
DEMOSTRACION DE PSELIDOVIRUELA BOVINA (NODULO DEL ORDE~ADOR) 
EN VACAS LECHERAS DE MEXICO. < 

La pseudovifuela bovina (PVB) es una 
enfermedad infeetocontagiosa, produ­
cida por un virus de la familia 
Poxviridae, del genero Parapoxvirus 
(Matthews, 1979). EI virus produce 
lesiones caracterlsticas en la piel del 
pezon de las vacas y en forma 
ocasionallas provoca en las manos de 
los ordeiiadores que trabajan con los 
animales enfermos, razon por la que la 
enfermedad tambien es conocida como 
"nodulo del ordet'Jador", por el aspecto 
de la lesion en el humane (Nagington y 
col., 1965; Papadopoulos y col., 1968). 
Por la localizacion de las lesiones en la 
piel del pezon, la 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). 
. £:1 genero Parapoxvirus agrupa a tres 

virus de interes veterinario: eetima 
contagioso u ORF (EC) que es conside­
rado el virus tipo del genero, estomati­
tis papular bovina (EPB) y PVB. Todos 
ellos presentan en el microscopio 
eleetronico, caracteristicas morfologi­
cas que permiten distinguirlos en 
forma clara y absoluta del resto de los 
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miembros de la famma Poxviridae, 
aunque por morfologia es imposible 
diferenciarlos entre sl (Matthews, 1979). 
Por tincion negativa los Parapoxvirus 
evidencian dos tipos de particulas, 
unas impermeables al fosfotungstato, 
o formas Model tipo 1, en las que se 
apreeia con claridad un filamento 
enrollado en forma regular en la 
superficie de la partlcula, 10 que 
confiere un especial aspeeto 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 solo las del tipo 
1 son infeetantes, mientras que las del 
tipo 2 sedan forme.s en degeneracion y 
por tal motivo resultan permeables al 
fosfotungstato y a los componentes de 
los gradientes (Robinson y col., 1982). 

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

. 57.6 - 64.5 % y sus notorias diferencias 
con el genero Orthopox con val ores de 
C + G = 36.2-36.8 iWittek y col., 
1979) . 
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Si bien los Parapoxvirus como 
genero viral, pueden ser con claridad 
diferenciables de los demas virus de la 
famil ia Poxviridae, sus estrechas simi­
litudes han determinado controversias 
respecto a sus reales diferencias y 
clasificacion dentro del genero, en 
especial con el caso de los dos virus 
bovinos (Nagington y col., 1967). Las 
pruebas serologicas (seroneutralizi 
cion, inmunodifusion e inmunofluores­
cel1cia) no permiten una distincion 
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 restriccion, 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 
ellos, que entre los distintos miembros 
del genero (Wittek y col., 1980; Raffi y 
Burger, 1985). Solo en la porcion 
terminal del ADN, las pruebas de 
hibridacion han puesto en evidencia 
segmentos especificos, propios de 
cada uno de los integrantes del genero, 
(Gassmann y col., 1985). 

Sin embargo, no se ha podido 
demostrar la transmision natural de 
estos virus a hospederos distintos a su 
especie de origen: EC a bovinos, 0 EPB 
o PVB a pequeiios rumiantes, aunque 
se ha sugerido que los virus bovinos 
podrian ser un solo agente, que 
determinaria en forma indistinta el 
cuadro de EPB 0 la PVB (Hick, 1966; 
Nagington y col., 1967). Por otra parte, 
los intentos por reproducir lesiones en 
forma experimental mediante escarifi­
cacion 0 inoculacion intradermica, 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 Mexico, ya han sido identifica­
dos y confirmados los cuadros de EPB 

(Aguilar Setien y col., 1980) y de EC en 
ovinos y caprinos (Rodriguez y col., 
1979; Tortora, 1985) , sin embargo no se 
ha comunicado la observacion de PVB, 
aunque es posible que los veterinarios 
que atienden bovinos lecheros la hayan 
reconocido en forma clinica. En conse­
cuencia, se considera de interes comu­
nicar el diagnostico confirmado de PVB 
por microscopia electronica, en Mexi­
co, as! como algunas observaciones 
epizootiologicas en relacion con los 
ctros Parapoxvirus. 

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

De los animales afectados se colec­
taron costras 0 tejidos por biopsia, que 
deSpU91? fueron macerados en un 
mortero Ten-Broeck con agua destila­
da, luego las suspensiones fueron' 
centrifugadas a 1000 xg durante 10 
min. EI sobrenadante fue utilizado para 
la observacion por tincion negativa en 
busca de las particulas virales caracte­
risticas de los Parapoxvirus. La tincion 
negativa se realizo con rejillas antes 
tratadas con colodion, como elemento 
de contraste se empleo fosfotungstato 
de sodio a pH 7.2 Y se examinaron en 
un microscopio Jeol 100 a 60KN, con 
resoluciones de 15 y 20,000x (England 
y Reed, 1980). 

Una vez confirmado por la observa­
cion u Itraestruct ural el diagnostico 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 inocularon 
por via intradermica en cuatro puntos, 
mas un control de MEM, en la cara 
intema del muslo de ocho cabritos y 
tres corderos; en todos los casos se 
inoculo 0.1 ml.los cabritos empleados 
tenian entre cinco y nueve meses de 
edad y siete de ellos habian sldo 
escarificados con EC cinco meses 
antes de esta prueba, a la que 
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 
inoculacion intradermica en que se 
desarrollo una respuesta inflamatoria, 
se realizaron biopsias de plel,que 
fueron fijadas en formalina al 10%, 
procesadas segun metodos de rutina 
para la obtencion de cortes histologi­
cos en parafina y los cortes asl 
obtenidos fueron coloreados con he­
matoxilina y eosina. Previo a la toma de 
las biopsias, se midio 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 
postinoculacion y el segundo a las 72 
horas. 

En las vacas afectadas las lesiones 
sugestivas de PVB se localizaron en el 
cuerpo del pezon yen las tonas de la 
piel de la glandula mamaria proximas a 
la base de los pezones. EI numero de 
lesiones presentes fue variable y en 
algunos casos se presentaron lesiones 
caracteristicas en mas de un cuarto. 
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 10 
general cubiertas de una fina costra 
pardo-amarillenta (Figuras 3 y 4). En 
mas de una oportunidad se observe 

que las papulas manifestaban tenden­
cia a confluir, aumentaron la superficie 
de lesion y formaron figuras que 
recordaban a'hojas de trebol (Figura 5) , 
en est os casos los bordes se presenta­
ron eritematosos y cubiertos par la 
costra que demarcaba en forma clara la 
lesion. En todos los casos las costras 
se presentaron con flrmeza adheridas 
al tejido subyacente y al arrancarlas 
dejaron superficies sangrantes. 

En nlnguno de los dOs ranchos se 
presentaron lesiones en 'el personal.de 
ordena 0 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 ordenador". 

En el rancho Almaraz, en el mismo 
periodo en que se presentaron los 
casos de PVB, se presento un brote de 
EC en el hato capri no alojado en 
instalaciones situadas a unos 600 
metros de las de los bovlnos. EI hato 
ovino alojado en corrales vecinos a los 
de 'las cabras, no presento sin em­
bargo, ningun caso clinico de EC. 
Cuatro meses despues de detectada la 
PVB en las vacas lecheras y cuando 
aun algunos ani males mostraban lesio­
nes, una becerra de 25 dias de edad 
presente lesiones sugestivas de EPB, 
caracterizadas PQI" la presencia de 
papulas eritematosas y pustulas de 0.5 
a 1.0 cm de diametro, en el hoclco y en 
la mucosa oral (encias, rodete dentario 
y paladar) (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 ultimos cinco anos, 
pese a que los animales son orde/"lados 
y atendidos con frecuencia por el 
mismo personal que trabaja con las 
vacas lecher~s. 
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Figura 1 Part1cula viral de tipo 1(M), caracter1stica de los 

parapoxvirus. Fosfotungstato de sodio, 120.000x. 

Figura 2 Part1culas de tipo 2, permeables al fosfotungstato, 

se aprecian las complejas envolturas del virus. 100.000x. 

Figura 3 Lesiones proliferativas de aspecto costroso en pez6~ 


Figura 4 Papulas eritematosas en el cuerpo y base del pez6n. 

Figura 5 Costras en el borde de grandes papulas converqentes, 

en lapiel de la glandula mamaria. 

Figura 6 Papulas eritematosas (pe) y pustula (pu), enel hoci 

co de una becerra con cuadro de EPB. 




cuadro 1 Resultados de la incX::ulaci6n intrad&mica de sobrenadantes infectantes e 
inactivados J;X>r calor (70C/2 hrs.) de los virus de PVB Y EC, en caprinos 

yovir.os. Se consideran caro' J;X>sitivos los amnentcs de espesor de la piel en rnSS 
de 1.5, de acuerdo a 10 seiialado por BuddIe y Pulford (1984). A los 2 cUas se midie­
ron los espesores de la piel en mn yal 3erd!a el d1anetro del eritema. 

RESPUESTARESPtlESTA A
ANIMAL ESCARIFlCACICN EN BRGI'E 

. ron EC NA'l'llFAL
de EC 

cabritc 1 ++++ + 

TES'ITOO 
M.E.M. 

Dl.as 

VIRUS DE 
PVB 

INFEC1'ANI'E 
D!as 

VIRUS DE 
EC 

INFEC1'ANI'E 
D!as 

'VIRUS DE 
PVB 

CALENTAIXJ 
D1as 

VIRUS DE 
EC 

CALENTAOO 
. D!as 

2 3 7 2 3 7 2 3 7 2 3 7 2 3 7 

1.8 - - 3.510.0 - 1.8 - - 2.5 5.0 + 3.8 9.0 -

Cabritc 2 no trabajado + 1.5 - - 2.5 6.0 + 3.0 10.0+ 2.3 6.0 - 4.012.0 -

cabritc 3 no trabajado ++ 1.7 - - 2.5 8.0 + 2.0 3.0 - 2.0 - - 2.0'6.0 -

cabritc 4 +H­ - 1.5 - - 2.3 5.0 - 2.5 8.0 + 2.3 8.0 + 3.5 8.0 -

Cabritc 5 + -. 1.0 - - 1.5 4.0 + 1.7 5.0 + 1.78.0­ 2.510.0 ­

cabritc 6 + - 1.0 - - 1.0 - - 1.0 - - 1.0 - - 1.0 - -
cabritc 7 ++++ - 1;3 - - 1.3 - - 1.3 - - 1.3 - - 1.3 - -
Cabritc 8 no:trabajado no exptc. 1.3 - - 1.3 - - 1.3 - - 1.3 - - 1.3 - -
Cordero 1 no trabajado expuesto 1.0 - - 2.0 8.0 - . 2.0 4.0 + 1.0 - - 1.0 

Cordero 2 no trabajado expuestc 1.5 - - 2.3 - - 3.0 10~0+ 1.5 4.0 - 1.5 

Cordero 3 no triiliajaCb expuestc 1.0 - - 1.0 - - 2.7 4.0 - 1.0 - - 1.0 
----­ -

En cruces se expresa la intensidad de la reaccion a la escari£icaci6n ron EC, 0 la ... intensidad de las lesiones en un brote natural de EC posterior a la escarificaci6n, 0 ~ 
la presencia de inflamaci6n al 7mo dl.a posinoculaci6n intradermica. 
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EI examen p~r tincion negativa de 
los macerados de las costras de las 
lesiones de PVB, asi como el de la 
biopsia en el casode' la becerra 
sospechosa de EPB, hizo evidente la 
'presencia de particulas virales caracte­
risticas de los Parapoxvirus en sus dos 
formas: del tipo 1 (Figura 1) y del tipo 2 
(Figura~ . 

EI Cuadro 1 resume los resultados 
de la inoculacion intradermica de los 
virus de PVB y EC, en sus dos formas: 
infectante e inactivado p~r calor. En 
ambos casos las formas infectantes 
determinaron reacciones inflamatorias 
que perduraron hasta por mas de siete 
dias, con elevacion de la piel y marcado 
eritema en el punto de inoculacion. En 
cambio, lOS inoculos inactivados p~r 
calor produjeron engrosamiento de la 
piel yeritema, pero la reaccion inflama~ 
toria desaparecio entre las 48 y 72 
horas postinoculacion. De acuerdo al 
criterio de Buddie 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 resultaron po­
sitivos al inocularse con EC y PVB 
inactivados p~r calor. 

La observacion p~r tincion negativa 
de los inoculos calentados, demostro 
en ambas muestras (EC y PVB) la 
ausencia de particulas del tipo 1 (M), 
mientras que p~r el contrario fueron 
evidentes las particulas del tipo 2 (C) Y 
la presencia de Particulas redondeadas 
o con ligera forma oval, algo mas 
grandes que el virus, pero sin compo­
nentes definidos de morfologia viral. 

EI examen de los cortes histologi­
cos obtenidos a partir de las biopsias 
de los puntos de inoculacion intrader­
. mica, 	 evidencio en el caso de los 
inOculos calentados, la presencia de 
edema, congestion vascular y un 
infiltrado celular compuesto en su. 
mayor parte por celulas mononuclea­
res, entre las que predominaron los 

linfocitos medianos y pequei'\os, se 
observaron algunos focos con polimor­
fonucleares, sobre todo neutrofilos y 
en algunos casos entre los linfocitos se 
detecto la presencia de eosinofilos. En 
el caso de la inoculacion de las formas 
infectantes del virus se observ~ edema, 
congestion vascular, vacuolizacion de 
celulas 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 diagnostico confirmado de la 
presencia de PVB en Mexico. EI 
aspecto caracterlstico de las lesiones 
de PVB, permite un diagnostico clinico 
un tanto seguro, deben sin embargo, 
considerarse en el diagnostico diferen­
cial otras posibles causas de tel itis: 
virus vesiculares, herpes, viruela, papi­
lomatosis, dermatitis bacterianas, fo­
tosensibilizacion e irritantes qulmicos; 
la ausencia de signos generales y de 
lesiones en otros parenquimas, asi 
como los elementos epidemiologicos 
del caso, pueden en varias de estas 
situaciones ayudar al diagnostico de 
PVB (Moussa Y col., 1983). EI usc de la 
microscopla electronica, ya ha· sido 
comunicado como un metodo rapido 
(menos de dos horas) yeficiente, en el 
diagnostico de las enfermedades pro­
dacidas p~r los Parapoxvirus (Naging­
tonycol., 1965 Y1967; AguilarSetien y 
col., 1978) yen el diagnostico diferen­
cial de las lesiones de origen viral que 
se pueden presentar en el pezon de las 
vacas (Gibbs y col., 1970); la demostra­
cion de las particulas virales caracteris­
ticas de los Parapoxvirus a partir de las 
costras extraidas de laS lesiones, es en 
consecuencia un metodo seguro de 
confirmacion diagnostica . 

Se ha sei'\alado la asociacion de los 
cuadros de PVB con situaciones de 
manejo, entre las que la ordei'\a parece 
ser el principal condicionante, la 
enfermedad solo seria obserVable en 

vacas en produc 
Moussa y col., 
posible su asociac 
climaticas, con ur 
en epocas de sec 
1983). La influenci 
no pudo ser evalu~ 
aunque si se obse" 
los animales en or 
observaciones coir 
de la epoca de SecCi 
. La enfermedad ~ 
enzootica y el usc 
modifica su com~ 
estos elementos 
sei'\alados con ant, 
col., 1983) . No se h 
profilacticas c~ntre 
considera a los 
poco inmunogenic 
1983), aunque bw 
afirmaciones derivi 
bas serologicas 
estado inmune, CUi 

la inmunidad mas 
casos sea de tipo 
anterior, se ha pod 
caso de EPB, la prl 
pos en el calostrc 
pruebas de baja Sl 
inmunodifusion ra( 
1980) . 

Con el uso de i 
p~r calor, aplicado: 
ca, en animales e 
intento demostrar I 
de respuestas celul 
de relaciones anti! 
PVB. Tanto la dura 
inflamatoria local, 
las caracteristicas 
de esta respuesta, 
rarla como de hip. 
dada. La simi! itud 
observadas para 
cabritos ya antes 
permite suponer el 
nico de las muest 
anterioridad se ha 



vacas en produccion (Huck, 1966; 
Moussa y col., 1983), es tambieln 
pasible su asociacion con situaciones 
cli mati cas , con una mayor incidencia 
en epocas de seca (Moussa y col., 
1983). La influencia de estos factores 
no pudo ser evaluada en este estudlo, 
aunque si se observaron las lesiones en 
los ani males en ordei'\a y las primeras 
observaciones coincidieron con el final 
de la epoca de seea. 

La enfermedad se presenta en forma 
enzootica y el uso de antisepticos no 
modifica su comportamiento clinico, 
estos elementos tambien han sido 
sei'\alados con anterioridad (Moussa y 
col., 1983). No se han descrito'medidas 
profilacticas contra la enfermedad y se 
considera a los Parapoxvirus como 
poco inmunogenicos (Moussa y col.', 
1983), aunque buena parte de estas 
afirmaciones derivan del uso de prue­
bas serologicas para demostrar el 
estado inmune, cuando es posible que 
la inmunidad mas importante en estos 
casos sea de tipo celular. Pese a 10 
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 
inmunodifusion radial (Aguilar Setien., 
1980). 

Con el uso de inoculos inactivados 
par calor, aplicados por via intradermi­
ca' en animales expuestos a EC, se 
intentodemostrar la posible existencia 
de respuestas celulares y la posibilidad 
de relaciones antlgenicas 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 simllitud de las respuestas 
observadas para EC y PVB en los 
cabritos ya antes expuestos a EC, 
permite suponer el parentesco antige­
nico de las muestras ensayadas. Con 
anterioridad se ha sei'\alado la existen­

cia de relaciones antigenicas entre EC' 
y PVB, mediante el uso de inmunodi­
fusion en agarosa (Papadopoulos y 
col., 1968) . 

Las respuestas inflamatorias obser­
vadas al emplear los sobrenadantes 
infectantes de EC y PVB, sugieren que 
fueron el resultado de la multlpllcacion 
del virus en la piel de cabritos y 
corderos. En 1966, Huck, comunico la 
produccion de leslones semejantes a 
las de EPB alinocular becerros con EC 
en el hocico y cita que Morosov y 
Dalgov (1938), habian logrado inducir 
lesiones semejantes a PVB, en vacas 
inoculadas en el pezon con EC. Por 
otra parte, se ha comunicado la 
coincidente observacion de lesiones de 
EPB en beeerros 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 presento lesiones cuando 
solo dos vacas en ordei'\a padecian PVB 
y que nada mas se afeeto 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 numero de ani males empleado 
en la prueba, podrian sei'\alar la 
posibilidad de que los miembros del 
genero Parapoxvirus no sean en reali­
dad virus diferentes. Los analisis del 
genoma viral con ezimas de restric­
cion, evidencian notables variaciones 
de composicion en et ADN de los 
Parapoxvirus (Wittek y col., 1980; 
Robinson y col., 1982; Gassmann y 
col., 1985) estas variaciones pueden 
explicarse como una conseeuencia de 
la capacidad del virus para perder 0 
ganar segmentos de ADN (Rafti y 
Burger, 1985), Y en estas variaciones 
del genQma 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 1000-1200xg 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 700 q 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 Rropagated in goa:fcino 
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 inflamatory response. 

Pseudocowpox, bovine popular sto­
matitis and CE were Simultaneously 
observed in one of the farms examined. 
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