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LINEA 1 - LABORATORIO DE SANIDAD P;NIIVIAL.

CAPITULO 1. GENERALIDADES. DESCRIPCION.
i

TAREA 1 BRUCELOSIS DIAGNOSTICO. :

b

Dwante los meses de saptiembre, oclubre, novieinbre y diciembre, se
analizaron 24 sueros ovinos y 135 caprinos, anializados con las técnicas de
BPA y Rosa de Bengala. Las muestras pertenecen a productores de Planes
productivos de la Provincia.

En el mes de diciembre, enire los dias 11y '13;!59 realizaron las pruebas de
proficiencia, fiscalizadas por profesionales de SENASA San Luis, con sueros

enviados por el laboratorio de Bacteriologia de SENASA central, estas pruebas
fueron aprobadas por lo que el Laboratorio dfet CREACyT vuelv;a a estar
habilitado y formar parte de los Laboratorios dei Red, bajo el codigo L - 223,
posibilitando la participacién del laboratorio en tia| Plan Nacional de Control y
Erradicacion de Brucelosis Bovina. '

Participé en diversas reunicnes de COPROSA: San Luis y de la Comision
Técnica de Brucelosis de la Provincia.

A partir del 1/6!2000 los productores provir;iciaies deben iniciar con el
curmplimiento de las tareas de saneamiento dispuiestas por el Plan Provincial de
Brucelosis a probado durante el mes de Marzo por la Comision técnica de

SENASA Central y conforme a esto, se comenzo a recibir un gran numero de

muestras qgue son procesadas por la Directora Técnica del Laboratorio del
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CREACyT.
Enire al 29 de Mayo y el 9 de junio se recibieron y procesaron 540 muestras de
Bovinos y 159 caprinas.

Las muestras de la especie caprina, pertenecen a un productor de ia provincia
que esta iniciando en la produccion y presentd broblemas de aborto, ijto a
peisonal de M-icroemprendimientos estamos trabajando en el diagnéstico de
esia problematica. |

En cuanto a la tarea de difusion det Laboratc;rio se enviaron cartas a los
Centros Ganaderos ds la provincia y a los \;leterinarios Acrec;itados que
trabajaran en el saneamiento de los rodeos. Las cartas corresponden a las que
se presentan en el Anexo. Se publicd en el Diar{o local una nota informativo y
de presentacion del Laboratorio. Ver Anexo. .

También se desarrollaron los Protocolos de Muestreo y de Diagnéstico con los
I
|

que trabajard el Laboratorio. Ver Anexo.

TAREA 2 TRIQUINELOSIS.

Introduccion.
Los cerdos adquieren esta parasitosis a travési de la ingestion de larvas de
Trichinella spiralls. '
La aparicion y mantenimiento de la parasiitosis en los criaderos esta
determinada por: ‘

« - la alimentacion de los cerdos con basuras y/o descartes de mataderos,
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+ la presencia de roedores en el criadero, |

+ ¢l facil acceso de los cerdos a los basurales,

Una vez ingerido el alimento parasitado, por la acéién de los jugos gastricos del
eslomago, la carne y las capsulas que envuelven a las larvas se digieren, por lo
que las larvas continuan con su desarrollo, creceﬁ rapidamente y en 2 a 3 dias
llegan al estado adulto, con diferenciacion sexual.

En el intestino del cerdo se produce la copula; Ibs machos son eliminados al
exterior y las hembras se instalan en la mucosa del intestino del huésped Yy
comienza la larviposicion o sea el nacimiento de gran cantidad de larvas. El
periodo de postura de larvas dura aproximadamente 1 mes y una vez finalizado
las hembras adultas también son eliminadas al exterior.

Una hembra adulta puede provocar el nacimientd de alrededor de 1400 larvas, .
muchas de las cuales son expulsadas al exte%ior (con la materia fecal), la
mayoria de las larvas atraviesa la mucosa del iniestino y por via linfatica o por
sangre son transportadas a todo el organismo e i:nvaden diferentes estructuras,
y tarminan por localizarse en los musculos esqueﬁléticos estriados.

Una vez que las larvas arribaron al musculo del huésped, se inicia la formacion
de la capsula, en la que la larva puede sobrevivir hasta 7 afios. La estructura
de la fibra muscular estriada difiere de la normal,“pierde estriaciones y ahora se
denomina célula nodriza.

Puede ocurrir que sobre la cdpsula y sobre la zona central de la misma se

3
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depositen sales de calcio, lo cual suele llevar a la muerte de la larva.
Caracteristicas del parasito. '

Se localiza en el intestino delgado de los hombres, cerdo, rata y otros muchos
mamiferos. Las aves se han infectado experimentalmente.

Es cosmopolita en Asia, Africa y América del Sur.-

Ciasificacion zéolégica:

Clase: Nematoda

Subclase: Adenophorea (Aphasmidia)

Orden: Enoplida

Superfamilia; Trichuroidea

Familia: Trichinellidae

Género: Trichinella

Especie: Trichinella spiralis.

El macho mide 14a1.6mmyla hembra 3ad4mm.

El cuerpo es delgado, la pormon esofagica es més larga que la posterior.

El extremo terminal del macho posee un par de mamelones copulatorios a cada
lado del orificio- cloacal, con dos pares de pgpilas detras de los orificios
cloacales. No poseen espicula ni vaina. |

La vulva esta situada cerca de la region esofagica.

Los huevos miden 40 a 30 um y contienén embriones completamente

desarrollados cuando estan en el utero de la hemlbra.
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Ciclo biolégico.

El ciclo se inicia cuando un hospedadeor definitive ingiere las larvas enquistadas
en los musculos. Las larvas se liberan en el estémago por los procesos
digastivos, y completan las dos primeras mudas lmienlras que la cuarla muda
se realiza en el intestino delgado del hospedador.

El desarrollo al estado adulto es rapido, completéﬁdose en cuatro dias.

Lugo de la copula, los machos mueren y las hembras penetran en la mucosa
del intestino, a través de las glandulas de Lieberk(hn. Algunas pueden alcanzar
los espacios linfaticos. Alli, producen los huevos que eclosionaran dentro del
utero.

La longevidad de la hembra no se conoce con certeza, probablemente se
encuentren pocas en el intestino luegode 5 a 6 sémanas de haber ingresado.
La permanencia de las larvas en el intestino del hospedador no s‘e conoce Y
depende del huésped dénde se encuentren.

Una vez que un hospedador ingiere alimento parésitado ocurre lo siguiente:

La larva L1 (de 0.1 mm), penetra en los conducitos linfaticos y por el conducto
toracico, llega "a la vena cava, alcanzar'}do la circulacion general,
distribuyéndose a todo el organismo. .

Eil desarrollo continia en los musculos estriadt:?s voluntarios, principalmente,
diafragma, lengua, laringe, o0jo Y musculos r!nasticadores e intercostales.

También se han encontrado en higado, pancreas y rifion.
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Una vez que la larva penetra en las fibras muscui.llares estriadas, se rodea de
una capsula que se forma a partir de la fibra muécular, hay una diferenciacion
de la estructura de la fibra muscular. Ahora s;a denomina célula nodriza;
colabora con la nutriéién de la larva y con el hanejo de los productos de

i

desecho.

;
E! nucleo de la célula infestada aumenta de itamaﬁo, hay incremento dei
material nucleolar, aumenta el nimero de mitocon:drias, que son mas pequenas
que las de la fibra normal. Los miofilamentos des;aparecen y hay una marcada
proliferacion del reticulo endoplasmico rugoso (RER); alrededor de los 10 dias
de infestacion la membrana plasmatica exten:ga estd muy aumentada de
tamafio y aumenta notablemente el volumen del glicocalix, una membrana
doble derivada del hospedador rodea completamente a la larva. En este medio, -
la larva crece rapidamente. Pasados 30 dias, la larva mide entre 800 y 1000
um de largo' y ya ha comenzado a arrollarse de"ntro de la célula. La capsula,
hacia los dos a tres meses, mide 0.4 a 0.6%)( 0.25 mm. La calcificacion
conienza pasados los 6 a 9 meses, la larva pueéde vivir en el interior de esta
capsula durante varios afnos. f'

En los quistes la larva no puede seguir sﬁ desarrollo, sino que debe
esperar & que la came de su primer huésped seai ingerida por otro hospedador.

En éste segundo hospedador las larvas se liberan de los quistes por los jugos

gastricos y crecen en el intestino hasta el estado adulto, comenzando la puesta

6
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de larvas a los 6 a 8 dias.

Epidemiologia. ‘

Los ciclos pueden ser selvaticos o sinantropico- zo;nético independientes.

En =l ciclo selvético intervienen carnivoros de vic:%ia libre tales como zorros y
jabalies, que mantienen la infeccidon y transmiten;la enfermedad. No hay que
descartar la aparicion de casos de triquinelosis hLilmana a través del consumo
de carne de jabali cruda o mal cocida. ‘

El ciclo sinantrépico- zoonotico se presenta primariamente en cerdos y ratas,
pueden participar perros, gatos y el hombre. Tarﬁ;bién se han asociado brotes
de triquinelosis con caballos, ya qué los equinos Pueden infostarse a través de
la ingestion de alimento contaminado con resicluosE de ratas contaminadas.
Patogenia y signos clinicos en el hombre.

Esta parasitosis es de gran importancia en la mec:;icina humana.

¥

Las formas intestinales pueden producir cierto grado de irritacién y provocar
enteritis aguda en infestaciones intensas. |
Los efectos patdgenos mas importantes son lqs producidos por 1as larvas
musculares, que, en infestaciones intensas ;;ueden provocar 1a muerte,
especialmente por |a parélisis de los musculos res;piratorios. |

Los signos clinicos que acompafan a la triquineiosis son muy variaﬁles, y hay

que realizar diagnostico diferencial con otras enfermedades; l0s signos incluyen

diarrea, fiebre, dolor retroperitoneal, rigidez .y dolor muscular, disnes,

.

———————
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carraspera, edema faringeo, de los parpados y sofdera.

Suele haber una marcada eosinofilia, caracteristicé de las parasitosis.

Los signos clinicos se presentan alrededor de la ci:uarta semana de infestacion,
cuando comienza a disminuir la produccion de huevos y las larvas empiezah a
encuistarse. 5
En la poblacion humana los brotes, generalmenite se presentan como brotes
epidémicos, cuando un grupo de personas iﬁgiere carne triquinelosa, sin
cotinar o mal cocida, de cerdo o cualquier otro hoﬁspedador.

Prevencion y control |

La triquinelosis humana se disemina principalmelnte por el cerdo. Este animal
se infesta, generalmente por desperdicios crudosz que contienen reste de carne
triguinelosa. Los cerdQs alimentados a grano pre?entan baja incidencia de esta
parasitosis. La prohibicion de alimentar a los ceé'dos con restos alimenticios 0
las normas que obligah a cocer los restos destin;ados a los cerdos, contribuyen
a dlisminuir la incidencia de |a triquinelosis. '

El hombre adquiere generalmente la infestacion mediante el consumo de carne
de cerdo, embutidos o chacinados crudos o mal ci;ocidos. El embutido casero es
especialmente importante. ;

La carne debe cocerse a 58°C en su totalidad. Las larvas mueren por

congelacion a -25°C durante 20 dias, pero la salazon y el ahumado no son

métodos confiables para eliminar las larvas de la carne porcina.
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Gould y col.(1962) demuestran que la radiacion gamma €s un buen método de

esterilizacion de Ia came y ésta mantiene su sabor.

TAREA 3. Parasitologia.

Se recibieron 10 muestras de materia fecal caprina para analizarlas segun las

técnicas de flotacién y observacion microscopica. o
Tarea 4 LEUCOSIS VIRAL BOVINA (LVB), LINFOSARCOMA

BOVINO O LEUCOSIS ENZOOTICA BOV;INA.

Es una enfermedad neoplasica, maligna, de alta_ mortalidad; afecta al sistema
reticuloendotelial de los bovinos; se caracteriza por la aparicion de camulos de
linfocitos neoplasicos en casi todos los (’)rqanm los signos clinicos varian
dependiendo de la ubicacién de los cumulos neo;?lésicos.

La enfermedad asume varias formas: ;

e Leucosis viral bovina enzodtica, es la forma mé}s comun en animales adultos.
« Forma esporadica, afecta a los animales mené)res de 3 afos y que a su vez

incluye las S|gwentes formas:
(a) Juvenil, afecta a menores de 6 meses de edad, se caracterlza por el
aumento de tamario de multiples ganglios linfaticos.
(b) Timica, en animales menores de 2 anos, caracterizada por hinchazon del

cuello, provocando timpanismo y edema.
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(c) Cutanea, en bovinos entre 1 y 3 anos caratf:terizada por la aparicion de
|
nodulos y placas en la piel. ‘

i
« linfocitosis persistente, es el proceso Iinfopro!ifgrativo benigno.

Etiologia.

Lenicosis viral bovina enzodlica y linfocitosis persistente.
Es causada por un retrovirus del género Oncornavirinae, identificado como

svirus de la leucemia bovina®. Morfolégicamente és similar a los virus causales

de teucemia del resto de las especies domésticas. Crece en cultivos tisulares;

|
produce anticuerpos especificos en terneros y ovinos.

=y

%

La infeccidn por este virus no implica la presencia de linfosarcoma, ya que la
i

mayorfa de los animales infectados no presenti!an la enfermedad neoplasica.
Aquellos que si la sufren, tienen predisposicion gérwélica.

La linfocitosis persistente, que es otra de i‘Elas formas benignas de la
enfermedad, también esté influida genéticamentez en su manifestaci'én.

{ eucosis bovina esporadica. -

No se dispone de informacién certera acerca de:__ esta enfermedad. El virus no
puede cultivarse, ni se detectan anticuerpos en llos animales afectados por las
formas juvenil, timica o cutanea de la enfermedad. Los datos con los que se
dispone, indican que el Oncornavirinae no iparticipa en la enfermedad

esporadica.

Epidemiologia.

10
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La enfermedad no se propaga con gran rapidez y.el numero de animales de un
rodeo positivo a la prueba de AGID (inmunodiflgjsién en agar gel) suele ser

pequefio. Sin embargo, en rodeos infectados el numero de reactores, €s

elevado, cercano al 80%. La erradicacion de la en:fermedad, por medio de

t
AGID u otras pruebas seroldgicas y el sacrificio d;e los reactantes positivos , se
consigue rapidamente la erradicacion de la enferrriledad de los rodeos.
« Origen del virus de la leucosis viral bovina.
Los bovinos son los Gnicos animales que se iﬁfectan en forma natural; las
ovejas y las cabras se pueden infectar experimehtalmente. La infeccién no se
extiende de bovinos a ovin_os, aunque compartarﬁ el mismo potrero, ni'lo hace
en forma experimental entre ovinos infectados de'los no infectados.
La transmisién horizonta! de un linfosarcoma qué se presenta en forma natural
en los ovinos, se debe a un virus antigénicémente similar al virus de la

leucemia bovina. Se considera que no hay transmisién horizontal del virus de la

LVB de los bovinos a los ovinos.

En bovinos, la infeccidén es permanente y no se r:?a demostrado la recuperacion
espontanea. Se debe a la localizacion dei virus :an los linfocitos en un estadio
no manifiesto ni productivo, 1o que causa incaﬁacidad de formar anticuerpos
para detener la infeccidn. En cualquier caso Ia;multiplicacién del virus no es

necesaria para la supervivencia o transmision. Ademas de su localizacion, el

virus es capaz de sufrir cambios antigénicos periédicos, para escapar de los

, 11
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1
mecanismos de defensa del organismo. Esto sighiﬁca que el animal infectado

es fuente de infeccion durante largos peruodos quizas toda su vida,
independientemente de la presencia de anhcuerpos especificos. El sistema
virus- hospedador es el mismo que en otros retrovirus, especialmente similar al
de fa AIE y el virus de Maedi- Visna de los ovmos (no existe esta enfermedad
en nuestro pals) La mfeccnbn se produce cuando los animales mayores de 12
meses estan en contacto estrecho con el virus. |

|
La infec_cién se logra rapidamente por la inyeccidn subcutaneas o intradérmica
de! virus, también por infusion traqueal, la via? oral no actia como via de

!
!
{
i
H

infeccion.
» Predisposicién gengtica.
Existe tendencla familiar a contraer la enfermedad hay pruebas preliminares .
que indican que la resistencia a la infeccion por el virus de la leucosis bovina
(VLLB) esté determinado por factores genéticos. E_xisten pruebas firmes que una
vez que la infeccién ha ocurrido, la aparicion de Ila respuesta esta determinada
i
por la conformacion genetica del hospedador, Ia"_ respuesta puede ser. s6lo de
anticuerpos, de anticuerpos con linfocitosis peréistente o de anticuerpos con
Iinfosarcoma con o sin linfocitosis persistente. Es probable que la resistencia
genética a cualquiera de estas presentaciones pgeda ser vencida por el estrés,
periodos de funcionamiento inmunitario inadecua;!o o una gran dosis infecciosa

del virus.

12
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¢ Transmisién del virus.

El virus estd presente principaimente en !infécitos; también lo .podemos
encontrar en sangre, leche y masas tumorales. La mayor parte de los
investigadores no lo ha descubierto en el semen y no se cree que la IA sea un
medio de propagacion del virus, salvo que e] semen contenga linfocitos
infectados, asi como la transferencia embrionarié con embriones intactos, los

!

embriones de hembras infectadas no han repr?)ducido la enfermedad en |a
henbra receptora ni en el feto. Se ha recuperado el virus a partir de semen
obtenido por la técnica del masaje. No se ha encéntrado virus en saliva, pero si
en orina en forma intermitente. En lavados nasot;raqueales se ha ehcont_rado el
virus sélo en el interior de las células y no como v:irus libre.

La transmision natural ocurre principaimente en bovinos mayores del afio y
medio de edad, por lo general durante los mesés de verano y probablemente
participen insectos Y murciélagos como vec;,tores, a partir de linfocitos
infactados en sangre entera. También ocurre Ieia transmision yatrogénica por,
sangre infectada que contamina el instrumental de trabajo como agujas
hipodérmicas, hojas de bisturi, descornadores, Cl.'.IChiHOS de castrar, pinzas para
tatuar, usandolos primero en animales infectados y luego en sanos, sin ningun
tipo de desinfeccion previa. También se puede:itransmitir el virus a partir de

transfusiones y vacunas que utilicen sangre entera, como ser la de babesiosis y

anaplasmosis.

13
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0,1 mi de sangre entera es suficiente para que sé pueda transmitir el virus de
un animal infectado a uno susceptible. Tambiénise puede transmitir el virus
durante la prueba intradérmica de tuberculinizacic';n, si no se utiliza una aguja
por animal.

La fransmision por leche es posible a partir del pa%)aie de linfocitos infectados a
través del epitelio del intestino delgado durante |airs primeras horas de. vida; sin
emhbargo est a via de transmision es rara, posib:lemente por ia existencia de
anticuerpos maternos en la leche. ,
Tal vez el 20% de las infecciones registradas deri;ven de la invasion y pasaje a
través de la placenta. Muy pocos terneros son; serologicamente positivos al
nacimiento debido al bajo indice de infeccion en (tero, pero adquieren los
anticuerpos en forma pasiva a través del calostro.%

La forma de propagacion entre los animales, probiablemente sea a través de los
insectos, por lo tanto se requiere de un estrecho? contacto entre los animales,
ya que el virus no sobrevive por largo tiempo en éi vecfor o sobre su superficie.

« Estadisticas de poblacion. :

Se calcula que la infecéién por el VLB sea del :20% en rodeos lecheros y la
frecuencia relativa de la aparicién de linfosarcoma es del 1 por mil. Los rodeos
lecheros se infectan con mayor frecuencia cu:Je los de carne;, hay mayor

prevalencia en ia aparicion del linfosarcoma en rodeos de leche . Esto se debe

al- mayor contacto entre los animales y a la mayor edad promedio de ios
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animales en estos rodeos.

Todas las razas de bovinos son susceptibles a |a‘. infeccion; rara vez ocurre en
animales menores de 2 afnos; la incidencia aumeﬁta con la edad y al parecer la
incidencia aumenta en los grandes rodeos.

¢ Otras especies.

El linfosarcoma ocurre en forma esporadica enf todas las especies, pero la
infeccion natural por el virus de la leucosis viral bovina sélo se ha demostrado

en ovinos y cabras. No se ha demostrado la infeccion al hombre

En cerdos se ha descripto una leucosis enzootica de caracter hereditario, pero

no se ha determinado si existe relacion con la de los bovinos. La heredabitidad

H
i

esta determinada por una cardcter autosomico re;cesivo.

Patogenia.

e Elvirus y la lesion. }

Luego de la exposicién al virus, existen cuatro reéultados posibles:

1. Que el animal no sufra infeccion, probablemente por resistencia genética,

2 Que se establezca una infeccion permaneinte y apérezcan niveles de
anticuerpos detectables. Estos animales sc;n portadores latentes de la
infeccion. :

2 Que se establezca una infeccion permanente y el animal reaccione como

seropositivo, sufre linfocitosis persistente y un proceso linfoproliferativo

benigno. No es una fase preclinica de linfosarcoma.

15
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4. Que el animal se infecte, sea seropositivo, 'presente o no una fase de
linfocitosis persistente y que sufra tumores malignos neoplasicos o

linfosarcoma.

E! hecho que el animal se infecte o no y presenté cualqguiera de las formas de

1

la enfermedad, esta determinado por la constitucion genética del receptor. El

tipo de manifestacion también esta influenciado -ipor el estado inmunitario del

animal y por la dosis infectante de virus. Aproiximadamente el 80% de los

animales que sufren la forma aduita de la enfermedad manifiestan una
|

depresién importante de Ig M, debido a la defici:enc&a en su produccion en el

bazo y ganglios linfaticos. i

La linfomatosis es una neoplasia del sistema reticuloendotelial, nunca es

i
benigna y el ritmo de aparicion de las lesiones es individual, por lo que el curso
puede ser bastante breve o durar varios afios. |

exposicion ';

infeccién :> Animal genéticamente
resistente,

. | |_ Nb hay infeccién

seroconversion TSy e T

e Infeccién persistente.
U Seropositivo. Sin linfocitosis,

ni tumor por |a resistencia
! genética

Linfosarcoma
Desarrollo del tumor

: : Linfocitosis persistente
| . ™ i )
Neop a(sslaOIOr;mailgna Estadio linfoproliferativo
t benigno (29%)
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Probabitidades luego de a infeccion por. el virus de la LVB .

¢ l_alesion y la enfermedad clinica.

En los bovinos adultos, la mayoria de los érgands pueden presentar lesiones,
generalmente se localizan en abomaso, corazén y ganglios linfaticos tanto
periféricos como viscerales. En terneros las lesiones asientan principalmente
ganglios linfaticos viscerales, bazo e higado. Los sintomas clinicos \}an a

depender del drgano mas afectado. ;

[}
Cuando las lesiones asientan en el abomaso, el sindrome consiste en

trastornos gastrointestinales con diarrea persister:ute_

Si se afecta la pared auricular, se presenta insuﬁc;:iencia cardiaca congestiva.
La afeccién de las meninges y nervios raquideos{, trae pardlisis gradual del tren
posterior. En el téjido nervioso la lesion primaria se origina en las raices de los
nervios periféricos y avanza a lo largo de est!;os, involucrando meninges y
médula espinal.

Otras localizaciones frecuentes son genitales, tejido periorbital y piel. En la

forma cutanea aparece engrosamiento intradérmico persistente, sin causar

17
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discontinuidad del epitelio. Este engrosamiento G;'sté formado por cumulos de
linfocitos neoplasicos. La participacion de los daﬁglios mediastinicos puede
provocar la obstruccion del esofago en terneros. '

Generalmente los tumores constan de cﬁmulc?s de linfocitos neoplasicos,
aunque en muqhos casos puede describirse comé un reticulosarcorria, para ser
mas exactos. Los tumores son de caracter nimaligno con tendencia a las

metéstasis. El cuadro sanguineo es variable, y enj general se describe como un
!

aumento de linfocitos circulantes con abund%anle presencia de linfocitos

inmaduros en la mayoria de los casos se com;farueba una anemia de grado

variable. |
t

« Manifestaciones clinicas *

En los bovinos adulios se reconocen dos for:mas de ia enfermedad. Las

describiremos como entidades separadas: I

Linfosarcoma bovino_.

Leucosis bovina.

1) Linfosarcoma bovino.

Se caracteriza por la formacion de h‘nfosarcor;va multicéntrico en animales
!

adultos; ios tumores se desarrollan con rapidez, eiasto acompana la variedad de
|

los signos y sintomas clinicos. E

Frecuencia de aparicion de los signos clinicos (sc.?bre 1100 casos analizados):

 Signos %
Pérdida de peso .80

18
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e e (L

Menos leche 75
Linfoadenopatia externa 60
Disminucion del apetito 50
Linfoadenopalia interna 145
Paresia posterior 40

Fiebre 25
Afecciones respiratorias 16
Excoftalmos bilateral i3
Diarea |10 .
Estrefiimiento 8
Exoftalmos unilateral 7
Alteraciones cardiovasculares |5

El perfodo de incubacion es de 4 a 5 afios, o por lo menos la enfermedad
- !

tiende a ocurrir 4 o 5 afos después del ingreso del caso original o de

transfusiones de sangre de animales menores de 2 aiios, es mas frecuente
entre Ids de 4 y 8 anos de edad. Ocurre primero %linfocitosis sin signos clinicos,
rara vez antes de los 2 afns. Muchas vecesj permanecen en esta etapa
preclinica durante muchos aios, generalme%te durante toda la etapa

productiva, disminucién en la produccién, en cierta proporcion de animales

aparece la enfermedad clinica. Los sintomas y'la duracion del padecimiento

varian segun el numero y la importancia de los c');ganos afectados dependiendo
de la velocidad de crecimiento de la masa tumora;l.

Entre el 5 al 10% de los animales sufren qna forma sobreaguda de la
enfermedad que les provoca la muerte sin;signos clinicos previos. La

participacién de las glandulas adrenales y la rotura de ulceras en el abomaso o

un vaso sanguineo importante afectado que provoca grandes hemorragias

| 19
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internas, son algunas de las causas que provocein la muerte; los animales, en
general, tienen un buen estado general.

La mayoria de los animales cursan la forma subaguda (1 semana) o cronica
(varios meses) y los sintomas se inician con deterioro de! estado general,
pérdida del apetito, anerﬁia y debilidad muscu.iar. No siempre aumenta la
frecuencia cardiaca, aunque el miocardio se vea fesionado; la temperatura es
novmal, a menos que el tumor tenga un crecimi;anlo rapido y extenso, donde
puede' _eievarse a 39,5 - 40°C. Las direrentés formas se describen por
separado, pero en un mismo animal se puedeh registrar combinaciones de

todas. En muchos casos no se observa enfermedad clinica manifiesta por lo

]
i

que no interviene el veterinario, hasta que no se produce una invasién extensa

en el rodeo, o se presenta alta mortandad en el rodeo. Cuando se descubren

los signos clinicos y el desarrollo del tumor, Ia};muerte sobreviene en 2 a 3

semanas.

o Hipertrofia de los ganglios linfaticos superﬁcialéfs. '

Es un sintoma comun y temprano que se observa en el 75 a 90 % de los casos.

Suele acompanarse de diversas lesiones su:bcuténeas (hasta 1 cm de

diametro), localizadas a menudo en el flanco y pt;ariné. Estas lesiones cutaneas

son , probablemente ganglios hemolinfalicos agrandados y no poseen valor
1

dingndstico de importancia, ya que se presentan frecuetemente sin olros signos

aparentes de LVB. En ofros casos estos signos pueden estar ausentes y estar

20
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afectadas las visceras. El aumento de volumen ilde los ganglios viscerales es
frecuente, pero a menudo no produce sintomas, ;3 menos gue ejerzan presion
sobre algun organo, como intestinos o nervios.: El aumento de tamafo de
algunos ganglios linfaticos puede descubrirse p(;)r tacto rectal, especiaimente
en los iliacos e inguinales profundos. En los césos avanzados se facilita el

diagnostico por la diseminacion extensa al peritoneo y visceras pelvianas.
i
En general, la hipertrofia de los ganglios es una manifestacion comun, aunque

algunas vacas solo presentan hipertrofia de aigunos ganglios del perine o algun
subcutaneo, como pueden ser los cefélicos y los submandibulares.
Los ganglios afectados se palpan lisos y elésticos y en las vacas lecheras

notablemente visibles. Puede presentarse edema local. En algunos caso toda

la superficie corporal esta cubierta de masas tumorales de 5 a 11 cm'de

diametro en el tejido subcutaneo. §
i

o Lesiones del tuho digestivo.

Son lesiones frecuentes. Cuando esta implicada ;a pared del abomaso, pierden
|
el apetito y tienen diarrea persistente, semejante a la observada en la

paratuberculosis; pueden presentar melena por la hemorragia de algunas

l

Glceras. Las tumoraciones de los ganglios mediastinicos pueden producir
meteorismo moderado a cronico. |

¢ Lesiones cardiacas.

Generalmente corresponden a lesiones de la pared auricular derecha,
|
21
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presentando insuficiencia cardiaca congestiva derecha, hidropericardio y

v

disiinucién de los ruidos cardiacos a la auscultacion, hidrotérax con disnea,
ingurgitacion de las venas yugulares y edema del 'pecho que puede Iiégar hasta
el aspacio intermandibular. Es frecuente el sopl§o sistalico y el pQIso yugular
asociado. A veces se comprueba hepatomegalia y la estasis portal es capaz
de producir diarrea. |

s Afeccion del sistema nervioso.- l

La linfomatosis neural suele manifestarse por comienzo de parélisis durante
vatias semanas. Hay debilidad manifiesta en los |;'1udos de los animales durante
la marcha., puede verse afectada una extremidéd mas que la o'tra. Ei animal
tiene dificultad para levantarse hasta qué ya |3'10 lo hace. Adn conserva la
sensibilidad, pero el movimiento esta limitado ;) ausente. Puede haber una
zona de hiperestesia en el punto de la lesidn, C]l:le generalmente radica en las
ultimas vértebras lumbares o primera sacra. i
¢ Lesiones menos frecuentes. '

Se incluye aumento de tamafio de los ganglios Ii!lnféticos retrofaringeos, 1o que
puede causar ronguidos y disnéa. A veces pre:esentan lesiones clinicamente
delectables en el tejido periorbital, provocando protrusion del globo ocular.
También pueden afectarse los musculos de l(%)S miembros, uréter, rifdn y

genitales. En el (tero se detecta un agrandamiento nodular multiple durante el

examen rectal. Las lesiones periureterales llevan a la hidronefrosis, con

22
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aumento difuso del tamafio de los rifiones; los tunéores que asientan en el tejido
renal causan hipertrofia nodular. En ambos caso;s se observa uremia terminal
que lleva a la muerte.

2) lLeucosis bovina esporadica.

Se describen tres formas de presentacion:

a) Forma cutanea.

Es la forma mas comun de presentacion en los a;nimales menores de 3 anos.
Es muy poco frecuente y se manifiesta por placias cutaneas de 1 a 5 cm de
diametro que aparecen sobre el cuello, dorso, grupa y muslos. Las placas
estan cubiertas por una costra blanquecino- grisa:cea gruesa, se cae el pelo de
la zona. El centro de !a placa se deprime y corﬁienza a retraerse el nédulo.
Después de semanas a meses crece el nuevo: el pelo y desaparecen los
nodulos y la hipertrofia de los ganglios periféricosi;. Sueie haber recaida entre 1
y 2 afios después con reaparicion de las Iesioﬁes cutaneas y con signos de
afecciobn de los drganos internos, como en la forma -enzodtica de la
enfermedad.

b) Linfosarcoma juvenil o del ternero.

| !
Se presenta en terneros de 2 semanas a 6 meses de edad, con perdida

|
gradual del peso y aumento de! tamano en forma repentina de todos los

}
ganglios linféticos, acompanado de depresion y debilidad. En menor grado

puade presentarse fiebre taquicardia y paresia :del tren posterior. La muerte

| 23
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i
ocurre entre las 2 a 8 semanas de presentados los sintomas. Puede haber

signos de compresion sobre organos internos!‘?, incluyendo meteorismo e
insuficiencia cardiaca congestiva. En algunos casé) la enfermedad se desarrolla
plenamente en el Utero y el ternero nacido prese?nta tumores, pero puede que
se anifiesten a los 2 afios de edad |

¢) Forma clinica de los bovinos jovenes. j

Es comun encontrar infiltraciones en el timo de animales de 1 a 2 afos de

edad y presentan agrandamiento masivo del timo,? con lesiones en médula 0sea
y ganglios linfaticos regionales. Todo esto ;origina congestion yugular,
obstruccién respiratoria y edema local. Esta form%\ es mas frecuente en rodeos
de carne que en lecheros. .
¢ Otras especies. ‘1

Se han observade brotes en ovinos, con sintomas clinicos, datos

epidemiol6gicos, hematoldgicos y de necropsia similares a los de la leucosis

bovina enzodtica.
No se ha demostrado que ocurra infeccién en otfas especies por el virus de la
i
jeuicosis viral bovina, pero se ha observaﬁo aparicion epizodtica de
linfosarcoma en cerdos y en casos esporadicos én caballos. ‘
i
El cuadro clinico en cerdos es muy indeﬁnidd, se observa emaciacién no
especifica, debilidad de las extremidades y anc;rexia. La forma enzodética se

presenta en lechones menores de 6 meses, se manifiesta por detencién del
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crecimiento, desarrollo abultado del vientre, e;umento del tamano de los
ganglios linfaticos y linfocitosis e incluso aparicic')ﬁ de células inmaduras.

En equinos, se presenta en animales mayores de 6 anos de edad, con
agrandamientos subcutédneos que pueden ulcerarse, hipertrofia de los ganglios
linfaticos superficiales y profundos, ingurgitécién de la vena yugular,
imegularidad cardiaca, exoftalmos y anasarca. El curso puede ser agudo o
crénico, pero la mayoria de los equinos afectados muere en término de 1 mes
de aparecidos los sintomas.

Diagnastico.

El diagnéstico antemorten depende del examen clinicopatoiogico del animal.
Existe una gran variedad de técnicas disponibles; y es muy importante hacer la
selecciébn apropiada para la fase en particulér de la enfermedad que se

considere.

+ El diagnéstico de infeccion viral se establece por tecnicas virologicas o
serologicas,

¢ La linfocitosis persistente se diagnostica por lécnicas hemaloldgicas,

¢ Los tumores neoplasicos se identifican po:r examen histologico de una
muestra de biopsia.

Diagnéstico de la existencia de la infeccion por w’}us de la LVB.

El diagndstico definitivo esta basado en el cultivb tisular de células esplénicas

de cordero, se inoculan con leucocitos del animal sospechoso; una alternativa
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es la transmision de la infeccién desde bovinos sospechosos a ovejas
1

seronegativas. Si se demuestra que hay crecimi'fento, el virus se identifica por
microscopia electronica, o por la técnica de anti&uerpos fluorescentes, andlisis
de inmunoabsorcion ligada a enzimas, ELISA, radicinmunoanalisis, RIA, o
analisis de infectividad sincitial. Debido a los costés del cuitivo celular, o que se
intenta es un diagndstico presuntivo, usando :una prueba serologica. Esta
prueba no deberd usarse si es posible que el animal sea positivo por un motivo
diferente a la infeccion, por ejemplo, un ternero de corta edad que es aun
seropositivo aun por los anticuerpos maternales?adquiridos en el calostro. De
todas las pruebas serologicas disponibles, laé que se prefieren son las
siguientes: .-
- Inmnodifusion en agar gel, Util para ser utilizada a nivel rodeo, pero no es 1o
suficientemente exacta a nivel individual p(;TJI‘ el gran numerc de falsos
i
positivos. Esta es la prueba reconocida interrjacionalmente como la prueba
oficial para la importacion de animales. :
- Radioinmunoandlisis, es adecuado para Ié identificacion individual de
animales positivos por su exactitud.
- ELISA, es el de mayor sensibilidad; puede utilizarse en Ieche.
Es importante tener en cuenta la cronologia de lq seroconversion.

Los temeros de vacas infectadas tienen una posubnhdad del 20% de sufrir

infeccion intrauterina y ser seropositivos al momento del na(:lmiento Si son
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negativos al nacimiento, experimentan seroconv}ersién durante la lactancia, a
través de la inmunidad pasiva transmitida por el%calostro. Estos terneros y los
de vacas no infectadas, se convierten en positivc;;s a una edad variable, segun
el momento en que entren en contacto con la inifeccién, generalmente sucede
cuando tlenen contacto con animales aduiltos mfectados como regla general

las reacciones positivas son poco frecuentes en bovinos menores de 2 afos.

La seroconversion suele ocurrir 3 o 4 meses después del primer contacto con
1

jos animales infectados, el intervalo es mayor en invierno que en verano. Los .

animales infectados son seropositivos y estén infectados durante largos

periodos, por lo general toda la vida.

Diagndstico de linfocitosis persistente.

El principal cambio patolégico en que se basa esta diagnostico es el recuento
|

leucocitario; en los animales infectados hay t'Tm aumento del recuento de .

linfocitos y en especial de células inmaduras. E| porcentaje de linfocitos en el

recuento leucocitario total supera los niveles nor?males del 50%, y. se considera

que el 65% indica un diagnastico positivo. También se considera que es una
i

alteracion significativa la presencia de 25% o mas de células inmaduras

atipicas en el recuento linfocitario total. ,

Si los animales sufren de linfosarcoma, ;Ia linfocitosis generalmente

desaparece. Al microscopio eleclronico, en los linfocitos circulantes se visualiza

la presencia de sacos nucleares, lo que indica la presencia de la enfermedad y
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]
del virus dentro de los linfocitos. ‘!
i

Diagnéstico de linfosarcoma. i

1
v
|

Se establece solo por histopatologia a partir de una muestra de material
tumoral, obtenido de una biopsia o necropsia. La muestra se toma de ganghos
linfaticos aumentados de tamaro, de ganglios l':lemollnfatlcos, cuando la via
genital estd afectada, se puede practicar lapaéotomia exploratoria. Pueden
detectarse cambios cromosomicos en celulas 'de ganglios linfaticos o en
leucocitos circulantes. '

Hallazgos de necropsia.

En los bovinos se pueden descubrir masas lumora!es en cualguier organo,

eslas masas son blancas y duras. Aunque generalmente la localizacion

i

caracteristica es la siguiente:

En animales jovenes y recién nacidos las localizaciones frecuentes son

rifones, timo, higado, bazo y ganglios !inféticols internos y periféricos. Esta

distribucién puede ser o no caracteristica dei la forma esporadica de la.

enfermedad. f
En adultos casi siempre estan afectados:. e|5‘ corazon, donde las masas
turnorales invaden principalmente la auricula derecha y puede extenderse

hacia el pericardio, hay cambios en el tejido sqbepicérdico, debe tenerse en

cuanta este tejido para los casos dudosos O latentes. La pared del abomaso,

cuando se encuentra lesionada, presenta engrosamiento macroscopico,
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irregular, con material neoplasico en la submucosja, sobre todo en la region del

piloro. Comunmente ocurren lesionas similares jgen el intestino. En las zonas

afectadas, puede haber ulceraciones.

Los nervios periféricos se encuentran enqrosados, los principalmente afectados

son los nerwos lumbares y pnmeros Sacros. En las meninges de la zona
afectada también se observan estos engrosam|entos

Los ganglios linfaticos afectados pueden estar rﬁuy aumentados de tamaiio y

formados por tejido normal y neoplasico, este altimo es mas blanco y firme que

el lejido linfoide y generaiments esta circunscripto por una haio de Necrosis

amarillo brillante.
Hisologicamente, las masa tumorales estan compuestas de linfocitos con
diferentes grados de degeneracion neoplasica.

Control.

Ahora es posible identificar el virus que causa la enfermedad, por lo tanto,

se pueden realizar campafias de erradicacion; para su eliminagion completa
i

de los rodeos. Para esto contamaos con.

- La naturaleza exégena del virus;

- La propagacién lenta de |a enfermedad entreérodeos. La utilizacion de la 1A
constituye una forma de renovar la sangre dél rodeo, con el minimo peligro
de introducir la enfermedad: ::

1

- Lafalta aparente de resevorios para el virus,
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- Descartar el ganado genéticamente susceptibie reduce las posibilidades de
i
reinfeccion.
Limitaciones de la propagacion.
Cuando la eliminacién no es posible en la préclic;a, os muy apropiado limitar 1a
enfermedad tomando medidas que eviten su pro?pagacién. Ni {a eliminacion de
animales clinicamente afectados ni el sacrificio de los bovinos a -partir de
andlisis hematolégicos anormales, tiene efeclo soibrn la prevalencia.
!
- Cont_rol de los insectos veclores,
- Evitar puede reducir el indice de propagacion f.)or medio de: '
- La transmisién yatrogénica durante las practicas comunes realizadas en el
rodeo como ser, desc,;ornar, castrar, extrac::cién de sangre con agujas
hipodérmica utifizando una por animal, ?al igual que durante las

1
vacunaciones. Las transfusiones y vacunas que contienen sangre, como las

utilizadas para anaplasmosis y babesiosis, son un medio particularmente

potente para extender la enfermedad,

! ]
|
!

! N
- No mantsner a los terneros nacidos de madres infectadas, ‘principalmente

las hembras, en el rodeo. !

- Utilizar IA, lo que evita la transmisién siempre y cuando se trabaje con
!
semen controlado.
Como las pérdidas por la enfermedad no son grandes, es poco probable que se

realicen trabajos de erradicacion y por 1a presenc::ia de insectos que introduzcan
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la enfermedad a los rodeos libres, probablemenfe sea importanie aprender a
controlar y convivir con la infeccion.
Diagnéstico viral. Generalidades.

A) ENZIMOINMUNOANALISIS.

Test de ELISA.

Anlecedentes y clasificacion. | ;
. El empleo de enzimas como marcadores inmuno;quimicos en sustituci_on de los

radioisotopos, para. su utilizacion en los andlisis de enlace competitivo, fue -
descripto por primera vez en 1 971 (Avrameas, 1971). .

Los nombres mas utilizados son:

< ELISA, analisis de inmunoabsorcién enzimatica ligado a enzimas;

*
»

EIA, inmunoanalisis enzimatico;

i

o
*

*

EMIT, inmunoanalisis con multiplicacion enzimatica.
El EIA es capaz de detectar cantidades muy pequefas de reactivos

inmunologicos. |
Ventaias

1) Pueden desarrollarse analisis sensibles por el efeclo de gmplificacién de las

enzimas.

2) Los reactivos son relativamente econdmicos y tienen una larga vida de

conservacion. ;

3) Pueden desarrollarse multiples analisis sirnultaneamente.
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4) Se puede realizar una amplia variedad de confi!lguracionesanaliticas.

5) El equipo necesario es barato y faciimente accésible. .

6) No hay riesgos de radiacién durante el manej;) ni en la sliminacién de las
muestras. |

7) Es rapido, simple y adaptable a la automatizacion.

8) Se puede desarroliar un EIA homogéneo para?los haptenos y lés proteinas.

Inconvenientes

1) La actividad enzimatica puede modificarse pbr algunos constituyentes del
plasma. :
2) Es necesario utilizar reactivos inmunoguimicos complejos.
La clasificacion depende de: i
a) El reactivo que hay que determinar, es decir, antigeno o anticuerpo, | =
b) Elreactivo marcado,
¢) La naturaleza competitiva 0 no del analisis,
d) El método de separacion de los reactivos unicios o libres.
Existen varios criterios para determinar la selecci:bn de un marcador enzimatico
en particular:
& El numero de recambios o de moléculas de §ustrato que se convierten en
productos por iugar enzimatico/ unidad de tierﬁpo.
i

Pureza.

& Sensibilidad.
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< Facilidad de velocidad de deteccion. '

& Ausencia de factores que puedan interferir’ en e! liquido gue hay que
analizar.

< Grupos reactivos potenciales.

% Estabilidad.

% ldoneidad p'ara un EIA homogéneo

ENZIMAS DE UTLIZACION MAS FRECUENTE EN LOS DISTINSTO EIA:

- EIA HETEROGENEQS EIA HOMOGENEOS

Peroxidasa de rabano Lisczima
Fosfatasa alcalina Malato- deshidrogenasa
D- galactosidasa Glucosa-6-Tosfato-deshidrogenasa
Glucosa oxidada Fosfolipasa C
Glucoamilasa D- galactosidasa

Anhidrasa carbénica
Acetilcolinesterasa
Catalasa

Existen dos tipos fundamentales de EIA:

» Heterogéneo: la reaccion antigeno - anticuerpo no modifica la actividad del
marcador enzimatico. |

» Homogéneo: la interaccion antigeno - anlicuérpo modula la actividad de la '
enzima, lo que hace que desaparezca la necesidad de un paso de

separacion.
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EIA HETEROGENEOS. :

Tocos los EIA heterogéneos tienen, ai menos, Qn paso de separacion para
diferenciar entre el material que ha reaccionado y el que no lo ha hecho.

En el sistema de EIA heterogéneo, la enzima sobre el antigeno o el anticuerpo
marcados conserva su actividad, incluso después de la reaccion con le

anticuerpo o antigenos reciprocos.

La eleccién de la fase de separacion esta determinada por el gran tamario del

marcador enzimatico. Entre los métodos mas aceptables se encuentran la

precipitacion doble del anticuerpo, el empleo de antigeno o anticuerpo en fase
solida o la utilizacién de perlas como las de agarosa o poliacrilamida.

El ELISA es un EIA heterogéneo, donde la actividad enzimatica en la fraccion
unida y en la libre se cuantifica por la conversiénl, catalizada por la enzima, de
un producto relativamente incoloro o no fluorescexlfmte.

Los ELISA pueden ser competitivos 0 no.
ELISA competitivo:

» Empleando antigeno - enzima

» Empleando anticuerpo marcado con enzima. ?

ELISA no competitivo:

» Analisis inmunoenzimométricos sandwich de c:ios silios
» Analisis indirecto para medir el anticuerpo. |

ELISA competitivo.

34
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< ELISA competitivo con empleo de antigeno mércado por énzimas.

Este tipo de ELISA se sirve de un antigeno marcado enzimaticamente con el
anticuerpo especifico inmovilizado a una fase sc';lida_

Las concentraciones del producto sustrato son inversamente proporcionales a

las del antugeno estandar o de prueba anadidos. Este tipo competitivo de

ELISA se ha aplicado para analizar una amplia gama de antigenos, es util par

detectar haptenos o restos de farmacos en los que el anticuerpo especifico es
univalente.

El analisis consta de los siguientes pasos:

1. El anticuerpo especifico se adsorbe fisicamente 0 se une de modo -

covalente a una matriz de fase sdlida.

2. El anticuerpo no unido se elimina por lavado. ;'

3. E! antigeno marcado enzimaticamente se incuba en presencia de antigeno
estandar o de prueba que se ha de analizar.

4. Lavado con tampdn que contenga un agent;: humectante después que la
reaccion antigeno - anticuerpo haya flegado aiuna situacion de equilibrio.

5 La fase solida, con el complejo antig!eno - anticuerpo marcado
enzimaticamente, se incuba a temperatura ..constante con la solucion de
sustratb enzimatico.

< ELISA competitivc mediante conjugados de enzima - anticuerpo.

En esta técnica, el antigeno estd unido a una fase sdélida. La union del
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t
anlicuerpo marcado enzimaticamente y el antigeno en fase solida disminuye

competitivamente si se afiade antigeno estandar ¢ desconocido.

Los ﬁasos en este analisis son similares a los del ELISA con antigeno marcado
enzimaticamente. E! producto medido de la reaccion enzimatica es
inversamente proporcional a la concentracion édel antigeno estandar o de
prueba. E! método puede usarse para analizar una amplia gama de antigenos.

ELISA no competitivo.

Las técnicas de ELISA no competitivo constituyen un ejemplo de los analisis

con exceso de anticuerpos se denominan métodos inmunoenzimometricos, en

los que el analizado, o antigeno reacciona con un exceso estoiquiométrico de

anticuerpo y el grado de reaccién antigeno - anticuerpo se mide en un segundo

paso.

Los andlisis inmunoenzimométricos con anticuerpo marcado presentan ciertas

ventajas:

o No es necesario aislar el analizado puro, ‘

i

o Con un paso da separacion sueie eliminarse |Ia interferencia no deseada de
la muestra, antes de la reaccion con el anticuerpo especifico marcado
enzimaticamente, |

» Requiere menos tiempo de reaccion que el ELISA competitivo.

o Comparativamente, es posible, que sea mas sensible que el ELISA

competitivo.
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Los ELISA no competitivos deben controlarse ﬁuidadosamente, para que no

haya dificultades en la precision y reproductibilida;d del analisis.

Existen ELISA no competitivos para antigenos y ainticuerpos:

e ELISA no competitivos tipo sandwich o andlisis inmunoenzimométricos:

Es aplicable a antigenos bivalentes o polivalentes

El anticuerpo inmovilizado en fase solida se incuba con los antigenos estandar
i

o de prueba. Después del lavado, el compléjo anticuerpo inmovilizado -

antigeno, se incuba con un exceso de anticuerpo marcado enzimaticamente,

que se fija a uno de los sitios antigénicos restantes. Después de otro paso de

lavado, se afade la solucidn de sustrato enzimatico y se incuba. La reaccion

del producto de reaccién enzimética es directamente proporcional ‘a la

concentracion del antigeno estandar o ana!izado.é

¢ ELISA indirecto para medir el anticuerpo: |

Mide la concentracion de anticuerpo en las muesiltras de liquidos biclogicos. En
este procedimiento se emplea antigeno inmovi;ﬁzado, gue reaccionha con la
muestra de anticuerpo. El paso siguiente consislle en el lavado y 1a reaccion
posterior con anticuerpo marcado enzimética‘imente y especifi;:o para la
inmunoglobulina de la especie que se trata de analizar. Con este método es
posible cuantificar una amplia gama de anticuerpos especificos,

particularmente viricos.

Caracteristicas de 1a fase sdélida.
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Para los EIA heterogéneos es importante elegir adecuadamente la fase de
separacién, ya que se afecta por el tamafio molecular de los marcadores

enzimaticos.

Los métodos de separacion que se emplean rné:é; comunmentle en los EIA son
los de fase soélida y la precipitacion inmunolégica: con una segundo anticuerpo.
La inmovilizacién en fase sdélida del antigeno o del anticuerpo se logra por
unién covalente o por adsorcion a través de intferacciones no covalentes. Se
han empleado particulas de agarosa, poliacrilami;da y poliestireno. También se

b

han utilizado particulas de oxido de hierro, que pueden separarse en un campo

magnético. ;

La inmovilizacién en superficies e plasticos ha I:'Ievado a la realizacion de un

gran volumen de trabajo.

Limitacion y sensibilidad del EIA heterogéneos.

La sensibilidad, especificidad, precision y reproductibilidad de cualquier analisis

dependen del disefio de configuracion, la rnaitriz solida, el anticuerpo, el

conjugado enzima - anticuerpo, la enzima y el método de medicion.

Otros factores de importancia son los siguientes: -

1} Adsorcion inespecifica, que influye sobre; la medicion de cantidades
extremadamente pequehas del analizado.

2) La naturaleza y la extension de la reaccion antigeno - anticuerpo son

factores limitantes del analisis
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H
3) El efecto prozona, o "gancho de dosis altas’, que puede conducir a una -
menor reactividad cuando estan presentes niveles altos del analizado.

En el desarrollo de un método determinado de ELjISA hay que averiguar cuales
!
son las condiciones optimas para cada estadio de la prueba, por ejemplo:

a) Concentracion 6ptima del antigeno o del antic:uerpo para la inmovilizacion o

i
t

recubrimiento de la fase solida,
b) Tiempos de incubacién optimos para cada pas‘:,o;
c) Tipo de sustrato, tiempo y temperatura o;l?timos para que la reaccion
enzimatica desarrolie el producto. |
Es posible desarrollar EIA sensibles y ultrasensibles.
B) HEMAGLUTINACION (H) - INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION (IH).
Algunos virus se unen a los eritrocitos de mamfferos y aves, y los agiutinan.
Los anticuerpos contra dichos virus inhiben estz':a hemaglutinacion al bloquear
sus lugares de unidén. La deteccion de la hemahlutinacién inducida por virus
sirve de prueba preliminar cuando se trata de id§|1tificar un vikus; la inhibicion
de este fenémeno por un anticuerpo se utiliza tanto. como método de
identificacion de un virus especifico, como para ;medir las éoncentraciones de
anticuerpos en el suero. Entre los microrgzé:mismos hemaglutinantes se
encuentran, mixovirus (orto y para), alfa, flavi y bLiJnyavirus, algunos adeno, reo,

narvo y coronavirus. También se incluyen algunos micoplasmas como

Mycoplasma gallsepticum.
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La IH detecta la presencia de antigenos solul‘ivles en 'saliva, suero u otros
liquidos. También se emplea para neutralizar un anticuerpo’ especifiéo con su
correspondiente sustancia soluble. Estos antig;enos solubles comparten |a
misma especificidad antigénica con los twallad@s sobre los eritrocitos y son
capaces de ne_utralizar los anticuerpos correspondientes en-el suero. E! suero
neutralizado ya no aglutinara los eritrocitos que posean “ese antigeno. La
ausencia de aglutiriacic’)n en inhibicion de la hemaglutinacion indica que la
prueba es posilivé y sefiala la presencia de un arﬁigeno especifico en el liquido
investigado. La potencia del anticuerpo usado en la prueba debe ajustarse de
modo que no produzéa una reaccion mayo’r de 2+ con los eritrocitos
indicadores. '-

Si la concentracion del anticuerpo es demasiado elevada, es posible obtener
una reaccion falsa negativa, a causa de la insuficiencia de la sustancia soluble
y, por lo tanto, de la neutralizacion parcial del anti:_cuerpo. -

Se emplea para confirmar la especificidad de un anticuerpo desconocido, por
medio de una neutralizacion con una sustancia conocida.

Las pruebas de inhibicion de ia hemaglutinaciér; se realizan de dos maneras
generales. En la primera (procedimiento alfa a virus - suero diluido constante),
se mantiene constante la cantidad de virus due se agrega a cada tubo,
mientras el suero problema se disuelve en forma seriada. Primero es necesario

titlar el virus, para determinar su actividad hemagiutinante. Es frecuente
;
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utilizar cuatro u ocho veces la dosis hemaglutinante minima,:es decir cuatro u
ocho unidades hemagiutinantes en una prueba. Despues se mezclan virus y
anlicuerpos, y se dejan permanecer asi por un periodo de prewamente
asignado, antes de agregar a cada tubo una suspensién de eritrocitos lavados.
El titulo de la inhibicion de la hemaglutinacion (HI) del 'suero se obtiene
multiplicando la dosis mas alta de las di|uCiOIi']eS del suero que inhibe la
hernaglutinacion, por el numero de unidades hemaglutinantes de virus que
participaron. .
Otro método (conocido como beta) para estimar l0s niveles de anticuerpos por
inhibicidn de la hemaglutinacion consiste en agrégar una cantidad estandar de
antisuero en cada tubo, en tanto que se hacen diluciones seriadas de una
suspension de virus cuya aclividad hemaglutinante es conocida. Es una técnica
Gtil en los laboratorios en que hay que ensayar cantidades muy grandes de
sueros, ya que deben diluirse los virus una sola \}_ez, al principio de cada dia de
pruebas, y no es necesario hacer diluciones seriadas de cada uno de los
sueros problema. Comparando el litulo hemaglitinante del virus en un suero
nonnal y en un suero problema, puede eslimarée el efecto inhibidor de esle
yltimo.

Si bien las pruebas de inhibicion de la hemaglutinacién son relétivamente

simples desde el punto de vista técnico, puede haber problemas por la

presencia de inhibidores de la hemaglutinacién diferentes a los anticuerpos.
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Algunos de estos son hidratos de carbono, y pueden destruirse -tratando el
sunro problema con neuraminidasa bacleriana (enzima destructora de los
receptores RDE). Otros son lipoproteinas, que sé eliminan tanto por absorcion
del suero con caolin lavado, como destruyéndolas con un tratamiento con
tripsina. En general, también es necesario abs:orver el suero problema con
eritrocitos, para eliminar las hemaglutininas naturales. Algunos mixovirus tienen
su propio RDE, que les permite eluirse espontaneamente de los eritrocitos
despues de la incubacion, y por eso hace que estas ultimas células no sean
aglutinables. Por esta razén, se obtendra un resultado faiso positivo si existe un
retardo excesivo en la lectura de algunas de Ia§ pruebas de inhibicion de la
hemaglutinacion. ;
En el virus de la influenza y algunos paramixovirus, la hemaglutinina de
superficie, es una glucoproteina, se fija a los re:ceptores complementarios de!
glébulo rojo. El virus produce elusiébn sobre el globulo rojo a 37°C, por la
destruccion del &cido neuraminico en sus receplbres por la-neuraminidasa del
virion, pero esto no ocurre a 4°C por la disminucién de la actividad enzimatica.
EI virus eluido puede aglutinar un glébulo rojo fresco, pero éste, una vez eluido
ya no puede ser aglutinado por la misma especie de virus, debido a la pérdida
de sus receptores. Sin embargo, el globulo rojo eluido puede ser aglutinado por

otro virus de estos dos grupos. Sobre esta base, los virus de Ia influenza y

algunos paramixovirus han sido dispuestos 0 incluidos en una serie llamada
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“gradiente de receptor”.

Las enzimas destructoras de receptor producidés por Vibrio cholerae y otras
bacterias impiden la aglutinacién de giébulos rojtss susceptibles por mixovirus.
Otros impiden la aglutinacion de glébulos rojois susceptibles por mixovirus.
Qtios virus que sabemos causan aglulinacibﬁ sSon papovirus, a-denivirus,
' POXVIrUs, togévirus, reovirus, coronavirus, er%xterovirus y rabdovirus. La
hemaglutinina en estos virus es una parte intégral del viribn, pero en los
poxvirus es separable del virion intacto.

En general, el medio de suspension, gama de pH (5 a 9) y temperatura no son
factores decisivos o criticos, aunque cada virus, en forma caracteristica
propicia Ia fijacion a.cieﬁc;s glébulos rojos bajoE condiciones favorables. Una
capa delgada difusa de glébuios rojos en el for%do del receptaculo (piaca de
microtitulo) o del tubo, indica hemaglutinaciéd positiva, mientras que una
conpacta corresponde a hemaglutinacién negativa. La dilucién mas alta de
virus que causa hemaglutinacion (HA) completa, c;:onliene una unidad HA.
Prueba de hemaglutinacién pasiva {indirecta). Se usa este método para virus
gue de otro modo no causan hemaglutinaciéln. El virus o antigeno- viral
generalmente adsorbe sobre el eritrocito portador (indicador) tratado con un
agente de acoplamiento como é&cido tanico o cloruro de cromio. Cuando el

producto acoplado se aflade a diluciones de antisuero y se incuba durante una

hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C, se observa un patron tipico
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de hemaglutinacion debido a la reaccidn de aﬁtigeno - anticuerpo. Se han
usado ampliamente con esle objeto hematies de casrnero,. que.se pueden
tratar con formol antes del tratamiento con acido tiénico para el aimecenamiento
prolongado.

Tarea 5 ANEMIA INFECCIOSA EQUINA. :

Introduccion.

Definicién.

La anemia infecciosa equina (AIE} es una e'nfermedad infecciosa de los
g(uinos, asnos y mulares, que cursa en forma aguda, subaguda, crénica o
inaparente; caracterizada por la disminucion de los valores eritrociticos, fiebre,
adinamia, adelgazamiento y en algunos casds muerte, producida por un
relrovirus.

Se cultiva en células dérmicas y en leucocitos equinos y sale de las células por
gemacion. El antigeno de la capside que induce anticuerpos precipitantes, es
comun a todas las cepas de virus de AIE y el antigeno de la capside induce
anticuerpos neutralizantes difiere de acuerdo a L:'-.a cepa, existen ocho variantes
reconocidas. Resiste mas de 2 meses en el ambiente mientras esté protegido
de la luz solar directa.

Ei virus se encuentra presente en la sangré circulante de los animales

inlactados: dentro de los leucocitos, sobre los eritrocitos, libre o formando

conjugados virus-anticuerpo en el plasma. Se elimina en forma intermitente por
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secreciones y excreciones como ofrina, semen y Iéche. La infeccion permanece

durante toda la vida una vez establecida.

Las fuentes de infeccion son los animales ‘infectados 'y las formas de

transmisién mas importantés se realizan por :

1. Inoculacion de sangre de un infectado a un s;;usceplible por la picadura de
insectos hematofagos como tabanos, moscaé picadoras y mosquitos, que
actuan como transportadores animados. El noﬁ]bre de fiebre de los pantanos
se o_rigina por su aparicion en zonas panlahosas por la alta densidad de
insectos en estos lugares.

2. Inoc_ulacién de sangre de un infectado a un susceptible por el uso de jeringas
y agujas, primerc en el enfermo y luego en ellsusceptible sin ningun tipo de
esterilizacién. Esta forma tiene importancia el;n caballos deporte por la alta
frecuencia a la que son sometidos a tratamientps medicamentosos.

3. Otras formas de contagio son: digestiva, gen!ital, calostral, placentaria, por

utensilios contaminados, efc.

El perfodo de incubacién es de 2 semanas a 4 meses. Los sintomas varian

segun la forma de presentacion, en los brotes naturales es de 2 a 4 semanas.

Casi siempre los brotes siguen un modelo caracterizado por la propagacion
lenta de la enfermedad a partir de la introduccion de un caballo infectado.
En la forma aguda se presenta fiebre hasta 42°C, abatimiento, debilidad del

tren posterior, tambaleos y caidas, taquicardia, hiperemia de las conjuntivas y
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anorexia. Se presentan edemas y caquexia rép;idamente. Los :fenémenos de
hemdlisis se presentan luego de cierto tiempo de evoluciond. Luego de la forma
aguda, puede sobrevenir la muerte o pasar al estado subagudo en el cual hay
fiebre remitente, debilidad, anemia, edema, céc'umxia y poca resistencia al
esfuerzo. En esta forma el cuadro hematico présenta aumento notable de la
eritrosedimentacion, disminucién del hematocri‘ito, de la hemoglobina y del
nuimero de eritrocitos. La forma cronica presenté baja en el rendimiento y rara
vez ataques febriles. Las alteraciones en el cuadro hematico n<.3 son tan
pronunciadas.

Los animales que presenten la forma subaguda, crénica o inaparente, por

siluaciones estresantes, pueden sufrir ataques agudos con intensa hemolisis.

Los equinos enfermos, a partir de los 15 a 21 dias postinfeccion presentan en

el suero anticuerpos contra los antigenos del virus de la AlE (VAIE).
|

La ataxia es un signo caracteristico y en muchps casos es ek unico sintoma
1
observable. )

Hay fiebre intermitente hasta 41°C, que puede elevarse y caer rapidamente,
con fluctuaciones intensas de 1°C por hora. ;Puede observarse ictericia y
edema de la parte caudal del abdomen, prepucié y ext_remidades; hemorragias
petequiales de las mucosas, principaimente sublingual y conjuntiva. En las

primeras etapas no se observa palidez de las mucosas, sino que se

encuentran congestivas y edematosas.
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No son muy manifiestos los sintomas respiratorios, la disnea 'se presenta en las
elapas terminales, puede haber secrecion ﬁasal serosanguinolenta. Es
frecuente la esplenomegalia intensa, que a vec;:es puede diagnosticarse por
palpacion rectal. Las yeguas gestantes pueden abortar.

Muchos animales se recuperan de esta etapa aguda, temporalmente, después
de un periodo de 3 dias a 3 semanas. Otros se débililan progresivamente, caen
en decubito y mueren luego de 10 a 14 dias de é:nfermedad.

Los pacientes que se recuperan temporalinente %pueden permanecer. normales
durante 2 o 3 semanas y entonces recaer con signos semejantes, pero de
menor intensidad. |

Agente etiologico.

Clasificacién segiin sus caracleristicas ultraestructurales (teniendo en cuenta Ia
reaccion seroldgica cruzada y organizacion genormica):

Familia Retroviridae,

!

Subfamilia Lentivirinae, i

Se trata de un virus ARN con envoltura viral y un diametro promedio de 140

nim.

El coeficiente de sedimentacion es de 110 a 120 IS

E! ARN del virus es de alto peso molecular con U}'l coeficiente de sedimentacion
|

de60a70S.

El core contiene una transcriptasa inversa dependiente de Mg, un genoma
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comnpuesto de dos subunidades identicas de unagcadena simple de ARN de 5,5
x 10°% Dalton y cuatro proteinas del core no glicosadas especificas del virus
denominadas p15, p26, p11 vy p9.

Los antigenos de superficie estan formados por dos proteinas glicosadas
corlificadas por el virus, ellas son lagp90 v la gpzis. la mas hidrofébi};a.

La envoltura viral proviene de la membrana ceiulér de las células del huésped y
el virus la adquiere durante la replicacion y maduracion.

El virus resiste el calentamiento, congelacion y dasecacion,

Se inactiva a 58°C durante 30 minutos, por fenol al 2%, cloruro de mercurio al
0,002% y formol al 4%, hidroxido de sodio, hipoclbrito de sodio y clorexidina.

Se ha informado la reaccion seroldgica cruzada t:antre el virus de la AIE y el de
la inmunodeficiencia humana, HIV, pero ella no parece existir entre otros--
lentivirus como el de la artritis, encefalitis caprirnz:fa o el de Maedi - Visna de los
ovINOS. ' .

El huésped infectado monta una respuesta inmurzwe humoral contra los epitopes
de las glicoproteinas gp90 y gp45 de la emﬁmllx.nra vifal. L.os anticuerpos
especificos formados pueden o no tener una actividad neutralizante sobre el
virus, si la poseen, ella sera especifica coﬁtra la cepa involucrada. La
neutralizacion cruzada se observa con escaisa o nula frecuencia entre

diferentes aislamientos del virus de la AIE, ain cuando las distintas cepas se

obtengan de sucesivos episodios clinicos sufridos por un mismo animal. Los
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anticuerpos especificos contra la proteina p26 d;al core reconocen a todas las
cepas virales, pero no tienen actividad neutraliza:nte. Estos anticuerpos son los
que se utilizan como elemento diagnostico en la mayoria de los test de
jaloratorio.

Una vez que el virus ha penetrado en las células del huésped comienza a
replicarse utilizaﬁdo su ADN polimerasa depend;iente de ARN, o transcriptasa
inversa, para producir una copia del ADN de la célula huésped, desde donde
dirigiré la replicacion y produccion de proleinas virales especificas. El genoma
del virus codifica tres productos de grupo princi:pales que se denominan gag
(antigeno asociado de grupo), pol {polimerasa) y env (envoltura). La porcion
gag codifica a las proteinas p26, p11, p9 y p15 mientras que la pol dirige la
sintesis de la transcriptasa inversa, una enzima degradante de ARN y una de
corte del ADN que ayuda a la integracion del provirus cén- el genoma de la
célula huésped. Finaimente, el env codifica a Iasf glicoproteinas de |a envoltura
gp90 y gp45. Haciendo una extrapolaciénj de los hallazgos de las
investigaciones sobre HIV es posible inferir que ;el genoma del virus de la AlE
probablemente codifique una gran varieda:d de complejas proteinas
reguladoras. Por ejemplo, el gen tat, que ha sid:o especificamente identificado
en el genoma del virus de la AlE, codifica un prdducto proteico que aumenta la

produccion de ARN mensajero.

Replicacion viral.

49

&

=)



'i
i .
PROGRAMA DE CONTROI;: Y MONITOREQ DE
LA CUENMCA LECHERA DE SAN LUIS
LABORATORIO DE SANIDAD ANIMAL.
EXPERTO: M.V. PAULA FRIGERIO
COLABORADORES: Tec. Qca. Liliana Perez Moyano

Marcela Mugnaini
SUPERVISION: DRA ROSA ANTON

Se supone gue la replicacion del virus de la A:IE ocurre inicialmente en las
i

células fagociticas localizadas en la puerta de%entrada de la infeccion. Las

nuevas particulas virales a medida que se liberan, se diseminan a través de la

sangre y de los fluidos tisulares hacia el resto éiel organismo.- La fiebre y las

herorragias caracteristicas de los episodios ag('fdos de AIE sé atribuyen a la

replicacién viral dentro de los macréfagos y ai su posterior destruccién. La

aclivacion y lisis de estas células produce la liberacion de varias citoquinas que

producen fiebre y alterar la integridad del endotelio vascular. La participacion

precisa de la trombocitopenia y de la integridad vascular alterada en la °

produccién de las hemorragias observadas en la AlIE aguda todavia es

desconocida. Sin embargo, la disminucion de fa cantidad de plaquetas

circulantes en la mayoria de los equinos infectados no es de gran magnitud -

como para desencadenar cuadros hemorragicos en equinos normales.
Estudios realizados con anticuerpos fluorescentes en tejidos provenientes de
]

!
animales con AIE crénica indican que el antigeno viral esté presente en el
b

ciloplasma de todas las células con actividad fag;;ocitica, especialmente, en las
localizadas en el bazo. Ese antigeno se encuenira en otros tejidos corporales,
en menores cantidades. Durante la fase aguda y la viremia, el virus se detecta
principalmente en el suero, higado y bazo. Los?tilulos virales ééricos fluctdan

ampliamente registrandose los mas altos durante los episodios subsiguientes.

Los titulos pueden caer hasta valores no detectables en los periodos
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i

asintomaticos entre dos fases agudas de la infeccion.

El cultivo de eleccion es el de leucocitos equinos, se propicia la multiplicacig;an
del virus y muestra efecto citopatico. Las cepas adaptadas a cultives de
leticocitos inducen multiplicacién persistente no citocida en cultivos de células
de dermis o fetales de equino y proporcionan unél fuente adecuada de virus.

En las células infectadas aparece ADN proviral, pero su estado de integracion

todavia no se conoce. El VAIE no es un virus enddgeno de los equinos ni de
i

cualquier otra especie.

Esle virus tiene cepas o variantes inmunologicamente distintas por sus
antigenos glucoprotéicos de superficie, identificables por la prueba de
neutralizacion viral (NV). Las pruebas de fijacion de complemento {FC) y de
inmunodifusion (1D} descubren al antigeno comun especifico del grupo.
Transmision de la AIE |

La via predominante de transmisidon es a traivés de los insectos que se
alimentan de animales enfermos gque luego véuelven a picar a los sanos,
inyectandoles virus a través de su saliva .!

Los principales vectores son los insectos hematofagos, especiaimente los de la
fainilia Tabanidae, moscas y mosquitos (Stomciacys calcitrans, mosca de los
establos, y Chrysops flavidus, mosca de los venados, actuan como vectores)

que parasitan a los equinos; esto también hace a la estacionalidad de la

enfermedad. Es probable que la transmision sea solo de tipo mecanico, por lo
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que |la propagacion por este medio ocurre a co?tas distancias y requiere una
gran cantidad de insectos. ‘

El contagic puede ocurrir también via iatrogénica por transfusion de sangre
infactada o por-utilizacidén de agujas hipadérmicas o instrumental quirdrgico
contaminado por la inyeccion de pequefias canti?dades de sangre infectada en
forma intracerebral, intramuscular, subcutanea o endovenosad. El virus es capaz
de atravesar la barrera placentaria pudiendo pré_)vocar una infeccion prenatal
del feto en gestacion.

Experimentalmente la alimentacion interrumbidé de un solo tabano puede
transmitir al virus de la AIE desde un pon infectado hacia otro susceptible. El
insecto puede picar al | anima! enfermo, séar interrumpide durante su
alimentacion y retomar esa actividad en un individuo sano que se encuentre en
las proximidades. Los tabanos caplurados :durante los treinta minutos
posteriores a su alimentacion con sangre infectada son capaces de transmitir el
virus mientras que esa capacidad desaparece luego de cuatro horas de
ocurrido el contacto con un animai portador dél virus. Si la alimentacion del
parasito se completa sobre un mismo huésped le;s posibilidades de transmision
de la enfermedad parecen ser muy peguenas.

Como la picadura de estos insectos es muy dolorosa es poco probable que los
equinos parasitados permitan la alimentacion cd;mpleta de los tabanos. Se ha

estimado que el aparato bucal relativamente grande de estos parasitos es
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capaz de transferir hasta 5 nl de sangre. |

Existe una correlacion lineal entre la distancia que separa a los animales
susceptibles y el porcentaje de insectos que se realimenta sobre el mismo
huésped. ;

Una vez que el virus ha penetrado en un huésped susceptible, éste
permanecera i.nfectado de por vida. Los animales que sobreviven al episodio
febril inicial pueden evolucionar hacia la forma cronica de la enfermedad.

La fasg aguda generalmente cede en unos pocos dias y, posteriormente, los
equinos sufren ciclos recurrentes de enfermedad que se manifiestan
inicialmente con frecuencia quincenal; los si‘gnosl que se aprecian son los tip'os
de anemia, pérdida de péso y edema. La frécuencia y severidad de los
episodios recurrentes disminuyen con el tiempo llregistréndose el 90% de ellos
durante el curso del primef afio de haber contraido la infeccion. Estos animales
son, en casi todos los casos, seropositivos. La mayoria de las muertes se
produce luego de las cuatro semanas posteriéres a la primoinfeccién; sin
embargo, la mayor proporcién de los equinos serbopositivos no muere, sino
que se transforman en portadores asintométic@s. Experimentalmente se ha
demostrado que los signos clinicos de la anemia; infecciosa equina recrudecen
con la administracion exégena de corticoides 16 que implicaria que el estrés

i
anbiental puede inducir la aparicion de las manifestaciones clinicas de la

enfermedad. La mayoria de los equinos seropositivos para el virus de la AlE se
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L.

comporta como portador asintomatico y no desarrolla signos clinicos. Aunque
'

los niveles de viremia en estos animales son bajos con respecto a l0s

observados durante el periodo agudo de la infeccion, estos individuos

permanecen infectados de por vida, actuan como reservorios del virus y
puaden transmitir la enfermedad en condici(;nes de campo hacia otros
hu_éspedes suéceptibles libres de la enfermedad. .
Una distancia de aproximadamente 180 metrog{ entre los equinos elimina la
posibilic_iad de diseminacion de la enfermedad pior insectos, ya que es mucho
méas probable que el parasito complete su alimentacion sobre el mismo
huésped. La capacidad de vuelo de los tabanos éxcede los 6,5 Km., pero no se
ha determinado el tiempo gue emplean en realiza‘:r ese recorrido.
Durante un episodio febril agudo de AIE ej titulo plasmatico virai del equino
infectado puede ser de 1000 a 10000 vecesimayor que el de un animal
asintomético. Esta situacién implica que el primér individuoitiene muchas mas
posibilidades de actuar como transmisor de la énrermedada que el segundo y
i
que, probablemente, los animales clinicamenté enfermos sean la principal
fuente del virus durante la propagacion. A p;esar de estas observaciones,
numerosos trabajos han demosirado que Iios portadores  asintomaticos
persisten como fuentes polenciales de virus‘. para la transmision de la
enfermedad a través de insectos. Los equir;?oé con infeccidon inaparente

P

permanecen virémicos indefinidamente, aunque el virus parece estar confinado
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en una pequefia proporcion de los leucocitos morjonucleares"circulantes. Todos
los caballos serologicamente positivos debeﬁian ser cdnsiderados como
reservorios de la infeccion y potenciales fuentes dei virus para otros huéspedes
susceptibles.

La infeccion transplacentaria del feto ocurre con mayor frecuencia cuando las
yeguas sufren un periodo febril agudo durante Ié prefiez. Los fetos pueden ser
abortados © nacer vivos siendo portadores del virus y posiblemente
seropositivos.

En dos trabajos realizados, uno sobre 20 y otro sobre 45 potrillos‘nacidos de
yeguas infectadas que no desarrollaron signos de la AIE durante fa prefiez se
observd que el 10% de aquellos fueron positivos a los test de identificacion viral
y le anticuerpos contra el virus.

La transmision a través de insectos desde una yegua infectada hacia el potrillo
por la picadura de mosquito no parece ser un melcanismo de:mayor importancia
en la transmision, aparentemente, ios insecto$ prefierent‘alimentérsa de la
sangre de los equinos adullos por lo que picar;ian con méas frecuencia a las
madres. Esto no esta relacionado con el tamaﬁo corporal de los potrillos,
porgue pican con iQuaI frecuencia a los ponis =jadultos que a los caballos de
mayor talla mantenidos en un mismo potrero. |

Es posible que los potrillos estén protegidos por la inmunidad pasiva transferida

por calostro. Las crias nacidas de yeguas pogitwas, presentan anticuerpos 24
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horas después del parto. Generalmente esta inmunidad pasiva desaparece a

los 6 meses de edad.

Epidemiologia.

Esta enfermedad se ha diagnosticado en todos los continentes. La incidencia
apareniemente es baja. Si bien las estadisticaé de la enfermedad son poco
fiahles debido a fallos en el diagnéstico y en la éeciaracién de la enfermedad,
es de gran importancia y su incidencia, al pareéer, 3@ encuentra en aumento.
La morbilidad varia mucho, y puede ser cercana al 100% en zonas donde los
caballos portadores y los inseclos vectores son és;.)eciaimenle densas. La ta;a
de mortalidad es del 50%, aproximadamente. |

Son susceptibles todas las razas de equinos y a todas las edades. Se dice que
los caballos criotlos de nuestro pais son mas resistentes a ia infeccion o que la
contraen en forma Ieve;

Este virus es relativamenie resistente a la mayoria de -las influencias
ambientales, pero es destruido por la accion d(:B la luz solar-directa. Persigte
durante varios meses en orina, heces, sangre desecada y suero, a temperatura
ambiente. |

Es incierto si se produce una verdadera inmunicfiad frente a esta enfermedad,
pero los animales que la han padecido en su mai/oria, no sufren reinfeccion. Es
probable que existan diferencias notables de virulencia entre las diferentes

cepas de virus.
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Es notorio el aumento de casos clinicos durante el verano y el otofo,
manteniendo relacion con las zonas de monte bajo y matorral debido a que hay
un mayor humero de insectos.

Son especialmente susceplibles a contraer la infeccion los animales mal
nutridos, débiles y parasitados.

El virus esta p.resente en todos los tejidos, secreciones y excreciones, y puede
persistir en el cuerpo hasta 18 afios, lo que impide la reinfeccion pero
prnporqiona una fuente de infeccion permanente bara el resto de los equinos.
La enfermedad es introducida a una zona libre 3 parlir de animales portadores
inaparentes o “ciinicamente sanos’. |

E! contacto breve no suelé ser suficiente para contraer la infeccién, pero si la
asociacion continuada y estrecha con animai?s susceptibles termina casi
siempre en infeccion. La propagacion dentro de run grupo es baja; ésta ocurre
con rapidez cuando la inféccién se presenta en los hipodromos o en depositos
de remonta de los ejércitos.

La infeccion intrauterina es poco comun, si se han observado la infeccidn de
potros a través de la leche, para esto se requiere la ingestion de grandes
cantidades de virus, ya que el aparatb gastroiﬁtestinal no es una puerta de
entrada apropiada para el virus.

Los potros de madres infectadas son mencs su$ceptibles que los aduiltos a la

infeccion natural, probablemente a la persistencia de anticuerpos calostrales.
;
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En caso que el potro no reciba anticuerpos cal!oslrales es probable que, de
infectarse, desarrolle la forma aguda de la ?nfermedad. Es discutible la
transmisién a través de larvas de estrongilos, ya; que se ha aislado el virus de
las larvas, pero no de los huevos de este parésitc;.

El uso de material quirtrgico y de agujas conté!minadas, con la inyeccién de

cantidades minimas de virus, provoca la infeccién sobre animales susceptibles

!
y produce una répida propagacion de la enfermedad, con la aparicion de brotes

graves de la enfermedad. El uso creciente cde’ inyecciones por personal no -

veterinario, especiaimente en los hipodromos, aumenta las probabilidades de

propagacion de la enfermedad por el uso de material sin esterilizar. En zonas

enzodticas se han producido brotes por emp!eo!de preparados biologicos, no

eslerilizados, de origen equino. Por esta razén todos los preparados biologicos -

de origen equino deben ser esterilizados con feno! al 0,5% .y almacenarse
durante tres meses antes de su UsO. |

E! virus puede invadir el organismo por las mucosas nasal o bucal, heridas e
incluso el tegumento no lacerado, pero estas puertas de entrada tienen poca
importancia en los brotes de campo. La transm’isién también puede ocurrir a
partir del material utilizado‘para la toma de muestras de saliva para las pruebas

de doping. También puede transmitirse a partir del semen de un semental

infectado.

Patogenia.
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Patogenia.

Durante la infeccion experimental se observa al virus dentro de 2 a 5 dias luego
de la inoculacion, no se observa fiebre hasta 10 a 20 dias posteriores.

El virus se localiza en diferentes organos, priricip)allneuwte en bazo, higado,
rindn y ganglios linfaticos; se encuentra en grandes cantidades en animales
con atagques égudos de la enfermedad. Durant.e los periodos entre ataques
desaparece de los lejidos. Si bien la virenia es pgarsistente durante toda la vida,
los nive_les mas altos de viremia se presentan durante los periodos de actividad
clinica, lo que indica que en estos periodos el animal es mas infeccioso.

La invasién del virus provoca el dafio de la capa intima de los pequenos vasos,
afectando el sistema reﬁcutoendotelial ¥ prbvocando la destruccion de
erilrocitos en gran escala. ' :_ y
Luego de la lesién del endotelio vascular, prosigiuen los cambios inflamatorios
de los érganos parenquimalosos, sobre todo el fjigado. En el sistema nervioso
central también se producen alteraciones inflamatorias con leptomeningitis
medular y encefalomielitis, estos cambios son los que-originan la ataxia
caracteristica de la enfermedad. Se cree que la forma aguda de Ié enfermedad
se asocia con fa duplicacion masiva del virus y destruccion de macréfagos,
pero la causa real de la muerte se desconoce.? lLas lesiones vasculares y la
fragilidad de los eritrocitos forman parte de una feaccién inmune. La hemolisis

que se produce tanto intra como extravascular se caracteriza por la breve
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duracién de los eritrocitos. El virus puede atravesar la barrera placentaria e

infectar al feto. ‘

Gian parte de la patogenia de la AlE no esté; bien clara. Sin embargo, se

supone que la anemia y la glomerulonefritis se deben al deposito de complejos

antigeno- anticuerpo. La hebatilis y la linfoadenobatia, también se deberian a la

misma causa. Ademas la compleja respuesta ijjnmune permite la persistencia
: E

del  virus en el organismo, al mis:ino tiempo que  produce

hipergamagmbu!inemia.

A continuacion se detalla un esquema probable de los sucesos patogenos:

"= Invasién primaria de infeccion de los macréfaéos
» |

= Destruccion de los macréfagos y liberacion dé1 virus y sus componentes

— Produccién de anticuerpos contra componentes antigenicos »

— Formacion del complejo Ag-Ac, lo que provoca fiebre, glomerulitis y
agotamiento del complemento .

— Los complejos especificos causan hemodlisis o fagocitosis mediante la
activacion del sistema reticuloendotelial

— Fl retraso en la liberacion del hierro a partir de los macréfagos causa
temporalmente retraso de la hemopoyesis por‘; hipoferremia

-~ Los anticuerpos neutralizantes limitan la '_accic'm viral, lo que produce

disminucién en la multiplicacién del virus en’ los macrofagos y en la

intensidad de los procesos patologicos
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- Los nuevos episodios clinicos ocurren cuando aparece una nueva variante
antigénica del virus, con un nuevo ciclo de multiplicacion en los macrofagos.

La variacion antigénica se debe a cambios en la superficie glicoprotéica del

VIrus,

-~ La recurrencia de los episodios se hace menos frecuente y el caballo se

vuelve asintomatico. Se dice que el animal ha alcanzado el nivel apropiado

de respuesta inmunitaria suficiente para protegerse contra epitopes

antigénicos comunes a todas las cepas del virus de la AlE.

Manifestaciones clinicas.

La infeccion con el virus de la AIE puede causar tres sindromes clinicos

definidos como estado de enfermedad aguda, cronica o de portador inaparente.

No todos los eguinos afectados desarrollan la? tres formas; algunos pueden.

presentar varios episcdios agudos recurrent.es y luego transformarse en
portadores asintomaticos. Pocoes animales mdestran los signos tipicos de la
enfermedad mientras que la mayoria se comporta como portador inaparente
del virus de por vida. Dentro de 7 a 30 dias de la infeccion los caballos pueden
desarrollar la enfermedad aguda con fiebre, anérexia y presencia de petequias
en las membranés mucosas. Durante la necropsia es posible encontrar
petequias y equimosis de diferentes 6rganos..’ La anemia no es un hallazgo
frecuente en la forma aguda pero en los animéles severamente ‘afectados es
posible que se desarrolle epistaxis, anemia y edema ventral. Durante esta
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etapa de la enfermedad puede ocurrir la muerte. Cuando ser praduce el pico de
la respuesta febril la viremia es elevada y el antigeno viral-puede encontrarse
en la mayoria de los tejidos. Los encargadosz del manejo y cuidado de'los

animales pueden no detectar la fase aguda de la infeccion a menos que se

encuentren en estrecho contacto con los mdawduos afectados. Los equinos con

cuadros leves desarrollan una ligera depresion, dtsmmucaon del apetito y fiebre
discreta. Ei diagnostico en esta etapa es dificil puesto que los equinos
infectados pueden ser seronegativos hasta los 45 dias postinfeccion. .
La enfermedad se presenta en distintas rormas;enlre las que se presentan las
formas: aguda, subaguda, crénica y latente.

El periodo de incubacién después de la inoculacion experimental es de7 a 14
dias. Se conocen incubaciones menores y r1dtablemente mayores (hasta 90
dias y mas).

Muchas veces el comienzou de !a enfermedad Epasa inadvertido. Los cabéllos
estan cansados y deprimidos, disminuyen su reﬁdimiento y ocasionaimente hay
casos fatales repentinos. En otras formas d:‘e curso los pacientes siguen
vivaces, pero adelgazan, manteniendo buen apetito. Es tipico para la
enfermedad el curso con accesos gue duran desde medio dia hasta 20 dias
Los intervalos también varian en su duracién,: pudiendo ser de algunos dias
hasta anos. Durante el intervalo los caballos Iier;en un rendimiento normal, pero

el exceso de trabajo y el estrés suelen ser previos a nuevos accesos.
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Patologia clinica.

Cambios patoldgicos asociados a la AlE.

En los casos de muerte repentina, las lesiones macroscopicas incluyen una

linfoadenopatia,

hemorragias mucosas y viscerales, edema v

1

hepatomegalia, estructura :lobular hepética acentuada,

3

éntral subcutaneo y trombosis.

Microscépicamente, se aprecia una acumulacion de linfocitos y macrofagos en

las 4reas periportales del higado, que ademas puede presentar una

degeneracién por anoxia centrolobuiillar de Iosihepatocitos. Este 6rgano sufre

ademas una infiltracian grasa y necrosis celular observandose a las células de

'

Kupffer frecuentemente hinchadas y, en ocasiones, con contenido ferroso

demostrable mediante tincion, Existe una correlacion positiva entre 1a severidad
1

de la infiltracion mononuclear hepética y la frecuencia e intensidad de los*

I
episodios febriles recurrentes. Los porladores sanos de la enfermedad tienen

un higado histolog

icamente normal y no desarrolian lesiones manifiestas.

Los ganglios linfaticos muestran proliferacion linfocitica mientras en los

macrofagos se observa una gran cantidad de granulos de hemosiderina,

i

especialmente en los equinos clinicamente enfermos. A nivel renal -puede

observarse una glomerulonefritis y en las glandulas adrenales, meninges y

b

pulmén es posible detectar infiltrados mononucleares (linfocitos y ‘macréfagos).

Las hemorragias y los edemas se atribuyen a los cambios ocurridos a nivel

vascular.
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Durante el ataque inicial no suele encontrarse marcada disminucion de los
|
eritrocitos, una de las caracteristicas de la enfermedad. Cuando ocurre durante

episodios subsiguientes, su grado varia con la intensidad de los signos.
Forma aguda. . F
.Cursa con terihperatura alta, mas de 40°C, ique puede remitir sola o ser
intermitente. La debilidad muscular es niotable por la deambulacion
tambaleante y temblorosa; ictericia y enrojecimiento de las mucosas, a veces
hemorragias visibles. Las hemorragias se presenlan en la parte ventral de la
lengua (petequnas que en los casos graves estos puntos confluyen), en la
camara antenor del ojo y en las conjuntivas, como asi también en el recto.
Frente a ejercicios leves manifiestan insuficiencia cardiaca y taquicardia;
pueden escucharse ruidos durante fa el periodoi sistolico. El edema se presenta
;
en las partes profundas del cuerpo. La anemialiise presenta luego de un cierto
tiempo. En ge?eral el apetilo es bueno, puede elstar levemente disminuido pese
a la gravedad E:clel estado clinico.
Iz| valor de! hématocrito es bajo (10 a 20%), héy leucopenia (menos de 2000/
microlitro) con- neutropenia intensa vy Iinfopehia. Ademas algunos caballos
muestran una disminucion notable del recuento plaquetario en sangre durante

cada episodio febril. La anemia es normocitica y normocromica.

Forma subaguda
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Los sintomas son del mismo caracter, pero con menoer intensidad que en la
forma aguda. !
Los caballos presentan buen apetito, aunque disminuyen de peso. La fiebre

dura mas gue en el periodo agudo, pero la lémperatura es inferior. Durante
snmanas se observa fisbre leve, remitente.

Esta forma se manifiesta con anemia inten:sa, asociada con una rapida
eritrosedimentacion, disproteinemia y subictericia.

Las alteraciones son semejantes a la forma agt;da, COn una anemia progresiva
causada por episodios de enfermedad hemoli:tica. Hay hipoproteinemia y a
relacion albimina - globulina es mas baja que la normal. Un solo estudio
hematolégico no es suficiente para acercarse al diagnéstico, deberia contarse
con un estudio seriado de hematologia y una ciurva de temperatura, ya que el
cuadro hematologico se recupera gradualmenté hasta cifras normales entre un
ataque y ofro.

Forma cronica.

Los caballos presentan cansancio nolable, mal rendimiento, adelgazamiento y
anemia de diferentes grados. Los potrillos se desarrollan mal. Frecuentemente
se observan sintomas cerebrales como apatia y tontera. Se producen sintomas
circulatorios con extensas trombosis de Ia.:c, arterias pélvicas y cojeras
intermitentes. Luego de! trabajo se produce cansancio rapido, signos de

insuficiencia cardiaca y disnea que scn tompatibles con las lesiones
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anatomopatologicas que se presentan en los puimones y miocardio. Muchos de
estos animales presentan glomerulonefitis, observable durante la necropsia y

estudios anatomopatolégicos. Clinicamente la nefritis se manifiesta a través de

una proteinuria leve. E

El desarrolio de las diferentes fonnas es variablé.

Ei caballo puede curar, desde el punto de visté clinico, pero siempre hay que
.recordar que sigue siendo portador del virug. Muchas veces los animales
parecen normales en reposo, pero se obs;er\):a disminucion del rendimiento
fisico. Es tipico el adelgazamiento progresivo ;‘y'el agotamiento rapido en los
casos cronicos. Los casos mortales duranteila forma aguda son bastante
comunes en regiones con cepas virulentas del v_irus (Wyoming strain).

Las infecciones bacterianas secundarias que se producen en animales con
anemia infecciosa equina, suslen tener un cursé desfavorable si no se las trata
masivamente: la resistencia frente a las infecciones bacterianas secundarias
parece estar muy disminuida. |

Durante el periodo de latencia no hay fiebre y el animal parece recuperarse,
pero siempre es posible la muerte durante la rQagudizacién; en general lo mas
comun de presentarse es la reduccion o de‘isaparicién de los accesos. El

caballo puede presentarse clinicamente sano O €on alguna insuficiencia
;

cronica.
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t

Durante los periodos febrites en la etapa dej remision, el trabajo continuo
provoca anemia intensa y edemas. |
Anemia y trombocitopenia. ‘ '
El virus de la AIE no parece estar asociado con el desarrollo de una
inmunosupresion significativa ni con infecciones; secundarias. *
Durante la forrﬁa cronica la anemia es el resuliado de la hemdlisis tanto intra

i
como extravascular y de la respuesta compensatoria de la médula Gsea. La

vida media de los eritrocitos de ponis con AIE aguda es de 28 a 87 dias,
mientras que para equinos sarios es de 137 dias. A
Las c_oncentracidnes elevadas en sangre de }hemoglobina indican hemolisis
intravascular en esos animales. =
'El VAIE aglutina globulos rojos in vitro. Los élébulos rojos de los animales
afectados aparecen cubiertos por componenteé del sistemaldel compiementor”
Tanto los virus como los complejos Ag-Ac pariecen adherirse a los eritrocitos
!
equinos y activar al Sistema Complemento por un mecanismorestimulado por la
presencia de los Anticuerpos especificos contjra el VAIE. Los glébulos rojos
cubiertos por esos complejos son fagocitadosi por los macrofagos y células

polimorfonucleares.

L
|

La anemia hemolitica es exacerbada por la respuesta comprometida de la
médula 6sea que se manifiesta por una disminucion en la concentracion del
hierro sérico, del % de saturacion de la transferrina y del recambio plasmatico
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del hierro asi como por un incremento de Ia%relacién mielo- eritroide en la
medula ésea.

La trombocitopenia asociada con la AlE agud;a puede estar origil.'lada en el
deposito de complejos inmunes sobre la superﬁcie de las plaquetas. Lalg G y
lailg M aumgntan su concentracion a los 8- 9 dias postififeccidon. Esa union
puede ocurrir por una adhesion inespecifica del virus & las plaguetas con
posterior reaccién con los Anticuerpos espec;ficos, por una infeccion de los
megacariocitos en la médula Gsea 0 por una: adherencia inespecifica de la
inmunoglobulinas a las plaquetas activadas. .

Glomerulitis inmunolégica.

|

La glomerulitis con proliferacion celular y engroéarniento de la membrana basal
esta presente en el 75% de los caballos con A‘IE. Los anticuerpos especificos
contra el virus de la AIE pueden ser demostrados a lo largo de la membrana
basal glomerular. Sin embargo, aungue la degosicién de log complejos virus-

anticuerpo- complemento en los glomerulos parece ser un fenémeno comun en

la Infeccion por el virus de la AL, la proteinuria no suele ser un hallazgo

1

comun.
Resultados de laboratorio.

i
En el laboratorio, la primera anormalidad observable es una trombocitopenia
F

coincidente con la aparicién del cuadro febril. Esa alteracion puede recurrir con
|

picos de hipertermia o hacerse mas severa y contribuir al desarrollo de
t
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hemorragias. Las disminuciones en el hematocrito y en el récuento de globulos
rojos pueden observarse tempranamente, entre 5 y 10:dias postinfeccion,
aunque ese hallazgo es mas severc en los individuos con infecciones
persistentes que ya han sufrido varios ataques febriles. Muchos caballos
presentan leucopenia con ligera linfocitosis. .a mayoria de los caballos tiene
elevada cantidad de monocitos circulantes. Dur;ante la infeccidn aguda, puede
detectarse la presencia de sideroleucocitos ‘(células fagociticas que han
procesado eritrocitos cubiertos por complejos dé anticuerpo y complemento).
Durante un tiempc_), la deteccion de ese tipo de‘células fue utilizada como test
Los sideroleucocitos disminuyen, hasta desaparecer a medida que la
enfermedad progresa y el animal se transforma en portador inaparente. El
aumento inespecifico de inmunogiobulinas heterogéneas puede conducir: al
hallazgo de hiperproteinemia. !

Posteriormente, se desarrolld y puso en préactica el método de diaghostico
especifico y mucho mas sensible de inmunodifusi(')n en agar gel.

Diagnéstico de AIE.

Actualmente, existen tres pruebas consideradas confiables para el diagnostico
de AlE:

« lainoculacion de huéspedes susceptibles,

« la inmunadifusion en agar- gel,

e l|a prueba de ELISA de Competicion {C- ELISA}.
69
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El test de inoculacién es la prueba mas antigl;a, pero al‘mismo tiempo el mas
confiable para el diagnostico certero de la enfermedad.

Inyectar, por via endovenosa 250 ml de sangre del animal sospechoso a otro
individuo no expuesto previamente al contacto con el virus. Luego, se observa
si ese animal receptor desarrolla los signos cie la enfermedad. A pesar de su
confiabilida&, este método se utiliza en muy éraras ocasiones ya.que es muy
oneroso, demanda mucho tiempo y requiére el sacrificio de un animal
prev?amente sano. :

El test de Coggins y la prueba de C- EtLlSA detectan la presencia” de
anticuerpos sintetizados contra .la principal p;roteina del core viral, conocida
como "p26”. ‘

Los eql_.linos con infecciones agudas producep anticuerpos detectables dehtro
de los 45 dias postinfeccion. El test de Coggin% (inmunoedifusion en agar gel) es
el método mas difundido, tiene una efica:cia del 95% para detectar la
enfermedad. Existen unos pocos casos en |os§que el test de inmunodifusion en

agar- gel arrojo resultados negativos o dudosé)s de muestras que"demostraron
pertenecer a animales infectados confirmado por el test de inoculacién -

La prUeba de C- ELISA ha sido recienten1en£e aprobado en los EEUU para el
diagnostico de la AlE los resultados de esta p;ueba son consistentes con casos

positivos detectados por el metodo de Coggins mientras que la prueba de

ELISA es mas sensible para la deteccion de la respuesta de anticuerpos en
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caballos con Coggins negativo (falso negati\izo) o déb#mente positivo. Este
aumento en la sensibilidad puede resuttar% también por la aparicidon de
respltados falso- positivos. Por este motivo toéo caballo con un test positivo a
AIE, independientemente del método de éiiagnéstico utilizado, debe ser
sometido a un nuevo analisis que confirme los resultados.

Inmunopatogénesis y control de la AlE. i ¥

lLa AIE presenta la particularidad de producir e;scasa lesibnes primarias ya que
la mayoria de sus signos clinicos y alteraciones patoldgicas son secundarias a
los esfuerzos improductivos del sistema inniune del huésped que no logra

i
eliminar al virus del individuo infectado. 4
!
Variacién antigénica en la infeccion crénica.

Cada episodio febril registrado en un caballo cé)n AIE crénica esta asociado a la
aparicion de una nueva variacion antigénica del virus. Se ha cree gque esto se
da por la presién de seleccion que ejerce el siétema inmune del huésped de la
que escapa la nueva cepa viral durante un‘tiempo, produciendo un nuevo
episodio febril. La mayoria de esos episodios ocurre durante el-primer afo de la
infeccion y la desaparicion de las reagud:zacuones obedeceria a la respuesta
inmune montada por el huésped contra todos los epitopes, comunes a todas
las variantes de virus. Los cambios desarrolladios por la envoltura viral permiten
a la nueva cepa antigénica escapar de é_los anticuerpos neutralizantes
provocando un nuevo episodio de replicacion viral y enfermedad clinica. La
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variaciéon antigénica es una caracteristica importante eh la aparicion de la

persistencia viral y constituye uno de los principales obstaculos para el

desarrollo de vacunas efeclivas. .
| os estudios de mapeo de péptidos del‘nue$lr‘ar1 que la glicoproteina de la

envoltura gpS0 es la mas variable de todas. Esa variacion obedece a los

cambios en el material genético viral que codifica la* sintesis de aquella
proteina. Contrariamente, las proteinas del core no parecen presentar

variaciones. La comparacién de mapeos ' genomicos y peptidicos de

aislamientos virales sucesivos revela que cada cepa es estructuralmente unica

con variaciones que ocurren al azar y en procesos no acumulativos. En los
: i
|

casos clinicos de AIE es posible que ocurran varios ciclos de viremia y fiebre
t

antes de que se detecten anticuerpos neutralizantes. "'

Los cambios identificados en los epitopes de los virus obtenidos de

aislamientos secuenciales de un mismo animal resultarfan de las mutaciones

genéticas ocurridas durante la replicacion viral. Este proceso ocurre por errores

|
en la actividad de la transcriptasa inversa. La primoinfeccion consiste en el

ingreso de una mezcla heterogénea de tipos \;'irales; la seleccién secuencial y

la multiplicacion de las variantes antigénicés individuales presentes en el
i

indeulo inicial podrian también dar origen a |osf cambios observados en el virus

de la AIE durante el curse de la enfermedad. |

]
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|

La recombinacion entre diferentes cepas ébirales puede ocu;rir in vivo
generando una variante antigénica nueva yéconstituyendo asi otro posible
mecanismo de evasion de la respuesta inmunej

I*ersistencia viral. |

l.os equinos seropositivos son considerados como infectados durante toda su
vida. La persistencia viral se evideriucia por i anemia continua,
hipergamaglobulinemia, niveles disminuidos cléa los componentes del Sistema
le Complemento, depodsitos de gamaglobulinaé y de la fraccion Cs del Sistema
(e Complemento en los glomérulos y la hipe%p!asia linfoide. Los indicadores
mas directos de la per_sistencia incluyen la tran?smisién'de la enfermedad desde
portadores inaparentes hacia otros huéspedeis susceptibles, la presencia de

complejos inmunes circulantes y la aparicion (de episodios clinicos ante.una

disminucion de la funcion del sistema inmune del animal infectado.

lLa variacion antigénica contribuye con la persistencia viral perc es poco

i o .
probable que sea el principal mecanismo involucrado. La+habilidad del virus
para integrarse al material genético de la célu!a huésped:para-permanecer alli

en una condicion latente, parece ser el mecanismo mas importante. La
]

t

subpoblacién de células portadoras del matarial genético viral y el estimulo

responsable de la activacion del virus aun no han podido ser identificados. Sin
|
embargo, las células pertenecientes a las lineas de los monocitos y los

macrofagos constituyen el sitio principal de la persistencia viral.

v
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La respuesta inmune humoral. ! ;

La reaccion del huésped consiste tanto en una respuesta humoral como
celular. Los caballos infectados presehtan hipergamaglobulinemia
heterogénea; en la mayoria se registra aumentEO de las concentraciones de Ig G
e Ig M dentro de los 60 dias postinfeccidn. :Sin embargo hacia los 45 dias
postinfeccidn, casi todos los caballos infectadios presentan anticuerpos contra
las proteinas del core p11 y p9.

La Ig G de los animales infectados fija e[:complemento en presencia del
antigeno viral en la mayoria de los casos pero:no en todos ellos. La Ig G T.(una
subqlase de la Ig G equina) inhibe la fijaciQn del complemento en caballos
infectados por el VAIE. Esto podria exp!icér el motivo por el que algunos
sueros negativos a la prueba de Fijacion de Complemento arrojan resultados
positivos en test de INHIBICION de la Fijacién de Complemento. La inféccion
cronica por el VAIE parece resultar en una diﬂsminucién selectivadelalgG T
por lo que la prueba de Fijacion de Complemelnto pasarfa a producir resultados
positivos en los equinos infectados en forma cr'énica.

Los animales con infeccién crénica desarrollén una marcada respuesta a las

glicoproteinas gp80 y gp45 de la envoltura viral, ya que la localizacion externa

de esos antigenos las convierte en potenciales blanco para los anticuerpos
neutralizantes. La produccion de anticuerpos monccionales en el laboratorio

contra estas glicoproteinas, confima la hipOtesis que sostiene que las
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proteinas externas constituyen el estimulo para la sintesis de los anticuerpos
neutralizantes. Los Anticuerpos neutralizantes reaccionan solamente contra
epitopes antigénicos altamente variables, mientras que los anticuerpos

monoclonales que se unen a las porciones estables de las ap90 y gp45 son
incapaces de neutralizar al virus. Esta caracteristica representa la mayor

dificultad para la creacion de una vacuna; contra el millar de variantes

antigénicas que presenta el virus de la AlE. *
4

Respuesta inmune mediada por células. |

lLa respuesta inmune mediada por céiulas qbntra el VAIE no ha sido bien

caracterizada como la respuesta humoral. Se;ha demostrado, por pruebas de
1 .

citotoxicidad directa que las células mononupteares presentes en la. sangre
periférica de los equinos infectados son capac‘::es de destruir seleclivamerite a
las células infectadas por el virus. La citot(;)xicidad celular dependientg’ de
anticuerpos no pudo ser demostrada én esos experimentos. Esas
observaciones apoyan la hipotesis que postul::? que la infeceién por el virus de

la AIE seria controlada mas eficientemente por los mecanisifios de defensa

celular que por los de defensa humoral. Se ha propuesto que las lesiones
linfoproliferativas observadas en el higado, nodulos linfaticos y bazo serian el
resultado de la amplia dispersion de los linfocitos T reaccionantes contra el

Virus.
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Epidemiologia y control de la AlE.

A partir del test de Coggins, tomado como el test de diagnostico oficial, se

regulariza el movimiento de los equinos, prohibiéndose el transito de los

equinos reaccionantes positivos.
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l.as medidas de control para los equinos poi_sitivos incluyen la eutanasia, ia

identificacion permanente con aislamiento de !por vida en'un predio separado

por lo menos por 180 metros de cualquier otro imiembro de la familia Equidae o
>

el transporte del animal hacia cualquier centro ée investigaciones de la AlE.

A pesar. de las reglamentaciones vigentes IIa enfermedad siempre podra

aparecer cada vez que se descuide la aphcacmin de las medidas de control. Los

propietarios y profesionales preocupados poré la potencial ocurrencia de un

brotg pueden poner en practica sus propias nc;rmas de prevencién para reducir

el riesgo de exposicion, entre las que se puedejn mencionar: it

- _S_olicitar el test de AIE negativo, previo a la fcc:mpra de un caballo;

- Para el caso de Ios. haras y ante la incc;}rporacién de un nuevo -animal,

i
solicitar los test de AlE negativo con no menos de 2 meses de antigledad:

-

: . o .
- Realizar control de los insectos potenciales:portadores del virus:
|

- Exigir certificados negativos de AlE en cua;lquier espectaculo deportivo que

|
1

implique una gran concentracion de animales con rechazo a la participacion

de cualquiera positivo:

- Controlar por lo menos una vez al afic a todos los equinos para descartar
una posible exposici6n al virus: 3.
i
- No utilizar una misma aguja y jeringa hipodérmicas para varios cabalios.

1
- Controlar la desinfeccion en el instrumentalfquimrgtco y pinzas de tatuar.
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!
i I

Mientras una gran poblacion de equinos no sea sometida a cbntrol o toda vez

que las pruebas de diagnéstico de laboratorio falien en la deteccion de
animales portadores persistentes se estara frente a la amenaza del avance de

la infeccion por el virus de la AlE.

l)lagnéstlco de 1a anemia infecciosa equina.; ¥
!

En los casos sintomaticos, solo se sospecha hde AIE, tanté por los sintomas

clinicos como por el cuadro hematoléglco debiendo realizar los

correspondientes diagnosticos diferenciales de otras etiologias con sintomas
semejantes. Se debe confirmar la mvestlgamon de anticuerpos precipitantées

contra el VAIE, en caso de estar presentes, camclenzan la infeccidn, tanto en

t
animales sintomaticos como en asintomaticos. ;
|

l.a prueba de inmunodifusion en agar gel ( IDAG) o test de Coggins, nos ayudan
a la investigacion de estos anticuerpos. Estaéprueba confirma un diagnostico
presuntivo y se utiliza paré el control perié;idico de la poblacidn equina y
mantenerla libre de la infeccion. |

I.a extraccion de sangre y la prueba se efectUan bajo certificacion.”
La técnica diagnéstica se describe en el capltulo correspondiente.

Tarea 6. Diagnéstico de Enfermedades Venéreas de los

bovinos.

No se recibieron muestras para analizar.
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CAPITULQ 2. DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS.

Tarea 2 Diagndstico de TRIQUINELOSIS.

A

-
0.0

Recepclén de mueétras: en el caso de rsiacibir una cantidad considerable
de muestras, es recomendable hacer el rec;uento de ias mismas y verificar
si no' -‘h‘ay errores en |a numeracion ;para luego + comenzar con el
procesamiento; también es importante que las riuestras sean las
recomendadas: MUSCULO DIAFRAGMA. |

Preparacion, pesado y picado de las mu;stras: v
Para carne fresca, hay que eliminar la méyor cantidad posible de grasa,
tendones, aponeurosis. ’ o

Para chacinados, se deben eliminar Idsicondimentos, el éontinente del
chacinado y la grasa; se aconseja rehidratar Ia muestra con agua_destilai:ia,
previamente pesada para teneria en cuenté para la digestion, se deja entre
4a6 Horas, &n una proporcion aproxima‘di'a de 100 mi cada 20 gramos de
muestra, al preparar la solucidon digestoira, se debe restar el volumen
utilizado para rehidratar. o :

Pesar la cantidad de muestra requerida pof la técnica y cohsérvar ordenado
el remanente por si fusra necesario repetir I;a prueba.

Picar la carne en una maquina eléctrica a razon de 3 golpes por segundo

(ese es el grado de picado apropiado); se debe tener en cuenta no picar la
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muestra demasiado. Si se hace a mano, mediante el usc de una tijera, se
corta la carne en pequeiios {rozos.
& Pesar la carne y colocar en un vaso de precipitado de la capacidad

necesaria usar un recipiente de mayor capacidad que la requerida.

TECNICA DE LA TRIQUINOSCOPIA DIRECTA.

Se comprimen 14 submuestras de camne de los musculos recomendados para
el diagnostico, entre dos placas de vidrio y. la posterior.-observacic')n al

microscopio o al triquinoscopio, para la busqueda de las larvas de Trichinefla.

Peso de musculo por placa: 330 mg Limite de sensibilidad de la técnica:
3 larvas por gramo.

Material necesario:

Triquinoscopio, MICroscopio

Placas de vidrio con tomillos en los extremos para prensar las myestras
Técnica:

Cortar 12 trozos de carne (musculo), sin tenddn, aponeurosis u-otra fibras
conectivas, |

Colocarlos sobre uno de los vidrios de la placa del triquinoscorﬁio, colocar el

otro vidrio arriba y ajustar los tornillos.
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Llevar la placa al triquinoscopio y observar la presencia de larvas enquistadas
en las fibras musculares. Observar los pequefios trozos.de carne que se
colocaron en la placa. La presencia de larvas determina la positividad del

diagnostico.

lacas del trichinoscopio ' :

Placas de o o o o
vidrio

tornifios con tuerca que ajustas las
placas

TECNICA DE LA DIGESTION ARTIFICIAL

Las mu_estra se digieren artificialmente, simulando la digestion gastrica, por la
accién de la pepsina, acido clorhidrico, agua, témperatura y -agitacion, durante
un tiempo variable. Una vez digeridas las rnuegtras se observa el sedimento
para la busquedra de las larvas de Trichinelia.

Se analizan 20 gramos de muestras individualrhente y 5 gramos de muestra

por cerdo para grupos de 20 animales.
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Esta técnica tiene una sensibilidad de menos de 1 larva por gramo cada 5
. gramos de muestra y de 0,05 larvas por gramo para muestras de mayor peso.
La mayor sensibilidad de esta técnica esta dada por ia mayor cantidad de
musculo que se procesa, con respecto ala técnic::a de observacion directa.

La técnica de trichinoscopia la dejado de utilizarse debido a la baja sensibilidad
frente a la digestién, que es la prueba autorizada por ek SENASA para el
diagnéstico de esta parasitosis.

Soluciones necesarias para la técnica de trichinoscopia:

Utilizar drogas de alta calidad y en muy buen estado de conservacion, de ello
depende el resultado de los analisis; se recorr}ienda Pepsina 1:10000, que
tiene mayor capacidad dig'estora, aanue puede usarse Pepsina 1:3000. Para
el caso del Acido Clorhidrico, se debe utilizar la forma Fumante a una
concentracion del 37% (indicada en la etiquela dél envase). o

- Soluciones y reactivos: |

Pepsina 1:10000 al 1%.

Acido Clorhidrico, forma Fumante al 37% (indic:ada en la etiqueta del envase)
agua destilada y agua corriente a 46°C.

- Materiales: 1
. Picadora eléctrica
Cuchillo, tijera y bisturi para la toma y picado del muestras
Vaso de precipitado, de 3 1. .
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Agitador magnético provisto de una placa térmicé de temperatura controlada y
una barra magnética (recubierta de tefién) de 5 cm aprox.

Ampolla conica de decantacion modelo Squibb

Triquinoscopic © esterecmicroscopio >

Balanza de precision de 0,1 g.

Eilm adherente o papel de aluminio 7

Tamices de malla fina (lo ideal es de 170 micra;s), de un didmetro de 11 cm,
provistos de una rejilla de acero inoxidable .‘l

Embudos de un didmetro interior minimo de 12 cm destinados a recibir el tamiz
Embudos de separacidon conicos con una capacidad d 2 litros

Probeta graduada de 50 mi o tubo de centrifugaclién

Pipeta de 25 m| y propipeta '

Soporte con anillo y fijadores

Formol puro y al 2%.

Varios recipientes de 10 litros para utilizar en elfmomento de: decontaminacion
del material.
Técnica. : !
Pireparacion de la solucién digestora:
Pesar y medir cuidadosamente los reactivos; i

Ulilizar agua destilada para la preparacion de 'la solucion digestora; para la

clarificacion usar agua corriente.
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Mientras se prepara la solucion digestora se pl;ede poner a calentar el agua
destilada a 46°C y el agitador hasta que mantenga la temperatura constante.
Preparar las siguientes proporciones: |

PEPSINA 1:10000 al 1%

ACIDO CLORHIDRICO 37% al 1%.

' 1470 ml de agua _ :
100 g de carne 15 g de pepsina . :
15 ml de HCI ’
735 mi de agua
50 g de came 7.3 g de pepsina
7,3 ml de HCI
284 m! de agua
20 g de carne 3 g de pepsina
3 ml de HCI
Inicio de la agitacion: colocar la came picada en el vaso de precipitado;

agregar el agua destilada a 46°C, el acido cldrhidrico (con cuidado, por las
paredes de! vaso de precipitado), la pepsina y‘ el iman recubierto con teflon.

Controlar que estén los elementos necesarios en €! interior del vaso de
|

precipitado-.

Controlar el pH: 1,5 a 2 . Tapar el vaso de précipitado con film adherente o

papel de aluminio © inmediatamente iniciar la agitacion.

La agitacion es la apropiada cuando en el vas:o de precipitado se forma un

remolino considerable pro que no llega a salpiéar. El tiempo de agitacién se
!

estima en 30 a 45 minutos, pero puede demorarse un poco mas hasta que la

digestion del musculo sea total.
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La agitacién finaliza cuando se levanta el vaso ;je precipitado y se observa el
fondo del recipiente en el cual no debera haber restos ni trozos de musculo sin
digerir.

Filtrado y reposo de la solucién digestora: éntes de iniciar el filtrado, hay
que verificar que se tengan todos los elementos necesarios: colador, embudo,
robinete de la ampolla de decantacion en posicioén cerrade y con vaselina o
silicona para robinetes (para que no pierda quuiﬁdo) y el soporte de la ampolla
de decantacion. Si se realizan varias agitacibnes a la vez, es necesario
numerar todos los elementos de trabajo con un marcador al solvente.

Una vez finalizada la digestion se le debera ﬁltrar a través de un colador de
malla fina ( el ideal es de 170 micras) y colocarla mediante un embudo en una
ampolla cénica de decantacion modelo Squibb (esto es importante debido-a
que tiene paredes suficientermente inclinadas como para \ impedir sel
asentamiento de las larvas), luego se lo deja re{aosar como minimo 30 minutos
para que las larvas sedimenten. e
Obtencién de la solucion de observacion: yé sea con un tubo de ensayo o
con una probeta de 50 ml, se toman 50 ml de la iampolla. Dejar reposar 20 a 30
minutos y extraer por aspiracion 40 ml, a ios qué se le agregan 40 mi de agua
corriente y se deja reposar 15 minutos; volve?r a aspirar 40 mi y reponer al
volumen inicial (50 ml); dejar reposar otros 15 n‘1inutos y aspirar 40 ml. Los 10
ml que quedan en la probeta se vuelcan en una capsula de Petri de 5 cm de
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dni. La probeta se enjuaga con 10 ml de agua y ée colocan en otra capsula, por.
si hubieren quedado larvas.

El contenido de la capsula de Petri es lo que se lleva a observar.

Ohservacién: La observacion de formas espiraladas correspondientes a las
larvas, determina la positividad del analisis.

Para comprobar la viabilidad de las larvas, agregar con pipeta unas gotas de
agua de 44°C y se vera como se desenrollan y arrollan.

Para hacer el recuento de larvas, tomar un portaobjetos grabado con dos filas

de 12 cuadriculas iguales cada una y colocar 0,1 mi de solucion a observar, -
homogeneizada, extender y contar ias larvas de todas las cuadriculas. _ e
Para el recuento total, tener en cuenta la siguiente formula: . L

En 0,4 m! se contaron 400 larvas

En 1 mi = 4000 larvas

En 10 ml = 40000 larvas.

Luego tenemos que {a muestra se origina de: | &

20 g de carne gue estan representados en 10 ml de solucion-por lo tanto
contiene 40000 larvas. |

En 1 g de carne = x larvas

X = 1 g de carne x 40000 larvas / 20 g.

X = 2000 larvas / g de carne analizada.
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Informe de los resultados: en diagnosticos pos'itivos se expsesa en larvas por
gramo; si se frata de analisis por un foco, resuita de mucha utilidad informar
ademds: cantidad de muestra procesada, cantidad de muestras positivas /
muestras analizadas, etc.,.con el fin de dar la mayor informacion posible sobre
el diagnostico.

Precaucioneé con el material de riesgo: una vez finalizados los analisis, se
debera colocar todo el material empleado y gue hubiere estado en contacto con
las mugstras, en formol diluido al 2% para eliminar la viabilidad de las larvas.u
otros agentes patdgenos, luego recién se procedera al lavado. :
En el ©aso de ampollas con solucion digestora positiva, se las deja en ol
soporte, con el robinete cermdo se agregara el formol puro y se dejara actuar.
El resto de la muestra que diera positivo debera de ser incinerada o tratada
adecuadamente a fin de eliminar con certeza las larvas viables. -
Procedimiento luego de un diagnodstico positivo: si el analisis de un grupo
de musstras de 100 gramos, es decir un conjunto de muesiras de 5 gde 20
porcinos, arrojara un diagndstico positivo, se debera proceder.de la siguiente
manera:

- Agrupar las muesiras en 5 grupos de 5 muestras de 20 gramos cada una,

tomadas del remanente de las muestras originales (por eso se indica tomar

como minimo tomar 60 gramos limpios por cada cerdo en el momento de la

faena); asi nos quedaran 5 grupos de muestras de 100 gramos por grupo.
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- Efectuar las 5 digestiones correspondientes.

- En alguno de estos grupos, el resuitado volvera a ser positivo, por lo que se
debera individualizar cual de los cerdos es el positivo, para esto se
procedera de la siguiente manera:

. De cada uno de los cerdos que integran el grupo positivo, se toman
nuevamenfe 20 gramos y se efectuaran nuevas digestiones artificiales
individuales para cada muestra de 20 gramos.

Tarea 4. Operacién del equipo Metrolab para ELISA

El CREACYT posee un Lector de Placas "METROLAB" 980, Versién 1.03.

" Generalidades.

Metrolab es un fotdmetro vertical programable de longitud de onda modificable,
destinado a la medicién de absorcion de luz de muestras de técnicas de
MICROELISA y de placas de MlCROTlTER.

La &ptica del Metrolab 980 es una combinacion filtros - lentes de alta
luminosidad protegidos con recubrimiento de Fluoruro de Magnesio para larga
duracién aun en ambientes corrosivos.

El zocalo de la lampara de iluminacion se halla alineado en fabrica. El
reemplazo de ia iAmpara se realiza sin necesidad de recalibracion.
Especificaciones.

Rango dinamico de medicion: -0.300 a 2600 de DO.

Rango absoluto de medicion: -0.355 a 3456 de DO.
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Rango espectral: 340 - 700 nm. Filtros disponibles a pedido.

Ancho de banda: 10 nm para filtros provistos en fabrica.

|.uz espuria;: menos de 0.2% a 340 nm.

| inalidad fotométrica; mejor que +/- 0.005 en 0.;1/\.

Detector: fotodiodo de silicio de alta sensibilidad en UV.

Microprccesédor: intel 8032. |

| ectura: conversor hibrido de tension a frecuenicia, 100 KHz.

Soporte de muestras: marco codificado para plécas de 8 X 12, 96 pocillos.
Soporte para lectura de pocillos individuales.

Sopqrte para lectura de pocillos individuales.

lDimensiones: 320 mm dé ancho, 360 min de profundidad, 160 mm de altura.
Peso: 7 Kg. |

Descripcion funcional.

£1 lector de placas Metrolab 980 utiliza como fu‘lente de iluminacion una lampara
halégena preenfocada, ubicada en el cabezal movil que se.nserta en el pocillo -
e la microplaca.

La ventana protectora y el filtro interferencial se hallan colocados en un unico

soporte. Este soporte permite el cambio sencillo de filtro desenroscando el

soporte e insertando el nuevo filtro.
La luz que llega al sensor genera una tension eléctrica que es convertida en
una sefal pulsada medianie un conversor tension - frecuencia. Eslos pulsos
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son contados por el microprocesador y su frecuencia es proporcional a la
intensidad de luz y en consecuencia a la TRANSMITANCIA de la muestra.

El marco soporte de la microplaca tiene en su parte inferior dos tiras reflectoras
de cobre. Ellas activan a dos de los 20 sensores reflectivos ubicados bajo Ia
platina, donde se ven dos franjas de color rojo. Esta codificacion digital da la
posicién abéoluta del marco en todo momento, siempre, que los bordes del
marco sean paralelos a las franjas rojas. Si ello no ocurre, mas de un sensor de
cada _tira queda activado y se genera un menséje de “re Align".

OPERACION |

Al encender el instrumento, se realiza una medicion automética del cero de
{ransmitancia. La Iémpéra se apaga moménténeamente y se registra la
jrecuencia leida. Este valor es el que se utiliza para corregir toda lectura que se
realiza.

Luego de tres minutos se produce |a estabilizacion térmica.

Introducir la fecha.

Colocar |a microplaca en el marco de sujecion y verificar que calce firmemente.
El punto blanco de referencia debe estar a la i_zquierda del operador y hacia la
parte de atras del instrumento.

1 pocillo A1 debe estar colocado en el angulo correspondiente al punto blanco
e referencia

Para realizar las mediciones asegurarse que |a esfera de posicionado calce

90

'



PROGRAMA DE CONTROL Y MONITOREO DE

LA CUENCA LECHERA DE SAN LUIS
LABORATORIO DE SANIDAD ANIMAL
EXPERTO: M.V. PAULA FRIGERIOQ

COLABORADORES: Tec. Qca. Liliana Perez Moyano
' Marcela Mugnaini
SUPERVISION: DRA ROSA ANTON

Exactamente en el pocillo deseado. Par el mejor centrado ubicér la vista del
operador de manera tal que se vea la esfera dé posicionado.

MEDICION.

Se debe introducir un numero identificatorio dé la placa que se va a leer, este
numero luego se imprimira junto a la fecha, programa y factor o concentracion
del testigo. Se debe indicar cudntos blancos leera. La lectura de los blancos
sera el promedio de todos los blancos, debe desplazarse la placa a los blancos
sucasivos hasta completar el total de blancos cbnsignados.

Completada la lectura de los blancos, se inicieéré inmediatamente la lectura de
las muestras. Cada nueva localizacién de pocillo sera interpretada como una
nueva muestra. En el viéor se leerd la posicién y la absorbancia leidas. Para
generar una nueva lectura oprimir la tecla SAMPLE. N
Al completar el ciclo de blancos se debe deci(jir si so trabajara con estéandar o
factor.

Si se trabaja con FACTOR se vera el valor inicial de factor de 1,000. Los
resultados se publicaran con el numero de deéimales usados en el factor, si no
se usan decimales el sistema asumird que sé usan 3. Los valores de
concentracién consignados resultaran  de | multiplicar el factor por la
absorbancia.

Si no se selecciona FACTOR, el sistema asume que Se trabaja con estandar y
se debe introducir el nimero de estandares REPLICA que se desea utilizar. El

o1

-



|
PROGRAMA DE CONTROL Y MONITOREQO DE

LA CUENCA LECBERA DE SAN LUIS
LABORATORIO DES SANIDAD ANIMAL
EXPERTO: M.V. FAULA FRIGERIO

COLABCRADORES: Tec. Qca. Liliana Perez Moyano
Marcela Mugnaini
SUPERVISION: DRA ROSA ANTON

programa realiza el promedio de los estandares pero ne traza la curva de

calibracién con patrones diferentes.

Una vez escrito el numero de estandares, el sistema leerd los siguientes pociilo

MANTENIMIENTO Y CUIDADO. J

*,
..0

L/
L

&,
0.0

Limpiar y secar los liquidos volcados mmedlatamente

No dejar cubetas en el instrumento cuando no esta en uso. Cerrar la tapa

de la caja de celdas. =
Cubrir con la funda si no esta en uso permanente. Desconectarlo de la linea

de electricidad.

Limpiar las Opticas con una perita de goma soplando aire.

Colocar el equipo en Iugares ventilados, hbres de vapores COITOsivos,
No colocar el equipo en lugares cercanos a estufas, muflas u hornos. Evitar

los cambios bruscos de temperatura.

i
No utilizar mesas que estén sometidas a vibraciones intensas, como ser
|
provenientes de centrifugas que pueden descalibrar el sistema optico.

No ubicar el equipo bajo iluminacion directa del sol o de lamparas

incandescentes.

]

HEMAGLUTINACION E INHIBICION DE LA H:EMAGLUTINACION.

Preparar diluciones en serie al doble dei antisuero en solucién salina

amortiguada de fosfato (PBS}) y a 0.25 mi de cada dilucién de suero, se afiade
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025 mi de virus, conteniendo de 4 a 8 unidades de HA y se incuba a
temperaiura ambiente durante 1 hora. De*spués‘ se agregan 05 ml de
suspension al 0.5% de hematies apropiados a cada mezcla de virus-antisuero,
y se lee la prueba después de 45 a 60 minuios de incubacién a temperatura
ambiente, o de una noche a 4°C. El titulo de inhibicion de la hemagiutinacion se
expresa como la reciproca de la dilucion mas alta de antisuero que inhibe
completamente la hemaglutinacion (HA). |

Desarrolio de las técnicas.

La prueba de HA se basa en la propiedad:’ que poseen ciertos virus para
aglutinar los GR Iavaglos de diversas especies. Una vez conocida ésta
caracteristica del virus, es posible inhibir su dapacidad hemaglutinante con un
lsuero que contenga anticuerpos para ese vinl.is. En ello se basa la prueba de
IHA, permitiendo la titulacion de anticuerpos cie sueros de animales infectados
por distintos virus hemaglutinantes. i

virus hemaglutinantes + GR === HA se viéuallza cdmo un entramado de

o
virus hemaglutinante + suero positivo + GF === H| se visualiza como un
botén de GR.

Material necesario:

Placas para micrométodo con 96 pociullos.
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I
i

micropipetas regulables para 50 y 25 ul.

glébulos rojos lavados de ave (segun el virus;) al 1%.

virus hemaglutinante. :

o PBS |
HEMAGLUTINACION. | '

?

colocar 50 ul de PBS en cada pocillo. l

Agregar al primer pocillo' 50 ul de virus puro y efectuar diluciones al 1/2.

E ]

Aregar 25 ui de GR a cada pocillo.

Efectuar la lectura a los 30 y 45 minutos.
|
INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION (Se describe el método beta que es
|
el més utilizado). | |

» Colocar 50 ul de virus en cada pocillo.

Agregar 50 ui de suero al primer pocillo y eféctuar diluciones al 1/2.

Esperar 30 minutos. |

@

Agregar 25 ul de gr a cada pocillo.

Efectuar.la lectura a los 30 minutos. |

Tarea 5 Diagnéstico de Anemia Infecciosa Equina .

Toma de la Muestra,

La muestra necesaria para realizar el test de Coggins es suero sanguineo,

claro, libre de hemolisis. La muestra de sangre se extrae por puncion yugular
. 1
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sin anticoagulante. Se la coloca en un tubo rotulado y se deja coagular,
utilizéndose el suero. El veterinario actuante remitiré al laboratorio la musestra
rotulada con la ficha de extraccion, firmada y :sellada (las 3 hojas), siendo su
1asponsabilidad hacerlo personalmente, para e:vitar maniobras dolosas como el
cambio de muestras, etc. |

En el laboratorio se realizaré la prueba de inmunodifusién en agar gel para AiE.

Prueba de inmunodifusién para AlE. ¢
1

Consiste en la difusion en gel de agar de suero:s patrén positivo conocidos y los
sueros problema a probar contra el antigenofprecipitante. Los sueros control
positivo dan una linea de precipitacion contra el antigeno, mientras que los
sueros problema la dara si son positivos y no la daréan en caso de ser

negativos.

Preparacion de las soluciones necesarias:

La solucién amortiguadora de borato:
Colocar en matraz aforado:
2 g de hidroxido de sodio
9 g de &cido bdrico
agua destilada csp 1000 ml
controlar el pH que debe ser de 8,6
- Agaral 2%: ‘
En 330 m! de !a solucién tampon agregar 6,6 g:' de agar purificado.

9o
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Dejar hidratar 15 a 20 minutos, calentar a baﬁc; Maria y dejar hervir hasta que

clarifique.

Fraccibnar en tubos y tapar para evitar la evapé)racién.

- Agaral 1%: |

En 660 ml de la solucién de borato, agregar 66 g de agar purificado

Dejar hidratér 15 a 20 minutos, calentar a baﬁo? Maria y dejar hervir hasta que

clarifique. !

Fracqionar en tubos y tapar para evitar la evapbracién.

Técnica: |

En cajas de Petri de 60 mm de diametro:

a) Verter 2-3 mi de agaf noble purificado al 2% en solucién. tamponada de
borato de pH 8,6 fundido y se deja solidificar,

b) Verter 4-6 mi del agar al 1% en solucion taﬁwponada de borato de pH 8,6
fundido sobre la capa de agar al 2% solidiﬁlﬁzada.

c) Dejar solidificar.

Una vez endurecido e! agar de la placa, cortar }a capa de agar al 1% sin

perforar la cape de agar al 2% con un sacaboéados que produce 6

perforaciones periféricas y una central (cada pérforacién de 6 mm de diametro

separadas entre si por 2 mm).

Retirar el sacabocados.
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i

Quitar cada uno de los circulos de agar que cortd el sacabocados con un o,
capilar de vidrio o una pipeta de Pasteur conecitada a una trampa de vacio,
quedando asi 7 cavidades o pocillos, cuyo fonc;o es la capa de agar al 2%. Al
lado de uno de los pocillos se hace una muesc:a en el agar con el fin de
identificar el punto de parlida, la placa se rotula enlabase yenlatapay se
dibujan en una tarjeta los pocillos cortados en et agar, para; anotar en ella lo

que se va a colocar en cada pocillo.

090
090
Reactivos.
- Sueros problema: se obtienen de los equint;zs a probar, 3 por placa. -

- Sueros_ control positivo: son sueros positivds a AIE ajustados para dar una
reaccion franca positiva contra el antigeno.§

- -Antigeno es una suspension de virus obtentdo de bazo de equino infectado
con alto titulo de virus y tratado con éter para exponer el antigeno
precipitante u obtenido por multiplicacion dgl virus en cultivos de leuéocitos.

Llenado de los pocillos. |

Lienar las cavidades alternadas con un capilar de microhematocrito para cada

suero (1,3 y 5) con cada uno de los sueros a probar.
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Lienar los sueros control en las cavidades 2,4';_y 6 de la misma forma, con otro

!

tubo capilar.
Con otro capilar, llenar |a cavidad central con el antigeno. -

Todas las operaciones se registran en la tarjeta, previamente confeccionada

con el dlbLl]O de la placa. -

{a placa se tapa y se deja a temperatura amblente no inferior a 20- 25°C

durante 48 horas; se puede incubar a 37° C para acelerar la reaccion en caso
|

de urgencia. Aunque la reaccion ya se vislualiza a las 24 horas, no se

recomienda ta lectura hasta las 48 horas. ;

Reaccién y lectura. ' ;

'

La capa de agar al 1% se comporta como una estructura microcapilar y el

suero colocado en cada pocillo, difunde a su alrededor. Lo mismo hace el

antigeno a su alrededor. |

Si un suero tiene anticuerpos antiAlE al encontrarse con el antigeno de la

prueba, se une especificamente a él'forn’pando una banda o linea de
| .

precipitacion, en caso de no haber anticuerpos no hay feaccion y no hay

banda. : i

}
!
i

Los sueros controles por ser positivos, reaccionan con el antigeno, formando
|
1a linea de precipitacién entre su pocillo y ol del antigeno.
13
Si los tres sueros problema son negativos, E‘rsolo aparecera la banda en los
sueros controles, formandose un dibujo triangtilar.
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b

Si el suero problema 1 fuera positivo, difundé y precipita contra el antigeno,

15 ]
*10 -2 }lo O 2
‘O o)
g: ") sc 8. O sc
-3 +3

haciendo doblar las lineas de precipitacion de los sueros controles, por ser
idénticos {os productos reaccionantes (linea de identidad).
|

Cuando los tres sueros problema son positi\}os, las tineas de precipitacion

forman un hexagono.

sC . '
+ 10 O 042 ‘:
9: O (?;c
+3

Cuando la linea de precipitacion formada es equidistante del pocillo del
|

antigeno y el suero cotrespondiente y es bien visible, se dice que es positivo

franco; si la linea estd mas cerca del pocillo del suero, siendo fina, el suero es .

positivo débit;
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Si la linea estd mas cerca de la linea del antigeno, se dice que el suero es

positivo fuerte, la linea es mas ancha y difusa. |

1l

- 1 00;2 fuciﬂe
oo,

Linea Inespecifica: si aparece una banda de precipitacién entre el antigeno y
i

un suero problema que corte las lineas de los sueros controles, esta linea es

inespecifica y no se debe al sistema antigeno- anticuerpo, no debe

interpretarse como positiva.

enel 2
linea inespecifica

Certificacion por el laboratorio.

I=n caso de ser negativo el suero probado, se ‘coloca al dorso de las fichas de
extraccion:
a) La fecha de vencimiento con sello fechador rojo, actualmente 60 dias a

partir de la fecha de extraccion.
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b) Resultado: negativo, con sello a;ul o] negrq. En el renglon correspondiente
volveré a consignar que el equino ha reaci:cionado en forma negativa, en
forma manuscfita. !

¢) Firmay sello de! veterinario del laboratorio. i

d) Sello del laboratorio. tﬁt

E! original, verde, y la 40 copia blanca, se entrégan al veterinario que realizo 12

extraccion, en el laboratorio se retiene la ?2° copia blanca, que debera

]

archivarse. El veterinario que extrajo ai muestra, archivaré la 1° copia blanca.y

se |e entregaré al dueiio del caballo el original verde..

La certuf cacioén de negatlvo serd solicitada al propietario para transportario,

venderlo, inscribirlo en concursos hipicos o carreras elc.

En caso de ser positivo el suero del equino probado:

a) Resultado: con sello rojo. En el renglén cor%espondiente volvera a consignar
que el equino a reaccionado en forma positi.va, con letra manuscrita.

b) Firma y sello del veterinario del laboratorio. o

c) Sello del laboratorio.

El Iaboratorio retendré la 2° copia blanca y renlllitiré el original y la 1° copia a la

oficina local de!l SENASA, a los efectos dei que se apliquen las medidas

sanitarias correspondientes vigentes sobre AIE. Se confeccionard un informe

escrito para el propietario y el veterinario actuante.
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Centro Regional de Estudios
Avanzados Cientificos:'y
Tecnologicos

Gobierno de la Provincia de San Luis

) Maﬂes 16 de-
Ell d@;!épnﬁéxg "+ mayo de 2000°
- T

Erradicacion de

la bruceloms

San Luls. LaSecretaria
de Agricultura, Ganade-
rfa, Pesca y Allmentacion,
a travéds del SENASA, ha

. puesto en marcha el Plan
! Nacional de Control ¥y
. Erradicacién de la Bruce-

16 115/89:: & o
R En tal senlido. Ia provin-
. cla de San Lulis adhirié a la
:-:3 ejecucion de ese plan, atra-
i vés del Plan Provincial de
* Control y Erradicacién de
;- Brucelosis y Tuberculosis
" Bovina, y a parir del 1° de
. marzo del presente afo se
" dig comlenzo con las tareas
y. estrategaas generales y
i especificas para la imple-
‘- mentacion del mencionado
Plan Provincial.
- Por su parle, 8 Centro

-;losisy’ Tuberculosls Bovl- .
“ha por médicde la Besolu- ’

zados, Cientilicos y Tecno-
Idgicos (CREACyT), est4in-
formande a productores
agropecuarios y veterina-
rios que, dentro de este
ambito, ofrece el servicio dg
diagnéstico de brucelosis a
través_del Laboratorio de
Red, bajo el cédigo L223 y

" 'con uh arancel de $0,50 por
“musstra para la reallzaclén

de las prucbas screening, .

BPA y. complementarias,
Wright y 2-Mercaptootanol,
con un beneficio dol 10 % de

descuento para los envios '~

“que superen las 100 mues-

tras. ]
Ante cualquler consulia,

los interesados pueden:co-"

municarse a los teléfénos

(02652) 431217, 6 431092; -

como también dirigirse per-
sonalmenle a las instalaclo-
nes del laboratorio de! _(;FiE-

- Regional de Estudios Avan-

: ;il\n'nonlzaclones Miedos. Foblas. Obeésidad Estrés. Ventosa I

,’ACUPUNTU RA-MIEDICINA TRADIC!ONAL ASIATICA

& Reusmatismo. Ariritis: Dolores. Anguistla, Masajes ™~ & .
!, Détcontracturantes. Masajes oricntales. Dls{uncmnes sexuales

¥ nguto laser. Dolores muscufargs, . - . T o)

; S <'-- T T T ERAPIAS AI.TERNAIIVAS

B . Armonuzacnones Reiki, Obesidad. Enfermeclades

. |)slc0<nmilicm Teraplas florales. Fangolerapla, Blonetegfa,

g Mulllaclén Gemoterapla. Aslrologfa, Control memtal.

el %é;%r‘%:;ﬁé}:@m

Q@infovig ._..g{ié

mméiimssnsoé??ﬂgsaaoa o”%ﬁ,mﬁ

|

ACyT, sito en Avenlda del
Fundador s/n, Puente Blan-
co de la ciudad de San Luis.

Cabe recordar que la
brucelosis provoca grandes
pérdidas enlosrodeos atra-
vés de abortos en [a segun-
da mitad de la prefiez (alre-
dedor del 5% mes),- nacl-

mientos de ternéros prema- .
turea qua mueren o el nacl- -

mienlo a término de terne-
ros débiles o muertos. Tam--
bién disminuye |a produc-
cién de leche.” .

Ademds, presenta in--
fertilidad temporal en las
hembras que lleva a un

alargamiento del perfodo ..

entre partos y alterac1én en

" el manejo dé los todeos en

los que se fealice servicio
estacional. -8i- se" produce
relencldn placentaria, la
consecuenciainmediata es.
la infeccién uterina (metri-
tis), con infertilidad pasaje-
ra.- -

que se trata de una enterme-

dad zoondtica; es decir, que -

los animales se la transmi-
ten al hombre. La poblacién

mas susceptible a contagiar- -

5o as la que asta en contacto
direclo conla produceidn ga-
nadera y &l manejo_repro-
ductivo del rodeo: trabajado-
res y veterinarios rurales.

Es importante conocer .

a e ——————— —
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Las empresas de transporie que comunican €&l centro ganadero..
Con !a ciudad de San Luis son l1as siguientes: : ;

EMPRESA DANTE EMPRESA DASSO i : EMPRESA TAC
LUJAN SAN LUJAN SAN j LUJAN SAN
LUIS LUIS =. LUIS
7.10 8.40 5.45 745 | 13.20 15.45
9.20 10.50 10.45 1215 18.20 21.00
12.55 14.25 15.35 17.05 LUNES A '

19.30 21.00 18.35 20.05 SABADOS



San Luis, 15 de febrero de 2000

Sr. Presidente Del Centro Ganadero Ayacucho:

Tengo el agrado de dirigirme a Ud. con motivo de
comunicarle gue el CREACYT ha logrado la habilitacion de su laboratorio de
diagnéstico de Brucelosis L - 223 perteneciendo a la Red de Laboratorios,
segun la resolucion 115/99 de la SAGPYA - SENASA. El laboratorio esta a
cargo de la Méd. Vet. Paula C. Frigerio, M.P. 261.

ARANCEL

>

>

5

E| Laboratorio de! CREACYT ha fijado un arancel de $ 0,50 para cada muestra
a analizar, esto incluye la prueba tamiz (BPA) y las pruebas complementarias
(SAT y ME). |
Entrega de las planillas de Protocolo de Envio de Muestras a Laboratorio para
Diagndstico de Brucelosis. :
Entrega de los tubos para realizar el sangrado.

Diagrama de diagnodstico seroloyico para Brucelosis Bovina.

Las pruebas de diagnostico qgue son ulilizadas hasta la fecha, dentro del marcg, del
Programa Nacional de Control y Erradicacion de’ la Brucelosis Bovina son. BPA,
SATy 2- ME. i

Accion con los centros.

>

El CREACyYT enviara a los Centros Ganaderos y Veterinarios Acreditados ia
caja conservadora conteniendo los lubos de vidrio o plastico, con lapon, en

~-gradillas, junto con los protocolos para la extraccion de muestras.

Una vez tomadas las muestras, el personal responsable de las tareas de
saneamiento, sera el encargado del envio de las mismas por la via mas
conveniente, comunicando al CREACyT enipresa de transporte, fecha de
envio, numero de bultos y numero de guia. !
Al Laboratorio del CREACyT arribaran las muestras a través de los Centros
Ganaderos y de los Veterinarios Acredilados. |
El laboratorio emitira los restitados con un plazo maximo de 10 dias,
No se emitiran resultados telefonicamente.

i
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. CENTRO REGIONAL DE ESTUDIOS
__ AVANZADOS CIENTIFICOS Y TECNOLOGICOS
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L223 i
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PROTOCOLO DE ENVIO l)ii MUESTRAS
A LABORATORIO PARA DIAGNOSTICO DE BRUCELOSIS

PLAN NACIONAL DE CONTROT Y ERRADICACION DE BRUCELOSIS ¥ TUBERCULOSLS BOVINA
PROTOCOLO N !

i
FECHA DE _ FLECHA |
EXTRACCION: ...... Lo ENVIO D ESPECIED
CANTIDAD DE MUBESTRAS :
i
TIPO DE RODEO: Lechero D Carne| [_—_l Mixto D

TOTAL BOVINOS:‘ Vaciis ‘ ﬁl Vaguitlonas :] Toros E:
Qiras especics: ‘ ] [Porcinos E i :(_)\'inns \:’ Caprinos

[ MOTIVO DEL ENVIO: f
1
GOCEDENCIA \ ULl l .........................
Establecimicnto: . ... ....... Domicilio oo
Tl e
NeRENSPA: . ... .......... Oficing Locat SENASA: .. ... .
o TeMIANT | o e
Propictarior .............-. i
LOCEI“(llId: ................ Rl'.‘:l\‘il'l]':Nll'i:—. :
Dpto/Pdo. ..o Veteinario Acredilade Mal N oL
Provingia: . . . . . .. / t
- Apctlido vy Nombre: ... PR
s !)mn!uiliu: ..........................

ldllrl\

TUBO | ANIMAL | CATEG FCCHA | EDADS |TUBO TANIMAL | CATEG FECHA EDAm
S VAC. | |MESES [N [ N VAC. | MESES
_____ o !
U IS U PR S S
l
i
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CENTRO REGIONAL DE ESTUDIOS
~ AVANZADOS CIENTIFICOS Y TECNOLOGICOS

1223 E

Fua‘.NRpAN"_./___/./ ..... Voot J

HOJA: i
TRANSPORTE PROTOCOLO DE SANGRADO N°

TOBO | ANIMAL | e~ | FECHA | EDAD/ | TUBO [ ANIMAL FECHA | EDAD/
K° N | CATEGE e Iveses | e | ne | CATEST vac | MESES

Fi ra v Sello del Veterinario Avreditdo ' Firmn v Selio det Labormtoristn
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CENTRO REGIONAL DE ESTUDIOS
AVANZADOS CIENTIFICOS Y TECNOLOGICOS
t

L223 !

RENSPA N /. /. /... .. foo0. J

PROTOCOLO DE DIAGNOSTICO DE BRUCELOSIS

PLAN NACIONAL DI CONTROT Y ERRADICAU 1ON DE BRUCEEOSIS Y TUBERCULOSIS HOVINA
}

PROTOCOLO N |

FECHA DE FECHA 7
EXTRACCION: . /oo NN e ESPECHE it
CANTIDAD DE MUBSTRAS

TIPO DE RODEQ: Lechero | came. |} Mine [ ]

TOTALBOVINOS:{ lV:IC:IS [— l \’:1(|t|=1lt\||;1s| i Toros l_—__l
Olrascspccic;s: [:] Porcinos I—;__"l l)vinus [__] Caprinos

WOTIVO DEL FENVIO:

mOCEDENClA X UlL'

Establecimicnio: . .. ... ... Donclio .. e
Tel/fax: P
NCRENSPA: ... ........... Oficina L' ocal SLNASA
It.l/ld.\ .......................
Propsct.mo ................ ;
: i
LOC:‘I]I('(](I ................. RL-N“]LNI*L‘ )
Dpto/Pdo.: ... .. ... ..o \;’clcrimriu Acredilado Mat, N ...
Provincia: . . ... ... .. ...
J A|)t.”1(10 vNomre: .o
I)()lniullu ...........................

ld/f'd.\.,,....................

TUBO [ANIMAL | (s | VECHA REDADE 60 | a1 | 2 Me | DIAGNOSTICO

N N® MAVAC MESES | B

R -
i
|
i
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: CENTRO REGIONAL DE ESTUDIOS
~ AVANZADOS CIENTIFICOS Y TECNOLOGICOS

L223

(Rl"'NQI’,\ NS

HOBA N
TRANSPORTE DE PROTOCOLO N

| e ] 2N

Laboratorio N* Hab.: . . Vel Acred. oo N Acredl. L Fecha recepe. tnesteas: L. e

Mucstins Pxmninndas .. Posilines F\l.)'.|n‘t'hn‘;w."
Resultaron POSETTVOS Jos anindes N7 U
Resullacon SOSPECHOSOS fos anindes N0
Antigenos Ulilizados: BPA. ... AL

SAT.. .o
ObserviClones: ... L AU
RESULTADO: Comunicado .. ... oo o eehwe
e Los sospechosos podein ser nueviniente sangridos vnee

ol vesultado, sera congiderndo POSTTIVG

Mlogaitivos: o L

Velerinario Acreditido

Lugar y Fecha Vel Laboratorio
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