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  RESUMEN

  
    Ectima
      contagioso (EC) es una enfermedad infecciosa de la piel y de las 
      mucosas, altamente contagiosa y debilitante, que afecta principalmente a
      los ovinos y caprinos de todo el mundo. El agente etiológico de esta 
      enfermedad es el virus Orf (ORFV). En el presente estudio se describe la
      primera evidencia molecular del ORFV infectando a dos cabras 
      pertenecientes a una unidad de la provincia de Mayabeque en Cuba. Se 
      realizó el diagnóstico clínico de la enfermedad y se confirmó la 
      presencia del virus mediante PCR en punto final. Este estudio permitió 
      la identificación molecular del ORFV por primera vez en Cuba y sienta 
      las bases para la caracterización molecular del virus identificado.
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  ABSTRACT

  
    Contagious
      ecthyma (CE) is a highly contagious and debilitating infectious disease
      of the skin and mucous membranes mainly affecting sheep and goats 
      worldwide. The etiological agent of this disease is Orf virus (ORFV). 
      The present study described the first molecular evidence of ORFV 
      infecting two goats belonging to a unit in Mayabeque province in Cuba. 
      The clinical diagnosis of the disease was carried out and the presence 
      of the virus was confirmed by end-point PCR. This study allowed the 
      molecular identification of ORFV for the first time in Cuba and 
      established the basis for the molecular characterization of the virus 
      identified.
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    Ectima
      contagioso (EC) es una enfermedad viral cutánea, zoonótica y altamente 
      contagiosa que afecta principalmente a ovinos y caprinos; sin embargo, 
      se ha reportado en otras especies como alpacas, camellos y otros 
      rumiantes silvestres (1, 2, 3), con registros de casos ocasionales en perros que comen animales muertos infectados (4). 

    La enfermedad es causada por el virus Orf (ORFV), una especie del género Parapoxvirus (5) que también se conoce como dermatitis pustular 
      contagiosa, estomatitis pustular contagiosa, dermatitis labial 
      infecciosa, boquera o boca costrosa. La enfermedad se caracteriza 
      fundamentalmente por pústulas altamente infecciosas en los labios, la 
      lengua y alrededor de la boca (6). Eventualmente se pueden presentar lesiones en otras
      áreas del cuerpo como vulva, escroto, prepucio, ubre, pezones y rodetes
      coronarios (7).

    Ectima contagioso tiene una amplia 
      distribución mundial y una tendencia a ser estacional. Aparece durante 
      el verano en los animales en pastizales y en invierno en los estabulados
      (8). Numerosos brotes han afectado a pequeños rumiantes en varios continentes (9, 10, 11). En Europa se han documentado brotes en Grecia (12), Italia (13), Croacia (14), Finlandia (15), España (16) y el Reino Unido (17). En las Américas los brotes de ORFV se han 
      diagnosticado por veterinarios que reconocieron los síntomas clínicos de
      la enfermedad en Argentina (7, 18), Brasil (19), México (20, 21), Estados Unidos (1) y Cuba (8). 

    Históricamente, el diagnóstico presuntivo de
      la infección se ha realizado a través de la observación del cuadro 
      clínico, y la confirmación mediante el aislamiento viral a partir de las
      escaras y la observación de la partícula viral mediante microscopía 
      electrónica. En la actualidad, el método de diagnóstico aceptado 
      mundialmente es la detección e identificación del ADN viral mediante la 
      amplificación de secuencias específicas utilizando la técnica de PCR (22). Para el diagnóstico mediante esta técnica las 
      muestras de elección son los especímenes de costra seca obtenidos de 
      casos sospechosos de EC (23).

    En Cuba, EC es de notificación obligatoria, 
      pues pudiera confundirse con enfermedades exóticas graves de los 
      animales, como la fiebre aftosa y la estomatitis vesicular, por lo que 
      se encuentra ubicada dentro del Sistema Nacional de Vigilancia 
      Epizootiológica (SIVE). Abeledo et al. (8) reportaron un brote de EC en un rebaño caprino de 
      adultos estabulados en La Habana, en el que se detectó el ORFV por 
      microscopía electrónica (8). Hasta donde los autores conocen, no existe evidencia molecular de la presencia de este virus en Cuba. 

    El
      objetivo de este trabajo fue confirmar el diagnóstico clínico de EC 
      mediante la identificación del virus por PCR en punto final.

    En 
      una unidad de la provincia Mayabeque, entre los meses de septiembre y 
      octubre de 2023 se presentó un episodio compatible con EC en dos cabras 
      procedentes de una unidad de la provincia La Habana. Las cabras de siete
      meses de edad, de la raza Nubia Alpina y Saanen, estaban estabuladas y 
      se alimentaban con forraje king grass suministrado en las naves.

    Al
      realizar el examen clínico se observaron lesiones pustulosas y costras,
      alrededor de la boca y las fosas nasales, típicas del ORFV, lo que 
      sugería la presencia de este agente. Se ha señalado que la localización 
      más frecuente de las lesiones es en la boca, y podría confundirse con 
      las producidas por el virus de la fiebre aftosa; aunque en este caso las
      lesiones son erosivas y no vesiculares, por lo que se descartó esta 
      posibilidad.

    Durante el trabajo con los animales se cumplieron los
      estándares internacionales de bienestar animal para todas las muestras 
      de animales colectadas, siguiendo las normas para muestreo de animales 
      del Centro Nacional de Sanidad Animal (CENASA) del Ministerio de 
      Agricultura (MINAGRI) de la República de Cuba. Se empelaron los medios 
      de protección para minimizar el riesgo de la exposición del personal 
      técnico.

    Debido al potencial zoonótico del ORFV, el procesamiento 
      de las muestras y la extracción del ADN genómico viral se realizaron en 
      un laboratorio de nivel de seguridad biológica 2 con las buenas 
      prácticas del nivel 3. Como control positivo se empleó ADN de este virus
      que fue donado por el Laboratorio Central de Veterinaria (LCV Algete) 
      de España. El ADN del control positivo y de las muestras obtenidas de 
      los animales se extrajo utilizando el estuche comercial AllPrep® DNA/RNA
      Kits (Qiagen, Alemania). Brevemente, 5 mg de las muestras de costras se
      homogenizaron en el equipo MagnaLyzer (Roche, Alemania) durante 3 min a
      10 000 rpm y el ADN se extrajo, según las indicaciones del fabricante. 
      El ADN se resuspendió en 50 μL del buffer de elución y se conservó a -80
      °C hasta su uso posterior. 

    La detección del ORFV en las muestras
      se realizó mediante un ensayo de PCR en punto final con los cebadores 
      117-F/117-R descritos por Peralta et al. (18) (Tabla 1), que amplifican un fragmento de 802 pb del gen ORF117.

    Tabla 1.  Cebadores utilizados para la amplificación específica del ORFV./ Primers used for specific amplification of ORFV.
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                	117-F
                	ATGGCGTGCCTCAGGGTGTT
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                	802
              

              
                	117-R
                	TCAGCGCGCCGTCTGCAT
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    La
      reacción del PCR se realizó en un volumen final de 50 μL que contenía 
      25 μL de 1x GoTaq Flexi Green Master Mix (Promega, E.U.A), 10 mM de cada
      dNTP (Promega, E.U.A), 1,5 mM MgCl2 (Promega, E.U.A), (pH 
      8.5)], 0,5 μM de cada cebador (117-F/117-R), 5 μL del ADN y 18 μL de 
      agua libre de nucleasas (Promega, E.U.A). La amplificación se llevó a 
      cabo en un termociclador (Eppendorf, Mastercycler, Alemania); la mezcla 
      de reacción se incubó a 95ºC durante 2 min, seguido por 30 ciclos de 
      desnaturalización a 95ºC por 30 s, alineamiento a 60ºC por 30 s y 
      extensión a 72ºC por 1 min. La extensión final se realizó a 72ºC por 5 
      min.

    Las muestras amplificadas se analizaron por electroforesis en
      geles de agarosa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, E.U.A) al 2% en tampón 
      TBE 0,5X pH 8.4 (89 mM de Tris; 89 mM de Ácido Bórico; 2 mM de EDTA), se
      corrieron a 100 Volts y 60 mA en una cámara de electroforesis Maxiphor 
      2012 (LKB, Bromma, Suecia), durante 35 minutos. Los geles se tiñeron con
      Bromuro de Etidio (0,5 μg/mL) durante 15 minutos y los resultados se 
      visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta Macro Vue 
      (Pharmacia Biotech Inc., E.U.A). Se utilizó un marcador de peso 
      molecular de 100 pb (Promega, Madison, E.U.A).

    En la Figura 1 se muestra la localización de las lesiones, fundamentalmente en la 
      boca, el morro y la comisura labial. Se observa una abundante cantidad 
      de formaciones costrosas típicas del EC. Estas lesiones son similares a 
      las descritas por otros autores (8, 23). Los animales afectados disminuyeron la ingesta de 
      alimentos, lo que ocasionó anemia, pérdida de peso y debilidad física. 
      Esto también se ha reportado por Gameel et al. (24) quienes describen que en ocasiones por la 
      localización y gravedad de las lesiones, los animales dejan de comer, 
      beber y pierden peso, pudiéndose presentar muertes por inanición, 
      especialmente en animales jóvenes.

    
      
        
           
        
      

    

    Figura 1.  Lesiones compatibles con ectima 
      contagioso en cabras infectadas con ORFV. A-B. Lesiones pustulosas y 
      costras en boca, morro y comisura labial./ Lesions compatible with 
      contagious ecthyma in ORFV-infected goats .A-B. Pustular lesions and 
      scabs in the mouth, nose and labial commissure.

    Al analizar los resultados obtenidos por el PCR (Figura 2)
      se confirma que las lesiones observadas en los animales se corresponden
      con la presencia del ORFV en las tres muestras evaluadas. La muestra 1 
      corresponde a lesiones del animal A y las muestras 2 y 3 son muestras de
      lesiones diferentes correspondientes al animal B. Se observaron 
      fragmentos de amplificación de la talla esperada, correspondiente a 802 
      pb, para cada una de las muestras y el control positivo. 

    
      
        
           
        
      

    

    Figura 2.  Electroforesis en gel de agarosa (2%)
      del PCR en punto final para la detección del virus de ectima 
      contagioso. Línea PPM: Marcador de peso molecular 100 pb (Promega, 
      E.U.A); Línea 1: Muestra 1 (A); Línea 2: Muestra 2 (B); Línea 3: Muestra
      3 (B); Línea 4: Control positivo, Línea 5: Control negativo (agua libre
      de nucleasas). / Agarose gel electrophoresis (2%) of the end-point 
      PCR for the detection of ecthyma contagious virus. MWM line: 100 bp 
      molecular weight marker (Promega, USA); Line 1: Sample 1 (A); Line 2: 
      Sample 2 (B); Line 3: Sample 3 (B); Line 4: Positive control, Line 5: 
      Negative control (nuclease-free water).

    Si bien la 
      confirmación de la presencia del ORFV se puede realizar mediante 
      diferentes técnicas, algunas presentan limitaciones en el diagnóstico. 
      La microscopía electrónica de la costra, de una pequeña biopsia o de 
      líquido de la lesión es muy empleada pero no distingue el ORFV de otros parapoxvirus;
      también se puede emplear la histopatología e intentar el aislamiento 
      del virus pero el ORFV crece lentamente y no siempre se puede aislar. La
      detección de antígenos virales se puede utilizar en la investigación, 
      pero no de manera habitual para el diagnóstico. Estas técnicas presentan
      algunos inconvenientes que son superados por los ensayos de PCR, por lo
      que estos constituyen una herramienta muy útil para el diagnóstico 
      definitivo del agente y han demostrado ser una técnica rápida y efectiva
      (22). 

    De acuerdo con algunas investigaciones 
      realizadas en Italia, país en el que se presentaron 19 brotes, ocurridos
      en Puglia y Basilicata entre 2012 y 2014, la prueba de PCR resultó ser 
      el método de diagnóstico más sensible para el diagnóstico del ORFV (13). La rapidez del ensayo facilita una pronta respuesta
      al productor y la implementación del tratamiento sintomático de los 
      animales afectados, para prevenir el contagio a otros lotes de animales 
      del campo (22).

    Teniendo en cuenta que en la unidad de 
      destino no existe referencia anterior de presentación de esta 
      enfermedad, esto hace pensar que las cabras hayan contraído EC en la 
      unidad de procedencia. Está documentado que el estrés ambiental 
      incrementa la sensibilidad de los animales a padecer esta enfermedad (25). En la unidad de procedencia (unidad de La Habana) los animales estaban en pastoreo y consumían king grass, mientras que en la unidad de destino (unidad de Mayabeque) estaban estabulados y se alimentaban con forraje king grass suministrado en las naves. Por lo que esto, unido al traslado y al 
      cambio de lugar, pudieron ser las casusas que favorecieron la 
      presentación de la enfermedad. Por esta razón, se recomienda que siempre
      que se incorporen nuevos animales en una unidad se debe realizar una 
      visita al lugar de procedencia para conocer el estatus sanitario de los 
      animales, ya que estos pueden estar incubando enfermedades altamente 
      contagiosas como el EC (26).

    Se debe prestar especial atención a esta 
      enfermedad ya que el EC es una zoonosis y puede ser transmitida a los 
      seres humanos, presentándose principalmente con lesiones agudas en la 
      piel. Puede afectar a las personas que manejan a los animales infectados
      sin medidas de protección adecuadas (27, 28, 29, 30). En este trabajo no se detectó ningún caso en el personal que manipulaba los animales.

    
      CONCLUSIONES

       ⌅
      Se
        confirmó mediante PCR que el cuadro clínico observado en los animales 
        se produjo por el ORFV, lo que constituye la primera evidencia molecular
        de este virus en Cuba.
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