Rev Col Cienc Pec 2007; 20:4

NIVERSIDAD
DE ANTIOQUIA

1803

Actividad virucida y de inhibicién de la adhesion
de extractos de dos plantas de la familia
Euphorbiaceae contra Herpes Virus Bovino tipo-1
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El Herpes Virus Bovino (HVB), es un virus neurotrépico que
causa una variedad de sintomas clinicos entre los que se encuentran
rinotraqueitis, conjuntivitis y manifestaciones genitales. Aunque
en algunos casos la infeccion cursa con manifestaciones clinicas
leves, también puede causar abortos, reduccion en las tasas de
fertilidad y en la produccion de carne y leche. Actualmente existe
una vacuna que genera inmunidad y previene el desarrollo de
la enfermedad; sin embargo, no evita la infeccién, la latencia o
la reactivacion del virus. Ademas, las medidas de control de la
infeccion son ineficientes, probablemente por la alta capacidad
que tiene el virus de trasmitirse entre los hospederos y de
inducir latencia neuronal. Estudios previos realizados en nuestro
laboratorio mostraron que extractos de las plantas H. crepitans
y C. variegatum, presentan actividad antiviral contra HVB-1
cepa Cooper. Con el fin de determinar si la accion antiviral de los
extractos de estas plantas se ejerce directamente sobre el virion o en
etapas iniciales de la infeccion, los extractos con mayor actividad
fueron sometidos a ensayos de actividad virucida y de inhibicion
de la adhesién. Los ensayos in vifro muestran que los extractos
metandlico, hexanico y acuoso C. variegatum a una concentracion de

31.25 pg/ml, tienen una actividad virucida de 97.14, 39.52, y 44.2%,
respectivamente. A esa misma concentracion los extractos hexanico
y acuoso de H. crepitans presentan actividad virucida del 60.95
y 84.67%, respectivamente. A la menor concentracion evaluada
(31.25 pg/ml), el extracto hexanico de C. variegatum presentd un
porcentaje de inhibicién de la adhesion de 18.9%, mientras que en
el caso de H. crepitans fue de 48.31%. Estos resultados preliminares
sugieren que algunos extractos de C. variegatum Yy H. crepitans
poseen capacidad de interferir en la infectividad del virus y en pasos
iniciales de su ciclo replicativo. Sin embargo, para tener una idea
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mas amplia del efecto antiviral de los extractos sobre HVB-1 cepa
Cooper, se hace necesario evaluar la capacidad de inhibicién de
la penetracion y el tiempo minimo en el cual el extracto ejerce
su actividad antiviral después de la infeccion. Se deben realizar
otros estudios en los cuales los extractos con actividad promisoria
se sometan a fraccionamiento con técnicas cromatograficas, para
tratar de encontrar nuevas moléculas activas que presenten una
alternativa terapéutica y de control de diseminacion y asi disminuir
las pérdidas econémicas generadas por la infeccion con este virus.
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La rinoneumonitis equina y la anemia infecciosa son enfermedades
de los equinos responsables de cuantiosas pérdidas econémicas
para los paises que las padecen. La rinoneumonitis es producida por
herpesvirus equinos tipos 1y 4 (HVE-1 y HVE-4), a su vez la anemia
infecciosa equina es producida por un retrovirus. Las infecciones
ocasionadas por los herpes virus se caracterizan por inducir en el
huésped infecciones latentes y frecuentes reactivaciones de este estado,
especialmente bajo condiciones de estrés (inmunosupresion) con la
consiguiente eliminacion del virus al medio ambiente. El virus de
la anemia infecciosa equina ocasiona infecciones persistentes y



592

tiene la capacidad de esquivar la respuesta inmune por parte del
hospedero. Dentro de la compleja epidemiologia para ambas
entidades es frecuente encontrar la presencia de asociaciones de
agentes infecciosos en un mismo individuo, las cuales podrian
estar involucradas con la severidad de los signos clinicos y las
alteraciones patoldgicas. En Colombia se empieza a conocer
una alta reactividad serol6gica en algunas regiones, para la
rinoneumonitis, mientras para la anemia infecciosa equina,
la principal medida de control es el sacrificio de los animales
positivos. El objetivo del presente estudio fue conocer el nivel
de asociacién serolégica entre HVE-1 y 4 y el virus de la
anemia infecciosa equina en caballos de trabajo provenientes de
varios municipios del Meta. Se realizo una encuesta transversal
en 68 equinos provenientes de los municipios de San Martin,
Guamal, Restrepo, Cumaral y Paratebueno. Se utiliz6 una
preuab de ELISA indirecto especifico para detectar la presencia
de anticuerpos dirigidos contra la glicoproteina G del HVE-
1 y HVE-4 (Svanovir ™ EHV1/EHV4-Ab ELISA), para la
AIE la prueba de Inmunodifusién en Agar de coggins. No se
encontraron reactores al HVE-1, para el HVE-4 fue 94.12%
(64/68) y AIE 13.32%(9/68); es importante resaltar que todos los
animales positivos para AIE presentaron coinfeccion con HVE-
4. El porcentaje de seropositivos por municipio al HVE-4 fue
Restrepo 27.9% (19/68), Cumaral 26.4% (1868), Paratebueno
14.7% (10/68), Guamal 14.7% (10/68), y San Martin 10.2%
(7/68); mientras el porcentaje de reactores por municipio a
AIE fue Cumaral 5.88% (4/68), Restrepo 4.4% (3/68), Guamal
1.47%(1/68) y San Martin 1.47% (1/68). Se concluye que el
porcentaje de coinfectados HVE-4 y AIE es alto y sugiere un
aumento de la seropositividad a futuro en la poblacién equina,
pues el efecto inmunosupresor del virus de la AIE podria
facilitar la reactivacion del estado latente del HVE-4 en ciertas
épocas del afio; la no presencia de reactores al HVE-1 no
asegura la ausencia del virus ya que en estudios recientes en la
misma region han sido evidente sin alcanzar alta seropositividad
como para el HVE-4.
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El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) es uno de los agentes
infecciosos mas importantes del ganado, presenta distribucién mundial
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y es endémico en la mayoria de las poblaciones bovinas. A pesar de
que existen varias vacunas para el control de la enfermedad,
no se ha logrado una reduccién evidente de la prevalencia de
la enfermedad. Por lo anterior, se han empezado a desarrollar
experimentalmente vacunas ADN y vacunas recombinantes para
superar los inconvenientes de las vacunas convencionales. Su
mayor ventaja es que permiten trabajar con solo una fraccién del
virus (proteinas mas inmunogénicas) evitando la exposicion al
virus completo; disminuyendo la probabilidad de reversion viral.
Los trabajos que se vienen realizando en vacunas recombinantes
se fundamentan en la busqueda de un sistema eficiente para la
expresion y presentacion de antigenos que generen una potente
inmunidad humoral y celular. Esto se logra mediante el empleo
de proteinas virales altamente inmunogénicas como la E2 de
la envoltura. Los genes que codifican para estas proteinas son
introducidos dentro de un vector que permita su expresion. El
empleo de los virus como vectores permite el transporte en su
genoma de genes extrafios (transgenes) en regiones que son
eliminadas y no son esenciales para la replicacion e infectividad
viral. Los adenovirus (AdVs) son usados ampliamente como
vectores para transferir genes, entre otras, ya que muchos tipos
celulares expresan receptores en su superficie para la unién
con este virus, haciendo que los niveles de transduccion sean
altos una vez que el virus a ingresado al organismo. En este
proyecto de investigacion se construiran AdVs recombinantes
de primera generacion que expresen la proteina inmunogénica
E2 del VDVB, de una cepa de campo del pais y de una cepa de
referencia, determinando si estas construcciones presentan una
expresion optima de E2 y si es igual para cada una de ellas. Para
esto, primero se amplifica el gen viral E2 mediante RT-PCR
empleando primers especificos a los cuales se les adicionan
sitios de restriccion que faciliten la insercion de la secuencia
E2 en un sitio especifico de un vector de transferencia, que
contiene un casette bicistronico que esta bajo el control de un
promotor constitutivo (CMV5-E2-IRES-GFP); este plasmido
es amplificado en bacterias competentes. Una vez purificados,
los plasmidos de transferencia se recombinan con plasmidos de
expresion que contienen la secuencia adenoviral con deleccion
en la regién E1 y E3 (Adeasy system, Qbiogen®) en bacterias
electrocompetentes. Una vez obtenido el plasmido adenoviral
con el transgen de expresiéon (CMV5-E2-IRES-GFP) ubicado
en la region AEl, se evaluara in Vitro el nivel de expresion
de la construccion en células transfectadas transitoriamente,
cuantificando por citometria de flujo de la fluorescencia emitida
por el gen reportero (GFP). Finalmente, se amplificara el virus
mediante la transfeccién de células complementarias esperando
obtener AdVs recombinantes a titulos que oscilen entre 10%*
particulas virales/ml, para su posterior empleo en modelos
animales. Se ampliara el conocimiento en la metodologia de
la construccion de estas vacunas para posteriores desarrollos
en otros virus con mayor impacto en las explotaciones
colombianas.
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La mastitis es una inflamacion de la glandula que ocasiona
grandes pérdidas a la industria lactea, pues disminuye la capacidad
de produccion lactea de las vacas, se descartan animales que
reproductivamente son valiosos para la explotacion, se generan
costos por tratamientos, hay disminuir la calidad higiénica y
sanitaria, se ve disminuida la vida util del producto y se disminuye
el rendimiento industrial, entre otros. La enfermedad puede
ser ocasionada por traumatismos en la glandula mamaria o por
un gran ndmero de microorganismos, los mas importantes son
los pertenecientes a los géneros Staphylococcus spp y E. coli;
estas bacterias requieren de un medio nutritivo y condiciones
ambientales ideales para su desarrollo, sin embargo cuando estos
microorganismos son sometidas a condiciones hipoosméticas se
produce su muerte. Los objetivos que se pretenden en este proyecto
son: determinar la curva de crecimiento de microorganismos
pertenecientes a los géneros antes mencionados, ademas, evaluar
el efecto de diferentes concentraciones de mono y disacaridos
sobre el crecimiento in vitro de los microorganismos aislados. Se
utilizaran muestras de leche vacas enfermas de mastitis de un hato
lechero localizado en el municipio de Santa Rosa de Osos (norte
del departamento de Antioquia), las muestras se recolectaran
asépticamente en tubos estériles y se transportaran bajo condiciones
favorables al laboratorio de Ciencias Bioldgicas de la Corporacion
Universitaria Lasallista, donde se realizara la investigacion. En el
caso de los Staphylococcus se realizaran pruebas morfolégicas,
hemoliticas y de coagulasa; mientras que para las coliformes,
ademas de la caracterizacion morfoldgica se utilizard un bateria
bioquimica de reconocimiento para bacterias gram-negativas.
Una vez aisladas e identificadas las bacterias se mantendran
a 4 °C. Para cada uno de los microorganismos se analizara la
curva de crecimiento y determinard en que momento alcanzan la
fase exponencial y estacionaria. El cultivo se realizara en caldo
nutritivo con una siembra inicial de 1000 cél/ml, mantenidas bajo
condiciones controladas, las mediciones se tomaran cada hora
utilizando un turbidimetro. Para evaluar el efecto de los diferentes
azlcares los microorganismos aislados se someteran a diferentes
concentraciones (20, 35, y 50%) de glucosa, fructosa, maltosa
y sacarosa; cada tratamiento tendra 5 repeticiones y dos réplicas.
El nimero de células sembradas serd 1000/ml en 10ml de caldo
nutritivo; se contara con un testigo al que no se le aplicara ningdn
tratamiento; el cultivo se realizara bajo condiciones controladas
de temperatura (37 °C). La medicion se realizara de acuerdo a los
resultados hallados en la estimacion de la curva de crecimiento. Se
espera determinar a que concentracion a la que cada tipo de azucar
inhibe el crecimiento de las bacterias y posteriormente realizar
ensayos en condiciones de campo pare evaluar el efecto sobre
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vacas que padecen mastitis y generar una alternativa econémica y
eficiente para el control de la mastitis.

Palabras clave: bacterias gram-positivas, bacterias gram-
negativas, monosacaridos, disacdridos

Key words: disaccharide, gram-positive bacteria, gram-
negative bacteria, monosaccharide
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La presencia de avifauna, incluyendo los gallinazos en areas
urbanas (plazas de mercado de Bucaramanga) principalmente en
aquellas en donde existe un manejo inadecuado de los residuos
s6lidos (basuras y desechos organicos), dispuestos en lugares de
atraccion para estas aves, sugiere un posible riesgo para la salud
publica, principalmente porque pueden dafiar y contaminar alimentos
con sus excrementos y plumas (por contacto), y actuar como
reservorios de microorganismos patogenos sin manifestaciones
o0 evidencias clinicas de enfermedad. Se capturaron 40 ejemplares
clinicamente sanos, para obtener muestras sanguineas las cuales
fueron divididas en cuatro grupos de 10 muestras por semana,
arrojando promedios del hematocrito 44,82 %; promedio en
diferencial de células blancas, heterofilos 62,57 %, linfocitos
32,18 %, monocitos (0,29%, eosindfilos 4,89%, basdfilos 0,12 %;
el recuento eritrocitario se encontré en 4.889.875,00 mm?® y para
el recuento total de células blancas se esta fuede 96.574,5 mmd.
Delandlisis bacteriolégico aplicado a los 40 gallinazos mediante
hisopados faringeos, los cualesfueron sometidos a siembra por
agotamiento con medio enriquecido de agar sangre de corderoy
mac conkey, lectura con BBL CRYSTAL, para la identificacion
de bacterias, donde se encontr6 en todos los cultivos colonias
bacterianas mixtas con una totalidad de 13 géneros, siendo la
Escherichia coli, equivalente al 100 %, seguido de la bacteria
Proteus sp., presente en un 77,5 %; Enterobacter cloacae 10 %;
Bacillus sp. 7.5 %, para los géneros Klebsiella sp., Pseudomona
aeruginosa, Aeromonas hydrophila 'y Proteus mirabilis 5 %
y cada uno de los siguientes con una participacion del 2.5 %
correspondiente a Proteus penneri, Proteus vulgaris, Enterobacter
sakazakii, Enterobacter gergoviae, Klebsiella pneumoniae para
cada una, de la poblacién estudiada. De lo anterior se puede
concluir que, al ser la Escherichia coli menos exigente para
sobrevivir en el ambiente, la hace mas frecuente al contacto con el
hombre, favoreciendo la contaminacion al ser via oral, facilitado
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por el proximidad de los recolectores de basuras con el contenedor
0 cuarto de desecho, teniendo en cuenta que los gallinazos se
alimentan, eliminan heces y expulsan vomito (mecanismo de
defensa); otro factor para la posible contaminacion se puede
presentar a través de los operarios de barrido, los cuales tienen
contacto con vendedores de alimento dentro de las plazas, al igual
que presencia de gallinazos sobre los mesones de los puestos de
expendio de carne en horario de no atencién al publico, lo que
puede facilitar la presencia de bacterias en los alimentos que alli
se expenden, hasta llegar al consumidor final facilitado por mala
manipulacién y ausencia de medidas higiénicas.

Palabras clave: aves carrofieras, contaminacion bacteriana,
andlisis de sangre.
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La paratuberculosis bovina (o enfermedad de Johne) es una
enfermedad del tracto digestivo de los rumiantes causada por
el Mycobactenum avium paratuberculosis (Map), que presenta
cuatro fases clinicas progresivas: dos asintomaticas (Fases ly I1)
y dos sintométicas (Fases Il y V), que culminan con la muerte
por caquexia del animal afectado. Los animales portadores pueden
eliminar el agente causal en la materia fecal durante las fases Il a
1V. El Map excretado en las heces de los animales portadores puede
ser aislado y detectado mediante el cultivo bacteriol6gico, una
prueba que tiene como inconveniente la alta exigencia de cultivo del
Map y el prolongado tiempo de cultivo requerido antes de obtener
un resultado positivo. El objetivo del proyecto es establecer un
sistema de deteccion y amplificacion del Map a partir de muestras
de materia fecal bovina, mediante el uso de la técnica de PCR en
tiempo real, como estrategia de apoyo para el establecimiento de un
programa de prevencion deteccion y control de la paratuberculosis
bovina en el hato lechero de la Universidad de Antioquia. Muestras
de materia fecal de bovinos con sintomatologla compatible con la
infeccion por el Map, provenientes de un hato enzodtico para la
enfermedad de Johne, se han sometido a procedimiento de cultivo
bacteriol6gico en medio para micobacterias, bajo dos protocolos de
aislamiento: con o sin inhibidores. Las muestras se han cultivado
durante varias semanas hasta observar el crecimiento de colonias
compatibles con Map, las cuales se han enviado para tipificacion
bioquimica y molecular. Como controles se han utilizado muestras
de materia fecal de bovinos clinicamente sanos. Adicionalmente,
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con el DNA de las muestras aisladas en cultivo se realizara prueba
de PCR convencional y en tiempo real, para la amplificacion
del elemento de insercién 1S900 del Map, mediante el uso de
cebadores especificos para este elemento. Como controles positivos
se utilizard una cepa de referencia del Map. Hasta el momento
se ha logrado aislar varias cepas de colonias compatibles con
Mycobacterium spp, que no han sido tipificados como Map. Para
el cultivo bacterioldgico del Map se estd implementando otros
medios de cultivo diferentes a los estudiados hasta el momento.
La a amplificaciéon de Map por prueba de PCR esta en su fase de
estandarizacion. A la fecha de exposicion del trabajo se espera
presentar los resultados de las pruebas de PCR sobre material
detectado en el cultivo bacterioldgico, usando controles positivos
de DNA de cepas de referencia de map. Finalmente, se obtendra
el sistema de control para la deteccion y aislamiento de cepas del
Map usando el cultivo bacterioldgico con los medios Midlesbrook
y Lowesten-Jensen; realizar la puesta a punto de los protocolos de
PCR en tiempo real y convencional; detectar los animales del hato
enzodtico portadores del Map con o sin manifestaciones clinicas de la
enfermedad de Johne; y ofrecer la técnica de PCR en tiempo real para
el monitoreo de la excrecion de Map en todos los animales del hato.

Palabras clave: bovinos de leche, caquexia, enfermedad de
Johne, paratuberculosis, PCR en tiempo real
Johne
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La rinoneumonitis viral equina es una enfermedad insidiosa,
de alta prevalencia en varios paises y que ocasiona severas
pérdidas econémicas a la industria equina. Es producida por
herpesvirus equino tipos 1 y 4 (HVE-1 y 4). Poco se conocia
de esta enfermedad en Colombia, sin embargo desde el primer
reporte de su presencia en el afio 2001, el cual se acompafio del
aislamiento del virus, surgi6 la necesidad de conocer la prevalencia
en las diferentes regiones y poblaciones equinas del pais. El
objetivo de este estudio fue conocer la prevalencia seroldgica a
los HVE-1 y HVE-4 en caballos criollos destinados a actividades
de trabajo en siete municipios del Meta. Se realizo una encuesta
transversal en 104 equinos provenientes de los municipios de
San Martin, Acacias, Castilla la Nueva, Guamal, Restrepo,
Cumaral y Paratebueno. Se utilizé una prueba de ELISA indirecto
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especifico para detectar la presencia de anticuerpos dirigidos contra
la glicoproteina G del HVE-1 y HVE-4 (Svanovir™ EHV1/EHV4-
Ab ELISA). La poblacién estaba conformada por machos (56.2%)
y hembras (43.8%). La seropositividad para el HVE-1 fue 1.92%
y HVE-4 91.35%. La seropositividad por municipio para el HVE-
1 fue Castilla la nueva 0.24% (124) y Acacias 0.11% (1/11); no se
encontraron reactores positivos para los otros municipios. Respecto
del HVE-4, la seropositividad fue: San Martin 77.7% (79), Acacias
100% (11/11), Castilla la nueva 87.5% (2124), Cumaral 95%
(1920), Restrepo 90% (1820), Guamal 81.8% (911) y Paratebueno
100% (10710). De acuerdo con la edad, la mayor seropositividad para
el HVE-4 se encontr6 en el grupo entre 5-7 afios, seguido del grupo
de menos de 4 afios. Se concluye que la seropositidad al HVE-1 es
baja lo que contrasta con una alta seropositividad al HVE-4, hallazgo
que confirma la presencia de HVE en la poblacion de animales
de trabajo en el Meta, ya evidenciada recientemente en caballos
destinados a actividades deportivas. Quizas el aumento de eventos
feriales donde asiste alto nimero de animales y el posterior contacto
con los caballos dedicados a actividades de trabajo podria explicar la
diseminacion del virus a esta poblacion.

Palabras clave: anticuerpos, equino, rinoneumonitis
Key words: antibodies, equine, rhinopneumonitis
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La bronquitis infecciosa aviar (BIA) es una enfermedad
multisistémica que causa pérdidas econémicas en avicultura debido
a la disminucion en la ganancia de peso, altas tasas de morbilidad,
disminucion de la produccién de huevo, decomisos en planta de
beneficio y costos por tratamientos y vacunaciones. Esta entidad, es
causada por el virus de bronquitis infecciosa (IBV siglas en inglés),
el cual pertenece a la familia Coronaviridae. Dado que la BIA, se
encuentra ampliamente distribuida en las explotaciones avicolas del
pais y a la gran problemaética que la enfermedad genera, los objetivos
principales del proyecto son: en primer lugar, identificar y caracterizar
molecularmente las cepas actuantes en granjas seleccionadas de
la zona centro del pais y posteriormente, evaluar la dinamica del
virus en aves vivas, comparando la evaluacién de la respuesta
inmune y la carga viral presente en estas. Para el primer objetivo,
se seleccionardn granjas con historia y sintomatologia compatible
con BIA tomando muestras tanto para el intento de aislamiento del
virus, como para caracterizacion molecular de este. Las muestras
de aislamiento, seran inoculadas en embriones libres de patégenos
especificos (SPF) y se evaluara la presencia de lesiones especificas
para el virus. Para la caracterizacién molecular de las cepas, se usara
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la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa — transcripcion
reversa (RT-PCR, siglas en inglés) y se realizara la secuenciacion de
nucleétidos, con el fin de agrupar genéticamente las cepas actuantes
en las granjas estudiadas. En cuanto al segundo objetivo, se tomaran
cuatro grupos experimentales divididos asi: aves vacunadas con el
IBV, bajo condiciones de campo, en una explotacion avicola con
presencia del 1BV comprobada; animales vacunados con el 1BV, bajo
condiciones controladas de aislamiento, e inoculadas con una cepa
de campo a titulo conocido; aves sin vacunacion, bajo condiciones
controladas de aislamiento, e inoculadas con una cepa de campo a
titulo conocido; animales vacunados, sin exposicion al agente viral.
Para evaluar en las aves la dindmica de las particulas virales a través
del tiempo, tanto de virus de origen vacunal y de campo, se utilizaran
las técnicas de inmunoensayo asociado a enzima (ELISA) para la
deteccion de anticuerpos y RT-PCR en tiempo real (QRT-PCR). La
primera, permitird estudiar la respuesta de inmune de los animales
a la exposicion con el virus y la segunda, se usara para cuantificar
la carga viral presente en los mismos. Por medio de esta evaluacion,
se podra comparar la respuesta inmune de las aves con la carga viral
presente en estas. Los resultados obtenidos a través de este proyecto,
permitiran establecer las bases para el estudio y control del IBV
debido al bajo conocimiento de las cepas actuantes en el territorio
y contribuiran al avance del conocimiento de la dinamica del IBV,
en Colombia. Tanto la normalizacion de las pruebas RT-PCR y qRT-
PCR detectaran de forma rapida y eficaz las cepas del virus de BIA
y proporcionarg a la industria avicola pautas para la evaluacion del
plan vacunal administrado contra la enfermedad.

Palabras clave: aves, ELISA, qRT — PCR, RT — PCR,
secuencia de nucleotidos, VBI.

Key words: chickens, ELISA, IBV, nucleotide sequence, RT-
PCR, gqRT-PCR.

Evaluacién clinica, serologica y molecular de
la coinfeccion con el virus de la enfermedad de
Newcastle y con el virus de bronquitis infecciosa

Clinical, serological and molecular evaluation of Newcastle
disease virus and infectious bronchitis virus coinfection
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En avicultura, las enfermedades virales son causantes de
grandes pérdidas econémicas. Dentro de estas, la enfermedad de
Newcastle y la bronquitis infecciosa, se reconocen como dos de
las més importantes, debido a que estan ampliamente distribuidas
en las poblaciones avicolas; a pesar de la existencia de estrategias
para la prevencion y control. En Colombia estas dos enfermedades
son endémicas, y constituyen una problematica vigente en el pais.
A nuestro laboratorio, Ilegaron aves provenientes del departamento
de Cundinamarca con historia y sintomatologia compatible con
bronquitis infecciosa. Se tomaron muestras para aislamiento viral
y para caracterizacion molecular del virus de virus de bronquitis
infecciosa (VBI). Se realizé reaccion en cadena de la polimerasa
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— transcripcion reversa (RT-PCR por sus siglas en ingles) y la
posterior secuenciacion de nucledtidos del VBI. El aislamiento se
realiz6 en embriones libres de patdgenos especificos (SPF por sus
siglas en ingles) de 9-11 dias de edad. Sin embargo, las lesiones
observadas en los embriones SPF aunque fueron caracteristicas
del VBI, también fueron compatibles con infeccion por el virus de
la enfermedad de Newcastle (VENC). Para comprobar la posible
coinfeccion con los dos virus, se reprodujo la infeccién en aves
SPF bajo condiciones controladas. Para este experimento, se
utilizaron aves de 21 dias de edad, que fueron separadas en tres
grupos experimentales, e inoculadas con diferentes pasajes del
aislamiento en embriones; igualmente se utiliz6 un grupo control.
Las aves fueron evaluadas diariamente para la observacién de
signos clinicos, y al mismo tiempo, se realizd una evaluacion
serolégica de estas, tanto para el VBI como para el VENC, a las
36 horas y los dias 7, 15 y 21 post inoculacién. Por ultimo, se
realizé la RT-PCR para la detecciéon del VENC y la posterior
secuenciacion de nucleétidos. Se comprob6 la presencia del VBI y
del VENC por medio de la RT-PCR. En el caso del VBI, a través de
la secuenciacion de nucleétidos, se encontré una estrecha relacion
genotipica del aislamiento, con cepas de origen chino. Sin embargo,
la secuenciacion de la cepa del VENC, esta en proceso y aun no se
tiene resultado. Se evidencié sintomatologia clinica compatible con
las dos enfermedades, en los tres grupos inoculados con virus. No
obstante, la sintomatologia presentada para las dos enfermedades
fue muy leve. A nivel seroldgico la respuesta fue muy similar,
con titulos leves o inexistentes a las 36 horas, y con titulos leves
para los dias 7, 15 y 21 post inoculacién. Se logré comprobar la
coinfeccion con dos agentes virales. Al mismo tiempo, se pudo
reproducir clinicamente las dos enfermedades y evaluar la respuesta
inmune de las aves frente a estas. Es importante resaltar el hecho
de encontrar alta similitud entre el aislamiento del VBI y las cepas
chinas, dado el hecho de que en el pais, no se comercializan aves, ni
subproductos, ni suministros avicolas, provenientes de este pais o de
esta zona geografica. Por ultimo, este estudio constituye un avance
importante en el estudio de las enfermedades virales de las aves.

Palabras clave: VBI, VENC, aves, ELISA, RT — PCR,
secuencia de nucledtidos

Keywords: IBV, NDV, chickens, ELISA, RT — PCR, nucleotide
sequence

Evaluacién de un test de ELISA para el diagndstico
de la fasciolosis bovina en condiciones de campo e
identificacion del molusco hospedador

Evaluation of an ELISA test for diagnosis of the bovine fasciolosis
under field conditions and identification of mollusk host
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La fasciolosis es ocasionada por el trematodo Fasciola
hepatica, que emplea moluscos lymneidos como hospederos
intermediarios. Este pardsito se encuentra ampliamente
distribuido en Colombia, ocasionando abundantes pérdidas en la
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industria carnica y lechera. El diagnéstico de la fasciolosis se realiza
rutinariamente mediante la deteccion de huevos en las heces de los
vertebrados parasitados, si embargo el uso de técnicas serolégicas
como el ELISA, ha incrementado la sensibilidad y la especificidad
del diagnéstico de la infeccion. Este trabajo pretendié evaluar en
condiciones de campo un test de Elisa previamente estandarizado,
asi como determinar las especies de moluscos lymneidos que actdian
como hospederos del tremétodo. Esta investigacion se realizd en
dos hatos lecheros del norte (A) y del oriente (B) de Antioquia. Las
muestras de materia fecal y de sangre utilizadas para el diagndstico se
obtuvieron en cuatro y dos ocasiones respectivamente durante un afio.
Los moluscos fueron recolectados en las acequias y bebederos de los
potreros estudiados, e identificados segin caracteristicas morfologicas.
Los resultados mostraron en el hato A, una prevalencia de F. hepatica
del 10,52% (10 de 95 bovinos) por Dennis, mientras que por Elisa
del 49.46% (46 de 93 bovinos). En el hato B, mediante coprologia se
encontré una prevalencia del treméatodo del 94.6% (88 de 93 bovinos)
y por ELISA del 93.02% (80 de 86 bovinos). Respecto a los moluscos,
en el hato A se colectaron 306 lymneidos todos identificados como L.
columella, ninguno de ellos parasitados; en el hato B se recolectaron
723 lymneidos, 513 fueron identificados como L. columella y 210
como L. truncatula. Entre 10s L. columella, 17 individuos presentaron
estadios larvarios de F hepatica; 13 especimenes presentaron
redias y cercarias de un paramfistomido y en los restantes 483 no
se encontraron trematodos. A su vez la evaluacion de L. truncatula
demostré que 4 especimenes estaban parasitados por £ hepatica,
48 por un paramfistomido y en 158 caracoles no se observaron
digéneos. Seglin lo observado en el estudio, podemos decir que en
regiones donde la prevalencia de fasciolosis es alta, como en el hato
B, ambos métodos diagndsticos (Dennis y ELISA), permiten detectar
la infeccién de manera eficiente. Por su parte en regiones donde la
prevalencia de la fasciolosis es moderada como en el hato A, el test
serologico, resulta mas eficiente para el diagnostico parasitologico de
la infeccion, lo cual puede estar relacionado con la fase de la infeccion
en la que se encuentran los animales. Respecto a los caracoles es
importante destacar el hallazgo de los lymneidos L. columella y L.
truncatula, que han sido descritos como hospedadores intermediarios
de F hepatica, L. columella en ambos hatos y L. truncatula s6lo en
el hato B. Dado que L. columella fue la Unica especie encontrada en
ambos sitios de muestreo y que ademas fue la especie con la mas alta
prevalencia del parasito en el hato B, ésta se convierte en la especie
més importante en la transmision de la enfermedad en esos sectores.
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Posible transmision de Mycoplasma gallisepticum
entre pollos y palomas (Columbina talpacoti)
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La micoplasmosis aviar producida por M gallisepticum (MG),
es una de las enfermedades que mas inciden negativamente sobre la
productividad de las explotaciones avicolas, sobre todo, en paises en
via de desarrollo. Su epidemiologia no esta dilucidada completamente
y sus variadas formas de transmision hacen mas complejo su
entendimiento. El objetivo del presente trabajo fue establecer la
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posible transmisién del MG entre aves de postura infectadas
con MG y palomas (Columbina talpacoti), 1o mismo que la
transmision del MG entre individuos de esta Gltima especie, a
través del contacto directo. Fueron realizados dos experimentos.
En el primero, se investigo la transmision del MG entre pollitas
infectadas naturalmente y palomas Columbina talpacoti. Para
ello se capturaron, utilizando redes de nylon, 48 palomas de
vida libre que se encontraban consumiendo restos de alimento
en un galpén de una granja avicola, el cual se encontraba en
periodo de descanso. Inmediatamente, luego de su captura,
cada ave fue identificada y chequeada clinicamente, mediante
observacion directa. Seguidamente, se realizd6 un examen
serolégico a cada una, utilizando sangre sin anticoagulante, para
la deteccion de anticuerpos contra Mycoplasma gallisepticum,
mediante las pruebas de seroaglutinacién rapida en placa (SAR)
y ELISA. La totalidad de las palomas resultaron negativas
a Mycoplasma gallisepticum. Y no mostraron sintomas de
enfermedad respiratoria. Posteriormente, la mitad de estas
palomas fueron alojadas en una jaula de alambre y puestas
en contacto directo, durante ocho semanas, con siete pollitas
que presentaban la sintomatologia de la micoplasmosis y
diagnosticadas como positivas a MG mediante SAR. Durante
el experimento las aves recibieron alimento concentrado y
agua compartiendo los mismos utensilios dentro de la jaula.
En el segundo experimento, se investigd la transmision del M
G entre palomas Columbina talpacoti. Para ello se tomaron
12 palomas de las 48 iniciales y se llevaron a un ambiente
aislado. Alli fueron introducidas a otra jaula junto con siete
palomas que habian estado en contacto directo con las pollitas
enfermas y que después de ocho semanas resultaron positivas
a MG mediante SAR y ELISA. Diariamente estas aves fueron
chequeadas clinicamente mediante observacion directa durante
seis semanas. Los resultados del primer experimento indicaron
que el 29% de las palomas expuestas al contacto directo con
las pollitas infectadas resultaron positivas al MG, sin embargo,
no se observaron signos clinicos en ninguna de estas palomas.
Los resultados del segundo experimento mostraron que el
41.6% de las palomas resultaron positivas a MG mediante
SAR y ELISA, sin mostrar signos clinicos. Se concluye que,
bajo las condiciones de este trabajo, es posible la transmision
del MG entre aves de postura comercial y palomas Columbina
talpacoti. También es posible la transmisidn de la bacteria entre
individuos de la especie de columbiformes. Por lo anterior, la
paloma (Columbina talpacoti) se constituye un potencial riesgo
en la perpetuacién del MG en las granjas avicolas de la region.

Palabras clave: micoplasmosis aviar, avicultura, postura de
huevos

Key words: avian mycoplasmosis, poultry, egg laying
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El Mycobacteriumavium avium subespecie paratubeculosis
(Map) es el agente etiologico responsable de la enfermedad de
Johne, una enteritis granulomatosa cronica de los rumiantes,
de prevalencia mundial en animales domésticos, y causante de
un gran impacto econémico adverso en la ganaderia. El cultivo
bacterioldgico a partir de heces o tejidos es el método més
ampliamente utilizado para detectar el Map, pero suele ser un
proceso bastante dificultoso debido a que el Map es una bacteria
nutricionalmente exigente, dependiente de micobactina y con un
crecimiento lento, que requiere mas de 12 semanas para obtener
colonias visibles. Por otro lado, a pesar de tener una especificidad
cercana al 99%, la prueba muestra poca sensibilidad a la hora
de detectar animales con infeccion subclinica. Lo anterior tiene
repercusiones epidemioldgicas graves dentro de las poblaciones,
porque durante el tiempo de espera que supone la realizacion del
cultivo, el animal positivo al Map elimina el microorganismo en
heces poniendo en riesgo a los demas individuos. La demora de esta
prueba diagndstica hace que los programas de control y erradicacion
sean poco eficaces debido a la imposibilidad de eliminar del hato
al animal infectado en el momento apropiado. Nuestro proyecto
de investigacion propone una alternativa al cultivo bacterioldgico
para el aislamiento del Map, como lo es la utilizacién de un cultivo
de macrofagos como sistema de amplificacion, fundamentados
en el hecho del papel central que juega el macréfago bovino en
el establecimiento de la infeccion, al ser en los macrofagos de
animales susceptibles en donde la micobacteria evade el mecanismo
bactericida de la célula, e incluso prolifera. Teniendo en cuenta lo
anterior, nuestra hip6tesis de trabajo propone que los cultivos de
macro6fagos serian el sustrato inicial para hacer la deteccion y posible
aislamiento in vitro del genoma del Map, para efectos de estudios
moleculares de caracterizacion y tipificacion.

Palabras clave: cultivo de macrdfagos, diagndstico ex situ,
enfermedad de Johne, parauberculosis bovina

Palabras clave: bovine parauberculosis, ex situ diagnostic,
Johne's disease, macraphage culture



