfotungstato de sodio, 120.000x.

Figura 2 Particulas de tipo 2, permeables al fosfotungstato,
se aprecian las complejas envolturas del virus. 100.000x.
Figura 3 Lesiones proliferativas de aspecto costroso en pezor.
Figura 4 P3pulas eritematosas en el cuerpo y base del pezdn.
Figura 5 Costras en el borde de grandes papulas convergentes,
en la piel de la glandula mamaria.

Figura 6 Papulas eritematosas (pe) y plstula (pu), en .el hoci
co de una becerra con cuadro de EPB. -
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Cuadro 1 Resultados de la inoculacifn intradérmica de scbrenadantes infectantes e

inactivados por calor (70C/2 hrs.) de los virus de PVB y EC, en caprinos

y ovinos. Se consideran como positivos los aumentos de espesor de la piel en més

de 1.5, de acuerdo a lo sefialado por Buddle y Pulford (1984).

ron los espesores de la piel en mu y al 3erdia el diamatm del erltema

A los 2 dias se midie-

RESPUESTA VIRUS DE VIRUS DE | VIRUS DE] VIRUS DE
ANTMAL RESPUESTA A EN BROTE TESTIGO PVB EC B EC .
ESCARTFICACION NATURAL M.E.M. INFECTANTE INFECTANTE| CALENTADO] CALENTADO
-con EC de EC Dias Diag Dias Dias Dias |
2 3 712 3 712 3 712 3 772 3 7
Cabrito 1 P + 1.8 - -[3.510.0-]1.8 - - [2.55.0 +|3.8 9.0 -
Cabrito 2 no trabajado + 1.5 - ~12.56,0+|3.010.0+ 2.3 6.0~-]4.012.0~
Cabrito 3 no trabajado ++ 1.7 - -~ 12.58.0+12.,03.0-12.0 -~ =]2.06.0 -
Cabrito 4 s - 1,5 - —=-12,35,0~[2.58.0+ 2.3 8.0 +}13.5 8.0 -
Cabrito 5 + - 1.0 - - 11.5 4.0 + 1.7 5.0 +|1.7 8.0 -12.510.0~-
Cabrito 6 + - 1.0 ~ -~ 1.0 -~ -}|1.06 - ~-11.0 - -]1.0 - =~
Cabrito 7 -+ - 1.3 - - J1.3 - ~«]1.3 - ~-1}1.3 -~ ~J1.3 - -
Cabrito 8 mnotrabajado no expto.{l.3 - -|1.3 - -}]1.3 - -11.3 ~ -|1L.3 - =
Cordero 1 no trabajado expuesto 1.0 - - [2.0 8.0 -]2.0 4.0+ |1.0 - =]l.0 - =~
Cordero 2 no trabajado expuesto |1.5 - - 2.3 - -13.010.0+ |1.5 4.0 -|1.5 - -~
Cordero 3 no trabajado expuesto [1.0 - - |1.0 - =-|2,7 4.0 - 1.0 - =-

1.0 - -

En cruces se expresa la intensidad de la reaccidn a la escarificacién con EC, o la
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intensidad de las lesiones en un brote natural de EC posterior a la escarificacibn, o
la presencia de inflamacifn al 7mo dia posinoculacifn intradérmica.
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El examen por tincién negativa de
los macerados de las costras de las
lesiones de PVB, asi como el de la
biopsia en el caso de la becerra
sospechosa de EPB, hizo evidente la
‘presencia de particulas virales caracte-
risticas de ios Parapoxvirus en sus dos
formas: del tipo 1 (Figura 1} y del tipo 2
(Figurad.

E! Cuadro 1 resume los resultados
de ia inoculacion intradérmica de los
virus de PVB y EC, en sus dos formas:
infectante e inactivado por calor. En
ambos casos las formas infectantes
determinaron reacciones inflamatorias
que perduraron hasta por mas de siete
dias, con elevacién de la piel y marcado
eritema en el punto de inoculacién. En
cambio, 108 inbéculos inactivados por
calor produjeron engrosamiento de la
piel y eritema, pero la reaccién inflama-
toria desaparecid entre las 48 y 72
horas postinoculacién. De acuerdo al
criterio de Buddle y Pulford (1984), de
considerar positivos aquellos puntos
en que la piel aumenta su grosor 1.5
veces el espesor del control, cuatro de
los cabritos inoculados resuitaron po-
sitivos al inocularse con EC y PVB
-inactivados por calor.

La observacién por tincidn negativa
de los indculos calentados, demostrd
en ambas muestras (EC y PVB) la
ausencia de particulas del tipo 1 (M),
mientras que por el contrario fueron
evidentes las particulas del tipo 2 (Q) v
la presencia de particulas redondeadas
o con ligera forma oval, alge mas
grandes que el virus, pero sin compo-
nentes definidos de morfologia viral.

El examen de los cortes histologi-
cos obtenidos a partir de las biopsias
“de los puntos de inoculacion intradér-
mica, evidencié en el caso de los
indculos calentados, la presencia de
edema, congestién vascular y un
infiltrado celular compuesto en su
mayor parie por células mononuclea-
res, entre las que predominaron los
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linfocitos medianos y pequefios, se
observaron algunos focos con polimor-
fonucleares, sobre todo neutrdfilos vy
en algunos casos entre los linfocitos se
detecté la presencia de eosindéfilos. En
el caso de la inoculacién de las formas
infectantes del virus se observé edema,
congestion vascular, vacuolizacioén de
células de la epidermis y un exudado
celular en el que predominaron los
neutrofilos.

Las observaciones realizadas en
este trabajo pueden considerarse como
las de un diagnéstico confirmado de la
presencia de PVB en México. El
aspecto caracteristico de las lesiones
de PVB, permite un diagnéstico clinico
un tanto seguro, deben sin embargo,
considerarse en el diagnéstico diferen-
cial otras posibles causas de telitis:
virus vesiculares, herpes, viruela, papi-
lomatosis, dermatitis bacterianas, fo-
tosensibilizacién e irritantes quimicos;
la ausencia de signos generales y de
lesiones en otros parénquimas, asi
como los elementos epidemiologicos
del caso, pueden en varias de estas
situaciones ayudar al diagnostico de
PVB (Moussaycol., 1983). El uso de la
microscopia electrénica, ya ha sido
comunicado como un método rapido
(menos de dos horas) y eficiente, en el
diagnéstico de las enfermedades pro-
ducidas por los Parapoxvirus (Naging-
ton ycol., 1965y 1867; Aguilar Setién y
col., 1978 y en el diagndstico diferen-
cial de las lesiones de origen viral que
se pueden presentar en el pezén de las
vacas (Gibbs y col., 1970); ia demostra-
cién de las particulas virales caracteris-
ticas de los Parapoxvirus a partir de las
costras extraidas de las lesiones, es en
consecuencia un método seguro de
confirmacion diagnéstica,

Se ha sefalado la asociacion de los
cuadros de PVB con situaciones de
manejo, entre las que la ordefia parece
ser el principal condicionante, la
enfermedad sélo seria observable en



vacas en produccidon (Huck, 1966;
Moussa y col., 1983, es también
posible su asociacién con situaciones
climaticas, con una mayor incidencia
en épocas de seca (Moussa y col.,
1983). La influencia de estos factores
no pudo ser evaluada en este estudio,
aunque si se observaron ias lesiones en
los animales en ordefia y las primeras
observaciones coincidieron con el final
de laépoca de seca.

Laenfermedad se presenta en forma
enzodtica y el uso de antisépticos no
modifica su comportamiento clinico,
estos elementos también han sido
seflalados con anterioridad (Moussa y
col., 1983 . No se han descrito medidas
profilacticas contra la enfermedad y se
considera a los Parapoxvirus como
poco inmunogénicos (Moussa y col.,
1983), aunque buena parte de estas
afirmaciones derivan del uso de prue-
bas seroloégicas para demostrar el
estado inmune, cuando es posible que
la inmunidad mas imponrtante en estos
casos sea de tipo celular. Pese a lo
anterior, se ha podido comprobar en el
caso de EPB, la presencia de anticuer-
pos en el calostro de las vacas con
pruebas de baja sensibilidad como la
inmunodifusidn radial (Aguilar Setién.,
1980).

Con el uso de in6culos inactivados
por calor, aplicados por via intradérmi-
ca, en animales expuestos a EC, se

intent6 demostrar la posible existencia

de respuestas celulares y la posibilidad
de relaciones antigénicas entre EC y

PVB. Tanto la duracion de la respuesta

inflamatoria local, 48-72 horas, como
las caracteristicas del exudado celular

de esta respuesta, permiten conside-

rarla como de hipersensibilidad retar-
dada. La similitud de las respuestas
observadas para EC y PVB en los
cabritos ya antes expuestos a EC,
permite suponer el parentesco antigé-
nico de ias muestras ensayadas. Con
anterioridad se ha sefialado la existen-

cia de relaciones antigénicas entre EC
y PVB, mediante el uso de inmunodi-
fusién en agarosa (Papadopoulos vy

col., 1968),

Las respuestas inflamatorias obser-

~vadas al emplear los sobrenadantes

infectantes de EC y PVB, sugieren que
fueron el resultado de la muitiplicacién
del virus en la piel de cabritos y
corderos. En 1966, Huck, comunicé la
produccién de lesiones semejantes a
las de EPB al-inocular becerros con EC
en el hocico y cita que Morosov vy
Dalgov (1938), habian logrado inducir
lesiones semejantes a PVB, en vacas
inoculadas en el pezdn con EC. Por
otra parte, se ha comunicado la
coincidente observacién de lesiones de
EPB en becerros amamantados por
vacas con lesiones de PVB (Nagington
y col., 1967). La observacion confirma-
da de EPB en una becerra del rancho
Almaraz, apuntaria en este mismo
sentido, aunque debe subrayarse que
la becerra presentd lesiones cuando
sdlo dos vacas en ordefia padecian PVB
y que nada mas se afecté una becerra
de 10 alojadas en las mismas corrale-
tas.

Las observaciones clinicas de este
trabajo y las pruebas de infeccion
experimental en cabritos, pese al
escaso nimero de animales empleado
en la prueba, podrian sefialar la
posibilidad de que los miembros del
género Parapoxvirus no sean en reali-
dad virus diferentes. Los analisis del
genoma viral con ezimas de restric-
cidn, evidencian notables variaciones
de composicidon en el ADN de los
Parapoxvirus (Wittek y col., 1980;
Robinson y col., 1982; Gassmann y
col., 1985 estas variaciones pueden
explicarse como una consecuencia de
la capacidad del virus para perder o
ganar segmentos de ADN (Raffi y
Burger, 1985), y en estas variaciones
del genoma viral podria radicar la
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“habilidad” del agente para infectar a
las distintas especies de rumiantes.

SUMMARY

Lesions suggestive of pseudocowpox
were observed in the teats of dairy
cattle in two farms in Mexico. The two
farms are property of the National
University of Mexico and are located in
the state of Mexico, distant five km
apart. Scabs and biopsy tissues from
lesions were grounded in a sterile
mortar. The suspensions were centrifu-
ged at 1000-1200 xg for 10 minutes and
supernatants were observed by elec-
tron microscopy. Viral particles charac-
teristics of parapoxviruses were obser-
ved in supernats and pseudocowpox
diagnosis was confirmed.

Kids and lambs previosly infected
with contagious ecthyma (CE}, were
injected intradermally with 0.1 ml
suspensions of both infective and
heat-killed (2h at 70°C)} pseudocowpox
and CE isolates. Similar inflamatory
responses were observed with both
killed and infective viruses, pseudo-
cowpox and CE, but with differents
characteristics and duration with killed
and infective isolates. The infective
viruses produced more severe lesions.
Results suggested that the pseudo-
cowpox isolate propagated in goat ana
sheep skin tissues, and the isolates of
CE and pseudocowpox used were
antigenically similar. Histopathology
examination of cellular responses to
heat-killed viruses suggested a hyper-
sensibility type inflarmatory response.

Pseudocowpox, bovine popuiar sto-
matitis and CE were simultaneously
observed in one of the farms examined.
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