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INTRODUCCION

Las zoonosis son enfermedades infecciosas que han pasado de un ani-
mal a humanos y representan un gran porcentaje de todas las enfer-
medades infecciosas recientemente identificadas, asi como de muchas
de las ya existentes. Los patégenos zoondticos pueden ser bacterias,
virus, parasitos o agentes no convencionales que se contagian a los
humanos por contacto directo o a través de los alimentos, el agua
o el medio ambiente. Representan un importante problema de salud
publica en todo el mundo debido a nuestra estrecha relacién con los
animales en el medio agricola, la vida cotidiana (animales de com-
pafiia) o el entorno natural. La Organizacién de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), la Organizacién Mundial
de Sanidad Animal (OIE) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
se han comprometido a fortalecer la coordinacion multisectorial y los
esfuerzos para combatir las amenazas para la salud publica deriva-
das de las interacciones entre humanos, animales y medio ambiente.
Algunas de estas enfermedades son subdiagnosticadas porque no se
emplean diagndsticos confirmatorios y pueden ser confundidas sobre
todo en los grandes centros urbanos (Steinhart, 2005). Las enferme-
dades producidas por poxvirus se encuentran entre este grupo de po-
sibles diagnosticos indefinidos y aunque no son graves, merecen ser
tenidas en cuenta por los centros de salud de las regiones ganaderas.
Los retrasos en la confirmacion de infecciones humanas pueden re-
sultar en un tratamiento inadecuado o una recuperacion prolongada,
El reconocimiento temprano de las infecciones asociadas al poxvirus
y la aplicacién de medidas preventivas adecuadas pueden reducir la
propagacion del virus entre los animales y sus duefios (Tack & Rey-
nolds, 2011). El objetivo del articulo es describir el diagnéstico de una
enfermedad zoonética producida por un Parapoxvirus incluido dentro
de la familia Poxvidae mediante la intervencién interdisciplinaria de la
medicina humana, la animal y el diagnéstico especializado.

MATERIALES Y METODOS

En el mes de junio de 2021, un productor ganadero del partido de
General Villegas realizé una consulta médica por una serie de lesiones
que aparecieron en una de sus manos. El paciente relaté al médico y
al médico veterinario de su establecimiento que diez dias antes habia
realizado un tratamiento de rehidratacion con sonda gastrica a dos
terneros en mal estado recientemente ingresados por compra. En el
procedimiento, recordd que recibié lesiones dentarias. Considerando
este historial y por el aspecto clinico de las lesiones, el médico y el
veterinario intervinientes sospecharon de una posible infeccion por
Parapoxvirus. Con intervencion de un cirujano se extrajeron dos mues-
tras de piel de una de las lesiones, de las cuales una se envié a un la-
boratorio local para su andlisis histopatoldgico y la otra, al laboratorio
de Epidemiologia Molecular de Virus del Instituto de Biotecnologia de
INTA Castelar (IABIMO-INTA) para el diagnéstico molecular.

El diagnéstico histopatolégico se realizé de la siguiente manera. Lue-
go de un estudio macroscépico, la pieza ingresd en una capsula al
procesador automatico, en donde pasé por diferentes alcoholes, xilol y
parafinas. Luego de la inclusion en parafina se hicieron cortes seriados
en micrétomo. Los cortes se pegaron en portaobjetos en la estufa de

cultivo y luego se colorearon con Hematoxilina y Eosina.

Para realizar el diagnostico molecular, la muestra de tejido epitelial, de
0.6 x 0.3 cm, fue congelada y enviada refrigerada desde Gral. Villegas
hasta el laboratorio IABIMO-INTA. La extraccion del ADN se realizd
mediante el kit comercial “QIAamp DNA mini kit" de QIAGEN. EI ADN
extrafdo se cuantificé en un espectrofotémetro Nanodrop 1000, ob-
teniéndose un rendimiento de 23 ng/ul. La muestra recibe el nombre
interno: “G.V.21".

En cuanto al andlisis por PCR, en primer lugar, se descartd la presencia
de inhibidores de la reaccién de PCR en el ADN obtenido, median-
te una PCR control que amplifica un gen endégeno de mamifero. A
continuacion, se realizaron dos PCR diagnésticas, una para detectar
genoma de virus pertenecientes al género Orthopoxvirus y la otra para
detectar genoma de virus pertenecientes al género Parapoxvirus (Inos-
hima et al; 2000)

Para realizar la secuenciacion, el producto amplificado en la PCR
diagnostica fue purificado y enviado al servicio de secuenciacién del
IABIMO. La secuencia obtenida fue analizada mediante el programa
BioEdit. Se realizé un alineamiento mdltiple con secuencias de Para-
poxvirus disponibles y mediante el software Mega X, empleando el
algoritmo de Neighbor-Joining y el método evolutivo de Kimura 2P.
Se obtuvo un arbol filogenético que permitio la identificacion de la
muestra.

RESULTADOS
Los cortes histologicos mostraron la epidermis con intensa espongiosis
la cual generd multiples microvesiculas intraespinosas y la formacion
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Foto 1. Resultado de las PCR diagnosticas. En la imagen de la izquierda se
observa la electroforesis de las amplificaciones obtenidas en la PCR diagnos-
tica de Orthopoxvirus. En la imagen de la derecha, se observa la electroforesis
de las amplificaciones obtenidas en la PCR diagnostica de Parapoxvirus. Neg:
ADN de tejido epitelial sano, GV21: muestra en estudio, M: marcador de peso
molecular de 100pb; (+)MVA: ADN Orthopoxvirus positivo; (+)ORFV: ADN Pa-
rapoxvirus positivo.
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Tabla 1. Infecciones por poxvirus en humanos. Adaptado de Bohelay & Duong (2017).

Transmision

Género Virus Distribucion Reservorio AL Frecuencia Grupo de riesgo
Vacuna - Desconocido posible - vacunados
Viruela - si erradicada
R. Unido Europa Pequefios roedores, Propietarios de
Cowpox "~ Rusia P g at0s ' i raro ratas o gatos
. 9 domésticos
Ortopoxvirus ;
Monkeypox Algunosfr[i)ca;ses de Ardillas / roedores si raro Nifios
Buffalopox India Bufalo de agua si raro Ganaderos
Cantagalo y Ara- g q
e Brasil Bovinos, roedores raro Ganaderos
. . Productores ovinos
orf Mundial Ovejas, cabras raro raro y caprinos
Pseudocowpox Mundial Bovinos raro frecuente Tambﬁ;c:iso\éeter|-
Parapoxvirus Estomatitis Papular . ; Tamberos veteri-
Bovina Mundial Bovinos raro frecuente narios
Deerpox Colonias de ciervos Ciervos No raro cazadores
) Adiestradores
Sealpox Colonias de focas Foca No raro cuidadores

de una gran ampolla su epidérmica que la separé de la dermis papilar.
La ampolla contenia material fibrinohematico y leucocitario. El estrato
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Foto 2. Andlisis filogenético entre la muestra del paciente (GV21) y otros Pa-
rapoxvirus (PPV). Arbol filogenético obtenido con el método de Neighborg-Joi-
ning y basado en el amplicén de 590pb de la PCR diagndstica para PPV. Las
secuencias de los otros PPV usados en este andlisis, fueron obtenidas del banco
de datos publico GeneBank. Se remarca en color verde la muestra GV21 y
remarcado en color violeta se indica un aislamiento argentino de Estomatitis
?apula)r Bovina (BPSV). Virus Orf o Ectima Contagioso (ORFV). Pseudocowpox
PCPV).

corneo se encontrd preservado y de aspecto ortoqueratésico. La der-
mis mostrd moderado infiltrado inflamatorio linfocitario perivascular
asociado a escasos eosindfilos. Con las técnicas utilizadas no se iden-
tificaron microorganismos, ni efectos citopaticos virales. Los hallazgos
histoldgicos correspondieron a una ampolla subepidérmica por una
dermatitis espongiotica aguda/subaguda. Aunque esta lesion no es
confirmatoria, es compatible con lesiones producidas por Paramixovi-
rus. En cuanto al andlisis por PCR, sdlo se obtuvo amplificacion espe-
cifica en la PCR diagndstica de Parapoxvirus (Foto 1), confirmando asf
el diagnéstico clinico.

El producto de amplificacién de 590pb fue purificado y enviado a se-
cuenciacion para la identificacion del agente causal. Con la secuencia
obtenida se realizé un alineamiento multiple con secuencias dispo-
nibles de distintos Parapoxvirus. Se realizd una matriz de distancia
para determinar el grado de identidad nucleotidica. Para la muestra
GV21 analizada se obtuvo una identidad de 84-85% con secuencias
de Estomatitis Papular Bovina (BPSV), de 93-94% con secuencias de
Virus Orf o Ectima Contagioso (ORFV) y de 98,5-99% con secuencias
de Pseudocowpox (PCPV).

En el arbol filogenético (Foto 2) se puede observar que la muestra
analizada agrupa con las demas secuencias de PCPV. De esta manera,
se confirmé que el agente causal de la lesion epitelial observada en el
paciente, fue el virus PCPV.

DISCUSION

Las infecciones por poxvirus son frecuentemente responsables de ma-
nifestaciones cutaneas, algunas son muy frecuentes y benignas (mo-
lusco contagioso), mientras que otras son excepcionales, pero poten-
cialmente graves, tales como las causadas por virus Cowpox (VCPX).
Si bien sélo el virus de la viruela y el del molusco contagioso tienen
un reservorio humano y una transmisién interhumana, la mayoria de
las infecciones por poxvirus son zoonosis con un reservorio animal
distinto (Tabla 1)

Los virus ORFV, PCPV y BPSV integran el género Parapoxvirus, familia
Poxviridae; son virus epiteliotrépicos que infectan rumiantes domés-
ticos y silvestres, aunque ocasionalmente pueden afectar al hombre
(Fleming & Mercer, 2007). La PCPV y BPSV que integran el género
Parapoxvirus son los mas asociados a bovinos aunque también hay
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reportes en otras especies como bisonte americano (Shivanna et al
2020), renos (Hautaniemi, 2010) y dromedarios (Gelaye, E., et al
2016).

Conocida como Paravaccinia, Pseudo Viruela o Nodulo del ordefiador,
la PCPV es una enfermedad ocupacional de los tamberos, operarios
ganaderos y veterinarios, pero también afecta a las personas que ma-
nipulan carne fresca (Groves et al 1961). Es endémica entre el ganado
bovino, causando lesiones en la ubre, tronco, patas y cavidad bucal
como una estomatitis papular bovina (Barraviera et al, 1997; Barra-
viera, 2001)

La infeccion humana es accidental y ocurre por contacto directo o
través de fomites contaminados. La transmisidn entre persona atn no
se ha descrito. El periodo de incubacién varfa entre 5y 15 dfas (Barra-
viera et al 1997; Arranz et al 2000)

Clinicamente, la lesion se manifiesta en papulas eritematosas aplana-
das (Foto 3) que, al cabo de unos dias, se transforman en nodulos eri-
tematosos violaceos firmes (Foto 4). La piel se vuelve opaca y grisécea
con pequefias costras y depresion central (Foto 5). Generalmente, hay
eritema alrededor de los nédulos. En la mayoria de los casos existen
de dos a cinco nédulos que pueden ser solitarios o numerosos, loca-
lizados con mayor frecuencia en las manos, particularmente en los
dedos, y ocasionalmente en la cara (Barraviera et al 1997; Arranz et al
2000). El paciente de este escaso tuvo curaciones y control ambulato-
rio y recibi¢ el alta seis semanas después.

Foto 3. Mano del paciente con las lesiones a los 5 dias de iniciados los sin-
tomas

Foto 4. Evolucion de las lesiones después de 8 dias del inicio de los sintomas

El diagnostico de la enfermedad en general se basa en el historial
del paciente, los signos clinicos, la histopatologia y la microscopia
electrénica, aunque para el diagnéstico definitivo y preciso es nece-
sario un analisis molecular. La histopatologia, técnica de diagndstico
mas utilizada, muestra hiperqueratosis, paraqueratosis y acantosis
de la epidermis, que generalmente presenta vesiculas multiloculares,

Foto 5. Evolucion de las lesiones después de 35 dias del inicio de los sintoma
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degeneracion reticular y células en forma de globo. Los cuerpos de
inclusion eosinofilicos en el citoplasma de las células epidérmicas va-
cuoladas son caracteristicos, pero no se observan en todas las etapas
de la enfermedad. La dermis presenta infiltrado inflamatorio, predo-
minantemente mononuclear y gran cantidad de eosindfilos. Incluso
en ausencia de inclusiones como lo observado en este caso, se puede
demostrar la presencia del virus mediante microscopia electrénica,
donde aparece en forma cilindrica. Esta formado esencialmente por
ADN, envuelto por una capsula menos densa y mide 140x310nm;
generalmente, las particulas virales maduras se localizan en la capa
corneal (Arranz, et al 2000, Groves, et al 1961).

Las lesiones producidas por Parapoxvirus en humanos suelen ser be-
nignas, aunque dolorosas, autolimitantes y remitir en 4-8 semanas
(Arranz, et al 2000, Barraviera, et al 1997). Esta zoonosis ocupacional
muy pocas veces es diagnosticada de forma correcta. Esto puede de-
berse a diversos factores como, las infecciones por Parapoxvirus en el
ganado no son de declaracién obligatoria, por lo tanto, no quedan
registros de estos eventos. Otro factor importante es que el personal
médico (especialmente de grandes centros urbanos) no esté familiari-
zado con la enfermedad para su reconocimiento.

En Argentina, al igual que en el resto del mundo, esta zoonosis esta
subdiagnosticada. Existe un reporte en la revista de Dermatologia
Argentina de 2018 (Panizzardi, et al 2018) donde se presentan tres
casos en humanos en los cuales el diagnéstico de la infeccion por
Parapoxvirus se hace por la informacion clinica, patoldgica y la anam-
nesis. En estos casos no se realizd una microscopia electrénica para
visualizar la estructura caracteristica de estos virus, asi como tampoco
se realizé un andlisis molecular para identificar la especie viral respon-
sable de la infeccién.

En el presente diagnostico, la sospecha del médico clinico y los veteri-
narios fueron apoyados por el anélisis molecular, que no sélo descarté
la posibilidad de otros poxvirus, sino que logré ademés la identifi-
cacion de la especie de Parapoxvirus que causo la infeccion. Hasta
donde sabemos, se trata del primer registro e identificacion molecular
de PCPV en nuestro pais.

CONCLUSION

En este trabajo, se muestra cémo el trabajo interdisciplinario, entre el
médico clinico, médicos veterinarios que asesoraron y coordinaron y
el personal de laboratorio de diagnéstico molecular, condujo al diag-
nostico correcto de una infeccion por Parapoxvirus, identificando al
agente causal como PCPV.
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