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Trabajos de Investigacion

PREVALENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA EL
VIRUS DE LA ENCEFALOMIELITIS MURINA DE THEILER
EN COLONIAS DE RATONES DE ARGENTINA

Laborde JM!, Cagliada MdelP!, Ayala MA!, Carriquiriborde M!, Milocco SN!,
Bonzo E?, Cid de la Paz V34, Galosi CM?3*, Carbone C!

Catedras de 'Animales de Laboratorio y Bioterio, ? Epidemiologia y *Virologia,
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata.
*Comision de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires.

RESUMEN: En el presente estudio se analizé la prevalencia de anticuerpos contra el virus
de la encefalomielitis de Theiler en colonias de ratones de Argentina. En el primer ensayo se
analizaron 352 sueros por ELISA indirecto (iELISA) e inmunofluorescencia indirecta (IFI). La
prevalencia establecida fue del 73 y 67 %, respectivamente, siendo los valores de sensibilidad,
especificidad y kappa de 100%, 76,2% y 0,8 respectivamente. En un segundo andlisis realizado
unicamente por iELISA, en 558 sueros provenientes de 53 colonias, se obtuvo una seropre-
valencia de 72.6%, entre valores de 0% hasta 100% .La prevalencia mds elevada se observé
en bioterios sin barreras sanitarias. Las infecciones del virus Theiler en colonias de ratones
puede interferir con los resultados experimentales; esto se relaciona con una infraestructura
deficiente, falta de entrenamiento del personal y un manejo inadecuado de la colonia.

Palabras clave: Argentina, prevalencia, virus de la encefalomielitis de Theiler.

PREVALENCE OF ANTIBODIES AGAINST
THEILER MURINE ENCEPHALOMYELITIS VIRUS
IN MICE COLONIES OF ARGENTINA

ABSTRACT: This study analyzes the prevalence to antibodies of Theiler’s murine encephalo-
myelitis virus (TMEV) in mice colonies of Argentina. A first study performed by indirect enzyme-
linked immunosorbent assay (iELISA) and indirect fluorescent antibody test (IFI) on 352 sera
determined a prevalence of antibodies of 73% and 67% respectively with sensitivity of 100%
and 76,2% respectively and 0,8 of kappa value. In a second assay performed only by iELISA
on 558 sera from 53 colonies a seroprevalence of 72,6% varying between 0% to 100% was
obtained. The higher values were found in those animal facilities without barrier systems.
Theiler virus infections in mouse colonies could interfere with experimental results; this may
be due to a lack of barriers, and poor staff training and colony management in the facility.

Key words: Argentina, Prevalence, Theiler encephalomyelitis virus.
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J. Laborde y col.

INTRODUCCION

La presencia de agentes infecciosos en
colonias de animales de laboratorio representa
un serio problema en la investigacion biomédica.
La mayoria de los microorganismos patogenos
en general causan infecciones subclinicas o
asintomaticas y eventualmente pueden provocar
signos clinicos. La interferencia que causan estos
agentes se debe a que producen alteraciones en
los parametros fisiolégicos que se comportan
como variables significativas en los resultados
experimentales (1, 2, 3, 4).

Uno de los virus murinos que afectan a los
animales de laboratorio, es el virus de la Encefa-
lomielitis Murina de Theiler (TMEV) que pertenece
al género Cardiovirus de la familia Picornaviridae
(5). Infecta naturalmente a ratones y ratas, a
diferencia de los hamsters que pueden ser infec-
tados solo experimentalmente. E1 TMEV produce
infecciones asintomaticas en el tracto intestinal
y puede llegar al sistema nervioso central (SNC)
causando poliomielitis y menos frecuentemente
encefalitis (6, 7), luego de la inoculacion intra-
cerebral en ratones. El TMEV se clasificé en dos
grupos de acuerdo con su actividad biolégica.
El primer grupo esta integrado por dos cepas
altamente virulentas (GDVII y FA), las cuales in-
ducen una encefalitis aguda y fatal. El segundo
grupo esta formado por las cepas originales (TO,
WW, DA y BeAn) que son menos virulentas y
causan lesiones en el SNC y poliomielitis seguida
de inflamaciéon créonica desmielinizante debido
a la persistencia viral (8, 9). Su distribucién es
mundial con niveles de prevalencia variables que
pueden llegar hasta el 70 % (10).

La desmielinizaciéon producida por el TMEV
presenta parametros inmunes e histopatolégicos
similares a aquellos que produce la esclerosis
inflamatoria multiple (MS) por lo que la infeccion
experimental por TMEV se utiliza como modelo
para el estudio de esta enfermedad (7, 11).

Las dos técnicas serodlogicas utilizadas
corrientemente para el diagnéstico de TMEV
son la inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el
enzimo- inmunoensayo (ELISA). La IFI es el test
de eleccion para ser utilizado en un pequeno
numero de muestras. El ELISA es reconocido
actualmente como una excelente alternativa por
su mayor sensibilidad (S) y especificidad (E) y por
ser una técnica sencilla y facil de implementar
lo cual facilita el analisis de un gran ntimero de
muestras (12).

Actualmente existe escasa informacion so-
bre las contaminaciones por TMEV en colonias
de ratones en nuestro pais. El objetivo de este
trabajo fue determinar la prevalencia de anticuer-
pos (Ac) contra este virus en colonias de ratones
de experimentacion en Argentina.

MATERIALES Y METODOS
TECNICA DE ELISA

Se utiliz6 un ELISA indirecto (iELISA)
previamente estandarizado usando un antigeno
elaborado a partir de células de rin6n de hamsters
lactantes (BHK-21) infectadas con la cepa GDVII,
suero antiratén conjugado con peroxidada como
Ac secundario y azinodietilbenzotiazol-sulfonato
(ABTS) y H,0,como sustrato. La reaccion fue
leida en un lector de ELISA (Titertek Multiskan
Flow Laboratory, USA). Se consideraron positi-
vos aquellos sueros que superaron el punto de
corte determinado por el valor correspondiente
a 2 valores promedio de absorbancia del suero
negativo de referencia (13).

TECNICA DE INMUNOFLUORECENCIA

Se desarroll6 con células BHK-21 infec-
tadas y fijadas con acetona fria sobre laminas
teflonadas. Cada suero problema fue analizado
por duplicado en la dilucién 1:5 y como Ac se-
cundario se utilizé un suero antiraton conjugado
con fluoresceina. La reaccion fue leida en un
microscopio de fluorescencia (13).

EXPERIENCIA A

Se analizaron 352 sueros provenientes de
ratones de 18 diferentes bioterios convencionales,
por las técnicas de iELISA e IF1. Se calcularon los
valores de S, E y el valor de kappa (WinEpiscope
2.0). El analisis estadistico se realizé mediante la
prueba de comparacion de proporciones (Epidat
3.1) utilizando un nivel de confianza de 95 %.

EXPERIENCIA B

De acuerdo a los resultados obtenidos en
la Experiencia A, en la segunda experiencia se
analizaron 558 sueros representativos de 53 colo-
nias de animales de experimentacion, solamente
por la técnica de iELISA. Los sueros analizados
en la experiencia A fueron también incluidos en
este segundo analisis. Se determiné el intervalo
de confianza (IC,,,) mediante el método exacto
basado en la Distribucién Binomial (Epidat 3.1) y
se aplic6 la prueba de chi cuadrado (Epilnfo) para
observar diferencias significativas (p<0.05) entre
establecimientos con o sin barreras sanitarias.

RESULTADOS

Del total de sueros analizados en la expe-
riencia A, 238 resultaron positivos y 94 negativos
por ambas técnicas. Veinte sueros positivos por
iELISA fueron negativos por IFI. No se observaron
sueros positivos por IFIy negativos por iELISA. La
prevalencia establecida calculada por iELISA e IFI
fue del 73y 67 %, respectivamente. Los valores de
Sy E fueron de 100 % y 76,2 % respectivamente
obteniéndose un valor de kappa de 0,8.

6 AnaLecta VET 2011; 31 (1): 5-9
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Encefalomielitis de Theiler en Argentina
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Figura 1. Prevalencia de anticuerpos contra el virus de la encefalomielitis murina de Theiler en dife-
rentes colonias de ratones convencionales de Argentina con barreras sanitarias (CB) y sin barreras

sanitarias (SB)

Del total de 558 sueros analizados en la
experiencia B, se obtuvo una seroprevalencia de
72,6 % (405/558), variando entre valores de 0 %
hasta 100 %. Se hallaron prevalencias mayores
a 70 % en el 100 % en muestras provenientes de
bioterios sin barreras sanitarias (SB). En sélo 1
bioterio con barreras sanitarias (CB) se observo
una prevalencia mayor de 70 %. Al aplicar la
prueba de chi cuadrado se hallaron diferencias
significativas (p<0.01) entre ambos grupos.

DISCUSION

Debido a que con los resultados obteni-
dos en la experiencia A no se pudo establecer
una prevalencia representativa, se incorporaron
mas muestras de suero al estudio, provenientes
de diferentes colonias de ratones en las que se
utiliz6 solamente la prueba de iELISA ya que
su S y E habian sido determinadas en trabajos
previos (13).

Se determiné que el TMEV se encuentra
presente en los bioterios convencionales de
Argentina. Se observo que las diferencias entre
bioterios CB y SB son significativas, indicando en
el primer caso la necesidad de validar la eficiencia
de los sistemas de barreras adoptados y en el
segundo la instalacion de estos sistemas.

La alta prevalencia de este virus se puede
asociar o relacionar con una infraestructura defi-
ciente, falta de entrenamiento del personal o con
un mal manejo del bioterio ya sea de produccién
o experimentacion (2, 3).

La presencia de este virus en las colonias
de animales de experimentacion puede estar in-
terfiriendo con investigaciones relacionadas con
el SNC en las que se utiliza el ratén como reactivo
biolégico. Estos resultados indican también que
es necesario desarrollar e implementar un método
rapido, sensible y especifico como la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion
de ARN viral en las colonias.
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J. Laborde y col.

Tabla 1: Prevalencia de anticuerpos contra virus de la encefalomielitis murina de Theiler (TMEV),
determinada por iELISA, en Bioterios (muestras) convencionales de Argentina.

muIe]: tra Barreras n (+) (-) % (+) IC (95%)

1 CB 10 7 3 70% | 34,7 | 93,3
2 CB 12 9 3 75% | 42,8 | 94,5
3 SB 10 10 0 100% | 69,2 | 100,0
4 CB 15 8 7 53% | 26,6 | 78,7
5 SB 10 9 1 90% | 55,5 | 99,7
6 CB 10 7 3 70% | 34,7 | 93,3
7 SB 10 10 0 100% | 69,2 | 100,0
8 CB 12 8 4 67% | 34,8 | 90,0
9 SB 10 10 0 100% | 68,2 | 100,0
10 CB 10 7 3 70% | 34,7 | 93,3
11 CB 10 7 3 70% | 34,7 | 93,3
12 SB 10 9 1 90% | 55,5 | 99,7
13 SB 10 8 2 80% | 44,4 | 97,4
14 CB 10 7 7 70% | 34,7 | 93,3
15 SB 10 10 0 100% | 68,2 | 100,0
16 CB 20 13 7 65% | 40,7 | 84,6
17 SB 10 8 2 80% | 44,4 | 97,4
18 CB 10 0 10 0% 0,0 30,8
19 SB 10 8 2 80% | 44,4 | 97,4
20 CB 10 7 3 70% | 34,7 | 93,3
21 SB 10 9 9 90% | 55,5 | 99,7
22 SB 15 12 3 80% | 51,9 | 95,6
23 SB 10 10 0 100% | 68,2 | 100,0
24 SB 10 8 8 80% | 44,4 | 97,4
25 SB 10 9 1 90% | 55,5 | 99,7
26 SB 20 17 3 85% 62 96,7
27 SB 10 8 2 80% | 44,4 | 97,4
28 CB 10 4 6 40% | 12,15 | 73,7
29 SB 10 9 1 90% | 55,5 | 99,7
30 CB 10 7 3 70% | 34,7 | 93,3
31 CB 10 3 7 30% 6,7 65,2
32 CB 10 5 5 50% 18,7 | 81,2
33 SB 10 8 2 80% | 44,4 | 97,4
34 CB 10 7 3 70% | 34,7 | 93,3
35 CB 12 8 4 67% | 34,8 90

36 CB 10 7 3 70% | 34,7 | 93,3
37 CB 10 3 7 30% 6,7 65,2
38 SB 10 8 2 80% | 44,4 | 97,4
39 CB 10 5 5 50% 18,7 | 81,2
40 SB 10 10 0 100% | 68,2 | 100,0
41 CB 10 7 3 70% | 34,7 | 93,3
42 CB 10 0 10 0% 0,0 30,8
43 CB 10 6 4 60% | 26,2 | 87,4
44 CB 12 8 4 67% | 34,8 90

45 SB 10 8 2 80% | 44,4 | 97,4
46 SB 10 10 0 100% | 68,2 | 100,0
47 CB 10 3 7 30% 6,7 65,2
48 SB 10 10 0 100% | 68,2 | 100,0
49 CB 10 7 3 70% | 34,7 | 93,3
50 CB 12 6 6 50% | 21,0 | 78,9
51 CB 10 7 3 70% | 34,7 | 93,3
52 SB 10 8 2 80% | 44,4 | 97,4
53 CB 10 6 4 60% | 26,2 | 87,4
TOTAL 558 405 175 73% | 67,5 | 76,1

Se detallan positivos (+), negativos (-) e intervalo de confianza (IC95%) deter-
minado mediante el método exacto basado en la Distribucién Binomial
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ABSTRACT: Detection and identification of bovine tuberculosis and its differentiation from
micobacteriosis is fundamental during diagnoses. That is why mycobacteria laboratories im-
provement becomes essential in public health and veterinary medicine services. The objective
of the present research is to differentiate Mycobacterium bovis and nontuberculous mycobacte-
rias in isolates cultured from domestic and wildlife species from seven Argentinean provinces
during 2004-2008. Differentiation was based on biochemical tests, phenotypic characteristics
and M. bouis spolygotyping. Biochemical and phenotypic identification resulted in 20 M. bovis
strains, 18 of them were confirmed by spolygotyping, and 34 nontuberculous mycobacte-
ria strains. Thirteen species were characterized and all of them were grouped considering
biological risk and pathogenic potential reported in humans and/or animals. Here we have
reached advances in tuberculosis and micobacteriosis diagnoses in veterinary medicine. In
this area diagnoses are often based on micro and macroscopic observation of the tubercles
and skin test results. These advances are not minor as zoonotic tuberculosis is still a public
health problem in Latin America.

Keywords: Mycobacterium, report, animals, wildlife, domestic

MICOBACTERIAS AISLADAS DE ESPECIES
DOMESTICAS Y SILVESTRES DURANTE 2004-2008

RESUMEN: La identificacion de la tuberculosis bovina y su diferenciacién de las micobacte-
riosis es fundamental durante el diagndstico. Es por eso que los laboratorios especializados
en micobacterias son de suma importancia en los servicios de salud publica y salud animal.
El objetivo de la presente investigacién es diferenciar Mycobacterium bovis de micobacterias
no tuberculosas en cepas cultivadas a partir de especies domésticas y silvestres de siete
provincias de Argentina durante 2004-2008. La diferenciacion se baso sobre las pruebas
bioquimicas, las caracteristicas fenotipicas y el “spolygotyping” de M. bovis. Con la identifi-
cacién bioquimica y fenotipica se detectaron 20 cepas de M. bovis, 18 de las cuales fueron
confirmadas mediante “spolygotyping”, y 34 cepas de micobacterias no tuberculosas. Trece
especies fueron caracterizadas y todas ellas fueron agrupadas considerando el riesgo bioldgico
y el potencial patégeno notificado en seres humanos y/o animales. En este trabajo se han
logrado avances en el diagnéstico de tuberculosis y micobacteriosis en medicina veterinaria.
En este darea el diagnéstico habitualmente se basa sobre la observacién micro y macroscépica
de los tubérculos y los resultados de la intradermorreaccion. Estos avances son importantes
porque la tuberculosis zoondtica aun es un problema de salud ptublica en América Latina.

Palabras clave: Mycobacterium, notificacién, animales, silvestres, domésticos
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INTRODUCTION

Mycobacteria are causative microorganisms
of tuberculosis in human beings and animals,
they also cause the disease called micobacteriosis
(1, 2). The genus Mycobacterium can be divided
into three groups based on clinical implications,
the first one includes strict pathogens as the
members of the M. tuberculosis complex. The
second group consists of mycobacteria potentially
pathogens and the third is composed by non-
pathogenic or exceptionally pathogenic species
also known as saprophytic mycobacteria. Second
and third group species are often literary referred
to as nontuberculous mycobacteria (NTM), para-
tuberculous mycobacteria, anonymous mycobac-
teria, mycobacteria other than tuberculosis or
atypical mycobacteria (1, 2, 3).

Identification of Mycobacterium strains
to species level has been traditionally based on
the results of biochemical tests and phenotypic
characteristics like growth rate and pigmenta-
tion. Although most of these tests are simple to
perform and do not require sophisticated equip-
ment, their results are often delayed because my-
cobacteria present low replication rate. These can
be a serious trouble in the clinical field of public
health (2), but it is not the same in animal health
wherein samples often come from dead animals
(4). Nevertheless traditional methods constitute
the main procedure for mycobacteria identifica-
tion, especially in countries with low economic
resources (2, 4).

During last years methods that analyse
microbial genetics have been improved, they often
detect highly conserved regions within the genome
that harbour hypervariable sequences in which
species-specific events are present (2). Mycolic
acids profiles obtained with chromatographic
techniques are also used as genera chemotaxo-
nomic traits (1). Moreover mycobacteriophages
are employed as diagnostic markers to improve
and expedite the recognition of pathogenic myco-
bacteria as well as their drug resistance (5).

Even though some mycobacteria labo-
ratories in veterinary medicine have improved
M. bovis and NTM detection and identification,
bovine tuberculosis is still a health problem in
non-industrialized regions and its differentia-
tion from micobacteriosis is fundamental dur-
ing differential diagnosis. The objective of the
present research is to identify M. bovis and NTM
in isolates cultured from domestic and wildlife
species from seven Argentinean provinces during
2004-2008.

MATERIALS AND METHODS

SAMPLES AND BACTERIAL ISOLATION
During this study acid fast bacilli (AFB)

were isolated in seven animal health research

Mycobacteria report from domestic and wildlife species

centres. Samples were obtained from dairy and
beef cattle farms that presented positive reactors
to the tuberculin skin test and consisted of nasal
swabs, milk and tissue from necropsy material.
Samples from wildlife species were tissue from
necropsy material taken following animal welfare
protocols. Sampled animals shared the habitat
with the animal population of selected farms.

To obtain mycobacteria strains samples
were processed and decontaminated using Petroff
protocol. Culture was performed at 37 °C in Low-
enstein-Jensen and Stonebrink solid media and
speed of growth was registered weekly (6, 7, 8).

Bacterial primary isolations obtained in
each research centre were transported to iden-
tification laboratory properly stored following
biosecurity recommendations (8, 9).

PHENOTYPIC IDENTIFICATION

To confirm the presence of AFB in purity
smears were stained with Ziehl-Neelsen method
and were observed with optic microscope oil im-
mersion objective (10). Then colonies aspect and
pigment production were verified, when colonies
were not pigmented it was registered if eugonic
growth was present in Stonebrink or Lowenstein-
Jensen media. This practice focused M. bovis
search because it presents eugonic growth only
in Stonebrink media (6, 7, 8, 9).

Pigment production and optimal tempera-
ture of growth tests were done in all strains under
study. The information obtained in those tests
was used to include each strain in a Runyon
group.

BIOCHEMICAL IDENTIFICATION

To verify the presence of M. bovis differ-
entiation protocol proposed by de Kantor and
Bernardelli in 1987 (11) was employed and NTM
were characterized with the biochemical tests
sequences suggested by de Kantor (6, 7), Thorel
etal. (12) and Lévy-Frébault & Portaels (13). Since
2005 flow charts and interactive tables developed
by Leao et al. had been implemented (2).

SPOLIGOTYPING

To genotype 18 M. bovis isolates the cul-
tures were subjected to spoligotyping as Kamer-
beek et al. (14) has described. Briefly a loopfull
of bacteria was suspended in distilled water and
boiled for 30 minutes. After centrifugation super-
natant was used for PCR to perform spoligotyping
(Ocimum Biosolutions B. V.). Clusters of isolates
were defined as two or more M. bovis strains with
identical spoligotypes. Each spoligotype was al-
located with a number according to data base of
Biotechnology Institute, INTA-Castelar.
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RESULTS
IDENTIFICATION OF MYCOBACTERIA

A total of 68 bacterial strains were isolated
in Santa Fe (n: 21), Buenos Aires (n: 17), Cor-
doba (n: 17), Corrientes (n: 8), Entre Rios (n: 3),
Catamarca (n: 1) and Tucuman (n: 1) provinces,
from them 56 belonged to bovines, nine to wild-
life mammalians, two to birds and one to a goat.
During microscopic examination AFB were evi-
denced in 54 smears and considered as bacterias
from Mycobacterium genus. The 14 negative AFB
smears were not considered as mycobacteria. Bio-
chemical and phenotypic identification resulted
in 20 M. bovis strains and 34 NTM strains. Thir-
teen species were characterized and all of them
were grouped considering biological risk and
pathogenic potential reported in humans and/
or animals (Table 1).

M. bovis ISOLATES

M. bovis strains were isolated from 16
bovine necropsy material that presented granu-
lomatous lesions, in one case it was isolated from
bovine nasal swabs and in another from bovine
milk. From the information recorded in protocols
filled during sampling it was corroborated that in
16 cases strains were isolated from positive reac-
tors to skin test, in one case the test gave nega-
tive result and in another it was not performed.
One strain of M. bovis was characterised from a
granulomatous lesion diagnosed in a deer. The
last M. bovis strain was isolated from a wildlife
specie that could not be determined because the
sender did not identify the sample in the sam-
pling protocol.

Eighteen M. bovis strains were genotyped
by spoligotyping and 6 different spoligotypes were
identified. Four of them were grouped in clusters
as follows: Spo 47 (n:7), Spo 21 (n: 4), Spo34 (n: 3)
and Spo 75 (n: 2). Spoligotypes Spo 17 (n: 1) and
Spo 96 (n: 1) were presented solely (Figure 1).

NTM ISOLATES

NTM were isolated from 28 bovines, five
wildlife species and one goat. Mycobacteria spe-
cies were M. smegmatis (n: 9); M. shimoidei (n:
4); M. phlei y M. avium/intracellulare (n: 3); M.

chelonae, M. chitae, M. flavescens, M. nonchro-
mogenicum, M. szulgaiy M. thermoresistibile (n:
2) y M. malmoense, M. gastriy M. terrae (n: 1).

DISCUSSION

Although in Argentina tuberculosis preva-
lence has declined (15, 16) M. bovis is still cul-
tured from bovine tubercles found in positive
reactors and during this research it has also been
detected in a tubercule from a cervid. White-tailed
deer can act as a maintenance host for M. bovis
being a source of infection to bovines (17) and
human beings (18).

M. bovis biochemical characterization was
corroborated by spoligotyping and the biggest
cluster corresponded to spoligotype Spo 47 which
was found in a particular herd of Cérdoba prov-
ince and up to date it was not found in any other
province. Spoligotypes Spo 34 and Spo 21 are the
most frequent in Argentina groupping 47 % and
20 % of the isolates respectively (19).

As information about bovine tuberculosis
status is scarce in most developing nations M.
bovis results found in this research are funda-
mental in public and animal health. Moreover
isolation and identification until specie level is
substantial to confirm infection when abattoir
surveillance methods are applied (20).

During the present report M. smegmatis was
characterised from lesions resembling tubercles,
also were M. chelonae and M. phlei. Bercovier &
Vincent (21) reported M. smegmatisy M. chelonae
from granulomatous lesions in bovines and Hines
et al. (22) focused that M. phlei was the cause of
infection in domestic carnivores.

M. smegmatis was also isolated from bovine
milk, Schultze et al. (23) have diagnosed this
mycobacteria as a cause of bovine mastitis. In
mastitis to achieve specie level characterization
is decisive for veterinary surgeons if they intend
to implement specific antimicrobial therapy when
disease is confirmed.

From bovine necropsy material it was also
typified M terrae, a slow grower mycobacteria
reported to cause non specific tuberculin reac-
tions to bovines (24, 25). Non specific reactions
increase when bovine tuberculosis is progres-
sively eradicated from a country (20).

Spoligotype | Spoligotype No of
Number isolates
47 EEONONENONNEENONNNENENNENENEENEEREROROO00O0 7
21 BN SNNEN(NSNSN( S NSNS NNNENNNNEN00000 4
34 RO ERORO0000NENONEENENENENNENENENRRREROO0O0O0 3
75 1 3 =R § pER pEREnmusR=neR N oR=R R R B R B E RO R R R PR R R R P R pERERERERE 2
17 1
96 | § §SN BEp B § EEp gER R B B EEA R R R R R R R R EREERERENEE R pEmspEgEgs 1
Total EEONNEN NN N NN NN NN NN NN NN N NN NN NN NN NONNNCOCOOO0 18

Figure 1. Representation of 6 spoligotypes identified among 18 M.

isolates studied.

bovis

12 AnaLeEcTa VET 2011; 31 (1): 10-14

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590



Mycobacteria report from domestic and wildlife species

Table 1. Phenotypic and fundamental characteristics of Mycobacterium species under study

HUMAN BEINGS

ANIMALS

T T N —
INFECTION INFECTION
M. bovis 111 Yes Yes Slow Not pigmented 11T
irf\éal;eml;;rgre I Yes Yes Slow Not pigmented 1II
M. flavescens I No No Slow Schotochromogen II
M. gastri I Yes No Slow Not pigmented 1II
M. malmoense I Yes No Slow Not pigmented I
M. nonchromogenicum I No No Slow Not pigmented 11T
M. shimoidei I Yes No Slow Not pigmented 1II
. Schotochromogen/
M. szulgai 1II Yes No Slow Photochromogen* 1/1
M. terrae I No No Slow Not pigmented 111
M. chelonae 1II Yes Yes Fast Not pigmented v
M. chitae I No No Fast Not pigmented v
M. phlei I No Yes Fast Schotochromogen v
M. smegmatis I Yes Yes Fast Not pigmented v
M. thermoresisitibile 1 Yes Yes Fast Schotochromogen )\

*Schotochromogen at 37°C and photochromogen at 25 °C

Although NTM were isolated from tubercle
like lesions we are not able to induce that those
animals were mycobacteria infected or diseased
because pseudoinfection during collection of
samples may occur. Moreover in animal health it
is a real possibility because bovine necropsies are
performed by veterinary surgeons in the field so
samples in aseptic conditions are not easy to ob-
tain. Pseudocontamination can occur during the
course of analysis in the laboratory, and is more
frequent if the strains are processed in batches
(2). We made laboratory work in batches, but
including in the biosecurity cabinet open plates
with micobacteria specific media to detect cross
contamination. Those plates were incubated and
followed with each batch of strains.

In veterinary medicine it is difficult to
deepen in pathological studies because samples
often come from post mortem lesions so it is not
easy to perform repeated isolation. This is one
necessary requirement to corroborate a NTM as
the cause of disease (26) that is why research in
experimental models reproducing mycobacterio-
sis are needed as is the case of the M. fortuitum
infection model (21).

Diagnoses of tuberculosis and micobac-
teriosis in animal populations are often based
on micro and macroscopic observation of the
tubercles and tuberculosis skin test results. In
the present research advances have been reached
because primary isolations and species level dif-
ferentiation were done. These are not minor goals
because zoonotic tuberculosis is still a health
problem in some Latin American countries (16)
wherein the majority of the economies are emerg-
ing or developing ones with scarce access to the
technologies currently used by mycobacteriolo-
gists in high income countries.
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RESUMEN: Se estudiaron los patrones de sensibilidad antimicrobiana frente a fosfomicina,
difloxacina, gentamicina, amoxicilina/ dcido clavulanico, enrofloxacina y tetraciclina de cinco
géneros bacterianos, de origen porcino y aviar, aislados a partir de casos clinicos. La metodo-
logia utilizada fue la de difusion en agar. Se encontré un alto porcentaje de cepas sensibles a
gentamicina, con la excepcién del género Streptococcus que tuvo un alto porcentaje de cepas
con sensibilidad intermedia. Todos los aislamientos fueron sensibles a amoxicilina-dcido
clavuléanico, salvo una cepa de Salmonella Infantis de origen aviar que fue resistente. Un alto
porcentaje de aislamientos resistentes se encontré para tetraciclina. Los resultados obtenidos
para las dos quinolonas ensayadas (enrofloxacina y difloxacina) fueron similares; se obtuvo
un alto porcentaje de cepas sensibles con la excepcién de algunos aislamientos de Escherichia
coli de origen porcino y aviar y de algunas cepas de Staphylococcus aureus de origen aviar,
que presentaron un alto porcentaje de resistencia. Todos los aislamientos fueron sensibles a
la fosfomicina. Es de suma importancia conocer la situacién y la evolucién de la resistencia
bacteriana a los diferentes antimicrobianos utilizados en medicina veterinaria.

Palabras clave: bacterias, antimicrobianos, antibiograma.

ANTIMICROBIAL SENSIBILITY OF BACTERIAL ISOLATES
FROM CLINICAL CASES FROM PORCINE AND AVIAN SOURCE

Abstract: The antimicrobial resistance sensibility profiles against fosfomycin, difloxacin,
gentamicin, amoxicillin-clavulanic acid, enrofloxacin and tetracycline of five bacterial genera
of porcine and avian source isolated from clinical cases were studied. The diffusion agar was
the methodology used. A high percentage of sensible strains to gentamicin was found, with
the exception of Streptoccus generum that had a high percentage of intermediate sensibility
strains. All the isolates were sensible to amoxicillin-clavulanic acid, excepting one Salmonella
Infantis strain from avian source that was resistant. A high percentage of resistant isolates to
tetracycline was found. The results obtained for the two quinolones tested (enrofloxacin and
difloxacin) were similar, a high percentage of sensible strains was obtained with the excep-
tion of some Escherichia coli isolates from porcine and avian source and some Staphylococcus
aureus strains from avian source that showed a high percentage of resistance. All the isolates
were sensible to fosfomycin. It is very important to know the situation and the evolution of
the bacterial resistance to different antimicrobials used in veterinary medicine.

Key words: (bacteria), (antimicrobials), (antibiogram).
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INTRODUCCION

Si bien, los antimicrobianos son utilizados
en el tratamiento de las infecciones bacteria-
nas, éstas cuentan con diferentes mecanismos
para adquirir resistencia frente a ellos. Consi-
derandose a la resistencia antimicrobiana un
grave problema a nivel mundial, muchos paises
implementaron sistemas de monitoreo tanto en
bacterias de origen humano como animal.

En la actualidad, por el uso inadecuado
y el abuso en la utilizacion de antibiéticos, se
detectan con mayor frecuencia, aislamientos
bacterianos multirresistentes, lo que implica un
grave problema ya que en estas cepas es muy
limitado el espectro de antimicrobianos a utilizar
para el tratamiento terapéutico.

En medicina veterinaria, los antimicrobia-
nos son utilizados con diferentes finalidades:
terapéutica, profilactica y como promotores de
crecimiento. En nuestro pais, no se realizaron
suficientes investigaciones sobre sensibilidad
antimicrobiana en animales como para conocer y
contar con datos fidedignos sobre esta problema-
tica. Como consecuencia, el objetivo del trabajo
fue determinar el perfil de sensibilidad de cinco
géneros bacterianos frecuentemente aislados de
casos clinicos en porcinos y aves, frente a fosfo-
micina, gentamicina, enrofloxacina, difloxacina,
amoxicilina/acido clavulanico y tetraciclina.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron en el ensayo un total de 119
aislamientos bacterianos pertenecientes a la co-
leccion de cepas del Laboratorio de Diagnéstico e
Investigaciones Bacteriologicas de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional
de La Plata.

CEPAS DE ORIGEN PORCINO (68):

Streptococcus dysgalactiae subespecie equi-
similis (3), Streptococcus suis (2).

Staphylococcus aureus (18), St. hyicus (2),
St. intermedius (1).

Pasteurella multocida subespecie multocida
(12).

Salmonella enterica subespecie enterica (2),
S. Infantis (1), S.Derby (1), S.Heidelberg (1), S.
Cholerasuis (2), S. Kottbus (1), S. Typhimurium
(7).

Escherichia coli (15).

CEPAS DE ORIGEN AVIAR (51):

Staphylococcus aureus (4).

Pasteurella multocida (2), P. multocida
subespecie septica (1), P. multocida subespecie
multocida (15).

Salmonella (15): Infantis (1), Livingstone
(1), Corvallis (1), Agona (2), Enteritidis (3), Ga-
llinarum (7).

Escherichia coli (14).

Las cepas de los géneros Staphylococcus,
Salmonella y Escherichia coli se sembraron en
agar tripticasa soya (Britania, Bs. As., Argentina)
y las cepas de los géneros Streptococcus y Pas-
teurella en agar sangre (Britania). Se comprob6
su pureza y luego se realizo el antibiograma. La
determinacién de la sensibilidad a los antimicro-
bianos se realizé por el método de difusion en
agar de acuerdo a las normas del Clinical and
Laboratory Standards Institute?.

En el estudio se utilizaron los siguientes an-
timicrobianos: fosfomicina 50 ug (FOS) (FOSBAC,
Bedson S.A., Bs As, Argentina), difloxacina 10 ug
(DFN) (Difloxacina Bedson, Bedson S.A.), genta-
micina 10 pg (GEN) (Britania, Bs As, Argentina),
amoxicilina-acido clavulanico 20/10 ug (AMC)
(Britania), tetraciclina 30 pg (TET) (Britania)
y enrofloxacina 5 pg (ENR) (Oxoid Laboratory,
England).

La interpretacion de los resultados se rea-
liz6 sobre la base de los documentos M-100 S 16
del Clinical and Laboratory Standards Institute?
y M 31 A2 del National Committee for Clinical
Laboratory Standards!?.

Como cepas control se utilizaron Escheri-
chia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los resultados
obtenidos a partir de los cinco géneros bacteria-
nos de origen porcino.

Los resultados de las tres cepas de Strep-
tococcus dysgalactiae subespecie equisimilis
fueron: una cepa con sensibilidad intermedia a
gentamicina, las tres resistentes a tetraciclina,
dos con sensibilidad intermedia a enrofloxacina,
una con sensibilidad intermedia y una resistente
a difloxacina. En Streptococcus suis una cepa
presenté sensibilidad intermedia a gentamicina,
una resistente a tetraciclina y una sensibilidad
intemedia a enrofloxacina.

De las cepas de Staphylococcus aureus,
14 fueron ¢RESISTENTES? a tetraciclina, tres a
enrofloxacina y tres a difloxacina. De las cepas de
Staphylococcus hyicus, una presento resistencia a
tetraciclina. El aislamiento de Staphylococcus in-
termedius fue resistente a tetraciclina. Salmonella
serovariedad Infantis fue resistente a amoxicilina-
acido clavulanico. Todas las serovariedades pre-
sentaron resistencia a la tetraciclina.

En la tabla 2 se muestran los resultados
obtenidos a partir de los cinco géneros bacteria-
nos de origen aviar. De las 15 cepas de Pasteurella
multocida subespecie multocida, una fue resis-
tente y seis presentaron sensibilidad intermedia
a gentamicina, cuatro fueron resistentes a tetra-
ciclina. Pasteurella multocida, un aislamiento fue
resistente a gentamicina, enrofloxacina y difloxa-
cina. Pasteurella multocida subespecie septica,
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Tabla 1: Sensibilidad a seis antimicrobianos de los géneros Streptococcus, Staphylococcus, Pasteure-

lla, Salmonella y Escherichia de origen porcino (n: 68)

ATB Gén. Bact. (n) Sensible n (%) Intermedio n (%) Resistente n (%)
GEN  Streptococcus (5) 3 (60) 2 (40) 0 (0)
Staphylococcus (21) 21 (100) 0 (0) 0 (0)
Pasteurella (12) 10 (84) 1(8) 1(8)
Salmonella (15) 15 (100) 0 (0) 0 (0)
Escherichia (15) 13 (87) 0 (0) 2 (13)
AMC  Streptococcus (5) 5 (100) 0 (0) 0 (0)
Staphylococcus (21) 21 (100) 0 (0) 0 (0)
Pasteurella (12) 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Salmonella (15) 15 (100) 0 (0) 0 (0)
Escherichia (15) 15 (100) 0 (0) 0 (0)
TET Streptococcus (5) 1 (20) 0 (0) 4 (80)
Staphylococcus (21) 7 (33) 0 (0) 14 (67)
Pasteurella (12) 10 (84) 0 (0) 2 (16)
Salmonella (15) 0 (0) 0 (0) 15 (100)
Escherichia (15) 5 (33) 0 (0) 10 (67)
ENR  Streptococcus (5) 2 (40) 3 (60) 0 (0)
Staphylococcus (21) 19 (90) 0 (0) 2 (10)
Pasteurella (12) 12 (100) 0 (0) 0(0)
Salmonella (15) 15 (100) 0 (0) 0 (0)
Escherichia (15) 9 (60) 0 (0) 6 (40)
FOS Streptococcus (5) 5 (100) 0 (0) 0 (0)
Staphylococcus (21) 21 (100) 0 (0) 0 (0)
Pasteurella (12) 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Salmonella (15) 15 (100) 0 (0) 0 (0)
Escherichia (15) 15 (100) 0 (0) 0 (0)
DIF Streptococcus (5) 2 (40) 2 (40) 1 (20)
Staphylococcus (21) 19 (90) 0 (0) 2 (10)
Pasteurella (12) 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Salmonella (15) 15 (100) 0 (0) 0 (0)
Escherichia (15) 9 (60) 0 (0) 6 (40)

Gén. Bact.: género bacteriano; ATB: antimicrobiano; GEN: gentamicina; AMC: amoxicilina/acido clavulanico; TET: tetraci-
clina; ENR: enrofloxacina; FOS: fosfomicina; DIF: difloxacina

Tabla 2: Sensibilidad a seis antimicrobianos de los géneros, Staphylococcus, Pasteurella, Salmonella

y Escherichia de origen aviar (n: 51)

ATB Gén. Bact. (n) Sensible n (%) Intermedio n (%) Resistente n (%)
GEN  Staphylococcus (4) 4 (100) 0 (0) 0 (0)
Pasteurella (18) 12 (67) 5(28) 1(5)
Salmonella (15) 14 (93) 0 (0) 1(7)
Escherichia (14) 12 (86) 0 (0) 2 (14)
AMC  Staphylococcus (4) 4 (100) 0 (0) 0 (0)
Pasteurella (18) 18 (100) 0 (0) 0 (0)
Salmonella (15) 14 (93) 0 (0) 1(7)
Escherichia (14) 14 (100) 0 (0) 0 (0)
TET Staphylococcus (4) 2 (50) 0 2 (50)
Pasteurella (18) 16 (89) 0 (0) 2 (11)
Salmonella (15) 14 (93) 0 (0) 1(7)
Escherichia (14) 0 (0) 0 (0) 14 (100)
ENR Staphylococcus (4) 2 (50) 0 (0) 2 (50)
Pasteurella (18) 17 (94) 0 (0) 1(6)
Salmonella (15) 15 (100) 0 (0) 0 (0)
Escherichia (14) 6 (43) 3 (21) 5 (36)
FOS Staphylococcus (4) 4 (100) 0 (0) 0 (0)
Pasteurella (18) 18 (100) 0 (0) 0 (0)
Salmonella (15) 15 (100) 0 (0) 0 (0)
Escherichia (14) 14 (100) 0 (0) 0 (0)
DIF Staphylococcus (4) 2 (50) 0 (0) 2 (50)
Pasteurella (18) 17 (94) 0 (0) 1(6)
Salmonella (15) 13 (87) 0 (0) 2 (13)
Escherichia (14) 5 (36) 3 (31) 6 (43)

Gén. Bact.: género bacteriano; ATB: antimicrobiano, GEN: gentamicina, AMC: amoxicilina/acido clavulanico; TET: tetraci-

clina; ENR: enrofloxacina; FOS: fosfomicina; DIF: difloxacina
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Tabla 3: Sensibilidad a seis antimicrobianos de los géneros Streptococcus, Staphylococcus, Pasteure-

lla, Salmonella'y Escherichia (n: 119)

Intermedio n

ATB Gén. Bact. (n) Sensible n (%) (%) Resistente n (%)
GEN  Streptococcus (5) 3 (60) 2 (40) 0 (0)
Staphylococcus (25) 25 (100) 0 (0) 0 (0)
Pasteurella (30) 22 (73) 6 (20) 2 (7)
Escherichia (29) 25 (86) 0 (0) 4 (14)
Salmonella (30) 29 (97) 0 (0) 1(3)
AMC  Streptococcus (5) 5 (100) 0 (0) 0 (0)
Staphylococcus (25) 25 (100) 0 (0) 0 (0)
Pasteurella (30) 30 (100) 0 (0) 0 (0)
Escherichia (29) 29 (100) 0 (0) 0 (0)
Salmonella (30) 29 (97) 0 (0) 1(3)
TET Streptococcus (5) 1 (20) 0 (0) 4 (80)
Staphylococcus (25) 9 (36) 0 (0) 16 (64)
Pasteurella (30) 26 (87) 0 (0) 4 (13)
Escherichia (29) 5(17) 0 (0) 24 (83)
Salmonella (30) 14 (47) 0 (0) 16 (53)
ENR Streptococcus (5) 2 (40) 3 (60) 0 (0)
Staphylococcus (25) 21 (84) 0 (0) 4 (16)
Pasteurella (30) 26 (87) 0 (0) 4 (13)
Escherichia (29) 15 (52) 3 (10) 11 (38)
Salmonella (30) 30 (100) 0 (0) 0 (0)
FOS Streptococcus (5) 5 (100) 0 (0) 0 (0)
Staphylococcus (25) 25 (100) 0 (0) 0 (0)
Pasteurella (30) 30 (100) 0 (0) 0 (0)
Escherichia (29)) 29 (100) 0 (0) 0 (0)
Salmonella (30) 30 (100) 0 (0) 0 (0)
DIF Streptococcus (5) 2 (40) 2 (40) 1 (20)
Staphylococcus (25) 21 (84) 0 (0) 4 (16)
Pasteurella (30) 29 (97) 0 (0) 1(3)
Escherichia (29) 14 (48) 3 (10) 12 (42)

Gén. Bact.: género bacteriano; ATB: antimicrobiano; GEN: gentamicina; AMC: amoxicilina/acido clavulanico; TET: tetraci-

clina; ENR: enrofloxacina; FOS: fosfomicina; DIF: difloxacina

presento sensibilidad intermedia a gentamicina.
Salmonella serovariedad Infantis fue resistente
a gentamicina y amoxicilina-acido clavulanico,
Salmonella Livingstone, Corvallis, Agona y Ente-
ritidis fueron sensibles a los seis antimicrobianos
utilizados. De las siete cepas de la serovariedad
Gallinarum, una fue resistente a tetraciclina y
dos a difloxacina.

En la tabla 3 se muestran los resultados de
la sensibilidad del total de los aislamientos a los
seis antimicrobianos utilizados en el estudio.

DISCUSION

Un alto porcentaje de los aislamientos bac-
terianos utilizados en el ensayo fueron sensibles
a gentamicina, encontrandose un bajo porcentaje
de cepas intermedias y resistentes. Sin embargo,
el género Streptococcus presenté un alto porcen-
taje de cepas intermedias a gentamicina, lo cual
contrasta con los resultados obtenidos por Zie-
linski!” que encontré 100 % de cepas sensibles a
este antibiotico. Todos los aislamientos del género
Staphylococcus fueron sensibles a gentamicina, lo
que concuerda con la bibliografia consultada®. Se
obtuvo un bajo porcentaje de resistencia a gen-
tamicina en aislamientos del género Pasteurella,

el mismo resultado que obtuvo Leotta®. La mis-
ma conclusion es valida para Escherichia coli'®.
Respecto a los resultados de Salmonella enterica
enterica, se obtuvo un bajo nivel de resistencia
tanto para las cepas de origen porcino como aviar.
Los resultados de los aislamientos de aves con-
cuerdan con la bibliografia consultada® '3, pero
en el caso de las cepas porcinas, el resultado
coincide con un estudio previo!® y difiere del ob-
tenido por Kich’. Entre las cepas de origen aviar
y porcino los resultados de la susceptibilidad a
gentamicina fueron similares.

Con respecto a los resultados de la sen-
sibilidad encontrada a la amoxicilina-acido cla-
vulanico, todas las cepas de los cinco géneros
bacterianos utilizados en el ensayo fueron sensi-
bles, este resultado concuerda con la bibliografia
consultada® ¢, con excepcion de una cepa de
Salmonella Infantis de origen aviar que presento
resistencia a este antimicrobiano. Esta resisten-
cia esta descripta en diferentes serovariedades
de Salmonella®*.

Tetraciclina presenté una alta resistencia.
Este antimicrobiano es frecuente y ampliamen-
te utilizado en medicina veterinaria, lo cual
explicaria el alto porcentaje de resistencia de
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los aislamientos bacterianos implicados en el
estudio. Las cepas de Escherichia coli de origen
aviar fueron todas resistentes, el mismo resul-
tado obtenido por Sackey'*. Las cepas de origen
porcino también tuvieron una alta resistencia, en
concordancia con lo hallado por Moredo!°. Tanto
el género Streptococcus como Staphylococcus pre-
sentaron una alta resistencia, el mismo resultado
encontrado por Kérouanton®. Todas las cepas
de Salmonelia enterica enterica de origen porci-
no fueron resistentes, Huang® y Kich’, también
obtuvieron altos porcentajes de resistencia. Por
el contrario, las cepas de origen aviar tuvieron
una baja resistencia a este antimicrobiano, lo que
concuerda con lo hallado por Parimal'® y contras-
ta con los resultados obtenidos por Cortez®. El
género Pasteurella fue el Ginico que present6 una
baja resistencia a tetraciclina, el mismo resultado
obtenido por Leotta®.

Las dos quinolonas utilizadas en medicina
veterinaria como son la enrofloxacina y difloxa-
cina arrojaron resultados muy similares entre si.
Escherichia coli present6 una alta resistencia a las
dos quinolonas, tanto los aislamientos de origen
aviar como los de origen porcino, un resultado
diferente al encontrado por Moredo!° en cepas de
origen porcino y en concordancia con van den Bo-
gaard'® en cepas de origen aviar. El género Strep-
tococcus present6 un porcentaje elevado de cepas
intermedias y resistentes a las dos quinolonas,
este resultado se contrapone con el obtenido por
Morioka!! que en su estudio no hallo resistencia.
En cuanto al género Staphylococcus, las cepas de
origen porcino tuvieron una baja resistencia a las
dos quinolonas, lo que concuerda con el estudio
realizado por Morioka'!. Por el contrario, las cepas
de origen aviar presentaron una alta resistencia,
lo que difiere con el resultado obtenido por este
mismo investigador, en el cual todas las cepas
fueron susceptibles.

Con respecto al género Pasteurella, las
cepas de origen porcino fueron todas sensibles
a las quinolonas, mientras que las cepas de
origen aviar presentaron una baja resistencia,
estos resultados concuerdan con los obtenidos
por Leotta®. Los aislamientos de origen porcino
pertenecientes al género Salmonella fueron to-
dos sensibles a las dos quinolonas utilizadas, el
mismo resultado obtuvo en su ensayo Huang?®,
las de origen aviar, fueron todas sensibles a la
enrofloxacina y presentaron una baja resistencia
a la difloxacina, esto concuerda con lo hallado
por Huang*.

Todas las cepas pertenecientes a los cinco
géneros bacterianos ensayados en el trabajo fue-
ron sensibles a la fosfomicina, lo que concuerda
con numerosos trabajos publicados sobre este
tema® % 4.

Consideramos muy importante desarrollar
estudios de monitoreo de sensibilidad antimicro-

Sensibilidad antimicrobiana

biana en bacterias de origen animal en nuestro
pais para conocer la situaciéon y la evolucién de
la resistencia bacteriana a los diferentes antimi-
crobianos utilizados en medicina veterinaria.
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EVALUACION DE SISTEMAS DE ALOJAMIENTO PARA
RATONES INMUNODEFICIENTES BAJO EXPERIENCIA

Principi G, Maschi F, Laborde JM, Carriquiriborde M, Cagliada P, Carbone C

Catedra de Animales de Laboratorio.
Facultad de Ciencias Veterinarias - Universidad Nacional de La Plata

Resumen: Las investigaciones que utilizan ratones inmunodeficientes requieren el uso de una
infraestructura adecuada y estandarizada, que debe garantizar el mantenimiento correcto
de estas cepas y asegurar la obtencién de resultados confiables. El desarrollo y uso de equi-
pamientos con tecnologia destinada a controlar el macro y microambiente permite mantener
pequenos grupos de animales en instalaciones en las que no se cuenta con barreras sanitarias
absolutas. Uno es el aislador flexible (AF); y otro las estanterias con cajas individualmente
ventiladas (CIV), ambos equipos independizan el microambiente del macroambiente. El ob-
Jetivo de este trabajo fue evaluar las ventajas y desventajas de cada uno de estos sistemas
de alojamiento para ratones inmunodeficientes. Durante un ario se mantuvieron dos grupos
de ratones de la cepa CBA/N-xid libres de patégenos especificos en un AF y en una ECIV
respectivamente. Se realizaron controles microbiolégicos del ambiente y de los animales. Se
evalué comparativamente el costo del equipamiento, montaje, mantenimiento, procedimientos
de manejo, cuidados, capacidad, controles, durabilidad y espacio requerido. Los resultados
demostraron que si bien existen diferencias entre los sistemas y en ambos se puede man-
tener adecuadamente roedores inmunodeficientes, las ECIV son mds ventajosas a pesar de
su costo elevado.

Palbras Clave: Aislador flexible, cajas individuales ventiladas (CIV)

HOUSING SYSTEMS EVALUATION FOR
IMMUNODEFICIENT MICE UNDER EXPERIENCE

Abstract: Immunodeficient mice strains maintenance requires special and standarized
equipments in order to assure their quality and to obtain reliable experimental results. The
development of new technologies and equipments used to control the animal macro and mi-
croenvironment in facilities with no barrier systems allow to house small number of rodents
along the experiment. Flexible isolators (FI) and individual ventilated cages (IVC) represents
two equipments that are able to control environmental factors. The aim of this study was to
evaluate FI and IVC efficiency when they are used to keep immunodeficient mice. Two SPF
CBA/ N-xid mice groups were housed one year in a FI and in an IVC respectively. Environmental
and animals microbiological monitoring was performed. The cost, construction, durability, space
requirements, maintenance processes, monitoring and technical procedures were evaluated
and compared. The results show that although differences among these equipments, both are
suitable for the maintenance of immunodeficient mice. However, the results also show that
the IVC, though expensive, have advantages over flexible isolators.

Key Words: Flexible film isolators, Invidividual ventilated cage (IVC)
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INTRODUCCION

En los trabajos de investigacion en los que
se utilizan como modelo animal ratones inmuno-
deficientes, se menciona la necesidad de contar
con una infraestructura adecuada, estandarizada
y bajo ciertas normas que permita garantizar el
mantenimiento correcto de estas cepas, libres de
sus patogenos especificos (specific pathogen free
SPF), con el fin de obtener resultados confiables
y reproducibles (3, 4).

En la Gltima década el desarrollo y uso de
equipamientos con tecnologia destinada a con-
trolar el macro y microambiente, ha permitido
mantener pequefos grupos de animales en ins-
talaciones en las que no se cuenta con barreras
sanitarias absolutas (1, 2, 3, 4). Uno de estos
equipamientos lo constituye el aislador flexible
(AF); formado por un receptaculo de PVC cerrado,
amodo de burbuja, en el cual pueden mantenerse
las cajas de los animales, aislados del ambiente
exterior a través de la filtracion absoluta del aire
(5). Otra opcion, son las estanterias ventiladas
también llamados rack ventilados integrado por
cajas con ventilacion individual (ECIV), que a
través de la filtracion del aire del macroambien-
te, independiza a cada una de ellas creando un
microambiente estéril. Ambos equipos no sélo
sirven para alojar animales de experimentacion
inmunodeficientes sino también para mantener
animales genéticamente modificados, libres de
gérmenes o inoculados con microorganismos
patégenos (11, 12, 13). En todos los casos el ais-
lamiento, las condiciones de esterilidad, el control
del ambiente y la capacitacion del personal son
requisitos fundamentales para el desarrollo de
investigaciones en las que se emplean alguno
de estos equipos (6, 8). En nuestro pais no se
cuenta con estudios en los que se comparen
ambos sistemas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar com-
parativamente las ventajas y desventajas de cada
uno de estos equipamientos para el alojamiento
de cepas de ratones inmunodeficientes.

MATERIALES Y METODOS

Animales: Se utilizaron ratones de la
cepa CBA/N-xid, SPF, provenientes del CEMIB,
Universidad Estatal de Campinas, Brasil. Estos
animales se caracterizan por poseer un sistema
inmunologico en el cual las células B muestran
defectos en su maduracion y se encuentran en
baja proporcion en la sangre periférica. Esta
condiciéon hace que sirvan como modelo para
realizar estudios sobre inmunologia e inflama-
cion (1). Para su mantenimiento es necesario
proporcionarles alimento y agua de bebida estéril,
temperatura ambiente en un rango entre 23 +/-
1 °C, humedad relativa entre el 40 y el 60 %, una
ventilacion entre 10 y 15 recambios de aire por
hora y un fotoperiodo uniforme luz/oscuridad de

Alojamiento para ratones

14/ 10 horas (6, 7, 8).

Se emplearon dos grupos de ratones re-
productores, de 12 animales cada uno, 6 ma-
chos y 6 hembras de 8 semanas de edad que se
mantuvieron en el aislador y en el rack ventilado
respectivamente.

Todos se aparearon en forma monogamica
utilizando un sistema de manejo para endocria.
A lo largo del ano en cada uno de los equipos se
alojaron entre 8 y 10 cajas.

Aislador Flexible (AF): tiene un volumen
interior de 0,54 m?, en el cual se pueden alojar
entre 8 y 10 cajas de ratones de 13 x 13 x 30 cm,
cuenta con cinco componentes principales: a) un
cuerpo de PVC flexible transparente de 0,4 um de
espesor, dentro del cual se alojan los animales; b)
un tunel de acceso de PVC rigido con dos tapas de
cierre que se utilizan para ingresar los insumos,
los animales y descontaminar los materiales. c)
Un par de guantes de goma de mangas largas a
través de los cuales se manejan los animales des-
de el exterior; d) dos motores eléctricos de 1/10
HP, 220 V que proveen ventilacion y presurizacion
positiva a la unidad, cuyo consumo es de 1061
watts por hora; conectados a los filtros y e) dos
portafiltros cilindricos de acero inoxidable con
filtros absolutos (HEPA) a través de los cuales
ingresa y egresa el aire (2).

Esta unidad se monta sobre una base me-
talica de 2 m de largo por 1,5 metros de ancho
a 80 cm del piso. Como anexos se necesitan:
un compresor con mangueras, una pistola para
pulverizacion con desinfectantes, una manga de
transferencia de insumos y un cilindro de acero
inoxidable destinado a la esterilizacion de insu-
mos en autoclave.

Estanteria ventilada (ECIV): este equipo
estd compuesto por un armazén de 2,10 m de
largo x 2,00 m de alto x 0,65 m de ancho, tiene
una capacidad para alojar 72 cajas de 30 x 16
x 14 cm c/u 6 36 cajas de 30 x 30 x 14 cm c/u.
Cada caja se comporta como un microaislador,
tiene una tapa con filtro y se conecta a través
de un conducto al sistema de ventilacién con
filtracion absoluta, equipado con filtros absolutos
HEPA (filtracion del 99,9 % de particulas), tanto
en la entrada como en la salida del aire (9, 10,
11). La presiéon puede modificarse permitiendo
trabajar en condiciones de bioseguridad (12, 13).
La estanteria cuenta con un panel de control que
permite registrar la temperatura, la humedad,
los recambios de aire, y el estado de los filtros.
El motor tiene un consumo menor de 25 watts
por hora. Este equipo permite alojar diferentes
tamafnos de cajas y utilizarlo parcialmente en
cuanto a su capacidad sin alterar la filtracién en
cada una de ellas.
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Estudio comparativo: Para realizar el
presente estudio se evaluaron en ambos equipos
los parametros que se consideraron mas relevan-
tes: montaje y puesta en marcha; desinfeccion y
limpieza; procedimientos de manejo; controles
microbiolégicos; capacidad y espacio requerido,
y consumo energético y durabilidad.

En la tabla 1 se comparan los procedimien-
tos comunes en ambos sistemas: el montaje y
puesta en marcha, la necesidad de accesorios, la
desinfeccion y limpieza, los controles microbiol6-
gicos y los procedimientos de manejo, consumo
energético, durabilidad y superficie que ocupa.

su fumigacion. Se utiliza tanto para desinfectar el equipo
antes de la puesta en marcha como para estilizar el tunel
de acceso para ingreso de materiales al aislador.

-Alcohol 70 %: se coloca un rociador dentro del aislador para
hacer la limpieza interna de paredes, también se utiliza para
la limpieza externa.

Otros accesorios:

-Mascara filtrante para fumigacion.

-Cilindro porta insumos estériles: para estilizar insumos de
90 litros de capacidad.

-Film de polietileno autoclavable para sellar el cilindro porta
insumos.

-Manga de transferencia: para conectar el cilindro al tunel
de acceso al aislador.

-Compresor y pistola de fumigacion para pulverizar acido
peracético.

-Cinta adhesiva de 5 cm de ancho para sellado hermético
de tunel y manga de transferencia

PARAME- PROCEDIMIENTO EN AISLADOR FLEXIBLE (AF) | PROCEDIMIENTO EN ESTANTERIA |
TROS VENTILADA (Rack -ECIV)

Montaje y | 1) Armado de base metalica a una altura de 80 cm. 1) Instalacion de filtros
puesta en | 2) Colocacion de motores de insuflacién sincronizados para | 2) Conexion al panel de control.
marcha, | que funcionen alternadamente.
pasos: 3) Armado de 2 filtros de acero inoxidable con malla fil-

trante.

3) Esterilizacion de los filtros.

4) Conexion de tuberias de PVC entre motores, filtro de

ingreso, cuerpo de aislador, filtro de salida y exterior.

5) Sellado de las conexiones.
Accesorios | Desinfectantes: Desinfectantes:
necesarios | -Acido peracético: Se lo utiliza por su fuerte acciéon biocida, | -Niesser (amonio cuaternario) al 4% en agua
para el | se prepara al 2% en agua destilada, se usa y se descarta el | destilada: para desinfecciéon de pinzas, mesa-
funciona- | sobrante de cada uso como residuo liquido peligroso. Hay | das y superficie externa de la estanteria
miento que tener precaucion en el manejo y emplear mascara para | -Alcohol 70 %: para desinfeccion de mesadas,

paredes y superficie externa de la estanteria.

Otros accesorios:

-Bolsas autoclavables para cajas, alimento y
agua de bebida.

-Flujo laminar para cambio de cajas.
-Guantes descartables para trabajar bajo flujo
laminar.

-Pinza de manejo de animales para cambio
de cajas.

Pasos para

1- Preparacion de acido peracético y pistola de fumiga-

1- Limpieza exterior con alcohol 70% o amonio

la desin- | cion. cuaternario 4%.

feccion y | 2- Fumigar todo el interior del aislador vacio con acido | 2- Dejar actuar 1 hora.

limpieza peracético 3-Encender equipo.
3- Sellar tunel. 4- Control microbiolégico
4 -Dejar actuar durante 24 horas.
5- Ruptura del sellado del ingreso y egreso de aire, encender
motores y ventilar durante 24 horas.
6- Control microbiolégico.
1-Abrir el tunel de acceso. 1-Encender el flujo laminar.

Control | 2-Colocar las placas de monitoreo. 2-Tomar una caja del rack.

microbio- | 3-Cerrar el tinel. 3- Colocar las placas.

légico 4-Fumigar con acido peracético. 4-Volver la caja al rack dejar actuar media
5-Dejar actuar 30 minutos. hora.
6-Ingresar placa al aislador. 6-Volver la caja al flujo laminar.
7-Abrir las placas y dejar actuar 30 minutos. 7-Retirar placa y enviar al laboratorio.
8-Retirar placas hacia el tunel. 8-Volver la caja al rack.
9 Abrir puerta externa del tinel.
10-Sacar las placas y enviar al laboratorio.
11-Cerrar el tinel de acceso.
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Procedi- | Ingreso de animales libres de patogenos especificos Ingreso de animales libres de patogenos
mientos de | Estos llegan en microaisladores o cajas de transporte. especificos:
manejo 1. Cada caja de transporte se fumiga externamente con | Estos llegan en microaisladores o cajas de

alcohol bajo un flujo laminar.

2. Se prepara dentro de una doble bolsa una caja de raton
estéril para recibir los animales.

3. Bajo el flujo laminar se abren la caja de transporte con
los animales y la doble bolsa con la caja estéril.

4. Se pasan con pinzas los animales de la caja de transporte
a la caja estéril.

5. Se cierra la doble bolsa con la caja con los animales.

6. Se abre el tuinel de acceso y se coloca la doble bolsa con
la caja con los animales.

7. Se cierra el tunel de acceso.

8. Se fumiga con acido peracético.

9. Se deja actuar 20 minutos.

10. Se abre la puerta interna del tiinel de acceso para in-
troducir la doble bolsa al aislador.

11. Se cierra la puerta interna del tanel.

12. Dentro del aislador se abre la doble bolsa y se ubica la
caja dentro del mismo.

. Preparacion y esterilizacion de insumos:

1- El alimento y la viruta se colocan en bolsas de tela de
20 x 35 cm.

2- Se introducen en el cilindro porta insumos.

3- Este se sella con film de polietileno autoclavable y cinta
de papel a modo de tapa.

4- Se autoclava el cilindro.

5- Se abre de la puerta externa del tunel de acceso al ais-
lador.

6- Se ingresa el agua en botellas estériles en el tunel.

7- Se conecta la manga de transferencia al tunel del ais-
lador.

8- Se conecta el cilindro porta insumos a la manga de trans-
ferencia y se sella con cinta.

9- Se prepara acido peracético y se fumiga con la pistola.
10- Se deja actuar un minimo de 2 horas.

11-Se rompe el film de polietileno del cilindro para descargar
los insumos dentro del tinel del aislador.

12-Se ingresa el agua, la viruta y el alimento al aislador.
13-Se desacopla la manga de transferencia del tunel del
aislador.

14-Se cierra el tunel de ingreso.

. Cambio de cajas:
(Se realiza dentro del aislador a través de las mangas con
guantes).

1- Los animales se sacan de la caja.

2- Se saca la viruta sucia y se coloca en una bolsa.

3- Luego se rellena cada caja con viruta limpia.

4- Se suministra agua y alimento.

5- Se colocan nuevamente los animales en la caja.

6- Colocar bolsas con viruta sucia, botellas vacias y bolsas
de alimento vacias en el tunel del aislador.

7- Se abre la puerta externa del tunel.

8- Se retiran las bolsas con viruta sucia, botellas y bolsas
de alimento vacias.

9- Se cierra el tunel del aislador.

transporte.

1. Se llevan a un flujo laminar donde se trabaja
con guantes.

2. Se pulveriza con alcohol por fuera la caja
de transporte con los animales.

3. Se toma una caja estéril.

4. Se abre la caja de transporte con los ani-
males.

5. Los animales se transfieren de la caja de
transporte a una definitiva con pinzas.

6. Se coloca la caja en la estanteria ventila-
da.

. Preparacion y esterilizacion de
insumos:

1 La viruta se coloca en cajas limpias de re-
cambio, el alimento en bolsa de tela y el agua
en botellones.

2 Cada insumo se autoclava en el ciclo de
esterilizacion correspondiente.

3 Luego, se los coloca en doble bolsa auto-
clavable.

4 Se sella cada bolsa con atadura de hilo.

5 Se esteriliza.

6 Se almacena en la sala de la estanteria
ventilada.

. Cambio de cajas:
(Se realiza bajo un flujo laminar clase I. con
guantes )

1 Encendido y desinfeccion de flujo laminar.

2 Cada caja del rack se lleva al flujo laminar.
3 Se abre la bolsa con cajas limpias.

4 Los animales se cambian de caja.

5 Se llena con agua y alimento la tolva.

6 Llevar la caja nuevamente al rack.

7 Al finalizar se envian las cajas sucias para
lavado, rellenado y autoclavado.
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Controles | Ambiente: Ambiente:
Microbio- | 1- Apertura de la puerta externa del tinel de acceso En este caso, como cada caja es una unidad
loégicos 2- Se colocan en bolsas, las placas e hisopos estériles en el | individual, lo que se controla es la eficiencia
periédicos | tunel de ingreso. de filtracion de aire con una caja vacia, de la
3- Se tapa y sella el tanel. misma manera que en el armado del equipo.
4- Se fumiga con acido peracético y se deja actuar 30 min.
5- Luego se ingresan las placas al aislador.
6- Se abren las placas durante 30 minutos.
7- Luego se retiran las placas a través del tanel.
8- Se cierra la puerta externa del tanel de acceso.
Animales: cada 3 meses se envian al laboratorio una muestra | Animales: cada 3 meses se envian al laborato-
representativa del aislador. rio una muestra representativa de la estanteria
ventilada.
1- Se toma una caja con los animales seleccionados y se la
envuelve en una bolsa PVC. 1- Se llevan las cajas de animales selecciona-
2- Se abre la puerta interna del tinel de acceso, se introduce | das al flujo laminar.
la caja envuelta y se cierra. 2- Se pasan a una caja limpia estéril con tapa
3- Se abre la puerta externa y se retira la caja. filtro.
4- Se cierra la puerta externa. 3- Se envian al laboratorio para su control.
5- Se envian animales al laboratorio para su control.
Sistema de Centinelas: se coloca una caja
Sistema de Centinelas: se coloca una caja dentro del ais- | en el rack con animales centinelas (animales
lador con animales centinelas (inmunodeficientes). inmunodeficientes).
Luego de 2 meses estos ratones se enviaran al laboratorio
para control, en reemplazo de la poblacion del aislador. Estos ratones se enviaran para control al
laboratorio en reemplazo de la poblacion del
rack.
Consun‘lo Entre 1061 y 2000 watts Menos de 25 watts
de energia
Limpieza Debe realizarse periddicamente limpieza externa e interna | Requiere solo limpieza exterior con alcohol o
P de la unidad flexible de PVC con alcohol 70%. amonio cuaternario.
Area que | 2,00 m de largo x 1,5 m de ancho por 1,3 m de altura 2,10 m de largo x 2,00 m de alto x 0,65 m de
ocupa 3,9 m? ancho 2,73 m?®
Duracion < de 2 afios Larga vida 1til
30:45
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Fig. 1. Ref: A: Montaje y puesta en marcha, B: Desinfeccién y limpieza, C: Con-
trol microbiolégico, D: Procedimientos de manejo, E: Preparacion y esterilizacion
de insumos, F: Cambio de cajas, G: Controles periodicos, H: Limpieza.
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ESTANTERIA VENTILADA

AISLADOR FLEXIBLE (AF) Tiempo (RACK - ECIV) Tiempo
Montaje y pues- | Armado de base. Thora 1) Ensamble de filtros 30 min
ta en marcha, | Colocacién de motores. 1 hora 2) Conexion al panel de con- | 15 min
pasos: Armado de 2 filtros de acero inoxidable | 30 min trol.
con malla filtrante.
Esterilizacion de los filtros ciclo de au-
toclavado 1:30 hs.
Conexion de tuberias de PVC. 1:30 hs
Sellado con cintas. 30 min
15 min
TOTAL: 4 horas 45 TOTAL: 45minutos
minutos
Desinfeccion y | Preparacion de acido peracético y pis- | 15 min Limpieza exterior con alcohol o | 30 min
limpieza, pa- | tola de fumigacion. amonio cuaternario.
sos: Fumigaciéon de todo el interior del Dejar actuar. 3 horas
aislador. 15 min Encender.
Sellado del tinel de acceso.
Dejar actuar durante 6 horas. 15 min
Ruptura de tapones, arrancar motores | 6 horas
y ventilar durante 24 horas. 24 horas
3 horas
TOTAL 30 horas 30 min
45 min
Abrir el tunel de acceso. 15 min
Control micro- | Colocar las placas de cultivo Encender flujo laminar.
biolégico de am- | Cerrar el tinel. 15 min Tomar una caja vacia del rack.
biente Fumigar y dejar actuar 1 hora. 1 hora Colocar dentro las placas de | (1,2y3)
pasos: Ingresar las placas al cuerpo del ais- cultivo abiertas. 15 min
lador. Ubicar la caja en el rack. 30 min
Abrirlas durante 30minutos. Dejar actuar media hora.
Retirar las placas hacia el tanel. 6y7) Cerrar las placas de cultivo.
Abrir puerta externa del ttinel 30 min Enviarlas al laboratorio.
Sacar las placas y enviarlas al labo-
ratorio. 8y9)
Cerrar el tunel de acceso y fumigar. 15min
(10y11)
15 min
TOTAL fnilzloras 30 | roraL 45 min
Procedimientos | Ingreso de animales libres de patoge- Ingreso de animales libres de
de manejo: nos especificos (1,2y3) patogenos especificos:
1 Llevar las cajas de transporte con | 15 min 1. Llevar la caja de transporte
animales al flujo laminar. con los animales al flujo lami-
2 Fumigar con alcohol 70% nar. (1,2 y3)
3 Tomar una caja estéril envuelta en 2. Fumigar con alcohol por fue- | 15 min
doble bolsa. ra la caja de transporte con los
4 Abrir la caja con los animales y la | 15 min animales.
doble bolsa de la caja estéril. 3. Tomar una caja estéril de la
5 Pasar los animales de una a otra estanteria ventilada.
caja. 5y 6) 4. Abrir la caja con los anima-
6 Cerrar la doble bolsa con la caja con | 15 min les.
los animales. 5. Pasar los animales a la caja | (4,5y 6)
7 Abrir el tinel de acceso. 15 min del rack. 15 min
8 Colocar la caja con los animales con | 15 min 6. Colocarlos en el rack venti-
la doble bolsa. lado.
9 Cerrar el tunel. 30 min
10 Preparar acido peracético, fumigar
y dejar actuar 20 minutos.
11 Abrir la puerta interna del tunel
del aislador e introducir la caja con los
animales en la doble bolsa (11 a13)
12 Cerrar la puerta interna del tunel. 15 min
13 Abrir la doble bolsa y colocar la caja
con los animales en el aislador.
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Preparacion y esterilizacion de in-

Preparacion y esterilizacion

sumos: de insumos: 30 min
1 Preparar el alimento y la viruta en | 15 min 1 Colocar la viruta en cajas lim-
bolsas. pias de recambio, el alimento | 30 min
2 Colocarlas en el cilindro. 2y 3) en bolsas de tela y el agua en
3 Sellar el mismo con polipropileno | 30 min botellones.
autoclavable y cinta de papel a modo 2 Se autoclavan cada insumo | (2,3,4,5)
de tapa. en su correspondiente ciclo de | 3 horas 15
4 Autoclavarlo a 121°C en ciclo del | 1h 30 min | esterilizacién: la viruta (1:30
hora y 30 min. horas), el alimento (1 hora) y el
5 Abrir la puerta externa del tunel de | 15 min agua (45 minutos).
acceso. 3 A todos los insumos se los
6 Colocar las botellas con agua pre- coloca en doble bolsa autocla-
viamente esterilizadas en el tunel de vable.
acceso del aislador. 4 Se sellan con atadura de
7 Conectar la manga de transferencia | (7, 8y 9) hilo.
al tunel. 1 hora 5 Se almacenan en la sala de la
8 Conectar el cilindro porta insumos a | 15 min estanteria ventilada.
la manga de transferencia.
9 Sellar con cinta.
10 Preparar acido peracético y pulveri-
zar con pistola y dejar actuar 2 horas. | 2 horas
11 Desde la manga de transferencia
romper la tapa de polipropileno del
cilindro y descargar los insumos en el
tunel de acceso. (11y 12)
12 Ingresar los insumos al aislador para | 15 min
almacenarlos dentro del mismo.
13 Desacoplar la manga de transferen- | 15 min
cia del tunel del aislador.
14 Cerrar el tunel de ingreso. 15 min
TOTAL 6 horas 30 | TOTAL 3 horas
min 45 min
Cambio de cajas: Cambio de cajas:
1 Tomar de a una las cajas a cambiar | (1, 2, 3, 4 | 1 Encender y desinfectar el flujo
y pasar los animales a un recipiente | y 5) laminar. (1, 2) 15
vacio. 15 min x | 2 Llevar al flujo los insumos | min
2 Raspar la viruta sucia de la caja y | caja x 8 | limpios necesarios (cajas limpias
eliminarla en una bolsa. cajas= preparadas en bolsas, mama-
3 Rellenar una por una las cajas con | 2 horas deras estériles, alimento estéril
viruta limpia. y encender luz UV 10 minutos
4 Rellenar las mamaderas con con agua y apagar).
estéril del botellon y reponer comida. 3 Tomar la caja del rack con
5 Colocar nuevamente los animales animales y llevarla al flujo. (3,4,5) 5 mi-
en la caja. 4 Abrir la bolsa con las cajas | nutos por
6 Colocar las bolsas con viruta sucia, | 15 min limpias. caja x8 ca-
botellon vacio y bolsas de alimento va- 5 Cambiar los animales de | jas: 40 min
cias en el tinel del aislador. caja.
7 Abrir la puerta externa del tinel. 15 min 6 Colocarles agua y comida.
8 Retirar los elementos sucios. 7 Llevar esta caja nuevamente | (7,8) 15 min
9 Cerrar el tunel del aislador. 15 min al rack.
8 Al finalizar se envian todos los
insumos sucios para su lavado
y esterilizacién.
2 horas 1 hora
TOTAL 45 min TOTAL 10 min
Controles mi- | De ambiente cada 3 meses: De ambiente:
crobiolégicos | 1 Abrir el tunel de acceso. 1y?2) En este caso como cada caja es
PERIODICOS 2 Colocar las placas y los hisopos | 15 min una unidad individual, lo que
estériles. se controla es la eficiencia de
3 Tapar y sellar el tunel. 15 min filtracién de aire con una caja
4 Preparar y fumigar con ac. peracético | 2 horas 15 | vacia de la misma manera que
dejando actuar 2 h. min en el armado del equipo.
5 Ingresar las placas de cultivo al El panel de control registra los
aislador. parametros y funcionamiento de
6 Abrirlas y dejarlas durante 30 min. 30 min estos filtros por lo que no seria
7 Cerrar las placas y retirarlas hacia necesario realizarlo de rutina.
el tanel.
8 Sacar las placas del aislador.
9 Cerrar el tanel de acceso. 15 min
TOTAL 8 horas
30 min
Limpieza Debe realizarse periodicamente Iim- | I hora Requiere solo Iimpieza exterior | 1 hora
pieza externa e interna de la unidad con alcohol 70 % o amonio cua-
flexible de PVC con alcohol 70 %. ternario.
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Alojamiento para ratones

En las figuras siguientes se observan fotografi-
camente los equipos empleados: Fig. 2 tinel de
acceso, en la Fig.3 el aislador flexible, en la Fig.4
el cilindro porta insumos y en la Fig.5 el ECIV -
rack ventilado.

RESULTADOS

El costo del equipo es mucho mayor en el
caso de las estanterias ventiladas (ECIV), son
mas modernas que los aisladores flexibles (AF) y
tienen la ventaja de poder alojar un mayor nu-
mero de animales, requiriendo un espacio menor
y consumiendo menos energia.

El montaje y el tiempo empleado para
la puesta en marcha del AF fue de 6:30 horas
mientras que para la ECIV fue de 3:30 horas. Los
procedimientos de trabajo que se deben cumplir,
la cantidad de insumos y la necesidad de contar
con equipos anexos para trabajar en los AF son
mas numerosos y complejos comparados con los
del ECIV.

Los procesos de desinfecciéon y controles
microbiolégicos que se realizaron en los AF fue-
ron de mayor complejidad que en el caso de las
ECIV.

El personal técnico que trabajé con AF
necesitéo mayor capacitacién que el que manejo
las ECIV.

Los resultados obtenidos en esta evaluaciéon
demuestran que ambos sistemas son eficientes
y adecuados para el mantenimiento de cepas de
ratones inmunodeficientes durante largos perio-
dos de tiempo, sin embargo, se determiné que
el sistema de ECIV es mas sencillo y demanda
menos tiempo para su instalacion y armado por
lo cual se concluye que estos son mas ventajosos
a pesar de que su costo es mas elevado.

Los resultados y la informacioén obtenida en
esta evaluacién contribuiran indudablemente con
la toma de decisiones cuando se deben mantener
cepas de ratones inmunodeficientes en bioterios
de produccion o de experimentacién.

BIBLIOGRAFIA

1. El raton CBA/N xid como modelo animal de inmu-
nodeficiencia Produccion y manejo Fabricio Maschi,
Pilar Cagliada, Cecilia Carbone. Catedra de animales
de Laboratorio y Bioterio. Facultad de Ciencias Vete-
rinarias. Universidad Nacional de La Plata Calles 60 y
118 s/n (1900) La Plata Revista Quimica Viva. Nimero
1, afio 9, abril de 2010. ISSN 1666-7948.

2. F Maschi, G Principi, S Milocco, JM Laborde, M
Carriquiriborde, M Ayala, P Cagliada, Carbone C. Eva-
luacién de un sistema de aisladores flexibles para el
mantenimiento de ratones inmunodeficientes. Analecta
Vet 2007. 27 (1): 30- 35.

3. CCAC [Canadian Council on Animal Care|. Guide
to the Care and Use of Experimental Animals. 2nd ed.
Ottawa Canada: CCAC. 1993.

Fig. 5. ECIV - rack ventilado.

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590 AnaLeEcta VET 2011; 31 (1): 22-30 29



G. Principi y col.

4. Clark Derrel J. National Research Council. Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals. 1996; p.
22-48.

5. Clough G. UFAW Handbook. The animal House:
design, equipment and environmental control. UFAW.
1991; p. 108 - 143.

6. Coates ME, Gustafsson BE. Germ Free Animals in
Biomedical Research. 1984; p. 11-48.

7. Ferrer Bazaga S, Martinez Escandell A. SECAL-
Animales de Laboratorio: Prevencion de riesgos en la
exposicion a agentes biolégicos. 2003; p. 19-23.

8. Michael F. Festing W. The UFAW Handbook on the
Care and Management of Laboratory Animals. Chur-
chill Livingstone. 1976; p. 57-73.

9. Lawson T. LAT Manual de entrenamiento. American
Association for Laboratory Animals Science. 2000.

10. Eaton P. UFAW Handbook. Higiene in the animal
House. UFAW. 1991; p. 144-157.

11. Bennett M, Parks SR, Dennis MJ. Containment
testing of negative pressure isolators used to house
laboratory animals infected with BL3 agents. FELASA:
Internationalisation and harmonization of laboratory
animal care and use issues. 2004; p. 137-144.

12. Lipman NS, Corning BF, Saifuddin M. Evaluation
of isolator caging systems for protection of mice against
challenge with mouse hepatitis virus. Laboratory Ani-
mals. 1993; p. 134-140.

13. Perkins Scott E, Lipman NS. Characterization and
Quantification of Microenvironmental Contaminants
in Isolator Cages with a Variety of Contact Beddings.
Contemporary Topics. 1995. 34 (5): 93-97.

30 AnaLeEcta VET 2011; 31 (1): 22-30

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590



Trabajos de Investigacion

ULTRAESTRUCTURA DEL ESPERMATOZOIDE DEL
MACHO CABRIO ENANO AFRICANO (Capra hircus)

Faisal F!, Laplace R?, Soto AT3, Migliorisi L®, Gomez V3, Jurado S!

IServicio Central de Microscopia Electronica.

Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata.
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Resumen: Se realiz6 el estudio y descripcién de la ultraestructura de los espermatozoides
normales de los machos cabrios adultos enanos de Camertn (Capra Hircus) por medio de
microscopia electrénica de transmisién. La cabeza tuvo forma oval o de raqueta plana, con
una base cuadrada, que proporcioné un espacio concavo para la cola. El acrosoma cubrio
estrechamente los dos primeros tercios de la cabeza. El cldsico patrén de 9 + 9 + 2 pares
de microtubulos que componen el axonema fue observado a lo largo de tres los segmentos
de la cola. El limite entre la pieza intermedia y la pieza principal estuvo bien definido por la
presencia del anillo de Jensen o annulus. Los resultados de los estudios ultraestructurales
de los espermatozoides de los machos cabrios adultos enanos de Camertn fueron similares
a lo informado para los espermatozoides de otros rumiantes.

Palabras clave: espermatozoides, ultraestructura, Capra hircus.

SPERMATOZOA ULTRASTRUCTURE OF THE
DWARF AFRICAN BUCK (Capra hircus)

Abstract: Conducted the study and description of the ultrastructure of normal sperm male
goats adult dwarf of Cameroon (Capra hircus) by transmission electron microscopy. Head
took shape oval or flat with a square base, which provided a concave space for the tail. The
acrosome tightly covered the first two-thirds of the sperm head. The classic pattern of 9 + 9
+ 2 pairs of microtubules that compose the axoneme was observed in three segments of the
tail. The barrier between the midpiece and the principal piece was clearly defined by the
presence of the Jensen’s ring or annulus. The results of ultrastructural spermatozoa of the
dwarf African bucks were similar to the other ruminants spermatozoas.

Key words: spermatozoa, ultrastructure, Capra hircus.
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INTRODUCCION

La aptitud reproductiva de un macho esta
dada por su potencia coeundi y generandi, y por
su libido. Se considera que la evaluacion de la
calidad seminal es indispensable para demostrar
la potencia generandi de un individuo. Las inves-
tigaciones realizadas en los diferentes aspectos
de la calidad seminal no solo estuvieron direccio-
nadas hacia la clinica, sino que el conocimiento
adquirido también ha permitido el desarrollo de
diferentes biotecnologias reproductivas las cuales
son aplicadas tanto en animales domésticos como
en especies silvestres, particularmente aquellas
que estan en peligro de extinciéon (1, 2, 3).

El estudio de las caracteristicas estructu-
rales y ultraestructurales de los espermatozoides
de los mamiferos fue determinante para rever los
conceptos de capacidad y potencial reproductivo
de las diferentes especies animales (4, 5, 6, 7, 8).
Es aceptado que las alteraciones morfologicas y
estructurales de los espermatozoides y del plasma
seminal estan relacionadas con diferentes grados
de infertilidad (9). Si bien existen diferencias
en la ultraestructura de los espermatozoides
entre las diferentes especies de mamiferos, los
mismos mantienen una estructura semejante
(10). Estructuralmente, en el espermatozoide se
distinguen la cabeza y el flagelo, ambas estruc-
turas cubiertas externamente por la membrana
plasmatica, y el acrosoma que recubre la porcion
apical de la cabeza (5, 8). Si bien, la microscopia
optica es de utilidad practica y rutinaria para el
analisis morfologico de los espermatozoides de
los mamiferos (9), la microscopia electronica de
transmision ha permitido conocer la ultraestruc-
tura celular y proveer de informacién detallada
acerca de la integridad celular, lo cual no es po-
sible obtener por medio de otras metodologias y
contribuye a valorar la funcionalidad testicular
y epididimaria (11).

La ultraestructura de los espermatozoides
de los rumiantes se encuentra bien detallada para
los bovinos (Bos taurus) (12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22). Sin embargo, la informaciéon
existente sobre el tema en pequenos rumiantes
(Ovis ariesy Capra hircus) es menor, en particular
sobre la ultraestructura espermatica del macho
cabrio enano africano (23).

El propésito de este estudio fue describir la
ultraestructura de los espermatozoides normales
de los machos cabrios adultos enanos de Came-
run (Capra hircus) con el fin de aportar datos
representativos de esta raza caprina.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron machos cabrios adultos ena-
nos de Camerun (Capra hircus) (n=5), clinicamen-
te sanos, de 30- 35 Kg de peso vivo, mantenidos
en cautiverio en el Jardin Zoolégico y Botanico
de la ciudad de La Plata, Buenos Aires Argentina

(latitud 34° 55" Sur, Longitud 57° 17" Oeste).
La extraccién de semen se realiz6 mediante un
electroeyaculador Original Electronic Siremaster
Eyaculator® (Ice Company — USA), cada quince
dias durante un ano. Las muestras espermaticas
para microscopia electrénica se obtuvieron una
vez al mes, tomandose una alicuota de 15 pul.
Las muestras fueron centrifugadas a 1.500 rpm
durante 3 minutos a temperatura ambiente. El
pellet obtenido fue fijado en glutaraldehido al 2 %
(LADD Research Industries, INC) pH 7,4 durante
2 horas a 4 °C. Luego, se realiz6 una posfija-
cion a 4 °C en tetréxido de osmio al 1 % (LADD
Research Industries, INC) y posteriormente se
deshidraté en una serie creciente de alcoholes
(50°, 70°, 80°, 90° y alcohol absoluto) y acetona.
Finalmente, se incluy6 en resina Epoxi (LADD
Research Industries, INC). Se realizaron cortes
semifinos (3 pm) como orientacién de campo en
un ultramicrétomo Reichert - J. (Modelo Super-
nova) y se tifnieron con azul de toluidina (Schmid
GMBH & CO.). Los cortes ultrafinos fueron de
60 nm y se montaron sobre grillas de cobre. El
contraste de los cortes ultrafinos se realizé con
acetato de uranilo al 1 % y solucién de Reynolds
de citrato de plomo (LADD Research Industries,
INC). La observacion, el registro fotografico y la
evaluacion de la ultraestructura espermatica se
realizaron mediante un microscopio electrénico
de transmision Jeol JEM 1200 EX II.

En cada una de las muestras analizadas
mediante microscopia electrénica de transmision
se estudiaron 100 espermatozoides. Para la des-
cripcion de la ultraestructura de los espermato-
zoides se consideraron dos partes principales, la
cabezay la cola, y esta ultima fue subdividida en
cuatro porciones: cuello, pieza intermedia, pieza
principal y pieza terminal.

RESULTADOS

La cabeza se caracterizé por su forma de
ovalo o raqueta plana con una base cuadrada
la cual proporcion6é un espacio céncavo para
la insercién de la cola y presenté externamente
una divisién entre las areas acrosomal y post-
acrosomal (Fig. la). Ultraestructuralmente, la
membrana plasmatica se observo lisa en toda
su extension. El nicleo, cubierto por una doble
membrana, abarco la totalidad de la cabeza y
presenté una cromatina densa con algunas pe-
quenas vacuolas distribuidas al azar (Fig. 1b y
c). La parte superior de la cabeza estaba cubierta
por el acrosoma, el cual abarcé los dos tercios an-
teriores del nticleo y present6 una protuberancia
unilateral en el borde superior, el cuerpo apical
(Fig. 1c). La region ecuatorial, compuesta por
la parte caudal del acrosoma y las membranas
plasmaticas, conformé un anillo que demarco
el limite entre el acrosoma y la porcién post-
acrosomal (Fig. 1b).
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El cuello, representado por un segmento
corto, se hall6 comprendido entre la base de la
cabeza y la pieza intermedia del flagelo. Se ob-
servo el centriolo proximal y las fibras densas
laminadas que se ubicaron dentro del espacio
concavo o fosa de implantacion en la base de la
cabeza (Fig. 1d). La pieza intermedia correspondio
a la porcién mas gruesa y superior de la cola,
situada entre el cuello y el anillo de Jensen 6
annulus, una estructura electrodensa presente
alrededor del conjunto axial de fibras densas
en la unién entre la pieza intermedia y la pieza
principal (Fig. 2 b).

La pieza intermedia se caracterizé por la
presencia de nueve fibras densas externas al-
rededor del axonema y una vaina helicoidal de
mitocondrias conteniendo ambas estructuras.
Estas fibras densas terminaron a distintos niveles
de la pieza principal. En los cortes transversales
de la cola se observo el axonema con el patron

Espermatozoide macho cabrio

clasico de nueve pares dobles de microtubulos
(subunidad A con los brazos de dineina y sub-
unidad B) alrededor de un par central (Fig. 2by
2c). En la pieza principal, la vaina mitocondrial
fue reemplazada por una vaina fibrosa compuesta
por una columna longitudinal continua dorsal y
otra ventral conectadas a través de bandas cir-
cunferenciales. Hacia la pieza terminal la vaina
fue mas delgada y las dos columnas se asociaron
con las fibras densas externas 3 y 8 (Fig. 2d).

La pieza terminal fue la porcién mas corta
y delgada de la cola, y estaba constituida sola-
mente por el axonema cubierto por la membrana
celular (Fig. 2d).

DISCUSION

La cabeza del espermatozoide del macho
cabrio enano de Camerun present6é una forma
oval, semejante a la descripta para otros ru-
miantes y mamiferos (4, 5, 6, 8, 12, 13, 14, 15,

Fig. 1. a espermatozoide caprino (40X): Area Acrosomal (A), Area Post Acrosomal (PA), Cuello (C), Pieza
Intermedia (PI), Pieza Principal (PP) y Pieza Terminal (PT). b corte longitudinal de cabeza: Acrosoma
(Ac), Nucleo (N), membrana citoplasmatica (mc), Region Ecuatorial (RE) entre cabezas de flechas
blancas, vacuolas nucleares (cabezas de flechas negras). ¢ detalle de la regién acrosomal: Acrosoma
(Ac), Cuerpo Apical (CA), membrana acrosomal interna (mai), membrana acrosomal externa (mae),
membrana nuclear (mn), membrana citoplasmatica (mc), Nucleo (N). d detalle de cuello: vacuola

nuclear (cabeza de flecha), Centriolo (C).
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Fig 2. a corte longitudinal del flagelo, pieza intermedia: Axonema (Ax), Mitocondrias (M), Fibras Den-
sas Externas (FDE). b corte longitudinal de pieza intermedia y pieza principal: Vaina Mitocondrial
(VM), Anillo de Jensen (AJ) o annulus, Vaina Fibrosa (VF). ¢ corte transversal de pieza intermedia:
Axonema (Ax), Mitocondria (M), Fibras Densas Externas (FDE). d corte longitudinal de pieza princi-
pal y pieza terminal: Vaina Fibrosa (VF), corte transversal de pieza principal (estrella): el axonema
rodeado por la vaina fibrosa (columnas dorsal y ventral conectadas por bandas circunferenciales

que se asocian con las fibras densas externas 3 y 8).

16, 17, 18, 19, 20, 21, 22). El centriolo proximal
situado en la base de la cabeza rara vez logré
verse en secciones longitudinales. La ultraes-
tructura de la cola, en general, fue similar a los
patrones descriptos para otras especies (1, 2,
4, 11). El annulus se observé como una clara
division electrodensa entre la pieza intermedia y
la principal donde termina la vaina mitocondrial
y comienza la vaina fibrosa. Si bien se describe
una invaginacién de la membrana para formar
un surco profundo de caracteristica retroanular
en diferentes especies, entre ellas el carnero (3 y
23), no se pudo reconocer la misma en los cortes
realizados en este trabajo.

La descripcion de la ultraestructura de los
espermatozoides del macho cabrio de Camertn
(Capra hircus) responde al patrén general descrip-
to para los espermatozoides de los rumiantes.
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Comunicacion breve

OBSTRUCCION DE VIiAS AEREAS INFERIORES POR
CUERPO EXTRANO EN PERROS:
DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO ENDOSCOPICO

Giordano AL?, Baschar HA?, Aprea AN*
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Resumen: Se realiza una revisién bibliogrdfica sobre cuadros clinicos obstructivos de vias
aéreas inferiores por cuerpos extranos en caninos. Se presenta un informe de una serie de
casos con resolucion endoscopica. Se comparan las distintas presentaciones clinicas descriptas
en la bibliografia internacional entre ellas y también con nuestra casuistica, concluyendo en
que existen dos tipos de presentaciones clinicas, una aguda y otra crénica y que responden
a distintos tratamientos.

Palabra claves: Broncoscopia, Cuerpo extraio, perro

OBSTRUCTION OF CANINE LOWER AIRWAYS BY
FOREIGN BODIES:
DIAGNOSIS AND ENDOSCOPIC TREATMENT

Abstract: After an exhaustive review of the international literature on the clinical presenta-
tion of canine lower-airway obstructions by foreign bodies, we present here a report on a
series of cases involving a resolution by endoscopy. After comparison of the various clinical
presentations described in the literature with our own series of case studies, we conclude
that there exist two types of presentations, one acute and the other chronic, and that the two
types respond to different treatment modalities.

Key Words: bronchoscopy, foreign body, dogs
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INTRODUCCION

Diferentes tipos de cuerpos extranos livia-
nos pueden ser inhalados hasta la traquea o los
bronquios en los perros. El cuerpo extrafio mas
frecuentemente encontrado es la espiga comple-
ta de trigo o cebada cuyas espiculas impiden el
retroceso del mismo y facilitan su penetracion
profunda, provocando en algunas oportunidades
enfermedad pulmonar (abscesos, neumotérax,
piotorax) (1). En ocasiones pueden presentar
migracién hacia otros 6rganos causando por
ejemplo discoespondilitis de la columna lumbar
(1). También se han hallado plantas como cola
de zorro, semillas, huesos, pelotas y bolitas (ca-
nicas) (1, 2).

No existe consenso sobre la incidencia del
problema, ni sobre la presentaciéon en diferentes
razas y edades. Para algunos autores la presen-
tacion es mas frecuente en perros de trabajo o
cazay, segun otros, las razas mas afectadas son
Labrador Retriever y Springer Spaniel (1, 3, 4).

Se realizé un estudio retrospectivo sobre
23 caninos derivados al servicio de endoscopia
para la realizacion de traqueobroncoscopias entre
los afios 2003 y 2007. Dentro de este grupo se
identificaron 3 que presentaban cuerpos extranos
traqueo bronquiales.

CUADROS CLINICOS

En una encuesta la duracién de los signos
antes de la consulta al veterinario oscilé de un
dia a cinco meses, con un promedio de dos meses
(1). En base a esta variaciéon podemos afirmar que
de acuerdo al estadio evolutivo de la obstruccion,
el cuadro clinico variara.

CUADRO OBSTRUCTIVO AGUDO

En el cuadro obstructivo agudo prevalecen
los signos de obstruccién de vias aéreas: disnea,
con signos clinicos de comienzo abrupto. Cuando

Obstruccion de las vias aéreas inferiores

la ubicaciéon del cuerpo extrano es en traquea
cervical, la disnea es inspiratoria y cuando es
bronquial espiratoria. Pueden existir diversos
signos de disnea obstructiva como: respiracion
discordante (disociacién entre los movimientos
de la pared y flanco), respiracion labial, respi-
racién bucal, ortopnea, cianosis, intolerancia
al ejercicio, colapso y nauseas (5). Puede haber
aumento de la temperatura corporal por defectos
en la disipacion del calor por medio del jadeo. En
los caso de existir nauseas y vomitos hay que
diferenciar de cuerpos extrafios esofagicos. A la
auscultacion: ruidos inspiratorios o espiratorios
aumentados (2).

Los estudios radiograficos pueden revelar
presencia de cuerpos extranos radio opacos (2).
La broncoscopia es esencial para confirmar el
diagnéstico cuando las radiografias y radiosco-
pias no son categoricas en sus resultados (1, 2,
6).

Diagnéstico diferencial
En la presentacién aguda es necesario
considerar los siguientes diagnésticos diferen-
ciales: estenosis, compresiéon y colapso traqueal;
enfermedad de vias aéreas superiores: paralisis
laringea, edema laringeo, sindrome braquicefalico
(2). El edema pulmonar no cardiogénico (7) y la
neumonia por aspiracién pueden ser complica-

ciones de este cuadro (2).

CUADRO OBSTRUCTIVO CRONICO

En el cuadro clinico crénico el signo clini-
co predominante es la tos persistente seca y no
productiva que aparece en situaciones de exci-
tacion o ejercicio, puede haber halitosis, siendo
la presentacion de sibilancias y disnea menos
frecuentes. La hemoptisis se presenta cuando
hay neumonia por cuerpo extrano (6, 8).

Hay respuesta parcial a los antibioticos y

EVOLUCION, ESTU- TRAQUEO
CASO CLINICO SIGNOS DIOS Y TRATAMIEN- BRONCOSCOPIA TRATAMIENTO
TOS PREVIOS
{\IFO)l( terrier - Tos de comien-
zo agudo -24h Presencia de pasto en | Remocién endos-
-Hembra - . . . P -
3 kg - Disnea - RX cuello y torax s/p | traquea sobre carina | cépica con pinza
“Edad: 2 m - T® 40°C de biopsia
N° 2 . .
. -Tos de comien- | - 7 dias . . .
- Mestizo ) Presencia de semilla | Remocion endos-
zo agudo - RX térax s/p . .
-Macho Ao L. de pino en luz tra- | copica con canas-
-T240°C -Tratado con corticoides . .
-30, 5 kg . queal tilla de dormia
sin resultado
- Edad: 5m
N°3 ) Dlsnea de co- Presencia de cuerpo
. mienzo agudo - . L2
- Mestizo L . extrano esférico lo- | Remocién endos-
- Vomitos - 6 dias . . P
-Macho ol ) calizado en bronquio | cépica con canas-
- Agitacion -RX cuelloy torax s/p . . . . .
-9 kg . primario izquierdo. tilla de dormia
- Insomnio
-Edad: 6 m .
- Anorexia
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recidiva cuando se suspende la administracion.
Por todo esto hay que considerar al cuerpo ex-
trano en el diagnéstico diferencial tanto de la tos
aguda como de la croénica (1, 6). En el caso de
pacientes no tratados, después de dos semanas
la tos desaparece y surgen signos sistémicos tales
como fiebre, anorexia, depresion, leucocitosis (4)
y eosinofilia (6). En estos casos las radiografias
revelan bronquitis localizada, focos neumonicos
y/o efusiones pleurales. Los bronquios mas
afectados resultan los caudales y la resolucién,
debido a las complicaciones pulmonares, por lo
general debe ser quirurgica (4).

Diagnostico diferencial
En la presentacién cronica es necesario
considerar los siguientes diagnésticos diferencia-
les: tumores infecciones bacterianas y micoéticas,
parasitosis pulmonar, colapso traqueal (1).

DIAGNOSTICO

Radiologia:

La mayor parte de los cuerpos extranos no
son radiopacos. Los signos radiologicos sutiles
pueden evidenciarse en placas tomadas en ins-
piracion y espiracion. Las radiografias pueden
mostrar opacidad en el interior del bronquio
afectado y una zona definida de incremento de
la radiopacidad periférica (1) mas comunmente
envolviendo el bronquio del 16bulo caudal (6). En
algunos casos la imagen radiologica es la de una
consolidacion del l6bulo pulmonar afectado (1).

DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

Broncoscopia:

En las dos presentaciones clinicas el valor
diagnostico de la endoscopia es muy alto ya que
las radiografias muchas veces no muestran sig-
nos contundentes y en la presentaciéon clinica
aguda es esencial ya que durante la practica
endoscopica puede realizarse la extraccion del
cuerpo extrano (6, 9).

Eluso de endoscopia para extraer cuerpos
extrafnos fue descripto por Jones y Roudebush
en 1984 (10), sin embargo en ciertos casos es
necesario la extraccion quirurgica (11). Podemos
clasificar los cuerpos extranos en recuperables y
no recuperables (11). La posibilidad de la extrac-
cion endoscopica dependera del tipo de cuerpo
extrano, de su localizacion, del tiempo en el que el
animal es remitido a la consulta y de la evolucion
del cuadro. Puede estar indicada la lobectomia en
los casos en el que el cuerpo extrano no sea sus-
ceptible de extraccion y también cuando existen
inflamacion crénica y consolidacion (1).

La endoscopia respiratoria con endoscopios
rigidos flexibles es una indicacién tanto para el
diagnoéstico como para el tratamiento en el caso
de los cuerpos extranos recuperables (2, 12).

Procedimiento de extraccion endoscé-
pica:

Antes de realizar la practica, se debe esta-
bilizar al paciente mediante la suplementacion
con oxigeno, aplicacién de compresas de alcohol
en pulpejos o compresas de agua helada y venti-
ladores para disminuir la temperatura corporal,
sedacién y cuando corresponda traqueotomia
(2). Una vez inspeccionados todos los bronquios
principales puede identificarse el cuerpo extrano.
Comunmente se aloja en la bifurcaciéon o en bron-
quios principales (1, 2). Cuando se localizan en el
lado derecho, algunos permanecen en el bronquio
lobar caudal derecho, mientras que unos pocos
alcanzan el bronquio del l6bulo accesorio. De

Fig.1. Pasto en traquea (cola de zorro).

Fig. 2. Extraccion endoscépica de Semilla de
pino.

Fig. 3. Mani en bronquio.

38 AnaLeEcta VET 2011; 31 (1): 36-39

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590



manera infrecuente pueden encontrase en los
lé6bulos medio y superior (1).

La broncoscopia permite la localizacién y
la visualizacién directa. En los casos crénicos
se puede observar la emergencia de exudado
amarillo a amarillo verdoso desde un bronquio
correlacionando este bronquio con el area de
consolidacion pulmonar (11).

El cuerpo extrafio puede ser extraido sua-
vemente con las pinzas especificas. Se pueden
utilizar endoscopios flexibles o rigidos estos ulti-
mos, como por ejemplo el Chevalier Jackson, son
mas utiles para la extraccién de los mismos (1).

El pronéstico es excelente en el caso en
que haya sido posible la identificacién y posterior
extraccion (1).

PRESENTACION DE CASOS

Los tres pacientes (todos menores de 6
meses) se presentaron con disnea obstructiva
inspiratoria. Los cuerpos extrafios estaban ins-
talados antes de la bifurcacién de la traquea en
dos casos (una semilla de pino y una hoja de cola
de zorro Fig. 1y 2) y uno en el bronquio izquierdo
(un mani Fig.3). En las radiografias simples no
se visualizaban por ser radiolticidos. El paciente
con el cuerpo extrafio en bronquio izquierdo pre-
sentaba ademas vomitos, anorexia, insomnio, €
inquietud como signos agregados. El tratamiento
(extraccion de los cuerpos extranos) fue realizado
por via endoscépica con canastilla de dormia y
pinza de biopsia, remitiendo los signos clinicos en
forma inmediata. Se utilizé un Gastro -fibroscopio
Olympus Gif N30.

DISCUSION

En nuestro servicio los cuerpos extrafos
representaron el 13 % (3/23) del total de traque-
obroncoscopias. Ninguno pudo ser diagnosticado
radiolégicamente ya que los cuerpos eran radio-
Itcidos. Los tres pacientes se presentaron con
disnea obstructiva inspiratoria. El cuadro clinico
en todos era agudo o sobreagudo y la resolucion
endoscopica fue exitosa en todos los casos.

Todos eran de corta edad menores 6 meses.
Los cuerpos extranos estaban instalados en la
bifurcacion de la traquea en dos casos y uno en
el bronquio izquierdo.

El paciente que presentaba el cuerpo ex-
trafio en bronquio izquierdo presentaba ademas
vomitos, anorexia, insomnio, e inquietud como
sintomas agregados, los vomitos hicieron sospe-
char durante 72 h a los clinicos de que se trataba
de un cuerpo extrano esofagico.

Dos de los pacientes con cuerpo extrafo
alojado en traquea toracica presentaban hi-
pertermia, en uno de los casos de los casos fue
interpretado debido a la resefla como posible
enfermedad infecciosa (moquillo).

Obstruccion de las vias aéreas inferiores

De acuerdo a la informacion reportada en la
bibliografia sobre el tema y a nuestra casuistica
podemos inferir que existen dos cuadros clinicos
dependiendo de la edad, el tipo de paciente, el tiem-
po en el que el mismo es remitido a la consulta.

También podemos decir que cuanto mas
rapida sea la consulta y realizado el diagnostico
definitivo las posibilidades de extraccién endos-
copica son mas altas (casos agudos).
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Resumen: El Mycoplasma suis es un microorganismo epicelular no cultivable, sensible a las
tetraciclinas y que se adhiere a la superficie del eritrocito causando deformacién y lisis celular.
En el cerdo produce cuadros agudos con anemia hemolitica inmunomediada, hipoglucemia y
acidosis. En los cuadros crénicos, se consigna anemia moderada, baja tasa de crecimiento,
infertilidad e inmunodepresioén. El ciclo de vida del M. suis hace necesaria la presencia de
eritrocitos ya que presenta mecanismos de adhesion y replicacién mediante proteinas a la
superficie, los cuales atin no son bien conocidos. El diagnéstico de la infeccién se realiza a
través de la signologia clinica y la observaciéon de M. suis en frotis sanguineos. Sin embargo
en la actualidad, el método mds sensible y especifico es la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa en tiempo real (real time PCR).
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Mycoplasma suis INFECTION IN PIGS.
A REVIEW OF THE LITERATURE

Abstract: Mycoplasma suis is a microorganism epi-cellular not cultivable, sensitive to tetracy-
cline, which adheres and deform the surface of erythrocyte causing cell lysis. Acute infections
in pigs are clinically marked by a life-threatening acute immune hemolytic anemia, hypogly-
cemia and acidosis. Chronic course is characterized by anemia, poor growth, infertility and
immunosuppression. Erythrocytes are necessary for their cycle of life in which adherence and
replication mechanisms through surface proteins are yet not well known. Diagnosis of M. suis
are due by clinical signs and special stains on blood smears. Currently the more sensitive
and specific method is real-time PCR technique.
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INTRODUCCION

El Mycoplasma suis es un patégeno hemo-
trofico de los porcinos, de vida extracelular, que
se adhiere a la pared de los eritrocitos causando
su deformacion y lisis. Es el agente etiolégico de
la entidad antiguamente denominada Eperitrho-
zoonosis porcina, actualmente corresponderia
llamarse Hemoplasmosis porcina. Esta infeccion
es de distribucion mundial y causa pérdidas e co-
noémicas en la producciéon porcina, no estimadas
en nuestro pais (1).

Su presentacion clinica puede ser
aguda o cronica. La primera se manifiesta
principalmente en lechones y se caracteriza
por anemia, ictericia y fiebre con baja morbi-
lidad y alta mortalidad (2, 3, 4). La segunda,
es subclinica pudiendo presentar moderada
ictericia y anemia en los recién nacidos, re-
tardo en el crecimiento en los animales en
engorde (5) y baja performance. Asi como una
mayor predisposicion a infecciones entéricas
y respiratorias, probablemente debido a la
supresion de las funciones de los linfocitos
T(3,5,6,7,8,9).

En reproductores esta asociada a fallas
reproductivas tales como ciclos irregulares,
anestro y fallas en la concepciéon (10, 11).

Los cerdos infectados pueden o no
transformarse en portadores crénicos de
acuerdo al grado de la respuesta inmune o
los resultados del tratamiento con antibio-
ticos. (12, 13)

Historia:

En 1934, en Estados Unidos se describie-
ron, casos de ictericia y anemia en cerdos, los que
se asociaron luego, en 1950, con un agente que
fue caracterizado como una rickettsia a la que se
denominé Eperythrozoon suis. (14, 15) Smith y
col., en 1977 (16) estudiaron 10.000 sueros porci-
nos y encontraron que el 20% eran seropositivos
a esta enfermedad por medio de la técnica de
hemoaglutinaciéon indirecta. (IHA) En la década
de los 90, estudios moleculares realizados con las
especies de los géneros Eperytrhozoony Haemo-
bartonella sugirieron que éstas abandonaran su
clasificacién como rickettsias y pasaran a formar
parte de la clase Mollicutes. (17) Asi M suisy el
resto de especies transferidas fueron agrupados
en el genero Mycoplasma dentro del grupo de los
hemoplasmas (15, 16).

En los ultimos anos, en Estados Unidos
con el desarrollo de la técnica de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), fueron evaluados
60 sueros porcinos, obteniendo como resultado
un 29 % de positivos al microorganismo (18).

En el afio 2007 Hoelzle y col., en Alemania
estudiaron la patobiologia y la inmunologia de
los hemoplasmas y el uso de la técnica de la PCR

Mycoplasma en cerdos

para el diagnéstico de M. suis. (19, 20) Ademas
evaluaron la importancia de la técnica de PCR de
tiempo real para el diagnostico de M. suis princi-
palmente en animales asintomaticos. Se trabajo
con el gen msg1 especifico de M. suis encontrando
una sensibilidad del 100% y una especificidad del
96,7%. En el 2008 evaluaron la prevalencia de
M. suis mediante técnicas de PCR de tiempo real
y la observacién de frotis sanguineos con tincién
de naranja de acridina, encontrando una mayor
sensibilidad con la técnica de PCR. (21, 22)

En la Republica Argentina, el primer
hallazgo fue comunicado por Kloster y col., en
1985. (4) En 1986 Anzianiy col., (6) identificaron
el microorganismo a partir de un animal prove-
niente de la Provincia de Santa Fé con diagnoéstico
presuntivo de neumonia. En 1999, Machuca y
col., (23) describieron un brote de eperitrozoo-
nosis en la provincia de Buenos Aires en cerdos
criados en forma semi-intensiva. El mismo se ca-
racterizo por retraso en el crecimiento y aumento
en la mortandad en las categorias de desarrollo
y terminacion, observandose M. suis en frotis
sanguineos de otras categorias como madres y le-
chones. En el ano 2002 nuestro grupo de trabajo
evalto seis establecimientos de ciclo completo en
confinamiento localizados en la Pcia. de Buenos
Aires, para diagnosticar mediante estudios he-
matolégicos la presencia de M. suis. De las seis
granjas estudiadas, cinco fueron negativas a la
observacion de M. suis en los extendidos de san-
gre. Mientras que en la granja positiva el 100%
de las hembras muestreadas que representaba el
33% del plantel reproductor, si bien los valores
hematolégicos fueron normales, se observo M.
suis en los frotis sanguineos. Del analisis de los
registros reproductivos se constato que el 50% de
las hembras presentaban repeticion de celos (re-
gulares e irregulares) asi como estro postdestete
irregular, habiéndose descartado, por estudios
complementarios otras causas infecciosas y/o
de manejo.

En todos los frotis de sangre de los
lechones recién nacidos hasta 21 dias de vida
provenientes de las madres positivas también
se identifico el microorganismo. Ademas se ob-
servaron alteraciones en los eritrocitos como:
anisocitosis, poiquilocitosis, policromasia, cor-
pusculos de Howell-Jolly y eritroblastos, lo que
fue indicativo de una anemia regenerativa. Por lo
tanto se confirmé la transmisién del microorga-
nismo por via transplacentaria, descartando las
otras vias de transmisién mediante el estudio de
los registros de manejo de la granja.

En el afio 2004 trabajamos con muestras
provenientes de granjas dentro de la Pcia de Bue-
nos Aires, con lechones de 87 dias de edad con
peso promedio de 24 kg que presentaban retraso
en el crecimiento y mucosas palidas. A través de
estudios hematolégicos se diagnéstico anemia
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regenerativa por M. suis, la cual se asoci6 a la
presentacion clinica del sindrome multisistémico
de adelgazamiento postdestete (SMAP), una de
las entidades asociadas a la infeccién por circo-
virus porcino tipo 2 (PCVAD, porcine circovirus
associated diseases) (24, 25).

En el afio 2004, Pereyra y col., (25) eva-
luaron por la técnica de PCR, 285 muestras de
sangre, provenientes de las provincias de Santa
Fe, Cordoba y Buenos Aires y los resultados ob-
tenidos fueron que el 65 % eran positivos a M.
suis, con una distribucién del 56,4 %, 70,8 % y
83,6 % respectivamente.

En el afio 2006 (26) trabajamos en una
granja de produccion intensiva que tenia bajo
peso al destete (21 dias), en animales cuyo peso
al nacimiento era normal (1,49kg) y con un in-
dice de mortalidad en maternidad normal (2%).
En la misma se hicieron estudios hematologicos
donde se diagnostico M. suis y anemia microci-
tica e hipocromica probablemente relacionada
con deficiencia de hierro. Ambas fueron toma-
das como causa de pérdida de peso en lechones
lactantes. En ese mismo ano, Pereyra y col, (25)
describieron casos clinicos en donde se encontr6
una interaccién entre M. suisy circovirus porcino
tipo 2 (PCV-2).

ETIOLOGIA

Los micoplasmas fueron separados de la
Clase Schizomycetes en el afio 1967 y ubicados en
una nueva categoria, la Clase Mollicutes, nombre
que hace referencia a sus caracteristicas morfo-
légicas (molli: blando; cutes: piel).

Segun la ultima actualizacion del “Subcomi-
té de Taxonomia de los Mollicutes” (2003), esta cla-
se se divide en 4 6rdenes, 7 familias y 8 géneros,
con un total, hasta el presente, de 190 especies
clasificadas y unas 24 aun sin clasificar. Dentro
de la Clase Mollicutes sé6lo las especies de las
familias Mycoplamataceaey Acholeplasmataceae
tienen importancia en Medicina Veterinaria.

La primera familia se divide, a su vez,
en dos géneros, Mycoplasma con tropismo
por el colesterol y en la que se encuentran las
principales especies patogenas y Ureaplas-
ma caracterizado por hidrolizar la urea y en
la cual se conocen 7 especies de humanos,
bovinos, gatos y aves de corral (27, 28).

El M. suis, antiguamente denominado
Eperythrozoon suis, fue clasificado original-
mente en la familia Anaplasmataceae (27),
con los avances de la biologia molecular, a
través del estudio de las secuencias del gen
del ARNr 16S (13, 18, 29, 30) fue reclasifica-
do dentro de la familia Mycoplasmataceae.

El M. suis hoy se incluye en el género Myco-
plasma, junto con otras bacterias hemotroéficas,

en el grupo de los hemoplasmas. Esta bacteria es
un microorganismo pleomoérfico debido a la falta
de pared celular rigida, no cultivable y epicelular
obligado. (16, 19, 30, 31) Se describié6 como un
microorganismo de redondo a oval con un largo
total de hasta 600 nm y un diametro de 375 a 500
nm. Estas variaciones de forma y tamano estan
relacionadas con el ciclo vital de M. suisya que se
demostraron tres diferentes estados morfologicos.
Los organismos inmaduros son ovales a redondos
y se denominan formas cocoides cuando el micro-
organismo evoluciona hacia una forma juvenil se
elonga y se define como forma discoide. Cuando
alcanza la forma madura el centro se comprime
y se observa como una forma anular. A medida
que evoluciona, el ADN va pasando de una po-
sicién central a una periférica (15). Se observa
adherido a la superficie de los eritrocitos porcinos
en frotis sanguineos coloreados con la tincion de
May Grundwall-Giemsa (32) o con la tincién de
naranja de acridina.

Mediante un screening genémico del M.
suis se ha logrado identificar y caracterizar dos
proteinas con caracteristicas de proteinas de
choque térmico, dos proteinas con caracteris-
ticas de enzimas glucoliticas, una helicasa del
ARN y una proteina similar a la actina. Dentro
de las proteinas de choque térmico se encuen-
tra la proteina antigénica HspAl. El gen de M.
suis denominado Al de un tamano de 1830 pb,
que codifica para esta proteina de 67 KDa. Por
técnicas de inmunomarcacién con microscopia
electronica e immunobloting se observé que dicha
proteina es accesible a los anticuerpos porque
se encuentra en la superficie del M. suis. Esta
proteina presenta actividad de ATPasa a través
de la proteina HspAl recombinante (RHspA1l)
obtenida en Escherichia coli (21)

Se encuentra también la proteina de mem-
brana de M. suis, MSG1, con caracteristicas
similares a un gliceraldehido 3-deshidrogenasa
(GAPDH). Esta proteina presenta la funcion de
adherir el M. suis a la membrana de los eritroci-
tos. La MSG1 es la primera proteina adhesiva con
funcion putativa en el grupo de los hemoplasmas.
Esta proteina ayudo a poner a punto la técnica
de PCR de tiempo real (21).

PATOGENIA

Después de una infeccion experi-
mental se produce un periodo de latencia
variable, que dura aproximadamente 1 a 3
semanas, seguido de un periodo de parasi-
temia intensa. En las infecciones masivas se
produce la fagocitosis del M. suis, adherido
a la membrana del eritrocito, lo que lleva
a una anemia hemolitica inmunomediada
por crioaglutininas o asociada con éstas. Se
producen asi autoanticuerpos que se unen a
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los eritrocitos de los cerdos infectados. Se ha
propuesto que el parasito altera la membrana
eritrocitaria causando la exposicion a nuevos
determinantes antigénicos y estimulando
el desarrollo de anticuerpos antieritrocita-
rios. La infeccion aguda va acompanada de
acidosis e hipoglucemia (33, 34, 35, 36). La
disminucién de glucosa en sangre esta aso-
ciada con el metabolismo de M. suis (14, 17,
37, 38, 39).

El periodo de parasitemia intensa dura
S a 10 dias; después, los microorganismos
visibles en la sangre son mucho menos
abundantes y aparece la anemia. La grave-
dad y duracion de la anemia son variables
en los distintos animales, aunque general-
mente esta ultima es de 1 a 2 meses. Tras
la recuperacion se pueden producir nuevos
ciclos de parasitemia y anemia, con menor
gravedad. Probablemente, una vez que el
animal adquiere la infeccion queda infectado
de por vida.

Hasta ahora no se conoce bien su pa-
togenia en la infeccion natural, debido a que
este microorganismo aun no se ha podido
cultivar in vitro y se mantiene por pasaje en
cerdos persistiendo durante anos sin pro-
vocar manifestacion clinica. Aparentemente
es el bazo el que realiza el secuestro de los
eritrocitos infectados, clarificando el torrente
circulatorio. En diversos estudios se ha suge-
rido que la infeccion subclinica es frecuente
y que el desarrollo de la enfermedad clinica,
requiere la presencia de algiin otro factor
debilitante (esplenectomia, situaciones de es-
trés por liberacion de corticoides endogenos),
que ocasione la presencia de bacteriemia con
signologia clinica (40). Ademas puede estar
asociado a infecciones virales como el sindro-
me respiratorio y reproductor porcino (SRRP)
y la gripe del cerdo. Estas entidades parecen
predisponer a la aparicion de la enfermedad
en la especie porcina. (7)

Se ha demostrado que los artropodos
hematofagos (ej: Haematophinus suis), y las
agujas e instrumental contaminados con
sangre transmiten la enfermedad en los
cerdos. (35) La transmision transplacentaria
también constituye una via importante en
los cerdos. (23, 24, 33, 41).

SIGNOLOGIA

La anemia en los cerdos recién nacidos
acompanada de un bajo indice de viabilidad en
la camada y de la afectacién de varias camadas

Mycoplasma en cerdos

en una misma granja de produccién intensiva
constituye otra manifestacién clinica (3, 8). Los
lechones enfermos estan palidos y presentan le-
targo; dentro de una camada afectada se observa
una gran variabilidad en el peso de los recién
nacidos.

La anemia aumenta su gravedad entre el
nacimiento y el destete. Los cerdos presentan
palidez cutanea, intolerancia al ejercicio y una
variacion considerable en el peso que alcanzan
cuando tiene lugar el destete.

Si bien histéricamente la enfermedad se
consideré una icteroanemia aguda y febril de los
cerdos de engorde (42), mas recientemente se am-
pli6 el rango de edades afectadas y actualmente
se reconocen cuatro sindromes:

-Anemia crénica y fallas reproductivas
en cerdas, caracterizadas por celos irregulares,
muerte embrionaria, abortos y muerte perinatal.
Pirexia, anorexia, depresion, disminuciéon en
la produccién de leche e inadecuada conducta
maternal asociada con el estrés del post-parto
(39, 42, 43).

-Anemia, ictericia y debilidad en lechones
recién nacidos con una susceptibilidad aumen-
tada a enfermedades respiratorias y digestivas
(19,35).

-Inadecuada conversion del alimento en las
etapas de recria y terminacion. (19, 23, 43, 44)

-Anemia, ictericia, debilidad, dificultad
respiratoria y muerte en cerdos de recria y ter-
minacion (9, 19, 23, 35, 36, 45).

Aunque M. suis estd ampliamente dis-
tribuido en la poblaciéon porcina, deben estar
presentes ciertos factores de estrés para que se
desencadene el cuadro clinico. Se considera que
existe asociacion entre la manifestacion clinica
por hemoplasmas y la existencia de enfermeda-
des virales, neoplasicas e inmunomediadas. (19,
35, 36).

Recientemente en la Argentina se ha rela-
cionado el M. suis con el sindrome multisistémico
de adelgazamiento postdestete (SMAP) (25, 33).

DIAGNOSTICO

El diagnéstico de la entidad se realiza so-
bre la base del cuadro epidemiolégico, los signos
clinicos, los estudios anatomopatolégicos, hema-
tolégicos y serolégicos. Dentro de los estudios he-
matolégicos se incluye el hemograma que consta
de los siguientes parametros: hematocrito, dosaje
de hemoglobina, recuento de glébulos blancos,
recuento de glébulos rojos y frotis sanguineo te-
nido con la coloracién de May-Grunwald-Giemsa
y/o Naranja de Acridina, para la observacién del
microorganismo y confirmacién de la anemia.

Los estudios serologicos utilizados en el afio
1975 (14) como la técnica de Hemaglutinacion
Indirecta (IHA), si bien con ella, se han obtenido
titulos de anticuerpos solo persisten durante 2 a
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3 meses dando en muchos casos falsos negativos
(14, 40).

Hubo muchos intentos por validar técnicas
serolégicas para la deteccién de anticuerpos es-
pecificos contra M. suis sin éxito.

En el ano 1999 Messick y col., desarro-
llaron la técnica de la reaccién en cadena de la
polimerasa para la deteccion de M. suis. Con esta
metodologia se pueden producir en el laboratorio
multiples copias de un fragmento de ADN espe-
cifico, incluso en presencia de millones de otras
moléculas de ADN. Se basa en la actividad de la
enzima ADN polimerasa que es capaz de fabricar
una cadena de ADN complementaria a otra ya
existente (29).

La clave en la PCR cuantitativa es la posibi-
lidad de detectar en tiempo real la amplificacion
de nuestro genoma de interés. La cuantificacion
de la fluorescencia emitida durante cada ciclo de
la PCR sera proporcional a la cantidad de ADN
que se esta amplificando. En general para que
sea valida esta técnica requiere realizar en para-
lelo una curva patrén en las mismas condiciones
para conocer la cantidad total de ADN que se esta
amplificando.

Actualmente el método de eleccion para el
diagnéstico de M. suis por su alta especificidad,
sensibilidad y reproducibilidad es la técnica de
PCR en tiempo real, debido a que permite tam-
bién la cuantificacion del microorganismo (46,
47). La desventaja de estas técnicas en nuestro
pais es su alto costo para ser utilizadas en forma
rutinaria.

En la actualidad, en la Argentina se esta
desarrollando y evaluando una prueba de inmu-
nofluorescencia indirecta para detectar la infec-
cién en granjas con el objetivo final de estudiar el
impacto real del M. suis en la produccioén porcina
en nuestro pais (48).

PROFILAXIS

Debido a que la transmisién de esta enfer-
medad es a través de artrépodos hematédfagos
como Haematophinus suis, de instrumental
contaminado con sangre de animales enfermos
(agujas, bisturis), son necesarias las siguientes
medidas de profilaxis y soporte, que se deberian
incluir:

-Control de parasitos externos.

-Higiene del establecimiento.

-Uso de material descartable e instrumental
estéril por cada animal en cualquier técnica de
manejo utilizada en la granja.

-Incorporacion al plantel de animales libres
de M. suis evaluados por la técnica de PCR.

-Realizar controles hematolégicos periodi-
cos (35, 44, 49).

TRATAMIENTO

Los tratamientos de los casos clinicos se
basan en la aplicacién de oxitetraciclina a dosis
simple LD 25 mg, hierro dextrano lcc y glucosa
(21). Estos son efectivos para reducir el nivel de
infeccion y sus efectos, si bien los cerdos afecta-
dos se transforman en portadores (48).

Se aconseja la aplicacion de oxitetraciclina
inyectable en aquellos animales que presenten
signos como: debilidad, palidez, disnea y su
administracién en la racién para el resto de los
animales (50).

DISCUSION

Si bien el diagnostico de Mycoplasma
suis mediante la observacion de frotis san-
guineos con la coloracion de May Griinwald-
Giemsa es de gran utilidad para identificar
el microorganismo, por su bajo costo y facil
aplicacion, existe limitaciones cuando se
presenta la forma subclinica o cronica de la
enfermedad, solo se detecta el microorga-
nismo en sangre cuando hay sintomatologia
clinica.

Nuestro grupo de trabajo esta compa-
rando la sensibilidad para detectar Mycoplas-
ma suis mediante la observacion de un frotis
sanguineo con la coloracion de Naranja de
Acridina (22, 51) ya que también es de bajo
costo y de facil procesamiento.

Por ultimo esta revision sugiere el
desarrollo y adaptacion de la PCR para la
deteccion de M. suis en nuestro pais. Seria
de gran utilidad para conocer la prevalencia
en granjas porcinas intensivas como exten-
sivas y su relacion con otras enfermedades
para evitar las pérdidas econdémicas en la
produccion porcina producidas por esta en-
fermedad.

Actualmente estamos elaborando un
protocolo de extraccion de ADN de M. suis
para poder trabajar con la técnica de PCR ya
que si bien es mas costosa, se puede detectar
el microorganismo en animales subclinicos e
implementar esta técnica en toda renovacion
del plantel en la granja (52).
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RESUMEN: Las enfermedades causadas por priones son un grupo de enfermedades neuro-
degenerativas, producidas por el metabolismo aberrante de una proteina, que afectan tanto
a los animales como a la especie humana. Presentan un prolongado periodo de incubacioén,
alta transmisibilidad y una evolucién clinica fatal y careceden de tratamiento. Se ha utiliza-
do el término de prionpatias para denominarlas y debido a la espongiosis que producen en
el sistema nervioso también se les conoce con el nombre de encefalopatias espongiformes
subagudas. En este trabajo se brinda un recorrido a través de la historia de los priones, las
enfermedades por ellos inducidas y las diferentes teorias que intentan explicar la etiologia
de estas patologias.
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I. Pena

INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por priones
son un grupo de enfermedades neurodegenera-
tivas, que afectan tanto a los animales como a la
especie humana (1, 2). Presentan un prolongado
periodo de incubacion, alta transmisibilidad y
evolucion clinica fatal. Se ha utilizado el término
de prionpatias para nombrarlas y debido a la
espongiosis que producen en el sistema nervioso
también se les conoce con el nombre de encefa-
lopatias espongiformes subagudas (3, 4).

El término “prion” deriva de “proteinaceous
infectious particle”, término propuesto por Stan-
ley B. Prusiner (5). Los priones estan compuestos
principalmente o en su totalidad por una isoforma
anormal de una proteina celular normal. Esta
proteina prionica celular o PrPc (6) esta presente
en distintos tejidos, como fibras musculares y
linfocitos, pero es particularmente abundante
en el tejido nervioso. En los sujetos enfermos se
observa la presencia de una isoforma anormal,
llamada “scrapie prion protein” o proteina prion
tipo scrapie (PrPsc). Esta proteina anormal pro-
viene de la modificacion de la proteina normal o
PrPc. Ambas proteinas difieren en su estructura
espacial. La forma patégena (PrPsc), a diferencia
de la normal (PrPc), presenta gran proporcion
de laminas beta con respecto a las hélices alfa,
relacion que esta invertida en la forma normal
PrPc (7).

Ambas isoformas también presentan dife-
rencias en su resistencia al ataque por las enzi-
mas digestivas; mientras la PrPc es digerida, la
PrPsc no se ve afectada por los jugos digestivos.

De acuerdo con la hipétesis del prion, la in-
feccién comienza con la ingestion o la inoculacion
de la isoforma aberrante, PrP*, la cual promueve
la conversion de la proteina normal, PrPc, en pro-
teina anormal PrPsc. La recién formada proteina
anormal produce la conversiéon de mas proteina
normal en la isoforma aberrante, disparando una
reaccién en cadena con acumulaciéon de PrPsc.
Asi la caracteristica principal de este trastorno es
el resultado del acimulo progresivo de la PrPsc
insoluble en forma de placas amiloides extrace-
lulares durante la evolucion de la enfermedad (8,
9). Para una mejor comprensién de la biologia
de los priones es necesario tener en cuenta dos
conceptos importantes: la de barrera de especies
y la existencia de multiples cepas.

El concepto de barrera de especies es defi-
nido basicamente por la prolongacién del periodo
de incubacién cuando el prion es inoculado por
primera vez en un nuevo hospedador. La expli-
cacion de este fenomeno parece residir en las
diferencias moleculares entre la proteina inocu-
lada y la proteina normal del nuevo hospedador.
Al principio los priones inoculados reflejan la
secuencia del gen de la PrP del huésped y no la
de la PrPsc del in6culo del donante. En los pases

subsiguientes, en el hospedador homélogo, el
tiempo de incubacion se acorta hasta un limite
estocastico, determinado por la nueva especie,
periodo que se mantiene constante en los pases
siguientes. El mejor ejemplo de este fenomeno se
obtuvo cuando al inocular ratones transgénicos
expresando el gen de la PrPc del hamster con
una cepa de PrPsc pasada previamente en hams-
ter (PrPscHa) se observo una disminucion en el
tiempo de incubacion, comparado con el tiempo
de incubacioén de ratones no transgénicos inocu-
lados con la misma cepa PrPsc de hamster.

En el transcurso de los experimentos con
animales transgénicos se observo una respuesta
dosis dependiente en relacion con el desarrollo de
la enfermedad, asi ratones que portaban mas de
una copia para el gen de la PrP del hamster mos-
traban un incremento de los sintomas y lesiones
asociados con la enfermedad prionica, y una re-
duccion en el tiempo de incubacién, inversamente
proporcional al namero de copias del gen. Este
hallazgo demostraba que la presencia del gen que
codifica para PrPes esencial para la presentacion
de esta alteracion, y que la concentraciéon de la
PrPc que sirve de base para la transformaciéon y
acumulacién de PrPsc juega un rol determinante
en el curso de la enfermedad.

El concepto de la existencia de multiples
cepas propone que a pesar de tratarse de agentes
infecciosos exclusivamente, o al menos mayorita-
riamente, proteicos, existe diversidad de cepas,
caracterizadas por su periodo de incubacién y
las lesiones histopatologicas que generan. En
este caso la explicacion esta basada en la estruc-
tura terciaria de las PrPsc, donde los patrones
de glicosilacion y los diferentes sitios de clivaje
proteolitico, por ejemplo, muestran suficiente
variabilidad para sostener la hipétesis (10).

La sintomatologia clinica en general in-
cluye alteraciones nerviosas, incoordinacién
motora, ataxia, cambios de comportamiento, y,
en el hombre, alteraciones mentales seguidas de
demencia, insomnio, paraplejias, y parestesias.
Una vez aparecidos los primeros sintomas, el
desenlace fatal de la enfermedad ocurre en unos
pocos meses.

La tipica imagen histopatolégica muestra
astrogliosis y vacuolizacion o espongiosis del
citoplasma de las neuronas, en ocasiones acom-
panadas por la formacién de depésitos amiloides
en las formas lentas. En 1980 se establecié que
el elemento caracteristico de todas estas enferme-
dades es la acumulacion de una isoforma anor-
mal de la proteina prionica en el tejido nervioso
de los sujetos enfermos, tanto animales como
humanos (2).

Si bien muchas de estas dolencias se con-
sideraron en un principio como enfermedades
degenerativas, su condicion de transmisibilidad
ha sido probada, hecho que las enmarca dentro
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del grupo de las enfermedades infecciosas. Ade-
mas de su caracter de enfermedad transmisible,
es importante mencionar que se pueden presen-
tar de forma esporadica, comprendiendo tanto
la transmisiéon horizontal (individuo-individuo)
como vertical (madre-hijo), de forma hereditaria,
y existe una predisposicion genética. También se
ha comprobado el contagio de manera iatrogénica
2,11, 12).

Las enfermedades priénicas humanas
incluyen el kuru, la enfermedad de Creutzfel-
dt-Jakob esporadica (sCJD), la ECJ familiar
(fCJD), la ECJ iatrogénica (iCJD), la enfermedad
de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), el
sindrome de Alpers, el Insomnio familiar fatal
(FFI), y, mas recientemente, la nueva variante
de la ECJ (nvECJ o vCJD) (2, 12). Ademas se
han reconocido enfermedades relacionadas con
priones en varias especies animales. El Scrapie
o tembladera es una enfermedad que ocurre na-
turalmente en ovejas y cabras caracterizada por
un intenso prurito que lleva a que los animales
afectados se rasquen intensamente, conducta
de la que toma nombre la enfermedad. Otras
enfermedades pridnicas en animales incluyen
la encefalopatia transmisible de visén (TME), la
enfermedad de desgaste cronico (ECD/CWD) de
mulas, ciervos y alces, la encefalopatia espongi-
forme felina (FSE), la encefalopatia espongiforme
bovina (EEB o BSE por su sigla en inglés), y las
encefalopatias espongiformes en el nyala, el cier-
vo eland, el oryx de Arabia y el kudu, englobadas
bajo la denominacion de encefalopatias espon-
giformes de ungulados exéticos. Estas ultimas
son de aparicion mas reciente. La encefalopatia
espongiforme bovina es la de mayor publicidad
al demostrarse su transmisién al hombre como
vCJD (2, 13, 14,15, 16, 17).

Se presume que la mayoria de estas enfer-
medades son resultado de la ingestiéon de subpro-
ductos animales contaminados con la tembladera
ovina, aunque la CWD parece ser una enfermedad
de origen natural de América del Norte (13).

Hasta el momento no existe tratamiento
alguno para estas enfermedades, el manejo de
los pacientes es s6lo sintomatico y de soporte.
En el plano farmacolégico se estan experimen-
tando algunas drogas, hasta ahora sin resultados
concluyentes.

El diagnéstico de las EETs en humanos se
basa en la historia clinica y los hallazgos EEG
tipicos (complejos periédicos de alto voltaje y
ondas lentas, sobre un fondo de ondas lentas
pobremente organizadas). También se encontr6
atrofia cerebral mediante el estudio de imagenes
(TAC / RNM). Dentro de los métodos diagnésticos
puede ser ttil el inmunoanalisis del liquido cefa-
lorraquideo buscando PrPsc. Las caracteristicas
patologicas tipicas son fundamentales para el
diagnéstico, pero para ello se requiere la biopsia

Priones

cerebral. La inoculaciéon de muestras del SNC a
monos es un método diagnostico que requiere
mucho tiempo y es laborioso.

Recientemente, se ha demostrado que en
pacientes con demencia y sin padecimientos
agudos del SNC, la deteccion, por radioinmu-
noanalisis de la proteina 14-3-3 en el liquido
cefalorraquideo apoya fuertemente el diagnéstico
de la CJD (18). De la misma manera, la deteccion
por electroforesis bidimensional en gel de dos
proteinas, la p130/ 131 permite favorecer el diag-
nostico de la CIJD cuando se suma su deteccion
a los criterios clinicos aceptados (19).

Como no existe tratamiento efectivo alguno,
y ante el potencial riesgo zoonético de la EEB/
BSE, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
ha disenado las recomendaciones de prevencion
y control para la misma (20).

Puede decirse que las enfermedades prioni-
cas constituyen el nuevo paradigma en la nosolo-
gia neurolégica. Si bien hasta ahora su incidencia
es baja, su caracter transmisible plantea nuevos
problemas de salud publica (3, 21, 22).

HISTORIA DE PRIONES Y
ENCEFALOPATIAS ESPONGIFORMES
TRANSMISIBLES

Los primeros registros escritos fiables sobre
EET datan del siglo XVIII, en ellos se describe
el temblor del cordero, conocido también como
prurito lumbar ovino, scrapie en Inglaterra,
traberkrankheit des Schafes en Alemania, o la
tremblante du mouton en Francia (2, 23).

El scrapie fue reconocido formalmente en
Inglaterra en 1732. La enfermedad, que afecta
a ovejas y cabras, se caracteriza por una ataxia
crénica progresiva que llega al punto de impedir
a los animales sostenerse en pié, se manifiesta
con prurito intenso, pérdida de coordinacion de
movimientos, y cambios en el comportamiento, y
es invariablemente fatal (10, 24, 25, 26).

Recién en 1936 se obtuvo la primera evi-
dencia de que esta enfermedad era producida
por un agente infeccioso, cuando J. Cuillé y P.
Chelle probaron su transmisibilidad al inocu-
lar intraocularmente primero, y luego también
por vias intracerebral, oral, subcutanea, intra-
muscular e intravenosa, extractos de cerebro y
homogeneizados de médula espinal de animales
enfermos a ovejas sanas, las que desarrollaban
la enfermedad. No obstante, desde que se tiene
conocimiento de su existencia no hay evidencias
de su transmision al hombre por consumo de
productos de ovino, por lo que su importancia
era considerada sé6lo de indole econémica y no
médico-sanitaria (10, 27, 28).

Estos veterinarios franceses habian des-
montado asi las teorias que consideraban al scra-
pie como una enfermedad muscular, y proponian
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tres conclusiones fundamentales: el temblor de la
oveja es una enfermedad infecciosa e inoculable,
el agente etiolégico esta presente en los centros
nerviosos (médula y cerebro) y el periodo de
incubacién es largo, entre 14 y 22 meses. Poco
a poco se estaba construyendo una estructura
cientifica novedosa, de la que todavia hoy nos
estamos beneficiando (29).

Al comienzo de los afios veinte los autores
alemanes Creutzfeldt y Jakob, a quienes se atri-
buye la paternidad de las primeras descripciones
de encefalopatias espongiformes publicaron la
descripcién de algunos pacientes con sindromes
neurolégicos complejos, de evolucion rapida y
que aparentemente no correspondian a ninguna
entidad de las conocidas hasta ese momento.
Estos casos han sido revisados posteriormente
por diversos investigadores

En 1920 Hans Gerhard Creutzfeldt publico
el caso de una mujer nacida en 1890 y que falle-
ci6 en 1913 tras una compleja enfermedad del
sistema nervioso, cuya duracién probablemente
fue de un afio y medio. Si bien la existencia de
antecedentes de enfermedad neuropsiquiatrica
ha planteado alguna duda acerca de si realmente
el proceso final pudo ser el tltimo episodio de una
enfermedad mas larga, sumado a la existencia
de trastorno mental en dos hermanas mayores,
ha sugerido a algunos autores la posibilidad de
un factor genético o familiar. La paciente sufri6
deterioro mental progresivo con alteracién de
la conducta y delirio, trastorno motor incapaci-
tante, mioclonias faciales y braquiales y crisis
epilépticas. La autopsia revelé una degeneracion
extensa pero parcheada de la sustancia gris, con
alteraciones neuronales difusas y astrogliosis.
Kirschbaum, acepta que el caso de Creutzfeldt
pudiera guardar relacién con alguno de los pu-
blicados por Jakob (30) Richardson en 1977 y
Masters y Gajdusek (31, 32) consideraron que
el caso descrito por Creutzfeldt podia probable-
mente ser excluido del catalogo de encefalopatias
espongiformes subagudas, sobre la base de los
datos clinicos y anatomopatolégicos aportados
en la descripcion original, aunque no arribaron
a un diagnéstico alternativo concreto.

Por su parte, Adolf Jakob publicé cuatro
casos en 1921 y un quinto en 1923, incluido
en un capitulo de una monografia sobre enfer-
medades extrapiramidales editado por Foerster
y Wilmanns (30, 31, 32). Entre los sintomas
menciona trastorno mental, vértigo y ataxia, di-
sartria y mioclonias, con un progresivo deterioro
neurologico y motor global. Masters y Gajdusek
tuvieron la oportunidad de revisar en el Depar-
tamento de Neuropatologia de la Universidad de
Hamburgo las preparaciones originales, excepto
las del caso cuarto, perdidas. Estos cinco casos
fueron asimismo analizados por Kirschbaum (30).
Con criterios actuales, tan sélo los casos tercero

y quinto de Jakob se consideran ejemplos de
encefalopatia espongiforme. De hecho, para Mas-
ters y Gajdusek, el quinto caso de Jakob, seria
el primer caso de “encefalopatia espongiforme
transmisible” de la literatura.

En su revisién de las preparaciones ori-
ginales, que incluy6 la retincién con eosina,
Masters y Gajdusek comprobaron la presencia
de una extensa vacuolizaciéon del neuropilo en
la corteza cerebral y en la capa molecular del
cerebelo, caracteristica de las encefalopatias
espongiformes. En su descripcién anatomopato-
légica el propio Jakob mencionaba la existencia
de degeneracién vacuolar en el cortex cerebral,
junto a proliferacién astrocitica y degeneraciéon
neuronal (28, 29).

A partir de esas descripciones iniciales, fue-
ron apareciendo otros casos procedentes en los
primeros afnos del mismo laboratorio de Jakob.

En 1929, Heidenhain describio en dos
pacientes un cuadro de demencia rapidamente
progresiva en el que la pérdida de vision, de origen
cortical, habia ocupado un primer plano. En esta
variante de Heidenhain las lesiones espongiéticas
predominaban en los lébulos occipitales. Una va-
riedad de enfermedad de Creutzfeldt-Jakob mas
frecuente es la descrita en 1965 por Brownell y
Oppenheimer en cuatro pacientes en los que la
enfermedad comenz6 por una ataxia cerebelosa
progresiva (28, 29).

En 1928, se describi6é el Sindrome de
Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), que
posee aspectos coincidentes con el CJ pero con
una mayor incidencia en pacientes mas jovenes
(a partir de los 30 o 40 afios), con un caracter
familiar o hereditario mas marcado, y caracteri-
zado por dafos cerebelares (ataxia cerebelosa) y
demencia progresiva (22, 29).

En 1957 D. Carleton Gajdusek y Vicent
Zigas describieron el primer caso de Kuru, pala-
bra que significa temblor o escalofrio, que alude
a los temblores involuntarios que sufrian las
personas afectadas. Se trataba de un trastorno
neurolégico endémico de la etnia Fore, del distrito
de Okapa de la provincia de las Tierras Altas del
Este en Papua-Nueva Guinea y que presentaba
unos niveles de incidencia sorprendentemente
elevados, cifrados en aproximadamente un 1 %
de la poblacién total, aunque en determinados
clanes podia sobrepasar el 5 %. Los casos mas
frecuentes de esta enfermedad se daban a edades
tempranas, especialmente en mujeres menores de
40 afios y en niflos, mas que en sujetos de edad
madura o avanzada (33). El mantenimiento del
Kuru en la poblacién de los Fore con incidencias
tan altas fue la consecuencia de los rituales fu-
nerarios de los nativos, que incluia la practica
del canibalismo como prueba de respeto hacia
los difuntos en la creencia de que la sabiduria,
destreza y cualidades de estos pasaban a quienes
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ingerian sus restos. La preparacion de los cuer-
pos correspondia a las mujeres, y las visceras
internas, el cerebro incluido, eran ingeridas de
forma predominante por las mujeres y nifos, lo
que explicaba su mayor proporcion de casos. Al
cesar esta practica, ces6 también el contagio. Por
sus investigaciones y esfuerzos en el control de la
enfermedad, Gajdusek recibi6 el Premio Nobel de
Medicina y Fisiologia en 1976 (34, 35).

Se sospecha que el origen de la enfermedad
pudo estar, quiza, en la aparicion de un caso es-
poradico de CJ en un miembro de la tribu a fina-
les del siglo XIX, quien transmiti6 la enfermedad
al resto de la etnia al fallecer. Aunque al terminar
la década de 1980 se considera practicamente
desaparecida, ha proporcionado importantes
pruebas acerca de los mecanismos de transmi-
sién de las EET. El tlltimo de los casos conocidos
falleci6 en 1999 habiendo tardado alrededor de
cuarenta afios en desarrollar la enfermedad (11).
Por su sintomatologia y por las caracteristicas
patologicas de la enfermedad, el neuropatoélogo I.
Klatzo estableci6é en 1957 la primera semejanza
entre Kuru y CJ, y en 1959 William J. Hadlow
puso de manifiesto la relacién entre scrapie y
Kuru (36, 37, 38).

Estudios posteriores probaron que el agente
infectivo era capaz de contagiarse por inoculacion
intracerebral. Entre 1965y 1968 D. C. Gajdusek
demostré la transmisibilidad del Kuru al inyectar
extractos contaminados a chimpancés, que tras
un largo periodo de incubacién, de hasta 30 me-
ses, desarrollaban la enfermedad (39). De forma
casi simultanea Gibbs y colaboradores (40) conta-
giaron la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob (CJD)
a chimpancés. La demostracion de la transmisi-
bilidad de estas enfermedades se completaria en
afos posteriores con la transmisién del sindrome
de Gerstmann-Straussler-Scheinker (41).

El Insomnio Familiar Fatal (IFF), es la EET
identificada mas reciente, ha sido descrita en
Italia por Lugaresi en 1986. Se le conoce también
como demencia talamica por las caracteristicas
clinicas que presenta. La enfermedad se trans-
mite con un patrén autosémico dominante. Los
rangos etareos de los pacientes afectados van de
los 35 alos 61 anos. La enfermedad se caracteriza
por insomnio, disautonomia y por alteraciones
motoras, del estado mental y hormonales. Como
se desprende de lo anteriormente expuesto, el IFF
ataca preferentemente a los nucleos anterior y
mediodorsal del talamo. La muerte suele ocurrir
al afio (rango de 5 a 25 meses) (42, 43).

En 1974, quedé en evidencia la naturale-
za infecciosa de la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob cuando Duffy y col. comunicaron el caso
de una mujer fallecida de una enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob dos anos después de recibir un
trasplante de cornea procedente de un donante
en quien se pudo demostrar la enfermedad. En
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los afios siguientes fueron apareciendo en la lite-
ratura otros mecanismos de contagio accidental,
lo que contribuy6 a iniciar el legendario temor
frente a estas enfermedades. Posiblemente un
factor iatrogénico haya podido estar presente en
otros casos previos, contagiados a través de in-
tervenciones neuroquirdrgicas con instrumental
contaminado (44).

Anteriormente, durante 1947, se detecto
por primera vez en Estados Unidos una enferme-
dad que afectaba los visones de peleteria. Estos
animales sufrian cambios en su comportamiento,
con cuadros de excitabilidad acentuada y perdida
de coordinacién; finalmente morian, presentando
manifestaciones histolégicas semejantes al scra-
pie. Se trataba de la Encefalopatia transmisible
del vison (Transmissible Mink Encephalopathy
o TME), posteriormente descripta en los afos
“60. Por su similitud con el scrapie, hay autores
que sospechan que la causa del primer brote
pudo ser la alimentacion con restos de ovejas
enfermas. No obstante, aunque la transmisién
mediante inoculacién intracerebral fue demos-
trada, no se ha conseguido la transmision de la
enfermedad por via oral (45, 46). Sin embargo,
los ultimos brotes aparecidos a mediados de la
década de 1980, en los que parte de la alimenta-
cién suministrada a los animales enfermos tenia
productos procedentes de vacas y caballos pero
no de ovino, hicieron dudar de este origen. Pos-
teriormente se comprobaria el contagio tanto por
inyeccion intracerebral como por ingestion a par-
tir de restos de vacuno que padecia la EEB (11).
A finales de la década de 1960 se describio6 la
Enfermedad causante del debilitamiento crénico
en el ciervo salvaje (Chronic Wasting Disease o
CWD). Sus principales manifestaciones consis-
tian en un debilitamiento general, pérdida de
peso, salivacion excesiva y cambios en el compor-
tamiento. Su distribucion se limita practicamente
a Estados Unidos, afectando a diversas especies
de ciervos y al alce (47).

En 1966 Alper y otros investigadores comu-
nicaron que diversas pruebas experimentales rea-
lizadas con el fin de inactivar al agente infeccioso
del scrapie mediante la aplicacion de radiaciones
ultravioleta a dosis apropiadas para provocar la
desnaturalizacion de los acidos nucleicos, no
aportaban los resultados esperados y parecian
indicar la carencia de dichos acidos, por lo que
la naturaleza del agente en estudio podria ser
puramente proteica. En 1967 Griffith propuso
que el agente podria ser una proteina capaz de
autorreplicarse utilizando mecanismos existentes
en las células del hospedador (48, 49, 50).

Estas conclusiones fueron acogidas con
bastante escepticismo por la comunidad cienti-
fica, fundamentalmente porque contradecian el
dogma central de la biologia. Por aquellos afios
las explicaciones mas aceptadas eran aquellas
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que postulaban la presencia de un tipo especial
de virus de muy pequefio tamafio cuyo material
genético estaria bien protegido gracias a una
envoltura proteica peculiar.

En este contexto, en el ano 1979 Dickinson
y Outram acufaron el término “virino” para des-
cribir a este nuevo tipo de virus que provocaba
una infeccion lenta (por lo que se denominaron
“virus lentos” o “slow viruses”) (51).

Ya en 1954 Sigurdsson habia propuesto
el concepto de infecciones lentas a partir de su
experiencia en el estudio de dos enfermedades
ovinas, maedi y scrapie (10, 52).

Este investigador islandés estableci6 tres
criterios provisionales, aceptando que serian mo-
dificados a medida que se dispusiera de nuevos co-
nocimientos, ellos son: periodo de incubacién muy
largo, de meses o afos; curso clinico prolongado
con desenlace generalmente fatal, y enfermedad
limitada a una sola especie y a un solo érgano (29).
La presencia de los virinos no pudo demos-
trarse ni por microscopia electronica ni por
pruebas bioquimicas, no obstante el modelo
explicaba satisfactoriamente el hecho de que
la infectividad del scrapie y las EET parece de-
pender de la actividad de las cepas, que en las
diversas pruebas de transmision realizadas en
laboratorio (como la inoculacién intracerebral
de homogeneizados de tejidos nerviosos de
animales enfermos a animales sanos) mues-
tran diferentes periodos de incubacion. (11,29).
Al final de la década de 1970, Prusiner retomo
las ideas de Alper y Griffith, e introdujo un nuevo
concepto absolutamente novedoso que prescindia
de los postulados de Koch (29). Prusiner propuso
que una fraccion proteica estaba en el corazéon
del origen de estas enfermedades e introdujo, en
1982, el término prion (Novel proteinacious infec-
tious particle) para enfatizar su naturaleza tanto
proteica como infecciosa. El prién seria en ultimo
término el responsable de la transmisién de las
EET y su caracteristica principal es la resistencia
a los intentos de desnaturalizacion realizados
mediante agentes que dafan acidos nucleicos
(nucleasas, radiaciones ionizantes, radiaciones
ultravioleta, etc.) (53, 54).

En 1981 Merz y col. detectaron la presencia
de fibrillas anormales de naturaleza amiloide en
cerebros infectados de scrapie. Este hallazgo se
consideré como la primera evidencia morfologica
del agente infeccioso (55).

En 1983 Prusiner aislé por primera vez
un prién en el cerebro de hamsters infectados
y pudo ver que formaba agregados fibrilares de
naturaleza similar a las fibras de proteina ami-
loide halladas por Merz en 1981. El prion resulté
ser una proteina con un peso molecular de entre
27-30 kDa que se acumulaba en los cerebros
infectados por las EET, y con la capacidad de
formar placas amiloides (56).

A través de la secuenciacién de los ami-
noacidos constituyentes, se logré la secuencia
del fragmento de ADN que codificaria para dicha
proteina priénica. Sorprendentemente, en 1985
Prusiner y su equipo detectaron mediante estu-
dios realizados en hamster que dicho gen formaba
parte del ADN normal de la célula huésped. Este
hecho se confirmé después en el ratéon, lo cual
provocé serias dudas en lo referente a su consi-
deracién como el agente infeccioso causante de
la enfermedad. (57).

En contra del dogma central de la biologia,
hasta entonces universalmente aceptado, que
establece que la secuencia de aminoacidos deter-
mina en ultima instancia la estructura terciaria
de las cadenas peptidicas para una proteina
concreta, los analisis indicaron que parecian
existir dos versiones de la misma proteina, ambas
con idéntica secuencia de aminoacidos pero con
propiedades bioquimicas diferentes. Mientras la
forma del prién clasificada como normal ( PrPc)
era digerida por la accién de determinadas pro-
teasas, la forma anémala o patégena ( PrPsc) era
parcialmente resistente, lo que explicaba por qué
se acumulaba en los tejidos nerviosos del encéfalo
llegando incluso a formar microplacas amiloides.
De hecho, el peso molecular real de la proteina
priéon era de 33-35 kDa, el tratamiento me-
diante proteinasa K degradaba completamente
a la forma PrPc, pero sélo era capaz de acor-
tar la PrPsc, que pasaba a pesar 27-30 kDa.
Esto se explicaria debido a que, si bien ambas
formas de la proteina compartian la misma se-
cuencia de aminoacidos (estructura primaria),
mediante mecanismos todavia hoy no totalmente
comprendidos podria producirse una transfor-
macién de determinados tramos de la estructura
secundaria de la forma normal (el primer nivel
de plegamiento real de la secuencia de aminoa-
cidos, en forma de hélices alfa o cadenas beta)
lo que a su vez afectaria a la estructura terciaria
de la proteina (el plegamiento sobre si mismo
de la estructura secundaria debido a fuerzas
hidrofébicas-hidrofilicas, puentes de hidrégeno,
puentes disulfuro, etc.).

La estructura secundaria de PrPc es mayori-
tariamente helicoidal (hélices alfa) mientras que la
formacién de la variante patégena, PrPsc, conlleva
un aumento del contenido en estructuras exten-
didas (laminas beta). Asi mientras que PrPctiene
aproximadamente un 42 % de hélices alfa (mas
compactas) y un 3 % de laminas beta, PrPsc tiene
un 30 % de hélices alfay un 43 % de laminas beta.
Los esfuerzos realizados para lograr la tipificacion
del agente causal de las EET se vieron sin duda
acelerados por la aparicién de nuevas enfermeda-
des de este grupo en el ganado bovino y el hombre.
En los primeros meses de 1985 la Encefalopatia
Espongiforme Bovina (EEB) (Bovine Spongiform
Encephalopathy o BSE) mas conocida publica-
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mente como la enfermedad de las vacas locas,
se observo por primera vez en un animal de una
granja en West Sussex, al Sudoeste de Londres,
Inglaterra. El animal presentaba movimientos
anormales y temblores, ataxia locomotora, pér-
dida de peso y alteracion del estado general con
cambios en su comportamiento, presentandose
mas agresivo. En el transcurso de un afo, otros
animales de la misma granja presentaron signos
idénticos, al mismo tiempo iban apareciendo
nuevos casos en otras zonas. En pocos aios, la
magnitud del contagio llegé al rango de epidemia.
Si bien la naturaleza infectiva de las EET ya se
conocia, la hipétesis del prién no era aiin unani-
memente aceptada, y se consideraba tan solo uno
mas de los modelos propuestos hasta la fecha.
Por ello, aunque se identific6 su presencia en
homogeneizados de cerebro de vacas enfermas
a finales de 1987, hubo que esperar a nuevas
pruebas para que la comunidad cientifica recon-
siderase su postura (58).

Las primeras comprobaciones de que el
agente causal poseia caracteristicas de transmi-
sibilidad semejantes al resto de las EET no fueron
faciles de hallar. Los experimentos de inoculacion
de extractos en hamster, dentro de la metodologia
normalmente empleada para la confirmaciéon de
scrapie, no resultaron efectivos. Las pruebas con
ratones no comenzaron hasta finales de 1987 y
los resultados tuvieron que esperar a finales de
1988 tras un periodo aproximado de 290 dias
después de la inoculacion, para el desarrollo de
la enfermedad. Experimentos realizados poste-
riormente confirmaron los resultados obtenidos
(59).

En tanto a mediados de 1987 John Wiles-
mith, director del Departamento de Epidemiologia
del Laboratorio Central Veterinario del Reino Uni-
do inici6 el estudio epidemiolégico de esta nueva
enfermedad. Luego de una exhaustiva investi-
gacioén, en la que se recogieron datos referentes
al empleo de hormonas, vacunas, tratamientos
médicos, uso de herbicidas y pesticidas, etc., se
llegb a la conclusion de que el Ginico factor comun
presente en las granjas que tenian animales en-
fermos detectados hasta la fecha era la utilizacion
de piensos y suplementos alimenticios elabora-
dos con harinas animales fabricadas a partir de
restos de ganado porcino, vacuno, ovino y aviar.
Sus conclusiones se publicaron en diciembre de
1988 (60, 61).

Durante el mismo afio surgieron nuevas
descripciones de EET en rumiantes de parques
zoolégicos y reservas que también habian sido
alimentados con este tipo de piensos. El nimero
conocido de especies afectadas creci6 en poco
tiempo, dandose casos en falas (Tragelaphus an-
gasi), cudues mayores (Tragelaphus strepsiceros),
orices del Cabo (Oryx gazella), orices de Arabia
(Oryx leucoryx), orices blancos (Oryx dammah),
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elanes del Cabo (Taurotragus oryx) y bisontes
(Bison bison) (15, 62).

Las conclusiones de ese y otros estudios
epidemiolégicos, reafirmadas por la deteccion
de la enfermedad en las especies exéticas de ru-
miantes indicadas, indicaron que la enfermedad
se habria originado a finales de la década de 1970
o principios de 1980 en unos pocos animales,
seguramente debido al empleo de restos de ovejas
contaminadas con scrapie en las harinas utiliza-
das como alimento. Tras un periodo de incuba-
cion de 3 0 4 anos, estos sirvieron a su vez como
material infectivo al incorporarse a la cadena de
procesamiento para la obtencion de harinas ani-
males, repitiéndose el ciclo hasta que en 1988 se
dictaron normas para impedir la alimentacién de
rumiantes con proteinas procedentes del despiece
de animales de este mismo grupo.

Por ese entonces, ya se conocia el gen que
codifica para ambas formas de la proteina prién
en el hombre, que se encuentra en el cromoso-
ma 20. La regién con la informacion efectiva es
sélo de unos 759 pares de bases, que codifican
los algo mas de 250 aminoacidos que forman la
proteina prién (257 en el vison, 254 en ratones y
hamsters, y 253 en el hombre), una glicoproteina
que tiene una Unica cadena. Aunque la expresion
del gen ocurre en cantidades mas altas en los
o6rganos nerviosos, no es exclusiva de estos, en-
contrandose en multitud de localizaciones como
coraz6n, higado, pancreas, etc. La funcion de la
proteina resultante no esta clara. Se piensa que
podria tener un papel en la regulacion del cation
cobre (12, 22, 63).

En 1989 se descubri6 la primera de las
mutaciones conocidas en ese gen, presente en
enfermos de GSS. Posteriormente se han iden-
tificado mas de 20 mutaciones en pacientes con
distintos tipos de EET consideradas como varie-
dades familiares (CJ, GSS, o el Insomnio Familiar
Fatal). El presentar un caracter hereditario, unido
al hecho de que se expresan a edades maduras o
tardias provoca que estas enfermedades puedan
pasar a la descendencia. Las mutaciones, presen-
tes en las variedades familiares de las EET, no se
han encontrado en las formas mas habituales,
denominadas histéricamente como esporadicas
o dispersas (64).

En 1990, en Inglaterra se diagnosticé el
primer caso de Encefalopatia espongiforme fe-
lina en un gato doméstico (Feline Spongiform
Encephalopathy o FSE), aunque hasta 1994 no
se hizo oficial la existencia de una nueva encefa-
lopatia espongiforme que afectaba a felinos. En
los afnios sucesivos se han registrando bastantes
mas casos distribuidos por el Reino Unidos, asi
como en tigres, pumas, guepardo, leones, etc.,
mantenidos en zoologicos (65, 66, 67).

También en la década de los "90 el modelo
viral vuelve a escena de la mano de Narang y
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otros investigadores. Narang en 1990 anunci6 la
deteccion, mediante microscopia electronica, de
estructuras que contenian cadenas sencillas de
ADN, a las que llamé “nemavirus”, lo cual confir-
mo6 en 1998 mediante nuevos experimentos. Sin
embargo, dichas experiencias no han podido ser
repetidas por otros grupos (68, 69).

L. Manuelidis junto con otros autores, sos-
tiene que la transmisién por via oral de las EET
cuenta con elementos similares a la de otros virus.
Un agente puramente proteico tendria dificulta-
des en resistir los procesos digestivos, mientras
que muchos virus son capaces de sobrevivir a es-
tas condiciones. En esta linea de investigaciones,
H. Diringer anuncié en 1994 el descubrimiento
de lo que en su opinién eran evidencias de virus
extremadamente pequefios (70).

En tanto en 1992 la incidencia de BSE alcan-
z6 aunos 170.000 animales infectados en el Reino
Unido, fecha a partir de la cual su ntiimero descen-
dié. El desfase entre la aplicacién de las medidas y
la disminucién de casos se produjo debido al pro-
longado periodo de incubacién de la enfermedad.
El hecho de que la enfermedad estuviese res-
tringida al Reino Unido hasta 1989, hizo pensar
que o bien la conversion scrapie-BSE se produjo
también en esa nacién, o que quiza los cambios
introducidos en los mecanismos industriales
de elaboracién de harinas animales en la dé-
cada de 1970 y principios de la de 1980 eran
los responsables de la misma (descenso de la
temperatura de producciéon y eliminaciéon de
la extraccién de sustancias grasas mediante
cierto tipo de disolventes hidrocarbonados).
Esta ultima hipoétesis fue durante mucho tiempo
considerada como un factor importante, pero en
la actualidad se cree que ha sido sobre valorada,
ya que los mismos mecanismos de produccién
han sido adoptados en diversos paises en donde
no se desarroll6 la enfermedad inicialmente. Otros
datos, extraidos de pruebas sobre resistencia del
prion a los distintos métodos de esterilizacién, se
encuentran en esta misma direccion, al concluir
que en esas fechas los procedimientos industria-
les de elaboracion no eran completamente segu-
ros a la hora de inactivar el prion, pero que esta
circunstancia no era exclusiva del Reino Unido.
A finales de la década de 1980 el problema era
ya considerado muy serio. Sin embargo, la situa-
cion se agravé cuando se detectd que el hombre
también podia contraer la enfermedad si comia
productos de vacunos contaminados. Aunque
a finales de la década de 1980 parecia clara la
relacion entre EEB y scrapie, nunca se habian
documentado casos de contagios directos de
scrapie a humanos (71).

En 1994, mediante estudios realizados con
ratones transgénicos, en los que el gen normal
del priéon fue reemplazado por el gen anoémalo
presente en determinados casos de GSS, se pudo

comprobar que los animales desarrollaban la
enfermedad (72).

La naturaleza no exégena del agente in-
fectivo, explicaria la falta de respuesta inmune
observada en las EET. No existe certeza de cual
es el mecanismo que regula o provoca la con-
version entre las formas normales y patégenas
del prion. Segun la teoria del prién o de las par-
ticulas proteicas propuesta por Prusiner, y por
la que fue galardonado con el premio Nobel de
Medicina en 1997, PrPc sufriria un cambio de
conformacién, ya sea espontaneamente o por
contacto con PrPsc, que le conferiria la resistencia
a los procesos degradativos normales de la célula,
razéon por la cual se acumularia en los tejidos
del huésped. Dicho cambio conformacional re-
queriria de la intervencién de una proteina del
huésped, denominada proteina “X”, que actuaria
como chaperona (73, 74).

Otros autores piensan que tanto PrPc como
PrPsc podrian ser constituyentes normales en sus
formas monoméricas. PrPc, proteina altamente
hidrofébica, podria en un momento dado cambiar
de fase para formar un cristal de PrPsc infectivo,
que seria responsable de la resistencia a la de-
gradacion enzimatica. Este cristal actuaria como
nucleo o germen al que se incorporarian nuevas
moléculas idénticas. El cristal podria romperse,
permaneciendo dentro o fuera de la célula, y
dando origen a nuevos nucleos de crecimiento.
Este hecho explicaria la ampliacién de PrPsc sin
necesidad de acidos nucleicos. Este es el modelo
de “crecimiento por nucleos” o “nucleacion”, tam-
bién conocida como teoria cristalina (75).

Acercandose a la hipétesis virica, C.
Weissmann ha propuesto un “modelo unificador”
o “teoria del holoprién”. Esta hipotesis postula
que el agente etiolégico de las EET podria ser una
molécula quimérica constituida por una proteina
codificada por el hospedador y un acido nucleico
no codificante, propio del agente infeccioso. Asi el
acido nucleico estaria protegido y camuflado por
la proteina del huésped. Los dos componentes
de esta molécula quimérica son el apopriéon, que
seria la forma PrPsc de la proteina, capaz por
si s6lo de provocar la enfermedad, y el coprioén,
que seria probablemente un acido nucleico que
portaria la informacién que al ser expresada, de-
terminaria en Ultima instancia, las propiedades
caracteristicas de los diferentes linajes o “cepas”
de agentes infecciosos (76).

En 1995 Bateman y Britton describieron los
primeros casos conocidos de una nueva variante
de la enfermedad de Creutzfeldt-dakob (nvCJ).
Esta presentaba la peculiaridad de desarrollarse
a edades bastante mas tempranas (una media de
30 afos frente a los 60 del CJ tradicional) asi como
un desarrollo sensiblemente mas largo (més de una
afo de media frente a medio afio en CJ tradicional).
En 1996 Will e Ironside describieron 10 casos mas
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(la enfermedad fue llamada también sindrome Will-
Ironside). En 1997 estos autores demostraron que
la nueva variante estaba causada por EEB (77, 78,
79). Se habia traspasado la barrera de especies.

También durante 1995 Byron W. Caughey
y Peter T. Lansbury informaron que la forma nor-
mal PrPc podia convertirse en la forma anémala
PrPsc in vitro si ambas se mezclaban (80).

Desde 1985 se produjo el fallecimiento de
aproximadamente 100 enfermos humanos en
Francia, Estados Unidos y Reino Unido. Ellos
habian sido tratados afios atras con hormona
de crecimiento extraida a partir de la glandula
pituitaria de cadaveres, algunos de los cuales
pertenecian a su vez a enfermos que habian
padecido CJ, lo que brindé nuevas pistas que
indicaban la capacidad de transmisién del CJ
en una variante denominada CJ iatrogénico. A
estos casos se le sumaron varios fallecimientos
de pacientes tratados con injertos experimenta-
les de duramadre, transplantes de cornea, etc.,
también contaminados. Desde entonces también
se ha confirmado la via de transmisibilidad de
las EET a otras especies animales mediante la
ingestion de piensos con harinas animales y/o
restos frescos contaminados (11, 12).

Entre los principales desafios que plantean
las EET a la salud publica, se encuentran por un
lado, disefnar un tratamiento adecuado, y por el
otro hallar una prueba diagnoéstica confiable y
que se pueda emplear in vivo.

Debido al proceso de neuroinvasion por el
cual los priones migran desde el sitio de inocu-
lacion, por ejemplo, el aparato digestivo (ingesta
de derivados bovinos contaminados con BSE),
hasta el SNC, donde causan la sintomatologia y
la alteracién histolégica clasica de estas enfer-
medades, las medidas terapéuticas que se basen
en la interrupcién de este proceso son de vital
importancia ante la sospecha de la existencia de
personas infectadas por BSE, que se hallen en
el periodo de incubacién (2).

Los datos existentes actualmente sugieren
que la invasién por el prién se produce en dos eta-
pas. La primera de ellas, linfoinvasion, comprende
el pasaje a través de la mucosa gastrointestinal,
aparentemente a nivel de las placas de Peyer del
intestino, probablemente a través de las células
M. Las células linfaticas que endocitan al prioén,
viajan a otros 6rganos como el bazo, las tonsilas o
los linfonédulos. En esos érganos bien inervados,
se produce la primera replicacion de la isoforma
anormal PrPsc. Para que la infecciéon desde los te-
jidos periféricos tenga éxito, estos deben expresar
el gen PrP. En una segunda etapa, neuroinvasion,
la PrPsc asciende retréogradamente por los axones
que inervan a estos 6rganos linfaticos, alcanza la
meédula espinal para llegar finalmente al encéfalo.
Si bien los datos sobre esta etapa no son muchos,
se ha demostrado la utilizaci6én de los nervios del
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sistema nervioso auténomo para la propagacion
del prion (81, 82).

También se sabe que ambas etapas, linfo
y neuroinvasion, dependen de la presencia de
linfocitos B (83). Postulandose que su funcion
principal es el mantenimiento de las células
dendriticas foliculares del bazo y de los linfoné-
dulos, por la produccion de la linfotoxina-f (84) y
la supresion de la produccion de la linfotoxina-3
detiene la patogénesis periférica del prion (85).
La entrada de los priones en las células dendri-
ticas esta facilitada por factores del sistema del
complemento (86).

Asi la comunidad cientifica dirige sus
esfuerzos para encontrar un medicamento que
cumpla con el principio farmacolégico de traspa-
sar la barrera hematoencefalica y sea capaz de
impedir la conversion de la proteina prioénica nor-
mal en proteina anormal. Con estos fines ya han
sido utilizados ciertos tipos de drogas empleados
en el tratamiento de enfermedades neurolégicas,
como por ejemplo derivados de la quinacrina y la
clorpromazina, utilizados en el tratamiento de la
malaria y la esquizofrenia, respectivamente, pero
sin resultados concluyentes.

Estudios recientes in vitro han indicado que
los anticuerpos monoclonales anti- PrP, con esca-
sa o nula afinidad por la PrPsc, pueden prevenir
la incorporacion de PrPca los priones infectantes.
Estos estudios mostraron un resultado similar
in vivo. Estos hallazgos son esperanzadores y
seflalan a las estrategias inmunoterapéuticas en
humanos como una posibilidad de tratamiento
para las enfermedades por priones (87).

No existe actualmente un tratamiento
que cure, mejore o controle las manifestaciones
clinicas de estas enfermedades. Ademas de los
ensayos con las drogas mencionadas y con an-
ticuerpos monoclonales en modelos animales,
se han probado la amantadita, los esteroides,
el interferon, el aciclovir, diversos agentes anti-
virales y antibioticos; sin embargo, ninguno ha
demostrado claramente su eficacia (88).

En 1996 se descubri6 la existencia en el
liquido cefalorraquideo de un marcador pro-
teinico llamado 14-3-3, fue hallado tanto en
animales afectados por EET como en pacientes
humanos. Actualmente la deteccion de esta pro-
teina proporciona un diagnéstico probable de la
enfermedad, pero no definitivo, tiene la ventaja
de que es una de las pocas pruebas ante-mortem
existentes (89).

Otra via de estudio consiste en buscar
la obtencion de anticuerpos que sean capaces
de discriminar entre las formas PrPcy PrPsc a
partir de homogeneizados de los tejidos presu-
miblemente infectados. En 1997 se consiguieron
anticuerpos monoclonales que podian utilizarse
para la deteccién de la forma PrPscy diferenciarla
de la PrPc. Los denominados 15B3 y 6H4 fueron
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los primeros. Con posterioridad, su niimero ha
ido incrementandose (90).

La utilizacion de estos anticuerpos se rea-
liza normalmente en técnicas de deteccion por
inmunoensayo, entre los que se destacan: el
Western Blotting (SDS-PAGE) basada en la detec-
cién del fragmento proteinasa-K-resistente de la
conformacién patégena del priéon (27-30 PrP-Sc),
utilizando el anticuerpo 6H4 como marcador; y el
ELISA (enzimoinmunoanalisis/ Enzyme Linked
InmmunoSorbent Assay) que utiliza anticuerpos
policlonales (11).

Queda claro que un punto fundamental a
resolver es impedir que la proteina PrPc normal
se transforme en PrPsc patolégica. En este sen-
tido el debate vuelve a intensificarse a partir del
siguiente planteo realizado por Chiesa y Harris:

1. Se ha comprobado la presencia de PrPsc
sin sintomas clinicos ni alteraciones histopatolo-
gicas de encefalopatia espongiforme aguda.

2. Ocasionalmente se ha observado el
cuadro clinico y el complejo neuropatolégico de
encefalopatia espongiforme subaguda con PrPsc
escasa o indetectable de ratones inoculados
con scrapie y con encefalopatia espongiforme
bovina.

3. Ratones inoculados con priones de ha-
mster adquieren niveles altos de PrPsc, degene-
racion esponjosa y placas amiloides en cerebro,
pero no expresan sintomas clinicos.

4. En enfermedades priénicas familiares
parece no ser necesaria la presencia de PrPsc
para desarrollar la enfermedad.

Ante estas evidencias puede ser logico pen-
sar que bajo ciertas circunstancias celulares, que
impliquen situaciones de estrés celular, capaces
de llevar a un desbalance energético, la PrPc mo-
difica su nivel energético para ser mas eficiente y
mantener su estabilidad, ya que la capacidad de
guardar informacién conformacional que poseen
los priones los convierten en candidatos para
participar en procesos celulares que demandan
estabilidad durante largos periodos (formacion
de la memoria a largo plazo, la memoria inmu-
nolégica y la evolucién del genoma de muchos
organismos). Debido a que los priones son menos
susceptibles a la digestiéon de las proteasas es
muy probable que se trate de mecanismos celu-
lares fisiologicos (22).

Otro avance cientifico mas que interesan-
te puede resultar de algunos estudios actuales
en los que se ha encontrado similitud de estas
afecciones con la enfermedad de Parkinson, la
esclerosis lateral amiotroéfica y la enfermedad de
Alzheimer. Esta relacion se basa en que en estas
enfermedades hay casos esporadicos y familiares
(12).

En la enfermedad de Creutzfeldt — Jacob
y en la de Alzheimer aparece un cambio en la
configuracién espacial de la proteina priénica en

la primera, y de la beta — amiloide en la segunda.
Se ha observado también una variante vascular
de la proteina priénica, caracterizada por la pre-
sencia de ovillos neurofibrilares intraneuronales
que resultan de la manifestacion fenotipo de una
mutacion en el codén 145 del gen PRNP. En la
enfermedad de Alzheimer, la apoliproteina E po-
dria incidir como un chaperén molecular respecto
a la proteina A, de la beta — amiloide y modificar
su plegamiento (22).

Pero no solamente en animales y en el hom-
bre estan presentes los priones, en la década de
los “70s también fueron descubiertos en hongos
y levaduras, pero recién en 1994 fue utilizada la
teoria de los priones para explicar su naturale-
za. Los priones de las levaduras son elementos
citoplasmaticos hereditarios que representan
una forma alterada de una proteina normal,
la que asume una nueva estructura y funcion,
confiriendo a su vez un nuevo fenotipo a la célula
que los porta. Son considerados infecciosos en
el sentido de que pueden ser transmitidos cuan-
do las levaduras se reproducen por via sexual.
Posteriormente se han identificado otros posibles
candidatos a priones en varios microorganismos,
e incluso se ha sugerido que algunas funciones
celulares normales, tales como la diferenciacion
y el desarrollo, podrian explicarse a través de la
teoria prionica. (10, 91).

CONCLUSIONES

A lo largo de la historia del conocimiento
sobre los priones se puede ver que la ciencia
ha transitado un largo camino, con marchas y
contramarchas, dejando mas interrogantes que
certezas, en este sentido indagar en la historia
de las EETs, patologias que son a la vez antiguas
y emergentes, resulta muy enriquecedor ya que
nos recuerda claramente que el conocimiento
es provisional, lo que hoy tenemos como verdad
cuasi dogmatica, mafiana puede ser considerado
incorrecto.

Al final de la introduccién de este trabajo
deciamos que las enfermedades priénicas consti-
tuyen el nuevo paradigma en la nosologia neuro-
légica. Segun el filésofo estadounidense Thomas
Kuhn (1922 - 1997) en su libro “La estructura de
las revoluciones cientificas” (92), hay un cambio
de paradigma cuando aparece una teoria revo-
lucionaria, que contradice todos los conceptos
validos hasta entonces, y no es posible pasar de
lo viejo a lo nuevo sin transicién porque no se
logra describir completamente lo nuevo emplean-
do el vocabulario de lo viejo, y viceversa. En ese
marco pueden encuadrarse las teorias del prién,
del virino, del nemavirus o del holoprién, que in-
tentan explicar el origen de las EET. Asi la teoria
del prion en particular es emblematica porque
contradice los dogmas de la biologia molecular,
por un lado la triada proteina-ADN-ARN, y por
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otro lado la firme creencia, hasta la aparicion
del prion en escena, de que toda enfermedad
infecciosa transmisible debe estar producida por
agentes etiol6gicos con material genético, incluso
pone en jaque a los postulados de Koch.

Por su parte Imre Lakatos (1923- 1974),
filésofo huingaro (93), sostenia que lo que sucede
en la historia de la ciencia, es que un programa
de investigacion progresivo sustituye a uno re-
gresivo, y que el valor de una teoria radica en
su poder de prediccién de los hechos, también
decia que es bueno trabajar con dos o mas pro-
gramas de investigacion cientifica en paralelo, no
necesariamente tiene que existir una sola teoria
que explique el fenémeno. De hecho desde la
aparicion de los priones estan conviviendo varias
teorias. En consonancia con esto, hoy la teoria
del prion es la que cuenta con mayor aceptacion,
presenta mas posibilidades de ampliacién de co-
nocimientos y de prediccién de los hechos, seria
una teoria progresiva, va adelante de los hechos,
si bien no podemos descartar de plano el resto
de las teorias mencionadas porque la teoria del
prién no siempre resulta pertinente a la hora de
explicar y predecir algin comportamiento del
agente causal de la BBS.

Entre las dudas que nos deja este recorrido
por la historia de los priones y las enfermedades
por ellos inducidas, esta la posibilidad de que una
proteina sea el agente etiolégico de enfermedades
infecciosas transmisibles. Como vimos a lo largo
de este trabajo, algunos investigadores piensan
que la proteina prién se acompana de pequenos
fragmentos de un acido nucleico atin por descu-
brir; otros creen que la proteina prién hace que
el individuo sea susceptible a la infeccién por un
segundo agente, por ejemplo un virus, quien seria
el real causante la enfermedad. Asi, el desarrollo
de la enfermedad por un gen mutante que codi-
fica la proteina prién en ratones transgénicos
es un argumento a favor de la teoria del prién,
pero los intentos por transmitir la enfermedad
con extractos de cerebro de ratones transgénicos
a ratones normales no transgénicos han tenido
éxito limitado, por lo que algunos aspectos sobre
la etiologia de las EET permanecen confusos.

Otro interrogante sin respuesta es el meca-
nismo por el cual el agente infeccioso se duplica
en el individuo afectado. Hasta donde sabemos
s6lo se duplican los acidos nucleicos, entonces,
¢como puede una proteina producir mas de si
misma?. En esta pregunta radica uno de los
principales puntos débiles en el concepto integro
de los priones como agentes infecciosos.

La memoria genética es otro de los puntos
de interés cientifico todavia no resuelto. Una vez
mas, sila memoria es una propiedad que se con-
feria inicamente al DNA y RNA celulares, es en
ellos que se almacena la informacién que luego
va transmitiéndose de generacién en generaciéon

Priones

y también la que permite que enfermedades vi-
ricas y bacterianas se repliquen y multipliquen
rapidamente por el organismo humano. ¢Cémo
almacena esta informacion la PrP del prion sin
alterar los aminoacidos que la forman? ¢Por
qué mecanismos aun desconocidos modifica su
forma?.

También resulta interesante preguntarse
por qué una proteina que se expresa en el cerebro
y en otros tejidos durante el desarrollo embriona-
rio en todos los mamiferos examinados, podria ser
prescindible sin ningun efecto negativo. ¢Es que
la funcion de la proteina perdida es asumida por
otra proteina diferente o relacionada? ¢O es que
estamos frente a una proteina con una funcién
redundante?.

A partir de los estudios de Chiesa y Harris
surge la inquietud de si ¢PrPc podria llegar a
inducir neurodegeneracién sin convertirse en
PrPsc?.

Otro interrogante que aparece es si la al-
teracion en el plegamiento de proteinas puede
llegar a ser parte de un proceso patologico, pero
también fisiolégico o normal.

Por otra parte, si las investigaciones que
estan en desarrollo logran determinar que prio-
nes de otras proteinas intervienen en procesos
neurodegenerativos como las enfermedades de
Alzheimer, Parkinson, Huntington, esclerosis
lateral amiotréfica y otras, puede surgir una opor-
tunidad para impedir la diseminacién de priones
¥, por lo tanto, para la prevencion de encefalopa-
tias, después de la exposicion a priones.

Los avances cientificos brindan hoy la po-
sibilidad de criar ratones carentes de PrPc que
permiten estudiar si la PrPc es esencial no s6lo
para enfermedades semejantes al Scrapie sino
también para la formacion del agente infeccioso,
y proporcionan también la posibilidad de analizar
los genes PrP mutados o extrafios. Esto nos lle-
va a plantearnos otro interrogante, ¢los ratones
carentes de PrPc serian resistentes a la infeccion
por priones? Si esto resulta asi, ¢se trataria de
un fenémeno comun a todas las especies?, y de
ser esto confirmado, ¢podria ser factible obtener
ganado resistente a la enfermedad?

Para terminar podemos afirmar que la
historia real de los priones y las EET no esta
concluida, sino que contintia escribiéndose en
la actualidad, atin resta mucho por explicar,
y los fondos bibliograficos con que contamos
indudablemente brindaran aportes valiosisimos
que terminen siendo decisivos, y con el correr del
tiempo quizas debamos olvidar premisas que hoy
nos parecen trascendentales.
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Unidad Académica y en otras instituciones. Asimismo,
reflejara las actividades académicas de postgrado, de
extension y de educacion a distancia que se desarrollan
en esta Casa de Estudio. El idioma oficial es el espafiol
aunque se aceptaran trabajos en inglés que seguiran
el mismo esquema detallado mas abajo.

ANALECTA VETERINARIA seguird los "Requerimientos
uniformes" para la presentaciéon de manuscritos en
revistas biomédicas segin la quinta edicién de 1997
(International Committee of Medical Journal Editors.
Uniform requirement for manuscripst submitted to bio-
medical Journals. N Engl J Med 1997; 336:309-15).
Puede obtener el original en Inglés en: http://www.
icmje.org/index.html. Una traduccién de estos reque-
rimientos pueden ser recuperada en INTERNET en la
direccion electréonica:

http://www.fecv.unlp.edu.ar/ analecta.html

ANALECTA VETERINARIA puede ser recuperada gratui-
tamente en INTERNET en formato pdf (Adobe Acrobat
Reader®) que permite su impresion tal como aparece en
la copia final incluyendo graficos y tablas. La misma
se encuentra en la direccion electrénica http://www.
fev.unlp.edu.ar. La revista consta de las siguientes
secciones:

I-.-Trabajos de investigacién, II.-Articulos de
revision, III.-Comunicaciones breves IV-Informaciéon
institucional y V. Cartas al editor.

Normas generales de redaccion

Los manuscritos deberan ser enviados para su
publicacién al Comité editorial en idioma espafiol o in-
glés. Deberan enviarse por triplicado en hoja tamafo A4
(210 x 297 mm), numeradas correlativamente y escritas
a doble espacio, simple faz, con un margen de 4 cm a
la izquierda y no menor de 2 cm en el derecho. Debera
enviarse ademas una copia en archivo electrénico (MS-
Word 2000%) que pueden enviarse via mail; dos de las
copias no deberan contener el nombre de los autores
ni su filiacioén cientifica. Los autores deben retener una
copia de todo el material enviado inclusive fotografias ya
que no se aceptara responsabilidad por dafio o pérdida
de trabajos.

Las fotografias en blanco y negro podran ser in-
cluidas en ntimero no mayor a 3 por articulo. Otras
inclusiones de fotografias en blanco y negro o en color
tendran un cargo extra y estaran a cargo de los autores.
Las versiones electrénica y en CD-ROM de la revista
podran contener fotografias color sin costo para los
autores. La inclusion de fotografias color en el material
impreso debera ser expresamente solicitado al editor.
El material enviado estara listo para su reproduccion,
deberan ademas enviarse fotografias o graficos en for-
mato TIF, CRD o JPG.

No son aceptables aquellos graficos, esquemas,
fotografia, tabla de excel o similares "incrustados" en
el archivo de texto (word) o en planillas de calculo
(excel).

El costo de cada articulo sera de $ 50 (o 50 U$S
si el lugar de trabajo del primer principal proviene del
exterior) hasta 5 hojas (publicadas) y $ 10 por cada
hoja adicional que debera ser abonado por los autores
indefectiblemente antes de su publicacién.

Las unidades de medida se expresaran siguiendo
las normas del Sistema Internacional de Unidades. El
material enviado sera analizado para su publicacién
por el Comité Editorial, el que lo sometera a consi-
deraciones del referato externo. El Comité Editorial
informara al autor del trabajo de las correcciones y/o
recomendaciones sugeridas por el evaluador y deter-
minara en funcién de ello la aceptacion o rechazo del
mismo. Si hubiere correcciones, las mismas deberan
ser efectuadas por los autores en un plazo maximo de
6 meses, caso contrario se considerara el trabajo como
"rechazado". Se deja constancia que el hecho de recibir
un trabajo no conlleva la obligacién de su publicacion
por parte de ANALECTA VETERINARIA. Una vez aceptado el
trabajo se enviara a los autores la "prueba de galera”
para su correccion, la que debera ser devuelta en un
plazo no mayor de 15 dias. La falta de respuesta luego
del plazo estipulado se entendera como una aceptacion
de la misma. El envio de un trabajo a ANALECTA VETERI-
NARIA debera realizarse con el consentimiento de todos
los autores. En todos los casos se tomara como fecha
de remision la del timbre postal correspondiente.

La falta de cumplimiento de cualquiera de las
normas implica la devolucién del trabajo para su
adecuacioén. La Facultad no se hace solidaria con las
opiniones vertidas en los trabajos, siendo los autores
los tinicos responsables. Tampoco se hace responsable
ni respalda la publicidad incluida en la revista.

Normas particulares de redaccion:
1.Trabajos de investigacion:

No deberan exceder de 30 paginas, incluyendo 25 citas
bibliograficas. Deberan ser inéditos y estaran organizados de
la siguiente manera.

a)Titulo: sera breve, preciso y reflejara el contenido del
trabajo. A renglon seguido se indicara el nombre y apellido
(s) del autor, acompanados de sus grados académicos mas
importantes, separando los autores por una coma. A rengléon
seguido se senalara el nombre de la institucion, catedra o
laboratorio a la que pertenece, asi como su direcciéon postal,
numero de fax, y direccién electrénica si la posee. Cuando
haya mas de un autor que pertenezca a diferentes institucio-
nes, catedras o laboratorios, las mismas seran identificadas
con un numero arabigo superindice, después del apellido.
Agregar un titulo resumido de un maximo de 40 caracteres
(considerar espacios y simbolos como caracteres).

b)Resumen: sera redactado en castellano y en inglés (abstract)
incluyendo ademas en este ultimo caso el titulo en idioma
inglés. El resumen debera sintetizar los objetivos principales
del trabajo, la metodologia empleada, los resultados mas
sobresalientes y las conclusiones que se hayan obtenido. No
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superara tanto en espanol como en inglés las 200 palabras.
c)Palabras clave: al finalizar el resumen y el "abstract" en
renglén aparte, deberan consignarse palabras clave, cinco
como maximo, colocandolas bajo el titulo Palabras clave o
"Key Words" segun corresponda.

d)Introduccion: se senalaran los antecedentes sobre el tema,
citando la bibliografia mas relevante y especificando clara-
mente los objetivos y el fundamento del trabajo.

e)Materiales y Métodos: toda técnica nueva debera detallar-
se para facilitar su comprensiéon. Se evitara pormenorizar
sobre métodos ya experimentados, citandose los materiales
utilizados en la realizacion del trabajo. En los casos en que
el diseno experimental requiera una evaluaciéon estadistica,
se indicara el método empleado.

f)Resultados: se presentaran en forma clara, ordenada y
breve.

g)Discusion: incluira la evaluacioén y la comparacion de los
resultados obtenidos con los de otros autores, indicando las
referencias bibliograficas correspondientes. Las conclusiones
deberan sustentarse en los resultados hallados, evitando todo
concepto vago o condicional.

h)Agradecimientos: colaboraciones, ayuda técnica, apoyo
financiero, etc. deberan especificarse en agradecimientos.
Estas personas deberan conceder su permiso para ser nom-
bradas.

i)Bibliografia: debera escribirse en hoja aparte ordenada
segun aparece en el texto y numerada correlativamente con
numeros arabigos, contendra todas las citas mencionadas en
el texto teniendo en cuenta el siguiente formato:

Autores: Apellido, seguido por las iniciales del/los au-
tor/res separados del siguiente autor por coma. Titulo: com-
pleto del trabajo en el idioma en que fue publicado. Nombre de
la revista o publicacién donde aparece el articulo abreviada de
acuerdo al "US National Library of Medicine (NLM)"' que usa el
Index Medicus http://www.nlm.nih.gov. En forma seguida el
afno de publicacién; en forma continuada el numero de volu-
men de la revista, seguido de coma y el namero de la revista
(si lo posee), dos puntos, seguido del nimero de paginas de
inicio y terminacion del trabajo. Ej.

1.Rodriguez-Vivas RI, Dominguez-Alpizar JL. Grupos
entomolégicos de importancia veterinaria en Yucatan, México.
Rev Biomed 1998; 9 (1):26-37

En el texto del trabajo hacer referencia mediante na-
meros arabigos entre paréntesis.
Si se tratase de trabajos publicados en libros:

Apellido y nombres en forma similar al indicado para
revistas periddicas. A continuacion el nombre del libro, edi-
cién, editorial, ciudad, pais entre paréntesis, seguidas del
ano de publicacién y paginas consultadas. Ej.

1.Plonat H. Elementos de Analisis Clinico Veterinario,
Ed. Acribia. Zaragoza (Espafa), 1984; p.45-75

Las tablas se presentaran en hojas separadas y con
titulos completos ubicados sobre el margen superior y nu-
merados con numeros arabigos, debera incluirse ademas
el titulo en inglés. Los graficos se presentaran también en
hojas separadas pero con titulos explicativos ubicados al pie
de los mismos y numerados consecutivamente con nimeros
romanos debiéndose incluir ademas el titulo en inglés. Las
tablas, graficos o fotos se adjuntaran al final del manuscrito
debiéndose indicar en el texto la posicion correspondiente
"insertar" tabla N° o grafico N° o foto N°. Las fotografias
deberan remitirse con la numeracién en el reverso escrito
con lapiz (o pegar una etiqueta de papel) de acuerdo a su
secuencia en el texto, asi como también indicarse el titulo y

el autor del trabajo y cual es la parte superior de la misma.
El tamano debera ser de 10 por 15 cm, pudiendo reducirse
en la publicacion por lo que se sugiere la buena calidad del
detalle que se quiera resaltar. Cada foto debera ser acompa-
nada de una breve resena explicativa de la misma en espafiol
y en inglés.

MUY IMPORTANTE: No enviar trabajos con bibliografia
numerada automaticamente por el precesador Word, tampoco
copiar y pegar link de internet, estos deben ser tipeados en
el procesador de texto por los autores.

II. Articulos de revision

Versaran sobre temas relevantes incluyendo una
revision bibliografica adecuada y sus autores deberan te-
ner idoneidad en los mismos. Estos articulos incluiran las
siguientes secciones: titulo, titulo en inglés, resumen, "abs-
tract", texto, agradecimientos y bibliografia. La extension de
estos trabajos no excederan las cincuenta paginas y sesenta
citas bibliograficas.

El autor no debera solamente realizar una recopilacion
bibliografica exhaustiva, sino que ademas debera hacer una
discusion critica sobre el tema considerado, destacando la
trascendencia actual y futura y los puntos sobre los que
existan diferencias de opinion.

III.Comunicaciones breves

Esta seccién estara destinada a la comunicaciéon de
hallazgos preliminares en trabajos de investigacién en marcha
y a la descripcion de nuevas técnicas (de laboratorio, qui-
rurgicas, de produccion), hallazgos clinicos exéticos o poco
frecuentes, etc. Su organizacion debera seguir el lineamiento
general indicado en el ftem 1. No deberan exceder las dos
paginas incluyendo no mas de 10 citas bibliograficas.

IV.Informacidén institucional

Esta seccién sera destinada a difundir todas aquellas
actividades o informaciones de la Facultad de Ciencias Ve-
terinarias de la Universidad Nacional de La Plata que tengan
una relacion directa con los objetivos dispuestos para la
presente publicacion.

V.Cartas al editor

En esta seccién se incluiran actualizaciones breves y
comentarios sobre articulos ya publicados. Las cartas (hasta
1000 palabras de texto) deberan ser en formato carta y no
se dividiran en secciones. Las cartas comenzaran con una
introduccién breve sobre la relaciéon del tema. Incluir desa-
rrollo de métodos; referencias, en no mas de cinco; y figuras
o ilustraciones, en no mas de dos.

Correspondencia

Toda correspondencia dirigida a esta revista de-
bera realizarse a la siguiente direccion:

Sr. Director ANALECTA VETERINARIA

CC 296 (B1900AVW) La Plata, ARGENTINA

TEL/FAX: 0221-4257980

Desde el exterior: +54-221-4257980

E-mail: analecta@fcv.unlp.edu.ar
http://wwuw.fev.unlp.edu.ar/ analecta/ analecta. html
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