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Resumen: El gen de la glicoproteina G de la cepa CVS-51 del virus de rabia fue clonado, secuen-
ciado y expresado en la levadura Pichia pastoris como proteina de secrecion. La antigenicidad de
esta proteina recombinante fue analizada preliminarmente mediante Western blot. La glicoproteina
recombinante mostr6 reaccionar de la misma manera que la glicoproteina nativa cuando se la en-
frentd a anticuerpos especificos. Los datos indican que la glicoproteina recombinante puede ser
expresada y aislada de manera sencilla y podria ser usada como fuente segura de antigeno en la
produccioén de sistemas aplicados al diagndstico y de una vacuna a subunidades para la prevencién
de la enfermedad.

Palabras clave: Virus de la rabia, glicoproteina G, Pichia pastoris.

Abstract: The Glycoprotein (G) gene of rabies virus CVS-51 strain was cloned, sequenced and ex-
pressed in Pichia pastoris yeast as a secreted protein. The antigenicity of this recombinant protein was
preliminarily examined by Western blot. Like native glycoprotein, the recombinant glycoprotein was
found reactive when challenged against specific antibodies. The data indicate that the recombinant
protein can be expressed and isolated straightforwardly and may be useful as a safe source in the
production of diagnostic kits and subunit vaccines to prevent the disease.

Keywords: Rabies virus, Glycoprotein, Pichia pastoris.
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L.D. Picotto y col.

Introduccién

La rabia es una enfermedad viral que causa
una forma letal de encefalomielitis en seres humanos
y animales susceptibles al virus. El nUmero anual de
muertes humanas en todo el mundo por rabia se estima
en 59.000 (Hampson et al 2015). La mayoria de ellas
ocurre en paises subdesarrollados o en desarrollo,
donde la rabia canina es enzodtica. La principal forma
de transmisién es mediante mordedura de un perro
rabioso (Meslin et al 1994). La existencia de grandes
reservorios de virus de la rabia en perros callejeros y
muchas especies de animales salvajes representa un
grave problema para los seres humanos y animales do-
mésticos (Martinez 2000). El control de la rabia canina
se puede lograr a través de programas de vacunacion
masiva de los animales y de la eliminacion de perros
callejeros. Sin embargo, la exposicion a perros rabio-
sos sigue siendo responsable de mas del 99 % de las
muertes humanas en todo el mundo (Franka et al 2013).

El virus de la rabia pertenece al género
Lyssavirus dentro de la familia Rhabdoviridae. Presen-
ta un genoma de cadena simple de acido ribonucleico
(ARN) en sentido negativo que codifica cinco proteinas
en el siguiente orden: nucleoproteina (N), fosfopro-
teina (P), proteina de la matriz (M), glicoproteina G
(G) y una ARN polimerasa dependiente de ARN (L)
(Conzelmann et al 1990; Coslett et al 1980).

Pichia pastoris es una levadura muy utilizada
actualmente como sistema de expresion de proteinas
recombinantes debido a su facil manipulacion genética,
el alto nivel de produccién que puede obtenerse de la
proteina de interés y la capacidad de realizar modificacio-
nes postraduccionales similares a las de los organismos
eucariotas superiores (glicosilacion, puentes disulfuro y
procesado proteolitico). Ademas, posee una secuen-
cia sefial de secrecion de la proteina heteréloga en el
medio, lo que permite purificarla faciimente (Hollenberg
y Gellissen 1997). Este sistema de expresion emplea
vectores de integracion que generan una estabilidad
génica, incluso en procesos a gran escala. Los cultivos
se realizan con medios minimos, sencillos, econdmicos,
y son escalables. Todas estas caracteristicas hacen a
Pichia pastoris un sistema de expresion optimo para la
produccién de proteinas recombinantes.

El objetivo del trabajo fue expresar la glico-
proteina G del virus de la rabia en Pichia pastoris,
mediante la induccion con metanol en condiciones de
crecimiento controladas.

Materiales y métodos

Amplificacién del gen de la glicoproteina G de
la rabia mediante RT-PCR

La extraccion del ARN viral se realizé a partir
de una cepa vacunal inactivada del virus de la rabia

(CVS-51), gentilmente cedida por el Instituto Biolo-
gico Dr. Tomas Perén de La Plata, utilizando TRIzol®
(Invitrogen) de acuerdo al protocolo del fabricante. La
transcripcion reversa se llevo a cabo utilizando 1 pg
de ARN total, cebadores al azar, inhibidor de ARNasa
RNAsin® (Promega) y la transcriptasa reversa del
virus de leucemia murina de Moloney (Promega),
bajo las condiciones especificadas por el proveedor.
La reacciéon de PCR se realizé mediante la adicién
de 5 pl del ADN complementario a una mezcla con-
teniendo los cebadores GRVF (5 ATG TCG ACA
AAA GAATGG TTC CTCAGG CTC TCC TGTTTG
TAC C 3') y GRVR (5’ ATG AAT TCT CAC AGT CCG
GTC TCA CCC CCG CTC TTG 3’). Para facilitar la
orientacién de la clonacion, los sitios de restriccion
Sall y EcoRl se incorporaron a los cebadores GRVF y
GRVR, respectivamente. El perfil de ciclado consistié
en un paso de desnaturalizacién inicial de 3 min a
94 °C, seguido por 30 ciclos de 45 seg a 94 °C, 45
sega 58 °C,y 90 seg a 72 °C. Por ultimo, se realizd
un paso de elongacion a 72 °C durante 10 min. El
producto de la RT-PCR se corrié en un gel de agarosa
al 1,5 % para comprobar si el fragmento amplificado
presentaba el tamafo esperado.

Construccion del vector de expresién para
Pichia pastoris

El producto de la amplificaciéon de la RT-PCR fue
ligado al vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen) y transfor-
mado, mediante electroporacion, en Escherichia coli
TOP10. Se sembraron 400 ul de la mezcla de transfor-
macién en una placa conteniendo agar Luria Bertani
(LB) con ampicilina, X-Gal e IPTG. Para confirmar
la presencia del inserto en el vector, a partir de las
colonias obtenidas, se realizé una colony-PCR con
cebadores especificos para la secuencia M13 presente
en el vector pCR2.1-TOPO: M13F (5"-GTAAAACGA-
CGGCCAG-3") y M13R (5-CAGGAAACAGCTAT-
GAC-3"). El plasmido con el gen de la glicoproteina
G de la rabia (pCR2.1-TOPO-G) fue digerido con las
enzimas de restriccion Sall y EcoRlI, mientras que el
vector de expresion para Pichia pastoris (pPIC9), fue
digerido con las enzimas de restriccion Xhol (compati-
ble con el extremo generado por Sall) y EcoRI. Ambos
productos de digestion fueron purificados desde geles
de agarosa, usando el kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up system (Promega), y posteriormente ligados
con el Kit expressLink T4 DNA Ligase (Invitrogen) de
acuerdo con las indicaciones del fabricante.

El producto de ligacién (pPIC9-G) fue utilizado
para transformar E. coli TOP10 mediante electropo-
racion. Se sembraron 400 pl de la mezcla de transfor-
macién en una placa conteniendo agar LB con am-
picilina. La transformacion fue confirmada mediante
colony-PCR utilizando cebadores especificos para la
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secuencia AOX1: 5’A0X1 (5" GACTGGTTCCAATT-
GACAAGC 3°) y 3'AOX1 (5" GCAAATGGCATTCT-
GACATCC 3°).

Generacion de un clon de Pichia pastoris
recombinante

EIADN plasmidico de una de las colonias obte-
nidas en la placa conteniendo agar LB con ampici-
lina fue digerido con la enzima Sacl (la linealizacion
del plasmido favorece el evento de recombinacion) y
utilizado para transformar, mediante electroporacion,
la levadura Pichia pastoris GS115. Luego de la trans-
formacién, 400 pl de la mezcla fueron sembrados en
una placa de agar MD (medio minimo con glucosa y
sin histidina) que fue incubada durante 48 h a 28 °C.
Para comprobar la transformacién, utilizando los
cebadores 5’AO0X1 y 3’AOX1, se realizaron colony-
PCR y los productos de amplificaciéon se corrieron en
un gel de agarosa al 1,5 %. Se selecciond, al azar,
una de las colonias correctamente transformada y
se la secuencid para determinar si el gen habia sido
clonado correctamente. El resultado se comparé con
otras secuencias de la glicoproteina G de rabia alma-
cenadas en bases de datos.

Expresion de la glicoproteina G en pequena
escala

Las colonias positivas a la colony-PCR y la cepa
control Pichia pastoris GS115 sin transformar fueron
cultivadas en agitacion a 28 °C overnight en 5 ml de
medio liquido YPD (10 g/L de extracto de levadura,
20 g/L de peptona y 20 g/L de D-glucosa). Las leva-
duras fueron recolectadas mediante centrifugacion a
baja velocidad (2000 x g, 15 minutos), resuspendidas
en 50 ml de medio BMG (glicerol al 1 %, base nitro-
genada para levaduras al 1,34 % y fosfato de potasio
0,1 M, pH 6,0) e incubadas en un frasco Erlenmeyer
de 250 ml a 28 °C durante 24 horas, con agitacion
suave. Las levaduras fueron recolectadas mediante
centrifugacion a baja velocidad (2000 x g, 15 minutos),
resuspendidas en 10 ml de medio BMM (metanol al
0,5 %, base nitrogenada para levaduras al 1,34 % y
fosfato de potasio 0,1 M, pH 6,0) e incubadas en un
frasco Erlenmeyer de 100 ml a 28 °C durante 72 h,
con agitaciéon suave. Para mantener la induccién, se
afiadié metanol cada 24 horas hasta una concentra-
cion final de 0,5 %.

También se realizd un cultivo en condiciones
similares de la cepa GS115 sin transformar en medio
BMM suplementado con histidina que fue utilizado
como control negativo. En todos los casos, se tomaron
muestras de los sobrenadantes de cultivos a las 0,
24,48 y 72 h de induccion, para su posterior analisis
mediante SDS-PAGE y ELISA.

Produccion de la glicoproteina G rabica

Deteccion de la glicoproteina G mediante
ELISA

Para determinar el clon de Pichia pastoris,
con mayor nivel de expresion de la glicoproteina G
recombinante, se desarrolld6 un método de ELISA.
Como control positivo se utilizé la vacuna antirrabica
producida en el Instituto de Zoonosis Luis Pasteur de
la Ciudad Autdbnoma de Buenos Aires y, como control
negativo, el sobrenadante de cultivo de Pichia pas-
toris GS115 sin transformar. Se colocaron 100 ul de
muestra (controles y cada sobrenadante de cultivo a
distintos tiempos de induccién) y 100 pl de buffer de
pegado (Na,CO, 25 mM, NaHCO, 25 mM, pH 9,6). Se
incubaron a 4 °C overnight. Luego los pocillos fueron
bloqueados a 37 °C durante 1 hora con un buffer de
bloqueo, conteniendo leche descremada en polvo al
3 % y tween-20 al 0,05 % en PBS. Posteriormente
se realizaron tres lavados con 100 pl de solucion
de lavado (tween-20 al 0,05 % en PBS). Como anti-
cuerpo primario se utilizé un anticuerpo monoclonal
anti-glicoproteina G de rabia diluido 1:2000 en buffer
de bloqueo. Se agregaron 100 pl por pocillo de solu-
cion de anticuerpo primario y se incubaron a 37 °C
durante 1 hora. Se realizaron tres lavados con 100 pl
de solucién de lavado. Se incubaron con 100 pl de
una dilucién (1:2000) de un anticuerpo anti-ratén
conjugado con peroxidasa de rdbano picante a 37 °C
durante 1 hora. Finalmente, las placas fueron lavadas
y reveladas con 100 pl de solucién 0,3 mg/ml de ATBS
conteniendo H,0, al 0,02 % durante 1 hora en oscuri-
dad. Los valores de absorbancia fueron leidos a 405
nm utilizando un fotémetro de microplacas Multiskan
FC (Thermo Scientific).

Expresion en fermentador de la glicoproteina
G de la rabia en Pichia pastoris

Una vez encontrado el clon a amplificar, se
realizo un cultivo en un biorreactor BioFlo 310 (New
Brunswick Scientific, Eppendorf, Alemania) de 4 litros
de volumen de trabajo.

Inicialmente, 150 ml del medio sintético MS
fueron inoculados con 5 ml de un cultivo overnight en
medio YPD del clon seleccionado mediante ELISA,
e incubado overnight a 28 °C con agitacion suave.
El medio sintético MS contiene 32 g/L de glicerol;
20 g/L de KH,PO,; 2 g/L de MgS0O,.7H,0; 0,3 g/L de
CaCl,.2H,0; 15,7 g/L de (NH,),SO,. 1 ml de solucion
de vitaminas 1000X (0,002 g/L de biotina, 0,4 g/L de
pantotenato de calcio, 0,002 g/L de acido folico, 0,4 g/L
de niacina, 0,2 g/L de acido p-aminobenzoico, 0,4 g/L
de piridoxina (HCI), 0,2 g/L de riboflavina, 0,4 g/L de
tiamina (HCI) y 2 g/L de inositol) y 1 ml de solucion
de elementos traza 1000X (0,05 g/L de acido bdrico,
0,004 g/L de sulfato de cobre, 0,01 g/L de ioduro de
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potasio, 0,02 g/L de cloruro férrico, 0,04 g/L de sulfa-
to de manganeso, 0,02 g/L de molibdato de sodio y
0,04 g/L de sulfato de zinc).

Una vez que el cultivo starter alcanz6 una
densidad optica (OD,,,.) de 10, el fermentador con-
teniendo 3,85 litros de medio sintético MS fresco fue
inoculado. La temperatura de cultivo se fijé en 28 °C
y el pH se ajusté a 5.

Durante la primera etapa del cultivo se utilizd
glicerol como fuente de carbono. La agitacion se
programé de manera tal de mantener el nivel de oxi-
geno disuelto en 30 % del valor de saturacion, hasta
que se consumiera todo el glicerol disponible en el
fermentador.

Una vez consumido el glicerol, se disefid¢ una
estrategia de alimentacion para garantizar, en todo
momento, un porcentaje de oxigeno disuelto entre el
20 y el 40 % de su valor de saturacion en el medio
de cultivo (DO-STAT). Se programo la bomba de ali-
mentacion de metanol para que se activara una vez
que el oxigeno disuelto hubiera superado el 40 % y se
apagase una vez que el mismo hubiera disminuido por
debajo del 20 %. Este ciclo se mantuvo durante las 48
horas que duré la alimentacion de metanol. Durante el
proceso de fermentacion, se tomaron muestras cada
12 horas, las que posteriormente fueron analizadas
mediante SDS-PAGE y Western blot, para determinar
los niveles de expresién de la glicoproteina G rabica
recombinante.

Ensayos de SDS-PAGE y Western blot

Las proteinas presentes en el sobrenadante del
cultivo a distintos tiempos fueron separadas mediante
SDS-PAGE en condiciones estandar. Se utilizd un
buffer con reductor y un gel de poliacrilamida al 5 %
para el apilamiento y otro al 8 % para la separacion. La
corrida se efectud a 60 V durante 4 horas. Los geles
fueron tefiidos con una solucion de azul de Coomassie
R250 al 0,1 % (Sigma).

Para el analisis de Western blot, se partio
también de un SDS-PAGE con un gel al 8 % y luego
se transfiri6 a una membrana de difluoruro de polivi-
nilideno PVDF (Millipore), utilizando un aparato de
electroblotting semiseco (Bio-Rad) a 15 V durante 30
minutos en buffer de transferencia (tris 100 mM, glicina
192 mM). La membrana fue incubada overnighta 4 °C
con solucién bloqueo (leche en polvo descremada al
5 % y tween-20 al 0,1 % en PBS). Luego de tres lava-
dos de 5 min cada uno con TPBS (tween-20 al 0,1 %
en PBS), se incubo durante 1 h a 37 °C y en agitacion
con una dilucién 1:200 en soluciéon de bloqueo de un
suero policlonal anti-rabia producido en conejo. Luego
de tres lavados de 5 minutos cada uno con TPBS, se
incubd durante 1 h a 37 °C y en agitacién con una di-

lucién 1:1000 en solucidn de bloqueo, de un suero de
cabra anti-IgG de conejo conjugado con la peroxidasa
de rabano picante. Después de ser lavados tres veces
durante 5 minutos con buffer TPBS, el anticuerpo
unido fue detectado usando 3,3-diaminobenzidina en
presencia de H,0O,.

Resultados

Construccion del vector de expresiéon para
Pichia pastoris

El producto de la RT-PCR se corrié en un gel
de agarosa al 1,5 %, comprobandose el tamafio espe-
rado de 1597 pb (Figura 1). Este producto fue ligado
al vector pCR2.1-TOPO vy transformado, mediante
electroporacion, en E. coli TOP10. Las bacterias trans-
formadas fueron sembradas en una placa selectiva de
LB con ampicilina, X-Gal e IPTG, observandose mas
de 50 colonias blancas candidatas a presentar al gen
de interés. Para confirmar el clonado, se realizaron
colony-PCR con cebadores especificos a la region
M13 del vector pCR2.1-TOPO.

«— G (1597 pb)

Figura 1: Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %
del producto de la RT-PCR. Calle 1: marcador de peso
molecular (GeneRuler™ 100 bp plus). Calle 2: control
negativo. Calle 3: 10 pl de producto de RT-PCR.

A partir de uno de los clones positivos, se rea-
liz6 el subclonado del gen de la glicoproteina G en el
vector pPIC9. Posteriormente, el vector pPIC9-G fue
transformado en E. coli TOP10 mediante electropora-
cion, obteniéndose mas de 100 colonias candidatas a
presentar al gen de interés.

Utilizando cebadores especificos para la se-
cuencia AOX1 se confirmé la transformaciéon en 4
colonias mediante colony-PCR, observandose en
los 4 casos una banda de 2067 pb de acuerdo a lo
esperado.
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Generacion de un clon de Pichia pastoris
recombinante

ElI ADN plasmidico pPIC9-G de uno de los clo-
nes previamente analizados fue linealizado con Sacl
en la regién HIS4 y transformado, mediante electro-
poracion, en Pichia pastoris GS115. El producto de
la transformacion fue sembrado en placas selectivas
de agar MD (sin histidina), obteniéndose mas de 50
colonias a las 72 horas de incubacion a 28 °C. Las
levaduras transformadas fueron capaces de revertir
su auxotrofia a histidina (ya que se reconstituyo el
gen HIS4) y lograron crecer en placas de agar MD. La
transformacion fue confirmada mediante colony-PCR,
utilizando los cebadores 5°’A0X1 y 3’AOX1. Asi, se
obtuvo un resultado positivo en 9 de las 15 colonias
analizadas.

Utilizando una de las colonias positivas, se
realizé un cultivo overnight en YPD, se extrajo su
ADN gendmico y se secuencid, usando la combina-
cion de cebadores GRVF y GRVR. La secuencia de
aminoacidos de la proteina recombinante (Figura 2),
deducida a partir de la secuencia de nucleétidos ob-
tenida, presenté mas de un 99 % de homologia al ser
comparada con otras secuencias de la glicoproteina
G almacenadas en el GenBank.

Expresion de la glicoproteina G en pequenha
escala

Se realizaron los ensayos de expresion en
escala de frasco Erlenmeyer para determinar la ca-
pacidad productora de glicoproteina G rabica de los
clones de levadura positivos a la colony-PCR. Los
sobrenadantes de cultivos a los distintos tiempos de
induccién fueron evaluados mediante ELISA y SDS-
PAGE para determinar la presencia de la glicoproteina
G, contrastandolos con el sobrenadante de un cultivo
de la cepa control Pichia pastoris GS115 sin transfor-
mar, producido en las mismas condiciones. Se realizd
primeramente un ensayo de ELISA para determinar

Produccion de la glicoproteina G rabica

cual de los clones presentaba mayor produccién de
glicoproteina G, debido a la cantidad de clones a pro-
bar (datos no mostrados). Con el clon que presenté
mayor sefal en el ELISA, se realizé un SDS-PAGE y
se observo una banda de aproximadamente 60 KDa
que no estaba presente en el sobrenadante utilizado
como control negativo (datos no mostrados). Se de-
cidié entonces realizar un cultivo en fermentador para
intentar mejorar la produccién de la glicoproteina G
recombinante.

Escalado en fermentador: ensayos de SDS-
PAGE y Western blot

Al comparar mediante SDS-PAGE los so-
brenadantes de cultivo en el fermentador del clon
seleccionado y de un cultivo control realizado en con-
diciones similares (Figura 3A), pudo verse en la calle
4 (sobrenadante de cultivo recombinante) una banda
intensa a una altura aproximada de 60 KDa que no se
observa en la calle 3 (sobrenadante de cultivo control).
Este mismo resultado fue observado en el ensayo de
Western blot (Figura 3B). Ademas, pudieron verse las
proteinas virales presentes en la vacuna inactivada
que no se observaron en el SDS-PAGE (calle 2 de
la Figura 3B), donde la banda correspondiente a la
glicoproteina G es la que se encuentra a la altura
aproximada de 68 KDa.

Discusion

Aunque la rabia no es enzodtica en Argentina,
debido a su presencia en Bolivia y al constante movi-
miento de personas y animales entre ambos paises
se presentan brotes esporadicos de esta enfermedad
en el norte de Argentina. Para poder controlar la pre-
sencia del virus en las zonas afectadas, resulta util
el estudio de sistemas aplicados al diagnéstico y de
nuevas vacunas.

En el presente trabajo, el gen que codifica para
la glicoproteina G de la rabia fue clonado en el sistema

1
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Figura 2: Secuencia de aminoacidos de la glicoproteina G recombinante a partir de la secuencia de nuclétidos.

Los sitios de glicosilacién se encuentran subrayados.
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Figura 3: SDS-PAGE (A) y Western blot (B) de los
sobrenadantes de cultivos en fermentador. Calle 1:
marcador de peso molecular (Fermentas). Calle 2:
vacuna inactivada; la banda superior es debida a
la glicoproteina G rabica. Calle 3: sobrenadante del
cultivo de Pichia pastoris GS115 sin transformar. Calle
4: sobrenadante del cultivo de Pichia pastoris recom-
binante a las 48 horas de induccion.

de expresion Pichia pastoris. Cuando se contrastaron
las secuencias del gen clonado y la de la glicoproteina
G de la cepa CVS-11 del virus de la rabia almacenada
en el GenBank, el resultado arrojé una homologia de
secuencia superior al 99 %. Ademas, se comprobd que
los tres sitios de N glicosilacién descriptos por Wiktor
et al (1973) estan presentes. Esto es de particular in-
terés, debido a que es necesario que la glicoproteina
se encuentre correctamente glicosilada y plegada para
ser inmunogénica (Foley et al 2000).

Al comparar los cultivos en fermentador me-
diante SDS-PAGE, en el sobrenadante de cultivo del
clon seleccionado se observé una banda intensa a
una altura aproximada de 60 KDa no presente en el
sobrenadante de cultivo control. Este resultado es
acorde a lo esperado, debido a que la glicoproteina
G de la rabia tiene un peso aproximado de 56,8 KDa
sin glicosilar. Cuando se evaluaron los mismos sobre-
nadantes mediante Western blot, la glicoproteina G
recombinante producida fue reconocida por anticuer-
pos especificos contra la rabia, de la misma manera
que la glicoproteina nativa.

La composicion del medio de cultivo y la estra-
tegia de induccion empleada permitieron expresar la
glicoproteina G recombinante a las 24 horas de ali-
mentaciéon con metanol. Este periodo es muy inferior
al descripto por Nagesha et al (2010), quienes expre-
saron la glicoproteina G recombinante so6lo después
de las 108 horas de alimentacion. Esta disminucion
de tiempo permite un ahorro econémico considerable,

si se piensa en la posibilidad de escalar este proceso
a nivel industrial.

A pesar de que Pichia pastoris tiene la capa-
cidad de glicosilar proteinas de manera similar a la
de los organismos eucariotas superiores, se obser-
v6 una ligera variacion en el peso molecular de la
proteina obtenida respecto a la glicoproteina G del
virus, posiblemente debido al agregado en defecto
de residuos de azucares durante el proceso de gli-
cosilacion. Esto puede explicarse por el hecho de
que no todas las cepas de Pichia pastoris presentan
las mismas caracteristicas para glicosilar, teniendo
algunas la actividad de glicosilacion muy desarrollada
y otras no tanto.

Si bien los resultados obtenidos hasta el mo-
mento son alentadores, se necesitaran ensayos de
inmunizacion y estudios del bioproceso que mejoren la
produccién de esta proteina recombinante, para poder
ser utilizada en la elaboracion de sistemas aplicados
al diagnoéstico y de vacunas a subunidades para la
prevencion de la enfermedad.
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Resumen: El Pneumovirus aviar (APV) es un patégeno viral de aves, que se ha asociado a infec-
ciones del tracto respiratorio superior. EI APV ha sido reclasificado y, junto con el Metapneumovirus
humano (hMPV), fue asignado al género Metapneumovirus, motivo por el cual se lo denomina
actualmente Metapneumovirus aviar (aMPV). Fue descripto por primera vez en 1978 en Sudafrica.
Luego se hizo presente en Europa, Africa, Medio Oriente y EE.UU. Fue clasificado en cuatro subtipos
denominados: A, B, C y D. Si bien en pavos la enfermedad que provoca es grave, en pollos su rol
como patégeno primario esta menos aclarado. Se presenta junto con otros agentes en afecciones
del aparato respiratorio y también formando parte de una entidad conocida como sindrome de cabe-
za hinchada. Los pollos pueden tener anticuerpos, incluso sin haber presentado signos clinicos. El
mecanismo de transmision requiere del contacto directo entre las aves. Su diseminacién a grandes
distancias es incierta, pero se postula que las aves silvestres son probables eslabones de la cadena.
Generalmente, el diagnostico se basa en pruebas seroldgicas, siendo la mas utilizada la prueba de
ELISA. En Argentina, se estima que este virus estaria presente pues se han detectado anticuerpos en
sueros provenientes de aves en sistemas de cria comercial, pero hasta el momento no hay reportes
de aislamiento del virus ni de su deteccion molecular.

Palabras clave: Paramixoviridae, Metapneumovirus aviar, Pneumovirus aviar, pollos, sindrome de
cabeza hinchada.

Abstract: The Avian pneumovirus (APV) is a viral pathogen of birds, which has been associated with
upper respiratory tract infections. Along with the Human metapneumovirus (hMPV), APV was placed
in the genus Metapneumovirus. That is why it is currently called Avian metapneumovirus (aMPV). It
was first reported in 1978 in South Africa. Then it was detected in Europe, Africa, Middle East and
USA. It was classified into four subgroups called: A, B, C and D. While it causes a severe disease in
turkeys, in chickens its role as a primary pathogen is less clear. It causes respiratory symptoms along
with other agents and it also takes part of an entity known as swollen head syndrome. Chickens may
have antibodies, without exhibiting signology. Transmission requires direct contact among birds. Its
spread over long distances is uncertain, but wild birds are postulated as probable chain links. The
diagnosis is usually based on serological tests, most commonly ELISA test. In Argentina its pres-
ence is estimated by antibodies detected in sera from commercial poultry, but there are no reports
of isolation, or molecular detection.

Keywords: Paramixoviridae, Metapneumovirus aviar, Pneumovirus aviar, chickens, swollen head
syndrome.
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Introduccién

El Metapneumovirus aviar, también denomina-
do virus de la rinotraqueitis del pavo, causa infeccién
del tracto respiratorio superior de pavos, pollos y otras
especies de aves. Se halla distribuido en América,
Europa, Asia y Africa, donde se crian pavos y pollos,
causando importantes pérdidas productivas. En Argen-
tina se ha demostrado la presencia de anticuerpos en
parvadas de pollos y reproductores de las provincias
de Buenos Aires y Entre Rios (Uriarte at el 2010a,
2010b). El objetivo de la presente revision es reali-
zar una actualizacion de esta entidad, con especial
énfasis en la situaciéon que este agente presenta en
nuestro pais.

Definicion

El Metapneumovirus aviar (aMPV) causa enfer-
medad respiratoria de curso agudo en pavos y gallinas
de todas las edades. Las aves afectadas presentan
secrecion nasal y ocular, sinusitis, edema de cara e in-
flamacién de los senos infraorbitarios (Cook 2000). De-
bido a que origina distintas presentaciones clinicas, la
enfermedad tiene diferentes denominaciones. El cua-
dro observado en pavos se denomina “rinotraqueitis
del pavo”, en pollos y gallinas se denomina “sindrome
de cabeza hinchada” o SHS (del inglés swollen head
syndrome) y, de un modo mas general, se denomina
“rinotraqueitis aviar”, ya que también puede afectar a
otras especies aviares. Dichas presentaciones fueron
denominadas sobre la base de los signos clinicos y
las lesiones observadas en las diferentes especies
(Gough y Jones 2008; Jones 1996).

Historia

En el afio 1978 se describid por primera vez en
Sudafrica en poblaciones de pavos, un cuadro respi-
ratorio agudo, altamente contagioso, caracterizado
por tos, estornudos y secreciones oculares y nasales
(Buys y Du Preez 1980). Los indices de morbilidad
y mortalidad fueron muy altos, lo que no se habia
descripto hasta ese momento en dicha especie. Este
mismo cuadro también fue reportado entre 1985 vy
1986 en pavos en Francia (Giraud et al 1986) y en el
Reino Unido, donde se aislé aMPV (McDougall y Cook
1986). Afines de los 80" se identifico también en pollos
de Sudéafrica y Europa. En esta especie los signos
clinicos caracteristicos fueron secrecion nasal,ocular
yedema facial. Es por este motivo que la enfermedad
recibié el nombre de sindrome de cabeza hinchada
(Buys at el 1989; Morley y Thomson 1984).

En sus comienzos, se penso6 que el SHS era
producido por una infeccién combinada de corona-
virus y Escherichia coli (Morley y Thomson 1984)
pero el sindrome no pudo ser reproducido con

Metapneumovirus aviar

ambos agentes. Unos afios después, y gracias a la
deteccién de anticuerpos anti aMPV, se relaciond
el sindrome con este microorganismo en particular.
Més adelante se logro aislar el virus a partir de aves
con la enfermedad clinica (Jones et al1991; McDou-
gall y Cook 1986; Lu et al 1994; Pages et al1990).

En 1988 el agente causal fue caracterizado
como un virus perteneciente a la familia Paramixo-
viridae, subfamilia Pneumovirinae, e inicialmente fue
categorizado dentro del género Pneumovirus (Cava-
naghy Barret 1988). Actualmente ha sido reclasificado
en el género Metapneumovirus.

En lo que respecta a la situacion en América
Latina, en 1986 se observo en Peru un cuadro clinico
con signos respiratorios y edema cefalico, compati-
ble con infeccion por aMPV. Este hallazgo coincidié
con la importacion de pollos franceses. Alrededor
de 10 afios después pudo aislarse e identificarse el
virus (Icochea 2002). Desde entonces la infeccidon
por aMPV ha sido reconocida como uno de los prin-
cipales problemas en la industria de los pollos de
carne en Perud, con comportamiento endémico en
los meses de verano. Desde principios de los 90°s
se han publicado resultados serologicos positivos
en gallinas reproductoras de Mexico con SHS (Lucio
at al 1991) y, recientemente, se logro identificar el
virus mediante el aislamiento del agente a partir de
muestras obtenidas de gallinas ponedoras (Rivera-
Benitez et al 2014). En el ano 1999 fue detectado
en Brasil. Ahos mas tarde se identificé el virus
mediante métodos moleculares y se logro su aisla-
miento (D Arce et al 2005). En Chile se realizd un
amplio relevamiento, mediante estudios seroldgicos,
virolégicos, bacterianos y moleculares, con el fin de
evaluar la presencia de Ornitobacterium rhinotra-
cheale (ORT) y aMPV en animales de carne. Este
estudio determiné la presencia de ambos agentes
en el territorio chileno. Si bien no se identifico el
agente en la poblacion de pavos en el momento del
relevamiento mencionado (Gonzalez Rubio y Rivera
Salazar 2010), si fue detectado serolégicamente en
esta especie a fines de los 90°s (Toro ef al 1998).

Un relevamiento serolégico llevado a cabo en
las provincias de Buenos Aires y Entre Rios indicd la
presencia de anticuerpos contra aMPV en el 14 % de
las muestras de pollos parrilleros y en el 24 % de las
muestras de reproductores. Ello sugiere la posibilidad
de circulacion del virus en el sistema productivo de
nuestro pais. Ademas de la evidencia seroldgica, se
han observado aves con signos clinicos caracteris-
ticos de la infeccion, lo que refuerza la hipétesis de
la circulacién viral en Argentina (Uriarte et al 2010a,
2010b). Para corroborarla es crucial la identificacion
del agente etioldgico.

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590

AnaLecTa VET 2015; 35 (2): 12-20 13



M.N. Arias y col.

Etiologia
Clasificacion del virus

Inicialmente se consideré a este agente como
miembro del género Pneumovirus (Cavanagh y Barret
1988), por lo cual se lo denominé Pneumovirus aviar
(APV). En la actualidad ha sido clasificado dentro
del género Metapneumovirus (Pringle 1998). Los
metapneumovirus aviares (aMPV) son miembros de
la familia Paramixoviridae, subfamilia Pneumoviri-
nae. La subfamilia Pneumovirinae comprende dos
géneros: Pneumovirus, en el que estan incluidos los
virus respiratorios sincitiales de los mamiferos, y Me-
tapneumovirus, que comprende los metapneumovirus
humanos y aviares.

El aMPV ha sido clasificado en 4 subtipos (A,
B, C y D) sobre la base de su antigenicidad y su di-
versidad de secuencia genética. Los subgrupos Ay B
estan muy relacionados genéticamente. En América
predomina el subtipo A, aunque también se ha hallado
el subtipo B. Este ultimo es mas frecuente en Europa
y también ha sido encontrado en paises como Israel
(Banet-Noach et al 2005) y Jordania (Gharaibeh y
Algharaibeh 2007). El subtipo C se ha detectado en
Estados Unidos (Goyal et al 2000; Seal 1998) y en
Francia, mientras que el D ha sido reportado solo
en Francia (Saif et al 2003). Cuando se identifico la
secuencia de aminoacidos del aMPV, se constatd que
aproximadamente el 40 % de los aminoacidos tienen
la misma identidad que aquellos de los pneumovirus
mamiferos, mientras que se hallaron diferencias en el
orden de algunos de los genes.

Fue debido a las diferencias mencionadas con
los pneumovirus que se lo reclasificé como la “especie
tipo” de un nuevo género denominado: Metapneumo-
virus, del cual era el unico miembro (Lamb et a/ 2000;
Pringle 1998). En la actualidad se sabe que existe un
Metapneumovirus humano involucrado en enferme-
dades respiratorias en nifios y que, posiblemente, ha
estado presente en los humanos desde hace varias
décadas. Se observo que afecta al tracto respiratorio
superior de los nifios y, ademas, puede causar bron-
quiolitis y neumonia (Van den Hoogen et al 2001).
Al comparar la secuencia de aminoacidos de ciertas
proteinas virales de los metapneumovirus humanos y
aviares, se puso en evidencia que el subtipo C aviar
esta relacionado mas estrechamente con el virus hu-
mano que con los otros subtipos aviares (Njenga et al
2003; Shin et al 2002b; Van den Hoogen et al 2002).

Morfologia y composicion quimica del virus
El Metapneumovirus aviar es un virus compues-
to por una cadena simple de ARN, no segmentado y
pleomorficoy, por lo tanto, puede presentarse de forma
esférica o en forma filamentosa. Cuando presenta

forma esférica, generalmente su diametro varia entre
80y 200 nm, aunque se han comunicado diametros de
500 nm. Cuando su forma es filamentosa, su diametro
oscila entre 80 a 100 nmy su longitud es de hasta 1000
nm (Wyeth et al 1986). El virus es envuelto y posee
espiculas de entre 13y 14 nm (Loan et al 1992). Como
parte de su estructura presenta 9 polipéptidos viricos
de pesos moleculares comprendidos entre 14 y 200
kilodaltons. Se han secuenciado sus genes y el orden
dentro del genoma viral, lo que permitié la comparacion
con otros pneumovirus mamiferos y entre los mismos
metapneumovirus aviares (Cavanagh y Barret 1988).

Viabilidad viral

Varios desinfectantes son efectivos para dis-
minuir la viabilidad de aMPV, incluyendo los amonios
cuaternarios, el etanol, los derivados del fenol y el hi-
poclorito de sodio. Es resistente a la desecacion, pues
sorprendentemente se ha observado que después de
7 dias de secado a temperatura ambiente las parti-
culas virales siguen viables (Gough y Jones 2008).

Clasificacion de las cepas virales

Existen diferencias entre los subtipos de aMPV.
Esto fue puesto en evidencia por medio del analisis
de la secuencia de nucleétidos de la glicoproteina G
(Juhasz e Easton 1994). Mediante pruebas de fijacion
del complemento se comprobd que los subtipos A'y
B pertenecen a un mismo serogrupo y que ambos
pueden infectar tanto a pavos como a pollos (Collins
et al 1993).

Mediante el analisis filogenético de los subtipos
A, B y C se demostré que los subtipos Ay B estan
mas estrechamente relacionados entre si que con el
subtipo C. Los estudios retrospectivos que se llevaron
a cabo en dos casos a partir de material viral aislado en
Francia durante 1985permitieron identificar el cuarto
subtipo, denominado mas tarde subtipo D. Este sub-
tipo exhibe diferencias en la secuencia del gen G con
respecto a la de los subtipos A, By C.

Patogenia de la rinotraqueitis por
Metapneumovirus

Este virus se replica principalmente en los cor-
netes nasales y la traquea, pero también puede repli-
carse en el pulmon y los sacos aéreos. A las 24 horas
puede detectarse en la mucosa nasal y la tradquea, ob-
teniéndose la mayor cantidad de virus entre los 3 y los
5 dias. El virus puede ser aislado de la mucosa nasal
de las aves hasta 14 dias posinoculacién. Mediante
PCR puede detectarse su material genético hasta 17
dias pos inoculacién (Jing et al 1993). El aMPV se
asocia con las células ciliadas y no ciliadas del epite-
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lio nasal y traqueal, causando ciliostasis, destruccion
ciliar y necrosis, lo que favorece la colonizacion por
los agentes bacterianos secundarios (Majo et al 1996).

El virus infecta a los animales en las primeras
semanas de vida. El periodo virémico es corto, lo
que dificulta el aislamiento ya que, cuando las aves
comienzan a manifestar signos clinicos, el virus ya
no se encuentra en la sangre, y los agentes que pre-
dominan son aquellos que colonizaron gracias a la
ciliostasis, la destruccion ciliar y la necrosis epitelial
generada por aMPV.

Signos clinicos de la rinotraqueitis por
metapneumovirus

Metapneumovirus en los pavos

En pavos este virus afecta el tracto respirato-
rio superior, por lo cual la enfermedad se denomina
“rinotraqueitis del pavo”. El cuadro se presenta
con estornudos, rales traqueales, tumefaccion de
senos infraorbitarios y descargas nasal y ocular.
Las secreciones inicialmente son serosas y pueden
volverse purulentas debido a la infeccion bacteriana.
También pueden observarse tos y sacudimiento de
la cabeza. Cuando no ocurre infeccion bacteriana
las aves se recuperan dentro de los 14 dias, pero
cuando ocurre y/o cuando el manejo de las aves no
es el adecuado, pueden desarrollarse lesiones mas
severas como aerosaculitis, peritonitis, neumonia,
perihepatitis y peritonitis. Se han reportado animales
con estas lesiones y con un aumento consecuente
de los indices de morbilidad y mortalidad (Jones
et al 1988). Asimismo, en pavas ponedoras las in-
fecciones por aMPV pueden provocar disminucion
en la produccion de huevos y en la calidad de su
cascara y estos animales tardan hasta tres semanas
en recuperarse.

Metapneumovirus en los pollos

En los pollos, el rol de este microorganismo
como agente primario de enfermedad es menos claro
que en los pavos. En pollos y gallinas se lo encuentra
implicado en el SHS, pero siempre asociado con otros
microorganismos. Ademas, la presencia de anticuerpos
anti aMPV en los animales no necesariamente indica
que hayan sufrido la enfermedad. El agente ha sido
aislado de pollos de todas las edades y categorias y
también se han realizado infecciones experimentales
con éxito (Jones et al 1991; Picault et al 1987; Tanaka et
al 1995). El SHS se caracteriza por apatia e hinchazon
de la cara, en especial de los senos infraorbitarios, de
ahi sudenominacion. Aveces las aves pueden presen-
tar signos mas severos como desorientacion, torticolis
y opistétonos (Cook 2000; Pattison et al 1989).

Metapneumovirus aviar

A partir de animales con este sindrome pudieron
aislarse, ademas del aMPV, el virus de la bronquitis
infecciosa (IBV) (Morley y Thomson 1984) y el IBV
junto con Escherichia coli.

Hallazgos anatomopatolégicos de la
rinotraqueitis por Metapneumovirus

Lesiones macroscopicas

En pollos y reproductores pesados las lesiones
macroscopicas incluyen edema y exudado purulento
en el tejido subcutaneo de la cabeza, cuello y barbi-
llones, como asi también sinusitis infraorbitaria (Lu et
al 1994; Tanaka et al 1995). Las gallinas en postura
pueden presentar prolapso de oviducto debido a cua-
dros tusigenos intensos.

En los brotes naturales, el cuadro suele com-
plicarse por la presencia de patdégenos asociados,
sumandose asi otras lesiones mas severas como
aerosaculitis, peritonitis, neumonia y perihepatitis
(Jones 2001).

Lesiones microscopicas

Microscépicamente se observan hipertrofia e
hiperplasia de las glandulas de la mucosa de los cor-
netes con pérdida, por regiones, del epitelio ciliado.
Se observan, ademas, hiperemia e infiltracion mono-
nuclear leve. Estas lesiones se observaron en casos
experimentales, siendo mas severas entre los 4 y 10
dias posinoculacion. La recuperacién completa de la
mucosa se observa 18 dias posinoculacion. Ademas,
pueden observarse lesiones en la traquea como en-
grosamiento de la mucosa debido a la congestion, el
edemay lainfiltracién mononuclear (Catelli et al 1998;
Majé et al 1995,1996). En conclusion, aMPV causa le-
siones circunscriptas en el tracto respiratorio superior.

Epidemiologia de la rinotraqueitis por
Metapneumovirus
Distribucién geogréfica del agente viral

En la mayor parte de las regiones mas impor-
tantes de cria de aves de corral se ha reportado la
deteccion seroldgica de anticuerpos contra aMPV. Sin
embargo, son relativamente pocos los paises que co-
municaron el hallazgo del agente mediante el empleo
de técnicas de aislamiento o deteccion del genoma
viral, debido a las dificultades que este virus presenta
para su deteccion e identificacion.

Actualmente, el aMPV es considerado en
numerosos paises como el agente etiologico de una
enfermedad importante tanto en pavos como en pollos.
En América Latina su situacion no esta aun determi-
nada. En Australia y Canada aun no se han reportado

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590

AnaLecTa VET 2015; 35 (2): 12-20 15



M.N. Arias y col.

casos de infeccion por el virus (Bell y Alexander 1990;
Heckert y Myers 1993).

Patogenicidad de Metapneumovirus

Es importante destacar que, “a campo”, aMPV
es capaz de provocar la enfermedad con altos indices
de morbilidad y, en ocasiones, altos indices de mor-
talidad. La situacién es muy diferente en condiciones
experimentales, en las que las aves exhiben signos de
rinotraqueitis mas leves. Todo indica que la diferencia
en la severidad de los signos clinicos entre presen-
taciones a campo y lo que ocurre experimentalmente
estaria en relacién con el medio ambiente en el que
las aves viven y la presencia o no de microorganismos
que producen infecciones secundarias.

Se han aislado diferentes bacterias de casos
de SHS, tales como Alcaligenes faecalis, Pasteurella
multocida, Mycoplasma sp, E. coli'y Staphilococcus,
aunque se observé que el agente mas relevante fue
E. coli (Pages et al 1990). Se observo que las lesiones
se exacerban cuando aMPV y E.coli se presentan en
un mismo animal, ya que las mismas son mas severas
que cuando cada uno de los agentes actua por separa-
do (Brien 1985; Majo6 et al 1997). Experimentalmente,
se han infectado pavos con Chlamydia psittaci antes
de lainoculacion con aMPV y se observé que aumen-
té significativamente la severidad de la infeccién por
aMPV (Van Loock et al 2006).

Actualmente esta demostrada la existencia de
sinergismo entre aMPV y el agente ORT (Marien et
al 2005).

Como se ha notado en pollos parrilleros, aMPV
podria no comportarse como un patdégeno primario;
antes bien podria estar involucrado con otra serie de
agentes en el SHS o bien en otro cuadro multiple de
enfermedades respiratorias. El empleo de vacunas
contra aMPV redujo la presentacion de la enfermedad
(Cook 2000).

En la actualidad, se considera que aMPV es el
agente primario del sindrome y que luego se asocian
bacterias complicando el cuadro, tales como E. col,
Pasteurella, ORT y Mycoplasmas (Pages y San Ga-
briel 1990). Claro que, como en todas las enfermeda-
des infecciosas, las condiciones del medio ambiente
desempefian un rol fundamental y deben ser consi-
deradas como una variable mas en la presentacion
de la enfermedad.

Infecciéon por Metapneumovirus en otros
hospedadores

Si bien el cuadro de SHS es importante en pa-
vos y pollos, ya que su infeccion se refleja en pérdidas
econdmicas, se ha demostrado la infeccién también

en otras especies aviares, como en gallinas de Guinea
(Numida meleagris), en las que se detectaron anti-
cuerpos. En esta especie (Litjens et al 1989) y en los
faisanes (Ogawa et al 2001) se ha descripto el SHS
y se ha aislado el aMPV. También existen estudios
serolégicos que sugieren que el virus afecta a las aves
de caza (Welchman et al 2002). En gorriones, patos,
gansos, golondrinas, gaviotas y estorninos de EE.UU.
se ha detectado el agente mediante PCR-RT a partir
de muestras obtenidas de cornetes nasales. Este virus
esta estrechamente relacionado con los virus subtipo
C aislados de pavos comerciales también en EE.UU.
(Bennett et al 2002, 2004; Shin et al 2000, 2002).

En el afio 1988, se realiz6 una experiencia in-
fectando diferentes especies aviares con el subtipo A
y se demostré susceptibilidad tanto de pavos y pollos
como de faisanes. Las gallinas de Guinea demos-
traron responder inmunolégicamente a este subtipo,
mientras que patos, gansos y palomas parecieron ser
refractarios al virus (Gough et al 1988). Sin embargo,
mas recientemente se informé una infeccion por virus
similares al subtipo C en patos, asociada con signos
respiratorios y alteraciones en la produccion de hue-
vos (Toquin et al 1999). Ademas, se han detectado
anticuerpos contra aMPV en criaderos de avestruces
en Zimbabwe (Cadman et al 1994) y en gaviotas del
mar Baltico (Heffels-Redman et al 1998).

En 2011 se realiz6 un estudio de aves sinantro-
picas de Brasil, ya sea de traspatio o vida libre, me-
diante el cual se detectdé el agente mediante métodos
moleculares (RT-PCR) (Felippe et al 2011).

Cuando el virus fue reportado en Sudafrica
por primera vez, su diseminacion por otras partes del
mundo planted el interrogante sobre su origen. Asi
es que se penso en las aves de vida libre como pro-
bables eslabones de dicha cadena de diseminacion
(Shin et al 2000). Aunque se sospecha la existencia
de transmision a través de grandes distancias, solo
pudo demostrarse la transmisién por contacto directo
entre las aves (Cook et al 1991).

Transmisiéon de Metapneumovirus

En 1991, Cook y col. demostraron que el virus
fue transmitido por pavos infectados a parvadas de
pavos susceptibles por contacto directo y durante 9
dias pos infeccion. Estos autores destacaron la im-
portancia del contacto directo, ya que el virus no se
extendi6 a todas las aves del mismo ambiente, sino
solo a las aves alojadas de manera contigua.

No hay evidencia de transmision vertical del
virus a pesar de haberse detectado alto titulo viral en
el tracto reproductivo de aves ponedoras (Jones et al
1988; Khera y Jones 1999).

Las aves migratorias podrian ser transmisoras,
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pero no existen evidencias de la propagacion de los
subtipos Ay B de América Central y del Sura EE.UU.,
ni de la propagacion del subtipo C hacia América del
sur (Gough y Jones 2008).

Importancia de la infeccién por
metapneumovirus en la salud publica

En relacion con la similitud genética existente
entre metapneumovirus humanos (hMPV) y aviares,
mediante un trabajo realizado en el afio 2006 se
comprobé que el hMPV puede causar enfermedad
clinica en pavos (Velayudhan et al 2006). También
se demostré que el virus aviar puede infectar al
hombre. En el periodo 2007-2008 se realiz6 un es-
tudio seroldgico transversal de 57 productores de
pavos, 38 trabajadores de plantas procesadoras y
82 individuos controles sin exposicion a pavos. Este
trabajo puso de manifiesto que los trabajadores de la
industria carnica eran los individuos con mayor riesgo
de infeccion (con una seroprevalencia de 86,5 %),
en comparacioén con los productores y los grupos
controles que tuvieron seroprevalencias del 67,3 % y
66,7 %, respectivamente. Esto también fue informado
por investigadores del virus de la leucosis/sarcoma,
de la reticuloendoteliosis y de la enfermedad de
Marek (Kayali et al 2011). No se han realizado aun
estudios seroldgicos en el personal de las plantas
procesadoras de pollos en nuestro pais, lo que seria
interesante para Argentina, que posee una industria
avicola muy desarrollada.

Impacto econémico de la infeccién por
metapneumovirus

Las infecciones por aMPV en aves de corral,
principalmente en pavos, estan asociadas con impor-
tantes pérdidas econdémicas y operan en detrimento
del bienestar animal En pavos es considerada la enfer-
medad respiratoria mas grave después de la influenza
aviar, aun en aquellos paises donde la vacunacion es
una practica habitual (Lister 1998). En pollos comer-
ciales, la enfermedad ha tenido menor repercusion
econdmica, aunque en los paises donde el SHS tiene
alta incidencia se registran importantes mermas en
la produccién de huevos y en el rendimiento de los
animales (Gough y Jones 2008).

En la Argentina no existen estudios que reflejen
el impacto econémico que genera en las granjas co-
merciales de pollos, gallinas y pavos, pero se estima
que su presencia impacta de manera negativa en la
rentabilidad de la produccién avicola nacional, ya
que limita la capacidad de las aves de transformar el
alimento en carne o huevos.

Metapneumovirus aviar
Discusion
De los conceptos vertidos en la revision se des-
prende que el aMPV esta presente en la mayor parte
del mundo donde se crian pavos y pollos. En lo que
concierne a las explotaciones de pollos y reproduc-
tores, se ha demostrado la presencia de anticuerpos
contra aMPV, lo cual sugiere la infeccion de las aves.
En Argentina las evidencias seroldogicas permiten
inferir la presencia del agente en las parvadas de po-
llos y reproductores en areas de produccion avicola,
principalmente en las provincias de Buenos Aires y
Entre Rios. Se han encontrado anticuerpos en aves
con signos respiratorios y sin ellos. En nuestro pais
es muy poca la informacion que se ha publicado con
respecto a esta enfermedad, pues aun no contamos
con reportes de aislamientos ni deteccién moleculary,
por supuesto, no se sabe qué subtipos estan presentes
en el territorio.

Entonces, extrapolando resultados de estu-
dios que reflejan las pérdidas econémicas que aMPV
genera en regiones de cria en paises como EE.UU.
(Gough y Jones 2008), es probable que ocurran mer-
mas productivas también en nuestro medio. Es decir,
podemos estar subestimando la presencia de este
agente en nuestras explotaciones avicolas.

Conclusiones

Para profundizar los conocimientos de la situa-
cién de nuestro medio, en relacion con la identificacion
del aMPV y el subtipo actuante, se hace necesario el
desarrollo de métodos de diagndstico eficientes que
permitan la identificacién del virus en las poblaciones
aviares. Si bien los métodos seroldgicos permiten
conocer cual es la prevalencia de la infeccion viral y
la circulacion del agente en las parvadas, solamente
sugieren la presencia viral, pero no su identificacion
y subtipo. Por este motivo, consideramos que el de-
sarrollo y puesta a punto de los métodos moleculares
de deteccion viral, como la técnica de PCR, seran de
suma utilidad para conocer la situacién de nuestro
medio en relacion con el Metapneumovirus aviar.
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Short communication

Chicken erythrocyte Invasion Capability of a
Mycoplasma synoviae Strain isolated in Argentina

Capacidad de invasion de los eritrocitos de pollo de una cepa
de Mycoplasma synoviae aislada en Argentina
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Abstract: Mycoplasma synoviae is one of the most important pathogens in poultry industry and often
causes diseases of a chronic and persistent nature. Little is known about the mechanisms of persis-
tence in the host and the strains differ significantly in invasiveness and pathogenicity. A recent study
demonstrated the capacity of M. synoviae to invade chicken erythrocytes (CER). The aim of this study
was to determine whether a field M. synoviae strain isolated from an Argentinean laying hen farm
has the same cell invasiveness capacity. The test used for this purpose was the gentamicin invasion
assay. Samples of chicken erythrocytes in vitro infected with the M. synoviae field strain and control
infective strains (M. synoviae WVU 1853 and M. gallisepticum, 14102) were taken 2, 4 and 24 hours
after infection, inoculated in Frey broth with or without gentamicin, plated in Frey agar and incubated
at 37 °C for 4-6 days. M. gallisepticum 14102 treated with gentamicin grew well in the agar plates
after 2 hours of infection. M. synoviae WVU 1853 and M. synoviae field strain treated with gentamicin
grew in the agar plates after 24 hours of inoculation. It is very likely that the strains recovered from
the infected chicken cells had invaded the erythrocytes and escaped the mycoplasmacidal effect of
gentamicin. This study provides the first evidence of nonphagocytic cell invasion capability of a M.
synoviae strain isolated in Argentina.

Keywords: Mycoplasma synoviae, cell invasion, chicken erythrocytes.

Resumen: Mycoplasma synoviae es uno de los patdgenos mas importantes en la industria de aves
de corral y a menudo causa enfermedades de naturaleza crénica. Poco se sabe acerca de los me-
canismos de persistencia en el hospedador y las cepas difieren significativamente en la invasividad y
patogenicidad. Un estudio reciente demostré la capacidad de M. synoviae para invadir los eritrocitos de
pollo (CER). El objetivo de este estudio fue determinar si una cepa de campo de M. synoviae, aislada
de una granja de gallinas de postura de la Argentina, tiene la misma capacidad de invasion celular.
La prueba utilizada para este fin fue el ensayo de invasion de gentamicina. Muestras de eritrocitos
de pollo, infectadas in vitro con la cepa de campo de M. synoviae y con cepas de referencia como
controles positivos (M. synoviae WVU 1853 y M. gallisepticum 14102), se tomaron 2, 4 y 24 horas
después de la infeccion, se inocularon en caldo Frey con o sin gentamicina, se plaquearon sobre
agar Frey y se incubaron a 37 °C durante 4-6 dias. La cepa de M. gallisepticum,14102 tratada con
gentamicina desarrollé bien en las placas de agar 2 horas después de la inoculacion. La cepa de M.
synoviae WVU 1853 y la cepa de campo tratadas con gentamicina desarrollaron en las placas de agar
después de 24 horas de la infeccidon. Es muy probable que las cepas recuperadas de las células de
pollo infectadas invadieran los eritrocitos y escaparan al efecto micoplasmacida de la gentamicina.
Este estudio proporciona la primera evidencia de la capacidad de una cepa de M. synoviae aislada
en la Argentina para invadir células no fagociticas.

Palabras clave: Mycoplasma synoviae, invasion celular, eritrocitos de pollo.
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Introduction

Mycoplasma synoviae is one of the most im-
portant pathogens in poultry worldwide. Infection may
produce a disease that ranges from subclinical to
severe. Clinical manifestations vary depending on the
strain, and some appear to have a greater tropism for
the synovial membranes or the respiratory tract than
others (Kleven et al, 1975). Adhesion of mycoplasma to
epithelial cells by specific cytodhesins is considered to
be the first step in pathogenesis and has been mainly
studied in relation to the respiratory tract epithelium
(Bencina D., 2002; Narat et al., 1998). In a recent study
(May et al, 2007), the sialidase activity of different M.
synoviae strains has been evaluated as a virulence
factor associated to strain invasiveness of the host. In
agreement with its pathogenic profile, two M. synoviae
strains isolated from chicken farms in Argentina had
high sialidase activity (Cerda et al, 1998).

Evasion from the immune system by chang-
ing surface proteins has been studied in M. synoviae
as well as in many other Mycoplasma species as a
mechanism of persistence in the host (Noormoham-
madi et al., 2000; Winner et al., 2003). More recently,
nonphagocytic cell invasion capability has been found
in M. gallisepticum and M. synoviae as another way
of host defense evasion and persistence in the host
(Much et al., 2002; Dusanic et al., 2009). The aim of
the present study was to determine if a M. synoviae
strain isolated in Argentina from a laying hen farm, in
which hens were severely affected with clinical signs
of synovitis, have comparatively the same capacity to
invade chicken erythrocytes as the one of a reference
M. synoviae strain.

Matherials and Methods
Mycoplasma cultures

M. synoviae reference strain WVU 1853, M.
gallisepticum strain 14102 and a M. synoviae strain
JR2010 isolated in Argentina from a laying hen farm
located in Buenos Aires province were used. Prior to
the cell infection, mycoplasma cultures were grown at
37 °C in Frey’s broth until reaching a mid-exponential
phase, as indicated by the metabolic color change of
the medium (phenol red). The number of viable myco-
plasmas in the suspension was determined by plating
ten fold serial dilutions on Frey’s agar plates, followed
by incubation at 37 °C for 4 to 6 days.

Chicken red blood cells

Blood samples were taken from adult specific
pathogen-free chickens and mixed with EDTA. Chicken
erythrocytes (CER) were separated from the collected
blood by adding sterile phosphate buffer saline (PBS)

pH 7.4 and centrifugation at 400 g for 10 min. CER
were washed 3 times in PBS and were re-suspended
in PBS to a final concentration ranging from 5 x 10°
to 10° cells/ml.

Determination of the Minimal Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimal Bactericidal
Concentration (MBC) of gentamicin

The susceptibility of the mycoplasma strains
to gentamicin was determined by inoculating 25 pl
samples of each mycoplasma cultures (10° to 10°
CFU/sample) into 100 pl of Frey’s broth containing
two fold serial dilutions of a gentamicin solution into a
u-bottom 96 wells plate. After 24 hours of incubation at
37 °C, the MIC was calculated as the minimum dilution
of antibiotic that avoid the culture to grow. To determine
the MBC of gentamicin for each strain, 10 pl of each
non growing dilution of the broth was inoculated in
agar plates without gentamicin and the plates were
incubated at 37 °C for 4 to 6 days.

Experimental infection of chicken erythrocytes
(CER)

The mycoplasma strains used for the infections
were incubated until they reached the late logarithmic
phase of growth 100 pl of broth containing 107 to
108 CFU were used to inoculate 1 ml (5-6 x 10° cells)
of CER samples suspended in Frey’s broth. The
multiplicity of infection (MOI) ranged from 10 to 100
mycoplasmas per chicken cell. CER infected with
mycoplasma and uninfected samples of CER were
used as negative controls. All CER samples were
incubated at 37-38 °C.

Gentamicin invasion assay

The presence of intracellular mycoplasmas
inside chicken erythrocytes was determined using the
gentamicin invasion assay described by Winner et
al (2000) and Vogl et al (2008). This assay is based
on the inability of gentamacin to cross eukaryotic cell
membranes exerting its antibiotic activity only against
extracellular mycoplasmas. Briefly, 2-4 and 24 hours
after infection, the content of each selected well was
centrifugated for 10 min at 300 g. Then the pellets
were re-suspended either in 1 ml of Frey’s broth
without gentamicin, or in 1 ml of Frey’s broth supple-
mented with 1,000 pg gentamicin (concentration more
than 4 times up the MBC). Cells were re-suspended
several times during the 4 h of incubation at 37 °C.
After treatment, the cell suspensions were washed
three times with PBS pH 7.4. The infected cells treated
with gentamicin were re-suspended in approximately
150 pl of Frey’s broth and 20 ul of samples were plated

22 AnaLecTa VET 2015; 35 (2): 21-24

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590



onto Frey’s agar and incubated at 37 °C. The infected
cells, which were not treated with gentamicin were
re-suspended in 1.5 ml of Frey’s broth and plated as
described above. Uninfected cells were incubated
in Frey’s broth in the same way as the infected cells
and were used as negative controls. After 4-6 days,
mycoplasma colonies on the plates were identified
and counted.

Cell Invasion of Mycoplasma Synoviae

Results and Discussion

In agreement with previous reports, M. gal-
lisepticum strain 14102 was found viable into the
erythrocytes treated with gentamicin after two hours
of infection (Vogl et al, 2008) (Figure 1). However, M.
synoviae WVU 1853 (Figure 2) was viable in erythro-
cytes only after 24 hours of infection (Figure 3), much

Table 1. Results of the cell infection with different mycoplasma strains.

Growth 2hours
Pl

Growth 4 hours Growth 24 hours
Pl Pl

Strains MBC (ug/ml)

CER CER+Gen CER CER + Gen

CER CER + Gen

M. synoviae wvu 1853 125 +
M. synoviae JR2010 125 +
M. gallisepticum 14102 250 +

- + - + +
- + - + +
+ + + + +

Pl: Post Infection; CER: Chicken Erythrocytes: GEN: Gentamicin; MBC: Minimal Bactericidal Concentration for gentamicin.

Figure 1. M. gallisepticum colonies 2 hours Pl
(CER+GEN).

(CER).

Figure 3. M. synoviae wvu 1853 colonies 24 hours Pl
(CER+GEN).

Figure 4. M. synoviae field strain colonies 24 hours
Pl (CER+GEN).
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later than the lapse of time observed by Dusanic et al (3
hours after infection) (Table 1). These differences could
be explained by the number of laboratory passages to
which reference strains were subjected. The M. syno-
viae JR2010 field strain showed the same invasiveness
behavior as the reference strain (Figure 4). Consider-
ing the fact that in the present study more than 4 times
of the usual gentamicin concentration was used in the
MBC test to kill the extracellular mycoplasma cells, it
is very likely that the M. gallisepticum and M. synoviae
organisms recovered from the infected chicken cells
had invaded the erythrocytes and escaped from the
mycoplasmacidal effect of the antibiotic. The results
provided in this study are consistent with the data pub-
lished on the ability of M. synoviae to in vitro invade
CER (Dusanic et al., 2009), and is the first report on
this subject in a strain isolated in Argentina. Further
studies will be conducted to evaluate in vivo this inva-
siveness behavior with other field isolates as well as
to study the antibiotic effectiveness in infected CER.

Conclusions

This in vitro study provides the first evidence
that a M. synoviae strain isolated in Argentina is able
to penetrate inside chicken erythrocytes. This finding,
together with the sialidase activity described before
(Cerda et al, 1998) on strains isolated from the same
country, may contribute to understand the virulence
of this mycoplasma species in the region. The advan-
tage of entering into erythrocytes might be not only a
mechanism to reach new sites of infection, but also to
escape from the immune system of the host and avoid
the contact with specific antibiotics.
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Descripcion de caso

Poliartritis asociada a hepatozoonosis canina:
descripcién de un caso

Polyarthritis Associated to Canine Hepatozoonosis: a Case Report
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Resumen: El objetivo de este trabajo fue describir un caso de poliartritis asociada a Hepatozoon canis
en un canino, mestizo, macho, de 5 meses de edad. El paciente presentaba fiebre (40,1 °C), muco-
sas palidas, linfonddulos superficiales ligeramente aumentados de tamafio, dolor lumbar, aumento
de tamario de varias articulaciones y abundantes garrapatas (Rhipicephalus sanguineous). En los
extendidos sanguineos se constato la presencia de gamontes de Hepatozoon sp. en el citoplasma
de los neutrofilos. El estudio citolégico del liquido sinovial reveld la presencia de abundantes macro-
fagos y neutréfilos segmentados, sugiriendo un proceso inflamatorio aséptico. Mediante el uso de
técnicas de biologia molecular se identificé al agente como H. canis. Estos hallazgos, sumados a la
presencia de merontes en la capsula articular, permiten relacionar la hepatozoonosis canina por H.
canis con el cuadro clinico de poliartritis.

Palabras clave: Hepatozoon canis, poliartritis, canino.

Abstract: The aim of this study was to describe a case of polyarthritis associated to Hepatozoon
canis in a five-month-old mixed breed male dog. The following alterations were observed: elevated
rectal body temperature (40.1 °C), pale mucous membranes, mild superficial lymphadenomegaly,
lumbar pain, enlargement of several joints and a great amount of ticks (Rhipicephalus sanguineous).
Neutrophils parasitized by gamonts of Hepatozoon sp. were detected in blood smears. Synovial fluid
samples exhibited a great number of macrophages and segmented neutrophils, indicating a non-
suppurative inflammatory process. Using molecular techniques the agent was identified as H. canis.
These findings, added to the presence of meronts of Hepatozoon sp. in the articular capsule, suggest
a relationship between H. canis and polyarthritis.

Key words: Hepatozoon canis, polyarthritis, dog.
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Introduccién

Las enfermedades articulares inflamatorias en
el perro se deben generalmente a procesos infeccio-
sos o inmunomediados (Meric Taylor 2000). La artritis
infecciosa puede ser causada por bacterias (rickettsias
como Ehrlichia canis, micoplasmas y espiroquetas),
hongos y virus. Las bacterias son los agentes infec-
ciosos mas comunes. Las artritis fungicas, virales y
por protozoarios (principalmente Leishmania chagasi
infantum) son poco frecuentes y, por lo general, se
asocian con alteraciones que acompanan a otros
desodrdenes sistémicos (Greene y Budsberg 2008).

La hepatozoonosis canina es una enfermedad
transmitida por garrapatas y causada por protozoos del
género Hepatozoon. Ademas de la transmisién vectorial,
se ha descripto la transmision horizontal de la madre ala
crias (Greene y Budsberg 2008; Baneth et al 2008). La
especie reportada en Europa, Asia, Africa y Sudamérica
es Hepatozoon canis (Gonen et al 2004, Perez Tort et al
2007), cuyo hospedador definitivo es la garrapata marrén
del perro Rhipicephalus sanguineus. La distribucién geo-
grafica es, en esencia, la del hospedador definitivo. Los
hospedadores intermediarios incluyen al perro y a otros
mamiferos silvestres como chacales, zorros, coyotes,
hienas y felinos africanos (Baneth et al 2008; Georgi
y Georgi 1994). Los casos descriptos en perros en el
sur de EEUU se deben a una especie mas patégena,
denominada Hepatozoon americanum (Vincent-Jhonson
et al 1997), transmitida por la garrapata de la costa del
Golfo, Amblyomma maculatum (Ewing y Panciera 2003).

La hepatozoonosis canina producida por H.
canis es una enfermedad compleja que requiere de
diversas condiciones relacionadas con lainmunocom-
petencia del animal, ademas de la presencia del ecto-
parasito, para inducir el sindrome clinico (Baneth et al
2008). La mayoria de los perros afectados presentan
infeccion subclinica (Meric Taylor 2000) y la aparicion
de signos clinicos se encuentra relacionada con la
cantidad de parasitos circulantes en la sangre (Eiras
etal2010). Los perros con afeccion clinica usualmente
son jovenes o inmunodeficientes (Meric Taylor 2000)
y los signos clinicos que se observan con mayor fre-
cuencia son fiebre, anemia y emaciacion (Greene y
Budsberg 2008). Muchos perros presentan, ademas,
descarga 6culo-nasal purulenta, rigidez muscular vy,
en los casos debidos a H. americanum, dolor loca-
lizado en los miembros y columna lumbar (Taborda
y Merchant 1997). Algunos autores han observado
otras manifestaciones, tales como diarrea, anorexia
y paraparesia. Si bien el curso de la enfermedad
suele ser prolongado, los signos clinicos pueden ser
intermitentes. Algunos perros experimentan periodos
de recuperacion antes de la recurrencia. Asimismo,
también puede esperarse una remisién espontanea
(Baneth et al 2008; Taborda y Merchant 1997).

Las fases tisulares de H. canis inducen infla-
macioén piogranulomatosa y/o necrosis en diferentes
organos, responsables de la enfermedad clinica (Meric
Taylor 2000). Ademas, como consecuencia de la afec-
cioén cronica, puede depositarse sustancia amiloide
en multiples érganos y, en casos mas severos, se ha
podido observar vasculitis y glomerulonefritis, lo que
sugiere la participacion de complejos inmunitarios
como consecuencia de la infeccién (Baneth et al 2008).

En nuestro pais, la hepatozoonosis canina esta
descripta desde 1999 y la confirmacién molecular de
la enfermedad producida por H. canis se realizd unos
afios después en perros de la provincia de Buenos
Aires (Eiras et al 2007, Perez Tort y Petetta 2012).
Desde ese entonces, la infeccion ha sido detectada en
muchas provincias argentinas y aparece con elevada
prevalencia durante los meses calidos del afio (Eiras
et al 2010, Perez Tort y Petetta 2012).

Caso clinico

Se presento a la consulta un canino, mestizo,
macho, de 5 meses de edad con decaimiento y dolor
generalizado de 24 horas de evolucion. Durante el
examen fisico, los hallazgos fueron: temperatura
rectal de 40,1 °C, mucosas palidas, linfonddulos
superficiales ligeramente aumentados de tamafio y
presencia de abundantes garrapatas (Rhipicephalus
sanguineus). El animal manifestaba intenso dolor
en la palpacion-presion de la region lumbar. No se
observaron alteraciones en los estudios radiograficos
de la columna lumbar. El paciente fue medicado
con tramadol (1 mg/kg/PO c¢/8 h, durante 48 h),
amoxicilina (20 mg/kg/PO/ ¢/12 h, durante 10 d) e
ivermectina, exhibiendo una mejoria clinica. Durante
el control (20 dias posteriores a la primera consulta),
el cachorro manifesté dolor muy marcado en ambas
articulaciones escapulohumerales, hallandose la
articulacion izquierda aumentada tres veces su
tamano (Figura 1). También estaban afectadas las
articulaciones humerorradiocubitales, coxofemorales y
femorotibiorrotulianas (Figura 2). Se extrajo sangre de
la vena cefélica con y sin anticoagulante (EDTA) para
la realizacion de estudios hematoldgicos y bioquimicos
de rutina. Ademas, se confeccionaron extendidos
sanguineos para la busqueda de patégenos (morulas
de Ehrlichia o merozoitos de piroplasmas) con sangre
periférica del pabellén auricular. Se extrajo una muestra
del liquido sinovial, mediante aspiracién con aguja fina
(AAF) de la articulacién coxofemoral izquierda, para
estudio citolégico. Durante la extraccion se observo
que el volumen estaba aumentado, el color era amarillo
ambarino (xantocromia por hemorragia previa) y la
viscosidad estaba disminuida (hallazgo frecuente en
la inflamacién intraarticular intensa) (Figura 3). En el
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Fig.1. Articulacion escapulo-
humeral izquierda aumenta-
da de tamafio.

estudio citologico del liquido se hallaron abundante
cantidad de macréfagos y polimorfonucleares
neutrofilos segmentados, compatibles con un proceso
inflamatorio aséptico. Los resultados del analisis
clinico de la sangre fueron: hematocrito 17 % (ref.
37-55), hemoglobina 5,1 g/dl (ref. 12-18), eritrocitos
2,3 millones/pl (ref. 5,5-8,5), albumina 1,92 g/dI (ref.
2,3-3,8), globulinas 4,31 g/dl (ref. 3-4,1), relacion
A/G 0,44 (ref. 0,6-1,1) y presencia de abundantes
gamontes de Hepatozoon sp. dentro de los neutrofilos.
Con el diagnéstico de hepatozoonosis, se indicé un
protocolo combinado de toltrazuril 20 mg/kg/c24 h/PO,
durante 7 dias y sulfadimetoxina 40mg/kg/c12 h/PO,
durante 15 dias. Se realizd, ademas, una transfusion
sanguinea que generd el aumento del hematocrito.
El tratamiento logré reducir la tumefaccion articular
y disminuir el dolor. Quince dias después, el animal
se presentd a la consulta con decaimiento, vomitos,
deshidratacién y diarrea con hematoquesia. El
paciente murié 12 h después. En la necropsia se
observaron edema subcutaneo, congestion y edema
pulmonar, intususcepcion en el tercio distal del
intestino delgado y congestion de la mucosa del
intestino grueso con contenido sanguinolento en toda
su extension. El higado presenté un aspecto de nuez
moscada, observandose, ademas, linfadenomegalia
generalizada y moderada renomegalia. En las
articulaciones se constataron engrosamiento de la
capsula articular y abundante cantidad de liquido
sinovial seroso amarillento rosado (Figura 4). Se
tomaron muestras de linfonddulos, higado, bazo,
capsula articular, hueso, rifidn e intestino delgado
para estudios histopatolégicos. Los hallazgos fueron:
linfonddulos con marcada deplecion linfoidea, hepatitis
con hiperplasia de células de Kupffer e infiltracién de
neutrofilos y células mononucleares y esplenitis con
marcada deplecion linfoidea e infiltracion de células
histiociticas. Se observaron abundantes merontes

Fig. 2. Articulaciones coxofemoral
y femorotibiorotuliana izquierdas
aumentadas de tamafo.

Poliartritis asociada a hepatozoonosis

Fig. 3. Abundante liquido
sinovial amarillo ambarino.

en diversos estadios de desarrollo en linfonédulos,
higado y bazo (Figura 5). En el rindn se observé
glomerulonefritis y en el intestino delgado enteritis
necrotica superficial y presencia de un meronte. En
el hueso no se observaron lesiones. En la capsula
articular se constataron infiltracion de células
mononucleares y abundantes merontes inmaduros
(Figura 6). Se realizé el estudio molecular para la
identificacion vy tipificacion del agente. Se utilizo el kit
QlAamp DNA FFPE tissue (QIAGEN, Alemania) para
la extraccion de ADN de las muestras de linfonédulos
y de cépsula articular que habian sido embebidas en
parafina y procesadas para su estudio histopatolégico.
Del ADN extraido se amplificd, mediante PCR,
un fragmento de aproximadamente 650 pares de
bases correspondientes al gen 18S rRNA, utilizando
los primers Hep1 y Hep2 en el Laboratorio de
Inmunoparasitologia (FCV-UNLP). El protocolo de
trabajo para la amplificacion mediante PCR fue:
94 °C durante 5 min, 35 ciclos de amplificacién

Fig. 4. Articulacion femorotibiorotuliana izquierda. En-
grosamiento de la capsula y de la membrana sinovial.
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S. Iveliy col.

Fig. 5. Bazo con leve infiltracion de células histiociticas
y merontes (—), uno con patrén clasico de “rayos de
rueda” . H&E, Obj. 40X.

(94 °C durante 60 segundos, 58 °C durante 60 seg
y 72 °C durante 60 seg) y 7 min a 72 °C para la
extension final. Los productos de amplificacion del
ADN fueron purificados y enviados al Instituto de
Biotecnologia (INTA- Castelar) para su secuenciacion.
Las secuencias obtenidas fueron comparadas con
la informacion disponible en el GENBANK mediante
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). El
producto secuenciado mostré un 100 % de identidad
con H. canis.

Discusion

En el presente trabajo se describe un caso atipico
de poliartritis aséptica asociada a la infeccion por H.
canis, con presencia de merontes en la capsula articu-
lar. La confirmacién de hepatozoonosis por H. canis en
perros con afeccion articular asociada es un hallazgo
muy poco frecuente y ha sido escasamente reportada
en la literatura internacional (Bitton et al 2012).

En este caso se observé una parasitosis por
garrapatas del género Rhipicephalus sanguineus,
hospedador definitivo y vector de H. canis. Entre las
alteraciones observadas, la hiperglobulinemia puede
asociarse con el curso crénico de la enfermedad, de-
bida a mecanismos inmunomediados descriptos en la
literatura (Greene y Budsberg 2008; Baneth y Weigler
1997). La hipoalbuminemia también ha sido descripta
en la hepatozoonosis, como consecuencia de escasa
sintesis hepatica, anorexia y pérdida glomerular consi-
derable debida a glomerulonefritis (Greene y Budsberg
2008; Baneth et al 1995). En nuestro caso, tanto el
higado como el rindn se encontraban afectados.

La deteccion de numerosos gamontes de
Hepatozoon sp. en los extendidos sanguineos permi-
tié arribar al diagndstico de hepatozoonosis. Este es
el método diagnéstico mas efectivo y rapido para el

Fig. 6. Capsula articular con moderada infiltracion de
células mononucleares y dos merontes (—). H&E,
Obj. 40X.

diagnéstico de la infeccion por H. canis, pero no asi
para la infeccion por H. americanum, porque es mucho
mas infrecuente la deteccion de gamontes circulantes
(Greene y Budsberg 2008).

En el estudio histopatoldgico de los érganos
hemolinfaticos se encontraron merontes en diferentes
estadios de maduracién, con veinte a treinta micro-
merozoitos o formando la imagen tipica en “rayo de
rueda”. También se hallé un meronte maduro en el in-
testino delgado. Esta localizacién muy poco frecuente,
ya que cuando ingresan los esporozoitos, penetran la
pared intestinal, invaden las células mononucleares
y por via sanguinea o linfatica alcanzan los érganos
hemolinfaticos, el rifion y el higado, donde tiene lugar
el proceso de reproduccion asexual o0 merogonia.

El cuadro clinico descripto en este trabajo
coincide con algunos signos descriptos en la biblio-
grafia (Meric Taylor 2000; Greene y Budsberg 2008;
Taborda y Merchant 1997) para la afeccién por H.
canis: fiebre, anemia, letargo y linfadenomegalia. Sin
embargo el dolor lumbar que presento el cachorro ha
sido descripto y es mas comun en la infeccién por
H. americanum (Greene y Budsberg 2008). Por tal
motivo, la determinacion de la especie actuante con
técnicas moleculares resulté de mucha utilidad para
la confirmacién del diagndstico.

La patogenia de las lesiones articulares ge-
neradas por protozoarios no esta totalmente clara.
Si bien, en este caso, la presencia del parasito en la
capsula articular podria explicar las alteraciones obser-
vadas, debe considerarse, también, como mecanismo
de dafo, el depodsito de inmunocomplejos circulantes
(Greene y Budsberg 2008) y otros procesos articulares
de origen inflamatorio que no pudieron ser evaluados
en el caso que aqui se presenta.

En conclusion, se destaca el hallazgo poco fre-
cuente de un cuadro de poliartritis y dolor lumbar con
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lesidn de la capsula articular junto con la presencia de
merontes de H. canisy en ausencia de lesiones 6seas.
Resulta necesaria mayor investigacion en este campo
y sumar casos clinicos similares, para determinar si
existe un mecanismo en el que H. canis puede estar
directamente implicado en el proceso articular.
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Informe Técnico

Analisis automatizado de neuronas de la médula espinal
mediante la utilizacién de tres programas de
analisis de imagenes

Automatic Spinal Cord Neuronal Analysis Using Three Different
Image Analysis Software Packages

Portiansky EL

Laboratorio de Analisis de Imagenes. Facultad de Ciencias Veterinarias.
Universidad Nacional de La Plata. Av. 60 y 118. (1900) La Plata. Argentina.
Correo electrénico del autor: imagelab@fcv.unip.edu.ar

Resumen: La deteccion automatizada de elementos libres (microorganismos, células, minerales,
etc.) no reviste la misma complejidad que la que presenta el reconocimiento y posterior analisis
morfométrico de elementos inmersos dentro de un contexto, tal como células particulares dentro de
un tejido. En el presente informe técnico se muestran alternativas para la identificacién de neuronas
presentes en la sustancia gris de un segmento de la médula espinal de rata, utilizando tres programas
distintos de analisis de imagenes digitales. Se comparan los resultados y se discuten las ventajas y
diferencias del procedimiento realizado con cada uno de estos programas.

Palabras clave: Identificacion de células, neuronas, andlisis de imagenes.

Abstract: Automated detection of free elements (microorganisms, cells, minerals, etc.) does not have
the same complexity as that necessary to recognize and subsequently morphometrically analyse
elements involved in a context such as particular cells within a tissue. In this technical report, alter-
natives for the identification of neurons in the gray matter of a rat spinal cord segment using three
different digital image analysis software packages are described. The results are compared and the
advantages and differences of the performed procedures are discussed.

Keywords: Identification of cells, neurons, image analysis.
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Introduccién

Existen decenas de tutoriales que muestran
cémo contar particulas en una imagen digital (Cheng
2011; Bruhemaayush 2012; Foley 2013). Mas aun,
existen programas macro y complementos (plug-ins)
especificamente disefados para el recuento de ele-
mentos con determinadas caracteristicas, que solo
operan sobre determinado tipo de imagenes (Kuo
y Byun 2011). Para el uso de estos ultimos también
existen tutoriales de acceso libre (CELT 2011). La gran
mayoria de los tutoriales utiliza el programa Imaged
(http://rsb.info.nih.gov/ij/) para su demostracion, ya que
es de distribucion libre y aceptado por la comunidad
cientifica internacional. Este programa cuenta con
un manual, donde sdlo se explican las funciones de
la aplicacién para el recuento de particulas, pero no
cémo lograr los resultados deseados. La mayoria de
los ejemplos que se aprecian en los tutoriales estan
orientados al reconocimiento de células aisladas o de
particulas diminutas dentro de células. Esto presenta
la ventaja de la relativa sencillez en la identificacion
de las estructuras, lo que permite el posterior recuento
y caracterizacion morfométrica.

En muchas circunstancias, es necesario identi-
ficar células particulares presentes en un determinado
tipo de tejido. Para ello, se recurre a la tincion diferen-
cial utilizando técnicas histoquimicas (Portiansky et a/
2006), immunohistoquimicas (Fontana et al 2009) o
inmunofluorescentes (Portiansky ef al 2011). Si bien la
forma mas apropiada para la identificacion especifica
de un tipo celular es mediante la utilizacion de técni-
cas que involucren la utilizacion de anticuerpos, no
siempre se consiguen los efectos deseados (Nishida
et al 2015). En estos casos, la identificacion de las
poblaciones celulares se realiza por particularidades
en el color y/o la intensidad de tincién y por sus ca-
racteristicas morfométricas.

Como se mencionara previamente, Imaged es
un programa universalmente reconocido que cuenta
con herramientas para la identificacion de particulas
y su posterior analisis. Existen otros programas, de
caracter comercial, que también permiten la identifi-
cacion, recuento y analisis de elementos presentes en
imagenes digitales. En el presente informe técnico se
muestran los procedimientos necesarios para la iden-
tificacion de neuronas de un segmento de la médula
espinal de la rata, utilizando una misma imagen en
tres programas de analisis diferentes.

Descripcion metodologica
Software utilizado

*Imaged, (v.1.49n, National Institutes of Health,
EE.UU.), para una plataforma de 64 bits. Este progra-
ma es de distribucién gratuita y se puede descargar

Recuento neuronal automatizado

a través de la pagina web: http.//imagej.nih.gov/ij/
download.html|

*cellSens Dimension (v. 1.6, Olympus Corpora-
tion, Japén). Programa comercial.

*ImagePro plus (v. 6.3.1, Media Cybernetics,
EE.UU.). Programa comercial.

Captura de la imagen

El segmento C6 extraido de la médula espinal
de una rata macho clinicamente sana, de 5 meses
de edad, fue sumergido en una solucién criopreser-
vante, luego de su perfusion con una solucion salina
de paraformaldehido al 4 %, hasta su utilizacién. Se
realizaron cortes coronales del mencionado segmento
utilizando un micrétomo de vibracion (Leica VT 10008,
Alemania). Los cortes fueron montados sobre por-
taobjetos y tefiidos mediante la técnica del violeta de
cresilo, coloracion utilizada para el reconocimiento de
estructuras nerviosas (Suvarna et al 2012).

Para la captura de la imagen se utilizo el pro-
grama cellSens, ya que controla la platina motorizada
(Prior H101AFI, EE.UU.) montada sobre un micros-
copio de investigacion (Olympus BX53, Japdn). La
imagen digital fue capturada mediante una camara
digital (Olympus DP71, Japdn) también controlada
mediante el mismo software. Para la composicion de
una imagen que contuviera la totalidad del segmento,
al utilizar un objetivo de 40X (NA 0,75), se activo la
funciéon Multiple Image Alignement (MIA), en modo
automatizado, lo que permitié el desplazamiento de
la platina motorizada en un area de 5,5 mm?2. De esta
manera, se capturaron, de manera secuencial en X
e Y, aproximadamente 140 imagenes, las que fueron
alineadas para reproducir la totalidad de la muestra.
Previo a la captura de las imagenes, se tuvo particu-
lar precaucion en establecer una iluminacion de la
muestra de manera tal de generar el mayor de los
contrastes entre el tejido, las células y el fondo de
la misma, para evitar posteriores requerimientos de
procesamiento de la luz.

Secuenciade eventos para la cuantificaciéon
y mediciéon de neuronas

A continuacién se muestran las animaciones
realizadas mediante Adobe™) Captivate 7 (Adobe
Systems Incorporated, EE.UU.), correspondientes
a la identificacion, recuento y analisis morfométrico
de las neuronas presentes, utilizando los programas
Imaged (link 1), ImagePro Plus (link 2) y cellSens
Dimension (link 3).

Para el recuento y analisis de neuronas utilizan-
do ImagedJ se realizaron los siguientes pasos:

1. Calibracién espacial de la muestra, basada
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en la barra incluida dentro de la imagen.

2. Establecimiento del umbral de color (segmen-
tacion) para su posterior binarizacion.

3. Binarizacion.
4. Seleccion de los parametros a ser medidos.

5. Establecimiento de los limites de valores para
los parametros seleccionados.

6. Recuento.

7. Almacenamiento de los datos en un adminis-
trador de regiones de interés (ROl Manager).

8. Traspaso de los resultados a una planilla de
calculo.

Para el recuento y analisis de neuronas utilizan-
do ImagePro Plus se realizaron los siguientes pasos:

1. Silaimagen hubiese sido capturada median-
te este software, probablemente ya hubiese estado
calibrada espacialmente de acuerdo con el objetivo
utilizado, ya que este programa tiene la capacidad
de controlar el microscopio. De no estarlo, se debera
proceder como en el punto 1 del listado correspon-
diente a ImagelJ.

2. Segmentacion de los objetos. Para ello se
seleccionan los limites de color de los objetos proble-
ma (neuronas).

3. Seleccioén de los parametros a ser medidos
y establecimiento de sus limites.
4. Recuento.

5. Traspaso de los resultados a una planilla de
calculo.

Para el recuento y analisis de neuronas utili-
zando cellSens Dimension se realizaron los siguientes
pasos:

1. Al estar la imagen capturada mediante este
software, no fue necesario calibrarla. De lo contrario,
hubiese sido necesario proceder como en el punto 1

TR

del listado correspondiente a ImageJ.
2. Seleccién de los parametros a ser medidos.

3. Establecimiento de los limites de valores para
los parametros seleccionados.

4. Segmentacion de los objetos. Para ello se
seleccionan los limites de color de los objetos proble-
ma (neuronas).

5. Recuento.

6. Traspaso de los resultados a una planilla de
célculo.

Los parametros para la identificacion de las
neuronas, asi como el rango de valores elegidos,
fueron seleccionados sobre la base de trabajos pre-
viamente publicados (Portiansky et al 2004; Portiansky
et al 2011). Para la seleccion de los objetos a ser
cuantificados, en todos los casos se utilizé el método
de segmentacion por color. Con Imaged, se utilizé el
sistema de color HSB (Hue, Saturation, Brigthness),
que es un sistema llamado “cilindrico” por su forma de
representacion (Portiansky 2013). Con los programas
comerciales se utilizé el sistema RGB (Red, Green,
Blue). En ambos casos se utilizo el sistema de gotero,
en el que el profesional selecciona las intensidades
de color que considera que se corresponden con las
estructuras a analizar. También puede utilizarse el
histograma de la imagen para conseguir el mismo
propdsito. En este ultimo caso hubiese sido necesario
establecer el rango de cada uno de los colores del
RGB, a diferencia del HSB que selecciona los colores
sélo con el canal H.

Independientemente de la forma en que el soft-
ware selecciona los colores, en los tres programas se
utilizé un método intuitivo de seleccidn y, por lo tanto,
el criterio de seleccion fue similar en todos los casos.
La figura 1 muestra el efecto producido al realizar la
segmentacion del mismo sector de la imagen con cada
uno de los programas. Alli se observa que el area de
color superpuesto sobre los objetos seleccionados es
similar en todos los casos.

Figura 1. Efecto de la segmentacion producida mediante Imaged (izquierda), ImagePro Plus (centro) y cellSens
Dimension (derecha), sobre una misma imagen del sector medular, tefiido con violeta de cresilo.
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La utilizacion del ROl Manager con ImageJ
permite manejar de manera individual cada uno de
los objetos encontrados. De esta manera, el operador
puede seleccionar manualmente aquellas células que
considere que deban o no ser incluidas en el recuento
0 la medicion.

En el video correspondiente al programa Ima-
gePro Plus se observa que es posible separar dos
neuronas (splitting), consideradas como Unicas al
realizar el recuento automatizado. Con los programas
comerciales es posible separar los objetos manual-
mente. Con los tres programas se puede realizar
una separacion automatizada basandose en el filtro
Watershed (Portiansky 2013).

Discusion y conclusiones

Los tres programas de analisis permitieron
resolver el desafio de reconocer las neuronas por su
aspecto morfolégico o por su color. Cada situacion
requirié, sin embargo, de una seleccion particular en
cuanto a los rangos de valores que debieron elegirse
para obtener los resultados mas apropiados. Esto es
valido tanto para la muestra seleccionada en el pre-
sente trabajo, como para cualquier otra muestra en la
que se pretenda seleccionar objetos con determinadas
caracteristicas. Independientemente de cual sea el
software elegido, el punto critico consiste en capturar
la imagen con el mayor de los contrastes para lograr
una segmentacion inicial que evite el procesamiento
posterior. De esta manera, se identifican los objetos y
el fondo de manera independiente, hecho que facilita
la posterior segmentacion y analisis (Portiansky 2013).

Imaged es un programa de andlisis digital de
imagenes de domino publico, disefiado con una ar-
quitectura abierta que proporciona extensibilidad via
plug-ins Java'y macros (Collins 2007). Es utilizado por
cientos de investigadores y los resultados obtenidos
mediante este programa son aceptados universal-
mente. Si bien no tiene un ambiente de trabajo propio,
las funciones y aplicaciones que presenta o que se le
pueden adicionar, hacen de ésta una herramienta de
alto valor laboral. Por su parte, los otros dos progra-
mas analizados, que son de origen comercial, tienen
su propio ambiente de trabajo. Esto implica la ventaja
de poder manejar imagenes y funciones relacionadas
con ellos, de manera aislada de otros utilitarios de
la computadora. Sin embargo, en estos programas,
las actualizaciones de las funciones solo pueden ser
provistas por los propios fabricantes del producto. Por
otro lado, la versatilidad de estos programas permite
que el mismo usuario disefie la forma en que se pre-
senta la informacion y la distribucion de los menus.
Si bien Imaged provee programas (drivers) de manejo
de algunas camaras de video, la gran ventaja de los

Recuento neuronal automatizado

programas comerciales es que permiten controlar los
componentes motorizados del microscopio de manera
integral, junto a los objetivos y filtros de fluorescencia.
De esta manera, se asegura que la intensidad de luz
en el momento de la captura, asi como el contraste
entre los objetos y el foco de la imagen, sean los
apropiados para el propdsito planteado.

Si bien con los programas comerciales anali-
zados se pudieron evitar ciertos pasos intermedios
que fueron requeridos por Imaged para analizar la
imagen utilizada en el presente trabajo, tales como
la transformacion a una imagen monocromatica y su
posterior binarizacion, no siempre se obtienen los re-
sultados esperados. Cada caso particular requiere de
un analisis exhaustivo de las condiciones apropiadas,
previo al procedimiento de captura de gran cantidad
de muestras, ya que lo que se presupone ideal para
una muestra puede no serlo para otra.

El conocimiento de la composicion celular de
una region especifica del sistema nervioso es rele-
vante para la comprensién de la funcionalidad de
los sistemas neurobioldgicos (Miller et al 2014). La
identificacion de neuronas, como de muchas otras
células presentes dentro de un tejido, requiere de un
conocimiento particular de su estructura. Existen di-
versos tipos de neuronas que difieren en su morfologia
segun el érgano nervioso considerado (Ramon Cajal,
1899). Si bien dentro de los tejidos cada neurona es
una célula individual, que se contacta con otras cé-
lulas o estructuras mediante sus prolongaciones, no
siempre puede individualizarse en la forma en que se
visualizan en los cultivos celulares. Por otro lado, las
neuronas presentan diversos tamafos dentro de un
mismo tejido. Particularmente, en la médula espinal
coexisten neuronas de 10 um de diametro, presentes
en la Lamina |, con motoneuronas de 300 um de dia-
metro, localizadas en la Lamina IX (Portiansky et al
2004). Esto implica que deben realizarse varios cortes
finos y seriados o tomar series de imagenes en pila
de un corte grueso para poder medir a estas células
dentro de un mismo contexto. De esta manera, habra
mayor posibilidad de contabilizar neuronas que hayan
sido correctamente identificadas.

La secuencia de pasos realizada por los
programas comerciales permitiria inferir que los pro-
cedimientos realizados para obtener los resultados
presentados podrian ser mas practicos 0 menos
laboriosos en comparacion con los requeridos por
Imaged. No obstante, esto no asegura la precision de
los datos obtenidos. Para confirmar dicha aseveracion
es necesario confrontar los resultados obtenidos por
cada uno de ellos.

En este trabajo se presentd la secuencia de
eventos necesarios para la identificacion, cuantifica-
cion y andlisis morfométrico de neuronas presentes
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en un segmento de la médula espinal. Esta misma
metodologia podria ser utilizada para otros segmentos
del érgano, otros 6rganos nerviosos y hasta otros teji-
dos, cuando el objetivo principal consista en identificar
poblaciones celulares que tengan alguna caracteristica
diferencial con el resto de las células del mismo tejido,
ya sea ésta tanto de tipo tintorial como morfométrica.
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INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

Politica editorial y generalidades

Las opiniones expresadas por los autores que
contribuyen con Analecta Veterinaria no reflejan, necesaria-
mente, las opiniones de este medio ni de las entidades que
lo auspician ni de nuestra institucion. Asimismo, Analecta
Veterinaria agradece el auspicio de las distintas empresas
que la respaldan, pero deja establecido que dichas empre-
sas no participan de las decisiones editoriales y su apoyo
no genera obligaciones comerciales.

Analecta Veterinaria autoriza la reproduccion de sus
articulos con fines académicos, con la Ginica condiciéon de la
mencion de la fuente cuando corresponda. El uso de nom-
bres comerciales destinados a la identificacion de productos
en el contexto de los articulos presentados no implica res-
paldo directo o indirecto ni promocién de dichos productos
por parte de la revista. Los editores de Analecta Veterinaria
tienen en consideracion el tratamiento ético de los animales
de experimentacion y se reservan el derecho de no publicar
trabajos que no cumplan esta premisa. Los autores deberan
poder certificar la aprobacion de su proyecto de investigacion
por parte del comité de ética de su unidad académica, o
consignar seguiin qué normas nacionales o internacionales
realizaron sus trabajos. Todos los autores ceden a Analecta
Veterinaria los derechos de autor, se hacen responsables
de los datos y el contenido, dejan constancia de que han
participado activamente en el proceso de la investigacion
y/o la confeccién del trabajo, declaran eventuales conflictos
de intereses, mencionan los soportes financieros y explicitan
la aprobacion por los comités institucionales y autoridades
regulatorias que correspondan a cada caso. No se asume
responsabilidad editorial por la exactitud de las referencias.
Es responsabilidad exclusiva de los autores asegurarse el
permiso para citar datos no publicados. Eventualmente,
los editores podran requerir a los autores informacion pro-
batoria. Idiomas. Analecta Veterinaria acepta articulos en
espafol o en inglés para su publicacién. Los resimenes de
los articulos se publicaran en espafiol y en inglés. Origina-
lidad. La informacién contenida en el trabajo no debera ser
enviada a mas de una revista o medio de comunicacion al
mismo tiempo y debe ser original. El envio de un articulo
publicado en otro sitio por otro autor (plagio) o por el mismo
autor (publicacion duplicada) se considera falta ética grave
que invalida su publicacién en Analecta Veterinaria.

Tipos de trabajo para publicacién. Se aceptan: articu-
los de investigacidn, comunicaciones cortas, descripciones
de casos, informes técnicos y revisiones bibliogréaficas (ver
definiciones y caracteristicas de cada tipo de trabajo). Los
editores decidiran la prioridad de publicacion de los trabajos.
Otro tipo de contenidos, como por ejemplo resumenes de
comunicaciones en reuniones cientificas, seran editados
como parte de un suplemento. Los organizadores de las
mencionadas reuniones deberan adecuar los resumenes a
las instrucciones que se encuentran en el punto 1.3.

Analecta Veterinaria adhiere a lo propuesto por
el consenso de Vancouver del International Comitee of
Medical Journal Editors con respecto a asuntos de indole
general como, por ejemplo, la definicién de la autoria, las
responsabilidades de los editores y las causas que obran

como posibles conflictos de intereses. En relacion con otros
aspectos, como el formato y el estilo de preparacion del
original, incluyendo las referencias bibliograficas, Analecta
Veterinaria establece un conjunto de normas que se detallan
en el apartado Instrucciones para la preparacién del trabajo
para publicacion. Todas las dudas que se susciten podran
ser consultadas por correo electrénico a:

analecta@fcv.unlp.edu.ar

Instrucciones para la preparacion del
trabajo

Definicién. El original para publicacién comprende
un documento principal y otros archivos.

1- Documento principal: se trata de un archivo que
contiene la pagina de presentacion, las secciones del trabajo
(que varian segun su tipo), los agradecimientos, la declara-
cién de conflicto de intereses, las referencias bibliograficas
y las leyendas para las figuras. Este documento podra tener
algunos de los siguientes formatos: doc, docx o rtf.

2- Oftros archivos: tablas, figuras, material comple-
mentario.

Caracteristicas generales

Los articulos escritos en inglés deberan seguir la
gramatica propia del inglés britdnico. Se aceptan otras
variantes del idioma inglés, siempre que se respeten de
manera uniforme en todo el trabajo. Las unidades de medida
se expresaran segun el Sistema Internacional de Medidas
(documento disponible para su descarga en la pagina web
de la facultad: http://www.fcv.unip.edu.ar/analecta). Las
abreviaturas deberan ser aclaradas la primera vez que el
término se mencione, pero no sera necesaria su utilizacion
si el término se menciona menos de cinco veces. Si el tra-
bajo requiere el uso de numerosas abreviaturas (mas de
diez) debera generarse una lista que se incluira luego de
los resumenes. Ciertas siglas o acrénimos y abreviaturas
(ATP, DNA, ELISA, OMS, PBS, Dr., N°., entre otras) no
requieren aclaracion.

Para la denominacion de enzimas, bacterias, virus,
asi como los términos anatomicos, se seguiran las reco-
mendaciones de las nébminas y consensos vigentes para la
especialidad correspondiente. Los productos comerciales
deberan ser identificados mediante el simbolo de marca
registrada consignando, ademas, los nombres genéricos de
los componentes principales. Sila mencion se efectua en el
apartado Materiales y Métodos deberan consignarse, ade-
mas, el nombre y la direccion del fabricante (ciudad, pais).
Los nombres cientificos de categoria genérica o inferior se
escribiran en cursivas.

1- Documento principal

1.1. Formato general del documento (comun a todo
tipo de trabajos)

El documento se configurara en papel A4, con marge-
nes de 3 cm como minimo por lado y 1,5 de interlineado. El
texto debera alinearse en los margenes izquierdo y derecho
(texto justificado). Se utilizara el tipo de fuente Arial de 12
puntos. Las paginas deberan estar numeradas, utilizando
numeros arabigos en su angulo inferior derecho.

Asimismo, las lineas deberan estar numeradas a lo
largo de todo el documento de manera consecutiva, comen-
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zando en la primera pagina o pagina de presentacion. El
uso de guiones automaticos de separacion de palabras en
silabas estara permitido exclusivamente para los resimenes
de congresos.

1.2. Otras caracteristicas comunes a todo tipo de
trabajos

1.2.1. Primera pagina o pagina de presentacion:
contendra el titulo del trabajo en dos idiomas, los autores y
sus respectivas filiacion/lugar de trabajo, la direccion elec-
tronica de todos los autores, los datos completos del autor
de contacto y el titulo abreviado. De ser necesario, la pagina
de presentacion podra sobrepasar una pagina de extension.

1.2.2. Paginas segunda y tercera: contendran los
resumenes y las palabras clave.

1.2.3. Paginas sucesivas: contendran el texto (orga-
nizado en secciones), los agradecimientos, la declaracion
de conflictos de intereses, las referencias bibliograficas y
las leyendas para las figuras.

1.2.1 Primera pagina: pagina de presentacion

-Titulo del trabajo. Se escribira con la inicial en ma-
yuscula (tipo oracion) y en negrita, centrado, con fuente Arial
y tamano de fuente 14. Sera conciso pero suficientemente
informativo. No contendra abreviaturas. Se dejara un espa-
cio de interlineado y luego se consignara el titulo en inglés
(o en espafiol, si el articulo estuviera escrito en inglés), con
las mismas caracteristicas tipograficas.

-Nombres de los autores. Se dejara un espacio des-
pués del titulo en el segundo idioma. Se escribira primero el
apellido y luego las iniciales de los nombres. Se continuara
listando el resto de los autores, separandolos entre si por
comas. Se colocaran numeros con formato de superindice
para indicar, mas adelante, la filiacion institucional.

-Filiacion institucional/Lugar de trabajo. Se con-
signara a renglén seguido de los apellidos de autores. En
primer término, se deberd indicar la unidad de investigacion
(Catedra, grupo de trabajo, Laboratorio, Instituto). Luego,
la Facultad u otra institucion de la que depende y la Uni-
versidad u organismo superior. En caso de tratarse de un
profesional de actividad en el ambito privado se consignara
“Profesional independiente”.

El autor de contacto seré identificado con un aste-
risco.

-Titulo abreviado. Se escribira en el mismo idioma
que el trabajo, luego de la filiacién institucional, dejando un
espacio. Consistira en un titulo corto, de 45 caracteres o
menos, incluyendo espacios.

-Datos personales.

Por debajo del titulo abreviado, se consignaran todos
los datos correspondientes al autor de contacto: nombre
completo, direccion postal laboral y electronica y teléfono.
Sdlo la direccion de correo electronico sera visible a los
lectores en la version publicada.

Las direcciones de correo electronico del resto de
los autores deberan ser incluidas, aunque estas no seran
publicadas en el articulo.

Ejemplo de primera pagina

Titulo completo en idioma del trabajo

Titulo en segundo idioma (inglés/espafiol)

Autor AA', Autor BB'" 2, Autor CC3, Autor DD*

1. Catedra, Departamento, Facultad, Universidad; 2.
Laboratorio, CONICET/CIC; 3. Profesional independiente;
4. Laboratorio, INTA. *Correo de contacto: dd@mail.com

Titulo abreviado

Datos del autor de contacto (*)
Nombre completo

Direccion postal laboral
Direccion electrénica laboral
Teléfono

Correo electrénico de los autores
Autor AA: aa@mail.com

Autor BB: bb@mail.com

Autor CC: cc@mail.com

1.2.2. Paginas segunda y tercera

La segunda pagina contendra el resumen del traba-
jo en el idioma en que fue redactado, bajo el subtitulo de
RESUMEN vy, por debajo, dejando un espacio, se deberan
incluir las palabras clave en el mismo idioma, bajo el sub-
titulo PALABRAS CLAVE. En la siguiente pagina (tercera),
se redactara el resumen en el segundo idioma (en inglés
se subtitulara como ABSTRACT). Dejando un espacio, se
consignaran las palabras clave con el subtitulo

KEY WORDS

-Caracteristicas de los resumenes. En ellos deben
constar los objetivos y principales resultados, desarrollados
en 250 palabras o menos. Se sugiere evitar acrénimos,
siglas y abreviaturas. No estaran divididos en secciones ni
contendran referencias.

-Palabras clave. Son palabras o expresiones adi-
cionales que facilitan la recuperacion del documento. Para
una mayor utilidad en la busqueda dentro de los sistemas
de indizacion, se sugiere la utilizacion de términos no in-
cluidos ni en el titulo ni en el resumen. Se permiten hasta
cinco por idioma.

1.2.3. Paginas sucesivas

a- Texto. Organizado en secciones. Estas estaran
encabezadas por subtitulos en mayusculas, sin punto final.
El texto contendra las entradas para todas las tablas, figuras,
referencias bibliograficas y material complementario. A con-
tinuacion del texto se listaran las referencias bibliograficas.

b- Referencias bibliogréaficas

Cantidad. Se establece un maximo de treinta refe-
rencias para los articulos de investigacion y quince para las
comunicaciones cortas, descripciones de casos e informes
técnicos. Para las revisiones bibliograficas se establece un
minimo de cuarenta referencias.

Formato de las citas en el texto. Se consignara, entre
paréntesis y en color de fuente azul, el apellido del primer
autor (seguido de la expresion et al si se trata de mas de
dos autores) y el afio de publicacion. Si el articulo tiene sélo
dos autores, se consignaran ambos, separados por la letra
y. Si la construccion asi lo requiere podra colocarse la cita
a mitad de la oracion.

... puede persistir el infiltrado de linfocitos (Deeg et
al 2002).

El autor también podria haber elegido decir: “Segun
Deeg et al (2002), puede persistir el infiltrado de linfocitos.

Si la misma afirmacion se sustenta en mas de una
cita bibliografica, estas deberan estar separadas por medio
de un punto y coma. La incorporacion de las citas entre
paréntesis sera alfabética. Si se incluyeran dos o mas re-
ferencias del mismo primer autor, las fechas de publicacion
deberan estar separadas por comas, en orden cronolégico
ascendente.
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... en las células apoptoéticas se produce la externa-
lizacién de la fosfatidilserina de la

membrana (Fadok et al 1992; Savill 1993,1997;
Willie 1997).

Si se incluyeran dos o mas referencias del mismo
primer autor y del mismo afio, se

identificaran con letras:

... inducido por las células macrofagicas (Jones et
al 2009a, 2009b)

Formato de las citas en la lista de referencias (al
final del texto).

El orden sera alfabético.

Articulos en publicaciones periddicas. Se citara la
noémina completa de autores y sus iniciales. Luego del punto
seguido, se introducira el titulo del trabajo con mayuscu-
las y minusculas (tipo oracion), sin comillas ni negritas. A
continuacion, el titulo abreviado de la revista segun consta
en el servicio PubMed. Luego, el afio, volumen, numero y
paginas, en ese orden, sin espacios luego de los signos de
puntuacion, segun el formato que se muestra a continuacion:

Deeg CA, Ehrenhofer M, Thurau SR, Reese S,
Wildner G, Kaspers B. Immunopathology of recurrent
uveitis in spontaneously diseased horses. Exp Eye Res.
2002;75(2):127-33.

Si se trata de una publicacién anticipada disponible
en linea, debera consignarse (corresponde a las publica-
ciones que figuran como Epub ahead of print).

Libros. Se citara el o los autores, el afio de publi-
cacion, el titulo y la edicion (si no es la primera). Luego, la
ciudad de la publicacién y el nombre de la editorial, sepa-
rados por punto y coma.

Gilbert SF, 2006. Biologia del desarrollo. 7° Ed.
reimp. Buenos Aires; Médica Panamericana.

Capitulos de libros. La cita constara de: autor/es
del capitulo, titulo del capitulo. En: autor del libro, afio de
publicacion. Luego el titulo del libro, la edicion (si no es la
primera).

Ciudad de publicacion: nombre de editorial, paginas
inicial y final del capitulo.

Garcia V, Ochoa L, Quiroga MF y Pasquinelli V.
Aspectos celulares y moleculares de la respuesta inmune
frente a las micobacterias. En: Rabinovich GA, 2004.

Inmunopatolologia molecular: nuevas fronteras de
la medicina. Un nexo entre la investigacion biomédica y la
practica clinica. Buenos Aires; Médica Panamericana, pp.
217-27.

Libros electronicos de acceso libre en internet. Autor,
afio de publicacién. Titulo [libro electronico/e-book]. Lugar
de publicacion (si se conoce): editor. Disponible en: (URL)
[fecha de acceso].

En caso de dudas acerca de como citar otro tipo de
material (estandares internacionales, leyes, publicaciones
parciales en e-books de Congresos, patentes, informes de
organizaciones) comunicarse con la revista.

c- Agradecimientos

Los autores pueden agradecer a individuos que
han realizado aportes significativos diferentes a los de los
coautores. En este apartado debera consignarse, ademas,
la fuente de financiamiento del trabajo.

d- Declaracion de conflictos de intereses

Bajo el subtitulo CONFLICTOS DE INTERESES se

consignaran las relaciones financieras o personales con
organizaciones o personas que pueden influenciar o ses-
gar los resultados del trabajo, o declararan que no existen
conflictos de intereses.

Ejemplo:
Todos los autores declaran que no existen conflictos
de intereses, incluyendo las relaciones financieras, perso-

nales o de otro tipo con otras personas u organizaciones
que pudieran influir de manera inapropiada en el trabajo.

1.2.4. Formando parte del documento principal,
pero en hoja aparte (pagina siguiente a los puntos c y d)
se consignaran las leyendas para las figuras. Las tablas
se enviaran en hoja aparte en un archivo con el titulo y
las referencias correspondientes, que deberan seguir los
mismos criterios tipograficos.

1.3 Tipos de trabajos

-Articulos de investigacién: son informes completos
de investigaciones originales o de meta-analisis. Constan
de las siguientes secciones: Introduccién, Materiales y
Métodos,

Resultados y Discusion y Conclusiones.

-Comunicaciones cortas: se trata de informes origi-
nales que se caracterizan por ser acotados en extension
o envergadura, o que en razén de su novedad requieren
comunicacion inmediata como anticipo de otra mas exhaus-
tiva. Constan de las mismas secciones que los articulos de
investigacion. No odran tener mas de 4 paginas de texto ni
mas de 3 figuras.

-Revisiones bibliograficas: son revisiones narrativas
dirigidas a la actualizacion de un tema relevante y que
incluyen la discusién critica del estado del conocimiento.
Constan de:

Introduccion, Subtitulos (los que resulten apropiados
al tema en cuestion) y Discusion y Conclusiones.

-Descripcion de casos: se trata de casos con as-
pectos inusuales que provean informacion significativa y
original. Este concepto incluye la presentacion o progreso
poco habitual de una enfermedad, efectos colaterales o
adversos no informados durante tratamientos o planes de
vacunacion, entre otros. Constan de Introduccién, Presen-
tacion del Caso (con los subtitulos que requiera el tipo de
caso) y Discusion y Conclusiones. Debera incluir hallazgos
relevantes, tanto positivos como negativos, que surjan de
los examenes realizados, la interpretacion de los resultados
y su discusion con referencias a los articulos citados.

-Informes técnicos: descripcion y analisis de técnicas
novedosas en los ambitos de la investigacion, el diagndstico
o el tratamiento quirdrgico. Constan de Introduccion, Des-
cripcion Metodoldgica y Discusion y Conclusiones. En este
y otros tipos de trabajo que asi lo requieran, la descripcion
metodoldgica puede enriquecerse mediante videos de alta
calidad.

Formato de resumenes de presentaciones en reu-
niones cientificas. Instrucciones para sus organizadores.

La presentacion debera realizarse en hoja A4, con
un ancho de 8 cm, sin recuadrar, con tipografia Arial 9 pt e
interlineado sencillo. La redaccion debera ordenarse como
se describe a continuacion.

Primer renglén: Titulo del trabajo, proyecto, beca o
tesis, en negrita, sin abreviaturas, en tipografia mayuscula/
minuscula.

Segundo renglon: Apellido completo e iniciales de
los autores en tipografia mayuscula/mindscula.
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Tercer renglén: Lugar de trabajo de los autores.
Cuarto renglén: en blanco.

Del quinto renglon en adelante se escribira el texto.
No debera superar las 250 palabras y se organizara en
Introduccion, Objetivo/s, Metodologia, Resultados y Con-
clusiones, aunque los titulos de estas secciones no deben
aparecer. Para aquellos autores que presentan su plan de
trabajo, debera reemplazarse la seccién de Resultados y
Conclusiones por la de Resultados Esperados. Los resu-
menes no pueden incluir graficos ni imagenes, pero puede
contener valores numéricos de los resultados encontrados.
Se debe minimizar el uso de abreviaturas; en caso de ser
utilizadas, deberan aclararse la primera vez que se citen 'y
estar de acuerdo con el sistema internacional de unidades
(sh.

2. Otros archivos

Figuras. Se consideran figuras que ilustran el trabajo
tanto a las fotografias como a los dibujos lineales y esque-
mas. Deberan ser numeradas correlativamente con nimeros
arabigos y citadas en el texto en el orden que corresponda.
En caso de tratarse de fotografias, estas no podran incluir
rostros de personas que no sean autores, o animales con
marcas especificas que permitan reconocerlos, excepto
que se posea consentimiento por escrito de los propietarios
involucrados. Es responsabilidad de los autores obtener
permiso de los poseedores de la propiedad intelectual
para reproducir figuras o tablas que han sido publicadas
en otro sitio. Las ilustraciones deben tener un contraste
adecuado. Deberan ser enviadas en formato TIFF. Las fi-
guras escaneadas deberan tener una resolucion de 300 dpi
(para imagenes fotograficas macro o microscoépicas) o de
600 a 1200 dpi (para dibujos lineales). El tamafio de letras
y numeros incluidos en las figuras debera ser el adecuado
para que conserve la legibilidad, aun luego de la reduccion
de tamafo. Las leyendas para las figuras deberan consti-
tuir una descripcion precisa del contenido de las figuras y
mencionar las técnicas cuyos resultados alli se muestran.

Tablas. Las tablas se disefiaran usando la funcién
correspondiente del procesador de texto o de las planillas
de célculo. Deben ser de estructura sencilla, sin sombreados
y sin divisiones entre las filas o las columnas.

Material complementario

Podran remitirse otro tipo de archivos, como videos
o hipervinculos, cuya pertinencia y calidad sera evaluada
por el Comité Editorial. Este material no sera considera-
do si no se envia segun el formato que aqui se detalla:
peso maximo de 20 MB cada uno, formato reproducible
mediante herramientas y programas gratuitos (PDF, SWF,
MP4, MOV, XLS, XLSX). Los datos del material com-
plementario (nombre del archivo, formato y extension,
titulo de los datos presentados y descripcion de los datos)
constaran en el apartado

LEYENDAS PARA LAS FIGURAS

Envio del original, proceso de revisidon y comunica-
cién con los autores.

Se encuentra disponible para su descarga una lista
de comprobacion que podra ser utilizada por los autores
para revisar algunas cuestiones formales del trabajo antes
de su envio.

El autor de contacto debe remitir el trabajo con el
conocimiento de que todos los autores han leido y aprobado
el trabajo y estén de acuerdo con el envio a Analecta Vete-
rinaria y es responsable por esa situacion. La remision del

trabajo, asi como toda la comunicacion subsecuente entre
editores y autores, se realizara por correo electrénico. Es un
requisito que las direcciones activas de correo electrénico
de todos los autores figuren en la pagina de presentacion,
asi como la direccion completa del autor de contacto formal
(quien remite el trabajo).

El envio se realizara al Sr Director de Analecta Ve-
terinaria a la siguiente direccion de correo:

analecta@fcv.unlp.edu.ar

En el cuerpo del mensaje se solicita consignar: titulo
del trabajo, autores y direcciones de correo electronico de
todos los autores. En ese mensaje es bienvenida la inclusion
de nombres de evaluadores potenciales, que en ningun caso
podran haber sido coautores de ningun autor, al menos en
los ultimos cinco anos, ni miembros actuales de la misma
institucion que ellos. Estos datos son recibidos en calidad
de sugerencia y no generan ningln compromiso para el
comité editorial. Si el envio consiste en numerosos archivos
(tres 0 mas) se enviaran comprimidos con la extension .rar
Todos los autores recibiran un mensaje de confirmacion de
la recepcion correcta de todos los archivos.

Revisién. El comité editorial evaluara primero la per-
tinencia de la recepcion del trabajo, segun se adecue ono a
las areas del conocimiento que alcanza la revista. En caso
de corresponder, el comité verificara que se cumplan las
siguientes premisas: calidad de contenido para ser remitida
a los miembros del comité cientifico, correccion gramatical
del idioma del trabajo y adecuacion a las normas editoriales.
Los originales que no cumplan con las normas editoriales
seran devueltos a los autores para ser reordenados de
acuerdo con ellas.

Todos los articulos seran sometidos a una revision
anonima por pares: tanto los nombres de los autores como
de los revisores se conservan en el anonimato. El comité
editorial seleccionara para esa funcion a, por lo menos, dos
evaluadores con conocimiento de la especialidad e informa-
ra a los autores acerca de los resultados de la evaluacion y
los pasos a seguir en consecuencia. Los autores deberan
responder los comentarios y sugerencias de los revisores
punto por punto, en un documento aparte, titulado: “Res-
puestas al Editor”.

Los trabajos que sean reenviados mas de una vez,
o después de los cuatro meses de la decision inicial, seran
considerados como un nuevo envio.

La obra de los autores se pondra a disposicién del
publico para que haga de ella un uso justo y respetuoso de
los derechos de autor, cumpliendo las condiciones de la
licencia de uso Creative Commons CC BY-NC-ND. Este tipo
de licencia permite a otros descargar la obra y compartirla
siempre y cuando se de crédito a los autores, pero no per-
mite cambiarlas de forma alguna ni usarlas comercialmente.

Correo postal:

Sr. Director

Revista ANALECTA VETERINARIA
CC 296 (B1900AVW) La Plata,
ARGENTINA
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