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Enfermedades Infecciosas

Prevalencia de anemia infecciosa equina (A.LE.),
en San José del Nus, Antioquia, 1994
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Cano, EJ. Mepico VETERINARIO. ZAPATA, M. BACTERIOLOGA ¥ LaBorATORISTA CLiNICO

Introduccion

La anemia infecciosa equina es una enfermedad
causada por un retrovirus. No cuenta para su
prevencion con una vacuna eficaz que proteja contra
las variantes antigénicas del vitus; por ello su amplia
distribucién mundial. Su impacto econémico es
grande, ya que los équidos afectados disminuyen su
capacidad de trabajo en labores agropecuarias y en
el transporte de productos®.

Por todo lo anterior y debido a la falta de
investigaciones epidemiologicas recientes en nuestro
medio, se realizé un estudio cuyo objetivo fue
determinar la prevalencia de la anemia infecciosa
equina en équidos en condiciones de campo.

Materiales y métodos

Mediante el método aleatorio simple se realizo
un muestreo serologico para la anemia infecciosa
equina en équidos del corregimiento de San José del
Nus; se calculé un tamafio de muestra de 86
animales, a partir de una poblacion de 800
équidos pertenecientes a dicho corregimiento, con
un error permitido del 10% y un limite de confianza
del 95%. Los animales elegidos fueron de ambos
sexos, de las especies mular y caballar, los cuales se
dividieron en tres grupos (1 - 5.9 anos, 6 - 9.9 anos y
un = 10 afios). No se tomaron asnos por ser su nimero
poco representativo en la poblacién, ni animales
menores de 1 afio por considerarlos con anticuerpos
maternos (2,8).

El procedimiento de los sueros se realizé mediante
la prueba de inmunodifusion en gel de agar descrita
por Coggins y Norcross, utilizando un kit de
anticuerpos contra anemia infecciosa equina (Pitman,
Moore, Inc. Mundelein, IL, USA), dotado de un
antigeno glicoproteico especifico y controles
positivos. El gel de agar se prepard al 1% en buffer
borato a ph 8.6 (1,6).

Los resultados obtenidos se expresaron mediante
promedios de positividad y negatividad para la

técnica y se empled la prueba X? para determinar
asociacion estadistica con las variables edad, sexo y
especie.

Resultados

Se realizé un estudio de prevalencia en un total
de 100 sueros, de los cuales 4 resultaron con reacciéon
de anticuerpos precipitantes para anemia infecciosa
equina, lo que equivale a un 4% de positividad, con
un intervalo de confianza +0.10, a un nivel del 95%
(0.04+ 0.10). Se encontrd asociacion estadistica
significativa entre la presencia de anticuerpos
precipitantes para anemia infecciosa equina y
animales con una edad superior a 10 anos, no se
observo relacion entre la positividad a la enfermedad
y las variables sexo y especie.

Discusion

La prevalencia de anemia infecciosa equina
encontrada en este estudio, en San José del Nus, es
baja al compararse con trabajos previos en el
departamento de Antioquia y otras regiones del pais
(4, 5, 6, 7), esto puede deberse a variaciones en los
resultados con el paso del tiempo, a diferencias en el
sistema de muestreo y tamano de muestra o a
condiciones ecoldgicas propias de la zona. Teniendo
en cuenta que el método de muestreo en esta
investigacion se llevé a cabo con base en un disefio
estadistico, se deduce que los resultados obtenidos
corresponden a la situacion real de la enfermedad
en esta region.

En este trabajo se encontro asociacion estadistica
entre animales con edades superiores a 10 anos y
positividad para la enfermedad, observacién que
aunque estd en desacuerdo con trabajos anteriores
en el pais (6), constituye un hallazgo que confirma a
la anemia infecciosa equina como una enfermedad
esencialmente créonica, la cual necesita para su
transmision largos periodos de convivencia mutua
entre las especies susceptibles.
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Estudio serolégico de la parvovirosis en un consultorio de
la ciudad de Medellin
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Introduccion

La parvovirosis es uno de los problemas
infecciosos que con frecuencia afecta a la poblacion
canina en nuestro medio.

Esta entidad clinica, caracterizada por una
gastroenteritis hemorrdgica y una alta morbi-
mortalidad, es producida por un miembro de la
familia parvoviridae, que ataca principalmente a los
cachorros entre los 6 y las 24 semanas de edad, ya
que los perros adultos son generalmente inmunes,
bien sea como resultado de la vacunacién o por la
infeccion natural (1).

El objetivo del presente estudio fue determinar
por la prueba de la inhibicién de la hemoaglutinacién
(HI), los niveles anticuerpos contra la parvovirosis
en caninos que llegaron a consultar a un centro
veterinario de la ciudad de Medellin.

Materiales y Métodos

En este estudio se analizaron sueros provenientes
de 29 caninos atendidos en el consultorio de la zona
noroccidental de la ciudad de Medellin, en la segunda
quincena de septiembre de 1995 y con vacuna contra
parvovirosis canina, vigente a esa fecha.

Muestra. Se tomaron 5cc de sangre de la vena
cefélica, se dejo coagular, se colocod en refrigeracion

durante 2 horas, el suero se empacd en viales y se
congelo, cuando se completaron las 29 muestras se
transportaron al Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de
la Universidad de Antioquia, alli se centrifugaron a
2.000 revoluciones por minuto durante 10 minutos y
el sobrenadante se inactivé a 56 grados por 30
minutos en bafno maria.

Inhibicién de la hemoaglutinacién. Se tomaron
50 microlitos (ul) de suero inactivado y se mezclaron
con 450 ul de PBS con 1% de albiimina sérica bovina
dilucion (1:10), luego se adicionaron 50 ul de glébulos
rojos de cerdo al 50% se agité y se incub6 a 4 grados
durante 18 horas, se centrifugé a 1.000 rpm durante
10 minutos, con el sobrenadante se realizaron
diluciones dobles, iniciando en 1:20 y hasta 1:10.240,
a cada una de éllas se le adicionaron 8 unidades
hemoaglutinantes (U.H.A.), por 50ul de antigeno,
posteriormente se colocé a temperatura del
laboratorio durante una hora, se adiciond a cada
sistema reaccionante 50 ul de globulos rojos de cerdo
al 1% en PB.S., a un pH de 7.2, a continuacién se
incubd dos horas a cuatro grados centigrados,
momento en el cual se efectud la lectura de la prueba.
El titulo de cada suero fue el reciproco de la dilucion
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mas alta donde estaba francamente inhibida la
hemoaglutinacion, siempre se montaron controles de
suero positivo, negativo y de las 8 U.H.A. (2)

Resultados

Por el método de la inhibicién de la
hemoaglutinacién se determinaron los titulos de
anticuerpos contra la parvovirosis en 29 caninos,
los cuales variaron entre 1:20 hasta 1:2560.

Los titulos mayores fueron: 1:2560 (5/29) 17.2%,
seguido por: 1:1280 (2/29), 1:640 (3/29), 2:320 (4/
29), 1:160(5/29), que corresponden al 6.9, 104, 13.7
y 17.2%, respectivamente, lo cual se observa en la
tabla 1.

Tabla 1

Titulos de anticuerpos contra la parvovirosis canina
en un consultorio de la ciudad de Medellin, por la
prueba de HI 1995

Titulo (UI) Numero Porcentaje
-20 3 10.4
40 4 13.7
80 3 104
160 5 17.2
320 4 13.7
640 3 10.4
1280 2 6.9
2560 5 17.2
29 100
Discusion

En el trabajo realizado por Margollet citado por
Rejas et al (3), se consideran animales protegidos
contra la parvovirosis canina, los que en la prueba
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de inhibicién de la hemaglutinacion, alcanzaron
titulos de 1:128 6 mayores (19/29) y desprotegidos
los que dieron titulos de 1:80 6 menores (10/29).

Se considera necesario realizar pruebas
seroldgicas en cachorros que llegan a los consultorios
con el fin de determinar si la inmunidad maternal
esta por debajo de titulos de 1:10 y en tal caso
proceder a la inmunizacion para impedir la
interferencia de los antigenos vacunales (4).

Debido a la carencia de estudios sobre la
inmunologia de la parvovirosis en Colombia, es
necesario definir y evaluar un esquema de
inminizacion seguro para los cachorros provenientes
de reproductoras con altos titulos de anticuerpos.

Esta investigacion permitié adaptar la técnica de
HI en el laboratorio de microbiologia, lo cual hace
posible la realizacion de futuros estudios tendientes
a esclarecer dudas e inquietudes sobre la parvovirosis
canina en Antioquia.
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Deteccion de animales persistentemente infectados con el
virus de la diarrea viral bovina
mediante el cultivo de células polimorfonucleares®

Jaro Jamme, DMV, MSc.; Luis Carios Viceamin, DMV, PuD.; Victor Vira, DMV. MSc.;
Groria Ramirez, DMV, MSc. PrROFESORES DE La FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y DE
ZOOTECNIA DE LA UNIVERSIDAD Nacionat peE COLOMBIA

Introduccién

El Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB), se ha
convertido en uno de los agentes mds importantes
para la produccion pecuaria mundial; los reportes

internacionales senalan que mas del 50% de la
poblacion bovina es serorreactora a este agente.

La importancia de la DVB, desde el punto de
vista cientifico y econémico, radica en el amplio
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espectro de enfermedades que estan asociadas a
su presentacion: infecciones Subclinicas, formas
agudas y cronicas, inmunosupresion, problemas
reproductivos (repeticiéon de servicios, aborto,
momificaciones, retardo en el crecimiento),
defectos congénitos, inmunotolerancia e infeccion
persistente y la enfermedad de las mucosas.

Dentro de la epidemiologia de la enfermedad, uno
de los eslabones mas importantes y tal vez la llave
para el control de la misma lo constituyen los
animales persistentemente infectados (PI). Estos
bovinos tienen como caracteristica el ser
seronegativos o con reactividad minima al virus;
fenomeno adjudicado a que son bovinos que antes
de alcanzar la plena madurez del sistema inmune en
su estado fetal se infectaron con un virus biotipo no
citopdtico (NCP), haciéndolos inmunotolerantes y
con capacidad de eliminar de forma constante virus
al medio.

Sibien es clara la presencia viral en nuestro medio
y los efectos que éste produce sobre la reproduccion
y produccion de los animales, hasta el momento no
se habia abordado un estudio que demostrase la
presencia de los animales PI, los cuales siempre han
sido diagnosticados como libres de la enfermedad
por serologia.

Metodologia

Para detectar los bovinos PI se partié de un
estudio seroldgico longitudinal realizado sobre tres
fincas lecheras de la Sabana de Bogota durante un
ano, luego del cual se seleccionaron los bovinos que
permanecieron seronegativos como sospechosos de
ser PI con VDVB. Se hizo sangria de los animales y
se procedi6é a realizar separacion del paquete de
células poliformonucleares por medio de gradientes
en Ficoll-Hypaque; posteriormente las células fueron
cultivadas in vitro y estimuladas mitogénicamente
con Phytohemaglutinina A. Luego de 96 horas de
cultivo las células se fijaron y se sometieron a la
prueba de inmunoperoxidasa indirecta (IPI) con el
objeto de realizar aislamiento viral utilizando
conjugados anti VDVB, tanto citopatico (CP) como
NCP, obtenidos en conejos para la presente
investigacion.
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Resultados

De los 26 animales usados para la deteccion (14
seronegativos y 9 seropositivos) se logré confirmar,
por medio de la prueba de IP], la presencia viral en
todos los bovinos que eran positivos por
seroneutralizacion siendo el grado de asociacion
entre las dos pruebas perfecta (100%).

En los bovinos seronegativos se hizo manifiesto
un alto grado de reconocimiento al virus por los
anticuerpos anti CP y NCF, siendo mayor para los
primeros. Con el AC anti CP se reconocio como
positivo el 82.6% de los seronegativos, mientras que
con el anti NCP fue del 56.52% indicando la presencia
de animales PI con capas NCP.

También se evidencio la reaccion cruzada
existente entre los dos biotipos virales demostradas
por una coincidencia en el reconocimiento viral del
71% de los casos empleando los dos tipos de
anticuerpos. En el grupo de animales seronegativos,
4 de éllos no mostraron reacciéon que evidenciara la
presencia viral y por tanto fueron diagnosticados
como libres del VDVB.

Discusion

Mediante esta investigacion se logro establecer,
utilizando la técnica inmunoperoxidasa en
cultivos de células PMN, la presencia de
animales persistentemente infectados con el
VDVB en hatos lecheros de la Sabana de Bogota,
los cuales, hasta el momento, no se habian
diagnosticado, descubriéndose por tanto el
eslabon mas importante dentro de la
epidemiologia de la enfermedad; estos bovinos
seguramente estan diseminando la enfermedad
y aseguran que perdure en el ecosistema.

Dentro del gran conjunto de pruebas destinadas
al diagnostico de animales PI con el BDVB, el cultivo
de células PMN constituye una importante opcion
ya que aprovecha el tropismo del VDVB por este tipo
celular y adicionalmente al ser posible su
proliferacion mediante el uso de mitégenos se puede
activar la replicacion viral in vitro, lo cual contribuye
a facilitar el diagndstico, especialmente en aquellos
animales en los cuales las pruebas serologicas e
inmunoenzimaticas lleven a dudas para declarar a
un animal como PI.

" Este trabajo forma parte del proyecto “Estudio prospectivo de limitantes
de salud en ganado lechero en las dreas de la meseta de la Sabana de Bogotd

y del valle de Ubaté” financiade por Colciencias.
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Evaluacion del tratamiento de semen bovino con anticuerpos especificos
contra la rinotraqueitis infecciosa bovina (RIB)
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Introduccion

El HVB-1 es un patdégeno de los bovinos
econémicamente importante y asociado con una
variedad de sindromes clinicos, entre otros
respiratorios pero también infecciones genitales,
abortos y encefalitis (1,3). La forma respiratoria
solo fue reconocida en los estados Unidos a mediados
de la década de los 50, mientras la forma genital habia
sido conocida en Europa desde mediados del siglo
XIX. La vulvovaginitis, la balanopostitis y el aborto
son los signos caracteristicos de esta forma de la
enfermedad, que se asocia con transmision venérea,
si bien la principal forma de transmisién es la
respiratoria (1,7).

Como todos los herpesvirus, el de la RIB produce
infecciones latentes, de donde el virus puede
reactivarse para ser excretado por diferentes vias;
entre otras, el virus se ha aislado de semen, razon
por la cual en Colombia la congelacién de semen de
toros positivos no es legalmente permitida (4).

Una de las preocupaciones mayores de este grupo
de investigadores es la conservacion del ganado
blanco orejinegro (BON) como fuente de material
genético adaptado al tropico colombiano, para
eventuales programas de mejoramiento de razas
foraneas.

Incidentalmente se ha encontrado que la mayoria
de toros de la raza BON, de la mas alta seleccion en
Antioquia se encuentran infectados con HVB-1 (6);
por esta razén hemos propuesto este proyecto de
investigacion tendiente a caracterizar la relacion

virus-semen, y a tratar de curar por medios
inmunoldgicos el semen bovino supuestamente
infectado, para tratar de salvar este potencial
genético.

Materiales y Métodos

Inmunizacion de las aves. Cuando se inicio este
estudio se plante6 un protocolo de inmunizacion en
aves que ha sido repetido hasta la fecha en tres
oportunidades sin haber obtenido, en ninguna de
éllas, los resultados esperados.

El método descrito por Arboleda y Cols (2) para
el primer ensayo en la linea Lohman Selected
Leghorn fue reproducido en otras dos lineas durante
1995, la Dekalb Gold (aves semipesadas, y la Hy Line
W-36 (livianas).

En el primero de estos dos lotes se realizaron 5
inmunizaciones en las semanas de produccién 6, 7,
10, 13 y 17 con adyuvante completo de Freund mas
10° DI del Herpesvirus Bovino-1 (HVB-1) en un
volumen de 1cc (0.5 y 0.5), en la primoinoculacion y
desafios con agente solo en las inoculaciones
sucesivas. Las pruebas de neutralizacion en suero
sanguineo se realizaron en las semanas 8, 12 y 18 de
postura.

En el segundo de estos lotes, aun en estudio, se
han realizado también 5 inoculaciones en las semanas
de postura numeros 14, 15, 17, 18 y 20. En este caso
como en el anterior, se repitio el protocolo hasta la
cuarta inoculacion, pero en vista de la escasa
respuesta lograda y de acuerdo con protocolos
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descritos recientemente la quinta inoculacién se
realiz6 en forma I.M. (pectoral) en dos sitios
diferentes con adyuvante completo de Freund. Las
pruebas de neutralizacion en suero sanguineo para
este grupo se realizaron en las semanas 16 y 19 de
postura.

Tratamiento del semen. El procedimiento
alternativo para el tratamiento de semen infectado
era neutralizar el virus con anticuerpos obtenidos de
suero sanguineo bovino y en este sentido era
necesario disponer de un buen volumen de suero de
un animal con un titulo de 32 en anticuerpos
neutralizantes.

Adicionalmente se hizo necesario determinar la
dilucion del semen que permitiera detectar efecto
citopatico tipico del agente sin interferencia de la
citotoxicidad producida por la muestra y determinar
la minima cantidad de virus detectable en este
sistema. Asi al comparar la titulacion del virus en
medio de crecimiento con la misma en semen se
podria deducir también la concentracion del virus a
usar en la prueba piloto de contaminacién y posterior
tratamiento del semen.

Los ensayos “in vitro” incluyeron:

¢ Titulacion del virus en medio de crecimiento.

¢ Titulacién del virus en muestras de semen diluido
en el extensor tradicional utilizado (citrato-yema-
glicerol).

¢ Contaminacién del semen con 1, 10, 100, 1.000 y

~10.000 DI y tratamiento con 5 y 10% de suero con
anticuerpos neutralizates para observar el maximo
titulo neutralizante del suero en semen infectado.

¢ Adicionalmente se realizard una prueba de
contaminacion previa a la congelacion dividiendo
como se propone en el protocolo original la
muestra en tres porciones: semen contaminado,
semen no contaminado y semen contaminado y
tratado para su posterior verificacion de
resultados por pruebas de aislamiento y PCR (9).

Resultados

En ninguno de los ensayos realizados los sueros
de las aves mostraron anticuerpos neutralizantes
contra el HVB-1.

En vista de esto y con el fin de verificar la
existencia de anticuerpos no neutralizantes
procedimos a probar los sueros por una elisa
competitiva utilizando el mismo conjugado de la
prueba directa, brevemente el ensayo fué el siguiente:
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en platos sensibilizados con 100UL/pozo y por
duplicado, con un antigeno de HVB-1 preparado a
partir de un lisado clarificado por centrifugacion de
células MDBK infectadas con el virus y de 100 UL/
pozo y por duplicado de un lisado de células no
infectadas y usadas como control de antigenos; se
incubaron por cuadruplicado, previa incubacién con
blotto/10min, en dos pozos con Ag y dos pozos
control, los sueros aviares por 1h en bafio maria a
37°C. Luego de los lavados respectivos se agregaron
a todos los pozos 100UL de un suero control positivo
y nuevamente se incub6 por 1h a 37°C al cabo de este
tiempo se continud con la técnica anteriormente
descrita, agregando un conjugado anti Ig G y luego
de 1h agregando el sustrato respectivo con incubacién
por 45 min.

La interpretacion de la prueba fue a la inversa y
se considerd que existian anticuerpos en aquella
muestra cuya diferencia entre los promedios de los
pozos con y sin antigeno fue inferior a 0.27. Esta
prueba tampoco pudo demostrar la presencia de
anticuerpos.

La prueba de aislamiento en muestras de semen
artificialmente contaminado con HVB-1 mostré
sensibilidad para detectar hasta 10 dosis infecciosas
de un virus previamente cuantificado con un ttulo
de 10°. El suero al 10% logré bloquear el efecto
citopatico cuando se utilizaron 1 y 10DI para
contaminar el semen.

Estas mismas dosis infecciosas del virus y
porcentajes de suero positivo seran utilizadas en la
prueba de congelacion de semen pero este
experimento aun no ha sido realizado.

Discusion

A pesar de que el modelo de produccion de
anticuerpos en aves y su transferencia a la yema de
huevo ha sido probado con éxito utilizando varios
tipos de antigenos (5, 8, 10); los multiples esfuerzos
encaminados a su utilizacién en este ensayo con HVB-
1 resultaron infructiosos.

La primera explicacion al fenémeno podria ser la
falta de reconocimiento de las proteinas de este virus
por parte de las lineas genéticas aviares utilizadas en
el experimento debidas a una carencia del complejo
mayor de histocompatibilidad adecuado para
presentar dichas moléculas, es decir, podria tratarse
de una restriccion genética. Otras consideraciones que
se deben hacer estan dirigidas al tipo de adyuvante
que deberfa acompanar las reinoculaciones y a la via
y dosis efectiva que de cada antigeno especifico se
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debe utilizar en cada caso para producir la respuesta
deseada. De forma semejante, el intervalo entre los
desafios y la calidad del antigeno a inocular
(purificado o no) podrian ser factores cuya
importancia habria que determinar.

Por solo mencionar un caso anecdético, la tnica
respuesta visible de anticuerpos neutralizantes fue
observada usando la dilucién 1:4 del suero de una
de las aves LSL luego de la segunda inoculacién con
virus. Esta respuesta se observo también levemente
en una de las aves Hy-line W36, pero en ambos casos
se noto la absoluta desaparicion de los anticuerpos
luego de la tercera dosis del virus.

El tratamiento alternativo de muestras de semen
por el método de lavado y posterior congelacién con
suero bovino positivo a HVB-1 de acuerdo a los
resultados de los primeros estudios “in vitro” parece
tener grandes posibilidades lo cual estimularia la
creacion de modelos similares para el tratamiento de
otros agentes de transmision venérea tales como:
diarrea bovina, lengua azul, leucosis bovina,
trichomona, campilobacter y otros (1). No obstante
aun tenemos que determinar si durante este
tratamiento se estaria alterando la viabilidad,
concentracion o motilidad espermadtica a tal punto
que pueda interferir con la capacidad fertilizante de
dicho semen.

En este mismo sentido es necesario establecer la
existencia o no de anticuerpos antiesperma en el suero
bovino usado como fuente de anticuerpos anti-HVB-
1 antes de recomendar su uso en otros experimentos.
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De resultar posible la recuperaciéon para la
reproduccion de los toros seropositivos estariamos
dando un gran paso no sélo en el control de la
infeccion por esta via para el HVB-1, sino también en
la posibilidad de expansion y restablecimiento del
ganado BON y otros ganados criollos para su uso
potencial en cruces de ganaderia comercial.
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Niveles de anticuerpos contra Newcastle en
pollos asaderos al momento del sacrificio en la hacienda El Progreso

BerTuLso PiepraHita, CAROLINA TRUNILLO, ESTUDIANTES DEL PROGRAMA DE MEDICINA VETERINARIA,
UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA. ¥ SADOH MOLINA, PROFESOR TITULAR FACULTAD DE MEDICINA
VETERINARIA Y DE ZOOTECNIA, UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA

Introduccién

La enfermedad de newcastle es producida por un
virus perteneciente a la familia paramixoviridae,
género paramixovirus. Este agente puede ser
viscerotrdpico, neurotropico, ademas puede afectar
a los humanos (8, 9, 10).

Como las medidas de bioseguridad no son muy
eficientes en nuestro medio para la prevencion de las
enfermedades infectocontagiosas en las aves, es

necesario implementar planes de vacunacion y
chequeos seroldgicos periddicos con el fin de evaluar
las respuestas a la inmunoprevencion. Por lo anterior
el objetivo de la presente investigacion fue medir por
la técnica de inhibiciéon de la hemaglutinacion (HI)
los titulos de anticuerpos contra la enfermedad de
newcastle en un lote de pollos asaderos de la hacienda
El Progreso, propiedad de la Universidad de
Antioquia.
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Metodologia

En un lote de 3 mil pollos que habian recibido dos
vacunas contra newcastle, cepa Bl y la sota, se
determino tomar 100 muestras de sangre al azar (5)
por puncion en la cavidad atlanto-occipital (2cc), se
dej6 coagular, se coloco en refrigeracion por 2 horas,
luego se realiz6 una centrifugacion a 1.500
revoluciones durante 10 minutos, al finalizar ésta
se procedié con el suero para desarrollar la prueba
de HI, asi:

Con cada suero se realizaron diluciones dobles
desde 1:5 hasta 1:160, a cada dilucion se le adiciono
10 UHA/50 del virus newcastle, se dejo a
temperatura ambiente durante 30 minutos, luego se
adicionaron 50 ul de glébulos rojos de pollo al 0.5%,
se homogeniz6 suavemente y se dejo en reposo
durante 45 minutos. El titulo final del suero fue el
reciproco de la dilucion mas alta donde hubo
inhibicion completa de la hemaglutinacion. Siempre
se colocod un control de suero positivo, uno negativo,
uno de las 10 UHA y uno de glébulos rojos (2).

Con los titulos obtenidos se determino¢ el
promedio geométrico de éllos (10).

Resultados

La tabla 1 muestra que los titulos obtenidos por la
prueba de HI en las 88 muestras analizadas variaron
de 1:5 hasta 1:80, correspondiendo 7/88 a 1:5, 28/88
a 1:10, 14/88 a 1:20, 17/88 a 1:40, 22/88 a 1:80. El
promedio geométrico de estos titulos fue de 23.17.

De los 100 sueros recolectados, 12 no fueron
procesados debido a que la cantidad fue insuficiente.

Tabla 1

Distribucion y porcentaje de los titulos de
anticuerpos por HI, contra N.C. en pollos de
engorde al momento del sacrificio, Hacienda El
Progreso, 1995

Titulo Numero Porcentajes
5 7 7.95
10 28 31.81
20 14 15.90
40 17 19.31
80 22 25.00

88
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Discusion

En el presente trabajo se hallé que, al momento
del sacrificio en un lote de 3 mil pollos de engorde
que recibieron 2 vacunas, Cepa B1 via ocular y Cepa
la Sota en agua a los 11 y 20 dias de edad,
respectivamente, poseian un promedio geométrico
de los titulos de anticuerpos contra el virus de la
enfermedad de newcastle de 23.17.

Viamontes y Jorge M.A., establecieron promedios
geométricos iguales o superiores a 8§ como protectores
(6,9).

Avellaneda, Villegas y King establecieron un
promedio de 10 como estindar minimo de proteccion
(1-7-10). Hincapié y Vasquez consideran promedios
geométricos protectores en pollos aquellos mayores
o iguales a 15 (3,4).

El promedio geométrico de los titulos (23.17)
obtenido en este estudio esta por encima de lo
reportado anteriormente; lo cual sugiere que el lote
de animales lleg¢ protegido al sacrificio. Sin embargo,
en la tabla 1 se observa que los titulos individuales
variaron de 1:5 hasta 1:80, esto indica que 39.76% de
los pollos estaban desprotegidos debido a que los
titulos correspondian a 1:5 (7/88) y 1:10 (28/88).

Es importante subrayar que la prueba de
inhibicion de la hemaglutinacion (HI) no limita sus
posibilidades a la evaluacion del estimulo vacunal
sino que puede igualmente detectar anticuerpos que
corresponden a la infeccién natural con cepas
circulantes en el campo, lo que contribuye al
diagnostico indirecto de la enfermedad.

En el futuro deben realizarse en esta unidad de
produccion pruebas serolégicas (HI) antes y después
de las inmunizaciones contra la enfermedad de
newcastle con el fin de determinar los niveles
minimos de proteccion contra dicha entidad, ademas
se deben medir anticuerpos maternales y de acuerdo
a los resultados realizar ajustes racionales y técnicos
en los planes de vacunacion que se estén ejecutando.
Para lo anterior se puede contar con la disponibilidad
de la técnica de Hl en el laboratorio de microbiologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad de Antioquia.
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Estandarizacion de una técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) parala deteccion del HVB-1 en semen

Informe Preliminar

Ropas JD, Zutuaca Fasio Newson, Ossa JE, Henao G, Trupitro LE.
ProcraMa DE REPRODUCCION, LABORATORIO DE VIROLOGIA,
Facurtap pE Mepicina, UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA, AA 1226

Introduccion

El HVB-1 causante de la rinotraqueitis infecciosa
bovina (RIB), produce una de las infecciones virales
méas prevalentes del ganado a nivel mundial
generalmente acompanada de trastornos
respiratorios y reproductivos (1).

Las principales vias de excrecién del agente son
las mucosas nasal y prepucial o vaginal; por esto
dltimo se la considera una de las enfermedades
virales de transmision venérea frecuentemente
asociada con metritis 0 endometritis y abortos (3).
Lo anterior ha planteado la necesidad de desarrollar
técnicas mas sensibles que nos permitan determinar
en un momento dado la capacidad de los toros
serorreactores para diseminar por monta natural o
inseminacion artificial la infeccion con este agente (4).

El propésito de este trabajo es adoptar una de las
tecnologias mas recientemente desarrolladas y, ya
ampliamente aplicadas en todo el mundo (2, 5, 6, 7)
para determinar la excrecion del virus a través del
semen en toros de nuestra ganaderia y de esta forma
proveer un método sensible y especifico para evaluar

la importancia de esta via para la diseminacion de la
infeccion en Colombia.

Materiales y Métodos

Células y virus. Para medir la sensibilidad de la
prueba se utilizé un HVB-1, gentilmente suministrado
por el doctor Jorge E. Osorio de la Universidad de
Wisconsin, y replicado en células MDBK (rifion
bovino) obtenidas desde la American Type Culture
Collection (ATCC 22). Cuando el efecto
citopatogénico (ECP) fue maximo (100%) las células
fueron sometidas a congelacion, descongelacion y
centrifugacion para obtener, en el sobrenadante, un
virus clarificado a partir del lisado celular. Luego el
virus a detectar fue tratado con 20mg/ml de
proteinasa K/6 horas a 56°C con el fin de destruir las
capsides virales y exponer el genoma del virus.
Adicionalmente se utilizaron, para verificar la
especificidad, otros herpesvirus tales como:
citomegalovirus humano, herpes simplex y varicela
zoster.
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Muestras. El virus no purificado fue inicialmente
titulado sobre las mismas células MDBK y
posteriormente probado por PCR en diluciones
decimales decrecientes con el fin de comparar la
capacidad de detecciéon de ambas pruebas.

Posteriormente, muestras de semen fresco fueron
contaminadas experimentalmente con diluciones
decimales seriadas y usadas para verificar la
deteccion del virus en la muestra de interés.

Ante la imposibilidad de amplificar el virus por
la inhibicion de la PCR debida a algunos de los
componentes del semen (Na, K, C1, etc.), se realizaron
diluciones dobles de la muestra en agua destilada
estéril desde 1:5 hasta 1:320 inicialmente y luego
desde 1:500 hasta 1:6000, con una cantidad constante
del indculo (virus diluido 1:10 en el volumen final de
dilucion seminal) para encontrar la dilucion del
semen en la cual dicha inhibicién desaparecia y
posteriormente se procedié a determinar la maxima
dilucién viral detectada en la dilucién del semen que
permitiera la amplificacion.

PCR. La técnica utilizada es una modificacion de
la empleada por Van Engelenburg y Cols (5),
brevemente, la PCR fue desarrollada en una mezcla
de 50ul de reaccion que contenia una concentracion
final de 100mM de tris-Hcl (pH 8.3), 500 mM de KC1,
0.01% de gelatina, 2 mM de MgCl2, 0.2 mM de
dNTPs, 0.1 uM de cada primer (correspondientes a
una secuencia génica que codifica para la
glicoproteina C del virus) y 20 U/ml de Taq
polimerasa. Adicionalmente se agregaron 25 ul/
mezcla de aceite mineral puro para evitar
evaporacion de las muestras.

Las mezclas para PCR fueron sometidas
inicialmente a un ciclo de 94°C por 5’ para la
separacion de las bandas de ADN. La amplificacion
fue llevada a cabo mediante 38 ciclos sucesivos en el
siguiente orden: 15 ciclos de 95°C/1’, 60°C /1"y 72°C/
1", seguidos de 23 ciclos de 95°C/1’, 601C/1 y 72°C/
1" mdas un segmento de autoextension de 4”. En cada
una de las pruebas se montaron ademas, un control
positivo con HVB-1 sin diluir, un control de reactivos
y cuando fue necesario un control de la reaccion con
molde y cebadores del fago lambda.

Resultados

El titulo del lote de virus fue de 10* DI 50 y la
deteccion por PCR de la muestra de virus diluida en
agua se observo hasta la dilucion de 10° del mismo.

Para el aislamiento del virus a partir de muestras
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de semen fue necesario diluir la muestra para reducir
su toxicidad hasta 1:128, pero reduciendo al mismo
tiempo la posibilidad de aislar el virus por lo menos
100 veces; en tanto que las muestras de semen
mostraron una inhibicién de la deteccién del virus
por la PCR hasta la dilucién 1:6000. En esta dilucién
fue posible determinar la presencia del virus hasta
10° veces diluido.

Cuando se emple6 una doble concentracion de la
taq polimerasa en la mezcla para la reaccion de PCR
se pudo superar la inhibicién observada en la dilucién
1:4000 del semen detectandose el virus que estaba
hasta 10° veces diluido en la misma, mientras que
antes solo era posible amplificar el virus 100 veces
disuelto en ella. Los herpesvirus humanos empleados
no mostraron ninguna amplificacién inespecifica.

Discusion

El aislamiento viral ha sido considerado
clasicamente como la prueba de oro para la deteccién
del virus, si bien la muestra de semen presenta
diversos factores citotoxicos que impiden, en muchas
ocasiones, verificar la presencia de bajas dosis del
virus en esta muestra (1, 6, 7).

Como se pudo constatar también existe fuerte
inhibicion de la reaccién de PCR debido
probablemente a las altas concentraciones de iones
de Na, K y C1 disueltos en el plasma seminal, pero
estas dificultades técnicas han venido siendo
parcialmente superadas mediante la dilucién de la
muestra, la alteracion de la proporciéon de Mg, critica
para la enzima, o el incremento en la concentracién
de la enzima empleada.

Aunque en la actualidad la sensibilidad del PCR
atn parece baja si la comparamos con la del
aislamiento viral, existen varias ventajas que deben
ser consideradas tales como: el menor tiempo
requerido por la técnica de PCR para arrojar
resultados, la especificidad de la deteccion, la escasa
cantidad de muestra necesaria para la reaccion y la
posibilidad de detectar virus inactivado o a partir de
muestras contaminadas; todas estas razones aunadas
serian suficientes argumentos para mantener el
interés en dicha prueba como un método alternativo
para la deteccion del virus en este tipo de muestra.

Adicionalmente, de acuerdo con ensayos ya
realizados, la hibridacion con sondas especificas
podria incrementar en 1.000 6 mas veces la
sensibilidad de la deteccion por esta técnica.
Finalmente, cuando se haya logrado la estandarizacion,
la prueba final sera poder detectar la presencia del
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virus incluso en pajillas de semen.

El éxito en la consecucién de este objetivo
posibilitaria la aplicacion de esta técnica, no solo como
herramienta diagnostica de problemas reproductivos
posiblemente asociados a esta etiologia, sino también
como prueba de tamizaje para toros utilizados en
monta natural 0 en inseminacion artificial, asi como
de embriones destinados a transferencia. De la misma
manera se podria usar como instrumento de
investigacion para aquellos casos en los cuales se
espera poder amplificar el genoma viral de virus
neutralizados no detectados por aislamiento.
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Adaptacion de una prueba de elisa para deteccion de anticuerpos
contra el herpesvirus bovino-1 (HBV-1) en suero lacteo

Rovas J.D., ZuLuaca Fasio Newson, Ossa JE, Henao G., Trunieo LE
PROGRAMA DE REPRODUCCION,
Facurtap DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA

Introduccion

El HVB-1, causante de la rinotraqueitis infecciosa
bobina (RIB), es considerado uno de los problemas
infecciosos de mayor repercusion en la ganaderia a
nivel mundial (8). Su asociacion con patologias tales
como la neumonia y el aborto han estimulado un
interés creciente en el desarrollo de una parte en una
vacuna efectiva para el control de su diseminacion y
de otra en técnicas de diagndstico a ser utilizadas en
programas de erradicacion (1, 5, 9).

La prueba de Elisa desarrollada desde finales de
los 70’s y principios de los 80’s ha mostrado sus
bondades en innumerables campos del diagnostico
y la investigacion en microbiologia (4, 10).

En Colombia y particularmente en Antioquia se
ha informado acerca de la evidencia serologica de la
enfermedad, aunque la importancia clinica es atin hoy
motivo de controversia (7, 12). En el presente trabajo
se intenta, basados en la estandarizacion de una
- técnica previamente descrita, utilizar como ya se ha
hecho en otras latitudes (1, 10) muestras de suero
lacteo y leche entera e incluso grupos de las
mismas para favorecer su uso en estudios
seroepidemiologicos de gran envergadua que
permitan determinar las zonas de mayor prevalencia
para llevar a cabo nuevas bisquedas del virus hasta
ahora tan esquivo, para su posterior caracterizacion
bioquimica v patogenica.

Materiales y métodos

Muestras. De acuerdo con la tabla de tamano
muestral para estudios descriptivos, con referencia a
una poblacién infinita y tomando como limite de
confianza un 95% y un error del 10%, se sugirio un
numero de 100 parejas de sueros sanguineos y lacteos
concordantes por pruebas de neutralizacion y elisa
(3).

De éstos hasta el momento se han obtenido y
evaluado 90, a partir de los hatos lecheros de la
hacienda San Pablo, en Santa Elena, de la Universidad
Nacional; la hacienda El Progreso, en Barbosa, de la
Universidad de Antioquia y diferentes explotaciones
del oriente antioquerio, particularmente de la region
del Carmen de Viboral.

A los sueros sanguineos les fueron practicadas
inicialmente las pruebas de neutralizacion viral y elisa
(2,6) y a continuacion se llevé a cabo una prueba de
elisa en suero lacteo siguiendo el protocolo del suero
sanguineo.

Obtencién del suero lacteo. Para la obtencion de
los sueros lacteos se siguié un procedimiento
semejante al descrito por Zuluaga y Cols (11): se
tomaron 50cc de leche entera de cada animal y se
transportaron en refrigeracion al laboratorio de
virologia donde se guardaron a 4'C. Al dia siguiente
las muestras fueron centrifugadas a 2.000 rpm/10min



20

y se eliminé el sobrenadante (porcion de grasa) de
cada uno. Al volumen restante se le adiciono renina
en una proporcion de 1:1000 (150 ul/15cc). Luego se
incubo por 20 min/37°C, se centrifugd nuevamente
a 2.000 rmp/10 min, se colect6 el suero lacteo y se
descarté el sedimento representado basicamente por
caseina. El suelo lacteo asi obtenido fue conservado
a -20°C hasta el momento de ser probado por la elisa.

Elisa en suero lacteo. Inicialmente fue llevada a
cabo imitando totalmente las condiciones del Elisa
con suero sanguineo; asi la dilucion usada fue 1:80,
pero fue necesario realizar diluciones cada vez
menores hasta encontrar alguna concordancia con las
pruebas previamente realizadas. Asi, finalmente, se
llegd a la conclusion de que seria necesario emplear
el suero lacteo sin diluir, para reproducir, al menos
parcialmente, los resultados obtenidos empleando un
punto de corte semejante.

Resultados

De acuerdo con los datos obtenidos, los sueros
sanguineos que presentaron resultados positivos y
negativos por neutralizacion en una dilucion 1:8, se
clasificaron claramente en dos grupos de densidades
Opticas cuando fueron probados por elisa; los valores
promedio de cada grupo fueron 0.63 y 0.08 con una
desviacion estdndar de 0.24 y (.14, respectivamente.

De la misma forma se puede apreciar que para
los sueros lacteos usados sin diluir en la prueba de
elisa, se reproduce la situacidn del caso anterior con
unos valores promedio de 0.50 y 0.80 y unas
desviaciones estandar de 0.23 y 0.12, respectivamente.

La posterior tabulacion de los datos utilizando 0.27
como punto de corte para las pruebas de elisa con
ambos tipos de muestras; (de acuerdo con el valor
previamente establecido para el elisa en suero
sanguineo) muestra una clara concordancia entre las
pruebas de neutralizacion y elisa en suero sanguineo
del 94.4% (85/90) y entre la neutralizacion y el elisa
en suero lacteo del 91.1% (82/90). De otra parte, la
concordancia del elisa para ambas muestras fue del
96.6% (87 /90), practicamente igual a la concordancia
del elisa en suero lacteo con los resultados
concordantes entre la neutralizacion y el elisa en suero
sanguineo 96.5% (82/85).

Los valores hasta ahora determinados para
especificidad en las pruebas de elisa en suero
sanguineo y lacteo con base en la prueba de
neutralizacion son 95 y 93%, respectivamente, y la
sensibilidad, que atin es baja motivo del escaso
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nimero de sueros positivos analizados hasta el
momento (8/90) es de 88 y 75%, respectivamente.

Adicionalmente, los primeros ensayos utilizando
grupos de sueros para tratar de detectar reactividad
en alguno de los mismos, han resultado alentadores
y permiten pensar en la posibilidad de identificar
hasta un solo seropositivo solido entre un grupo de
hasta 5 muestras de sueros lacteos. Finalmente, los
pocos intentos de realizar el elisa con leche entera
muestran resultados similares a los obtenidos con el
suero lacteo, lo cual la haria probablemente una
muestra apta en un futuro cercano cuando se cuente
con resultados adicionales.

Discusion

Para la deteccion de la infeccion con el HVB-1 se
han desarrollado una gran variedad de pruebas de
elisa, pero las que podriamos considerar de mayor
uso en la actualidad son aquellas de tamizaje que
permiten evaluar no sélo un gran nimero de
muestras en poco tiempo y a bajo costo, sino también
reconocer la mayor cantidad de animales que hayan
estado en contacto con el agente en cuestion.

Teniendo en cuenta la anterior consideracion, los
resultados preliminares de esta investigacion sugieren
que estamos ad portas de estandarizar una nueva
técnica que nos permitira equipararnos con las
posibilidades de los paises desarrollados que han
decidido tomar la opcién de erradicar la RIB y aunque
estamos muy lejos de poder sugerir siquiera esta
posibilidad es relevante contar previamente con las
herramientas necesarias para estudiar el problema y
enfrentar cualquier tipo de solucion radical.

De paso, al proponer el uso de muestras mas
faciles de obtener y menos invasivas y la utilizacion
de muestras grupales estamos estimulando nuevas
posibilidades diagndsticas en otras entidades
virologicas del campo veterinario con el fin de reducir
el costo y favorecer la descripcion seroepidemiolégica
de problemas microbiol6gicos hasta ahora sin
afrontar.

Es necesario reconocer que la deteccion de Ig G
en suero ldcteo y leche no podia esperarse que fuera
tan evidente como la misma en suero sanguineo por
obvias razones y en este sentido valdria la pena
considerar la posibilidad de utilizar ya fuera un
conjugado con anti-Ig polivalente o anti-Ig A que muy
probablemente favoreceria no solo la mejor deteccién
de los serorreactores sino que también permitiria
superar el problema técnico de los sueros procedentes
de animales con infecciones agudas en las cuales la
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Ig M inhibe la deteccion de la Ig G (negativos /elisa y
positivos/neutralizacion).

De otro lado, como se ha propuesto previamente,
los resultados negativos por neutralizacion y
positivos por elisa clasificados como falsos positivos
de la prueba estandarizada deberian ser probados
nuevamente por la neutralizacién en diluciones
menores a 1:8 para verificar o rectificar el resultado
inicial; pues como se sabe el elisa goza de una mayor
sensibilidad y los sueros positivos débiles o con
anticuerpos no neutralizantes podrian estar
escapando a una correcta clasificacion por la
prueba de base.
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Aislamiento del virus de la
rinotraqueitis infecciosa bovina de
animales para sacrificio en el drea metropolitana de Medellin

Magtin E. Restrero M, Juan Davip Ropas G., Fasio NELSON ZuLuaca T., Jorce E. Ossa L.
PROGRAMA DE REPRODUCCION, SECCION DE VIROLOGIA,
Facurtap DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA

Introduccion

El Herpesvirus Bovino 1 (HVB-1), agente
etiologico de la rinotraqueitis infecciosa bovina
(RIB), pertenece a la familia herpesviridae y a la
subfamilia alphaherpesvirinae, es considerado el mas
importante entre los herpesvirus bovinos, ya que
produce grandes pérdidas economicas a nivel
mundial *’

Debido a la diversidad de sintomas clinicos
asociados a la enfermedad, también se le ha conocido
como: rinitis necrética infecciosa (RNT), Vulvovaginitis
Pustular Infecciosa (VPI), Balanopostitis Pustular
Infecciosa (BPI) y Exantema coital bovino,
confundiéndose en ocasiones con otras patologias
viricas que producen manifestaciones similares. 3

La infeccién por el virus de la RIB ha sido
reportada en Colombia desde 1972, segtin se
desprende de los reportes del aislamiento del virus
varias oportunidades y de la deteccion de anticuerpos
por pruebas serologicas, demostrando ademas su

amplia distribucion en todo el pais.'?
Particularmente en el Departamento de Antioquia se
han realizado varios estudios que demuestran la
evidencia de esta infeccion. 1.7

Teniendo en cuenta que la Feria de Ganados de
Medellin es el méas importante centro de movilizacion
y comercializacién de ganados en el pais y ante la
posibilidad de que en el tropico colombiano estén
circulando variantes del virus de la RIB, diferentes a
las conocidas en otras regiones del mundo, es de gran
importancia iniciar investigaciones tendientes a aislar
el agente causal de esta enfermedad para determinar
sus caracteristicas.

El presente reporte, por lo tanto, corresponde a
los resultados de los intentos de aislamiento del virus
de la RIB a partir de muestras de secresiones nasales,
vaginales y prepuciales de animales movilizados para
el sacrificio en los municipios del valle del Aburra
con el fin de contribuir a la caracterizacién de la
enfermedad en nuestro medio.
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Metodologia

Se tomaron hisopados nasales, vaginales y
prepuciales, en solucion de Hank’s y se transportaron
en refrigeracion hasta el laboratorio de virologia de
la Facultad de Medicina de la Universidad de
Antioquia; el contenido de cada vial se someti6 a
centrifugacién a 2.000 rpm/10min; luego se recuperd
el sobrenadante y se le adiciond 100ug de
streptomicina y 100 U.I. de penicilina/cc.

Se inocularon 0.2cc del sobrenadante, en platos
de 24 pozos (por duplicado), sobre una monocapa
de células MDBK, cultivadas en MEM, a razon de
10° cél/pozo. En cada plato se dejaron dos pozos
como control de células. Estos platos se incubaron
durante 45 minutos con agitacion cada 15 minutos a
37°C durante 5-6 dias bajo observacion diaria en el
microscopio invertido de contraste de fase, con el fin
de visualizar el efecto citopético como prueba de la
presencia del agente viral.! EI efecto citopatico
esperado se caracteriza por abalonamiento celular,
refringencia, sincitios y desprendimiento de la
monocapa del fondo de los pozos. '®

Se realizd, adicionalmente, una prueba de control
para observar la susceptibilidad de las células MDBK
al virus de la RIB de referencia (cepa Wisconsin).

Ademads de las muestras analizadas algunas de
ellas se reinocularon siguiendo el mismo
procedimiento anterior.

Resultados

Se procesaron para el aislamiento 601 muestras
tomadas en la Feria de Ganados de Medellin de
bovinos de diferentes razas y en edad reproductiva
destinados al sacrificio en los mataderos del Valle del
Aburra; estas muestras se discriminaron de la
siguiente forma: 331 hisopados nasales, 163 hisopados
vaginales y 107 hisopados prepuciales; de estas
muestras 331 correspondieron a machos y 270 a
hembras. De las 601 muestras se reinocularon 80
muestras.

No se aisl6 el virus de la RIB de ninguna de las
muestras inoculadas, ni de las reinoculadas.

Discusion

Los resultados del presente trabajo, si bien son
inesperados, no deberian ser sorprendentes por la
historia de la rinotraqueitis infecciosa bovina en
Colombia, que ha sido mas una historia de encuestas
serologicas que de aislamientos virales y de
descripcion clinica de la enfermedad en el campo.

Las investigaciones realizadas en Colombia, con
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relacion a este agente viral, han permitido su
aislamiento en varias oportunidad. En 1972 el Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), hizo
tres aislamientos del virus en el matadero de
Villavicencio, Meta, a partir de hisopados vaginales
tomados de vacas con antecedentes de aborto,
procedentes de los Llanos Orientales ®.

En 1973 se aisl6 el virus en un matadero de Santafé
de Bogotd, de una vaca en lactancia, procedente de
Tenjo, Cundinamarca, y a la cual se le observo
vulvovaginitis pustular. El virus aislado se clasificé
como cepa de campo 5946 y fue identificado por
Villate y Cols del Laboratorio de Investigaciones
Médicas Veterinarias (LIMV) del Instituto
Colombiano Agropecuario, ICA* pero se desconoce
si aun se conserva la cepa aislada.

Los resultados de susceptibilidad de las células al
virus de referencia realizados durante este estudio
son una demostracion clara de que el no aislamiento
no se debié a falta de susceptibilidad de las células
utilizadas ni a deficiencias técnicas en el proceso de
aislamiento.

Este estudio es la mayor encuesta virologica
realizada para el virus de la RIB en Antioquia; es
claro, por el origen de los animales muestreados, que
los resultados corresponden a una amplia zona del
norte del pais. Estos resultados nos hacen volver a
viejas conclusiones de los investigadores en esta drea’
En resumen, se cuestiona el resultado de una
prevalencia serologica tan amplia y la ausencia de
enfermedad. En nuestro grupo de trabajo del
laboratorio de virologia de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Antioquia, estamos empeniados
precisamente en tratar de resolver este enigma, y para
el efecto es necesario continuar la busqueda del virus
a fin de caracterizarlo bioquimica y patologicamente.

Del presente trabajo, si bien no hay una conclusion
definitiva, si hay una recomendacién, y es la de
continuar la buisqueda del virus en otras zonas del
pais como la Sabana de Bogota, donde parecen haber
algunas evidencias de enfermedad; si bien esto no se
ha aclarado cientificamente. En términos generales
ademads, podriamos proponer, en principio, que el
virus de la RIB no es un problema de la ganaderia
colombiana, esto seria una conclusion afortunada
pero requiere demostracién adicional, y es necesario
también aclarar el origen de las serologias positivas,
que bien podria deberse a una reaccién cruzada o
eventualmente a la circulacion de algunas vacunas
que ingresan al pais en forma ilegal.
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Infeccién in vitro de células del tipo endotelial
por el virus de la leucosis bovina (VLB)

ALFONSO BARRETO, Bior: L. Carros VicLamin, DMV, PuD: Harvey Camro, Bior, Pub;
Victor VErRa, DMV, MScC. PROFESORES DEL POSGRADO EN SALUD Y
PrODUCCION ANIMAL DE LA UNIVERSIDAD NacioNaL DE COLOMBIA

Introduccion

El virus de la leucosis bovina (VLB) es un
retrovirus asociado a la leucosis bovina enzodtica. El
VLB principalmente infecta linfocitos B, sin embargo
ultimamente se ha demostrado que los linfocitos T
CD8+ y CD4+ (9) y los monocitos (2) también son
blancos naturales para el virus. Rovnak y Col. (7)
encontraron provirus VLB integrados al genoma de
células que dadas sus caracteristicas corresponden a
células endoteliales de vénulas poscapilares.
Diferentes sistemas de cultivo celular han mostrado
ser de utilidad para la propagacion in vitro del VLB,
principalmente cultivos primarios de linfocitos
periféricos de ganado infectado, lineas celulares
linfoblastoides y otras lineas celulares de origen
bovino y ovino, entre las que sobresale la FLK-VLB.
Con estos antecedentes el objetivo general de este
trabajo fue presentar un modelo de células
endoteliales para el estudio in vitro del virus de la
leucosis bovina.

Metodologia

Inicialmente se obtuvo un cultivo de células
endoteliales de aorta bovina siguiendo la metodologia
descrita en (8). Para ello, se trajeron (juegos) visceras
de la planta de sacrificio de la Universidad Nacional
y se aislaron las aortas que fueron lavadas en solucion
salina de Puck G y en presencia de antibioticos. Las
células endoteliales fueron aisladas por medio de un
raspado suave con bisturi, resuspendidas en medio
(M199) con 20% de suero fetal bovino (SFB) de

crecimiento celular. Los cultivos fueron incubados a
arc.

Posteriormente, los cultivos fueron enfrentados a
linfocitos bovinos aislados de una vaca infectada con
VLB y en desarrollo de linfocitos persistente, y a
particulas virales libres de células obtenidas de la
linea celular FLK-VLB e incubados 24 horas y 90
minutos, respectivamente. La evaluacién de la
infeccién se realizé por medio de la produccion de
antigeno viral (confrontacién a sueros positivo y
negativo de campo en inmunodifusion doble en gel
de agarosa) y de la formacion de sincitios (coloracion
de Giemsa) a partir de las células endoteliales
infectadas.

Resultados

Los ensayos de infeccion se realizaron entre los
pasajes tercero y cuarto del cultivo de células
endoteliales de aorta bovina, que presentaba una
morfologia edoquinada tipica para este tipo de
células.

El antigeno producido a partir de las células
endoteliales cocultivadas con los linfocitos infectados
se enfrento a sueros positivo y negativo de campo en
la prueba de inmunodifusion doble en gel de agarosa.
El antigeno viral debi6 concentrarse hasta obtener un
0.5% del volumen inicial de sobrenadante celular para
que formara la banda de precipitacion, mientras que
el antigeno producido de la linea celular FLK como
control positivo, dio un rendimiento del 1%. Los
sincitios formados sobre las células endoteliales
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infectadas por cocultivo con linfocitos, presentaban
las caracteristicas tipicas previamente descritas (1),
salvo que en algunas células los nicleos se
encontraban arreglados en forma de anillo alrededor
del citoplasma, caracteristica que fue descrita en (3)
para el modelo VLTH-1/células endoteliales de vena
umbilical humana.

De esta forma se constituy6 un modelo celular que
puede tener aplicabilidad en el diagnédstico, por
medio de la produccion de un antigeno viral que a
diferencia del obtenido de la linea FLK, esté libre de
proteinas del virus de la diarrea viral bovina. De otra
forma también puede servir para detectar animales
infectados naturalmente a partir de la formacion de
sincitios después del cocultivo con linfocitos de
sangre periférica. Por otro lado, el modelo permitio
aislar virus de campo, que posteriormente pudo ser
confrontado con las cepas virales de referencia.
Ademas, dada la posible vinculacion de este tipo
celular en la infecciéon natural, el modelo podra
ayudar a dilucidar la participacion de las células
endoteliales en los mecanismos de propagacion
(entrada al organismo, reservorio para la infeccién
de linfocitos y monocitos), o de reduccion (baja
expresion viral responsable de la constante presencia
de anticuerpos (10), de la presentacion antigénica a
linfocitos T CD8+ (4)) de la infeccion viral.

Finalmente, durante el desarrollo del trabajo se
presentd una alteracion morfologica caracterizada
por unas proyecciones celulares radiales que
generaron células similares a las de origen nervioso.
Dicha alteracion fue fuertemente incrementada 24
horas después del cocultivo con los linfocitos. Segiin
la bibliografia (5,6) se hipotetiza que esta alteracion
es el producto de la secrecion de proteinas de matriz
extracelular.
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Diagnostico seroldgico de la parvovirosis porcina en
granjas del municipio de la Union, Antioquia

Cartos A. Arcita Marin, Carros O. HENAO; MEDICOS VETERINARIOS EN EJERCICIO PARTICULAR.
SapoH Mouna L., PROFESOR TITULAR DE LA FacULTAD DE MEDICINA VETERINARIA ¥ ZOOTECNIA

Introduccién

En los ltimos afnos los problemas reproductivos
en cerdos han causado pérdidas econdémicas en
granjas comerciales de Colombia y principalmente
en Antioquia (3). Estas alteraciones se deben
particularmente a agentes infecciosos y condiciones

de manejo que la mayoria de los casos no son
debidamente diagnosticadas y manejadas de manera
inadecuada. Entre los agentes infecciosos a este nivel
se encuentra implicado el parvovirus porcino (PPV),
que en la actualidad se reconoce mundialmente como
la principal causa infecciosa de fallas reproductivas
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en cerdas (7).

La parvovirosis porcina es una enfermedad poco
conocida entre los porcicultores por no ser causa
aparente de pérdidas econémicas (1,5): pero al hacer
un estudio retrospectivo en las cerdas que retornan
al servicio, reabsorben, presentan fetos momificados,
natimortos o abortos, puede verse como se alteran
los parametros reproductivos de la granja (1, 9).

En el municipio de La Unién, hasta donde
nosotros conocemos, no se ha realizado un estudio
sobre la existencia de parvovirosis porcina, lo que
hizo necesario realizar este trabajo de investigacion
el cual establecié la presencia de este agente por
pruebas serologicas.

Para el efecto se tomaron 196 muestras de 5cc de
sangre a partir de la vena auricular de 142 animales
la obtenci6n del suero se llevé a cabo por
centrifugacion de las muestras a 1.500 rpm/10” en el
laboratorio médico de Unisadul del municipio de La
Union.

Los sueros fueron conservados en congelacion en
el laboratorio de microbiologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Antioquia hasta el
momento de la prueba.

Materiales y Métodos

Se realizo un estudio descriptivo de corte
transversal, en el cual se determino la distribuciéon
del porcentaje de sueros positivos a la parvovirosis.

Inhibicién de la hemoaglutinacion

Los sueros fueron centrifugados a 1.500 rpm
durante 10 minutos decantado e inactivado a 56"C
durante 30 minutos. Luego empacaron en alicuotas
de 0.5cc y se conservaron en congelacion a -20°C
hasta el momento del procesamiento. Para evitar
inhibidores inespecificos de la hemoaglutinacion
y hemaglutininas naturales, fueron tratados con
caolin al 25% en una solucion buferada clara
durante 40 minutos agitando cada cinco minutos
y posteriormente el caolin fue separado por
centrifugacion a 1.500 rpm durante 10 minutos y el
sobrenadante se absorbi6 con eritrocitos de cobayo
al 1% y se incubo durante 18 horas a temperatura de
4"C. Luego se centrifugé a 1.500 rpm por 10 minutos
y finalmente el sobrenadante se empaca en aliquotas
que se guardaron en congelacion hasta el momento
de la prueba.

En la prueba de HI se usaron placas para
microtitulacion de 96 pozos de fondo en U. Se
realizaron diluciones dobles a partir de 1:200 hasta
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1:102.400, a cada una de las cuales se adicionaron
cuatro unidades hemoaglutinantes (4 UH) de
antigeno (Suvaxyn Parvo 2) y se incubaron a
temperatura ambiente durante una hora.
Posteriormente fueron agregados los eritrocitos de
cobayo al 0.5% a cada pozo y se incub6 a 4°C durante
14 a 18 horas. El titulo fue considerado el reciproco
de la dilucién mas alta donde se inhibid
completamente la hemoaglutinacion. Las muestras
que no presentaron inhibicion de la hemoaglutinacion
en la dilucién inicial 1:200 fueron consideradas
negativas (9).

Resultados

Se encontraron 112 animales con anticuerpos
contra PPV correspondiendo a un 59.25% (112/189)
del total de la poblacion muestreada. 102 muestras
positivas procedian de hembras (102/166) y 10 de
machos (10/23).

Los titulos de anticuerpos variaron entre 1:400 y
1:102.400. El mayor niimero de reactores positivos se
encontrd en el rango de 1:1.600 a 1:25.600
correspondiendo a un 74.09% de reactores positivos,
siendo el titulo 1:6.400 (24/112) el mas frecuente.

Discusion

El alto porcentaje de sueros positivos encontrados
59.29% (112/189) es acorde con investigaciones
anteriores realizadas en Colombia, donde se ha
obtenido un 87.8% y un 47% de positividad a PPV en
granjas mixtas y mataderos (3, 4, 5, 6).

La presencia de los titulos de anticuerpos contra
el PPV es un indicador del contacto natural del virus
con la poblacién porcina, por cuanto no se han
realizado inmunizaciones previas, ademads, nos
muestra que la infeccion es endémica en la zona, lo
que concuerda con la alta prevalencia de infeccion
en la zona concuerda con la alta prevalencia a nivel
mundial (6,.8, 9, 11).

Del numero de granjas muestreadas, dos dieron
titulos negativos contra PPV lo que puede deberse a
su localizacion geogréfica, ya que son piaras bastante
aisladas entre si, hay escaso flujo de animales y buen
manejo integrado.

Se observé que a mayor edad y mimero de partos
existe mayor niimero de animales positivos con
titulos altos (1:25.600) lo que concuerda con andlisis
serologicos de hembras en reproduccion (10).

En un futuro proximo se hace necesario realizar
otros estudios con el objetivo de aislar y caracterizar
patolégicamente el agente causal de la PPV en esta
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zona de Antioquia, y consecuentemente llevard a cabo
un plan de prevencion consistente en practicas de
vacunacion y manejo integral de los animales
destinados a reemplazos reproductivos. Estos planes
deben ser realizados en forma individual para cada
piara para asi establecer parametros propios y planes
puntuales.
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Introduccion

La leptospirosis es una entidad infecciosa de
amplia distribucién en las explotaciones del pais,
caracterizada por abortos, mortinatos, infertilidad y
mastitis clinica y aguda (1,3,4). La transmision al
humano puede ser de tipo directo o indirecto por
aguas, alimentos y manipulacién de animales
infectados con presentacién de un sindrome febril que
puede llegar a ser mortal (1). En nuestro pais se ha
diagnosticado la enfermedad por sintomatologia y
serologia basada en la prueba de microaglutinacion,
la cual no es sensible para detectar casos agudos o
crénicos y solo permite la deteccion de Igm {1,2).

Metodologia
Se desarrollaron y evaluaron las técnicas

* Este trabajo hace parte del estudio prospectivo de limit

serologicas de contrainmunoelectroforesis (CIE) y
anticuerpos fluorescentes indirectos (AFI) y las
técnicas inmunohistoquimicas de inmunoperoxidasa
indirecta (IPI) y anticuerpos fluorescentes directos
(AFD) para uso diagndstico. Como prueba de
referencia se trabajo la técnica de microaglutinacion
(MA) para 16 serovares de referencia.

Los serovares trabajados fueron L.
hardjoprajitno, pomona, canicola, icterohaemorragiae,
grippotuphosa, autumnalis, ballum y bratislava. De
cada serovar se elaboraron antisueros en conejo, cada
uno de los antisueros y una mezcla de ellos,
garantizando un titulo de 1:6.400, fueron purificados
por precipitacion y cromatografia de intercambio
i6nico y marcados con isotiocianato de fluoresceina
(ITCF). Los 8 conjugados se purificaron por

antes de salud en ganado lechero en las dreas

de la meseta de ln Sabana de Bogotd y del Valle de Ubaté financiado por Conciencias y el Cindec.
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cromatografia de filtracion y fueron usados en las
técnicas de AFD monovalentes y AFI polivalentes (3).
Se trabajo con alicuotas de la mezcla como primer
anticuerpo para la prueba de IPI, como segundo
anticuerpo se elaboré un conjugado de anti IgG de
conejo en cabra, purificado por cromatografia de
afinidad (Sepharosa-proteina A) marcado con
peroxidasa de rdbano para uso en laminas
histologicas.

El antigeno de CIE se elabor6 a partir de un
extracto liposoluble y otro hidrosoluble de
leptospiras, el corrido electroforético se realizé con
el suero en el lado anidnico y el antigeno en el lado
catiénico a una diferencia de 10 V por 90 minutos.
Como antigeno para AFI se utilizaron cultivos de
leptospira fijados al calor seco y acetona. Como
primer anticuerpo se empled una dilucion 1:100 del
suero bovino problema y como segundo anticuerpo
un conjugado de anti-IgG bovina y obtenido en conejo
y marcado con ITCF. Para evaluar las técnicas se
colectaron al azar 30 sueros de bovinos de abasto
(colectandoles suero) para ser probados por MA, CIE
y AFI, ademas, un rifnén para intento de aislamiento
(2), testiculo y epididimo u ovario y titero no gestante
seglin el caso. De cada tejido se tomd una muestra
para IPI conservada en formalina tamponada y un
gramo del mismo para realizar improntas para AFD.

Resultados

Como resultados positivos se tomaron titulos
serologicos = 1:100 para MA, presencia de banda
nitida por la técnica de CIE, visualizacion fluorescente
de la morfologia de la leptospira por AFl y AFD y
coloracion café rojiza de los tejidos por la técnica de
IPI. De los 30 cultivos de rinén se aislaron dos
serovares preclasificados como harjoparjitmo y
canicola. Los sueros de estos animales fueron
reactores para las pruebas de MA, AFl y CIE y sus
tejidos positivos para las pruebas polivalentes de AFI
e IPl y para las pruebas monovalentes
correspondientes.

La reactividad serologica por la técnica de MA
. fue del 90% (27/30) siendo las mayores para
icterohaemorragie (76.6%), hardjoprajitno (53.3%),
serjoe (20.0%) pyrogenes, tarassovi y ballum (10.0%

27

¢/u). La técnica de CIE reporté una sensibilidad del
75% y una especificidad del 54.16% con una
concordancia diagndstica con respecto a MA del
64.58%. La reactividad serologica fue del 74% siendo
el mayor reactante hardjoprajitno (67%) seguido por
icterohaemorragiae (33%), pomona (13.3%) y canicola
(6.6%). Para AFI la reactividad fue del 96.7% (29/
30), siendo el mayor reactante hardjoprajitno con el
76.7% seguido por icterohaemorragiae con el 73.3%.
El mayor indice de reactividad para hardjoprajitno
estuvo dado por el reconocimiento de cinco animales
que presentaron solamente titulos de 1:50 a la prueba
de MA.

La técnica de IPI fue la de mayor sensibilidad/
especificidad en el estudio con 91.66% y 95.83%,
respectivamente. Su concordancia con el aislamiento
y la MA fue del 93.75%. Por IPI se detectaron 13
tejidos positivos a leptispera correspondientes a 10
animales (33.33%). La técnica detect( la presencia de
leptospira en 9 riflones, un titero, una union ttero-
tubal y dos testiculos bovinos. La prueba de AFD
polivalente mostré una sensibilidad del 83.33% y una
especificidad del 91.67% con una concordancia
diagndstica del 87.50% con respecto al aislamiento y
la prueba de MA. La técnica detectd la presencia de
8 tejidos positivos a antigenos de leptospira
procedentes de 7 animales. Se detect6 la presencia
en 7 rinones, un dtero no gravido y una union ttero
tubal.

Bibliografia

1 British Veterinary Cattle Association. 1992. Guidelines for the
diagnosis and control of Leptospira hardjo infection in cattle.
Technical notes. U K.

2 Mpyers Donald. 1987. Manual of laboratory methods for the
diagnosis of leptospirosis. Technical Notes No. 30. Pan
American Zoonosis Center.

3 Raoult D., Bres P. & Berenton G. 1989. Serologic Diagnosis of
Leptospirosis comparisson of line-blot and
immunofluorescense techniques with the genus specific
microscopic agglutination test. |. Infect Dis. 160 (4): 734-755.

4 Smith C.R., Ketterer P]., McGowan M.B. & Corney B.G. 1994.
Areview of laboratory techniques and their use in the diagnosis
of Leptospira interrogans serovar hardjo infection in cattle.
Aust Vet ]. 71(9): 290-294.



28

Rev Col Cienc Pec, 9, Suplemento 1996

Caracterizacion electroforética e inmunolégica de una cepa de campo
del virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina (RIB)
y su comparacion con cepas de referencia*
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La rinotraqueitis infecciosa bovina (RIB) es una
enfermedad altamente contagiosa producida por el
herpesvirus bovino-1 que estd presente en todo el pais
y que ocasiona grandes pérdidas econémicas.

El presente trabajo pretende establecer la
interrelacion entre los componentes antigénicos de
tres cepas virales del agente causante de la RIB, una
de las cuales corresponde a una cepa de campo
aislada en el posgrado de produccion y salud animal,
de un toro persistentemente infectado. Para esto se
realizo la caracterizacion electroforética de las
principales proteinas, usando geles de poliacrilamida
al 7.5 y 8%. Posteriormente se llevaron a cabo pruebas
inmunol6gicas como el inmunodot y el western blot.

Procedimiento

Purificacion viral. La purificacion de los virus se
realizé a partir de cosechas en células MDBK
infectadas. Estos sobrenadantes, al igual que un
control negativo de células sin infectar fueron
sometidos a precipitacion con polietilenglicol,
ultrafiltracién y clarificacion. Posteriormente estas
muestras fueron puestas sobre un colchon de tartrato
de potasio al 25% y ultracentrifugadas a 90.000 por 2
horas, el sedimento fue ultracentrifugado a 140.000
por 2 horas. De esta forma fue posible obtener una
preparacion de virus de RIB libre del virus de la
diarrea viral bovina y casi de un 100% de
contaminantes celulares. Con el fin de determinar la
calidad y especificidad de los preparados virales, se
produjeron sueros hiperinmunes en conejos contra
las tres cepas y contra el sobrenadante de células sin
infectar (control negativo), los cuales fueron
empleados junto con sueros de campo de bovinos
positivos y negativos a RIB en las pruebas
inmunologicas.

Resultados

Caracterizacion electroforética de proteina. En
todos los geles corridos se presenté el mismo patrén
de migracién para las tres cepas estudiadas y fue
posible reconocer las principales glicoproteinas
virales que coinciden con los reportados en la
literatura para las proteinas mayores del HVB-1
observadas en este estudio. Se detectaron las bandas
que corresponden a la glicoproteina gl con pesos
moleculares de 125K, 74k y 52.7k. La banda
correspondiente a la gIII se detect6 en este estudio
como 96k y la gIV presenté bandas correspondientes
a los pesos 146 y 77k.

Pruebas inmunolégicas

En la prueba de Western Blot fue posible observar
que los sueros de los conejos inoculados con las cepas
virales reaccionaron reconociendo las principales
proteinas de las diferentes cepas. El suero de campo
positivo a RIB reconocié nueve proteinas (entre las
que estan las seis proteinas de interés para este
trabajo) que coinciden con las visualizadas en la
infeccion experimental (145k, 125k, 97k, 77k, 74, 52Kk),
en todos los casos, a pesar de haber diferencias, se
reconocieron los mayores componentes antigénicos
descritos para el HVB-1.

Conclusiones

En este estudio se demostro que la cepa de campo
trabajada presenta caracteristicas antigénicas y patrén
electroforético de proteinas compatibles con la
reportada para el HVB-1, siendo estas similares a las
obtenidas con las dos cepas de referencia empleadas.

* Este trabajo forma parte del proyecto Estudio prospectivo de limitantes de salud en ganado lechero en
las dreas de ln meseta de la Sabana de Bogotd y Valle de Ubaté auspiciado por Colciencias.
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Se logro la deteccion de las tres principales
glicoproteinas del HVB-1 y se demostré el
reconocimiento inmunolégico de éstas, por antisueros
especificos y suero bovino de campo positivo a RIB,
contribuyendo este hecho en la ratificacion de la cepa
de campo como HVB-1.

Empleando la metodologia de colchones de
tartrato de potasio al 25% después de ultrafiltracién
y precipitacién con PEG 6.000, fue posible purificar
tanto la cepa de campo como las dos cepas de
referencia de RIB, de la contaminacién con proteinas
celulares y virus de DVB, lo cual resulta de gran
utilidad para procedimientos en los que se requiera
evitar factores y componentes ajenos al virus,
mejorandose asi la exactitud y confiabilidad de los
estudios.

El HVB-1 ha sido considerado como modelo en el
estudio de los herpesvirus, por lo que este trabajo
podria aportar bases a futuros trabajos relacionados
con este u otros herpesvirus.

Es importante conocer mds acerca de las
caracteristicas de los virus de la RIB, tanto a nivel de
laboratorio como de campo, para establecer los
patrones de comportamiento para las cepas que estan
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interactuando en nuestro medio de forma que se
puedan llegar a disefar inmundégenos cada vez
mejores y paneles de monoclonales especificos que
puedan ser de ayuda en el diagnéstico y manejo de
la enfermedad.
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Introducciéon

En el programa de reproduccion se estan
adelantando proyectos de investigacion en el drea de
la inmunologia de la reproduccion en humanos y en
animales (1). Uno de los objetivos ha sido buscar un
modelo animal doméstico para investigar con
profundidad las bases del compromiso del sistema
inmune en la reproduccion (2), que a su vez permita
aplicaciones de dichos conocimientos en la
explotacion pecuaria (3). Los estudios previos
hechos en conejos, mostraron un efecto de la
aloinmunotearapia (AIT) en el peso de la camada

al nacer (4) y un efecto aparentemente perjudicial de
la AIT al comparar los hallazgos a los 10 dias
posmonta con los hallazgos al parto (manuscrito en
preparacion). Sin embargo, en estos experimentos
piloto no se controlaron fuentes de variacion. Por
tanto, el presente estudio se disend para evaluar el
efecto de la AIT bajo tres condiciones reproductivas:
consanguinea, normal e hibrida, con el fin de probar
el efecto de la aloinmunoterapia bajo un mayor o
menor grado de similitud genética entre los
reproductores y de corregir algunas fuentes de
variacion de los estudios previos.
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Metodologia

Sesenta conejas virgenes de la raza nueva zelandia
blanco recibieron tres inoculaciones subcutaneas de
células mononucleares de cinco donantes (AIT) y se
destinaron al azar a tres grupos: veinte apareadas con
el padre (consanguineo), 20 con un macho diferente
al padre (normal), y 20 con un macho de otra raza
(hibrido). Diez conejas de cada grupo se sacrificaron
a los 10 dias posmonta para evaluar el nimero de
fetos; y las 10 restantes se evaluaron al momento del
parto para medir el tamafio y peso de la camada al
nacer. Como controles se evaluaron 10 conejas por
grupo experimental, inoculadas con solucion salina.
Después de la tercera inoculaciéon las montas se
hicieron con machos nueva zelandia blanco para los
grupos consanguineos y normal; y machos nueva
zelandia negro x rex, para los grupos hibridos. Los
donantes se sangraron por puncién intracardiaca con
jeringa heparinizada; las células se obtuvieron por
centrifugacion en gradiente de Ficoll-hypaque
densidad 1.077 (Hystopaque; Sigma, St Louis MO) y
se administraron en dosis individuales (5-12 x 10¢/
ml). Los resultados se evaluaron por analisis
multifactorial incluyendo como efectos principales:
el tipo de monta (n=3), y el peso al servicio (1-3). El
nimero de nacidos vivos se incluyd como covarianza
para el peso al nacer. El éxito gestacional se evalué
por prueba exacta de Fisher.

Resultados
En la tabla 1 se presentan los porcentajes de éxito
gestacional, medidos como numero de fetos en
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conejas evaluadas a los 10 dias posmonta o como
numero de gazapos nacidos totales en conejas
evaluadas al momento del parto. A los diez dias
posmonta el éxito gestacional fue significativamente
mayor en el grupo de monta normal tratado con AIT
(p(0.05) y una disminucion significativa en el grupo
normal tratado con AIT (p(0.05). Cuando se unieron
los datos de los 10 dias y del parto, se encontré un
aumento significativo del éxito gestacional en el
grupo de monta consanguinea tratado con AIT
(p(0.05).

Tabla 1
Porcentajes de gestacidon en conejas sometidas a
tratamiento con aloinmunoterapia

EpAD DE Yo Yo Y%
EvALUACION TRATAMIENTO  CONSANGUINEC  NoOrRmar HiBrIDO
10 pias S.SALINA 70 407 60
PosMONTA ALOINMUNOTERAPIA 80 90+ 60
30 plas S.SALINA 300 100 40
(PARTO) ALOINMUNOTERAPIA ~ 80° 50 30

a,b,c. Diferencias estadisticas significativas (p<0.05)
entre grupos.

Para el tamafio y peso de la camada se encontraron
algunas variaciones entre tratamientos y tipo de monta,
pero las diferencias entre los grupos no fueron
estadisticamente significativas (p>0.05) (véase la tabla 2).

Tabla 2
Medias minimo-cuadraticas (+ sem) para el tamano y peso de la camada en conejas tratadas con
aloinmunoterapia®.
Numero Nacidos Nacidos Peso de la
Tipo monta Tratamiento de fetos totales vivos camada (gr)
Consanguinea S.Salina 79 + 09 74+ 1 63+ 15 337 + 85
AIT 82 + 08 78 + 0.7 53+ 1 310 + 56
Normal S.Salina 82+ 14 75+ 1 38 + 14 223 + 80
AIT 79 4+ 0.8 85 & 1 47 + 14 409 + 114
Hibrida S.Salina 109 + 15 75 + 1 59 + 15 307 + 76
AIT 67 + 1.3 85+ 1 84 + 15 463 + 23

a. Diferencias estadisticas no significativas (p > 0.05) para todos los parametros.
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Discusion

Nuestro interés en el conejo para el estudio de la
inmunologia de la reproduccion se ha fundamentado
en la facilidad de manejo y economia del modelo, en
su condicion de especie politoca, y en su corto
intervalo reproductivo (5). Repetidamente los
resultados han mostrado patrones de respuesta
inesperados y de dificil interpretacion, lo cual
atribuimos inicialmente a la falta de control de
algunas variables y a factores de confusion como la
palpacién abdominal para diagnosticar gestacion (6).
Precisamente, para controlar este factor, se diseno el
presente estudio donde, si bien se observa un efecto
benéfico del tratamiento en el grupo normal evaluado
a los 10 dias posmonta y en el grupo consanguineo
evaluado al momento del parto (véase tabla 2), no
surge atn un patrén de respuesta que permita
proponer generalizaciones.

Un factor desconocido para los autores al
momento de iniciar los estudios en conejos, es la gran
variabilidad de los indices de reproduccion del
conejo. Adicionalmente, podriamos estar enfrentados
a idiosincrasias de la especie cunicola, respecto de
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otras especies de mamiferos como el hombre y el
raton, en lo que respecta a los mecanismos
inmunologicos de la reproduccién, las cuales
tuvieran alguin efecto en nuestras aproximaciones
experimentales. Frente a este trasfondo de
variacién solamente un experimento masivo, es
decir, que involucre muchas observaciones, podria
alojar alguna conclusién sobre el verdadero efecto
de la aloinmunoterapia en la reproduccion del
conejo.
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Introduccién

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida
felina (Sidaf), se diagnosticé por primera vez en 1986
en Estados Unidos (2, 3, 4) y desde entonces en
muchos otros paises a nivel mundial. Aunque su
agente etiologico es diferente al del sida humano (es

“un virus especifico de especie), tiene mucha similitud
en cuanto su comportamiento en el huésped (7), lo
cual lo hace un buen modelo de estudio del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) (2, 3).

Por sus caracteristicas epidemioldgicas,
principalmente la transmision por mordeduras (3, 4,
8, 9), este virus puede ser facilmente transmitido de
los gatos importados a los gatos nativos, por lo tanto
es posible encontrarnos ante la presencia de un nuevo

virus en el medio.

La inexistencia de una vacuna y de un tratamiento
eficaz contra esta enfermedad hace necesario tomar
medidas preventivas. Una encuesta seroldgica
mediante la técnica de elisa es el punto de partida
para rastrear la presencia del virus, y comenzar un
proceso de identificacion de animales seropositivos
que nos lleven a trazar planes de prevencion y control.

Materiales y método

Se analizaron 60 muestras de plasmas de gatos
elegidos al azar de los albergues de la Sociedad
Protectora de Animales (SPA) y de la Asociacion
Defensora de Animales (ADAN).
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Muestra. De cada animal se tomaron 2cc de sangre
de la vena cefdlica en tubos de ensayo con
anticoagu:lante (EDTA), se transportaron al
laboratorio de microbiologia de la facultad de
Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la
Universidad de Antioquia, alli se centrifugaron a
1.500 revoluciones por minuto durante 10 minutos,
se recupero el sobrenadante (plasma), se empaco en
viales de 0.5cc debidamente identificadas y se
guardaron a una temperatura de -20 grados
centigrados hasta el momento de su procesamiento.

Técnica de elisa. Para el montaje de esta prueba
se utilizé un kit comercial (Snap-Combo FeLV-Ag/
FIV-Ac, IDEXX Laboratories, Maine, USA). El

Tabla 1
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dispositivo snap posee una ventana de resultados con
indicadores para anticuerpos al VIF, antigeno al VLF,
control positivo y control negativo. La muestra
problema era positiva al VIF cuando se formaba un
botén color azul al lado izquierdo del dispositivo.

Resultados

En esta investigacion se hallo una prevalencia total
para el VIF de 41.67% (25/60). De los 60 gatos
muestreados el 25% (15/60) de los positivos
pertenecian al albergue Adan y el 16.67% (10/60%) a
la Spa (Tabla 1).

Distribucién porcentual de los gatos positivos y negativos al VIF por la prueba de elisa de acuerdo con el

albergue de procedencia. 1995

Albergue Positivo Negativo Total

- Ntmero Yo Ntmero Yo Ntimero Yo
Adéan 15 25.00 25.00 30 50.0
Spa 10 16.67 33.33 30 50.00
Total 25 41.67 58.33 60 100.0

En la Tabla 2 se observa que de los animales muestrados el 21,67% (13/60) fueron machos seropositivos y

el 20% (12/60) hembras seropositivas al VIF.

Tabla 2
Distribucion porcentual de los gatos positivos y negativos al VIF por la prueba de elisa de acuerdo con el
sexo. 1995
Sexo Positivo Negativo Total
Numero Yo Ntmero Yo Nimero Yo
Machos 13 21.67 15.00 22 36.67
Hembras 12 20.00 43.33 38 63.33
Total 25 41.67 58.33 60 100.00

La tabla 3 muestra que el 15% (9/60) de los gatos fueron menores de 5 afios y el 26.67% (16/60) mayores

de 5 anos seropositivos al VIF.
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Tabla 3
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Distribucién porcentual de los gatos positivos y negativos al VIF por la prueba de elisa de acuerdo con el

grupo etareo. 1995

Grupo etdreo Positivo Negativo Total
Numero Yo Numero Yo Numero Yo
Menor de 5 9 15.00 45.00 ‘ 36 60.00
Mayor de 5 16 26.67 13.33 24 40.00
Total 25 41.67 58.33 60 100.00

La tabla 4 muestra que el 36.67% (22/60) de los gatos analizados fueron seropositivos al VIF y estaban
reproductivamente activos y solo el 5% (3/60) estaban inactivos.

Tabla 4

Distribucién porcentual de los gatos positivos y negativos al VIF por la prueba de elisa segtin el estado

reproductivo. 1995

Estado Positivo Negativo Total

Reproduc  Nimero Yo Numero % Ntimero %
Activo 22 36.67 53.33 54 90.00
Inactivo 3 5.00 5.00 6 10.00
Total 25 41.67 58.33 60 100.00

De acuerdo con la procedencia de los gatos antes de llegar al albergue el 13.33% (80/60) fueron callejeros
y el 28.33% (17/60) fueron gatos caseros seropositivos (Tabla 5).

Tabla 5

Distribucién porcentual de los gatos positivos y negativos al VIF por la prueba de elisa segtin su procedencia

antes de llegar al albergue. 1995.

Procedencia Positivo Negativo Total

Niumero Do Nimero Yo Nuimero Yo
Callejero 8 13.33 20 33.33 28 46.67
Casero 17 28.33 15 25.00 32 53.33
Total 25 41.66 35 58.33 60 100.00
Discusion De acuerdo a los resultados positivos obtenidos

En el presente estudio se encontrd una
seropositividad al VIF por la prueba de elisa del
41.67% (25/60) de los gatos muestreados. Estos
‘resultados son relativamente altos comparados con
los obtenidos en México 6.6% (2/30), Italia 12.5% (55/
439) y en Santafé de Bogota 9.33% (7/75) (5, 6, 1).

La prevalencia obtenida en este trabajo 41.67%,
posiblemente se debi6 al tipo de poblacion objeto de
estudio pues se trata de gatos que viven hacinados y
en contacto permanente donde las peleas son
frecuentes, facilitindose asi la transmision del virus
(3,4,7,9)

segtin el sexo (ver Tabla 2) aparentemente es similar
al porcentaje de hembras y machos seropositivos al
VIF, pero debe tenerse en cuenta que el niimero de
hembras que contribuy6 a la muestra es muy superior
al de machos, por lo tanto en el presente estudio no
se puede afirmar que la enfermedad se presente mas
en un sexo que en otro, como lo reporta la literatura
3,7,9).

Como se observa en la Tabla 3, el 15% (9/60) de
los gatos seropositivos fueron animales menores de
5 anos y el 26% (16/60) mayores de 5. Esto es similar
a lo reportado en otras investigaciones en las que se
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afirma que el virus se presenta mds en animales
mayores que en los jévenes (1, 3,7, 9).

En cuanto al estado reproductivo sélo el 5% (3/
60) de los gatos estaban castrados, mientras que el
36.67% (22.60) fueron animales enteros, todos ellos
positivos al VIF, lo que concuerda con la bibliografia
(1,3,7,9), la cual describe que los gatos enteros son
mas propensos a salir de casa y a pelearse, lo que los
convierte en blanco del virus. Debido a ésto se
recomienda la castracién, tanto en machos como en
hembras, para disminuir los riesgos de infeccion.

Respecto a la procedencia anterior al albergue de
estos gatos se observa en la Tabla 5 que el 13.33% (8/
60) fueron gatos seropositivos callejeros y el 28.33%
(16/60) procedian de casas. Esto no concuerda con
lo reportado en otros estudios, pues se dice que son
mas propensos a padecer la enfermedad los gatos con
hébitos callejeros (3, 7, 9), sin embargo para este
estudio no tiene mucha singificancia, pues de
cualquier modo todos los gatos que llegan al albergue,
dadas las condiciones de hacinamiento, tienen la
posibilidad de infectarse de cualquier enfermedad,
por tanto no es posible afirmar en este estudio qué
tipo de gato introdujo la enfermedad a los albergues.

Considerando el manejo de la poblacion y las
caracteristicas de transmision del virus (heridas en
peleas), es muy factible que la prevalencia en estos
albergues se mantenga alta, entonces se debe
considerar también la posibilidad de que en la ciudad
de Medellin exista una prevalencia significativa,
teniendo en cuenta que a los albergues llegan
constantemente personas de diferentes partes de la
ciudad con el proposito de adoptar gatos de
diferentes edades que probablemente pueden estar
infectados con el VIF. La facilidad de transmision de
este virus y la poca tradicién cultural de tener los
gatos encerrados en los hogares, son dos factores
definitivos en la epidemiologia del virus en nuestro
medio.

Es importante analizar que los 25 gatos positivos
al VIF, 16 presentaron una serie de signos clinicos
como alopecias, dificultad respiratoria, diarreas y
otros problemas en piel, ademas algunos presentaron
un estado general deteriorado que atin siendo signos
muy inespecificos, como lo reporta la literatura (4),
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son compatible con la inmunodeficiencia que produce
este virus en el organismo del animal. Sin embargo
debemos observar que hay animales seropositivos
completamente asintomaticos, lo que hace
indispensable llevar a cabo pruebas diagnoésticas
con el fin de tener mas certeza sobre el estado
inmunolégico de los gatos que llegan a consulta.

Debido a la existencia del kit comercial de elisa
para detectar reactores positivos o negativos al VIF
se considera conveniente realizar futuras
investigaciones en poblaciones mds grandes con el
fin de conocer mejor la seroepidemiologia de esta
entidad en nuestro medio.
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Determinacion de los niveles de inmunoglobulina (Ig G)
contra Toxoplasma gondii en una poblacion canina del
Departamento de Antioquia

Jost Roserto Ramirez Ocampo. MEDICO VETERINARIO, INDEPENDIENTE. 5 LiLian Canas. PROFESOR TITULAR
Facurtap DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA § SapoH MoLiNa. PROFESOR TITULAR FACULTAD DE
MEeDICINA VETERINARIA DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA.

Introduccion

La toxoplasmosis es una patologia de distribucion
mundial, afecta al hombre y a diferentes especies
animales domésticos y salvajes, incluyendo
mamiferos, aves y algunos reptiles /4, 5, 6).

Aunque el toxoplasma gondii fue descubierto
desde hace mas de 80 afos, solo recientemente
adquiere atencion e interés como enfermedad
oportunista en pacientes sometidos a tratamientos
inmunosupresores, 0 que sufren el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida o en personas débiles
o mal nutridas (7).

Estudios realizados en 1983 y 1992 muestran que
la infestacion en la poblacién canina por Toxoplasina
gondii se ha incrementado en los tltimos afos (1,8).

El presente trabajo surge de la necesidad de
conocer el nivel inmunolégico para Toxoplasma
gondii en una poblacion canina del departamento de
Antioquia, ya que son pocos los estudios que se han
realizado al respecto y dado que dicha especie
favorece y mantiene latente la parasitosis.

Materiales y Métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo en todos los
caninos (33) pertenecientes a la policia nacional del
Departamento de Antioquia.

Muestra. De cada animal se tomaron cinco
centimetros de sangre de la vena cafélica en tubos de
ensayo estériles sin anticoagulante, la muestra se dejo
reposar dos horas, para lograr una retraccion del
coagulo, luego se centrifugé a 1.500 revoluciones por
minuto durante 10 minutos. Posteriormente se
decantaron los sueros, y fueron empacados en viales

y se mantuvieron a -20°C hasta el momento del
procesamiento por la técnica inmunofluorescencia
indirecta (IFI) en el laboratorio de microbiologia y
parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad de Antioquia.

Técnica IFI. Con cada uno de los sueros se
realizaron diluciones dobles seriadas desde 1:16 hasta
1:256; cada una de ellas se enfrento al antigeno (Cepa
RH donada por la Facultad de Medecina de la U. de
A.) el cual fue recuperado por pases en cavidad
peritoneal de raton y luego fijado en circulos en
placas. Luego se incubd a 37'C en cdmara hiimeda
durante 45 minutos y entonces se efectud un lavado
con solucion salina buferada de fosfatos (PBS).
Posteriormente a cada sistema reaccionante se le
adiciond antiinmunoglobulina G canina (Sigma
Chemical Company, P.O. Box 145 08, S.T. Louis, MO
USA 63178-9916) a una dilucion de 1:40 en azul de
Evans; luego se incubd a 37°C en cdmara himeda
durante 45 minutos, al finalizar se lavo con PBS v
agua destilada, se seco y se hizo la lectura en el
microscopio de inmunofluorescencia. El titulo de
anticuerpos en el suero fue la diluciéon mas alta donde
hubo reaccion franca de fluorescente. Siempre se
colocod un suero control positivo y negativo a
toxoplasma.

Resultados

De las 33 muestras analizadas contra toxoplasma
gondii se encontré una prevalencia del 42,5% que
corresponde a (14/33) individuos positivos, y un
57.5% correspondiente a (19/33) individuos negativos
(Tabla 1).



36 Rev Col Cienc Pec, 9, Suplemento 1996

Tabla 1
Prevalencia de anticuerpos (Ig G) contra toxoplasina gondii, mediante la prueba de IFI (1995) en caninos de

la policia nacional en el departamento de Antioquia

Resultados Numero Porcentaje
Negativos 19 57.5
Positivos 14 42.5
Total 33 100.0

Analizando la distribucion de los resultados segtin el sexo, se observé que de los individuos machos, el
37.5% (9/24) fueron seropositivos y en las hembras, el 55.5% (5/9) mostraron seropositividad. Asi mismo,
del total de machos 15 fueron negativos y del total de hembras 4 fueron negativas con porcentajes del 62.5 y
44 5, respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2
Prevalencia de anticuerpos (Ig G) contra toxoplasma gondii, mediante la prueba de IFI (1995) en caninos de

la policia nacional en el departamento de Antioquia

Sexo Positivos Negativos Total
Numero % Numero % Numero %
Hembras 5 55.5 4 445 9 100
Machos 9 37.5 15 62.5 24 100
Total 14 425 19 57.5 33 100

En cuanto a la edad se observo que el mayor porcentaje de seropositividad 60.0 (3/5), se obtuvo en las
edades correspondientes entre 25 y 48 meses, seguidos por las edades entre 49 y 72 meses e individuos
mayores de 72 meses, con porcentajes de 53.8 (7/13) y 42.8 (3/10), respectivamente, por tltimo estarian los
individuos entre 0 y 24 meses en un 20.0% (1/5) (Tabla 3).

Tabla 3
Distribucion porcentual de acuerdo al grupo etareo de la prevalencia de anticuerpos (Ig G) contra toxoplasna
gondii, mediante la prueba IFI, 1995, en los caninos de la policia nacional del departamento de Antioquia

Edad Positivos Negativos Total

Meses Niimero Porcentaje Ntiimero Porcentaje Nimero Porcentaje
0-24 1 20.0 4 80.0 5 100.0
25-48 3 60.0 2 40.0 5 100.0
49-72 7 53.8 6 46.2 13 100.0
>72 3 42.8 7 57.2 10 100.0
‘Total 14 42.5 29 57.5 33 100.0

Teniendo en cuenta la raza se observa que el labrador muestra mayor reactividad (60.0%), con tres
individuos de cinco en total, seguido por el pastor aleman que present6 una reactividad de 50.0% (9/18), y el
pastor belga 40% (2/5). (Tabla 4).
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Tabla 4
Distribucion porcentual de los animales positivos y negativos a Toxoplasma gondii, segin la raza en los
caninos de la policia nacional del Departamento de Antioquia, determinado por la prueba de IFI, 1995.

Raza Positivos Negativos Total
Numero Yo Nimero %o Nimero Yo

Pastor aleman 9 50.0 9 50.0 18 100.0
Springer 1 100.0 1 - 100.0
Boxer 1 100.0 1 100.0
Labrador 3 60.0 2 40.0 5 100.0
Pastor belga 2 40.0 3 60.0 5 100.0
San Bernardo 1 100.0 1 100.0
Pastor malinés 2 100.0 2 100.0
Total 14 42.5 29 57.5 33 100.0

La Tabla 5 muestra el comportamiento obtenido por los titulos de anticuerpos que fluctuaron en un
intervalo entre 1:16 y 1:512, con predominio de la diluci6n 1:16, con una frecuencia de 6/14 individuos y un
porcentaje del 42.9, seguido por los titulos 1/64 y 1/32 con frecuencias de 4/14 y 2/14, y porcentajes del 28.6
y 14.3, respectivamente.

Tabla 5
Titulos de anticuerpos (Ig G) contra toxoplasma gondii en caninos de la policia nacional del Departamento
de Antioquia mediante la prueba IFI, 1995

Titulo (U.L) Numero Porcentaje

16 6 429

32 2 14.3

64 4 28.6

128 . -

256 1 7.1

512 1 71

Total 14 100.0

Discusion

La prevalencia de 42.5% contra toxoplasma gondii Trabajos realizados en el matadero municipal de

hallada en los caninos de la policia nacional, por la  Medellin en 1980 revelaron prevalencias contra
prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI), sefiala  toxoplasma gondii en bovinos del 24 y 30% (6, 10).
a ésta como una patologia bastante difundida en Dado que las fuentes de infeccién del parasito son
nuestro medio, cuyos resultados concuerdan con lo  muiltiples y que los caninos tienen como via principal
obtenido por Pérez y Soto, 1992 (8), al encontrar una  la carne de presas vivas o caddveres, ésta podria ser
reactividad del 66%); igualmente se reportan la principal fuente de infeccién puesto que en alguna
‘prevalencias del 42, 51 y 72% en trabajos realizados  época parte de la dieta de estos animales la constituyé
en Gran Bretana, Francia y Brasil, respectivamente el consumo de desperdicios del matadero municipal.
(2;3). También es importante considerar la ubicacion
Los resultados al agrupar los individuos de la silvestre de las perreras, puesto que aves
muestra segun el sexo, no exhiben marcadas contaminadas, escarabajos y moscas del estiércol
diferencias entre ellos, lo que también coincide con  juegan un papel importante como fuentes de infeccion
los trabajos anteriormente mencionados (3, 8). Esto  al actuar como vehiculo portador del parasito (2,9).
puede indicar que ambos sexos son igualmente En el presente trabajo no se encontraron
susceptibles de ser infectados (8). diferencias apreciables en cuanto a los grupos etareos
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mayores de 24 meses, resultados acordes con los
presentados por Pérez y Soto (8), esto puede deberse
a que con la edad aumenta el grado de exposicion al
parasito, con lo que puede aumentar la prevalencia a
toxoplasma gondii.

Con respecto a la reactividad obtenida en las
diferentes razas, tampoco se hallaron diferencias
significativas dada la poca representatividad de éstas
en la muestra observada. Por lo anterior es
importante realizar un estudio en las diferentes razas
existentes en Antioquia.
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Malassezia pachydermatis Infeccion en caninos

Ana C. Mesa A., BACTERIOLOGA:
Francisco J. Pepraza O., MEpicO VETERINARIO

Introduccion

La Malassezia pachydermatis fue descrita en 1925
por Weidman, como una levadura en forma de botella
que generalmente no requiere lipidos para su
crecimiento como las otras especies del género.

Esta levadura hace parte de la flora normal de la
piel y del canal auditivo externo en caninos y se asocia
a trastornos dermatologicos y otitis externa;
ocasionalmente se ha aislado a partir de muestras
obtenidas de humanos y de otros animales, como
microorganismos oportunistas.

‘El género Malassezia esta conformado por un
grupo de levaduras monopolares que comprende las
especies, furfur, pachydermatis y sympodialis. La
Malassezia furfur hace parte de la flora normal de la
pieza y se asocia con desordenes dermatoldgicos en
el hombre y algunos animales. La Malassezia
sympodidlisis es la especie menos estudiada y hasta
el momento sé6lo se ha informado en pacientes con
sida. Ademas de la importancia de la Malassezia

pachydermatis en medicina veterinaria, el
microorganismo adquiere valor principalmente
como agente asociado con infeccion intrahospitalaria,
causando fungemia en neonatos humanos que reciben
alimentacion parenteral o que requieren cateterismo.
Este hecho ha generado un cambio en la concepcién
que se tenia con respecto a que este microorganismo
afecta inicamente a los animales. Es importante tener
en cuenta algunas condiciones que provocan una
alteracion del sistema inmunolégico, como las
terapias con drogas citotéxicas, enfermedades
consumtivas y neplasias, las cuales permitirian
también la presentaciéon concomitante de infecciones
oportunistas, como la ocasionada por la Malassezia
pachydermatis.

En el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la
Universidad de Antioquia, el 83.33% en 1994 y el
72,72% en 1995, de los cultivos de secreciones Oticas
de caninos fueron positivos para Malassezia spp.
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Caracteristicas microbioldgicas

Malassezia pachydermatis es una levadura
polimérfica (aunque la forma de botella ha sido la
mds descrita) indistinguible morfolégicamente al
microscopio de luz de otras levaduras del mismo
género, razén que amerita la utilizacion de pruebas
bioquimicas, moleculares y/o de microscopia
electronica, para su correcta identificacion, esto es
ademds respaldado por el hecho de que aunque la
mayoria de cepas reportadas de esta levadura son
lipoindependientes, se han reportado cepas que
requieren lipidos para su crecimiento, las cuales
pueden ser ficilmente confundidas con cepas de
Malassezia furfur, la cual se describe como levadura
lipodependiente (1, 8, 11, 17).

Epidemiologia

La Malassezia pachydermatis es un habitante
normal de los sacos anales, recto, mucosa vaginal, la
piel y el canal auditivo externo de los caninos, se ha
reportado en otros mamiferos incluyendo el hombre
y en algunas aves (5, 10). En general los
microorganismos pertenecientes al género
Malassezia necesitan una fuente de lipidos para su
nutricion y factores medioambientales que favorezcan
sucrecimiento como la humedad y un pH entre cuatro
y nueve (13). Aunque la Malassezia pachydermatis
no requiere dcidos grasos para crecer en medios de
cultivo, se evidenci6 un factor de crecimiento en el
cerumen canino, que induce el crecimiento del
organismo en el canal auditivo. Se reporta que entre
el 50% y el 80% de los caninos con otitis externa son
positivos al aislamiento de Malassezia pachydermatis
(6).

La Malassezia pachydermatis en la otitis externa
de caninos se asocia con cocos y bacilos como el
Staphilococcus intermedius y la Pseudomonas
aureuginosa; los metabolitos de estas bacterias
aisladas del canal auditivo, no inhiben el crecimiento
de Malassezia pachydermatis (2, 14). Poco se sabe
del ciclo de vida de la Malassezia pachydermatis y
del mecanismo de transmision (8).

Patogenesis y signos clinicos. Es necesario
recordar que la piel que recubre el canal auditivo es
morfolégicamente similar a la piel que recubre el resto
del cuerpo y consiste en un epitelio estratificado

queratinizado, glandulas sebaceas y glandulas
apocrinas modificadas (glandulas ceruminosas); una
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combinacién de las secreciones sebéceas y
cerumunosas junto al epitelio descamado forman la
cera normal del oido (14).

La Malassezia pachydermatis puede producir
lesiones macro y microscopicas al infectar el canal
auditivo externo y la piel de los caninos. Los signos
clinicos de otitis externa aparecen tres o cuatro dias
después del crecimiento de numerosas Malassezias
en el canal auditivo, provocando eritema inflamatorio
y secrecion de exudados que produce dolor el cual
se manifiesta por un movimiento (sacudida) de la
cabeza del perro (16). Las lesiones cutdneas pueden
aparecer en la cara, en el dorso de la nariz, alrededor
de los ojos y los oidos, sobre la piel del abdomen,
regiones cervical y axilar, miembros anteriores y cara
interna de los muslos, extendiéndose distalmente al
area tarsal. En los estados tempranos hay eritema
focal moderado y en los estados mas desarrollados
dermatitis con hiperpigmentacion, liquenificacion,
alopecia, descamacion y prurito (9).

El diagnostico definitivo de otitis y dermatitis por
Malassezia pachydermatis se realiza por respuesta
al tratamiento (que se describe mas adelante); sin
embargo, por producir un copioso exudado café
oscuro de olor dulzén, es dificil hacer el diagnéstico
diferencial con otras entidades tales como
dermatofitosis, piodermas, hipersensibilidad
alimentaria e infestaciones por otodectes, demodex
y sarcoptes (2).

Diagnéstico

La  Malassezia  pachydermatis puede
diagnosticarse a partir de diferentes tipos de
muestras, como escamas con pelos, secreciones de
oido y biopsias de piel (5, 9, 13).

Exdmenes directos. Realizando un extendido de
la muestra (escamas con pelos o secreciones de oido)
sobre un portaobjetos, es posible visualizar la
levadura utilizando varias coloraciones como el azul
de metileno, giemsa, diff quik, wright, blanco de
calcofliior, gram y azul de lactofenol. El hidréxido
de potasio (KOH al 19%) también es de gran utilidad
(3; 5,6,9).

Examen histopatolégico. Microscopicamente se
observa hiperplasia de la piel, dermatitis perivascular
de tipo principalmente mononuclear, queratinizacion
anormal, displasia folicular y presencia de numerosas
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levaduras gemantes en la queratina de la epidermis
superficial y del foliculo piloso (15).

Algunos autores sugieren que solo un levadura
por campo de inmersion podria considerarse flora
normal; otros sugieren menos de tres levaduras. Las
diferencias en la definicién de “normal” pueden
variar segtn el sitio, por ejemplo, en oidos
normales el nimero de levaduras puede aumentar
en ambientes humedos (14).

Cultivo. El medio mas utilizado para el
aislamiento de la Malassezia pachydermnatis es el
sabouraud dextrosa Agar (SDA)la levadura crece a
temperaturas entre 15 y 37'C, pero se ha demostrado
que lo hace mas rdpido a 37°C. El tiempo de desarrollo
es muy variable y depende de la temperatura y el
medio de cultivo utilizado; se ha reportado
crecimiento entre 24 horas y una semana (4, 5, 6, 15).

Las colonias en general son pequenas, opacas,
levantadas, inicialmente de color amarillo pélido y
posteriormente café claro. Su textura puede ser seca,
friable, aterronada o pastosa (11).

Caracteristicas bioquimicas. Algunas
caracteristicas bioquimicas fuéron similares en
varios experimentos, pero en otros variaron. Gabal,
por ejemplo, demostré que la Malassezia
pachydermatis no fermenté ni asimilé glucosa,
galactosa, sucrosa, maltosa ni lactosa y asimilo
incompleta, débil y lentamente la peptona en
comparacion con otras levaduras; por el contrario en
el experimento de Gordon se demostrd asimilacion
de glucosa por parte del microorganismo. Se han
demostrado otras caracteristicas como la no
produccion de ureasa, asimilacién de glicerol, y no
asimilacion de nitratos (6, 7, 11).

Otras técnicas. Con el fin de determinar la
poblacion de Malassezia pachydermatis en la piel de
perros sanos y con alteraciones dermatoldgicas, se
han ensayado algunas técnicas cuantitativas como la
cinta adhesiva coloreada con Diff-Quick®, el recuento
utilizando la técnica de platos de contacto y el frotis
con detergente, pero en nuestro medio atin no se
aplican (5).

Tratamiento. En los casos de otitis externa canina
asociada a esta levadura, el microorganismo muestra
sensibilidad al ketoconazole tanto in vive como in
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vitro (12, 17). En las dermatitis pruriginosas y
seborreicas, ha sido efectivo el tratamiento con
ketoconazole oral y un shampoo que contenga
ketoconazole (15). Existen otros medicamentos que
se han utilizado con éxito, tales como la pimaricina
al 1%, el natamycin y el miconazole (18). En el caso
de los antibidticos poliénicos, se han reportado
diferentes respuestas entre las cepas de la Malassezia
pachydermatis dependiendo de la composicion de
esteroles en la pared de cada cepa (19).

Conclusiones. Para identificar correctamente la
Malassezia pachydermatis se requiere aislar el
microorganismo y realizar pruebas bioquimicas,
debido a que las caracteristicas morfolégicas no son
suficientes para diferenciarla de las otras especies.

En las muestras de secrecion o6tica de caninos que
llegan al laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la
Universidad de Antioquia, con el fin de realizar
cultivos para hongos, se ha encontrado que la
levadura mas frecuentemente aislada es la Malassezia
spp., sin que haya sido posible identificar la especie
involucrada, debido a la carencia de reactivos
indispensables para la reaccién de pruebas
bioquimicas. Igualmente importante en el
diagnostico de laboratorio, tanto microbiolégico
como histopatolégico, seria obtener colorantes
especificos como el Diff-Quick® recomendado por
muchos investigadores para facilitar el diagnoéstico.
El tratamiento es de suma importancia dado que el
manejo de las otitis externas en caninos causa gran
dificultad al veterinario clinico, tal vez porque no se
tiene en cuenta que las infecciones por bacterias y
levaduras en el canal auditivo de los perros solo son
factores perpetuantes de la otitis externa, mas no
factores etiologicos, siendo estos ultimos los que
deben ser bien reconocidos con el fin de dar un
correcto manejo al problema.

Esta monografia se presenta como un primer paso
en la busqueda del conocimiento de las enfermedades
que afectan el oido y la piel de los caninos y pretende
motivar la realizacion de estudios clinicos y
epidemiolégicos que permitan conocer el
comportamiento de la Malassezia pachydermatis
en nuestro medio, ya que hasta el presente no se
ha realizado ninguna investigacion sobre este
microorganismo.
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