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RESUMEN

Se realizé una investigacion epidemiolégica sobre el brote de
una enfermedad zoonética que afectd a bovinos y humanos, en
siete fincas lecheras del municipio Baralt, Edo. Zulia, caracteri-
zada por la aparicion de lesiones vesiculo-pustulosas en las
ubres de las vacas y manos de los ordefladores. Los hallazgos
fueron concluyentes de que se traté de una enfermedad ocupa-
cional, causada por un Orthopoxvirus, probablemente Viruela
Bovina, que pudo haber ingresado al Edo Zulia, a través de la
movilizacién de bovinos procedentes de los estados andinos, en
los cuales hubo registros de una patologia similar.
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ABSTRACT

Epidemiologic research was carried out in an outbreak of
zoonotic disease which affected bovines and humans, of seven
dairy farms from Baralt municipality, Zulia state, characterized
by pustulous vesicular lessions in udders of cows and hands of
milkers. The gross pathological changes showed that it was an
occupational disease, caused by an Orthopoxvirus, probably
Cowpox. It seemed that infection had settled in Zulia state by
bovine mobilization from Andes states, where they had a
similar pathology.
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INTRODUCCION

En Venezuela se han hecho varios sehalamientos, no
publicados, sobre la presencia de una enfermedad que afecta
fundamentalmente a vacas en ordefio, caracterizada por lesio-
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nes vesiculo-pustulosas que se transmiten a los ordefadores.
Ello conduce a pensar en la posibilidad de una infeccién activa
por algin miembro de la familia Poxviridae, a pesar de que
hasta el presente no se ha realizado el aislamiento de un virus
como agente causal.

La ocurrencia reciente de una zoonosis con caracteristi-
cas similares en el Edo. Zulia, indujo a realizar la presente in-
vestigacion epidemioldgica, teniendo como objetivo la identifi-
cacion del agente causal.

MATERIALES Y METODOS

El 13 de Marzo de 1995, se constaié la presencia de una
enfermedad vesicular que afectaba a bovinos y a obreros que
trabajaban directamente con los animales enfermos, en fincas
del municipio Baralt del Edo. Zulia.

En los bovinos, la enfermedad afecté exclusivamente a
vacas en ordefio, las cuales exhibian lesiones vesiculares de
aproximadamente 1 cm de diametro en la ubre, especialmente
en los pezones, que evolucionaban hacia pustulas, Ulceras,
costras y finalmente cicatrizacién. Las lesiones se presentaban
acompafadas de dolor a la palpacion, lo que dificultaba el or-
defio y ocasionaba pérdidas por este concepto.

Los ordefadores desarrollaron lesiones similares, funda-
mentalmente en las manos, acompanadas de malestar gene-
ral, fiebre y adenopatia regional axilar.

El brote se extendid a 7 fincas, ubicada

La Linea, Morroco, El Muro, San Pedro y San
sur del municipio Baralt, parroquia Liberiador del Eda. Zu

Recoleccidn de las muestiras

Con la finalidad de determinar el agente causal de la
zoonosis observada, se recolectaron dos mussiras d
do y tejidos de las lesiones vesiculares de la mano de un orde-
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nador y de los pezones de una vaca, en una de las fincas del
municipio Libertador. Las muestras se colocaron en tubos
plasticos con 2 ml de medio Eagle (GIBCO BRL), con doble
concentracion de antibidtico (Penicilina 200 Ul/ml y Streptomi-
cina 200 mcg/ml), se mantuvieron refrigeradas hasta llegar al
laboratorio, donde se congelaron a -70°C.

Procesamiento de las muestras

Con fines de aislamiento viral, se utilizaron monocapas
preformadas de 72 horas de cultivos primarios de rifion fetal
bovino (RFB), crecidas en medio de Eagle MEM (GIBCO
BRL), suplementado con 10% de suero fetal Bovino (GIBCO
BRL), penicilina (100 Ul/ml) y streptomicina (100 pg/ml). EI
medio de mantenimiento fue el mismo pero sin adicion de sue-
ro fetal bovino, también se utilizaron huevos embrionados de
pollo de 12 dias de edad, para el mismo fin.

Inoculacion en monocapas de Rifion Fetal Bovino (R.F.B)

Las muestras fueron tratadas con antibidticos (penicilina
500 Ul/ml y streptomicina 500 pg/ml) por 1 hora a 4°C y se ino-
culd 0,5 ml de cada una de ellas en frascos de cultivo Falcon,
de 25 cm?® ,con monocapa de células de RFB, las cuales fue-
ron previamente lavadas con medio de mantenimiento. El ind-
culo se dejoé adsorber por 1 hora a 37°C, se descartd, se agre-
g6 medio de mantenimiento y se incubaron en estufa a 37°C.
Se dejé un frasco sin inocular como control de células. Todos
los frascos fueron objeto de observaciones diarias con micros-
copio invertido.

Inoculacién en huevos embrionados de pollo

Comprobada la vitalidad, se inocularon 5 huevos embrio-
nados de pollo por cada muestra, previamente tratadas con
antibidticos, con un volumen de 0,1 ml de las mismas por via
corioalantoidea, y se incubaron a 36°C y 80% de humedad. Se
dejaron 5 embriones sin inocular como controles. Los embrio-
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nes inoculados se observaron diariamente en el ovoscopio du-
rante 5 dias.

Microscopia electrénica

Para conocer la morfologia del agente causal, se reco-
lectd el contenido de un frasco de cultivo con 80-80% de efec-
to citopatico y se centrifugé a 1500 rpm por 30 minutos. El so-
brenadante se ultracentrifugé a 20000 rpm por 1 hora (ultra-
centrifuga Beckman mod. L8-70). El taco resultante se resus-
pendié en 0,2 ml de Buffer Fosfato 0,1M pH 6,8, se colocé una
gota sobre una rejilla ionizada y se realizo tincion negativa con
una gota de &cido fosfotlingstico. Las rejillas se observaron en
microscopio electrénico a 13000X.

RESULTADOS

Investigacion epidemioldgica

En la FIG. 1, se observa una curva epidémica sobre
1146 casos bovinos, registrados de diciembre 1994 a Abril
1985, segln datos recopilados de productores de la zona, meé-
dicos veterinarios y de la Oficina de Fomento Agropecuario y
Sanidad Animal de Mene Grande. El brote se concentré entre
la cuarta semana de Enero y la segunda semana de Marzo,
hallazgo que guarda estrecha relacién con la curva epidemica
en humanos para el mismo periodo, donde el mayor numero
de casos se ubico entre las mismas semanas, FIG. 2.

En la TABLA |, las observaciones registradas entre la
tercera semana de Febrero y la cuarta semana de Abril, indi-
can que la tasa de ataque promedio sobre 1818 vacas en pro-
duccidn fue de 53%. Del analisis de los casos en el personal
de las siete fincas, de acuerdo al tipo de actividad que realiza-
ban, se constatd que de 192 obreros, sélo los ordefiadores re-
sultaron afectados por la zoonosis, lo que representa el 31,4%,
TABLA L.
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FIGURA 1. CURVA EPIZOOTICA DE BROTE DE POXVIRUS EN BOVINOS.
DICIEMBRE 1994-ABRIL 1995, EDO. ZULIA.
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FIGURA 2. CURVA EPIDEMICA DE BROTE DE POXVIRUS EN HUMANOS.
DICIEMBRE 1994-ABRIL 1995, EDO. ZULIA.

TABLA |
DISTRIBUCION DE BOVINOS AFECTADOS POR FINCAS. EDO. ZULIA
(32 semana Febrero a 4° semana Abril, 1995)

Fincas Poblacion Bovina Vacas en Produccién
Total ENF TA(%)
Miraflores 1950 530 259 48
Santa Fe 1267 305 150 49
El Rodeo 2142 531 300 56
San Isidro 1152 226 200 88
Los Dos 574 126 36 29
Versalles 201 75 16 21
Betania 40 25 15 60
Total 7326 1818 967 53

ENF: Enfermas. TA: Tasa de Ataque.

DISTRIBUCION POR FINCAS DE LA TASA DE ATTgll]g EN HUMANOS (Febrero-Abril de 1995, Edo. Zulia)
Fincas Poblacion Ordenadores No Ordenadores T.A (%) Pob.

Obreros NE ENF (TA%) NG ENE Total
Miraflores 65 24 10 42 41 0 15,4
Santa Fe 40 18 12 67 22 0 30,0
El Rodeo 40 28 22 79 12 0 55,0
San Isidro 20 12 10 83 8 0 50,0
Los Dos 13 6 3 50 6 0 30,0
Versalles 10 6 3 50 4 0 23,1
Betania 4 2 1 50 2 0 25,0
Total 192 96 61 64 95 0 31,7

TA: Tasa de ataque.
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La investigacion retrospectiva permitio determinar que
en una de las fincas, donde se detectd inicialmente el proble-
ma, enfermaron en principio vacas en produccién, de un lote
de 800 bovinos gue habian sido traidos del Edo. Trujillo. Se
conocié ademas, que en el Edo. Mérida, en el municipio Alber-
to Adriani, ocurrid un brote de una enfermedad vesicular a fi-
nales de 1994, que afectd a las vacas en produccién y a los
ordefiadores simultdneamente, sin que se investigara el agen-
te causal.

En la zona norte del Edo. Tachira, a fines del afio 1994,
se registraron en el hospital de Coloncito, casos con lesiones
vesiculares en las manos, de personas que trabajaban como
ordefiadores en varias fincas, sin llegar a investigarse sobre la
causa de esta patologia.

Durante el afio 1994 se movilizaron 13162 bovinos para
la cria desde los estados Trujillo, Mérida y Téchira hacia el
Edo. Zulia, segun datos de las oficinas Técnicas de Estudio y
de las Unidades de Epidemiologia del Ministerio de Agricultura
y Cria de esos estados [3].

Inoculacion en monocapas de rifién fetal bovino

La observacion de frascos inoculados con las muestras
originales permitié detectar alteraciones en las monocapas a
partir de las 24 horas post-inoculacion, las cuales se hicieron
evidentes a las 48 horas, mientras que las monocapas de los
frascos controles permanecieron sin alteracion.

El efecto citopatico (ECP) progresé rapidamente y se ca-
racterizé por redondeamiento de las células, aspecto granulo-
so de los citoplasmas y desprendimiento. Despueés del segun-
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do pasaje, el ECP se desarrollé mas rapido, observandose al-
teracion en mas del 90% de la monocapa a las 72 horas post-
inoculacion. Se realizo reaislamiento del agente citopatogénico
a partir de las muestras originales con fines de confirmacion.

Inoculacién de huevos embrionados de pollo

Los embriones inoculados permanecieron vivos hasta el
quinto dia después de la inoculacion, momento en el cual se
sacrificaron. Se cosecharon las membranas corioalantoideas
(MCA) y se observd, especialmente en los sitios de inocula-
cion, la formacién de edemas, pustulas y pequenas vesiculas
en el 80% de los huevos inoculados.

Microscopia electrénica

La observacion al microscopio electronico permitié iden-
tificar particulas virales electrondensas con tamano aproxima-
do de 200-300 nm, de forma rectangular irregular o de ladrillo,
con una regién opaca central rodeada de una zona mas clara
de aspecto filamentoso, FIG. 3.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los hallazgos clinicos y la investigacién epidemioldgica
demuestran la presencia de una zoonosis, con caracteristicas
de enfermedad ocupacional, por ser Unicamente los ordenado-
res quienes padecieron la enfermedad. La enfermedad pudo
haber ingresado al municipio Baralt del Edo. Zulia, a través de
la introduccién de bovinos de los estados andinos, en los cua-
les aparentemente se habian registrado cuadros similares y de

FIGURA 3. MICROFOTOGRAFiA ELECTRONICA DE PARTICULAS VIRICAS AISLADAS DE LESIONES
VESICULO-PUSTULOSAS, TENIDAS CON ACIDO FOSFOTUNGSTICO. PARTICULAS CON CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS CORRESPONDIENTES A ORTHOPOXVIRUS. X 13.000.
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os cuales se movilizé una cantidad considerable de bovinos
nacia el estado Zulia [10].

Las caracteristicas de las lesiones y la evolucion de las
mismas, similares a las descritas por otros autores, en enfer-
medades causadas por poxvirus que afectan bovinos y huma-
nos, permitié hacer un diagndstico presuntivo de que el agente
=toldgico era un poxvirus [11].

Las alteraciones observadas en las MCA y las particulas
wirales aisladas en los cultivos de R.F.B., observadas al mi-
croscopio electrénico, confirmaron la hipétesis anterior, a la
v=z que se descartd la posibilidad de que se tratara del virus
2= la Seudoviruela bovina o Nédulo de los Ordefiadores,
miembro del Género Parapoxvirus, de forma ovoide y aparien-
=iz enrejada tubular, facilmente distinguible de los Orthopoxvi-
rus [5, 7).

El hecho de que el poxvirus aislado se replique tanto en
cuitivos de RFB como en MCA de embriones de pollo, confirma
= aseveracion anterior, dado que el virus de la Seudoviruela
oovina no se replica en la MCA de esos embriones, a diferencia
2= los miembros del género Orthopoxvirus que afectan a bovi-
~os y humanos, gue se replican en ambos sustratos [1].

De acuerdo al andlisis de los resultados obtenidos se
ouede sefalar que el agente etioldgico pertenece al género
Orthopoxvirus, miembro del grupo donde estéan los virus de la
Jiruela bovina y Vaccinia como las causas probables de la en-
‘=rmedad, ya que ambos ocasionan lesiones similares a las
cetectadas en las vacas y en los ordefiadores [6].

En general, los poxvirus de un mismo género estan anti-
Z=nicamente relacionados, dado que en su estructura presen-
=n antigenos de superficie que inducen a la produccién de an-
scuerpos, los cuales neutralizan a los miembros del género
nomdlogo, lo que dificulta su caracterizacién [14]; sin embargo,
—=diante la determinacion de indices neutralizantes con sue-
=os hiperinmunes de referencia es posible, en la mayoria de
os casos, llegar a la identificacion definitiva, tal como se hizo
=n un brote de Viruela ocurrido en bifalos [8]. No obstante,
otros investigadores se han visto en la necesidad de recurrir a
= Unidad de Viruelas de la Organizacién Mundial de la Salud,
czrz fines de confirmacién, tal como se hizo en la India para
un caso de viruela en camellos [4].

Existen vacunas experimentales en las cuales se uiiliza
=l virus Vaccinia para proteger contra infecciones por Viruela
Dovina, sugiriéndose su aplicacion en brotes de esta enferme-
2zd en humanos y animales [8]. Dado que en Venezuela no se
=plican vacunas por recombinantes en las que se utilice el vi-
rus Vaccinia, existe una mayor probabilidad de que el agente
=tiolégico sea el virus de la Viruela bovina, enfermedad que ha
sido descrita usualmente como ocupacional de los ordefiado-
r=s en el Reino Unido [6].

La Viruela bovina se transmite en forma directa o indi-
recta, la via principal es por contacto directo con liquido de

pustulas, vesiculas de las membranas mucosas, secreciones
oculares, moco o saliva de los enfermos. Puede producir epide-
mias con periodos silentes, como los reportados en Holanda, In-
glaterra, Francia y Brasil, en los que sélo se reportaron cinco
casos en un periodo de diez anos [3]. Otra posibilidad para ex-
plicar los periodos silentes en bovinos se presenta cuando las
lesiones no tienen la ubicacion tipica en la ubre y pezones, con-
fundiendo asi el diagnéstico clinico de la enfermedad [13].

Se ha reportado la ocurrencia de casos en humanos sin
que los bovinos se vean afectados [2]. Esto sugiere la posibili-
dad de que otras especies animales sirvan como reservorios o
vectores mecdnicos para el virus [12].

RECOMENDACIONES

Realizar una encuesta serolégica en los estados involu-
crados para determinar frecuencia y distribucién de bovinos en
contacto con el virus.

Investigar el papel que puedan jugar otras especies ani-
males, en la cadena de transmisian.
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