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Abstract.

Thirty-three samples of contagious ecthyma (orf) (19 from goats and 14 from sheep) and 2 strains
of bovine parapoxvirus (bovine papular stcomatitis and milker’s node virus) were antigenically compared by
double immunodifuson (DD) and countercurrent immunoelectrophoresis (CIE). Bovine samples were
obtained from a ranch in which the animals cohabited with both sheep and goat flocks. The presence of
viral particles was confirmed by electron microscopy in all cases. Suspensions of vira antigens were
prepared from infected scabs obtained in different outbreaks of the disease. Tests were performed using a
rabbit anti-orf policlonal serum. The homologous sample produced 3 precipitin lines, the other ones varied
between one or two lines or failed in the DD test. Different responses were observed in many cases from
DD and CIE tests. Bovine strains formed 2 precipitate lines, one of identity between them and another one
with caprine homologous and a sheep orf sample in DD test. The antigenic composition of 15 orf samples
(6 sheep and 9 goats) and the 2 bovine strains were examined by e ectrophoresis, and then seven of them
were antigenicaly evauated by immunaoblotting using the rabbit policlonal serum. The homologous sample
showed 12 proteins, and the rest of the samples showed only 4. The largest €l ectrophoretic variation of the
samples was observed between 37 kd and 44 kd proteins. One protein of 55 kd was present in 17 studied
samples, another one of 9.5 kd in 13 and another protein of 17 kd in 12, including bovine drans.
Immunoblot assay demonstrated antibodies response against 55 kd and 54 kd proteins in the 7 studied
samples; 45 and 35 kd were recognized in 5 of the samples. These proteins can explain the cross reactivity
between samples in DD and CIE tests, and can play a significant role in immune parapoxvirus recognition
too.
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Resumen

Treintay tres muestras de costra positivas a ectima contagioso (orf) (19 de caprino y 14 ovinas) y
dos de pargpoxvirus bovinos (una de estomatitis papular y otra de seudovirueld) fueron andizadas
antigénicamente y comparadas por doble inmunodifusiéon (DD) y contrainmunoelectroforesis (CIE). Las
muestras bovinas fueron obtenidas de animaes que convivian con rebafios de borregos y cabras. La
presencia de particulas virales fue confirmada por microscopia e ectrénica en todos los casos. Las pruebas
fueron corridas usando un suero policlonal antiectima preparado en congo. En la prueba de DD la muestra
homologa produjo tres lineas de precipitacion, las otras muestras variaron entre dos y una lineas de
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precipitacion y algunas muestras no formaron ninguna, se observaron diferentes resultados con las pruebas
de DD y CIE. Las cepas bovinas formaron dos lineas de precipitacion, una de identidad entre ellas y otra
en identidad con la muestra homdloga de orf caprino y con una de orf ovino, por DD. La composicion de
15 muestras de orf (6 ovinas 'y 9 caprinas) y dos bovinas fueron examinadas por electroforesis, y 7 de ellas
evaluadas antigénicamente por inmunotransferencia, usando € suero policlona de congjo. La muestra
homologa fue mas complga, pues mostr6 12 proteinas. La mayor variacion en los corrimientos
electroforéticos de las muestras se observo entre las proteinas de |os pesos de 37 kd a 44 kd. Una proteina
de 55 kd se identifico en todas las muestras, mientras que una de 9.5 kd se evidencié en 13 muestras y
otra de 17 kd en 12, incluyendo las bovinas. Por inmunotransferencia fueron reconocidas dos proteinas
comunes en las siete muestras analizadas con pesos de 55 y 54 kd, otras dos proteinas de 45 y 35 kd
fueron reconocidas por el suero de congjo en cinco de las muestras. Estas proteinas pueden explicar las
reacciones cruzadas observadas entre las muestras, en las pruebas de DD y CIE y ser de importancia en
el reconocimiento inmune de estos virus.

Palabras clave: PARAPOXVIRUS, ECTIMA CONTAGIOSO, ORF VIRUS, SEUDOVIRUELA
BOVINA, ESTOMATITIS PAPULAR BOVINA.

Introduccion

Los parapoxvirus son considerados virus relativamente estables, que primariamente infectan a los
rumiantes y mamiferos marinos. El genoma consiste en una molécula de ADN de doble cadena lineal de
70.2 a148.5 kb, en € que se han demostrado zonas con una extensa hibridacion cruzada entre muestras de
diferentes miembros del género, asi como amplias secuencias de divergencia, que, sin embargo, no
coinciden con la reactividad serolOgica cruzada observada entre los miembros del mismo (1, 2). El género
parapoxvirus estd formado por tres virus de interés veterinario: € virus del ectima contagioso u orf (EC) de
borregos y cabras, € virus de la estomatitis papular bovina (EPB), y € virus de la seudoviruela bovina o
nodulo del ordefiador (PVB) (2). Las caracteristicas antigénicas de estos virus pueden ser modificadas por
pases en cultivos celulares, sin modificar aparentemente las cuaidades fundamentales del ADN (3). Las
dificultades e inconsistencias que presentan los parapoxvirus para crecer en cultivos celulares ha
dificultado su purificacién antigénica por medios convencionales y su uso en pruebas seroldgicas (3,4).
Wittek et al. (3), aplicando técnicas de neutralizacion y andlisis de ADN, encontraron gran reactividad
cruzada entre cepas de EC y EPB y demostraron la existencia de relaciones gendmicas entre estos virus.

Los parapoxvirus presentan dos tipos caracteristicos de particulas virales cuando son examinados
por tincién negativa con &cido fosfotingstico pH 7.2 (AFT) en e microscopio electrénico: particulas tipo |
0 M, las cuales no son permeables a AFT vy tienen superficie estriada y las particulas tipo 1l o C, las
cuales son permeables d AFT y en las que se puede apreciar la complejidad de la pared vira y sus
estructuras internas, este tipo de particulas son mas grandes y de superficielisa. (5, 6).

El andlisis antigénico es una herramienta empleada fundamentalmente para evaluar las posibles
relaciones, sSmilitudes y diferencias, entre virus de diferentes origenes, redizar seguimientos
epidemiologicos e incluso inferir parentescos genéticos. En e caso de los parapoxvirus, se ha demostrado
por andisis gendmico que los tres miembros del género son significativamente diferentes entre ellos, pese a
las sefidl adas relaciones antigénicas y gendmicas (7-9). El andlisis del ADN por enzimas de restriccion, de
muestras de un brote de EC, mostré gran heterogeneidad en los patrones electroforéticos, sugiriendo la
coexistencia de diferentes cepas virales en la misma muestra (10). EI mapa genémico de seudoviruela
mostré diferencias en los fragmentos de 8 a 22 kb, esta situacion sugiere que puede ocurrir una delacion
natural en estos virus (1). Sin embargo, Azwai et al. (11), a estudiar por inmunotransferencia diferentes
muestras de ectima de camello, borrego, cabras y humano, encuentran gran uniformidad entre los



diferentes patrones electroforéticos presentados por las cepas, y a examinar la respuesta de anticuerpos
1gG e IgM por ELISA encontraron correlacion entre € antisuero monoclona y € policlonal.

En este trabgjo, 33 muestras de EC de origen caprino y ovino, una muestrade PVB, otrade EPB y
una de avipoxvirus de origen mexicano, fueron examinadas en sus relaciones antigénicas mediante pruebas
de doble difusion, contrainmunoel ectroforesis, corrimiento electroforético PAGE-SDS, inmunotransferencia
e inmunoel ectromi croscopia.

Material y métodos

Muestras

Fueron evaluadas 35 muestras de costras, en las que se identificaron particulas viraes
caracteristicas de los parapoxvirus, 19 de cabras y 14 de borregos de brotes de EC de diferentes regiones
de México, ocurridos entre 1980 y 1989; y dos muestras bovinas, una de estomatitis papular bovinay otra
de seudoviruela bovina, obtenidas de la Unidad de Produccién de la Facultad de Estudios Superiores—
Cuautitlan, de la Universidad Nacional Auténoma de México, en julio y agosto de 1985, respectivamente,
de animales que se encontraban junto a los rebafios de cabras y ovinos. Una muestra de avipoxvirus fue
obtenida de un caso de la enfermedad en una paloma. En todos los casos, @ diagnostico fue confirmado
por microscopia electronica usando &cido fosfotungstico (AFT) pH 7.2 (5, 6).

La muestra utilizada como de referencia fue obtenida de un brote de EC en cabras de Baga
Cdlifornia, fue liofilizada mediante la suspension de 10 g de costra macerada, en 2.5 | de conservador para
liofilizacion de peptona-sacarosa (fosfato de potasio 2.7 g peptona 20, sacarosa 100 g en 1 000 ml de agua
desionizada), la suspensién se fracciond en unidades de 2 ml y se conservo terminada laliofilizacion a 4°C.
Esta muedtra liofilizada fue titulada en céulas BHK-21, clona 113, y mostré un efecto citopético
caracterigtico del virus de EC en diluciones hasta de 10 -8, que fue inhibido por suero hiperinmune
policlonal contra EC preparado en conegjos (12).

Tratamiento de las muestras

De cada muestra se tomaron 0.3 g que se colocaron en un ml de amortiguador de fosfatos (pH =
7.2) estéxil, se incubaron durante 12 h, se homogeneizaron en un mortero tenbroek, se centrifugaron a 1500
gy d sobrenadante fue tratado con igua volumen de solucién saturada de sulfato de amonio para eliminar
la contaminacién por ablmina (6), posteriormente se didizaron con solucién sdina a 0.85% y se
concentraron con azucar glass.

De lamuestra de referencia del virus de EC que habia sido previamente caracterizadayy liofilizada,
se tomaron 15 viales que se resuspendieron en 10 ml de MEM-Eagle, se centrifugaron a 25 000 g durante
60 minutos (Sorval SS-34) y d precipitado fue usado como virus concentrado.

I nmunoel ectromicroscopia (IEM)

Todas las muestras fueron examinadas en e microscopio eectronico, para evauar la respuesta de
aglutinacion y modificacion superficiad de las particulas virdes, en presencia dd antisuero de congo,
empleando |a técnica descrita por Rosembuch y Ree (13), para distinguir serol égicamente entre muestras
de parapoxvirus de diferente origen. Se mezclaron 0.2 ml de suero policlona de congjo anti-EC, con 0.2 ml
de la muestra vira y se incubaron durante 12 h a 4°C; con una gota de la mezcla incubada se redizo la
tincion negativacon AFT apH = 7.2



Tincién negativa

Una gota de las suspensiones virales fue adsorbida en dos rgjillas previamente preparadas con
membrana fomvar y contrastadas con solucién de AFT a 1%, pH = 7.2, durante 5 minutos , por este
método se examinaron las 33 muestras de EC, las dos bovinas (EPB y PVB) y la muestra aviar; asimismo,
se corrieron las pruebas de |[EM.

Cuantificacion de proteinas
El contenido de proteina de |os sobrenadantes de las muestras maceradas fue cuantificado usando
la técnica descrita por Bradford (14).

Produccion de suero hiperinmune anti-EC

Cuatro congos de laraza Nueva Zelanda, de aproximadamente 2.5 kg de peso, fueron usados para
la obtencidn de suero anti-EC. Estos congjos fueron inoculados subcutdneamente con un ml de la muestra
liofilizada de referencia, resuspendida en 3 ml de MEM-Eagle sin suero y sin antibidtico. Después de diez
semanas se obtuvo la sangre por puncién cardiacay se evaluo € titulo de anticuerpos por las técnicas de
DDFy CIE.

Doble difusion (DD)

Se utilizé agarosa a 1% en amortiguador de fosfatos (PBS, pH = 8.2), empleando sistemas de seis
fosetas periféricas y una central de 5 mm, separadas entre si por 3 mm, e suero hiperinmune se colocd en
el pozo central, las placas fueron incubadas 24-36 h a 4°C, en camara himeda con 90% de saturacion
para prevenir su secado (15). Por esta técnica fueron evauadas las 33 muestras de EC, las 2 bovinas
(PVB y EPB) y lamuestra aviar.

Contrainmunoelectroforesis (CI E)

Se les aplicaron 0.065 volts durante 90 minutos a las placas de agarosa a 1%, preparadas sobre
portaobjetos, con perforaciones de 5 mm en paraelo, separadas por 4 mm. Las bandas de precipitacion
fueron detectadas en DDF y en CIE, usando negro naftol a 1% en &cido acético (&cido
acético/metanol/agua (5:3:2) (16). Con CIE también se evauaron las 33 muestras de EC, las 2 bovinasy la
aviar.

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-Page)

Se prepararon geles a 10% de poliacrilamida y se corrieron a 100 volts durante tres horas; las
bandas de precipitacion fueron detectadas por tincion con azul de Coomasie y destefiidas con acido
acético/metanol/agua (1:5:4) (17). Para esta prueba fueron seleccionadas en funcion de los resultados
anteriores, cantidad de muestra y de proteina en la misma, 17 muestras: 6 de EC ovino, 9 de EC caprino y
las dos bovinas.

Inmunotransferencia

L as proteinas de las muestras separadas por corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida,
se transfirieron a papel de nitrocelulosa mediante la técnica descrita por Bowen et al. (18) Se empled €
antisuero de congjo anti-EC gustado a un titulo de 1:8 a través de las técnicas de CIE y DDF y
previamente adsorbido con una costra de cabra de origen. El suero y € papel de nitrocelulosa se dgaron
en contacto durante dos horas a temperatura ambiente, se elimind el sobrenadante y se lavo tres veces con
amortiguador de fosfatos. Se adicion6 € conjugado anticongjo peroxidado y se incubd por dos horas,
posteriormente se revel6 con la solucion reveladora hasta la aparicidn de las lineas coloradas en e papel
de nitrocelulosa (18). Mediante esta técnica se evaluaron siete muestras sel eccionadas con base en las que



manifestaron mgior comportamiento electroforético, 4 de EC caprino, incluida la muestra de referencia
concentrada y tratada con sulfato de amonio, 1 de EC ovino tratada con sulfato de amonio y la de PVB.

Resultados

Por medio de las técnicas de DDF y CIE se formaron hasta tres lineas de precipitacion con la
muestra de EC de referencia purificada y € suero de congio anti-EC, cinco muestras de EC y la de
avipoxvirus no reaccionaron con €l suero en ninguna de las dos pruebas. Dos muestras de origen caprino
no formaron lineas de precipitacion con la técnica de DDF pero si formaron lineas de precipitacion en
CIE. En DDF se evidenciaron dos lineas de precipitacion en las muestras bovinas (EPB y PVB), una de
identidad entre ellas y la otra con respuesta de identidad con la muestra de referencia’y con otra muestra
de EC de origen caprino (Figura 1). Siete de las muestras de EC mostraron 2 y 3 lineas de precipitacion
por DDF y CIE, mientras que 20 muestras sblo manifestaron una linea de preci pitacion.

Con la prueba de |IEM fueron observadas tres formas de particulas virales. particulas virales con
envoltura, particulas virdes con envoltura y capa y particulas virdes desnudas, de acuerdo con las
referencias previas para esta prueba (13). Esto tltimo se observo incluso en la misma muestray aun en €
mismo campo de observacion en € microscopio eectronico, por [0 que no se establecieron distinciones
entre las muestras ensayadas (Figura 2).

Los corrimientos electroforéticos permitieron observar en la muestra de referencia 12 bandas de
precipitacion; se observo una proteina de 55 kd comun a todas las muestras ensayadas, mientras que otra
de 9.5 kd se observo en 13 muestras, y una de 17 kd en 12, se observé una mayor heterogeneidad
proteinica en laregion de 44 a 20 kd.

En inmunotransferencia, usando e suero de congjo anti-EC adsorbido con costra traumdtica, se
observaron respuestas contra proteinas entre 25 y 63 kd, dos proteinas, la de 55 kd y otra de 54 kd,
respondieron en todas las muestras, mientras que una de 45 kd y otra de 35 kd presentaron respuesta en
cinco de las muestras ensayadas, aungue no fueron las mismas muestras (Figura 3).

Discusién

Aungue las muestras utilizadas en este estudio fueron colectadas entre 1980 y 1989, la
demostracion de particulas de tipo 1 o M indica que € virus se mantenia infectante en ellas (10), la
resistencia del virus en las costras, ha sido comunicada hasta por mas de 15 afios a temperatura ambiente
(19). Las pruebas de DD y CIE demostraron la presencia de una a tres bandas de precipitacion,
contrastando con comunicaciones previas que solo demostraban una banda de respuesta (7, 8, 12, 16, 20).
Estas variaciones pueden atribuirse a modificaciones en las condiciones en que se corrieron las pruebas en
este trabgjo, debe insistirse que estas pruebas son apropiadas para demostrar antigeno vira y relaciones
antigénicas entre muestras, pero pueden resultar en falsos negativos cuando se pretende demostrar la
respuesta seroldgica en animales convalecientes o posibles portadores del virus (12). Las respuestas con
lineas de identidad de muestras de EC con las muestras bovinas, coincide con anteriores observaciones en
este sentido (7, 8).

Las muestras bovinas, aunque en su diferente presentacion clinica, provienen del mismo hato y
estan fuertemente relacionadas en € tiempo (julio, 1985, EPB, y agosto, 1985, PVB), por lo que incluso
podrian considerarse un mismo brote con las dos presentaciones de la enfermedad; sin embargo,
demostraron variaciones en las corridas en PAGE. El andlisis gendmico de los parapoxvirus muestra
suficientes variaciones para mantener separados a los integrantes del género (1-3), pero iguamente
demuestra la capacidad del virus para incorporar nuevo materia genético, presumiblemente del genoma de
las cdlulas infectadas, las relaciones antigénicas demostradas para estos virus pueden sugerir una mayor
capacidad de variacion que la que se les atribuye o bien que las partes menos variables del genoma
expresan sus principales antigenos, incluso |os reconocidos por la respuestainmune humoral, explicando asi
las relaciones serolOgicas anotadas. Estas relaciones pueden tener vaor epidemioldgico, en virtud de que



se han podido reproducir lesiones en bovinos utilizando virus de brotes de EC (7) y lesiones en cabras,
empleando virus bovino (PVB) (21) e incluso podrian ser de interés con fines profil&cticos empleando virus
de diferente origen en las especies heterdlogas.

Los patrones eectroforéticos de las muestras de EC, mostraron mayor heterogeneidad entre las
proteinas de 37 kd y 44 kd; otros autores han encontrado variaciones semgantes en este pefil y
consideran que estas proteinas podrian estar localizadas sobre la superficie viral o incluso corresponder al
filamento vira que envuelve a las particulas, atribuyéndoles en cualquier caso importancia fundamenta en
los mecanismos de infeccion y en la variacion de la respuesta inmune del hospedero (22-25). La proteina
de 55 kd gque estuvo presente en todas las muestras y fue reconocida en las pruebas de
inmunotransferencia, podria tener particular interés en términos de las respuestas seroldgicas cruzadas
detectadas y en los mecanismos de reconocimiento inmune de estos virus.

En la inmunotransferencia, € antisuero policlona de conegjo reconocio proteinas entre 25 y 63 kd,
coincidiendo con € espectro de mayor heterogeneidad antes sefialado, y probablemente lo anterior esté
relacionado con la importancia del filamento en la respuesta inmune. McKeever et al. (25) encontraron
que los sueros de borregos infectados natural y experimentalmente, reconocian las proteinas del EC entre
40y 45 kd, las cuaes se consideran como partes del componente mayor del filamento; probablemente la
proteina de 55 kd presente en todas las muestras de costra'y que reacciond positivamente contra e suero
de congjo anti-EC, estaria en esta situacion.

LalEM fue ensayada en todas las muestras y € suero de congjo anti-EC fue usado en todos los
casos. Se observaron tres diferentes presentaciones de las particulas virales, particulas con envoltura,
particulas sin envoltura, desnudas y particulas con envoltura y capa, ta como ha sido comunicado con
anterioridad (13). Sin embargo, a diferencia de lo antes sefidado (13), la técnica no permitié establecer
diferencias entre las muestras de distinto origen y estos tipos de presentaciones ocurrieron en todas las
muestras en forma mezclada, quizés como consecuencia de las relaciones seroldgicas de las muestras
empleadas en este estudio.

S se considera que para € caso de los parapoxvirus, las précticas de profilaxis consisten en la
escarificacion con virus infectante, aun cuando se emplean productos comercides (vacunas), los
resultados de este trabgjo refuerzan lo anterior respecto de la recomendacion de no introducir productos
dd extranjero parata fin (12), como consecuencia de la fuerte relacion antigénica de los virus nacionales
y d riesgo de introducir variantes peligrosas a la ganaderia nacional.

Estudios recientes, por otra parte, han demostrado la capacidad de estos virus para incorporar
elementos del genoma de la célula infectada, con 1o que se pueden explicar las modificaciones antigénicas
gue sufre @ virus a pretender atenuarlo mediante pases multiples sobre cultivos celulares de especies
diferentes a la de origen (3), las fuertes variaciones observadas en € peso de su ADN (1-39) y la
diferente virulencia de sus cepas, a ser capaz de incorporar en las porciones terminales, variables, de su
genoma, genes moduladores de la inflamacién y de la respuesta inmune (26). Esta Ultima condicion
refuerza la necesidad de insistir en la identificacién de posibles antigenos de proteccion, para clonar y
utilizar sus genes en vectores recombinantes.
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Figura 2. Inmunoel ctronmicroscopia por tincion negativa

A: Particulas de virus de Orf con envoltura
B: Particulas de virus de Orf desnudas
C: Particulas de virus de Orf con envolturay capa



Figura 3. Inmunotransferencia de muestras de Parapoxvirus, usando un suero aniti-Orf de conejo
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1. virus de orf de origen caprino obtenido en Guanguato, Guangjuato en agosto de

1980.

2. virus de orf de origen caprino obtenido en Celaya, Guanguato, en diciembre de
1982.

3. virus de orf de origen caprino obtenido en Zumpango, Estado de México, en julio
de 1984.

4. virus de orf de origen ovino obtenido en Huehuetoca, Estado de México en mayo
de 1982.

5. virus de orf de origen caprino obtenido en Cuautitlan Izcali, Estado. de México, en
marzo de 1988.

6. Virus de seudoviruda bovina obtenido en Cuautitldn Izcdli, Estado. de México, en
agosto de 1985.

7. Virus de orf de origen ovino obtenido en Cuautitlan 1zcalli, Estado. de México, en
mayo de 1989.



Cuadro 1

LINEAS DE PRECIPITACION OBTENIDAS CON LAS DIFERENTES MUESTRAS DE
PARAPOXVIRUS ANALIZADAS CON LAS TECNICAS DE DOBLE DIFUSION (DD) Y
CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIE), AL SER ENFRENTADAS AL SUERO
HIPERINMUNE DE CONEJO.

Numero de lineas Total de muestras

de precipitaciéon. evaluadas Ovinas Caprinas Bovinas
0 DD 7 3 4 0
CIE11 4 5 2
1 DD 20 5 15 0
CIE 17 4 13 0
203 DD 7 4 1 2
CIE5 2 3 0




