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La tristeza nos invade cuando alguien a
quien queremos, de verdad, deja de estar entre
nosotros. Y nos vuelve a acongojar, cuando la
recordamos por cualquier razéon personal o
profesional. Se crea un hueco, incluso doloro-
so por momentos, porque nos falta alguien de
los nuestros, del equipo, de la familia. Asi, tan
simple, es como siento, que cualquier persona
allegada definiria el profundo espacio vacio
que ha dejado Mari Carmen Pieltain.

Mari Carmen, “puro nervio, pura vida”,
siempre estuvo para lo que necesitaramos
desde la Universidad, desde la
Facultad de Veterinaria, desde el
Instituto Universitario de Sa-
nidad Animal y Seguridad
Alimentaria (IUSA). Ella
era una universitaria
mas, que hizo su doc-
torado y se doctord
en muchas “cosas
profesionales y de
la vida misma”.

Ella fue la primera
profesora doctora
del Master SASA
(Sanidad Animal y
Seguridad Alimen-
taria) perteneciente a
la administracion auto-
noémica  (Direccion

Editorial

“Amigos para siempre”, nos volveremos a encontrar

General de Ganaderia del Gobierno de
Canarias). Coordinadora y responsable de
una parte fundamental de este Master, al
que ha dejado huérfano, como también
huérfano ha dejado a tantos y tantas vete-
rinarios y veterinarias a los que cuidaba y
protegia como a sus propios hijos.

Ella quedara en nuestro recuerdo y en
nuestros corazones como un referente
“moral” como una profesional noble y
honesta, siempre de frente, inteligente y efi-
caz, con un corazon que superaba en pro-

porciones a su propia anatomia. Su espiri-
tu quedard en muchos sitios, pero
nosotros (“amigos para siem-

pre”), ademas, la dejaremos in-
mortalizada en nuestro Instituto
Universitario de Sanidad Ani-
mal y Seguridad Alimentaria

y en nuestra Revista de las
Ciencias Veterinarias.

Desde lo mas profundo de
nuestros corazones, con
toda nuestra tristeza, te
dedicamos estas pala-
bras, en nombre de todos
los que te quisieron y te
siguen queriendo. Nos
volveremos a encontrar.
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El agua potable en Gran
Canaria: caracteristicas de la
red de suministro y vigilancia
de la salud

Raposo, A.(1); Pérez, E.(1); Herrera, M.(2); Millan, R.(1); Sanjuan, E.(1); Carrascosa, C.(1)

(1) Departamento de Patologia Animal, Produccién Animal, Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos. Facultad de
Veterinaria - Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Trasmontafia s/n. 35413 Arucas. Las Palmas.

(2) Servicio Canario de Salud.

Drinking water in Gran Canaria: characteristics of the supply network and health
surveillance

RESUMEN: el agua potable es un bien publico indispensable y en este trabajo se relaciona su calidad y seguridad
en la isla de Gran Canaria, de acuerdo con la legislacion vigente. El Anexo I del RD 140/2003, de 7 de febrero,
que establece los criterios sanitarios de la calidad del agua de consumo humano, especifica los valores paramé-
tricos que el agua considerada como apta debe cumplir.

Se describe la red de distribucién de agua en la isla y se realiza también el analisis de los parametros microbioldgi-
cos Y fisico-quimicos del agua potable durante los afios de 2008, 2009 y 2010.

Los resultados muestran la calidad y seguridad del agua potable en Gran Canaria, observandose breves incum
plimientos en algunos parametros legales en determinados semestres a lo largo del estudio.

Palabras clave: Gran Canaria, agua potable, calidad, seguridad, fisico-quimica, microbioldgica.

SUMMARY: Drinking water is an indispensable public good and this work relates to their quality and safety on
the Island of Gran Canaria, in accordance with the current legislation. The Annex I of Royal Decree 140/2003, of
February 7, by which health criteria for the quality of water intended for human consumption are established,
specifies the parametric values to be met by the water considered as suitable.

The water distribution network on the island is described and analysis of microbiological and physicochemical
parameters in drinking water during the year 2008, 2009 and 2010 are also performed.

The results show the quality and safety of drinking water in Gran Canaria, brief failures are observed in some

legal parameters in certain semesters throughout the study.

Key words: Gran Canaria, drinking water, quality, safety, physicochemical, microbiological.

Introduccién

El agua potable es un bien puiblico ob-
jeto de las Directivas 2000/60/CE (1)
y 98/83/CE (2).

Gran Canaria es una isla espafiola
del archipi¢lago Canario, situada en
el Océano Atlantico, con una pobla-
cion de 838.000 habitantes (460/km?2)
y un consumo de agua potable de 140
litros por habitante y dia (frente a
otros paises industrializados en los
que sube a 300 litros) (3).

No hay rios en la isla, lo que hace
que la captacion de agua sea muy dis-
persa en varios puntos a lo largo de la
isla. En Gran Canaria hay 36 gestores

del agua inscritos en el SINAC
(Sistema de Informacion Nacional de
Aguas de Consumo).

La gestion del agua en una isla
como Gran Canaria presenta una gran
complejidad, que generalmente impli-
ca incluir diversas unidades como los
municipios, servicios publicos locales,
laboratorios de ensayo y de la admi-
nistracion de salud publica. Debido a
esto, la vigilancia sanitaria del agua
tiene un papel muy importante.

En este trabajo se describe el sis-
tema de abastecimiento de agua pota-
ble en Gran Canaria y las caracteristi-
cas de la red de abastecimiento y
vigilancia de la salud, asi como los

resultados microbiologicos y fisico-
quimicos de 3 afios consecutivos.
Los datos han sido recogidos por
el Departamento de Salud de Gran
Canaria, como resultados de los ana-
lisis realizados en el marco de la vigi-
lancia de la salud del agua potable.
Estos analisis tienen como objetivo
proporcionar informacion periddica
sobre los criterios sanitarios de la
calidad del agua para consumo huma-
no, asi como llevar a cabo el segui-
miento de ciertos parametros de con-
trol cuando se considere necesario,
bien porque la historia analitica del
area de distribucién o suministro de
red lo indica, o porque se considera
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una situacion de nueva deteccion de
fallos o alertas.

Material y Métodos

En el desarrollo de este trabajo fueron
consultadas las autoridades de salud
locales y gestores del agua. Se reali-
zaron visitas a las instalaciones de
suministro de agua potable y un estu-
dio sobre el abastecimiento.

El control de calidad se llevo a cabo
por el administrador que proporcionaba
la monitorizacion de agua potable y por
la autoridad sanitaria que fue responsa-
ble de la vigilancia de la salud y el con-
trol del agua en el grifo del consumidor
como punto de muestreo.

Los parametros microbiologicos
y fisico-quimicos analizados en los
cuatro tipos de analisis realizados (S,
S1, S2 y S3) en los afios de 2008 y
2009, se describen en tabla 1. La fre-
cuencia del ensayo dependia del
volumen de agua tratada por dia.

El control de estos parametros se
realizé durante los afios 2008 y 2009,
con un nimero de muestras que osci-
16 para el primer y segundo semestre,
respectivamente, entre 158 y 173 en
2008 y entre 181 y 205 en 20009.

En la tabla 2 se muestra el anali-
sis periddico de distribucion en los 21
municipios de la isla.

Durante el primer semestre del afio
2010 se recogieron 171 muestras, y
otras 142 en el segundo, con el fin de
analizar los siguientes parametros
(segin RD 140/2003, transposicion de
la normativa espafiola de UE de agua
potable) (4):

Microbiolbgicos: colonias a y, coli-
formes, E. coli 'y C. perfringens.

Fisico-quimicos: olor, sabor, color,
turbidez, conductividad, pH, cloro
residual libre, amoniaco, nitratos,
nitritos, indice de Langelier, fluoru-
ros, cloruros, sodio, hierro total, alu-
minio, boro y manganeso.

Resultados y Discusion
Se verifico que la red de distribucion

de la captacion de aguas constaba de
185 pozos, 20 plantas de desalinizacion

Tabla 1. Parametros analizados segun el tipo de analisis.

Tipo de Analisis

Parametros Analizados

S Olor, sabor, color, turbidez, conductividad, pH,

amoniaco, nitratos, cloro residual libre, flGor,
bacterias coliformes, E. coli, aerobios a 22 °Cy
36°C, C. perfringens

S1 S + Indice de Langelier, boro y hierro
S2 S + Indice de Langelier, boro, hierro y manganeso
S3 S + Indice de Langelier, boro, hierro y aluminio

Tabla 2. Analisis periédico de distribucion.

Afio
Tipo de Analisis 2008 2009
S 6 2
S1 12 9
S2 1 8
S3 2 2
Figura 1. Plantas de desalinizacion en Gran Canaria.
Agragua Arucas-Moya
Guia Granja Agricola
Galdar Experimental
Agaete

Barranco
Aldea

I\
Puerto Rico I y II

Anfi del mar

de agua de mar (Figura 1) y acuiferos
subterraneos. La red de distribucion de
agua suministra al 98% de la poblacion
de Gran Canaria.

~. S4

y Las Palmas
LIyl
i > 1Ly
UNELCO
Salinetas
Aeropuerto
Sureste
¥  UNELCO
‘/ BONNY
ELMASA Ty III

Las Figuras 2 y 3 referentes a los
aflos de 2008 y 2009 sugieren que los
parametros mdas comunes que no
cumplen los criterios fueron el indice
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de Langelier (indice para calcular el
caracter incrustante o agresivo del
agua) y el cloro libre residual. Sin em-
bargo, en general, y de acuerdo con la
legislacion vigente, los parametros
microbiologicos y fisico-quimicos
restantes, muestran una buena calidad
y seguridad del agua.

En las figuras 4 y 5 (correspon-
dientes al afio 2010) se muestra que
los principales incumplimientos fue-

ron detectados en los valores recogi-
dos para:
- Cloro libre residual.
- Indice de Langelier (debe estar
comprendido entre -0,5 y 0,5).
- Aerobios totales (> 100 UFC / ml).
- Hierro.
- Sodio.
- Fluor y manganeso (de una mane-
ra muy esporadica).

Figura 2. Porcentaje de muestras insatisfactorias de parametros fisico-quimicos

en 2008/2009.

47,3

® 2008
» 2009

3,216 3
05, 057 ¢ B 11 1,5 06

Cloro Indicede pH Boro Conductividad

libre Langelier
residual

Turbidez Hierro  Nitratos  Fltor

Figura 3. Porcentaje de muestras insatisfactorias para los parametros microbiol6-

gicos en 2008/2009.

m 2008
» 2009
50
45
40
35
30
25
20 13,8
15 5,9
10 l 1,7 3 1,7 5 1,7 5
5
0 A — — —
Aerobios (229) Coliformes totales E. coli C. perfringes

Se verifica también que en el segun-
do semestre de 2010 los resultados
obtenidos fueron menos favorables
que aquellos demostrados en el pri-
mer semestre del mismo afio.

Conclusiones

La isla de Gran Canaria cuenta
con una amplia red de distribucion de
agua, suministrando a casi la totali-
dad de sus habitantes, siendo la cali-
dad / seguridad de su agua potable
muy aceptable, como se muestra en
los resultados obtenidos en los para-
metros fisico-quimicos y microbiolé-
gicos del presente estudio.

La mayoria de los analisis realiza-
dos demostraron valores de acuerdo
con la legislacion vigente. Sin embar-
g0, es posible afirmar que en el primer
semestre de 2010 se obtuvieron mejo-
res resultados que en el segundo
semestre de ese mismo aflo. En la
comparacion entre 2008 y 2009, tam-
bién es factible decir que en el segun-
do afio los resultados obtenidos fueron
mejores que los obtenidos en 2008.
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Ensayo de inmunoproteccion
frente a la coccidiosis caprina
producida por Eimeria nina-
kohlyakimovae mediante la uti-
lizacion de ooquistes irradiados

Muiioz, M.C. (1); Molina, J.M. (1); Hermosilla, C. (2); Taubert, A. (2); Andrada, M. (3); Lara, P.C. (4),

Bordon, E. (4), Pérez, D. (1); Lopez, A.M. (1); Matos, L. (1); Guedes, A.C. (1); Falcon S. (1); Falcon, Y. (1);

Martin, S. (1); Ruiz, A. (1%)

(1) Departamento de Patologia Animal, Produccidon Animal, Bromatologia y Tecnologia de los alimentos, Facultad de
Veterinaria, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Gran Canaria, Espafia

(2) Institute of Parasitology, Justus Liebig University Giessen, Giessen, Germany

(3) Departamento de Anatomia y Anatomia Patoldgica Comparadas, Facultad de Veterinaria, Universidad de Las
Palmas de Gran Canaria, Gran Canaria, Espafa

(4) Departamento de Oncologia Radioterapica, Hospital Universitario de Gran Canaria “Dr. Negrin”, Espafia

RESUMEN: La coccidiosis constituye una de las parasitosis mas frecuentes y mas ampliamente distribuidas en los
sistemas de produccién caprinos y su control se basa en el uso de practicas de manejo en combinacién con trata-
mientos anticoccididsicos o anticoccidiostaticos, siendo estos medicamentos, en su mayoria, los prescritos para
otras especies hospedadoras (bovinos, ovinos, aves de corral o incluso conejos). Hasta el momento no se ha rea-
lizado ningun estudio para abordar el control inmunoldgico de las infecciones caprinas causadas por las distintas
especies de Eimeria. En el presente estudio se llevd a cabo una prueba de inmunoproteccion mediante el empleo
de ooquistes de Eimeria ninakohlyakimovae irradiados (X-Rad, 20 kilorrad) en cabritos infectados experimental-
mente con esta misma especie de Eimeria. Para ello, un total de 18 cabritos se dividieron en cuatro grupos: ani-
males infectados a las 5 semanas de edad con ooquistes irradiados y reinfectados 3 semanas mas tarde (grupo 1),
animales infectados a las 5 semanas de edad con ooquistes no irradiados y reinfectados 3 semanas mas tarde
(grupo 2), animales primoinfectados a las 8 semanas de edad (control de la reinfeccion, grupo 3) y animales no
infectados (grupo control, grupo 4). En todos los casos las inoculaciones se realizaron via oral con 2 x 10° ooquis-
tes esporulados de E. ninakohlyakimovae (cepa GC), irradiados o no irradiados. Los cabritos sensibilizados con
ooquistes irradiados (grupo 1) eliminaron por heces una cantidad de ooquistes significativamente menor (95,3%)
y mostraron un menor grado de coccidiosis clinica que los cabritos infectados con los ooquistes no irradiados (grupo
2). Estos resultados demuestran, por primera vez, que la atenuacion de los ooquistes de Eimeria mediante irradia-
cién podria ser utilizada como estrategia inmunoprofilactica de control frente a la coccidiosis en el ganado caprino.

SUMMARY: The control of goat coccidiosis, one of the most important parasitic diseases in goat production
systems, traditionally relies on the use of management practices combined with anticoccidial treatments. As for
anthelmintics, most of the drugs used to control goat coccidiosis are prescribed for other host species (bovines,
sheep, poultry or even rabbits) and, additionaly, no effort has been made to address the immunological control of
caprine infections caused by Eimeria sp. so far. In the present study we conducted a preliminary vaccination trial
applying attenuated oocysts in goat kids experimentally infected with Eimeria ninakohlyakimovae. For attenuation,
sporulated oocysts of E. ninakohlyakimovae were subjected to irradiation (X-Rad, 20 kilorrad). A total of 18 goat
kids were divided into the following four groups: animals infected with irradiated oocysts at week 5 of age and
challenged 3 weeks later (group 1), animals infected with non-irradiated oocysts at week 5 of age and challenged
3 weeks later (group 2), animals primary-infected with non-irradiated oocysts at week 8 of age (control of
challenge infection, group 3) and non-infected control animals (group 4). For oral infections, 2 x 10° sporulated
oocysts of E. ninakohlyakimovae (GC strain) were used per animal. Goat kids infected with irradiated oocysts
(group 1) shed significantly less oocysts in the faeces (95.3%) and showed a lower degree of clinical coccidiosis
than kids infected with non-irradiated oocysts (group 2). These results demonstrate for the first time that
attenuation of Eimeria oocysts may be used as an immunoprophylactic strategy to control coccidiosis in goats.

Correspondencia
Antonio Ruiz Reyes (Unidad de Parasitologia). Tf.: 928 451113; Fax: 928 454341; Email: aruiz@dpat.ulpgc.es
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Introduccion

La coccidiosis caprina, producida por
las diferentes especies del género
Eimeria, es una de las enfermedades
parasitarias mas frecuente y amplia-
mente extendida. Ha sido descrita en
un gran nimero de regiones y paises
de Europa, Africa, Asia y América,
constituyendo en todos los casos una
importante limitacion para la produc-
cién caprina (1, 7, 18, 25). Pero es
sobre todo en las areas rurales semia-
ridas que dependen econémicamente
de la produccion caprina, como las
Islas Canarias (Espafia) u otras zonas
de Africa u Oriente Medio con condi-
ciones climaticas analogas, donde la
coccidiosis caprina afecta con mas
severidad a la salud animal y a la ren-
tabilidad de la industria caprina (25).

De entre las especies del género
Eimeria que con mas frecuencia afec-
tan al ganado caprino, E. ninakohlya-
kimovae se considera como la de
mayor patogenicidad (11). Indepen-
dientemente de cual sea el sistema de
produccion, la mayoria de los anima-
les se infectan durante los primeros
meses de vida, pudiendo en algunas
areas verse afectados mas del 96% de
los cabritos en edades comprendidas
entre las 4 y 10 semanas de vida, aun-
que el desarrollo clinico de la enfer-
medad esta influenciado por diferen-
tes factores, como los sistemas de
produccion intensivos, el estado
inmune de los animales, la edad y las
condiciones climaticas (25).

Un gran numero de compuestos,
combinados con medidas de manejo,
han sido utilizados para el control y
profilaxis de la coccidiosis tanto para
corderos (8, 10, 14) como terneros
(12, 21, 22) o aves de corral (9), pero
el uso extensivo de drogas anticocci-
didsicas ha provocado la aparicion de
cepas resistentes de Eimeria (23). Este
hecho ha llevado a la realizacion de
ensayos de inmunizacion frente a la
coccidiosis mediante el empleo de
distintos tipos de vacunas. Diversos
estudios se han llevado a cabo con
distintas cepas de Eimeria en aves,
utilizando tanto vacunas atenuadas

mediante pases en huevos embriona-
dos (Livacox ®), como cepas preco-
ces (Paracox ®) o cepas de baja pato-
genicidad seleccionadas de infeccio-
nes naturales (NobilisCox ATM1 ®).
Otros estudios se han basado en el
empleo de vacunas recombinantes (5,
20). Por otra parte, diversas investiga-
ciones han demostrado que la irradia-
cién gamma puede ser utilizada para
atenuar varias especies de coccidios
aviares, como Eimeria acervulina, E.
tenella, o E. maxima, y prevenir la re-
produccion asexual del parasito y la
formacion de ooquistes (17). Hasta el
momento no se ha realizado ningin
estudio similar que aborde el control
inmunolégico de las infecciones ca-
prinas causadas por Eimeria spp. En
el presente trabajo se ha investigado el
efecto inmunoprotector frente a la
coccidiosis experimental en cabritos
utilizando ooquistes irradiados de
Eimeria ninakohlyakimovae.

Material y métodos
Parasitos y atenuacion de los ooquistes

La cepa GC de E. ninakohlyakimovae
utilizada en este estudio fue aislada
por primera vez en el aiio 2006 en la
isla de Gran Canaria a partir de heces
de un grupo de cabras infectadas de
forma natural y desde entonces se ha
mantenido por pases sucesivos en
cabritos (24). Para la produccion de
ooquistes, los cabritos fueron infecta-
dos via oral a la edad de 4 semanas
con 2 x 105 ooquistes esporulados de
E. ninakohlyakimovae. Los ooquistes
excretados fueron aislados de las
heces a partir de los 14 dias p. i,
segin el método descrito por
Hermosilla et al. (13), y se llevaron
hasta la fase de esporulacion tras
incubacion en solucién de dicromato
potasico al 2% p/v a temperatura
ambiente durante al menos una sema-
na. Los ooquistes esporulados fueron
recogidos y almacenados a 4 °C hasta
su utilizacion.

Para la atenuacion, los ooquistes
esporulados de E. ninakohlyakimovae
fueron sometidos a una irradiacion

total de 20 kilorads con una intensitad
de 6 mV x-rays, a una velocidad de 50
c¢Gy/min durante 15 minutos. La irra-
diacion se realizo en frascos de culti-
vos de 25 cm? (Nunc) sobre un volu-
men total de solucion de ooquistes de
20 ml utilizando como fuente de irra-
diacion X el acelerador lineal Meva-
tron (Siemens, Germany).

Animales y disefio experimental

Un total de 18 cabritos de raza Ma-
jorera fueron adquiridos en una gran-
ja local cuando tenian entre 1 y 5 dias
de vida; inmediatamente fueron trata-
dos con Vecoxan® (Laboratorios Jan-
sen) y Halocur® (Intervet) y se anali-
zaron para descartar cualquier infeccion
parasitaria. Una vez comprobado que
estaban libres de parasitos fueron ubi-
cados en jaulas metabdlicas previamen-
te esterilizadas, en las que se mantu-
vieron hasta el final de la experiencia.
Durante todo el proceso los cabritos
fueron alimentados con leche de sus-
titucion Bacilactol® (Capisa) y pien-
so de arranque comercial (Capisa).
También dispusieron de heno esterili-
zado y agua ad libitum.

Los animales se dividieron en los
siguientes cuatro grupos experimen-
tales:

* Grupo 1 (n=5): animales infecta-
dos a las 5 semanas de edad con
ooquistes irradiados y reinfectados
3 semanas mas tarde con ooquis-
tes no irradiados.

* Grupo 2 (n=5): animales infecta-
dos a las 5 semanas de edad con
ooquistes no irradiados y reinfecta-
dos 3 semanas mas tarde con este
mismo tipo de ooquistes.

* Grupo 3 (n=4): animales primoin-
fectados con ooquistes no irradia-
dos a las 8 semanas de edad (con-
trol de reinfeccion).

* Grupo 4 (n=4): animales no infec-
tados (grupo control).

La dosis infectante tanto en las
primo- como en las reinfecciones fue
de 2 x 105 ooquistes esporulados de
E. ninakohlyakimovae (cepa GC),
irradiados o no irradiados. Todas las
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infecciones se realizaron por via oral
mediante sonda gastroruminal. El
peso de los animales se controld
semanalmente, y con la misma perio-
dicidad se tomaron muestras de san-
gre por puncion yugular para los ana-
lisis biopatologicos. Para el estudio
parasitologico se tomaron muestras
fecales directamente del recto a partir
del dia 14 post-infeccidn, y el sacrifi-
cio de los animales se realizo a los 21
dias post-infeccion (semana 11 de
vida). Durante todo el estudio se exa-
mind la evolucion clinica de los ani-
males. La intensidad de los signos
clinicos se establecio teniendo en
cuenta la consistencia de las heces y
las caracteristicas de la diarrea, desde
heces normales a fluidas, diarrea
acuosa o sanguinolenta.

Andlisis parasitologico y biopatolo-
gico

La carga de ooquistes en heces (OPG:
ooquistes por gramo de heces) fue
determinada utilizando la técnica de
MacMaster modificada (2). Para la
determinacion del recuento total de
leucocitos y concentracion de hemo-
globina, las muestras se recogieron
en tubos VetCollect ® de IDEXX e
inmediatamente fueron procesadas
utilizando el analizador hematoldgico
LaserCyte (IDEXX). El hematocrito
se determiné mediante centrifugacion
utilizando tubos capilares estandares
y centrifuga de microhematocrito. El
recuento diferencial de leucocitos se
realizé sobre frotis de sangre tefiidos
con la tincion panodptica (Diff-Quick)
contando un total de 200 leucocitos
por frotis.

Para el analisis estadistico, los re-
cuentos fecales de ooquistes se trans-
formaron en Log (OPG + 1) para
obtener distribuciones normales se-
gun el test de Normalidad de Kolmo-
gorov-Smirnov. La normalizacion de
los datos no fue necesaria para anali-
zar la evolucion del peso corporal ni
para los pardmetros hematoldgicos.
La evolucion del peso corporal se
expres6 como tasa de crecimiento (Ln
peso 1 — Ln peso 2/t*100), donde “t”

es el tiempo (en dias) entre los puntos
de muestreo 1y 2. Las comparaciones
se realizaron mediante analisis facto-
rial de la varianza ANOVA y el test de
Comparacion Multiple de Turkey,
mas la pruebe “t” de Student. Todos
los analisis se realizaron mediante el
programa informatico SigmaStat 2.03,
considerandose significativas las dife-
rencias entre las distintas comparacio-
nes para valores P < 0,05.

Resultados
Clinicos

Durante la primoinfeccion, los cabri-
tos infectados con ooquistes irradia-
dos mostraron signos clinicos mode-
rados, mientras que los infectados con
ooquistes no atenuados desarrollaron
unos signos clinicos mucho mas seve-
ros, aunque con importantes diferen-
cias individuales (Tabla 1A). Después
de la reinfeccion, tanto los animales
infectados con ooquistes irradiados
como con ooquistes no irradiados
presentaron signos clinicos leves,
mientras que el grupo control de rein-
feccion mostrd signos clinicos de
moderados a severos. Dentro de este
grupo, un animal murio en el curso de

la infeccion (Tabla 1B). A pesar de
los signos clinicos observados, sélo
se detect6 un ligero incremento en el
peso corporal de los controles no
infectados cuando se compar6 con los
animales primo- y reinfectados (Fig. 1).

Parasitologicos

Durante la infeccion primaria, los
cabritos infectados con ooquistes irra-
diados eliminaron una cantidad de
ooquistes significativamente menor
que aquéllos infectados con ooquistes
no irradiados (Fig. 2A). La mayor eli-
minacion de ooquistes se pudo obser-
var a los 16 dpi en el grupo de anima-
les infectado con ooquistes no atenua-
dos, permaneciendo los valores eleva-
dos hasta los 20 dpi. En los cabritos
infectados con ooquistes irradiados el
pico méaximo se observo a los 17 dpi,
descendiendo a valores minimos a los
19 dpi. Los recuentos fecales de
ooquistes fueron negativos en los ani-
males del grupo control no infectado.

Durante la reinfeccion, los valores
de OPG fueron significativamente
menores en los cabritos infectados,
tanto con ooquistes irradiados como
con ooquistes no irradiados, cuando se
compar6 con los animales del grupo

Figura 1. Evolucién del peso corporal en animales no inmunizados y no infecta-
dos (G4, controles de infeccién), no inmunizados e infectados (G3, control de rein-
feccién), inmunizados con ooquistes irradiados de Eimeria ninakohlyakimovae y
reinfectados (G1, X-irradiados) e inmunizados con ooquistes no atenuados (G2 -
no atenuados) y reinfectados. Se representan las medias + SEM.
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Figura 2. Recuentos de ooquistes por gramo de heces (OPG) durante la fase de
primoinfeccion (A) y reinfeccién (B) en cabritos no inmunizados e infectados (G3,
control de reinfeccién), inmunizados con ooquistes irradiados de Eimeria ninakohl-
yakimovae y reinfectados (G1, X-irradiados) e inmunizados con ooquistes no ate-
nuados (G2, no atenuados) y reinfectados. Los datos se expresan como valores
transformados del log (OPG + 1) y se representan las medias + SEM.
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control de reinfeccion (Fig. 2B). Las
diferencias fueron particularmente
importantes en los dias 16 y 17 post-
infeccion. En todos los grupos los
recuentos fecales de ooquistes comen-
zaron a descender a partir de los 16 dpi
y fueron negativos a los 21 dpi.

En general, los cabritos infectados
con ooquistes irradiados eliminaron por
heces 95,3% menos ooquistes que los
infectados con ooquistes no atenuados

14 15 16

17 18 19 20 21

Dias post-infeccion

durante la infeccion primaria. Durante
la reinfeccion se produjo una reduccion
del total de ooquistes eliminado del
87,7% y del 60,5% en los animales sen-
sibilizados con ooquistes irradiados y
no atenuados, respectivamente.

Biopatologicos

Los analisis hematoldgicos no mos-
traron importantes cambios en la serie

roja (Tabla 2), s6lo una ligera dismi-
nucion en los valores de hematocrito
y hemoglobina en los grupos 1 (infec-
tados con ooquistes irradiados) y 2
(infectados con ooquistes no irradia-
dos) durante la primoinfeccion, pudién-
dose comprobar que durante la rein-
feccion estos valores tendieron a la
normalizacioén en ambos grupos. En el
grupo 3 (grupo control de reinfeccion)
se observo un incremento en los valo-
res de hematocrito y hemoglobina a
partir de los 8 dpi, con valores maxi-
mos a los 16 dpi, coincidiendo con la
fase clinica de la enfermedad.

En la serie blanca, las principales
diferencias se observaron en los recuen-
tos de neutrofilos en los grupos 1 y 2
durante la primoinfeccion. Durante
esta fase, los neutréfilos de los cabri-
tos del grupo 1 apenas sufrieron
modificaciones y durante la reinfec-
cién los valores se incrementaron
ligeramente, mientras que en el grupo
2 los neutréfilos tendieron a dismi-
nuir a partir de la primera semana
post-infeccién y durante la reinfec-
cion los valores permanecieron sin
cambios considerables. Los neutrofi-
los periféricos también tendieron a
disminuir en las semanas subsiguien-
tes a la infeccion en los animales del
grupo 3.

La concentracion de proteinas
plasmaticas permanecié sin modifi-
caciones considerables durante la
experiencia. En general los cambios
hematologicos fueron ligeros o
moderados, motivo por el cual las
diferencias entre semanas y grupos
no llegaron a ser significativas.

Discusion

En este estudio se pone en evidencia
que la inmunizaciéon con ooquistes
irradiados de E. ninakohlyakimovae
podria ser una alternativa para el con-
trol de la coccidiosis caprina. El pro-
tocolo de inmunizacion seguido evitd
que los animales sensibilizados con
ooquistes irradiados padecieran cocci-
diosis clinica severa durante la pri-
moinfeccion, al tiempo que desarrollo
una respuesta inmune protectora que,
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en términos globales, redujo la pro-
duccion de ooquistes en un 90%. Hasta
el momento no hay datos bibliografi-
cos disponibles sobre ensayos de
inmunoproteccion frente a la eimerio-
sis en rumiantes utilizando ooquistes
irradiados, pero el grado de protec-
cion alcanzado en el presente estudio
es equiparable al descrito en ensayos
similares realizado con pollos frente a
Eimeria tenella (15) o Eimeria maxi-
ma (16), en este ultimo caso utilizan-
do irradiacion gamma. Los resultados
son incluso comparables con el nivel
de inmunoproteccion inducido por
vacunas recombinantes recientemente
ensayadas en pollos frente a la cocci-
diosis por Eimeria tenella (19) u otras
especie de Eimeria (6) y proximos a
los obtenidos en experiencias realiza-
das con vacunas comerciales como
Paracox ® (3). En algunos ensayos de
inmunizacion de pollos con ooquistes
atenuados por irradiacion se observa-
ron importantes diferencias en base a
las caracteristicas del inoculo (grado
de atenuacion de los ooquistes y dosis
infectantes) (15), por lo que no se des-
carta que los beneficios inmunoprofi-
lacticos obtenidos en este estudio pue-
dan ser implementados modificando
la estrategia de inmunizacion. Este
tipo de actuacion seria necesaria para
que el proceso de inmunizacion deri-
ve en una mejora de los diferentes
parametros productivos.

Los beneficios clinicos y parasito-
logicos de la inmunoproteccion si fue-
ron mas contundentes. Los cabritos
sensibilizados con ooquistes irradiados
no sélo presentaron menores manifes-
taciones clinicas y menores recuentos
de ooquistes durante la fase de pri-
moinfeccion, en relacion con los infec-
tados con ooquistes no atenuados, sino
que, ademas, el indculo utilizado fue
suficiente como para desarrollar una
respuesta inmunoprotectora adquirida
y reducir la severidad de los signos cli-
nicos y la eliminacion de ooquistes
durante la reinfeccion, en porcentajes
incluso superiores a los conseguidos
durante la infeccion con ooquistes no
irradiados (87,7% vs 60,5%). En con-
cordancia con lo encontrado en el pre-

Tabla 1. Intensidad y caracteristicas de la diarrea durante la primo-infeccion (A) y
reinfeccion (B) en cabritos infectados con Eimeria ninakohlyakimovae.

(A) PRIMO-INFECCION

Dias post-infeccién

14 15 16

17 18 19 20 21

G1- irradiados

C1

Cc2

c3

c21

c22

G2 - no atenuados

ca4

cs I

c7 —

c23

C24

G3, G4 - controles

(o]

cs

c25

c26

31

€32

C33

C34

(B) REINFECCION

Dias post-reinfeccién

14 15 16

17 18 18 20

G1 - irradiados

C1

c2

3

€21

caz2

G2 - no atenuados

c4

Cc5

c7

C23

Cc24

G3 - controles RI

Cc8

cs

€25

ealzj B T B R B B O

| I
[ S - ¢

G4 - controles

C31

C32

C33

C34

e R

Se detallan los datos individuales de cabritos (C) primo-infectados en el dia 0 con 2
x 105 ooquistes esporulados atenuados mediante irradicacién-X (G1 - irradiados) y
con ooquistes no atenuados (G2 - no atenuados). Se utilizaron cinco animales como
controles de infeccion (G4 - controles). En la reinfeccidn, estos mismos grupos de
animales se inocularon con 2 x 105 ooquistes esporulados no atenuados. La flecha
(1) sefala el dia de la muerte o sacrificio y la correspondiente necropsia de los ani-
males. La evaluacion de la diarrea se determind utilizando el siguiente criterio:

Heces normales, sin manchas
Manchas diarreicas secas
Manchas diarreicas hiumedas

Diarrea en extremidades

Diarrea fluida, acuosa o sanguinolenta

sente estudio, el nivel de inmunopro-
teccion alcanzado en pollos inmuniza-
dos con ooquistes irradiados también
se correlaciond con una mejora de la
clinica y una disminucién de los
recuentos de ooquistes (3). En algunos
estudios si se logrd asociar la inmuno-
proteccion con un beneficio en los
parametros productivos (3, 15, 16).

Los cambios hematologicos resul-
taron en general ligeros en todos los
animales infectados independiente-
mente de si fueron inmunizados o no,
por lo que no fue posible establecer
una correlacion entre el grado de
inmunoproteccion y la normalizacion
de los parametros hematologicos. En
este sentido, los valores de hematocrito
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Tabla 2. Parametros hematoldgicos durante la primo-infeccion y reinfeccion en
cabritos infectados con Eimeria ninakohlyakimovae.

HTO HB WBC BAN NEU LIN EOS MONO PT
% g/dl cel/pl cel/pl cel/plcel/pl cel/plcel/pl g/dl
Primoinfeccion
0 dpi 27 9,0 12234 103 4857 6124 332 819 5,3
G1 8 dpi 25 8,0 9730 65 4198 5232 32 203 5,0
16 dpi 24 7,9 9358 15 4666 3916 83 679 5,9
0 dpi 26 8,5 16708 140 8187 7526 316 538 5,2
G2 8 dpi 28 8,8 10572 151 3359 6018 208 836 5,2
16 dpi 25 8,2 7488 136 3153 4157 55 259 5,4
0 dpi 20 7,4 17540 0 6927 10438 55 121 5,9
G4 8 dpi 26 7,5 19520 0 9091 9107 304 1018 6,4
16 dpi 25 8,6 18765 177 10867 7158 89 474 6,35
Reinfeccion
0 dpri 24 8,0 9138 27 4131 4353 250 375 5,7
Gl  8dpri 28 9,3 11660 661 6105 4467 207 750 5,7
16 dpri 26 8,9 7008 59 3299 3517 43 87 5,5
23 dpri 28 9.1 16182 258 9074 5864 186 760 5,7
0 dpri 25 8,3 9916 112 4143 5336 88 238 5,4
G2  8dpri 29 9,6 11396 201 5155 5523 314 255 5,4
16 dpri 29 9,5 10656 139 4008 3420 360 442 5,5
23 dpri 29 9,7 11832 44 5220 5364 72 1084 5,4
0 dpi 23 8,0 14095 346 9049 3555 260 787 5,4
G3 8 dpi 29 9,5 10640 0 5164 5399 890 72 5,5
16 dpi 35 11,0 11680 114 5862 4855 29 718 5,3
23 dpi 27 8,6 10265 0 3690 5125 110 1275 5,6
G4 0 dpi 36 10,9 14513 0 5410 8853 113 136 5,2
8 dpi 32 9,6 13013 0 4492 8257 263 0 5,2
16 dpi 31 9,7 13680 0 3726 9686 131 136 5
23 dpi 32 9,7 12940 0 2847 9780 312 0 5,2

y hemoglobina s6lo mostraron una
ligera disminucion en los grupos G1
(infectados con ooquistes irradiados)
y G2 (infectados con ooquistes no
atenuados) durante la primoinfec-
cion, pudiéndose deber, como indican
Bangoura y Daugschies (2) a ligeras
pérdidas de sangre via intestinal que
se producen como consecuencia de la
infeccion aguda. Igualmente, segin
describen estos mismos autores, en el
grupo G3 (grupo control de reinfec-
cion) observamos un incremento en
los valores de hematocrito y hemo-
globina a partir de los 8 dpi, alcanza-
do valores maximos a los 16 dpi,
coincidiendo con la fase clinica de la
enfermedad, pudiéndose deber esta

Se detallan las medias de los animales infectados con ooquistes esporulados ate-
nuados mediante irradicacion-X (G1 - irradiados) y con ooquistes no atenuados (G2
- no atenuados). Se utilizaron tres animales como controles de infecciéon (G3 - con-
troles). En la reinfeccion, estos mismos grupos de animales se inocularon con 2 x
103 ooquistes esporulados no atenuados.

hemoconcentracion a la pérdida de
fluidos a través del intestino. En la
serie blanca, durante la primoinfec-
cion, los neutrofilos disminuyeron de
forma considerable en los grupos 2 y
3, posiblemente debido al paso de los
neutréfilos desde la sangre hasta la
mucosa intestinal, hacia donde se mo-
vilizan en respuesta a diversos facto-
res quimiotacticos producidos por los
tejidos inflamados (4); por el contra-
rio, durante la fase de primoinfeccion
del grupo Gl (cabritos inmunizados
con ooquistes irradiados) los neutrofi-
los apenas sufrieron modificaciones,
posiblemente por el escaso dafio que
el parasito produjo en estos animales.

En base a los resultados obtenidos

en el presente estudio no es posible
establecer con certeza los mecanis-
mos inmunologicos responsables de
la inmunoproteccion inducida frente
a E. ninakohlyakimovae mediante la
inmunizaciéon con ooquistes irradia-
dos. La hipotesis mas probable seria
que los ooquistes atenuados siguieran
manteniendo la facultad de exquistar-
se in vivo y que los esporozoitos
resultantes invadieran las células
endoteliales sin desarrollar, debido a
su atenuacion, ni igual numero de
esquizontes maduros, ni esquizontes
del mismo tamafio que en el caso de
infecciones con ooquistes no atenua-
dos, pero que si fueran capaces de
estimular una respuesta inmune pro-
tectora. Esta posibilidad explicaria la
menor intensidad de los signos clini-
cos observada en el grupo de anima-
les inmunizado con ooquistes irradia-
dos y el elevado grado de proteccion
conseguido. La hipotesis de que duran-
te la primera merogonia pueden ya
desencadenarse los mecanismos para
el desarrollo de una respuesta inmune
adquirida concordaria con observa-
ciones realizadas por nuestro grupo
(datos no publicados) segun las cua-
les el numero de esquizontes inmadu-
ros encontrado en el periodo prepa-
tente (7 dpi, merogonia I) es signifi-
cativamente menor en animales rein-
fectados que en primoinfectados. Este
planteamiento estd en consonancia
con datos publicados por Jenkins et
al. (15), segtin los cuales la inmuniza-
cién de pollos con ooquistes irradia-
dos de E. tenella desarrolla una pro-
teccion que no requiere del desarrollo
de una primera generacion de esqui-
zontes durante la infeccion primaria.

En principio no seria descartable
que debido a la irradiacion los ooquis-
tes no hubieran tenido la aptitud de
exquistarse y que el menor nimero de
ooquistes que si lograron hacerlo
pudiera haber sido suficiente para de-
sarrollar una respuesta inmune protecto-
ra en ausencia de signos clinicos seve-
ros. Sin embargo, esta posibilidad con-
trasta con la apariencia microscopica
normal que presentaban la totalidad de
los ooquistes que se sometieron a
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irradiacion. Ademas, el disefio del
protocolo de atenuacion se realizd de
tal forma que todos los ooquistes reci-
bieran igual dosis de irradiacion. Para
este fin los ooquistes se dispusieron en
la botella de cultivo de manera que for-
maran una fina pelicula en el fondo,
que fue donde se concentr6 el haz de
rayos X. Esta posibilidad también se ha
descartado en trabajos similares al rea-
lizado en el presente estudio (15), en
los que demostré que la exquistacion
de ooquistes expuestos a 10, 15, 20 y
30 kilorads de irradiacion-X no deter-
min6 diferencias en la liberacion de es-
porozoitos moviles. Este mismo grupo
de investigacion también demostrd que
la exposicion a 15 o 25 kilorads de irra-
diacién-gamma tiene un minimo efec-
to sobre los antigenos estructurales de
los ooquistes irradiados (17).

El presente trabajo constituye la
primera evidencia de inmunoprotec-
cion realizada en rumiantes frente a la
coccidiosis producida por Eimeria
spp. utilizando ooquistes irradiados.
El grado de inmunoproteccion conse-
guido en términos de reduccion de los
recuentos fecales de ooquistes y la
menor severidad del cuadro clinico
abren la posibilidad de la utilizacion
de este tipo de inmunizaciones en el
control de la coccidiosis caprina y en
rumiantes en general. No obstante,
como requisito previo, serian necesa-
rios estudios adicionales que clarifi-
caran los mecanismos intrinsecos
subyacentes al proceso de inmunpro-
teccion asi como el ensayo de nuevos
protocolos que aumentaran la rentabi-
lidad de la inmunizacion en términos
productivos.
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Actividad in vitro de la

planta endémica canaria

Ruta pinnata frente al coccidio
caprino Eimeria
ninakohlyakimovae

Lépez, A.M. (1); Muiioz, M.C. (1); Molina, J.M. (1); Hermosilla, C. (2); Taubert, A. (2); Pérez, D. (1);

Matos, L. (1); Guedes, A.C. (1); Martin, S. (1); Ruiz, A. (1%)

(1) Departamento de Patologia Animal, Producciéon Animal, Bromatologia y Tecnologia de los alimentos, Facultad de
Veterinaria, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Gran Canaria, Espafia

(2) Institute of Parasitology, Justus Liebig University Giessen, Giessen, Germany

RESUMEN: La coccidiosis parasitaria causada por Eimeria ninakohlyakimovae constituye una de las enfermedades
parasitarias que origina mayores pérdidas econdmicas en la produccion caprina, muchas veces asociada a las altas
tasas de mortalidad en animales jovenes. La utilizacion continua de antisépticos y anticoccididsicos para el control
y tratamiento de la coccidiosis ha dado lugar tanto a la aparicion de resistencias, fendomeno creciente y global. Este
hecho, junto a la demanda de nuevos productos efectivos, de bajo costo y carentes de toxicidad, hace necesario
el estudio y descubrimiento de nuevos agentes anticoccididsicos. El presente trabajo tuvo como objetivo la valora-
cién del efecto anticoccididsico de extractos de la planta endémica canaria Ruta pinnata frente a Eimeria ninakohl-
yakimovae. Con este proposito se realizaron dos ensayos, el test de inhibicion de la esporulacién de ooquistes y el
test de viabilidad de esporozoitos. En el test de inhibicion de la esporulacion, los ooquistes fueron tratados con
diferentes concentraciones de extractos (diluidos en DMSO). Como control positivo se utilizd formaldehido al 10%
y como negativo las correspondientes diluciones de DMSO. Para la realizacion del test de viabilidad de esporozoi-
tos, éstos fueron incubados durante 3 horas con diferentes concentraciones de extracto de Ruta pinnata diluidos
en DMSO. Tras este periodo de exposicion, se evalud la viabilidad de los esporozoitos, previamente tefiidos con
Sytox Orange, mediante fluorescencia. Como control negativo se usaron las correspondientes diluciones de DMSO
y como control positivo una solucién de esporozoitos inactivados por calor. La inhibicidon de la esporulacion de los
extractos de Ruta pinnata tras 30 minutos de incubacion fue sélo moderada, pero a las 24 horas la inhibicion fue
similar a la obtenida en el control positivo. También se observd un efecto de los extractos frente a la viabilidad de
los esporozoitos a concentraciones mayores de 1 mg/ml, siendo similar la mortalidad a la obtenida en el control
positivo tras la inactivacidon con calor para concentraciones superiores a 5 mg/ml. Estos resultados abren la posi-
bilidad de que Ruta pinnata pueda ser utilizada como anticoccididsico para reducir la carga parasitaria del medio,
asi como en el tratamiento de afecciones producidas por este tipo de parasitos, no descartandose que esta activi-
dad pueda ser trasladable a otros parasitos animales o humanos.

SUMMARY: Coccidiosis caused by the protozoan parasite Eimeria ninakohlyakimovae causes major economic
losses in goat production, often associated with high mortality rates in young animals. Continuous and
indiscriminate use of antiseptics and anticoccidials for the control and treatment of coccidiosis has resulted in the
development of resistance, a growing global phenomenon. This fact, together with the demand for new drugs which
are effective, economic and free of toxicity emphasize the necessity of investigation and discovery of new
anticoccidial agents. This study aimed to evaluate the anticoccidial effects of extracts derived from the Canarian
endemic plant Ruta pinnata against E. ninakohlyakimovae. For this purpose, an assay for the evaluation of sporulation
rates of oocysts treated with different concentrations of plant extracts (diluted in DMSO) was employed. Different
dilutions of formalin and DMSO were used as positive and negative controls, respectively. The anticoccidial activity
was further examined testing the viability of the sporozoites after 3 h incubation with different concentration of
plant extratcs, using DMSO as negative and heat inactivated sporozoites as possitive controls, respectively. The
viability of the sporozoites was tested by fluorescence microscopy after Sytox Orange staining. The inhibition of
oocyst sporulation of the plant extracts of Ruta pinnata after 30 mi incubation was moderate, but a longer 24 h
incubation induced an inhibition similar to that of possitive control. Concentrations higher than 1 mg/ml of the plant
extracts also affected the viabilitiy of the sporozoites, with mortality rates being similar to those found for heat
inactivated sporozoites at concentrations higher than 5 mg/ml. These results suggest Ruta pinnata as a potential
anticoccidial drug candidate for reduction of parasite environmental load and treatment of the disease caused by
coccidian parasites. Potential effects of this plant against other animal or human parasites remain to be elucidated.
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Introduccion

Los coccidios del género Eimeria son
parasitos que se desarrollan funda-
mentalmente en las células epiteliales
de aparato digestivo, siendo la princi-
pal accion patdgena del parasito la
destruccion de dichas células. Algunas
especies como Eimeria ninakohlyaki-
movae (E. ninakohlyakimovae) tam-
bién incluyen en su desarrollo endo-
geno la multiplicacion asexual en
células endoteliales (28) del intestino,
todo lo cual provoca diarreas y deshi-
dratacion, y en ocasiones la muerte,
principalmente en animales jovenes.
En general, el dano producido por la
coccidiosis se traduce en cuantiosas
pérdidas econdémicas en la produc-
cion ganadera (11). E. ninakohlyaki-
movae, considerada una de las espe-
cies de Eimeria mas patdgenas para el
caprino (8), presenta una distribucion
mundial, siendo la tercera especie mas
frecuentemente encontrada en los
caprinos canarios (30% aproximada-
mente) después de E. arloingi ¢ E.
alijevi (26).

Existen diversos factores que influ-
yen en la distribucién y presencia de
Eimeria spp. en los sistemas de produc-
cion caprina, entre ellos: 1) el régimen
de explotacion (intensivo/extensivo), 2)
las condiciones climaticas, 3) la edad
de los animales y 4) el manejo, inclu-
yendo las précticas higiénico-sanitarias
(7, 10, 16, 26). El conocimiento de to-
dos estos factores, en combinacion con
la profilaxis terapéutica, ha sido tradi-
cionalmente la base para el disefio de
estrategias de control eficaces. Entre los
anticoccidiosicos y anticoccidiostaticos
mas comunmente utilizados en rumian-
tes destacan las sulfonamidas (31),
derivados del acetonitrilo de benceno
como el tortrazuril (22) o el diclazuril
(27, 33) o el decoquinato (35).

El empleo de farmacos comercia-
les en el control de la coccidiosis en
rumiantes, al igual que ocurre en otras
parasitosis, presenta algunas limitacio-
nes, como el elevado coste de los pro-

ductos disponibles en el mercado, los
residuos de dichos farmacos en leche o
carne y, sobre todo, la creciente apari-
cion de resistencias (23). Todo lo ante-
rior ha incentivado la busqueda de nue-
vas alternativas, como el empleo de
plantas medicinales que, por tratarse de
un recurso mas sostenible, esta experi-
mentando un especial resurgimiento.
La mayoria de los trabajos de investi-
gacion realizados hasta el momento se
han enfocado al estudio de la actividad
antihelmintica de diferentes plantas
frente a nematodos gastrointestinales,
como Annosa squamosa (30) o
Ziziphus nummularia y Acacia nilotica
(3). En cambio, los estudios realizados
con parasitos pertenecientes al Phylum
Apicomplexa no son tan numerosos.
Estos han sido dirigidos principalmen-
te a la realizacion de ensayos in vitro
para evaluar la actividad frente a
Plasmodium (1, 2). Otros estudios se
han centrado en la busqueda de plantas
con actividad anticoccidiosica, espe-
cialmente ensayos in vivo con especies
de coccidios que parasitan a aves. Asi,
extractos procedentes de Artemisia
annua y el aceite esencial del orégano
usado como suplemento en la dieta de
broilers infectados experimentalmente
con Eimeria tenella disminuyeron los
recuentos de ooquistes por gramo de
heces de los animales (9, 12).

El Archipiélago Canario constitu-
ye, por su localizacion geografica, uno
de los enclaves de mayor diversidad
floristica y riqueza en especies autoc-
tonas del pais (4, 5). En un importante
numero de plantas de esta flora autoc-
tona la sabiduria tradicional ha atribui-
do propiedades medicinales, entre las
cuales se encuentra Ruta pinnata, de la
familia de las Rutaceae, también cono-
cida como ruda salvaje. En general el
uso de las rutdceas en medicina esta
extendido por todo el mundo, espe-
cialmente en el area del mediterraneo.
Un ejemplo de esto es un ensayo reali-
zado a partir de extractos obtenidos por
la coccion de Ruta graveolens en el
Norte de Italia, en el cual se comprobd

Correspondencia

una alta actividad frente a nematodos
de rumiantes, ectoparasitos del perro
productores de sarna o eliminando
moscas en granjas de porcino. (13).
Otros estudios realizados en Canada
han demostrado el empleo de R. gra-
veolens en la practica etnoveterinaria,
concretamente en el tratamiento de
endoparasitos de cerdos, gatos y
perros, como Giardia y Toxoplasma
(18). EI objetivo del presente estudio
ha sido la evaluacion in vitro del efec-
to anticoccidiosico de extractos meta-
nolicos procedentes de Ruta pinnata
frente al coccidio caprino Eimeria
ninakohlyakimoave.

Material y métodos

Obtencion del material vegetal y pre-
paracion de los extractos

El material vegetal de partida fueron
frutos maduros de la planta endémica
canaria Ruta pinnata. Inmediatamente
después de su recogida, las muestras
vegetales fueron enviadas al Instituto
Universitario de Bioorganica Antonio
Padron (Universidad de La Laguna),
donde se realiz6 la preparacion del
extracto. Tras su secado y homogenei-
zacion, el material vegetal se sometio
a un proceso de extraccion usando
metanol como disolvente. La extrac-
cion se realizo en columna hasta ago-
tamiento utilizando un equipo Soxhlet,
para lo cual se emplearon 1,5 litros de
disolvente por cada 70 g de fruto seco
y homogenizado.

El extracto obtenido fue utilizado
a diferentes concentraciones en los
ensayos in vitro, diluidos con DMSO
99% p/v (Sigma-Aldrich) a concentra-
ciones que no afectasen a la viabilidad
de los parasitos. El DMSO que se utili-
z6 para disolver el extracto tuvo una
concentracion final maxima del 3% v/v.

Animales donantes

Como animales donantes de parasitos
se usaron cabritos de raza Majora de

Antonio Ruiz Reyes (Unidad de Parasitologia). Tf.: 928 451113; Fax: 928 454341; Email: aruiz@dpat.ulpgc.es
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1 a 3 dias de edad. Los cabritos fueron
criados en condiciones de esterilidad
en boxes previamente desinfectados y
alimentados mediante lactancia artifi-
cial, agua, pienso para cabritos y
heno estéril. A las 4 semanas de vida
los animales se infectaron oralmente
con 2 x 105 ooquistes esporulados de
la cepa GC de Eimeria ninakohlyaki-
movae aislada inicialmente en la isla
de Gran Canaria.

Obtencion de los pardsitos

Para la obtencion de ooquistes de E.
ninakohlyakimovae se recogieron las
heces de los animales infectados
desde el dia 14 post-infeccion duran-
te aproximadamente una semana.
Para la concentracion de los ooquis-
tes se uso un método de flotacién en
solucion concentrada de aztcar (1,5
g/1) mezclando al 50% la solucién de
azucar con una solucion de heces pre-
viamente filtrada a través de varios
filtros con poro decreciente para dis-
minuir al maximo la cantidad de
detritus. Los ooquistes obtenidos tras
la flotacion se volvieron a concentrar
por centrifugacion en tubos de 50 ml
a 3.000 r.p.m. durante 10 minutos.
Parte de los ooquistes no esporu-
lados se destinaron a la realizacion de
los ensayos de inhibicion de la espo-
rulacion, para lo cual se transfirieron
a botellas de cultivo y se mantuvieron
a 4°C hasta el comienzo del ensayo,
que nunca excedio los 3 dias desde su
recogida. El resto de ooquistes no
esporulados se incubaron a tempera-
tura ambiente (TA) en una solucién
de dicromato potasico al 2% durante
una semana con aireacion forzada
para favorecer la esporulacion. Los
ooquistes esporulados se usaron para
la obtencion de esporozoitos con los
cuales realizar el ensayo de viabilidad
de esporozoitos. Para la purificacion
de los ooquistes esporulados se utili-
zaron gradientes de Percoll y la
exquistacion tuvo lugar en dos fases.
En una primera fase los ooquistes se
suspendieron en L-cisteina HCI esté-
ril 0,02 M y NaHCO3 0,02M vy se
incubaron a 37°C y 5% CO, durante

20 horas. A continuacion los ooquistes
se mezclaron en solucién balanceada
de Hank’s con 0,4 % de tripsina
(Sigma, Aldrich) y 8% de bilis bovi-
na filtrada obtenida de muestras de
matadero, y se incubaron a 37°C, 5%
CO, durante un maximo de 4 horas.
Los esporozoitos libres se lavaron 3
veces con medio RPMI centrifugando
a 1500 x g durante 20 minutos.

Ensayo de inhibicion de la esporula-
cion

Este test determina la capacidad del
extracto muestreado para inhibir el
proceso de esporulacion de los
ooquistes. Para la realizacion del
ensayo se incubaron en tubos
Eppendorf a TA 5.000 ooquistes no
esporulados con diferentes concen-
traciones de extracto. En cada tubo se
dispensaron 20 pl de solucion con los
ooquistes, 30 ul de dH,O, 50 pl de
dicromato potasico al 10% y 100 pl
de cada dilucion de extracto. Los
periodos de incubacion seleccionados
fueron 30 minutos, 4 horas y 24
horas. Después de que transcurriese
el tiempo seleccionado, los ooquistes
se lavaron con dH,O mediante centri-
fugacion (1.500 x g, 5 mi). Tras el
ultimo lavado, los ooquistes se dis-
pensaron en una placa de 24 pocillos
en una solucion de dicromato potasico
al 2% (C.F.). Como control negativo
se us6 el DMSO a diferentes concen-
traciones, atendiendo a las diluciones
de los extractos, y como control posi-
tivo se emplearon diluciones seriadas
de formaldehido al 4%. La lectura de
los resultados se realiz6 después de
incubar las placas a TA durante 48
horas. Se realizaron triplicados de cada
condicion y el ensayo se repitio en dos
dias diferentes; para todas las condi-
ciones se contaron al menos 100
ooquistes, diferenciando entre espo-
rulados y no esporulados.

Ensayo de viabilidad de esporozoitos
Este ensayo permite determinar si

un extracto vegetal es capaz de pro-
ducir dafios irreversibles que conduz-

can a la muerte de los esporozoitos.
Para realizar este ensayo se dispensa-
ron 5.000 esporozoitos diluidos en
medio RPMI (Sigma) en placas de 96
pocillos con diferentes concentracio-
nes de extracto metandlico de Ruta
pinnata y las correspondientes dilu-
ciones del control negativo (DMSO).
Como control positivo se usaron espo-
rozoitos inactivados por calor a 60° C
durante 30 minutos. Tras 3 horas de
incubacion se retiraron cuidadosamen-
te 100 pl de sobrenadante y los espo-
rozoitos se tifieron afiadiendo 100 pl
de Sytox Orange (Invitrogen) diluido
en medio RPMI a concentracion 5 uM,
resultando una concentracion final de
Sytox Orange de 2,5 pM. Tras 15 mi
de incubacion adicional, se procedio
a la lectura de los resultados utilizan-
do un microscopio de fluorescencia
(Olympus, Eclipse 80i) usando una
longitud de onda de excitacion de
510-560 nm y 575-590 nm de emi-
sion. Se realizaron triplicados de cada
condicion y el ensayo se repitio en dos
dias diferentes; para todas las condicio-
nes se contaron al menos 100 esporo-
zoitos, diferenciando entre viables
(no tefiidos) y no viables (tefiidos).

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los
datos se agruparon todas las repeticio-
nes para cada uno de los correspon-
dientes ensayos y se estimaron las
diferencias mediante el test no para-
meétrico Chi-cuadrado. El efecto de las
diferentes concentraciones de extracto
se compard con los correspondientes
controles DMSO y se consideraron
significativas las diferencias para P <
0,05. En todos los analisis se utilizo el
programa estadistico Sigmastat 3.1
bajo entorno Windows.

Resultados y discusion

En el presente trabajo se ha evaluado
la actividad anticoccididsica in vitro
de extractos metandlicos de la planta
endémica canaria Ruta pinnata y, en
su conjunto, los resultados obtenidos
demuestran que los extractos vegetales
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poseen una importante actividad fren-
te al coccidio de caprino Eimeria
ninakohlyakimovae, inhibiendo la
esporulacion de los ooquistes y dis-

minuyendo la viabilidad de los espo- Concentraciones | Ruta pinnata Control negativo | Control positivo

rozoitos. (mg/ml) DMSO (%) Formaldehido (%)
El grado de inhibicion de la espo- c1 3 3 2

rulacion vari6 en funcion del tiempo c2 1,5 1,5 1

de exposicion de los ooquistes no c3 0,75 0,75 0,5

esporulados con los extractos de Ruta c4 0,18 0,18 0,1

pinnata. Tal y como puede observar- CS 0,02 0,02 0,01

se en la Fig. 1A, a los 30 minutos de
incubacion la mayoria de los ooquis-
tes habian esporulado (80-90%) en
los controles negativos y en la mayo-

’ s Concentraciones Ruta pinnata Control negativo
ria de las concentraciones del extrac- |
. mg/m DMSO (%

to de Ruta pinnata ensayadas, con (mg/ml) (%)

. ., c1 10 0,6
excepcion de la concentracion de 3 Py s 03
mg/ml, en la que si se aprecidé una & >c o '15
T 16n significativa (P < 0,01) del . -
educc 0' significativa (. ’ 0,01) de ca 125 0,03
porcentaje de esporulacion. Tras 4 <5 0625 0.006
horas. de incubacion, el plorc.enta]e de ce 0,5 0,0075
ooquistes esporulados disminuy6 de c7 0.025 0.0015

forma significativa (P < 0,001) a con-
centraciones de extracto de 1,5 y 3
mg/ml y ligeramente, pero sin signifi-
cacion estadistica, para las concentra-
ciones C3 y C4 (Fig. 1B). Por ultimo,
después de 24 horas de exposicion de
los ooquistes no esporulados a los
extractos de la planta el efecto inhibi-
torio se observd a concentraciones
finales de extracto por encima de

ner la evolucion de los ooquistes, y por 20
tanto, abortar el ciclo exégeno del para-
sito. Los ooquistes de E. ninakohlyaki-
movae, como ocurre con el resto de Cc1 Cc2 C3 c4 C5

especies del género Eimeria, son elimi- Concentracion A
nados al medio por las heces de los ani-
males infectados en forma no esporula-

10

0,75 mg/ml (P < 0,001), presentando 100 " Ruta pinnata
la concentracion de 3 mg/ml del 90" “ Formaildehido
extracto una actividad similar a la del goi " DMSO
control positivo (formaldehido 2% en o 707
este caso) (Fig. 1C). 2 60

La importancia de este hallazgo % 50
radica en la capacidad del extracto 2 401
metanolico de Ruta pinnata para dete- Z\; 30

0

day al cabo de 48 horas sufren un pro-
ceso de reproduccion asexual (esporo-
gonia) que los convierten en elementos
infectantes (19). Los extractos de Ruta
pinnata reducirian de esta forma las
posibilidades de contagio de nuevos
hospedadores, con un efecto similar al

que presentan ciertos antisépticos que
se usan para la desinfeccion de los
corrales, algunos de los cuales han sido
evaluados in vitro frente a ooquistes de
E. tenella (14). Recientemente se ha
estudiado también el efecto antiséptico
in vitro de determinados aceites esen-

ciales de origen vegetal en base a su
capacidad de destruccion de ooquistes
de FEimeria spp. aviares, siendo los
aceites de artemisa, t€, tomillo y clavo
los mas efectivos (24). También del
Cacho et al. (9), al evaluar extractos
procedentes de Artemisia annua,
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encontraron una gran inhibicion en el
desarrollo y esporulacion de los ooquis-
tes de E. tenella debido a una alteracion
de la pared de los mismos. En cambio,
Saratsis et al. (29) no lograron inhibir la
esporulacion de ooquistes in vitro de
especies de Eimeria ovinas mas alla de
un 10,7% empleando diferentes extrac-
tos de la planta forrajera conocida como
esparceta o pipirigallo (Onobrychis
viciifolia).

El efecto de los extractos de Ruta
pinnata sobre la viabilidad de los
esporozoitos de E. ninakohlyakimovae
fue dosis dependiente tal y como
puede apreciarse en la Fig. 2. A con-
centraciones de 5 y 10 mg/ml los
extractos produjeron la muerte del
100% de los esporozoitos, con efecto
similar a la inactivacion por calor (P <
0,001). A diluciones mas altas del
extracto siguié observandose el
mismo efecto, siendo significativas las
diferencias en todos los casos (P <
0,001); la menor concentracion que
produjo una inhibicion significativa de
la viabilidad de los esporozoitos
(30%) fue de 0,1 mg/ml (Fig. 2). El
interés cientifico de la actividad de los
extractos de Ruta pinnata frente a los
esporozoitos radica en el potencial de
la planta como anticoccididsico o anti-
coccidiostatico, ya que los esporozoi-
tos constituyen el estado evolutivo del
parasito que en primera instancia
infecta las células del hospedador, las
células endoteliales de los vasos linfa-
ticos del ileon distal en el caso de E.
ninakohlyakimovae (34). Hasta el
momento no se han publicado estudios
donde se evalue la actividad anticocci-
didsica in vitro de material de origen
vegetal frente a esporozoitos de
Eimeria spp. de rumiantes, aunque si
se han realizado algunos ensayos in
vitro en aves. Asi, se ha demostrado
que la curcumina presenta un marcado
efecto inhibitorio in vitro frente a
esperozoitos de E. fenella induciendo
cambios morfologicos y reduciendo su
viabilidad e infectividad (17). Del
mismo modo, Burst et al. (6) han
observado que la viabilidad de los
esporozoitos de E. tenella es inhibida
por el efecto del carvacrol, la curcumi-

Figura 1B
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nay extractos de Echinacea purpurea,
por lo que podrian ser utilizados como
aditivos anticoccididsicos en el pienso
o en el agua de bebida en el control de
la coccidiosis aviar.

El mecanismo de accion de los
extractos de Ruta pinnata frente a los
esporozoitos de E. ninakohlyakimovae
no es posible determinarlo en base a
ensayos realizados en el presente estu-
dio. Este mecanismo no necesariamen-
te tendria que ser el mismo que el res-
ponsable de la inhibicion de la esporu-
lacion de E. ninakohlyakimovae. En
cualquier caso, resulta evidente que, a
igual concentracion, el esporozoito es
mas susceptible que el ooquiste, al tra-
tarse este ultimo de un elemento de

C3 .
Concentracion

c4 cs C

resistencia. Este hecho podria justificar
la ausencia de efecto inhibitorio de la
esporulacion de ooquistes de origen
ovino descrito previamente por Saratsi
et. al. (29) al utilizar forraje de
Onobrychis viciifolia a pesar de que
estos mismos autores pudieron consta-
tar un importante efecto anticoccidiosi-
co in vivo utilizando extractos de esta
misma planta. También en ganado
caprino se han realizado algunos estu-
dios in vivo para evaluar la actividad
anticoccidiosica de extractos vegetales.
Asi, se ha demostrado que extractos de
Aloe ferox, Elephantorrhiza elephanti-
na 'y Leonotis leonurus presentan un
efecto antiparasitario en infecciones
mixtas por helmintos y coccidios
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% mortalidad esporozoitos
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2 Cc4

caprinos en Sudafrica (20). Del mismo
modo, Markovics et al. (21) han publi-
cado que el consumo de plantas ricas
en taninos como Pistacia lentiscus
mejoran la respuesta frente a la cocci-
diosis en cabritos en torno al destete.

En este tipo de estudios, no solo es
importante conocer la actividad anti-
parasitaria del extracto utilizado, sino
también evaluar su citotoxicidad.
Aunque no se ha evaluado en profun-
didad a nivel de laboratorio la citoto-
xicidad de Ruta pinnata, éste no seria
en principio un factor limitante de su
uso como antiparasitario. Asi, en un
estudio coproldgico realizado en lagar-
tos endémicos de Canarias se encon-
tré que las semillas de las rutaceas se
hallaban entre las mas frecuentemente
encontradas en las heces, concluyen-
do asi que éstas formaban parte de la
alimentacion de los lagartos (25).

Los hallazgos obtenidos en el pre-
sente estudio suponen una contribu-
cion al descubrimiento de nuevos
compuestos con actividad antiparasi-
taria como alternativa al uso de anti-
coccididsicos 'y anticoccidiostaticos
convencionales. El efecto frente a la
inhibicion de la esporulacion de
ooquistes y de la viabilidad de los

ar
100

901 @ Control positivo
2o “ DMSO

70

60

50

40

30

20

10

IC1.C.C3. -C5.C6-C7.C8.

Figura 2. Ensayo de esporozoitos de Eimeria ninakohlyakimovae. Se evalu6 el
efecto anticoccidiosico del extracto metandlico de Ruta pinnata a diferentes con-
centraciones tras 30 mi (de incubacion. Como control negativo se emple6 DMSO
y como control positivo esporozoitos inactivados por calor. La viabilidad de los
esporozoitos se determind mediante tincion vital con Sytox Orange y observacion
en microscopio de fluorescencia. Nivel de significacion estadistica al comparar los
extractos con el control negativo: P < 0,01 (**) y P < 0,001 (***).

®m Ruta pinnata

Concentracion del extracto (mg/ml)

esporozoitos podria implementarse
valorando diferentes métodos de
extraccion, diferentes partes de la
planta e incluso distintos momentos
de maduracién del fruto, ademas de
realizar una comparacion de la activi-
dad anticoccididsica entre diferentes
rutdceas, como R. graveolens y R.
pinnata. En este sentido, existen estu-
dios que demuestran la actividad anti-
helmintica del extracto crudo meta-
ndlico de Calatropis procera es
menor que el efecto obtenido por el
extracto acuosos de la misma planta
en los mismos dias de tratamiento
(15). También existen ejemplos de
plantas que muestran diferentes nive-
les de actividad antihelmintica segun
los extractos procedan de una parte
de la planta u otra, como ocurre con
Maesa lanceolata (32). Finalmente,
con el fin de validar el empleo de los
extractos habria que realizar estudios
in vivo utilizando la especie hospeda-
dora de destino.

En resumen, los resultados del pre-
sente estudio demuestran que la planta
endémica canaria Ruta pinnata presenta
una importante actividad anticcocidio-
sica in vitro frente a Eimeria nina-
kohlyakimovae, 1o cual abre la posibi-

lidad de disefiar nuevas alternativas de
control frente a la coccidiosis caprina,
no descartandose que la actividad de la
planta pueda ser trasladable a otros
parésitos animales o humanos.
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Aplicacion de la citometria de
flujo al estudio de las células
IgM positivas de doradas
(Sparus aurata) vacunadas
frente Photobacterium damselae
subsp. piscicida

Grasso, V.(1)*; Janeiro de Assuncgao, P.(2); Padilla, D.(1); El Aamri, F.(1); Roman, L.(1); Real, F.(1) y
Acosta, F.(1)

(1) Instituto Universitario de Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria, IUSA, ULPGC, 35416, Arucas, Las Palmas.
(2) Instituto Tecnoldgico de Canarias (ITC), Playa de Pozo Izquierdo s/n, 35119 Sta Lucia, Las Palmas.

RESUMEN: La citometria de flujo (CF) es un método directo, especifico y muy sensible que permite obtener
sefales cuantitativas de fluorescencia a partir de células individuales en suspension. La CF ha sido ampliamen-
te utilizada en el sector de la investigacion en acuicultura debido al reciente desarrollo de los anticuerpos mono-
clonales (AcM) frente inmunoglobulinas de peces. Esta técnica permite determinar varios parametros inmuno-
légicos como la actividad fagocitica de los macrofagos del rifion anterior, la produccion de anticuerpos frente
antigenos especificos, y también permite detectar virus dentro de células inmunes. El objetivo de este estudio
es analizar y comparar la produccion total de células IgM positivas producidas en las branquias y bazo de juve-
niles de dorada vacunadas por bafio frente a Photobacterium damselae subsp. piscicida (Phdp).La cepa utiliza-
da para disefar la vacuna ha sido previamente aislada de un brote natural ocurrido en las Islas Canarias. Los
peces experimentales fueron vacunados con tres vacunas inactivadas preparadas a partir de la cepa Phdp 94/99
y como control positivo se utilizé una vacuna comercial. La produccién de IgM después de la vacunacion se midio
con citometria de flujo utilizando una técnica de tincién directa con AcM especificos marcados con isiotiociana-
to de fluoresceina (FITC). Los resultados indican una mayor presencia de células IgM positivas en las branquias
con respeto al bazo de los peces vacunados y una respuesta mas elevada después de la segunda vacunacion
con respeto a la primera. Este resultado demuestra que la CF es una técnica eficaz, fiable y rapida para detec-
tar las células IgM positivas en bazo y branquias de juveniles de dorada.

Palabras clave: Sparus aurata, vacunacion, IgM, Photobacterium damselae subsp. piscicida

SUMMARY: Flow cytometry (FC) is a straightforward, highly specific and sensitive procedure which provides
objective and quantitative recording of fluorescent signals from individual cells. FC has been used widely in the
area of aquaculture research due mainly to the development of monoclonal antibodies (mAbs). Phagocyte acti-
vity of head-kidney macrophages of several fish species, antibody production against specific antigens or detec-
tion of viruses inside immune cells, are some of the several possible analysis approached by this assay. The aim
of this work is to analyze and compare total IgM positive cells in the gill and spleen of seabream juveniles after
bath immunization against Photobacterium damselae subsp. piscicida (Phdp) using a direct and an indirect stai-
ning method. Strain used in this work was isolated from a natural outbreak in the Canary Islands. Fish were
immunized with three different inactivated vaccines prepared with Phdp 94/99 antigen and a forth commercial
vaccine was used as a positive control. The effect on IgM production post-vaccination was compared among
groups. Results show a higher number of IgM positives cells in the gill that in the spleen of vaccinated fish and
also a higher response after second vaccination when compared to first vaccination.These results suggest that
FC is an efficient, rapid, and trustable method to measure IgM positive cells in the gill and spleen of sea bream
juveniles.

Key words: Sparus aurata, vaccination, IgM, Photobacterium damselae subsp. piscicida
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Introduccion

La disponibilidad de anticuerpos mono-
clonales 0 mAc ha ocasionado un gran
impacto en inmunologia de peces. En
el mercado existen mAc especificos
frente a las inmunoglobulinas (Ig) de
varias especies de peces que reaccio-
nan frente a antigenos de membranas
de estas ultimas permitiendo la identi-
ficacién y caracterizacion de sub-
poblaciones de leucocitos. De entre
los diferentes métodos para marcar
células de peces con anticuerpos espe-
cificos, los mas usados son:

1) Técnica Panning y Ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzi-
mas (ELISA)(3-6-12-19) inclu-
yendo el método ELISPOT (25).
En todos estos métodos las célu-
las son inmovilizadas sobre una
superficie solida.

2) Inmunobeads, en este método las
células son separadas con un
iman (13).

3) Citometria de flujo (2-20-24).

La técnica ELISA siempre ha sido
considerada el mejor método (16) ya
que las técnicas de aglutinacion son
rapidas y efectivas pero menos sensi-
bles que ELISA (22).Con respecto a
la citometria de flujo (CF), el método
clasico es utilizar un primer anticuer-
po no conjugado seguido por un
segundo anticuerpo conjugado con un
fluorocromo que excite y emita fluo-
rescencia a 488 nm (26).

La vacunacion es una alternativa
sostenible a la quimioterapia que per-
mite proteger el pez frente a las infec-
ciones y tiene la ventaja de no gene-
rar residuos (23). Recientemente, el
interés en desarrollar métodos estan-
darizados para medir la produccion
de anticuerpos se ha incrementado
enormemente. Esto se debe basica-
mente a la introduccion de programas
de monitoreo en acuicultura, como
por ejemplo la deteccion de anticuer-
pos séricos frente a nodavirus en cul-
tivos de de lubina. Los niveles de
anticuerpos en el suero también se
han utilizado en varias especies como
indicador de la eficacia de la vacuna-

cion (9). En algunos casos existe una
correlacion positiva entre los anti-
cuerpos producidos y la proteccion
frente a la enfermedad, pero no siem-
pre es asi, y sobre todo en el caso de
la vacunacion por baio frente a Phdp.
Mulero et al. (17) encontraron un
aumento de la sensibilidad frente a la
infeccion en doradas vacunadas por
bafio largo respeto al grupo control
sin vacunar. Estos autores utilizaron
la técnica ELISA para detectar las
IgM en los peces vacunados. El
mecanismo de defensa de la dorada
frente a las infecciones, y la correla-
cion entre vacunacion y la produccion
de células IgM positivas queda aiun
por dilucidar.

Material y Método
2.1 Animales experimentales

Un total de 1500 juveniles de dorada
con peso medio de 3 g fueron propor-
cionados por una granja local
(ADSA, Alevines y Doradas S.A.) y
mantenidos en las instalaciones del
ICCM (Instituto Canario de Ciencias
Marinas, Taliarte) durante todo el
experimento. Los peces se distribuye-
ron de forma aleatoria en 15 tanques
de 500 1 (150 peces/tanque y por tri-
plicado por cada tratamiento). Todos
los tanques presentan aireacion conti-
nua, sistema abierto de renovacion de
agua, la temperatura del agua se man-
tuvo alrededor de 22 °C y los peces
fueron expuestos a un fotoperiodo
natural de 12 h. Los peces fueron ali-
mentados hasta la saciedad aparente
con una dieta comercial de la casa
Skretting (Burgos, Espafia) dos veces
al dia.

2.2. Bacteria y vacunas

La cepa de Phdp 94/99 utilizada para
elaborar las vacunas fue aislada de un
brote natural ocurrido en las islas
Canarias en 1999. Esta cepa fue
caracterizada utilizando el sistema
miniaturizado de identificacion API
20E (BioM¢érieux ®, Espaiia) y la téc-
nica de la PCR. La cepa se cultivo en

agar sangre enriquecido con el 2% de
cloruro de sodio y el 1% de glucosa
para que produjera capsula (1). Se
prepararon tres vacunas inactivadas
diferentes (bacterinas):

1) Vacuna inactivada con formol al 5
%o en agitacion continua durante
la noche

2) Vacuna inactivada con calor. La
inactivacion se produjo exponien-
do la bacteria a una temperatura-
de 80°C durante 10 minutos (15).

3) Vacuna inactivada con rayos UV.
La bacteria fue expuesta a rayos
UV durante dos horas utilizando
un transiluminador BIORAD
(transiluminator 2000).

La concentracion final de cada
una de las bacterinas fue ajustada a
108ufc/ml por espectrofotometria
(GENESYS 10UV®, Thermo) y
medida a una longitud de onda 600
nm. Se utilizdé la vacuna comercial
Ictiovac PD® (Hipra,Espafia) como
control positivo.

2.3 Inmunizacion de los peces

Una vez alcanzado los 5 g de peso
medio, los peces de cada grupo fue-
ron inmunizados por inmersion direc-
ta en una dilucién 1:10 de cada vacu-
na (9 litros de agua de mar: 1 litro de
vacuna) durante 60 segundos (bafio
corto). Después de la inmunizacion los
peces recibieron otro bafio en agua de
mar limpia antes de ser devueltos a
sus respetivos tanques. El  grupo
control positivo recibid un bafio corto
con la vacuna comercial (Fig 1) y el
grupo control negativo recibio el
mismo tratamiento pero con tampon
salino (PBS) (9 litros agua de mar: 1
litro PBS) (Fig 2). Posteriormente se
recogieron muestras de bazo y bran-
quias los dias 4, 9, 11, 14, 18 y 23
post vacunacion, para ello se tomaron
8 peces por tanque los cuales fueron
anestesiados con 2-fenoxietanol y
sacrificados en agua con hielo. Se
procedi6 a aislar los leucocitos de los
animales muestreados por métodos
previamente descritos (7) y se alma-
cenaron a —80 °C en medio dAMEM
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(Sigma) adicionado con un 10% de
dimetilsulfoxido. Treinta y un dias
después de la primera vacunacion los
peces recibieron una segunda vacuna-
cioén por bafio corto (booster) y nue-
vamente se recogieron muestras de
bazo y branquias de otros ocho peces
de cada tanque.

2.4 Citometria de Flujo

Antes de empezar el experimento
se realizaron varios ensayos prelimi-
nares para determinar un protocolo de
citometria de flujo eficaz para leuco-
citos de dorada.Para ello se disefid un
método de tincion directa de IgM de
dorada utilizando un anticuerpo
monoclonal (AquaMab, Aquatic
Diagnostics Ltd, Stirling, Escocia)
conjugado con FITC que reacciond
frente los leucocitos de las branquias
y del bazo. La conjugacion con FITC
se realizo utilizando el FluoroTag™
FITC Conjugation Kit (Sigma, USA)

Dias post-vacunacion

siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Los leucocitos extraidos
de bazo y branquias se ajustaron a 10°
cel/ml, se suspendieron en un volu-
men final 250 ml de PBS, y finalmen-
te se incubaron con 6 pl del conjuga-
do anti-IgM-FITC a temperatura
ambiente (25 °C) en oscuridad duran-
te 30 min. Las muestras en suspen-
sion fueron analizadas con un citome-
tro Coulter Epics XL flow (Coulter,
Miami, FL, USA) equipado con un
laser de argon a 488 nm. Cada célula
se caracterizO por tres parametros
opticos: dispersion de luz hacia ade-
lante o forward-angle-scatter (FSC),
dispersion de luz hacia los lados o
side-angle-scatter (SSC) y fluores-
cencia verde emitida (525 nm, detec-
tor FL1). Los datos recolectadosfue-
ron analizados conel software
SYSTEM 1I (Coulter) y con el soft-
ware WinMDI version 2.8 (Joseph
Trotter; theScripps Research Institute,
La Jolla, CA, USA).

Primera vacunacion
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Resultados

Los resultados muestran que la
tincion directa con anticuerpos mono-
clonales conjugados con FITC es un
buen método para marcar las células
IgM positivas de dorada. Los histo-
gramas de CF muestran un pico muy
alto de fluorescencia (Fig. 1) y los
datos son repetitivos. El grupo con-
trol negativo muestra los niveles mas
bajos de células tefiidas (Fig. 2). La
produccion de IgM fue mas débil des-
pués de la primera vacunacion (Fig. 3
y Fig. 4) comparada con la produc-
cion de IgM después del booster (Fig.
5 y Fig. 6). Destacamos que la pro-
duccidon de IgM en los peces inmuni-
zados fue mucho mas alta en las bran-
quias que en el bazo. La cinética de
respuesta inmune no fue igual en
todos los grupos ya que algunas vacu-
nas presentaron un pico mas tempra-
no que otras. Por ejemplo, después de
la primera vacuna, en las branquias la

Figura 1. Porcentaje de células IgM positivas en el bazo y branquias de los peces vacunados.
Valores expresados como incremento sobre el control.

Segunda vacunacién (booster)

Dias post-vacunacién

11 14 18 23

Dias post-vacunacion
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produccion de IgM empezd el dia 11
mientras que en el bazo empezo el dia
4 pero con unos niveles mas bajos. La
vacuna inactivada con UV presentd
un pico el dia 4 después del booster,
mientras que la vacuna comercial el
dia 9 y la vacuna inactivada con calor
el dia 11. La vacuna inactivada con
formol presentd los niveles mas bajos
de IgM y el pico fue el dia 23. En el
bazo la produccion de IgM fue consi-
derablemente inferior a la produccion
en las branquias. En este organo la
vacuna inactivada por UV presentd
un pico el dia 14, la vacuna de formol
y la comercial el dia 9 y la inactivada
por calor presentd un pico que se
quedé constante entre los dias 4 y 9.

Discusion

La citometria de flujo es una téc-
nica sensible que permite hacer un
analisis multiparamétrico y analizar
cualitativamente y cuantitativamente
una muestra célula por célula (4).
Hasta la fecha no se ha realizado nin-
gun estudio sobre células IgM positi-
vas de dorada utilizando la citometria
de flujo. En este trabajo describimos
por primera vez un método para
medir la produccion de IgM de dora-
da en el bazo y en las branquias des-
pués de vacunacion por bafio. En
nuestro estudio, la vacunacion por
bafio produjo un incremento en el
numero de células IgM positivas en
los peces vacunados. Los resultados
son de considerase fiables ya que se
utilizaron anticuerpos monoclonales
frente IgM de dorada y que ademas
los picos de fluorescencia fueron
repetitivos. Los resultados muestran
que la produccion fue mas alta en las
branquias que en el bazo. Este resul-
tado estd en concordancia con lo des-
crito por Dos Santos et al. (2000) (6),
en el estudio de este autor las lubinas
vacunadas por bafio presentaron una
mayor produccion de IgM en las
branquias con respeto a otros 0rganos
inmunitarios. Esto indica la impor-
tancia de las branquias en la vacuna-
cion por bafo. Nakanishi y Ototake
(18) ya habian postulado que la bran-

quias y la piel son los sitios de mayor
captacion de antigeno durante la
vacunacion por bafio y que solo una
pequena cantidad de antigeno es
transportada al bazo. Segin estos
autores la duracion de la vacunacién
también tiene que ver con la cantidad
de antigeno captado. En este experi-
mento hemos decidido suministrar la
vacuna por bafio corto para no estre-
sar demasiado los peces. En el traba-
jo de Raida et al. (19) las truchas
arcoiris inmunizadas por bafio tam-
bién presentaron un incremento en la
produccion de IgM; en el trabajo de
Raida y colaboradores las IgM fueron
medidas con ELISA. La FC deberia
considerarse un método fiable para
medir las IgM en peces. Hasta la
fecha esta técnica ha sido utilizada
por otros autores para medir la fago-
citosis en macrofagos de dorada fren-
te algunas bacterias tipo V. anguilla-
rum (8), frente levaduras (5) o para
analizar las funciones de los leucoci-
tos en algunas especies como salmoén
Atlantico (20), carpa (14), ostra plana
Europea (21), ostra comtin (10),perca
plateada y perca dorada (11).

Una buena vacuna en acuicultura
debe presentar ciertas caracteristicas
como: Ser facil de administrar, confe-
rir una proteccion rapida y duradera y
ser rentable desde el punto de vista
economico. En este estudio hemos
decidido vacunar por bafio ya que es
una practica muy comun en acuicul-
tura frente patdgenos como por ejem-
plo Photobacterium spp. La vacuna-
cion de peces en fases tempranas del
desarrollo es una buena estrategia ya
que la manipulacion resulta sencilla
(bafio frente inyeccion intraperitone-
al) y requiere menos cantidades de
antigeno y de tiempo. Otra ventaja de
vacunar los peces por bafio es que esta
via de administracion es la misma
que utilizan muchos patégenos y por
lo tanto genera una inmunidad muco-
sal especifica.

En nuestro estudio el incremento
de IgM aparecié bastante rapido en
las branquias y bazo de las doradas
vacunadas sobre todo después de la
segunda administracion (booster). No

obstante hemos encontrados diferen-
cias en las cinéticas de las diferentes
vacunas. Es entonces necesario
seguir investigando y ampliando los
conocimientos sobre el sistema inmu-
ne de la dorada para poder conocer
cual es el mejor momento para reva-
cunar. Sugerimos que la citometria de
flujo es un método sensible, fiable y
rapido que se puede utilizar como
técnica principal o complementaria
para medir IgM de dorada en bran-
quias y bazo.
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Refrigeracion y congelacion
seminal en la especie canina:
¢meétodos independientes o
adicionales?

Batista, M.; Santana, M.; i\lamo, D.; Cabrera, F.; Gonzalez, F.; Gracia, A.
Grupo de Reproduccion Animal, Instituto Universitario de Sanidad Animal, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

RESUMEN: Este articulo pretende evaluar si los principales procedimientos de la preservacion seminal (refrige-
racion y congelacién) pueden ser complementarios y mostrar un cierto grado de adicién. Para tal fin, se plani-
fico una experiencia donde partiendo de 18 eyaculados de 6 perros, el semen refrigerado durante diferentes
periodos de tiempo (1, 6, 12, 24 y 48 horas), era posteriormente congelado en nitrégeno liquido.
Posteriormente, muestras de los distintos grupos experimentales eran descongeladas y la calidad seminal post-
descongelacion fue definida. Los resultados mostraron que no existian diferencias significativas entre las mues-
tras congeladas por un procedimiento convencional (nitrégeno liquido) y las muestras congeladas tras diferen-
tes periodos de refrigeracion, para ninguno de los parametros seminales evaluados (motilidad espermatica, por-
centaje de acrosomias y porcentaje de morfoanomalias). En consecuencia, este estudio permite concluir que la
refrigeracion del semen hasta 48 horas antes de la crioconservacion no produce una disminucion de la calidad
seminal comparado con el semen criopreservado por el procedimiento tradicional; por tanto, las limitaciones
asociadas con el transporte de semen congelado (nitrégeno liquido) podrian superarse por el uso de semen refri-

gerado, que podria posteriormente ser congelado en destino.

Introduccién

La refrigeracion y la congelacion del
semen reducen la actividad metaboli-
ca de los espermatozoides y, conse-
cuentemente, preserva la viabilidad
espermatica (Meyers 2006). Sin
embargo, ambos procedimientos
muestran ventajas y limitaciones. El
semen canino es altamente estable
durante el proceso de refrigeracion,
permitiendo el mantenimiento de
niveles aceptables de calidad seminal
a corto plazo (Verstegen y cols. 2005;
Ponglowhapan y cols. 2004).
Diferentes estudios han confirmado
que el semen canino puede ser preser-
vado a 4 °C durante 5-7 dias en un
diluyente a base de Tris-glucosa-
huevo (Verstegen y cols. 2005;
Nizédnski y cols. 2009), y tras este
periodo de tiempo, la calidad seminal
disminuye. Sin embargo, desde un
punto de vista practico, el semen
refrigerado deberia utilizarse en las
primeras 48 horas (Pefla y cols.
2006), y numeroso estudios han con-
firmado que el periodo de conserva-
cion y el tipo de recipiente que con-

tiene el semen influencian marcada-
mente sobre la viabilidad del semen
refrigerado (Pinto y cols. 1999;
Lopes y cols. 2009). Por otro la lado,
la congelacion seminal es mas com-
pleja que la refrigeracion y genera
una marcada degradacion de la cali-
dad seminal tras la congelacion-des-
congelacion (Pefia y cols. 2006). No
obstante, la congelacion del semen
representa una herramienta basica en
las técnicas de reproduccion asistida
(ART), permitiendo el almacena-
miento de muestras bioldgicas de alto
valor genético durante un periodo
indefinido de tiempo.

En las tultimas décadas, el trans-
porte de material biologico (entre
territorios cercanos y lejanos) se ha
vuelto un procedimiento comun den-
tro de la ART (Hendricks y cols.
2010). En las Islas Canarias, el envio
de muestras de semen hacia otros pai-
ses, que se encuentran geograficamen-
te alejados de las islas, ocurre cada vez
con mayor frecuencia. La mayor parte
de las veces, estas muestras son envia-
das como semen refrigerado, y el
transporte de semen tarde entre 12 y

48 horas, por lo que esas muestras se
utilizan habitualmente para perras que
se encuentran en celo y requieren una
inseminacion inmediata. Por el contra-
rio, el transporte de semen congelado,
especialmente si se tratan de envios
internacionales, siempre requiere el
uso de nitrégeno liquido (Pefia y cols.
2006; Hendricks y cols. 2010). En el
momento actual, el transporte aéreo de
muestras seminales en nitrégeno liqui-
do se encuentra sujeto a regulacion
como material peligroso y, en conse-
cuencia, el transporte se muestras con-
geladas de semen resulta muy comple-
jo y dificil de realizar (Bielanski
2005). Tales restricciones tienden a
desaparecer cuando el semen es remi-
tido como semen refrigerado (Her-
mansson y Linde-Forsberg, 2006). Por
tanto, seria muy interesante valorar la
posibilidad de remitir muestras refri-
geradas y una vez llegada a destino,
congelar esas muestras para su alma-
cenamiento a largo plazo para un uso
posterior.

El objetivo del presente estudio
era determinar la calidad seminal de
muestras congeladas-descongeladas,
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tras haber sido previamente refrigera-
das (a 4 °C) hasta 48 horas en un dilu-
yente a base de Tris-glucosa-yema y
comparar la viabilidad espermatica
con aquella observada en muestras
congeladas siguiendo un protocolo
tradicional.

Material y métodos
Animales

Se utilizaron 6 perros adultos, entre 2
y 5 afios de edad y pesando entre 12 y
30 kg, cedidos por sus propietarios
para el estudio. Los animales se ali-
mentaban a base de pienso comercial,
disponian siempre de agua y se encon-
traban con un plan sanitario adecuado.
Todo el trabajo experimental se realizo
de acuerdo a la normativa europea
para experimentacion animal.

Diseiio experimental

Tres eyaculados de cada uno de los 6
perros, se recogio y tras su valoracion
individual, se mezclo en un pool, para
posteriormente dividir las muestras
resultantes en 6 alicuotas. La primera
alicuota (alicuota C, control) se dilu-
yo con un primer diluyente (Tris-glu-
cosa, 20% yema de huevo, 3% glice-
rol) y después de 1 hora de equilibra-
do a 4 °C, se anadi6 un 2° diluyente
(Tris-glucosa, 20% yema de huevo,
7% glicerol), para alcanzar una con-
centracion final de 100 x 10° esper-
matozoides/ml, 20% de yema de
huevo y 5% glicerol. Las restantes 5
alicuotas (R1, R6, R12, R24, R48) se
diluyeron con un diluyente de refrige-
racion (Tris-glucosa, 20% yema de
huevo, 0% glicerol) y se enfriaron a 4
°C durante diferentes periodos de
tiempo (1, 6, 12, 24 y 48 horas, res-
pectivamente); tras el periodo de
refrigeracion, se afadié un segundo
diluyente (Tris-glucosa, 20% yema
de huevo, 10% glicerol). Finalmente,
las muestras seminales (alicuotas C,
R1, R6, R12, R24 y R48) se envasa-
ron en pajuelas (0.5 mL) y congela-
ron en nitrégeno liquido. Tras la des-
congelacion, la calidad seminal se

valord, en un total de 30 dosis para
cada uno de los grupos experimenta-
les.

Recogida y valoracion seminal

Los eyaculados se recogieron por
estimulacion manual, intentando
obtener exclusivamente la 2* fraccion
del eyaculado que se deposito en un
tubo graduado. Inmediatamente tras
la recogida, el volumen, concentra-
cion espermatica, motilidad indivi-
dual y porcentajes de morfoanomali-
as y acrosomias espermaticas fueron
definidas en cada una de las muestras
seminales.

El volumen se determinaba por
lectura directa sobre el tubo gradua-
do, mientras la concentracion esper-
matica se valord utilizando un espec-
tofotometro (Spermacue®, Minitube
GmbH) calibrado para semen canino.
El porcentaje de espermatozoides
motiles (motilidad total, motilidad indi-
vidual) se determiné utilizando un
sistema de automatico de analisis
computerizado (CASA system, Sperm
Vision Lite®, Minitube Ibérica) sobre
un minimo de 1000 células esperma-
ticas/muestra. Finalmente, los por-
centajes de espermatozoides con
acrosoma alterado y morfologia anor-
mal (cabeza, pieza intermedia y cola)
se determinaron mediante la técnica
de tincion Spermac®, valorando un
minimo de 100 células espermaticas
por preparacion, mediante un micros-
copio de contraste de fases a 1000X
de magnificacion (Pefia, 2004).

Procesado seminal, refrigeracion y
congelacion seminal

Tras la evaluacion individual, los
eyaculados se mezclaron y el pool
resultante se dividia en 6 alicuotas (1-
2 ml/alicuota). Una alicuota (alicuota
control, C), representando 1/6 parte
del total del volumen del pool, se pro-
ceso siguiendo el método tradicional
(primera dilucion, 1 hora de equili-
brado a 4 °C, segunda dilucién), para
finalmente envasarse en pajuelas de
0.5 mL y congelarse en nitrogeno

liquido. Las restantes muestras semi-
nales (5/6 de las alicuotas) se dispu-
sieron en un tubo calibrado (a tempe-
ratura ambiente) y se adiciond un
diluyente de refrigeracion (Tris-glu-
cosa, 20% yema de huevo, 0% glice-
rol), para obtener una concentracion
final de 200 x 10° espermatozoides/ml;
estas 5 alicuotas fueron enfriadas
durante diferentes periodos de tiem-
po: R1 (1 hora), R6 (6 horas), R 12
(12 horas), R 24 (24 horas) y R 48 (48
horas), para posteriormente afiadirle
un diluyente de congelacion (similar
composicion al de refrigeracion, pero
con un 10% de glicerol), alcanzando
una composicion final similar a la
obtenida en la alicuota C. Finalmente,
las muestras seminales fueron enva-
sadas (0.5 mL) y congeladas en nitro-
geno liquido.

Valoracion de la calidad seminal
post-descongelacion

Aproximadamente 1 mes tras la con-
gelacion, las pajuelas se descongela-
ron en bafio Maria (70 °C, 8 segun-
dos) y se disponian en un tubo con
0.5 mL de un tampoén Tris precalenta-
do a 37 °C. Tras un calentamiento (37
°C) durante 5 minutos, la calidad
seminal (motilidad espermatica, por-
centajes de acrosomias y morfoano-
malias espermaticas) se valoraba, uti-
lizando las mismas técnicas y proce-
dimientos que los descritos para el
semen fresco.

Analisis espermatico

Los resultados se presentan como
media (= error estandar de la media).
Los datos de motilidad espermatica,
porcentajes de morfoanomalias y por-
centajes de acrosomias se analizaron
utilizando un andlisis repetido de
varianza (ANOVA) mediante SAS
software (SAS Institute, NC, USA).
Cuando se detectaron diferencias sig-
nificativas, las medias se comparaban
utilizando el test de Tukey. Los valo-
res se consideraban significativamen-
te diferentes cuando p <0.05.
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Resultados

Las caracteristicas seminales del semen
en fresco (una vez mezclado) se pre-
sentan en la Tabla 1. Los valores fue-
ron bastantes uniformes entre los
machos, no existiendo diferencias
significativas entre ninguno de los
eyaculados seleccionados.

Respecto al porcentaje de motili-
dad espermatica, antes de la congela-
cion, los valores fueron muy similares
entre los grupos experimentales (70-
80%), sin detectarse diferencias signi-
ficativas. En la Tabla 2, se reflejan los
porcentajes de espermatozoides con
motilidad total y con motilidad pro-
gresiva, en las muestras congeladas-
descongeladas. Tras la descongela-
cion, las muestras previamente refri-
geradas durante 1 y 6 horas (R1 y R6)
mostraban los valores mas elevados
de motilidad espermatica, detectando-
se diferencias significativas (p<0.05)
respecto a las muestras R12, R24 y
R48. Al compararse el grupo control
(C) con las muestras refrigeradas
antes de la congelacion (R1, R6, R12,
R24, R48), no se observaron diferen-
cias significativas en los porcentajes
de espermatozoides motiles totales.

Los porcentajes de espermatozoi-
des con morfologia anormal se mues-
tran en la Tabla 3, observandose que
no existen diferencias significativas
entre los grupos, con valores muy
homogéneos entre un 15 y un 20%. La
mayor proporcion de anormalidades
espermaticas se observaron a nivel de
la cola espermatica, siendo esta distri-
buciéon muy uniforme en todos los
grupos experimentales. Finalmente, la
Tabla 4 registra los valores de acroso-
mas alterados; de manera similar a la
morfologia espermética, los valores
medios de acrosomas alterados
(rango: 7-10%) no mostraba cambios
significativos entre las muestras refri-
geradas antes de congelarse (R1, R6,
R12, R24, R48) y el grupo control.

Discusion

Los resultados del presente estudio
claramente demostraron que la cali-

Tabla 1. Caracteristicas (media + dem) del semen fresco una vez mezclado (pool)

Concentracién Motilidad Motilidad Espermatozoides | Acrosomas
espermatica espermatica progresiva anormales no alterados

(x 10° células/mL) | total (%) (%) (%) (%)
201.33 £ 20.9 |93.42 £ 2.2 | 86.26 £ 2.7 19.67 = 1.7 96.67 + 2.4

Tabla 2. Porcentajes (media + dem) de espermatozoides motiles totales y con
motilidad progresiva en muestras congeladas-descongeladas.

Motilidad total (%) Motilidad progresiva (%)
Refrigeracion antes =, .
Tras descongelacién Tras descongelacién

de la congelacién

Control* 63.21 + 1.21® 39.94 + 2.03°
1h 67.03 £ 1.79* 49.10 + 2.86°
6 h 69.54 £+ 1.56° 52.23 £ 2.42°
12 h 60.90 = 1.45° 36.33 £ 2.19°
24 h 61.22 + 1.62° 36.05 + 2.88°
48 h 60.71 + 1.87° 33.46 + 2.52°

1: semen congelado siguiendo un método tradicional

ab: Letras diferentes dentro de la misma columna representan diferencias significativas (p<0.05).

Tabla 3. Porcentajes (media + dem) de espermatozoides con morfologia anormal

en muestras congeladas-descongeladas

Tiempo de refrigeracion previo a la congelacion
Anomalias

L Control* 1 hora 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas

espermaticas
Cabeza 1.33+0.3| 1.20+ 0.3 1.27 £0.3 1.33+£0.2 1.07+0.4 2.13£0.3
(0.0-4.0) (0.0-3.0)  (0.00-3.00) (0.00-3.00) (0.00-6.00) (0.00-4.00)
Pieza 3.20 £ 0.5 | 2.80 £ 0.42 2.93 £ 0.4 4,07 £0.7 3.73+£0.5 38704
intermedia  (1.0-8.0) (0.0-6.0)  (1.00-6.00) (0.00-9.00) (1.00-7.00) (2.00-7.00)
Cola 13.93 £1.1|13.60 £ 1.3 12.87 £ 0.9 13.20 £ 1.1 13.67 £ 1.1 12.80 £ 1.0
(7.0-21.0) | (5.0-20.0) (7.0-20.0)  (5.0-21.0) (5.0-20.0) (7.0-20.0)
18.47 £ 1.4 17.60 + 1.3 17.07 £ 1.0 18.60 + 1.3 18.47 + 1.5 18.80 + 1.1
Total (12.0-29.0) | (9.0-24.0) (13.0-26.0) (9.0-26.0) (9.0-27.0) (11.0-27.0)

1: semen congelado mediante un protocolo tradicional

Tabla 4. Porcentajes (media + dem) of acrosomas dafiados en muestras congela-

das-descongeladas.

Tiempo de refrigeracion previo a la congelacion

Control* 1 hora 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas
7.00 = 1.04 | 8.00 £ 0.93| 7.13 £ 0.98|7.47 £ 1.13| 8.53 £ 1.09(10.47 + 1.1
(1.0-19.0) (4.0-13.0) (3.0-14.0) | (2.0-16.0) | (3.0-16.0) | (3.0-17.0)

1: semen congelado mediante un protocolo tradicional

dad seminal post-descongelacion de
muestras caninas refrigeradas hasta
48 horas era comparable a la observa-
da en muestras congeladas siguiendo
un protocolo tradicional.

Una gran mayoria de estudios han
confirmado que la motilidad esper-
matica no se modifica marcadamente

durante las primeras 48 horas de con-
servacion a 4 °C, con valores medios
entre 60 y 80% (Rota y cols. 1995,
England y Ponzio 1996, Iguer-Ouada
y Verstegen 2001a, Ponglowhapan y
cols. 2004, Shahiduzzaman y Linde-
Forsberg 2007, Nizansky y cols.
2009). Sin embargo, otros autores
(Hermansson y Linde-Forsberg 2006,
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Ponglowhapan y cols. 2006) afirman
que la motilidad espermatica canina
disminuye tras s6lo 48 horas de refri-
geracion. En nuestro estudio, la moti-
lidad espermatica permanecio practi-
camente inalterada en el semen refri-
gerado, con porcentajes medios supe-
riores al 70% durante las 48 horas;
asimismo, no se detectaron diferen-
cias entre las muestras refrigeradas
(R1, R6, R12, R24, R48) y el grupo
control. Por tanto, podria asumirse
que la motilidad espermatica de los
diferentes grupos experimentales
antes de la congelacion era practica-
mente similar. Tras la congelacion-
descongelacion, la motilidad esper-
matica total de las muestras refrigera-
das hasta 48 horas no mostraba dife-
rencias con las muestras conservadas
de un modo convencional (C). Estos
resultados son comparables a los des-
critos por la mayoria de los autores
que utilizan un sistema convencional
(sin refrigeracion previa) para la crio-
preservacion del semen, con valores
de motilidad post-descongelacion
que oscilan entre un 45-70% (Hay y
cols. 1997, Strom y cols. 1997, Rota 'y
cols. 1999, Yildiz y cols, 2000, Iguer-
Ouada y Verstegen 2001b, Martins-
Bessa y cols. 2006, Bencharif y cols.
2010). Por lo tanto, los resultados de
motilidad espermatica pueden indicar
que la refrigeracion del semen a 4°C
hasta durante 48 horas antes de su
congelacion no muestran desventajas
respecto al método directo de criopre-
servacion.

Por otro lado, 1a motilidad esper-
matica post-descongelacion en las
muestras refrigeradas antes de conge-
larse, mostraba diferencias significa-
tivas en funcion del periodo de alma-
cenamiento a 4°C. De hecho, las ali-
cuotas R1 y R6 presentaron mayores
porcentajes de espermatozoides con
motilidad progresiva que las alicuotas
R12, R24 y R48. Esta perfectamente
asumido que los espermatozoides del
perro son muy estables cuando se
refrigeran, y que la motilidad esper-
matica puede permanecer elevada
durante un elevado periodo de tiempo
(Verstegen y cols. 2005, Shahiduz-

zaman y Linde-Forsberg 2007), y no
se detectan cambios en la capacidad
funcional del espermatozoide (Kumi-
Diaka y Badtrama 1994). Del mismo
modo, la criopreservacion del semen
canino produce una degradacion evi-
dente de las células espermaticas,
resultando en una obvia reduccion de
la motilidad espermatica (Farstad
1996, Peiia y cols. 2006). En nuestro
estudio, la motilidad espermatica
antes de la congelacion no se modifi-
co por el tiempo de refrigeracion; sin
embargo, el descenso detectado en la
motilidad post-descongelacion de las
muestras pertenecientes a los alicuo-
tas R12, R24 y R48 puede ser resulta-
do de una reduccion en la capacidad
de los espermatozoides para soportar
el proceso de criopreservacion, como
consecuencia del incremento del
periodo de refrigeracion. En cual-
quier caso, no hay que descartar que
las diferencias en la motilidad esper-
matica post-descongelacion pueden
ser debidas a la refrigeracion o la
congelacion, y por las interacciones
entre ambos procesos.

Respecto al porcentaje de anor-
malidades espermaticas, los resulta-
dos mostraron que la refrigeracion
del semen hasta 48 horas antes de
congelarse no generaba un mayor
desarrollo de morfoanomalias esper-
maticas, con una distribucion muy
uniforme entre los grupos experimen-
tales. Nuestros resultados fueron
similares a los descritos por otros
autores, tanto en semen refrigerado a
4 °C (Farstad 1996, Pefa y cols.
2006) como en muestras congeladas-
descongeladas (Silva y Verstegen
1995, Silva y cols. 1996, Alamo y
cols.. 2005, Batista y cols.. 2006) en
diferentes razas caninas. De manera
paralela a las anomalias morfologi-
cas, los porcentajes de acrosomas
alterados mostraron valores (7-10%)
compatibles con los descritos para
muestras refrigeradas y tras su des-
congelacion (5-22%; Hay y cols.
1997; Alamo y cols. 2005, Batista y
cols. 2006). En espermatozoides pro-
cedentes del epididimo, la refrigera-
cion del semen (hasta 4 dias) antes de

la congelacion no generaba modifica-
ciones en el porcentaje de espermato-
zoides con acrosoma danado (12-
20%; Ponglowhapan y cols. 2006).
Por el contrario, Hermansson y
Linde-Forsberg (2006) detectaron un
progresivo incremento en el porcen-
taje de acrosomas dafiados post-des-
congelacion, conforme se incremen-
taba el periodo de refrigeracion pre-
vio a la congelacion (de un 20 a un
38%), si bien no encontraron diferen-
cias significativas, probablemente
como consecuencia del bajo niimero
de pajuelas que evaluaron en dicho
estudio. En nuestro estudio, la falta
de diferencias en los porcentajes de
anomalias morfoldgicas y acrosomias
post-descongelacion entre los dife-
rentes grupos experimentales resulta
consistente con el analisis de motili-
dad espermatica, puesto que la moti-
lidad espermatica no se modifica sus-
tancialmente en las muestras congela-
das tras un periodo previo de refrige-
racion y las muestras congeladas tras
un protocolo convencional. En este
sentido, la refrigeracion del semen
(hasta 48 horas) antes de congelarse y
la crio-preservacion directa podran
considerarse procesos igualmente
validos.

En conclusion, nuestro estudio
mostr6 que la refrigeracion del semen
(4°C) hasta 48 horas antes de la con-
gelacion no producia una disminu-
cion en la calidad del semen cuando
se comparaba con muestras seminales
congeladas de una manera tradicio-
nal. Por lo tanto, en la especie canina,
la congelacion del semen que haya
sido previamente refrigerado hasta 2
dias podria ser una alternativa tan
efectiva como el método habitual de
criopreservacion seminal. Las limita-
ciones asociadas con el transporte de
semen congelado podrian superarse
con el uso del semen refrigerado. De
esta forma, el semen refrigerado
podria ser directamente crioconserva-
do tras su envio, confirmando la com-
plementariedad de ambas técnicas
para la preservacion de muestras
seminales.
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Reconstruccion tridimensional
de la columna cervical en dos
potros neonatos

Carrascosa, C.; Fernandez, T.; Suarez, F.; Suarez-Bonnet, A.; Riskallal, C.; Rivero, M.A.; Radual Jaber, J.
Instituto de Sanidad Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Trasmontafa s/n
35416 Arucas (Gran Canaria). Espafia;Correspondencia: Email: jjaber@dmor.ulpgc.es

RESUMEN: El propdsito de este trabajo fue definir la anatomia normal de la columna cervical en dos potros
mediante la reconstruccion tridimensional usando la tomografia axial computarizada. Para ello se obtuvieron
imagenes transversales de 2 milimetros de espesor que proporcionaron excelentes detalles anatomicos de la
region cervical de la columna vertebral y de estructuras anatdmicas relevantes. La reconstruccion tridimensio-
nal puede ser una valiosa ayuda para el diagndstico en la evaluacién clinica de varias patologias espinales en
potros. Ademas, esta técnica puede ser usada como una herramienta muy util para la ensefianza de la anato-
mia en las facultades de veterinaria.

Palabras clave: tomografia axial computarizada, reconstruccion tridimensional, anatomia, columna vertebral,
équidos.

Analysis of Foal Cervical Spine using Three-Dimensional Computed Tomographic
Reconstruction

SUMMARY: The purpose of this paper was to describe the normal three-dimensional computed tomographic
reconstruction of the equine cervical spine. Two millimetres thick transverse images of two foals were obtained.
Images provided excellent anatomic detail of cervical spine and relevant anatomic structures were identified.
Tridimensional reconstruction can be a valuable diagnostic aid for clinical evaluation of several spinal disturban-

ces in foals. In addition, this technique can be used as a tool for teaching anatomy in veterinary schools.

Key words: Computed tomography, 3-D reconstruction, anatomy, spine, equine.

Introduccién

La tomografia axial computarizada
(TAC) es una técnica diagndstica que
utiliza rayos-x como fuente de ima-
gen. Su fundamento esta basado en el
estudio de una delgada seccion trans-
versal del cuerpo examinada desde
multiples angulos mediante un fino
haz de rayos-x. La radiacion transmi-
tida se calcula con un detector que
conectado a un ordenador analiza esta
informacion mediante un algoritmo
matematico que la transforma en una
imagen tomogréfica (8). Cuando se
compara con la radiografia conven-
cional, la imagen digital generada por
la TAC permite un mejor contraste de
tejidos. La manipulacion de su escala
de grises permite una visualizacion
optima de todos estos tejidos dentro
de una seccion corporal. Normalmente,
el paciente se posiciona horizontal-

mente en la camilla del aparato de
TAC para la adquisicion de una ima-
gen en el plano transversal. La mayo-
ria de los aparatos de tomografia axial
computarizada pueden reorientar
estos datos para elaborar cambios en
los planos sagital, dorsal, paraxial u
oblicuo (11).

Los avances y mejoras recientes
en esta técnica de imagen han permi-
tido la aplicacion de programas infor-
maticos para la generacion de image-
nes tridimensionales de un area de
interés anatomico. Esta técnica
requiere de multiples secciones de
pequeiio grosor que permiten obtener
imagenes de las estructuras dseas con
diferentes grados de rotacién y una
mejor visualizacion de los detalles
anatomicos (10). La reconstruccion
tridimensional mediante tomografia
axial computarizada ha sido usada
previamente para la evaluacion de la

columna vertebral cervical y lumbar
canina (6) y el estudio anatomico de
la cabeza de leones marinos (3).

La contribucion de la TAC al
conocimiento anatomico y clinico de
la especie equina esté limitada por el
alto coste y la ausencia de un adecua-
do disefio de estos equipos para caba-
llos adultos. Los escaner de TAC usa-
dos en medicina veterinaria proceden
de aquellos disefiados para pacientes
humanos; por lo tanto, este tipo de
maquinas son aptas unicamente para
potros debido a las limitaciones de
tamafio del equipo. Debido a esto, la
mayor parte de los estudios en el
caballo se centran en los procedi-
mientos técnicos (2), o estudios par-
celarios de la cabeza (1, 13, 15) y de
la parte distal de las extremidades
(12, 14).

Este trabajo describe la porcion
cervical de la columna vertebral en dos
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potros mediante la reconstruccion tri-
dimensional con tomografia axial
computarizada. La aplicacion de esta
técnica podria contribuir al conoci-
miento de la relacion normal de las
vértebras cervicales y a una mejor
comprension y evaluacion clinica de
algunas patologias responsables de
causar incoordinacion y alteraciones
locomotoras en caballos.

Material y métodos

Las imagenes de TAC fueron obteni-
das de dos potros neonatos de 5 dias
de edad y de raza Quarter Horse, clini-
camente normales. Para realizar este
estudio ambos animales fueron prea-
nestesiados con xylacina a 0,5 mg/kg,
IV (Rompun®, Bayer HealthCare
AG, Alemania). La anestesia se indu-
jo con un bolo de propofol a 2.0-2.5
mg/kg, IV (Diprivan®, AstraZeneca,
Reino Unido) administrado a través
de un catéter yugular. Los potros fue-
ron intubados con un tubo endotra-
queal para mantener la via aérea. Los
potros anestesiados se colocaron en
decubito esternal sobre la mesa del
escaner, monitorizando su frecuencia
respiratoria y cardiaca. Mediante un
equipo de cuarta generacion (General
Electric Medical System, Milwaukee,
USA) se obtuvieron una serie de ima-
genes transversales de 2mm de espe-
sor, desde los condilos occipitales
hasta la quinta vértebra cervical,
haciendo especial enfasis en las areas
atlantoaxial y atlantooccipital. Los
parametros usados para las imagenes
de TAC fueron 120 kVp y 560 mAs.

Resultados

La reconstruccion tridimensional por
TAC permiti6 la visualizacion de
todas las partes de las vértebras, inclu-
yendo sus articulaciones (Figuras 1,
2A, 2B). Las imagenes mas represen-
tativas fueron seleccionadas para
mostrar detalles anatomicos de las
estructuras incluidas en la region cer-
vical de la columna vertebral. Las
ultimas dos vértebras no se incluyen
porque éstas mostraron multiples arte-
factos en su reconstruccion. En una

Figura 1. Imagen tridimensional por TAC de la columna cervical, vision lateral. 1. Arco dor-
sal del atlas. 2. Apofisis transversa (ala) de Atlas. 3. Agujero transverso del atlas. 4. Apofisis
espinosa del axis. 5. Apofisis articular caudal del axis. 6. Apofisis transversa del axis. 7. Agujero
transverso del axis. 8. Apdfisis articular craneal de la tercera vértebra cervical. 9. Tubérculo ven-
tral de la apdfisis transversa de la tercera vértebra cervical. 10. Tubérculo dorsal de la apdfisis
transversa de la tercera vértebra cervical. 11. Apofisis articular caudal de la tercera vértebra cer-
vical. 12. Cresta ventral del cuerpo de la cuarta vértebra cervical. 13. Articulacion entre los pro-
cesos articulares.

Figura 2. Imagen tridimensional reconstruida por TAC de la columna cervical, visién dor-
sal (A) y ventral (B). 1. Apofisis paracondilar del hueso occipital (vista ventral solamente). 2.
Condilos occipitales (vista dorsal solamente). 3. Articulacion atlantooccipital (solo en la vision
ventral). 4. Escotadura alar (vista dorsal solamente). 5. Ala del atlas. 6. Agujero magno (vista
ventral solamente). 7. Fosa del atlas (vista ventral solamente). 8. Tubérculo dorsal del atlas (vista
dorsal solamente). 9. Agujero transverso del atlas. 10. Diente del axis y articulacion atlantoaxial.
11. Apofisis espinosa del axis (vista dorsal solamente). 12. Apofisis articular craneal del axis.
13. Apofisis transversa del axis. 14. Agujero transverso del axis. 15. Apdfisis espinosa de la ter-
cera vértebra cervical (vista dorsal solamente). 16. Tubérculo ventral de la ap6fisis transversa de
la tercera vértebra cervical. 17. Articulacion entre los cuerpos vertebrales. 18. Articulacion entre
las apofisis articulares. 19. Tubérculo dorsal de la apdfisis transversa de la quinta vértebra cer-
vical. 20. Cresta ventral de la quinta vértebra cervical (vista ventral solamente).

vision lateral de una imagen tridimen-
sional reconstruida por TAC de la
region cervical se puede ver la morfo-

logia del atlas o primera vértebra cer-
vical. Esta se articula con la cabeza
cranealmente, mostrando procesos
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articulares modificados también
denominados foveas articulares, que
una vez que se relacionan con los con-
dilos del hueso occipital forman la
articulacion atlanto-occipital. También
se visualizaron los agujeros transver-
sos localizados lateralmente en las
alas del atlas. El axis o segunda vérte-
bra cervical mostré un proceso espi-
noso alargado y modificado como
principal caracteristica. En esta vision
se observo la superficie articular cra-
neal y los procesos articulares cauda-
les orientados ventrolateralmente. A
nivel de la base de su proceso trans-
verso podia ser identificado el peque-
flo agujero transverso. En el resto de
las vértebras se identificaron los
tubérculos dorsales y ventrales de los
procesos transversos, donde se podia
observar como los tubérculos ventra-
les eran més prominentes en las vérte-
bras cervicales mas caudales. En estas
ultimas vertebras se identificaban los
procesos articulares caudal y craneal,
asi como sus superficies articulares.
Se pudo observar ademas, la cresta
ventral surgiendo de los cuerpos ver-
tebrales (Figura 1). En la vista dorsal
y ventral de la columna cervical
(Figura 2), se podian observar los con-
dilos occipitales articulandose con las
foveas articulares craneales del atlas.
En esta imagen también se identifica-
ba el diente del axis y su fijacion a la
fovea articular caudal situada en el cau-
dal del arco ventral del atlas. Los pro-
cesos articulares craneales del axis se
ajustaban a cada fovea caudal del
atlas. En la vision dorsal, el proceso
espinoso del axis se continuaba cau-
dalmente hasta los procesos articula-
res caudales mediante dos crestas. La
raiz de cada ala del atlas estaba perfo-
rada por la escotadura alar, que des-
embocaba dentro de la fosa del atlas.
El agujero transverso se situaba cau-
dalmente dentro de las masas laterales
del atlas, asi como a cada proceso
transverso del resto de vértebras cer-
vicales. En ambas visiones, los tubér-
culos dorsales y ventrales del proceso
transverso de cada vértebra podian ser
identificados. En la vision ventral se
mostraban otras estructuras como el

proceso paracondilar del hueso occi-
pital y el agujero magno (Figura 2).

Discusion

Recientemente, la disponibilidad de
equipos usados y la disminucion en
los costes de mantenimiento, han faci-
litado un incremento del uso de la
TAC en medicina veterinaria (1, 2, 6,
12, 13, 14, 15). Esta permite obtener
imagenes de alta resolucion con un
adecuado contraste de los tejidos
blandos. Sin embargo, la calidad de
estas imagenes puede verse afectada
negativamente por el movimiento del
paciente, por lo que generalmente
todos los estudios de TAC son realiza-
dos sobre pacientes anestesiados. A
pesar de ello, esta técnica es una exce-
lente herramienta para el diagndstico
de muchas enfermedades en medicina
de pequefios y grandes animales.

La reconstruccion tridimensional
por TAC es un eficaz procedimiento
que hasta la fecha no ha sido usado
con mucha frecuencia en medicina
veterinaria. La recopilacion de datos
requiere de multiples secciones para-
lelas obtenidas en el mismo plano.
Para reducir los artefactos producidos
por el movimiento del paciente se uti-
liza un escaner muy rapido que permi-
te obtener una secuencia de imagenes
de gran calidad (8). Las ventajas de
este procedimiento son que la superfi-
cie de las estructuras 6seas pueden ser
visualizadas con diferente grado de
rotacion y sin la superposicion de teji-
dos blandos. Ademas, la extension de
las lesiones dseas puede ser visualizada
con excelente detalle gracias a un pro-
grama informatico que permite que la
superficie 0sea puede ser representada
como una imagen en 3-D (10).

El uso de la reconstruccion en 3-
D por TAC ha sido una importante
ayuda diagnodstica en la evaluacion
clinica de malformaciones de verte-
bras cervicales, cambios degenerati-
vos en sus caras articulares o esteno-
sis cervicales en animales domésticos
(6). En contraste, solo unos pocos
estudios han hecho mencion a des-
cripciones anatomicas de areas espe-

cificas (3). La TAC es uno de los
métodos mas empleados para la valo-
racién de la columna vertebral y el
diagnostico de enfermedades lumbo-
sacras en medicina humana (4, 5). Sin
embargo, existen pocos informes dis-
ponibles sobre la aplicacion de la
TAC o la reconstrucciéon en 3-D de
cualquier region de la columna verte-
bral de mamiferos terrestres y la
mayoria de éstos han sido realizados
en animales muertos, destacando
aquellos que describen la anatomia
normal de la columna vertebral cani-
na mediante comparaciéon de image-
nes tomograficas con cadaveres (7,
9). En este estudio hemos intentando
hacer nuestras observaciones sobre
estructuras reconocibles en animales
vivos neonatales. Aun asi serian
necesarios mas trabajos para definir
el alcance de la reconstruccion en 3-
D por TAC, tanto para imagenes mor-
fologicas basicas, como para la inter-
pretacion de aquellas en pacientes
con signos clinicos. Gran parte de
esto, sin embargo, tendra que venir de
la experiencia clinica continuada y la
comparacion constante entre image-
nes anatomicas o patologicas y el
resultado de estudios post-mortem.

Desde el punto de vista docente,
la tecnologia de imagenes en tres
dimensiones puede facilitar la ense-
flanza de anatomia a los estudiantes
de veterinaria, permitiendo la vision
de estructuras de una forma realista y
tridimensional. Por lo tanto, esta téc-
nica es una herramienta anatomica
que permite la visualizacion de los
huesos, la red vascular y de ciertos
tejidos blandos seleccionados en una
imagen tridimensional. Esta técnica
elimina la dificultad de visualizar
estructuras de la columna vertebral en
imagenes o dibujos usados en la
mayoria de los libros de texto de ana-
tomia. Como la experiencia con la
radiografia simple sugiere que exis-
ten variaciones entre caballos norma-
les, serian necesarios mas casos para
determinar variaciones en potros cli-
nicamente normales.
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Hepatitis Reactivas no
Especificas en Delfines Mulares
(Tursiops truncatus) varados
en las Islas Canarias: Estudio
Patologico e Inmunohistoquimico

Jaber, J. R.*; Pérez, C.(1); Carrascosa, C.; Peiia, S.; Monzén, M.; Suarez-Bonnet, A.; Diaz, B.; Zafra,

R.(1); Herraez, P.; Fernandez, T.; Fernandez, A.

Facultad de Veterinaria, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Islas Canarias (Espafa)

(1) Departamento de Anatomia y Anatomia Patolégica Comparada, Facultad de Veterinaria, Universidad de Cérdoba,
Espafia.

RESUMEN: Este trabajo describe los hallazgos macroscdpicos, histopatoldgicos e inmunohistoquimicos en lesio-
nes de hepatitis reactivas no especificas (NSRH) en 17 delfines mulares (Tursiops truncatus) varados en las cos-
tas de las Islas Canarias. La apariencia histoldogica de las NSRH estaba caracterizado por una proliferacion de
células de Kupffer y la presencia de granulocitos, asi como de linfocitos y células plasmaticas distribuidas por el
parénquima hepatico y en el estroma portal o perivenular, con o sin evidencia minima de necrosis de hepatoci-
tos. La NSRH fue diagnosticada en todos los animales del estudio, donde 14 de los 17 cetaceos del estudio eran
del tipo crénico, y los 3 restantes, presentaban la forma activa reactiva crénica. La NSRH presentaba un infil-
trado inflamatorio compuesto de linfocitos T CD3* y células plasmaticas IgG* en los espacios porta y sinusoides
hepaticos. El anticuerpo policlonal anti-S100 reaccioné con un nimero variable de linfocitos de los espacios porta
y los sinusoides hepaticos, asi como con las células de Kupffer y las células epiteliales de los conductos biliares.
La presencia de sustancias contaminantes, asi como las infestaciones parasitarias o infecciones encontradas en
el higado y otros 6rganos fueron asociadas con la NSRH.

Palabras Clave: higado, delfin, hepatitis, contaminantes, inmunohistoquimica.

Non-specific chronic reactive hepatitis in Bottlenose Dolphins (Tursiops truncatus),
stranded in the Canary Islands: pathological and immunohistochemical study

SUMMARY: This paper describes the gross, histopathological and immunohistochemical features of non-speci-
fic reactive hepatitis (NSRH) lesions in 17 bottle-nosed dolphins (Tursiops truncatus) stranded on the coast of
Canary Islands (Spain). The histological appearance of NSRH was the proliferation of Kupffer cells and presen-
ce of granulocytes, as well as lymphocytes and plasma cells scattered thorough the liver parenchyma and in the
portal or perivenular stroma, without or with minimal evidence of hepatocyte necrosis. NSRH was diagnosed in
all the animals of the study, where 14 out of 17 showed the chronic reactive stage, and the remaining three ani-
mals presented the chronic reactive active stage. NSRH was composed of inflammatory infiltration of CD3+ T
lymphocytes and IgG+ plasma cells in portal spaces and hepatic sinusoids. The anti-S100 polyclonal antibody
reacted with a variable number of lymphocytes from portal areas and hepatic sinusoids, as well as with Kupffer
cells and epithelial cells of the bile ducts. The presence of persistent pollutants, as well as parasitic infestation
or infections in the liver was related with the incidence of NSRH in animals of the study.

Keys words: liver, dolphin, hepatitis, contaminants, immunohistochemistry.
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Introduccion

Las hepatitis han sido diagnosticadas
tanto en delfines de vida libre como
en cautividad (1, 6, 8, 16, 24, 30,).
Los desordenes hepaticos cronicos de
causa desconocida son comunes en
delfines y suelen estar caracterizados
clinicamente por pérdida de peso e
ictericia. Las lesiones hepaticas con-
sisten en la degeneracion de hepatoci-
tos, cambios grasos y fibrosis. La
hepatitis aguda en delfines puede
estar causada por toxinas alimenticias
o ambientales, y agentes biologicos
como virus, bacterias, hongos y para-
sitos. Generalmente, Los cambio his-
topatologicos del higado pueden dar
una idea de la etiologia de este tipo de
hepatitis en delfines (30). En todos
estos estudios previos, las formas
mas comunes de hepatitis fueron
hepatitis no purulentas, hepatitis
intersticiales y pericolangitis subagu-
da o cronica. Sin embargo, solo en
algunos de éstos ha sido descrita la
hepatitis reactiva cronica no especifi-
ca (NSRH) (16).

En mamiferos terrestres, la
NSRH es una forma de hepatitis cro-
nica que se define como una entidad
morfoldgica ampliamente distribuida
por el higado, representando el resi-
duo de una enfermedad intrahepatica
inflamatoria previa o una respuesta a
una variedad de procesos extrahepati-
cos como por ejemplo enfermedades
febriles, inflamacion en alguna parte
del lecho visceral o enfermedad celia-
ca (26, 27, 28, 32).

Los delfines, como otros cetaceos,
estan en la cima de la cadena alimen-
taria marina y pueden acumular conta-
minantes en sus tejidos durante su
vida. Los compuestos organoclorados
(OCs), especialmente bifenilos poli-
clorados (PCBs) y diclorodifeniltriclo-
roetanos (DDTs) han tenido una gran
repercusion por sus efectos perjudicia-
les en la salud de los mamiferos mari-
nos (2, 3,7, 12, 17, 18, 20, 31).

A pesar del gran nimero de estu-
dios toxicologicos realizados en del-
fines, no se han realizado trabajos
que correlacionen los estudios toxico-

logicos e histopatologicos del higado.
Dichos estudios podrian proporcionar
una valiosa informacion sobre la
causa de hepatitis cronica y otras
enfermedades que afectan a mamife-
ros marinos.

El proposito de este estudio con-
sisti6 en describir los cambios histo-
patologicos y la naturaleza del infil-
trado inflamatorio en las lesiones de
NSRH observadas en 17 delfines
mulares varados en las Islas Canarias,
correlacionando la gravedad de la
NSRH con los niveles de un niimero
de contaminantes en la grasa y el
higado, y la presencia de otras infec-
ciones y enfermedades sistémicas.

Material y métodos
Animales y estudio patolégico

Un total de 17 delfines mulares (9
machos y 8 hembras) fueron incluidos
en este estudio. El examen post-mor-
tem fue realizado segiin el protocolo
estandar para los cetaceos (25). Tres
muestras de cada higado, asi como de
los nodulos linfaticos fueron incluidos
en el estudio, para después ser fijadas
en formol al 10%, deshidratadas en
alcohol e incluidas en parafina. Las
secciones (4 mm de grosor) fueron
cortadas y tefiidas con hematoxilina-
eosina para su examen histopatologi-
co. El nimero de neutrofilos, linfoci-
tos y células plasmaticas presentes en
el infiltrado inflamatorio se contaron
en 15 campos seleccionados al azar de
640x, incluyendo espacios porta y
sinusoides hepaticos. Las NSRH fue-
ron clasificadas como leves, cuando

se observaban entre 20-50 células por
campo; moderadas (entre 50-75 célu-
las por campo) y severas (mas de 75
células por campo).

Estudio inmunohistoquimico

Las secciones seleccionadas fue-
ron tefiidas con el test de inmunope-
roxidasa para morbilivirus (23). El
método de la avidina-biotina-peroxi-
dasa (ABC) fue utilizado para estu-
diar el inmunofenotipo del infiltrado
inflamatorio presente en las lesiones
hepaticas (15). La actividad endoge-
na de la peroxidasa fue bloqueada por
la incubacion en peroxido de hidroge-
no al 0.3% en metanol durante 30
minutos. La incubacion en pronasa al
0.01% (Sigma Chemicals, St Louis,
MO, EEUU) durante 10 minutos a
temperatura ambiente fue utilizada
como método en la recuperacion del
antigeno para todos los anticuerpos a
excepcion del MHC de Clase II,
donde se aplico incubacion en acido
citrico al 0.01 M en microondas a
100° durante 7 minutos (Tabla 1).
Posteriormente, las secciones fueron
aclaradas en solucion tampon fosfato
salino (PBS) al 0.01 M, pH 7.2 ¢
incubadas durante 30 minutos con
suero normal de cabra al 10% (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA)
a temperatura ambiente (20-25°C).

Después de tres aclarados en PBS,
un suero biotinilado de cabra para
anticuerpos anti-inmunoglobulina G
de conejo diluido en PBS (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA)
fue utilizado durante 30 minutos
como reactivo secundario para los

Tabla 1. Detalle de los anticuerpos primarios usados en este estudio.

Especificidad Especies Método de Dilucién Fuentet
de origen tratamiento*

CD3 (pAb) Humana Pronasa 1/200 Dako

1gG (pAb) Humana Pronasa 1/50 Dako

MHC Clase II (pAb) Humana Microondas 1/50 Daki

Proteina S100 (pAb) Bovina Pronasa 1/200 Dako

Lisozima (pAb) Humana Pronasa 1/250 Dako

* Mejor método de tratamiento de los tres testados para cada anticuerpo

1t Dako (Glostrup, Denmark).

pAb: anticuerpo policlonal; mAb: anticuerpo monoclonal
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anticuerpos policlonales primarios
(pAbs), mientras que este mismo
suero de cabra biotinilado para anti-
cuerpos anti-inmunoglobulina de raton
diluido en PBS (Dako) se utilizo como
reactivo secundario para los anticuer-
pos monoclonales primarios (mAbs)
durante 30 minutos. El complejo ABC
(vector) diluido en PBS fue aplicado
como tercer reactivo. Entonces, estas
secciones fueron incubadas con 33’ -
tetrahidrocloridro de diaminobencidi-
na (sigma), diluido al 0.035% en tam-
pon salino (pH 7.6) conteniendo pero-
xido de hidrégeno al 0.01%. Final-
mente, las secciones fueron aclaradas
en agua corriente, contratefiidas con
hematoxilina de Mayer y montadas
con Eukitt. Como controles negativos,
los anticuerpos primarios especificos
fueron sustituidos por un tamp6n fos-
fato salino de conejo o raton. Como
controles positivos se utilizaron sec-
ciones de tejido procedentes de nodu-
los linfaticos mesentéricos de delfin y
humano. Las secciones de tejido de
animales sin evidencia de enfermedad
hepatica fueron utilizadas como higa-
dos control.

Estudio toxicologico

Para llevar a cabo este estudio se ana-
lizaron muestras de grasa e higado
para detectar las concentraciones de
PCB y DDT en 11 de 17 delfines
mulares. La concentracion total de
PCB fue calculada como la suma de
11 derivados policlorados bifenilicos
(PCBs) (IUPAC # 28, 52, 101, 105,
118, 138, 149, 153, 156, 180 y 187).
Las concentraciones de DDTs se cal-
cularon como la suma de seis com-
puestos de DDT (pp’-DDE, pp’-
DDT, pp’-DDD, op’-DDE op’-DDT,
op’-DDD). Los niveles de PCB y
DDT se compararon con el umbral
toxicologico de aquellas concentra-
ciones encontradas en otros estudios
en mamiferos marinos (5, 12, 18, 19).

Resultados

La hepatitis reactiva cronica no espe-
cifica (NSRH) fue diagnosticada en

A Figura 1. Higado de delfin mular. Hepatitis reactivas cronicas no especifica, infiltrado infla-
matorio en el estroma de areas portales (flecha) y sinusoides hepaticos, donde se identifican acu-
mulaciones de linfocitos y células plasmaticas (flecha). HE, Bar = 200 pm.

todos los animales examinados,
donde se observo como 2 de las 17
eran severas, otras 2 eran moderadas,
y las restantes fueron consideradas
como leves. La tnica evidencia
macroscopica de esta enfermedad fue
un moderado aumento en el tamafio
del higado. De acuerdo a la composi-
cion y gravedad del infiltrado infla-
matorio identificado en estos tejidos
se distinguieron dos tipos diferentes
de NSRH: Hepatitis reactiva activa
cronica no especifica y hepatitis reac-
tiva cronica no especifica.
Histologicamente, la NRSH esta-
ba compuesto por un infiltrado infla-
matorio en las areas portales y en el
parénquima sin evidencias de necro-
sis hepatocelular; en el primer tipo
(hepatitis reactiva activa cronica no
especifica) habia un infiltrado leve-
moderado, compuesto principalmente
por neutréfilos en el estroma de las
areas portales y de diferente intensi-
dad entre las mismas, que incluia
tractos portales normales, asi como
de una leve a marcada proliferacion
de leucocitos y células de Kupffer en
los sinusoides y algunos neutréfilos
en el estroma alrededor de las venas
hepaticas. En el segundo tipo (hepati-
tis cronica reactiva no especifica), la
inflamacion estaba compuesta por

células plasmaticas y linfocitos en el
estroma de las areas portales, alrede-
dor de las venas hepaticas y también
dentro de los sinusoides hepaticos
(Fig. 1).

La hepatitis reactiva activa croni-
ca no especifica fue diagnosticada en
3 de los 17 animales del estudio;
donde también se detectd colangitis
parasitaria. Los ceticeos con severa
NRSH (una del tipo cronico y otra del
tipo activo) mostraron abundante
infiltrado inflamatorio de neutrofilos,
linfocitos y células plasmaticas en las
areas portales y los sinusoides hepati-
cos, en estos ultimos se observaron
acumulos intravasculares de linfocitos
y células plasmaticas (Fig. 1).

Cinco animales con NRSH mos-
traron parasitos en conductos biliares
que fueron identificados como
Campula spp.. Estos trematodos pro-
ducian un dafio severo en los conduc-
tos biliares, dando lugar a colangitis
focal supurativa, colangitis necroti-
zante severa o una colangitis cronica
granulomatosa. Estos parésitos tam-
bién fueron encontrados en los con-
ductos pancreaticos de dos de los ani-
males examinados con NRSH.

Todos los animales diagnosticados
de NRSH presentaron algin proceso
extrahepatico pre-existente que podia
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NSRH.

Tabla 2. Diagnostico de causas extrahepaticas en animales con diferente grado de

Diagnéstico

Sinusitis parasitaria

Pneumonia

Gastritis Enteritis

3(1,1, 1)

8(3,3,2,1,1,1,1, 1)

4(2,1,1,1) 2(@,1)

Tursiops truncatus y grado de NRSH.

(1) NSRH leve, (2) NSRH Moderada, (3) NSRH Severa

Tabla 3. DDTs y PCBs en blubber (ng g' wet wt) e higado (ng g' wet wt) de

(36,740)  (1,326)

Blubber Higado grado
PCBs DDT PCBs DDT NRSH
TT 43 -- - 1,035 460 1
301 147
TT 50 833 220 2
(990)* 147
19,970 15,592
TT 78 52,374 2,529 3
(107,549) (152,862) 3
TT 93 -- -- 6,638 3,171 3
1,972 950
TTC 94 2,028 706 1
(3,912)  (1,885)
33,212 21,050
TT 124 2,597 1,190 1
(136,679) (86,625)
10,133 3,347
TT 144 -- -- 1
(18,062) (5,977)
585 222
TT 145 -- -- 1
(1,069)  (406)
7269 6,830
TT 168 373 265 1
(12,664) (11,899)
7810 4,207
TT 171 -- -- 1
(14,021) (7,553)
12,859 464
TT 311 -- -- 1

haber influido en la aparicion de las
NSRH (Tabla 2). De esta manera, se
observo una abundante infestacion por
nasitrema spp en los sacos paranasales
de 3 de los animales con NRSH. Varios
tipos de neumonia fueron encontrados
en los cetaceos de este estudio. Seis de
estos casos con grave o leve infestacion
por parasitos pulmonares (Pseudalius
inflexus y Stenurus minor), mostrando
lesiones macroscopicas e histologicas

TT = Tursiops truncatus con su numero de referencia.
*En parentesis concentracion en grasa también en ng g-1 lipid wt.

consistentes con neumonia parasitaria,
mientras que otros 2 casos de neumonia
rean debidos a una infeccion bacteriana
(Corynebacterium spp. y, Staphylococ-
ccus spp.). Otros animales fueron diag-
nosticados de gastritis y/o enteritis; en 4
animales. la gastritis se debia a una
infestacion por el nematodo Anisakis
simplex. Otros 2 animales con NRSH
presentaron enteritis de etiologia desco-
nocida.

No se detectaron antigenos para
Morbillivirus en ninguno de los ani-
males del presente estudio. El patron
de inmunoreactividad y la distribucion
de las células inmunomarcadas con
anticuerpos CD3, IgG, S-100, lisozi-
ma y MHC de Clase II fue muy simi-
lar en los nédulos linfaticos humanos
y de delfin mular. En los higados con-
trol s6lo se aislaron linfocitos T CD3™
y en menor cantidad células plasmati-
cas IgG™" tanto en los espacios porta
como en los sinusoides hepaticos. El
MHC de Clase II fue expresado oca-
sionalmente por células dentriticas en
los espacios porta, mientras que la
lisozima era expresada por células de
Kuppfer, monocitos circulantes y
macrofagos aislados dentro de los
espacios porta. En las NSRH, el infil-
trado inflamatorio estaba compuesto
por células plasmaticas y algunos lin-
focitos localizados en el parénquima
hepatico y las areas portales. En estas
lesiones se encontraron pequefos gru-
pos de células T CD3™ tanto en los espa-
cios porta, como en los sinusoides
hepaticos (Figura 2). Algunos macro-
fagos en los espacios porta, asi como
células de Kupffer, y ocasionalmente
monocitos circulantes fueron positi-
vos a lisozima. El anti-S100 pAb
reacciond con un nimero variable de
linfocitos en las areas portales y sinu-
soides hepaticos, asi como con células
de Kupffer y células epiteliales de los
conductos biliares. Un escaso niimero
de macrofagos localizado en las areas
portales, asi como de células de
Kupffer fueron positivos para el MHC
de Clase II. La mayoria de las células
plasmaticas observadas en las areas
portales y los sinusoides hepaticos
fueron positivos para IgG (Figura 3).

Los niveles de compuestos orga-
noclorados (OCs) en el blubber y el
higado de los delfines mulares se pre-
senta en la tabla 3. De todos estos
compuestos, fueron los PCBs los que
presentaban mayor concentracion en
los tejidos analizados. En general, se
observo que los niveles de PCB en el
higado eran menores que los encontra-
dos en el blubbler. En este tltimo, los
niveles oscilaron entre 301 y 33,212
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ng/g ww, mientras que en higado se
situaron entre 373 y 52,374 ng/g ww.
Similar composicion de derivados de
PCB fue identificada en los dos teji-
dos, aparentemente con gran contri-
bucion de hexa y heptaclorobifenilos.
Dentro de los pesticidas organoclora-
dos, el DDT, estuvo presente en
mayor concentracion (Tabla 3). La
concentracion de DDTs en el blubber
oscilaron entre 147 y 21,050 ng /g
ww y en el higado entre 220 y 3171
ng/g ww. El p,p"-DDE fue el compo-
nente, del grupo del DDT, con mayor
concentracion en los dos tejidos ana-
lizados.

Discusion

Los cambios hepaticos en la serie de
cetaceos estudiados fueron similares
a los hallados en un grupo de 14
ejemplares de delfin comun (15). De
esta manera, la hepatitis reactiva cro-
nica no especifica fue la lesion hepa-
tica mas comun en este estudio. Esta
lesion ha sido definida en humanos
(11, 13, 27, 28) y perros (9, 32) como
una entidad caracterizada por la pro-
liferacion de células de Kupffer y la
presencia de granulocitos asi como
células mononucleares diseminadas
por todo el parénquima hepatico y el
estroma portal o perivenular, sin o
con minima evidencia de necrosis
hepatica. La causa de este tipo de
hepatitis no es bien conocida y se han
sugerido diferentes etiologias inclu-
yendo endotoxinas debido a sepsis o
incremento de la absorcion gastroin-
testinal, una reacciéon inmunoldgica
en el higado por una enfermedad sis-
témica, enfermedades febriles o infla-
macion en el lecho visceral (32).
Una variedad de procesos infla-
matorios hepaticos y extrahepaticos
fue hallado en los animales con
NRSH de nuestro estudio. Con fre-
cuencia se observaba la acumulacién
de linfocitos y de células plasmaticas
intrasinusoidales en aquellos cetace-
os con severa NSRH en asociacion
con parasitosis de los conductos bilia-
res, parasitos pulmonares e infesta-
cion de sacos paranasales, asi como
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Figura 2. Higado de delfin mular. Hepatitis reactivas cronicas no especifica, se observan peque-
flos grupos de células CD3" T en espacios porta y sinusoides hepaticos. ABC, Bar =200 um.

infecciones bacterianas. Por lo tanto,
este hallazgo, probablemente, sea
consecuencia de la persistencia local
o sistémica de la estimulacion antigé-
nica del sistema inmune causada por
la infeccion o la infestacion, lo cual
ha sido descrito en seres humanos
(28) y perros (9, 32).

Los anticuerpos anti-CD3, IgG,
lisozima y proteina S100 expresaron
inmunoreaccion en los cortes proce-
dentes de nodulos linfaticos de delfin,
con un patroén similar a la obtenida en
la especie de origen u otras especies
(29). Estos resultados sugieren que
estos anticuerpos son apropiados para
estudios inmunohistoquimicos en
tejidos fijados en formol. Esto es de
interés debido a la escasez del niime-
ro de anticuerpos de los leucocitos
utilizados en tejidos. El estudio inmu-
nohistoquimico reveld que la NSRH
estaba compuesta principalmente por
infiltracion de células plasmaticas
IgG" dentro de los sinusoides y en
los espacios porta, y en menor niime-
ro de linfocitos T CD3™ | principal-
mente localizados en los espacios
porta. En otras especies, como el
perro, la hepatitis cronica reactiva no
especifica esta también caracterizada
por un infiltrado linfoplasmocitario
en los espacios portales y sinusoides

hepaticos (9, 32); sin embargo, toda-
via el inmunofenotipo de este infiltra-
do no ha sido descrito. La naturaleza
del infiltrado inflamatorio observado
en los cetaceos de este estudio sugie-
re una respuesta humoral local ya que
las células IgG eran abundantes,
mientras que la cantidad variable de
linfocitos CD3™ indica una respuesta
celular local variable.

La bioacumulacion de Ocs en
tejidos de delfines ha sido descrita en
delfines (10, 14, 39), pero las impli-
caciones patologicas no estan del
todo claras (4, 37). Los niveles de
PCB y DDT en el blubber y el higado
se consideraron en el rango medio
con respecto a otras poblaciones de
delfines (7, 35). La concentracion de
PCB en el blubber de cuatro de nues-
tros delfines fue mas elevada que la
concentracion umbral establecida
para mamiferos marinos (21). En los
siete animales donde se detectaron
PCBs, también se observd NSRH.
Dos de los animales con mayor seve-
ridad de NSRH mostraron mayor
concentracion de derivados de PCBs,
lo que podria estar relacionado con la
patogenia de este proceso. Las con-
centraciones de DDT en algunos
machos adultos analizados en este
estudio puede haber sido peligrosa.
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IgG" (flechas). ABC, Bar =50 um.

Asi, las concentraciones de DDTs en
el higado de tres machos adultos (TT
78, TT 93, C124) fueron mas del
doble de la dosis efectiva que produ-
ce desordenes endocrinos en mamife-
ros terrestres (22) y marinos (36).
Todos los animales analizados con
pesticidas organoclorados mostraron
NSRH, pero en éstos ultimos la
NSRH fue mas severa. Lesiones
hepaticas similares fueron observa-
das en especies salvajes como los
0sos polares y los zorros articos
expuestos a contaminantes organicos
persistentes en su dieta natural (33,
34) donde las lesiones mas comunes
fueron hepatomegalia, esteatosis,
leve hiperplasia biliar e infiltracion
vascular de leucocitos.

En conclusion, las hepatitis reac-
tivas cronicas no especificas fueron
observadas en animales con desorde-
nes extrahepaticos relacionados con
procesos infecciosos o parasitarios y
presencia de contaminantes persis-
tentes en el blubber y el higado. Los
delfines con severa NSRH mostraron
los niveles mas elevados de PCBs en
higado. Aunque un efecto directo no
puede ser establecido para cualquiera
de estas etiologias es razonable pre-
sumir que la acciéon combinada de
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Figura 3. Higado de delfin mular. Hepatitis reactivas cronicas no especificas, mostrando un
infiltrado inflamatorio en el parénquima hepatico compuesto por numerosas células plasmaticas

estos contaminantes podria afectar a
la salud de los animales estudiados.
Grupos mas amplios de animales debe-
rian ser estudiados para saber mas sobre
los efectos fisiologicos de estos con-
taminantes en mamiferos marinos.
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Torsion de I6bulo pulmonar:
Revision de la bibliografia a
proposito de un caso clinico
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RESUMEN: La torsion del I6bulo pulmonar (TLP) es una patologia rara en perros y gatos y supone un elevado
riesgo para la vida del paciente, que en la mayoria de los casos requiere de una lobectomia. La TLP es una rota-
cién axial de un Iébulo pulmonar y su pediculo, normalmente centrada en el hilio o cerca de él. En este trabajo
de revisidn a propdsito de un caso clinico pretendemos, por un lado realizar una revisidon sobre la anatomia topo-
grafica del pulmon de las especies canina y felina, y en segundo lugar, a propdsito de un caso clinico, revisar y
actualizar la informacidn sobre la etiologia, signos clinicos, métodos de diagndstico, tratamientos y prondstico
de esta afeccion respiratoria. Por otra parte, también se discute la predisposicion de ciertas razas caninas para
desarrollar esta patologia.

Palabras clave: Perro, pulmoén, pediculo, torsion.

Lung lobe torsion: Review of the literature and a case report.

Summary

Lung lobe torsion is a rare life-threatening pathology in dogs and cats which in most cases requires a lobectomy.
Lung lobe torsion may be defined as the rotation of a lung lobe along its long axis with twisting of the broncho-
vascular pedicle at the hilus. In this paper, based on a case report, we review the veterinary literature about the

anatomic topography of the lung and also the etiology, diagnostic procedures, treatment and prognostic aspect
of this respiratory disorder. Besides, we also discuss the predisposition of certain canine breeds to develop the

disease.

Key words: Dog, lung, pedicle, torsion.

La torsion del 16bulo pulmonar (TLP)
es una patologia rara, que pone en peli-
gro la vida del paciente y que ha sido
descrita en perros, gatos y humanos
(Dye et al., 1998; Venuta et al., 2012).
La TLP se define como la rotacion de
un lobulo pulmonar en su eje largo
comprometiendo a su pediculo bronco-
vascular a nivel del hilio. La TLP ha
sido descrita como de origen esponta-
neo (en animales sin historia previa de
enfermedad o trauma) o secundaria a
condiciones predisponentes. En opi-
nion de los autores, se hace necesario
revisar la anatomia funcional y topo-
grafica del tracto respiratorio inferior,
para comprender las regiones que pue-
den desarrollar esta patologia y locali-
zar las estructuras comprometidas.

Anatomia y anatomia topogrdfica

Los pulmones derecho e izquierdo,
son los oOrganos fundamentales del
aparato respiratorio, ya que de la
fisiologia de su parénquima depende
el intercambio gaseoso en sangre.
Entre los bronquios principales que
resultan de la bifurcacion traqueal y
el tejido funcional respiratorio (alvé-
olos pulmonares) se intercala un
complejo arbol bronquial (Figura 1),
de bronquios de distinto calibre y
bronquiolos, gracias al cual se asegu-
ra una distribucion equitativa del aire
a los alvéolos y se completan los pro-
cesos de humidificacion y calenta-
miento del aire. Si prescindimos del
corazon y los grandes vasos, y de las

porciones intratoracicas de la traquea
y el es6fago, los pulmones ocupan la
cavidad tordcica y se disponen como
6rganos semicOnicos a uno y otro
lado del corazdn, desde la abertura
craneal del torax hasta el diafragma
(Figuras 1y 2).

Lobulacion pulmonar

Los pulmones, derecho e izquierdo,
de la especie canina presentan un
lobulo craneal y un l6bulo caudal. El
l6bulo craneal del pulmén derecho se
encuentra dividido en una porcion
craneal 'y una porcion caudal. El
I6bulo caudal no se encuentra divido,
y entre éste y la porcion caudal del
l6bulo craneal se topografia el 16bulo
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medio. También, el pulmén derecho
del perro presenta en su cara medial
un lobulo accesorio (Figura 2).

Vascularizacion pulmonar

Los pulmones presentan dos circuitos
vasculares independientes: un circui-
to sanguineo funcional, del que
depende el intercambio gaseoso, y
un circuito sanguineo trofico o nutri-
tivo que depende de los vasos bron-
quiales. Por el interior del pulmon, los
trayectos vasculares de ambas circu-
laciones acompanan al arbol bron-
quial (Figura 2), llegando en el cir-
cuito funcional a alcanzar las paredes
de los alvéolos y deteniéndose a nivel
de los bronquiolos en el circuito trofi-
co. Intimamente relacionado con el
circuito tréfico discurren las fibras
nerviosas simpdticas y parasimpati-
cas, asi como las finas redes de vasos
linfaticos. Debido a la multitud de
ramas de estos circuitos vasculares y
nerviosos, cuya explicacion e ilustra-
cion serian tan extensas como ocupar
otro articulo, remitimos a los lectores
a alguno de los numerosos tratados de
anatomia veterinaria con el objeto de
obtener un conocimiento pormenori-
zado de la vascularizaciéon pulmonar.

Etiologia

En principio cualquier mecanismo
que incremente la movilidad de un
16bulo pulmonar parece favorecer el
desarrollo de la torsion. Esta idea
induce a pensar que las torsiones
espontaneas de alguno de los 16bulos
pulmonares deberian ser poco fre-
cuentes, ya que son 6rganos que ocu-
pan casi la totalidad de la cavidad
toracica, sin embargo y como vere-
mos en el apartado de discusion,
debemos de considerar la torsion de
un lobulo pulmonar en el diagnéstico
diferencial de perros con disnea sin
patologia respiratoria previa. En pri-
mer lugar el colapso parcial del pul-
mon lo libera de sus relaciones espa-
ciales normales con la pared toracica,
mediastino y lébulos pulmonares
adyacentes, que pueden incrementar

la movilidad. Un neumotérax a ten-
sion junto a la consecuente atelectasia
lobular pulmonar, puede facilitar un
aumento de la movilidad que predis-
pone a la torsion. Los perros de razas
grandes y torax profundo se afectan
con frecuencia y en estos casos se
asocia a causas espontaneas y secun-
darias, teniendo los animales afecta-
dos una edad media de 3,5 anos. En
las razas toy los animales afectados
tienen una edad media de 1,7 afios
(Murphy et al., 20006).

Signos clinicos

En estudios recientes los motivos de
consulta mas frecuentes de pacientes
con TLP fueron letargia, taquipnea,
anorexia, disnea, tos, hematemesis,
reduccion de los sonidos pulmonares,
taquicardia, hipertermia, crepitacio-
nes en la auscultacion, palidez de
mucosas, deshidratacion, pulso débil
y vomito (Neath er al., 2000;
D’Anjou et al., 2005) (Tabla 1). La
duracion de los signos clinicos es
variable y segun algunos autores
podria estar relacionado con la talla
de los pacientes. En las razas toy los
signos clinicos tienen una duracion
media de 3 dias (de 1 a 9 dias), en las
razas pequefias la media se sitia en
3,5 dias (1 a 21 dias) y en las razas
grandes encontramos una media de
(4,5 dias (de 2 a 102 dias) (Murphy et
al., 2006). Los pacientes afectados
por TLP suelen desarrollar neutrofilia
con desviacion a la izquierda, mono-
citosis, eosinofilia y anemia
(D’Anjou et al., 2005; Murphy et al.,
2006). En un caso reciente se descri-
be en un carlino hembra de 3,5 afios,
un sincope tusigeno con torsion de
16bulo pulmonar en la porcion crane-
al del 16bulo izquierdo. En este caso
los signos clinicos observados fueron
unicamente taquipnea y taquicardia
con sincope tras un episodio de tos
(Davies et al., 2011).

Diagnostico

El diagnostico de TLP se hace en fun-
cion de diferentes hallazgos como son;

A Figura 1. En estas imagenes esquemati-
cas se aprecia la topografia y lobulacion pul-
monar. a. lobulo craneal izquierdo con sus
porciones craneal y caudal, a’. l6bulo crane-
al derecho, b. lobulo caudal izquierdo, b’.
I6bulo caudal derecho, c¢. 16bulo medio, d.
corazon, e. diafragma.

A Figura 2. En esta imagen esquematica se
aprecia la lobulacion pulmonar de la especie
canina y se representa su arbol bronquial. a.
lobulo craneal izquierdo con sus porciones
craneal y caudal, a”. 16bulo craneal derecho,
b. 16bulo caudal izquierdo, b". l6bulo caudal
derecho, c. l16bulo medio, d. 16bulo accesorio.

Signos clinicos

Disnea

Taquicardia

Anorexia

Letargia

Tos

Pirexia

Dolor abdominal

Palidez de mucosas

Cianosis

Disminucién de los sonidos
cardiopulmonares

disnea, hallazgos radiograficos de
efusion pleural y de patron de consoli-
dacion lobular pulmonar, sin o con
orientacion anormal del bronquio en
el lobulo afectado. La ecografia tora-
cica y la bronquioscopia aportan mayor
fiabilidad al diagnostico. Otros méto-
dos diagnosticos que pueden realizarse
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A Figura 3. A la apertura de la cavidad tora-
cica se evidencio un moderado hemotorax. La
apertura reglada de la cavidad toracica (hemi-
torax derecho) no permite en primera instan-
cia determinar el origen de la hemorragia.

Diagnésticos diferenciales

Neumonia

Tromboembolismo pulmonar

Contusion toracica

Neoplasia

Atelectasia

Hemotdrax

Piotorax

Quilotérax

Hernia diafragmatica

son la tomografia axial computeriza-
da, la toracoscopia y una broncogra-
fia de contraste. Los diagnosticos
diferenciales para la TLP (Tabla 2)
serian; neumonia, tromboembolismo
pulmonar, contusion toracica, neopla-
sia, atelectasia, hemotorax, piotorax,
quilotdrax y hernia diafragmatica. El
diagnéstico definitivo s6lo es posible
mediante la inspeccion visual directa
mediante el uso de toracoscopia, tora-
cotomia o en la necroscopia (Murphy
et al., 2006).

Tratamiento

El tratamiento para los perros afecta-
dos por TLP siempre debe ser la
reseccion quirurgica del 16bulo afec-
tado. A menos que la TLP sea diag-
nosticada con prontitud, la reduc-
cion de la torsion y el mantenimiento
del 16bulo afectado no se aconsejan
por el elevado riesgo de reperfusion
de toxinas a la circulacion sistémica y
la iniciacion de la cascada de la coa-
gulacion. Por otra parte, se ha descri-

to la recurrencia de la TLP en casos
en los que no se realizd lobectomia.
Ademas, se ha descrito la recurrencia
de TLP en un perro de raza carlino.
En este caso el 16bulo pulmonar afec-
tado en un principio fue el l6bulo cra-
neal izquierdo, y tras dos afios en los
que el perro permanecio clinicamente
sano, el paciente fue remitido al vete-
rinario por una historia clinica de dis-
nea, intolerancia al ejercicio e inape-
tencia de 3 dias de duracion. Tras la
exploracion clinica y por la sospecha
de TLP, se procedio a realizar una
toracotomia en el cuarto espacio
intercostal derecho confirmandose
una torsion de 180° del 16bulo crane-
al derecho (Spranklin et al., 2003). El
prondstico para la mayoria de los ani-
males afectados de TLP es bueno si el
diagnostico de realiza con celeridad y
la cirugia tiene lugar en pocas horas.

Caso clinico

Se remite al Servicio de Necropsias
de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Las Palmas de Gran
Canarias, un perro carlino, macho, de
dos meses de edad. La historia clinica
mencionaba Unicamente disnea sin
especificar la duracion, intensidad o
naturaleza (inspiratoria o espiratoria)
de la misma, y muerte subita en pocas
horas.

Necropsia

Durante la realizacion de la necropsia
y a la apertura de la cavidad toracica
se evidencio severo y extenso hemo-
torax (Figura 3). Al retirar el aparato
respiratorio en su totalidad, se puso
de manifiesto la torsién de 180° de la
porcién craneal del 16bulo craneal
izquierdo (LCrl) (Figuras 4 a 6). La
torsion afectaba al hilio del LCrl
comprometiendo su vascularizacion e
inervacion. La porcion craneal del
LCrl presentaba aumento de tamaiio,
coloracion rojo oscuro y una consis-
tencia firme, manifestando la consoli-
dacion del 16bulo. La lesion que se
produce en estos casos, y que puede
diagnosticarse macroscopicamente se

A Figura 4. Traquea y pulmones. Consolida-
cion de la porcion craneal del lobulo craneal
izquierdo. Este lobulo presenta unos bordes re-
dondeados y un color rojo oscuro en contraste
con el color rosa palido del resto de 16bulos
pulmonares.

A Figura 5. Se observa con mayor detalle la
torsion del pediculo bronco-vascular (Flechas).
La superficie pulmonar presenta una marcada
depresion (cabezas de flecha) originada por la
tension sobre la pleura visceral.

A Figura 6. Al resolver la torsion manual-
mente durante la necropsia (flechas), la super-
ficie del lobulo pulmonar presenta una superfi-
cie uniforme a diferencia de la figura 5.

denomina infartacion hemorragica.
Esta lesion se produce cuando el riego
arterial a un érgano no se ve interrum-
pido (debido a su mayor presion),
pero el drenaje venoso (de menor pre-
sion) se ve dificultado por una torsién o
estrangulacion (tal como ocurre en los
volvulos intestinales, intususcepciones,
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torsiones ovaricas, etc). El resultado
es que sigue llegando sangre a la zona
afectada y al no evacuarse se produce
acumulacion de toxinas y se activa la
cascada de coagulacion. En la cavi-
dad abdominal pudo observarse un
color palido de la serosa del intestino
delgado y otros organos. Este color
palido podria ser indicativo de un
shock de tipo distributivo, que tiene
lugar en casos de torsiones, volvulos,
etc. La causa de la muerte mas proba-
ble en este paciente seria la del des-
arrollo de un distres respiratorio
agudo, asociado a un shock hipovolé-
mico que produjo falta de riego san-
guineo a oOrganos vitales. Ademas, a
este proceso patologico hemos de
anadir la acumulacion de toxinas
debido al estasis vascular y su poste-
rior reabsorcion por parte de la circu-
lacion sistémica.

Discusion

La torsion del 16bulo pulmonar es una
enfermedad rara que puede llegar a
representar un riesgo vital y que en la
mayoria de los casos requiere de la
realizacion de wuna lobectomia.
Aunque se ha descrito en perros de
todos los tamanos, aquellos perros de
razas grandes y torax profundo tienen
una especial predileccion para des-
arrollar esta patologia (Gelzer et al.,
1997). Por otra parte, los casos des-
critos sefialan el 1obulo medio del
pulmén derecho como el mas fre-
cuentemente afectado, seguido por
los lobulos craneales derecho e
izquierdo (Gallagher et al., 1993;
D’Anjou et al., 2005). En los tltimos
aflos se han descrito varios trabajos
cientificos en los que se ha puesto de
manifiesto una especial predileccion
por los perros de razas toy, especial-
mente los pug (carlinos), para des-
arrollar torsiones espontaneas de
16bulo pulmonar (Rooney et al.,
2001; Spranklin et al., 2003;
D’Anjou et al., 2005; Murphy et al.,
2006; Davis et al., 2011). Los perros
carlinos desarrollan la TLP con una
edad media de 1,5 afios, mientras que
la edad media para perros de razas de

talla mediana y grande se sita en los
7 y los 3,5 afios respectivamente. El
sexo parece ser un factor predispo-
nente puesto que en un estudio retros-
pectivo sobre 7 perros de raza carlino
en los que se habia desarrollado TLP,
6 de los pacientes eran machos
(Murphy et al., 2006). Por otra parte,
en este estudio también se sefiala una
diferencia de esta patologia respecto
de la TLP que acontece en perros de
razas mayores, ya que mientras en
otras razas el 16bulo afectado con mas
frecuencia suele ser el lobulo medio
del pulmén derecho (Gelzer et al.,
1997; White et al., 2000; Hofeling et
al., 2004; Della Santa et al., 2006, en
este estudio se resalta como en 6 de
los pacientes la torsion se desarrollo
en el lobulo craneal izquierdo. En
otro estudio anterior, también se des-
cribié el desarrollo de TLP en dos
machos carlinos de 1,5 y 2 afios de
edad (Rooney et al., 2001). La recu-
rrencia de la TLP también ha sido
descrita. En este caso Spranklin et al.,
en 2003 proporciona datos sobre el
desarrollo de TLP craneal derecho, en
una perra carlina de 4 aflos a la que a
los 2,5 afos se le habia realizado una
lobectomia por una TLP craneal
izquierdo. Se ha sugerido que la pre-
dileccion para desarrollar una TLP
craneal izquierdo sea una displasia
del cartilago bronquial a nivel del
hilio pulmonar (Hoover et al., 1992),
pero ninguno de los autores que han
sugerido esta hipdtesis han encontra-
do hallazgos histopatologicos que lo
corroboren.

En nuestro caso clinico describi-
mos una TLP en un perro carlino,
macho, de dos meses de edad con
una historia clinica de disnea de dura-
cion desconocida y muerte subita. El
paciente presentd torsion del l6bulo
craneal izquierdo coincidiendo con
los hallazgos de otros autores
(D’Anjou et al., 2005; Murphy et al.,
2006; Davies et al., 2011). Todos los
datos expuestos corroboran que los
perros de raza carlino, y en particular
los animales muy jovenes estan espe-
cialmente predispuestos para desarro-
llar una TLP.

El pronostico para los perros con
TLP varia en funcion de la rapidez
con la que se diagnostique esta pato-
logia al tiempo que se resuelva ade-
cuadamente de manera quirdrgica.
Por otra parte, parece evidente que la
raza tiene que tenerse en cuenta ya
que los perros de raza carlino presen-
tan aparentemente un mejor pronosti-
co que otras razas de mayor tamafio.

Debido a que en la actualidad, la
raza carlino estd teniendo un mayor
éxito como animal de compaiiia, es
posible que aumente la incidencia de
esta patologia por lo que los veterina-
rios deben de considerar esta patologia
en el diagndstico diferencial de tras-
tornos respiratorios en perros jovenes
de razas toy (Choi et al., 2000).

Conclusion

La TLP es una afeccion respiratoria
rara, espontanea o secundaria a pato-
logia respiratoria previa, que afecta a
perros y a gatos, con predisposicion
en perros de razas grandes y torax
profundo y que acontece de manera
espontanea en perros carlinos. Asi
mismo cuando esta patologia se des-
arrolla en los perros carlinos existen
diferencias en cuanto al lugar en que
asienta la torsion y en su prondstico.
La TLP debe de considerarse siempre
en el diagnostico diferencial de
perros carlinos jovenes que presenten
una sintomatologia de disnea, tos y
letargia y que no tengan historia clini-
ca previa de patologia respiratoria.
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Expresion inmunohistoquimica
de COX-2 en neoplasias caninas
y felinas. Utilidad terapéutica

Suarez-Bonnet, A.; Herraez, P.; Espinosa de los Monteros, A.
Servicio de Diagndstico Anatomopatoldgico Veterinario. Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

La enzima prostaglandina G/H sinteta-
sa, también conocida como ciclooxi-
genasa (COX), controla la sintesis de
prostaglandinas a partir del 4cido ara-
quidonico. Se reconocen fundamental-
mente dos isoformas de esta enzima
que son denominadas COX-1 y COX-
2. En la actualidad sabemos que un
cierto nimero de tumores expresan
altos niveles de COX-2, mientras que
esto no sucede en los tejidos normales
de los cuales proceden, definiendo
este hecho como una neo-expresion o
sobre-expresion de esta enzima.
Existen solidas pruebas que sugieren
que a nivel celular la COX-2 contribu-
ye a la transformacion neoplasica, a la
capacidad de invasion de tejidos y al
desarrollo de metastasis, pese a que
los mecanismos exactos por los cuales
ejerce su accion no estan totalmente
dilucidados. Estos datos han condicio-
nado que la expresion tumoral de la
COX-2 se haya convertido en un area
de intensa investigacion. De hecho,
recientes trabajos indican que la COX-
2 puede usarse como objetivo terapéu-
tico en el tratamiento de algunos tipos
de tumores en el hombre, perro y gato
(Dore 2011).

Se han publicado recientemente
varios trabajos sobre la expresion
inmunohistoquimica de COX-2 en
diferentes tipos tumorales en las espe-
cies canina y felina. Entre los tumores
que sobre-expresan 0 neo-expresan
COX-2 se encuentran los carcinomas
de células escamosas, mamarios, de
células transicionales, melanomas y
los mastocitomas cutdneos caninos
(Dore 2011; Prada et al., 2011).

En la actualidad sé6lo se ha
demostrado una accién antitumoral
de los inhibidores de la COX-2 en los
casos de carcinomas de células transi-

cionales. No obstante, los altos niveles
de expresion observada en otros tipos
tumorales, hace probable que la mani-
pulacion farmacolodgica con inhibido-
res de la COX-2 en aquellos casos en
los que se demuestre su sobre-expre-
sion, pueda producir algtin tipo de res-
puesta antitumoral. En todo caso, esta
hipétesis debe de ser contrastada en un
gran numero de paciente en los que
haya realizado la deteccion de esta
enzima.

Uno de los métodos empleados
para detectar la presencia de la COX-
2 es la técnica inmunohistoquimica.
Esta técnica tiene la ventaja de reali-
zarse sobre cortes de tejido, proce-
dentes de la misma muestra que se
remitié al laboratorio de anatomia
patologica para su diagnostico, por lo
que no requiere de nuevas tomas de
muestra. Ademas esta técnica permite
visualizar de manera directa en qué
células ocurre la expresion de la enzi-
ma, por lo que puede determinarse si
esta ocurre en las células neoplasicas
o en células reactivas y/o inflamato-
rias (Dore 2011).

Actualmente el Servicio de
Diagnoéstico  Anatomopatoldgico
Veterinario de la Universidad de Las
Palmas de Gran Canaria es el Gnico
que oferta esta técnica de diagnosti-
co, y colabora con diversos centros
veterinarios y con la empresa farma-
céutica Merial en el estudio de la
expresion de COX-2 en neoplasias
caninas y felinas.

Esperamos que la peticion mas
generalizada, por parte de los oncolo-
gos clinicos veterinarios, de esta téc-
nica de diagnostico, permita arrojar
luz sobre el verdadero papel de la
enzima COX-2 en las neoplasias de
los animales de compaiiia.

A Figura 1. Carcinoma simple tiibulo-papi-
lar de mama, Grado II. Especie felina.
Tincién inmunohistoquimica empleando el
anticuerpo anti-COX-2. Sobreexpresion de
COX-2 en células epiteliales neoplasicas de
origen mamario.

A Figura 2. Carcinoma de células transi-
cionales. Especie canina. Tincion inmunohis-
toquimica empleando el anticuerpo anti-
COX-2. Obsérvese que el epitelio de transi-
cion normal es negativo (esquina superior
derecha), mientras que las células neoplasi-
cas que invaden la tinica muscular presentan
sobreexpresion de COX-2.
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Inmunotipificacion de linfomas.
Herramienta diagnostica de
valor pronostico

Suarez-Bonnet, A.; Espinosa de los Monteros, A.; Herraez, P.
Servicio de Diagndstico Anatomopatoldgico Veterinario. Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Tamaiio celular (en comparacion con el tamaifo eritrocitario)

Los linfomas son un diverso grupo de
neoplasias que se originan de células
linforeticulares. Con frecuencia se
desarrollan en tejidos linfoides tales
como los ganglios/nddulos linfaticos,
bazo y médula 6sea, no obstante tam-
bién pueden originarse en casi todos
los tejidos del organismo. El linfoma
es una de las neoplasias mas comunes
en el perro. La incidencia anual estima-
daes de 13 a 24 casos por cada 100.000
pacientes en riesgo (Backgren, 1965;
Dorn et al., 1968), mientras que, la
incidencia anual para pacientes con
mas de 10 afos de edad se cifra en 84
por cada 100.000 (Dorn et al., 1970).

La clasificacion de los linfomas
se realiza en base a la localizacion
anatomica, tipos histologicos y a la
caracterizacion inmunofenotipica.

El protocolo diagnostico debe de
realizarse en base a un meticuloso e
imprescindible examen clinico que
debe incluir un estudio hematologico y
bioquimico, asi como a una evaluacion
citologica (Tabla 1) e histologica de los
nodulos linfaticos o de tejidos extrano-
dales. De esta manera, el examen mor-
fologico de las células que componen
el proceso neoformativo es esencial en
el diagnostico del linfoma. Debe de
tenerse la precaucion de evitar el estu-
dio de ganglios linfaticos de areas de
facil inflamacién como la region man-
dibular, siendo de eleccion los ganglios
preescapulares 'y los popliteos.
También, debe de tenerse en cuenta
que las células linfoides son fragiles y
que durante la extension de las prepa-
raciones citologicas debe de realizarse
la menor presion posible para evitar
fragmentar las células de la muestra.

Para un diagndstico histologico
preciso, se recomienda la extirpacion

Pequefio: 1-1,5 eritrocito
Mediano: 2-2,5 eritrocito
Grande: > 3 eritrocito

Morfologia nuclear y posicién respecto al citoplasma

Redondo
Irregularmente redondo
Convoluto

Hendido

Central vs excéntrico

Numero, tamanio, visibilidad y localizacion nucleolar

Unicos vs mdltiples
Grandes vs pequefios
Indiferenciados
Prominentes

Central vs marginal

Citoplasma

Escaso

Moderado

Abundante

Pélido (ligeramente basofilo o claro)
Moderadamente basdfilo

Marcada basofilia (Azul oscuro)

Indice mitético en 5 campos a 40x

Bajo: 0-1 figura mitdtica
Moderado: 2-3 figuras mitdticas
Elevado: >3 figuras mitéticas

Grado tumoral basado en el tamaio celular e indice mitético

Bajo grado: Indice mitdtico bajo y tamafio celular pequefio

Elevado grado: Indice mitético moderado o elevado y tamafio celular medio o

grande

completa, incluyendo la capsula, de
un ganglio linfatico, su fijacion en
formol tamponado al 10% y su envio
a un laboratorio de Anatomia
Patologica. La disponibilidad de este
tejido no solo resulta esencial para el
diagnoéstico del proceso, sino que
ademas, nos permite sobre las mis-
mas secciones de tejido realizar técni-
cas inmunohistoquimicas para carac-

terizar inmunofenotipicamente la
neoplasia.

Asi, la determinacion del inmu-
nofenotipo del linfoma canino, en lin-
foma de células B y células T, ha
demostrado ser una test diagndstico
de utilidad a la hora de emitir un pro-
noéstico (Teske et al., 1994, Raskin
2010) en este grupo de neoplasias.
Los anticuerpos empleados en cada
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caso son, anti-antigenos CD20, CD21,
CD79a, para determinar el origen de
los tipos B, mientras que los anticuer-
pos anti-antigenos CD3, CD4 y CDS,
se emplean para identificar las neo-
plasias de células T.

De esta manera, se ha descrito
que los pacientes caninos con linfo-
mas de tipo T, presentan significati-
vamente un mayor riesgo de recidivas
(52 vs 160 dias) y un menor tiempo
de supervivencia total (153 vs 330
dias) en comparacion con los linfo-
mas de células B, tras la instauracion
del tratamiento farmacoldgico.

En el Servicio de Diagndstico
Anatomopatolégico Veterinario de la
Universidad de Las Palmas de Gran
Canaria, tenemos a disposicion de los
hospitales y clinicas veterinarias el
test inmunohistoquimico para la
deteccion de células B (Figura 1) y
células T (Figura 2), en los casos en
los que se ha emitido un diagndstico
de linfoma. Cuando el oncdlogo soli-
cita la inmunotipificacion del linfo-
ma, ésta se realiza sobre el mismo
tejido que fue remitido al laboratorio
para su diagnostico histologico.

Como conclusion, hay que enfati-
zar la importancia de un diagndstico

A Figura 1. Ganglio linfatico. Especie
canina. Tincion inmunohistoquimica emple-
ando el anticuerpo anti-CD3, que identifica
células T en la zona parafolicular de un gan-
glio linfatico normal.

A Figura 2. Ganglio linfatico. Especie
canina. Tincién inmunohistoquimica emple-
ando el anticuerpo anti-CD79a, que identifi-
ca células T en los foliculos linfoides de un
ganglio linfatico normal.

preciso, destacando para ello la ana-
tomia patoldgica, asi como la utiliza-

cion de nuevas herramientas con
valor pronostico como la inmunotipi-
ficacion, que puedan ayudar en la
toma de decisiones en relacion al
paciente con linfoma.
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Articulos de revision

Paralelismo entre la artritis
reumatoide humana y las artritris
por micoplasmas en las especies

animales

Ramirez, A. S.; Rosales, R. S.; Suarez-Pérez, A.; Poveda, C. G.; Vega-Orellana, O.; Mederos Iriarte, L. E.;

Poveda, J. B.

“Entre la medicina de animales y la medicina humana no hay una linea divisoria ni deberia estar alli. El objeto es
diferente, pero la experiencia obtenida constituye la base de toda la medicina”. Rudolf Virchow (1821-1902)

La medicina comparada es el estudio
con mentalidad abierta de las enfer-
medades comparables en las diferen-
tes especies. Esta disciplina fomenta
el intercambio de conocimientos
entre las ciencias basicas y clinicas y
las medicinas humana y veterinaria.
Hay que recordar que la determina-
cion del papel de diversos virus en la
oncogénesis y el extraordinario de-
sarrollo de la tecnologia reproductiva
en la especie humana fueron impulsa-
dos inicialmente por estudios en ani-
males, sin olvidar la existencia de las
zoonosis, enfermedades que se trans-
miten entre humanos y animales
(Michell, 2000 y 2005).

Rudolf Virchow es considerado el
padre de la patologia moderna y junto
con Sir William Osler, padre de la
medicina moderna, fueron grandes
defensores de “Una Medicina”. Este
concepto une la profesion de médico
y de veterinario. Como hijo de un car-
nicero, Virchow notd la conexion
entre las enfermedades humanas y
animales, acufiando el término de
zoonosis. A pesar de su prometedor
futuro, el concepto “Una Medicina”
necesitd que el epidemidlogo Calvin
Schwabe lo redefiniera en 1984. Se
basé en la estrecha relacion entre
humanos, animales domésticos y la
salud publica y propuso un enfoque
unificado humano y veterinario de las
zoonosis (Cardiff y cols., 2008).

Posteriormente, el concepto de
“Salud de los Ecosistemas” extendio
“Una Medicina” a todo el ecosis-
tema, incluyendo la fauna silvestre,

por lo que el término, con una clara
connotacion clinica reflejaba insufi-
cientemente las interacciones entre la
salud humana y animal, incluyendo la
ecologia, salud publica y otras dimen-
siones sociales (Zinsstag y cols.,
2011). Por todo esto “Una Medicina”
evolucioné a “Una Salud”, enfatizan-
do la importancia de la epidemiologia
y la salud publica. Este nuevo con-
cepto cambia la percepcion de que los
animales son un riesgo para la salud
humana hacia la perspectiva de que
los humanos y animales compartimos
riesgos (Rabinowitz y cols., 2008).
La medicina comparada es una
apuesta de futuro real para el conoci-
miento en nuestros tiempos. Se trata
de una estrategia basada en el trabajo
multidisciplinar, cuyos frutos han con-
ducido a avances importantes en el
conocimiento de multiples aspectos de
muchas enfermedades. Esto ha per-
mitido, a su vez, obtener mayor infor-
macion sobre la relacion causa-efecto
existente en dichas entidades nosolo-
gicas, lo que conlleva nuevas solucio-
nes terapéuticas y preventivas a
muchas patologias, sobre todo a las
que por su caracter cronico y sigiloso
resultaban dificiles de estudiar en las
poblaciones humanas (Michell, 2005).
Los modelos de experimentacion
animal, llevados a cabo predominan-
temente con roedores, estan empe-
zando a mostrar sus limitaciones en el
estudio de muchos aspectos de las
enfermedades que afectan a las
poblaciones humanas, debido a las
considerables diferencias entre estas

especies, y ello a pesar de los multi-
ples esfuerzos de los investigadores
por mejorarlos (Coleman, 2003). Por
tanto, hay que apostar por la busque-
da de modelos de experimentacion y
de estudios observacionales con ani-
males alternativos que nos permitan
crear un escenario propicio para esta-
blecer comparaciones mejores y mas
fiables entre el desarrollo de la enfer-
medad en las poblaciones humanas y
animales (Galibert y cols., 2001).

El crecimiento exponencial del
estudio de genomas individuales ha
demostrado la alta conservacion en
las secuencias de los genes entre
humanos y especies domésticas como
los perros. También se ha visto que
las practicas de crianza de perros de
pura raza estan siendo de mucha uti-
lidad a genetistas y a patofisidologos
de enfermedades tales como el can-
cer, diabetes y desordenes mentales
(Argyle, 2005).

Michell (2005) también va mas
alla, entrando en el desarrollo nove-
doso de diagnodsticos y terapéutica.
Tratamientos contra canceres induci-
dos en roedores que fueron exitosos
han resultado fallidos en pacientes
humanos. Sin embargo, se ha demos-
trado que el comportamiento del can-
cer en perros es similar al de huma-
nos. Consecuentemente, perros con
tumores desarrollados de forma natu-
ral son un objeto de estudio ideal para
el estudio de nuevas técnicas diag-
noésticas y para probar nuevos medi-
camentos anticancerigenos, en un
entorno de evaluacion pre-clinica en
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un modelo relevante sin la necesidad
de utilizar perros de experimentacion
(con tumores inducidos).

Las principales ventajas que apor-
ta la Medicina Comparada al estudio
de las enfermedades serian (Michell,
2005):

* El control de aquellos factores
dificiles de controlar cuando se
estudian las poblaciones huma-
nas, como pueden ser la dieta o la
seleccion genética.

* La mayor presencia de partos
multiples en determinadas espe-
cies animales, ademas de un
menor espacio de tiempo entre
generaciones, implica una inesti-
mable ventaja para el estudio de
los factores asociados a las enfer-
medades pre y perinatales.

» Una esperanza de vida mas corta,
asi como las diferencias de espe-
ranza de vida entre razas de una
misma especie, puede dar infor-
macion sobre qué factores estan
relacionados con la evolucion
biologica de las distintas razas, y
como se relaciona con la esperan-
za de vida.

* Ventajas a la hora de la realizacion
de estudios alométricos, ya que
especies como la canina cuentan
con razas cuyos pesos pueden
variar entre 2 y 80 kg dependien-
do de la raza y del estado de
madurez sexual.

* Mayor acercamiento a la hora de
realizar estudios de rendimiento
deportivo.

* El estudio de las zoonosis y de
aquellas enfermedades que tienen
que ver con los ambientes com-
partidos por las poblaciones
humanas y animales, como puede
ser el caso de la exposicion a alér-
genos, sustancias toxicas, etc.

Actualmente, nos enfrentamos al
desafio que implica el estudio de las
enfermedades cronicas y la importan-
cia del conocimiento de los factores
que favorecen su aparicion. Un ejem-
plo de este tipo de enfermedades es,
sin duda, la artritis reumatoide huma-
na. Las artritis humanas estan fre-

cuentemente asociadas con procesos
de tipo infeccioso, al contrario de lo
que ocurre aparentemente con la
artritis reumatoide, que se caracteriza
por presentarse en forma de poliartri-
tis cronica, cuya etiologia se desco-
noce. La artritis reumatoide tiene una
causa multifactorial. Lo que desenca-
dena la enfermedad contintia siendo
un misterio, sin embargo, se ha obser-
vado que los factores que juegan un
papel importante en la enfermedad
son genéticos, medioambientales y la
autoinmunidad. La hipdtesis mas
aceptada en la actualidad es que la
artritis reumatoide estd desencadena-
da por la accion de un agente infec-
cioso. Se han sugerido como estimu-
lantes artritogénicos muchas infec-
ciones bacterianas y virales, aunque
el mecanismo de la enfermedad reu-
matoide es una reaccion antigeno-
anticuerpo mas que un tipo de enfer-
medad infecciosa transmisible. El
fenéomeno autoinmune podria expli-
carse por una alteracion agente-
mediada de los antigenos del hospe-
dador. Parece que hay consenso en
que la acumulacion de células infla-
matorias, la activacion del sistema
del complemento por inmunocomple-
jos y la liberacion de linfocinas por
activacion de células linfoides son
importantes en la patogénesis de la
artritis reumatoide. Una respuesta
inmune en contra de un antigeno per-
sistente podria iniciar y perpetuar
estas reacciones. Ademas, podria ser
innecesario que el antigeno persistie-
ra en las articulaciones, ya que los
complejos inmunes podrian ser gene-
rados en un lugar distante y luego
atrapados en el cartilago articular
(Cole y Ward, 1979).

Cualquiera que sea el mecanismo
patogénico involucrado, parece claro
que ni los eventos iniciadores ni los
sostenedores de la artritis reumatoide
han sido identificados. A pesar del
interés de encontrar una etiologia
viral a la enfermedad, la mayoria de
sus caracteristicas se pueden observar
en varias artritis animales cronicas
inducidas por micoplasmas (Orden
Mollicutes) (Cole y Ward, 1979).

Desde que en los afios 50 Thomas
McPherson Brown apunto a los mico-
plasmas como causas potenciales de
artritis (Brown y Scammell, 1988),
algunos autores han implicado a los
micoplasmas como cofactores de las
enfermedades inflamatorias articula-
res, especialmente en la artritis reu-
matoide. Muchas caracteristicas de la
artritis reumatoide pueden ser obser-
vadas en artritis cronicas producidas
por diferentes especies animales
(Cole y Ward, 1979). En la Tabla 1 se
puede ver una relacion de micoplas-
mas y la especie a la que le puede
provocar artritis.

La mayoria de estos micoplasmas
también causan problemas respirato-
rios. Por el contrario, existen especies
cuyo principal cuadro lesional afecta
a las vias respiratorias y que a su vez
pueden exhibir complicaciones arti-
culares asociadas (Cole y Ward, 1979).
Es conocido que Mycoplasma (M.)
pneumoniae, agente productor de la
neumonia atipica en humanos (Embree
y Embil, 1980), induce secuelas res-
piratorias como no respiratorias, inclu-
yendo la artritis (Taylor-Robinson,
1981). Sin embargo, la proporcion de
infecciones respiratorias producidas
por este microorganismo que termi-
nan desarrollando artritis es descono-
cida.

Mycoplasma arthritidis, M. fer-
mentans y M. hominis han sido aisla-
dos de articulaciones de pacientes
con artritis reumatoide y, alguna vez,
de pacientes que no presentaban la
misma enfermedad (Jansson y
Wagner, 1967; Mardh y cols., 1973).
Sin embargo, la mayoria de los cien-
tificos ha fallado en el aislamiento de
micoplasmas a partir de las articula-
ciones afectadas por la artritis reuma-
toide (Stewart y cols., 1974; Cole y
Ward, 1979; Taylor-Robinson, 1981).

La habilidad de M. penetrans, M.
pneumoniae 'y M. genitalium de inva-
dir células del hospedador y de esta-
blecer una residencia durante una
coincubacion prolongada sugiere un
papel intracelular mas activo para los
micoplasmas del que se habia consi-
derado previamente (Baseman y
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Animal Mycoplasma
Murino M. arthritidis
Murino M. pulmonis
Cerdo M. hyorhinis
Cerdo M. hyosynoviae
Aves M. gallisepticum
Aves M. synoviae
Pavo M. meleagridis
Rumiantes M. mycoides sbsp.
mycoides SC
Rumiantes M. bovis
Rumiantes M. agalactiae
Cocodrilo M. crocodily
Caiman M. alligatoris
Elefante M. elephantis

cols., 1995). Ademas, durante el
curso de la infeccion natural produci-
da por micoplasmas en humanos, las
c¢lulas B pueden ser activadas de una
manera no-especifica, conduciendo a
una estimulacion policlonal y a la
produccion de auto-anticuerpos
(Schiffner y cols., 1998).

La presencia de anticuerpos espe-
cificos en el suero o fluido sinovial en
pacientes con artritis reumatoide se
ha utilizado para implicar a los mico-
plasmas en la artritis reumatoide.
Bartholomew (1967) utilizé un anti-
geno polivalente compuesto a partir
de cuatro cepas de micoplasmas
supuestamente aisladas de pacientes
enfermos de artritis reumatoide y de
la enfermedad de Reiter, describiendo
asimismo, la existencia de anticuer-
pos (por la técnica de fijacion de
complemento) en los pacientes con
artritis reumatoide. Williams vy
Bruckner (1971) encontraron anti-
cuerpos frente a M. fermentans
mediante la técnica de inhibicion del
metabolismo en pacientes con artritis
reumatoide, asi como Jansson y cola-
boradores (1975) encontraron ocasio-
nalmente anticuerpos frente a M.
arthritidis también en pacientes con
artritis reumatoide. En cambio, otros
investigadores fallaron en demostrar
una Unica asociacién con la artritis
reumatoide. Hernandez y colaborado-
res (1977) sugirieron que la artritis

podia ser una complicacion secunda-
ria en la infeccion por M. pneumo-
niae, el agente causal de la neumonia
atipica primaria en humanos, mien-
tras que Obeck y colaboradores
(1976) encontraron que un mono
Rhesus con poliartritis severa cronica
desarrolld aglutininas y anticuerpos
frente a dicho micoplasma; no obs-
tante, ningiin micoplasma ni otra bac-
teria pudo ser aislada de sus articula-
ciones.

Hasta ahora uno de los problemas
al intentar clasificar la artritis reuma-
toide como una enfermedad infeccio-
sa era la carencia de evidencia epide-
miologica. Con el estudio epidemiolo-
gico desarrollado por Ramirez y cols.
(2005) se intent6 determinar si existia
alguna relacion entre M. pneumoniae
y la artritis reumatoide, mediante un
estudio de casos y controles. Para su
realizaciéon se obtuvo el consenti-
miento de los pacientes y la aproba-
cion del Comité Etico Local.

Se estudiaron en dicha ocasion 78
casos de pacientes con artritis reuma-
toide, todos pacientes externos del
Hospital Insular (Gran Canaria,
Espafia) que cumplian los criterios
revisados por la  American
Rheumatism Association, y se empa-
rejaron cada uno con dos controles,
sumando un total de 156 controles
(para lo que se eligieron personas que
no presentaban artritis reumatoide asi
como ninguna otra enfermedad
autoinmune).  Se
mediante pruebas estadisticas, diver-
sas variables entre los dos grupos
para intentar identificar diferencias.
Las variables estudiadas fueron:
edad, género, estado civil, trabajo, si
habian sufrido neumonia y si presen-
taban anticuerpos frente a M. pneu-
moniae, lo que implicaria un contacto
anterior con este microorganismo.

Se demostr6 la existencia de una
asociacion estadisticamente signifi-
cativa entre la presencia de una infec-

compararon,

cion previa por M. pneumoniae y la
posterior aparicion de la artritis reu-
matoide (Ramirez y cols., 2005),
mientras que Horowitz y cols. (2000)
no encontraron diferencias en la pre-

valencia de anticuerpos en suero a M.
fermentans entre pacientes con artri-
tis reumatoide y los controles sanos.
Por otro lado en el trabajo de Ramirez
y cols. (2005) no se encontrd ninguna
relacion entre haber padecido un epi-
sodio de neumonia y el padecimiento
de la artritis reumatoide, tal vez debi-
do a que la clinica de infeccion pul-
monar puede cursar desde sintomas
parecidos a la gripe hasta la neumo-
nia patente.

Sin embargo, estos resultados no
se pueden traducir en considerar que
M. pneumoniae es la causa de la artri-
tis reumatoide. El tipo de estudio epi-
demiologico realizado (de casos y
controles) solo detecta relaciones
pero no causalidades. Ademas, no
puede establecerse qué ocurrié pri-
mero: si la infeccion por M. pneumo-
niae desencadend la aparicion de la
enfermedad o si una persona con la
enfermedad esta mas predispuesta a
ser infectada con M. pneumoniae
(Ramirez y cols., 2005).

¢ Por qué se sigue pensando que los
micoplasmas podrian estar involu-
crados en el desencadenamiento de
la artritis reumatoide?

El fracaso en el aislamiento sistema-
tico de micoplasmas en pacientes con
artritis reumatoide puede ser debido,
por un lado, a que la accion del siste-
ma inmune produce su desaparicion,
y por otro lado, a la dificultad que
entrafia su aislamiento debido a su
dependencia de nutrientes especifi-
cos. De igual manera, en las poliartri-
tis por Mycoplasma hyosynoviae en
la especie porcina, resulta imposible
aislar este microrganismo en las arti-
culaciones después de un mes de evo-
lucion de la enfermedad.

M. pneumoniae posee adhesinas o
proteinas que le permiten adherirse a
los tejidos humanos. Estas adhesinas
estan relacionadas con la patogenici-
dad de este microorganismo. Ademas,
la composicion de estas proteinas es
muy similar a ciertas estructuras mole-
culares existentes en distintos tejidos
de mamiferos. Este mimetismo podria
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generar los auto-anticuerpos que se
encuentran en la artritis reumatoide
(Baseman y Tully, 1997).

Mycoplasma arthritidis (produc-
tor de la artritis en roedores) produce
un superantigeno que hiperestimula
la produccion de anticuerpos y desen-
cadena enfermedad autoinmune y
otras enfermedades inflamatorias.
También se ha sugerido que puede
existir un equivalente a este superan-
tigeno en micoplasmas humanos
(Cole y Griffith, 1993).

Otra informacion que apoya la
hipotesis de la posible implicacion de
micoplasmas en el desencadenamien-
to de la artritis reumatoide es la utili-
zacion con éxito de la minociclina,
antibidtico perteneciente al grupo de
las tetraciclinas, en el tratamiento de
la artritis reumatoide, sabiendo que
los micoplasmas son sensibles a las
tetraciclinas y que los micoplasmas
son la causa mas comun de artritis en
pacientes con inmunodeficiencia pri-
maria (O’Dell y cols., 1997).

Por otra parte, cuando se desarro-
116 el estudio al que hacemos referen-
cia (Ramirez y cols., 2005), no existia
el grado de desarrollo de las técnicas
basadas en la reaccion en cadena de
la polimerasa que existe en la actuali-
dad, las cuales nos permiten la detec-
cion de ADN bacteriano, incluso una
vez que el hospedador ha logrado
destruir al agente causal de la enfer-
medad. En este sentido, un estudio
relativamente reciente ha logrado
detectar la presencia de ADN de M.
pneumoniae mediante una técnica de
PCR anidada aplicada a muestras de
liquido sinovial en 19 de 24 pacientes
con artritis reumatoide (79%), en 6 de
6 pacientes con artritis no reumatoide
(100%) y en 8 de 10 muestras (80%)
de pacientes que acudieron a la con-
sulta de reumatologia con el fin de
que le drenaran una articulacion
inflamada. Asimismo, se relacioné la
presencia de ADN de M. pneumoniae
con el aumento de la produccion de
liquido sinovial y con la presencia de
artritis recidivante, no habiéndose
detectado ADN de este agente causal
en las muestras de liquido sinovial de

pacientes con artritis traumatica
(Johnson y cols., 2007).

A raiz de los resultados de este
tipo de estudios (Johnson y cols.,
2007), parece cada vez mas logico
pensar que agentes causales como M.
pneumoniae y otras especies de mico-
plasmas (como M. fermentans o M.
salivarium) pueden actuar como fac-
tores determinantes en la artritis reu-
matoide. Es muy probable que la cro-
nificacion de una infeccion causada
por alguna o varias especies de mico-
plasmas conduzca a la produccion de
un proceso sistémico en el que las
articulaciones puedan convertirse en
organos diana (de ahi la presencia de
ADN de estos agentes causales en el
liquido sinovial). Asimismo, también
cabe la posibilidad de que los mico-
plasmas causantes de este proceso
sistémico y fruto de la convivencia
hostil con su hospedador, generen un
proceso de tipo autoinmune que
incluya la produccion de autoanti-
cuerpos por parte del hospedador que
generen un proceso de artritis reuma-
toide (Schiffner y cols., 1998; Cole y
Ward, 1979).

Conclusiones

A pesar de las numerosas investi-
gaciones realizadas, todavia se tiene
que presentar evidencias convincentes
que impliquen a los micoplasmas en la
etiologia de la artritis reumatoide
humana. Las similitudes entre las
artritis cronicas animales inducidas
por micoplasmas y la artritis reumatoi-
de humana justifican que se contintie
con la investigacion orientada a la bus-
queda de una posible etiologia comun
(Cole y Ward, 1979; Brown y Scam-
mell, 1988; Ramirez y cols., 2005;
Johnson y cols., 2007).

La artritis reumatoide es un gran
reto para los epidemidlogos y para la
medicina comparada en estos tiem-
pos, ya que la profundizacion en el
conocimiento de los factores que
influyen en el desarrollo de este tipo
de enfermedades serd fundamental
para diseflar nuevas estrategias de tra-
tamiento y prevencion basadas en la

actuacion sobre la causa de la enfer-
medad, a diferencia de las estrategias
de tratamiento existentes en la actua-
lidad, que se basan principalmente en
paliar los sintomas de esta enferme-
dad cronica.

La investigacion de los procesos
artriticos en las especies animales que
comparten habitats con las poblacio-
nes humanas y que no estan sujetos a
una vida ligada a la produccion ani-
mal, como puede ser el caso de las
poblaciones de perros como animales
de compania, contribuiran a suminis-
trar informacion de importancia cru-
cial sobre los diferentes factores que
influyen en el desarrollo de este tipo
de enfermedades, que a su vez, podra
ser de aplicacion en el estudio de la
artritis reumatoide en las poblaciones
humanas. En Canarias, la prevalencia
media anual de artritis reumatoide en
la poblacion de mayores de 20 afios
de edad es de 2 enfermos cada 10.000
habitantes (estando situado hasta la
fecha el valor de prevalencia anual
entre 1 y 4 enfermos cada 10.000 habi-
tantes), segun datos de la Asociacion
Espafiola de Reumatologia.

La medicina comparada podria
contribuir a mejorar la vida de las
personas y animales que han de con-
vivir con el padecimiento de este tipo
de enfermedades, pero para ello, sera
necesaria una mentalidad abierta por
parte de los equipos de investigacion,
pues los agentes causales no entien-
den de la fronteras del conocimiento
humano. En el caso de los agentes
bioldgicos infecciosos, éstos sola-
mente tratan de sobrevivir basandose
en una convivencia con el hospeda-
dor que, en el caso de los enfermos de
artritis reumatoide, es sumamente
molesta y dolorosa.
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Fiebre Q

Fleitas, J. L.; Rosales, R. S.; Suarez-Pérez, A.; Poveda, C. G.; Vega-Orellana, O.; Mederos-Iriarte, L. E.;

Ramirez, A. S.

Introduccion

La fiebre Q es una zoonosis que ha
sido diagnosticada por todo el mundo
a excepcion de Nueva Zelanda
(Hilbink y cols., 1993). Y a pesar de
ser una enfermedad emergente o ree-
mergente en muchos paises, ha estado
muy desatendida. Si bien, habria que
matizar que el uso de técnicas de
diagndstico mdas sensibles y un
aumento de su vigilancia puede haber
colaborado en considerar la enferme-
dad como emergente (Arricau-
Bouvery y Rodolakis, 2005).

El término de fiebre Q proviene
del inglés “Q fever o Query fever” y
fue propuesto en 1937 por Edward H.
K. Derrick para describir una enfer-
medad febril de causa desconocida
que se presentaba en los trabajadores
de un matadero de Australia (Derrick,
1937). Intento sin éxito el aislamien-
to del agente causal de la enfermedad,
realizando inoculaciones en cobayas
a partir de muestras obtenidas de pa-
cientes aquejados de la misma. Lo
contrario ocurrid con Burnet y su
colaborador Freeman que al tefiir cor-
tes de bazo de cobayas inoculadas,
lograron visualizar numerosas formas
bacilares que recordaban a las rickett-
sias sugiriendo que la enfermedad
podria estar ocasionada por microor-
ganismos del género Rickettsia, (Burnet
y Freeman, 1937). Paralelamente, Davis
se encontré6 con que al alimentar
cobayas con garrapatas obtenidas en
Nine Mile, Montana, alguno de estos
animales experimentaban un cuadro
febril (Davis y Cox, 1938). En 1938,
Cox logro replicar este agente en hue-
vos embrionados de gallina (Cox y
Bell, 1939). Finalmente, se llego a la
conclusion de que el agente productor
de la fiebre Q y el agente Nine Mile eran
el mismo microorganismo (Cox, 1938;
Davis y Cox, 1938; Cox y Bell, 1939).

Este agente etiologico recibi6 ini-
cialmente el nombre cientifico de
Rickettsia burnetii, para posterior-
mente renombrarse como Coxiella
(C.) burnetii en honor a los cientificos
Cox y Burnet por su contribucion al
conocimiento de la fiebre Q. La cepa
Nine Mile es su cepa tipo (Skerman y
cols., 1980). En la Tabla 1 se muestra
la clasificacion taxonomica.

C. burnetti ha sido aislada de
multitud de especies animales, huma-
nos, especies domésticas ganaderas
como rumiantes, cerdos, caballos,
conejos, animales de compaiiia como
perros y gatos, asi como de animales
silvestres como ungulados, peces,
reptiles y anfibios, ademds de estar
presente en garrapatas. Desde el
punto de vista de la salud publica hay
que resaltar el caracter epidémico de
la misma, mientras que en la sanidad
animal se trata de un problema pato-
logico en las explotaciones (Arricau-
Bouvery y Rodolakis, 2005).

Caracteristicas generales vy
taxonomia

C. burnetii es una pequefia bacteria,
parasito intracelular obligado, no
capsulada, inmévil y muy pleomorfi-
ca. Su aspecto varia entre coco y
bacilar, y sus dimensiones oscilan
entre 0,4 y 1 micra de largo, y 0,2 y
0,4 micras de ancho (Baca y Paretsky,
1983; Weiss y Moulder, 1984). Su
replicacion se realiza por fision bina-
ria (Baca y Paretsky, 1983).
Actualmente, se considera que C.
burnetii es la Unica especie incluida
en el género Coxiella. No obstante,
Tan y Owens (2000) aislaron, de can-
grejos de rio que presentaban una alta
mortalidad, microorganismos cuyo
gen 16S ARNr tiene un 95,6% de
similitud con C. burnetii. Decidieron
nombrarla C. cheraxi, aunque esta

nomenclatura tiene que ser todavia
validada. De igual forma Woc-Colburn
y cols. (2008) detectaron microorga-
nismos del Género Coxiella en loros
de cabeza azul con signos clinicos y
después de analizar los resultados
creen que se trata de una nueva espe-
cie.

Por otro lado, se ha detectado la
presencia de microorganismos sim-
biontes en garrapatas, cuya secuencia
del gen 16S del ARNr esta también
muy relacionada con la de C. burne-
tii. Mas especificamente se trata de
endosimbiontes, simbiontes que tie-
nen una asociacion con sus hospeda-
dores tan intima que se considera que
es beneficiosa para ambos. Estos
microorganismos que se transmiten
transovaricamente se han encontrado
en la mayoria de las garrapatas (Noda
y cols., 1997). Noda y cols. (1997)
consideraron a estas coxiellas una
forma de C. burnetii que evoluciond
a endosimbionte en garrapatas. Este
paso se lleva a cabo, entre otras
cosas, mediante la reducciéon de su
genoma (Gil y cols., 2004).

El ciclo de vida de C. burnetii no
estd completamente caracterizado,
pero tiene varios participantes distin-
tos que varian tanto morfoldgica como
fisiolégicamente (Seshadri y Samuel,
2001), similar a lo que ocurre en la
Familia Chlamydiae (Hackstadt y
Williams, 1981). Estas serian las
variantes celulares grandes (LCV) y
las pequenas (SCV), considerandose
estas Ultimas una especie de endospo-
ra (Weiss y Moulder, 1984). También
se ha descrito una tercera variante
conocida como la variante celular
pequeiia y densa (SDC) (McCaul y
cols., 1981). Las mencionadas formas
de C. burnetii se corresponden a dife-
rentes fases de desarrollo de esta bac-
teria durante su ciclo intracelular
(McCaul y cols., 1991). Alas SCVsy
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las SDCs se les considera como las
formas de resistencia tanto dentro del
hospedador como en el medio externo
(Amano y Williams, 1984).

Ademas, C. burnetii sufre varia-
cion de una fase similar a la variacion
lisa/rugosa de algunas bacterias Gram
negativas (Weiss y Moulder, 1984).
En la naturaleza y en los animales de
laboratorio, C. burnetii existe mayo-
ritariamente con un fenotipo denomi-
nado fase I. La fase II es una forma
relativamente avirulenta que se puede
obtener en pureza tras repetidos pases
de los microorganismos por huevos
embrionados o cultivo celular. Esta
variacion esta relacionada con cam-
bios en la capa de lipopolisacaridos
(LPS) (Woldehiwet, 2004).

C. burnetii ha desarrollado una
estrategia Unica que le permite la
multiplicacién y supervivencia en los
fagolisosomas de las células hospeda-
doras eucariotas, cuyo medio interno
es acido, con pH entre 4,7 y 5,2 (Se-
shadri y Samuel, 2001). Normalmen-
te se encuentran en fagocitos, siendo
las células hospedadoras mas usuales
los macrofagos (Tissot-Dupont y
Raoult, 2008). Tras su entrada en la
célula hospedadora, C. burnetii resul-
ta capturada por los fagosomas, los
cuales se unen rapidamente a los liso-
somas, formando fagolisosomas, que
se unen rapidamente entre ellos. Esta
fusion progresiva de los fagolisoso-
mas conduce a la formacion de una
gran y Unica vacuola en el interior de
la célula hospedadora (Hackstadt y
Williams, 1981).

Ciclos de la enfermedad

La enfermedad presenta dos ciclos,
un ciclo doméstico donde el contagio
es de animal a animal y otro ciclo, el
salvaje, donde estdn involucrados
hospedadores de la fauna silvestre y
la intervencion de las garrapatas
como vectores es esencial. Aunque
ambos ciclos estan bien diferencia-
dos, pueden estar interrelacionados.
Asi, cuando existe un estrecho contac-
to con animales infectados o en zonas
de alta contaminacion ambiental se

produce la infeccion humana
(Arricau-Bouvery 'y  Rodolakis,
2005).

Vias de infeccion

La ruta aerdgena ha sido descrita tra-
dicionalmente como la via de trans-
mision mas frecuente en la especie
humana. Cuando la infeccion tiene
lugar por esta via, se supone que las
primeras células en ser infectadas
durante la fase aguda de la enferme-
dad son los macrofagos alveolares
(Maurin y Raoult, 1999; Arricau-
Bouvery y Rodolakis, 2005). Las
células hepaticas de Kupffer son tam-
bién susceptibles de ser parasitadas
por via sanguinea, especulandose que
la fuente de infeccion de estas células
podria provenir de la via digestiva
(La Scola y cols., 1997). Sin embar-
g0, se considera que la via oral en el
consumo de leche contaminada o sus
derivados no es tan importante
(Arricau-Bouvery 'y Rodolakis,
2005).

Fiebre Q humana

La fiebre Q en humanos se describio
por primera vez en la década de los
30 del siglo pasado. Se considera fun-
damentalmente una enfermedad ocu-
pacional, afectando a personas rela-
cionadas con el ganado como ganade-
ros, veterinarios, trabajadores de
mataderos, personal de laboratorio...
El periodo de incubacion de la fiebre
Q aguda varia entre 1 y 3 semanas,
dependiendo de la dosis infectante a
la que haya estado expuesto el
paciente. En la mayoria de los casos
(60%), la enfermedad en su fase
aguda resulta ser inaparente o bien
presenta una sintomatologia inespeci-
fica. Esto conduce a que la fiebre Q
sea una enfermedad de dificil diag-
noéstico clinico y que probablemente,
estemos ante una enfermedad infra-
diagnosticada (Marrie, 1990b).

El 20% de los casos agudos pue-
den requerir de medicacion y/u hospi-
talizacion. La mayoria de los pacien-
tes infectados muestran una fase de

bacteriemia que normalmente se hace
perceptible en las fases tardias del
periodo de incubacion. La enferme-
dad podria producir neumonia o
hepatitis. En cualquier caso e inde-
pendientemente de la ruta de infec-
cidn, la presencia de C. burnetii en la
sangre puede involucrar a otros orga-
nos tales como el higado, el bazo, los
pulmones, la médula 6sea o el tracto
genital femenino. Es mas, se pueden
presentar determinadas complicacio-
nes que pueden amenazar la vida de
los pacientes entre las que se incluyen
la meningoencefalitis, la miocarditis
o la pericarditis (Stein y Raoult, 1998).

En pacientes con valvulopatia
previa (Raoult y cols., 1990), y en
menor medida, en mujeres embaraza-
das (Stein y Raoult, 1998) y en pacien-
tes inmunocomprometidos (Raoult y
cols., 1993), la fiebre Q puede croni-
ficarse y convertirse en una enferme-
dad de curso fatal para el paciente,
presentando alrededor de un 15% de
mortalidad. De este modo, la fiebre Q
cronica se define como aquel proceso
provocado por la infeccion de C. bur-
netii que se extiende en el tiempo mas
de seis meses y que se caracteriza por
la presencia de IgA e IgG contra anti-
genos de la fase I (Peacock y cols.,
1983).

Fiebre Q en rumiantes

Los animales que se infectan de
manera natural con C. burnetii no
suelen experimentar sintomas clini-
cos relacionados con la enfermedad.
En la fase aguda de la infeccion, la
presencia de fiebre Q puede ser
demostrada mediante diferentes téc-
nicas diagnoésticas a partir de mues-
tras de sangre, pulmon, bazo e higa-
do. Aun asi, la mayoria de los anima-
les suelen mantenerse asintomaticos,
sin mostrar siquiera un cuadro febril.
A menudo, la infeccion por C. burne-
tii en estos animales se cronifica y se
caracteriza por una excrecion conti-
nua de la bacteria en heces y orina,
con lo que estos animales se convierten
en portadores excretores del agente
causal que, ademas, se caracterizan por
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ser portadores inaparentes. El utero y
las glandulas mamarias son los prin-
cipales organos diana en la infeccion
cronica por C. burnetii en estos ani-
males, siendo esta cualidad de la
infeccion en los animales favorecedo-
ra de la dispersion de C. burnetii en el
medioambiente durante y tras las
épocas de parto. Las secreciones de
parto y postparto y las placentas pre-
sentan una alta contaminacién por
parte de esta bacteria.

Sin duda, entre las lesiones causa-
das por la fiebre Q entre los rumian-
tes, las de mas impacto en la sanidad
de las explotaciones, y por tanto, las
que provocan las mayores pérdidas
econdmicas, son las relacionadas con
el aparato reproductor. En rumiantes
domésticos se ha descrito metritis,
que se traduce en disminuciones de
los indices de fertilidad, abortos,
nacimientos prematuros acompafa-
dos de aumentos en la mortalidad
neonatal y perinatal (Arricau-Bouvery
y Rodolakis, 2005).

El comportamiento de la enfer-
medad es distinto segun las especies,
en el ganado vacuno produce princi-
palmente infertilidad mientras que en
el ovino y caprino es el aborto. Los
abortos son madas frecuentes en el
ganado ovino que en el caprino, pre-
sentando los fetos una apariencia nor-
mal, mientras que las placentas de
animales con un grado de infeccion
considerable muestran un engrosa-
miento de las areas intercotiledona-
rias acompanado de exudados copio-
sos, de aspecto cremoso, de color
amarillento o marrén decolorado
(Masala y cols., 2007).

En el caso concreto del ganado
caprino, se ha observado que la infec-
cion por C. burnetii produce cuadros
de aborto en el ultimo tercio de la
gestacion. Pero a diferencia con la
oveja, especie en la que el aborto es la
principal manifestacion clinica de la
infeccion, en la cabra cobra mas
importancia relativa el nacimiento
prematuro y el nacimiento a término
de crias débiles, lo que se traduce en
un aumento de la mortalidad neonatal
y perinatal (Berri y cols., 2007).

Diagnéstico clinico

Existen estudios que relacionan a la
fiebre Q con la produccion de fiebre,
debilidad, anorexia, rinitis, conjunti-
vitis, bronconeumonia, pérdida de
peso, artritis y mamitis, ademas de
haberse observado el nacimiento de
animales débiles que sobreviven al
parto, con anemia, ataxia, emaciacion
y paralisis. En el caso concreto del
ganado ovino, en hembras prefiadas
infectadas en el segundo y tercer ter-
cio de gestacion, los primeros signos
clinicos se detectan entre los 5y 12
dias tras la infeccion, apareciendo en
primer lugar un proceso febril bifasi-
co (Barlow y cols., 2007). A una perra
parturienta, fuente de infeccion en un
brote de neumonia por fiebre Q en
varios miembros de una familia que
estaban presentes en el parto del ani-
mal, se observo que una parte de los
cachorros murieron poco después de
nacer, muriendo el resto de cachorros
antes de las 24 horas postparto
(Buhariwalla y cols., 1996). Sin duda,
los signos clinicos observados en los
rumiantes domésticos, al margen de
la consabida importancia de esta
enfermedad en los indices reproducti-
vos de estos animales, deben tener
repercusiones considerables en la
productividad de los animales afecta-
dos, no cuantificadas aun. Estos sinto-
mas, ademas, son asociables en dife-
rentes tipos de cuadros cuya repercu-
sion en la sanidad y produccion animal
han sido ampliamente estudiados,
como es el caso de las neumonias, las
mamitis subclinicas y las artritis
(Buxadé y cols., 1996).

Diagnéstico anatomopatolégico

C. burnetii cuenta con una serie de
organos diana. La deteccion de dicho
agente causal a partir de muestras de
tejidos de dichos organos es posible
gracias a técnicas inmunologicas. Las
técnicas existentes serian la inmuno-
peroxidasa (Brouqui y cols., 1994), el
sistema de captura de antigeno
mediante ELISA/ELIFA (Thiele y
cols., 1992) y la inmunofluorescencia

a partir de anticuerpos monoclonales o
policlonales, siendo aplicable esta ulti-
ma técnica Unicamente en las muestras
tratadas con parafina (McCaul y
Williams, 1990; Thiele y cols., 1992;
Muhlemann y cols., 1995). Estas téc-
nicas son utilizadas rutinariamente en
medicina humana con el fin de anali-
zar los tejidos de las valvulas cardia-
cas en los pacientes de fiebre Q croni-
ca, una vez estas han sido extraidas del
paciente (Maurin y Raoult, 1999).

En medicina veterinaria, la prin-
cipal aplicacion de estas técnicas en
animales vivos ha sido el analisis de
placentas y, en menor medida, el de
organos diana en los fetos tras los
abortos, ya que la Coxiella suele
afectar de manera mds importante a la
placenta que al feto (Masala y cols.,
2007; Sanchez y cols., 2007).

Diagnéstico mediante cultivo de
Coxiella burnetii

Esta técnica diagnostica se utiliza mas
como una herramienta para poder
replicar a esta bacteria para posterio-
res pruebas laboratoriales o ensayos
experimentales que como técnica ruti-
naria de diagnostico. Ademas, dado el
fuerte riesgo de contagio para el hom-
bre, el cultivo de C. burnetii precisa
de ser llevado a cabo en instalaciones
que cumplan las exigencias contem-
pladas para el Grupo de Contencion 3
(Manual de la OIE sobre animales
terrestres, 2008). Cuando en el exa-
men microscopico de las muestras se
detecta un bajo nivel de contamina-
cién por otras bacterias y un niimero
importante de células de C. burnetii,
es posible el aislamiento directo por
inoculacion de huevos de gallina
embrionados o de cultivos celulares.
El proceso dura entre 10 y 15 dias y
pueden ser necesarios varios pases
para llegar a obtener un cultivo puro
de C. burnetii (Ho y cols., 1995).

En el caso de muestras muy con-
taminadas con otras bacterias (placen-
tas, descargas vaginales, heces, leche,
etc.) puede ser necesario recurrir pre-
viamente al cultivo celular, a la inocu-
lacion en animales de experimentacion.
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En este sentido, los animales mas
apropiados son los ratones y, preferi-
blemente debido a la facilidad con la
que detectan los sintomas tras la ino-
culacion, las cobayas (Scott y cols.,
1987).

Diagnéstico serolégico

En medicina humana, las técnicas
serologicas en conjuncion con los
hallazgos clinicos, han sido amplia-
mente utilizadas para confirmar el
diagnostico rutinario de la fiebre Q. A
ello ha contribuido su sencillez, asi
como su sensibilidad y especificidad.
Por otra parte, estas técnicas permiten
diferenciar la enfermedad aguda de la
cronica. Eso si, es necesario esperar
un minimo de dos o tres semanas des-
pués de la infeccion para poder detec-
tar la fase aguda de la enfermedad,
produciéndose el pico maximo de
produccion de anticuerpos contra C.
burnetii en torno al mes y medio tras
la infeccion (Maurin y Raoult, 1999).

Aunque en medicina veterinaria,
la serologia también ha sido amplia-
mente utilizada en estudios sobre
diferentes poblaciones animales con
el fin de establecer las tasas de sero-
prevalencia de las mismas, su aplica-
cion rutinaria orientada al diagndstico
individual de la enfermedad puede
resultar compleja. La ausencia de sig-
nos clinicos en muchas ocasiones
unido a que los animales infectados
pueden permanecer seropositivos
durante varios afios tras la infeccion
aguda, o pueden eliminar la bacteria
al medio antes de desarrollar anti-
cuerpos, o también pueden ser infec-
tados sin expresar seroconversion,
contribuye a la citada complejidad
del diagnéstico serologico individual
en los animales. Para interpretar los
resultados en las poblaciones se pre-
cisan al menos de 10 animales (aborta-
dos o no), precisandose para estable-
cer la presencia de infeccion, tanto la
respuesta serologica como la evidencia
de la existencia de C. burnetii
mediante cultivo o técnicas como la
PCR (Arricau-Bouvery y cols., 2001;
Berri y cols., 2001).

Las técnicas mas utilizadas hoy
en dia son: la fijacion del comple-
mento (FC) (Guigno y cols., 1992), la
inmunofluorescencia indirecta (IFI)
(Tissot-Dupont y cols, 1994), y el
método del enzimoinmunoensayo
(ELISA) (Waag y cols., 1995).

Otras técnicas seroldgicas propues-
tas para el diagnostico de la fiebre Q
incluyen el “dot inmunoblotting” (Cow-
ley y cols., 1992), el “Western blotting”
(Blondeau y cols., 1990), el test de la
hemolisis indirecta (Tokarevich y
cols., 1990) y el radioinmunoensayo
(Doller y Gerth, 1984).

Diagnéstico mediante la reac-
cién en cadena de la polime-
rasa (PCR)

El diagnostico de la fiebre Q median-
te PCR ha sido utilizado con éxito
tanto en la medicina humana como en
la veterinaria para la deteccion de C.
burnetii en cultivos y en muestras
procedentes de tejidos diana, leche,
secreciones vaginales, semen, orina y
heces (Maurin y Raoult, 1999;
Rodolakis y cols., 2007; Vaidya y
cols., 2008). Este método ha sido pro-
bado directamente sobre muestras de
sangre humana, pero los resultados
no han sido satisfactorios para las
PCR convencionales, siendo frecuen-
tes los falsos positivos (Maurin y
Raoult, 1999). Las técnicas nuevas de
PCR a tiempo real parecen haber
solucionado este problema, convir-
tiendo a este tipo de técnicas en un
medio de deteccion precoz, siendo muy
eficaz antes de los 17 dias tras la infec-
cion. Es capaz de detectar la enferme-
dad en el periodo de tiempo en el que
no se puede detectar una respuesta
inmune por medio de técnicas serolo-
gicas. Por otra parte, la PCR detecta
C. burnetii en cultivos en viales de
bioseguridad de muestras de sangre
de pacientes de fiebre Q aguda y croni-
ca que ya habian iniciado su tratamien-
to antibidtico, mientras que el cultivo
de C. burnetii por si solo, no permite
la deteccion de la bacteria en este tipo
de pacientes que ya han iniciado su
medicacion (Musso y Raoult, 1995).

Se han desarrollado cebadores
especificos a partir de la secuencia de
diversos genes como el gen de la
superdxido dismutasa (conocido tam-
bién como sodB), el gen coml que
codifica una proteina de 27 kDa de la
membrana, el operdén que codifica
dos proteinas de choque térmico
(htpA y htpB), el gen que codifica la
isocitrato deshidrogenasa (icd) y el
gen IS1111, el cual codifica para una
transposasa, siendo éste ultimo el
mas usado para la deteccion de C.
burnetii mediante PCR (Spyridaki y
cols., 2002; Vaidya y cols., 2008).
También se han desarrollado PCRs
basadas en la amplificacion de regio-
nes de genes presentes en otras bacte-
rias para la deteccion de C. burnetii.
Un ejemplo de este tipo de genes es el
16s ARNr (Spyridaki y cols., 2002).

De las PCR convencionales desti-
nadas al diagnostico de la fiebre Q, la
de mayor éxito ha sido la Trans-PCR,
basada en la amplificacion de regio-
nes especificas del gen IS71/1]. Este
transposon se encuentra en un nime-
ro variable de copias (entre 7 y 110)
segln el andlisis de este gen en dife-
rentes aislamientos de C. burnetii
realizados en distintas regiones del
mundo (Klee y cols., 2006). La pre-
sencia de copias multiples del gen en
el genoma de C. burnetii logra que la
amplificacion de sus regiones especi-
ficas en una sola etapa sea mayor que
la lograda para otras PCRs basadas en
la amplificacion de regiones especifi-
cas de un Unico gen, con lo que la
sensibilidad de la prueba se ve consi-
derablemente aumentada.

Vacunas

En materia de Medicina Preventiva,
existen publicaciones sobre el diseflo
y prueba de diferentes tipos de vacunas
de aplicacion en animales desde fina-
les de la década de los 80, disefiando-
se también con posterioridad vacunas
de aplicacion en medicina humana
(Williams y cols., 1993). Las pérdidas
econdmicas provocadas por la fiebre Q
entre profesionales de riesgo (gana-
deros y trabajadores de matadero)
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han sido evaluadas en Australia, lle-
vando a las autoridades sanitarias de
este pais a la puesta en marcha de un
plan de prevencion basado en la
vacunacion contra la enfermedad en
estos colectivos de riesgo desde el
afio 2002, con resultados positivos
espectaculares (Gidding y cols.,
2009). Otro ejemplo de resultados
satisfactorios tras la instauracion, esta
vez, de un plan de control integral de
la fiebre Q, con medidas de preven-
cion aplicadas al campo de la Sanidad
Animal, lo tenemos en el plan de con-
trol de la fiebre Q llevado a cabo en
Eslovaquia (Serbezov y cols., 1999).

Espaiia y fiebre Q

En Espafia, la primera evidencia que se
tuvo de la existencia de la fiebre Q fue
el aislamiento de C. burnetii a partir de
tres especies diferentes de garrapatas
(Hyalomma marginatum, Rhipicepha-
lus bursa y Rhipicephalus sanguineus)
recogidas de animales de Sevilla y
Madrid en el afio 1949 (Pérez Gallardo
y cols., 1949), siendo diagnosticada
por primera vez en la especie humana
en el ano 1950 en Salamanca (Prada y
cols., 1950). Desde entonces, ha sido
detectada en multiples regiones de
nuestro pais, si bien, quizas donde ha
habido una mayor continuidad en la
labor investigadora sobre esta enfer-
medad ha sido en el Pais Vasco, donde
la fiebre Q es endémica y cuya presen-
tacion clinica aguda mas frecuente en
humana es la neumonica (Téllez y
cols., 1988; Sanzo y cols., 1993).

En Canarias, se tenia conocimien-
to de la presencia de fiebre Q desde

los anos 70, tras el estudio de una
serie de casos de fiebre Q de ciudada-
nos finlandeses que habian contraido
la enfermedad durante su estancia en
el Archipiélago Canario y en otros
lugares donde la enfermedad era
endémica (Palosuo y cols., 1974). El
primer estudio seroepidemiologico
sobre fiebre Q humana en Canarias se
realizd en Lanzarote en el afio 1986
utilizando la fijacion del complemen-
to (FC) (Pascual, 1994), siendo el pri-
mero de una serie de tres estudios
realizados en esta isla entre 1986 y
1991. En el ultimo estudio de esta
serie se detectd una seroprevalencia
en la especie humana del 10,9%
mediante FC y del 18,7% mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFI).
Ademas, verificO en una muestra
representativa de la ganaderia de
caprino de la isla (principal produc-
cion de rumiantes de la region), que
el 32,7% de las ganaderias analizadas
fueron positivas por IFI (Pascual,
1994).

Trece afios después, se publico el
primer estudio epidemioldgico de fie-
bre Q humana en la totalidad del
Archipiélago Canario, también reali-
zado mediante IF] y arrojo una sero-
prevalencia de entre el 21,5% al
35,8% (Bolafios y cols., 2004). En
este afio, otro estudio seroldgico
basado en la aplicacion del ELISA en
el que se estudiaba una muestra
representativa de los ganados capri-
no, ovino y bovino de la isla de Gran
Canaria, arrojé unos valores de sero-
prevalencia de 60,4%, 31,7% vy
12,2% respectivamente para las men-
cionadas especies (Rodriguez y cols.,
2010). Asimismo, en Canarias se han
publicado varias revisiones de casos
de fiebre Q clinica en la especie
humana, de entre las cuales, destaca
la que se realizo sobre la poblacion
del sureste de Gran Canaria (Bolafios
y cols, 2003).
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Articulos de revision

Pioderma Canina

Ortega, D. (1); Acosta, B.(2); Ferrer, 0.(2)
(1) Doctorado en Clinica e Investigacion Terapéutica de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria
(2) Dpto. Patologia Animal. Facultad de Veterinaria de las Palmas de Gran Canaria

La pioderma es una de las enfermeda-
des més comunes de la piel en perros
(WAEL, M K et al., 2011). La pioder-
ma literalmente significa presencia de
pus en la piel y puede ser causado por
procesos infecciosos, inflamatorios
y/o causas neoplasicas; incluso algu-
nos acumulos de exudado neutrofili-
co pueden llamarse piodermas. Sin
embargo, la pioderma debida a infec-
cién bacteriana de la pieles la mds
comun. Las piodermas son comunes
en perros y menos en gatos (LEIB y
MONROE, 1997; FRANK etal., 2003;
LOEFFLER, 2005; MORRIS, 2010).
Las piodermas se clasifican segun
la profundidad de la infeccion en
(IHRKE, 1996;LEIB y MONROE,
1997):
1.Piodermas de superficie: pioder-
mas que se restringen a la superfi-
cie de la piel, y no se extiende
mas profundo del estrato corneo o
dentro del foliculo del pelo.
2.Pioderma superficial: infecciones
que incluyen el foliculo del pelo
pero no se extienden dentro de la
dermis.
3.Piodermas profundas: son infec-
ciones que se extienden dentro de
la dermis.

Las pseudopiodermas no son real-
mente piodermas, ya que la infeccion
solo juega un papel secundario, es
decir, que estamos ante un proceso
inflamatorio de la epidermis en los que
solo existe un crecimiento de gérme-
nes sobre ésta, pero sin infeccion y
por tanto, la terapia antiinfecciosa no
es efectiva (BENSIGNOR, 2009).

Una pioderma resistente es aque-
lla que no responde a un determinado
nimero de tratamientos habituales,
particularmente antibidticos y, en
consecuencia, necesita un tratamiento
agresivo que incluye antibidticos

especificos (FOGEL y MANZUC,
2009).

Se debe sospechar de pioderma si el
paciente tiene una historia de prurito,
especialmente si el prurito tiene res-
puesta previa a la terapia antimicro-
biana. La presencia de papulas, pastu-
las y collaretes epidérmicos debe crear
un alto indicio de sospecha de pioder-
ma (CARLOTTI, 1996; LEIB y MON-
ROE, 1997; SCOTT et al., 2001). Ob-
viamente, hay que llevar a cabo un apro-
piado diagnostico diferencial teniendo
en cuenta que otras enfermedades de la
piel pueden manifestarse con la presen-
tacion de pustulas aunque no tengan un
origen bacteriano (ej., dermatofitosis,
pénfigo folidceo, dermatitis pustular
eosinofilica). Ademads hay que consi-
derar que muchas enfermedades de la piel
cursan con infecciones secundarias, 1o
que nos obliga a realizar un diagnostico
exacto (FOGEL y MANZUC, 2009).

Causas bacterianas de la pio-
derma canina

La superficie de la piel en animales y
humanos esta colonizada por bacterias
que estan bien adaptadas al microen-
torno del estrato superficial corneo y
foliculos pilosos (LLOYD, 1992). De
esta manera, la flora normal contribu-
ye a la inmunidad de la piel.

Las bacterias del género estafilo-
cocos viven como miembros de la flora
normal de la piel y las mucosas de
humanos y animales (SCOTT, et al.,
2001; LEE et al., 2003).

Sin embargo, muchas especies
son también patdgenos oportunistas
que pueden causar serias enfermeda-
des de la piel y en otros tejidos del
cuerpo y cavidades (KLOOS, 1975;
SCOTT et al., 2001).

Aunque, en la actualidad a los esta-
filococos coagulasas negativos se les

esté prestando una mayor atencion a
su importancia médica, (KLOOS,
1994), son las especies coagulasas
positivas las que desde siempre se les
ha dado una consideracion importan-
te como patdgenos en medicina vete-
rinaria. Durante muchos afos, cuatro
especies coagulasas positivas han
sido reconocidas y documentadas como
patdgenas: Staphylococcus aureus, S.
intermedius, S. hyicus y S. schleiferi
(WERCKENTHIN et al, 2001;
FRANK et al., 2003). Considerando
que S. aureus es el patdogeno predo-
minante de humanos, mientras que S.
intermedius y S. schleiferi son patoge-
nos predominantes del perro (KLUYT-
MANS et al., 1998; HERNANDEZ et
al., 2001; FRANK et al., 2003; MAYER
et al., 2005).

Staphylococcus intermedius, es
una bacteria gram positiva coagulasa
positiva reconocida como una especie
diferente de Staphylococcus aureus
desde los afios ochenta. Est4 conside-
rada el agente infeccioso mas comin
en las piodermas caninas. Sin embar-
go, la nomenclatura ha ido cambian-
do debido a recientes avances en la
caracterizacion molecular. El grupo de
los Staphylococcus intermedius inclu-
yen 3 especies generalmente diferen-
tes: Staphylococcus intermedius ais-
lado de palomas, Staphylococcus
pseudointermedius que es el verdade-
ro patogeno canino, y Staphylococcus
delphini originalmente aislado del
delfin (DEVRIESE et al., 2005).

Los Staphylococcus intermedius
se adhieren a las células epidérmicas
de perros sanos, pero muestra una
mayor capacidad de adhesion a las
células epidérmicas de los perros ato-
picos (McEWAN, 2000; SIMOU et
al., 2005; McEWAN et al., 2006). Esto
se produce porque cambia la disponi-
bilidad de la fijacion de los receptores
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cutaneos para los estafilococosy faci-
lita 1a adhesion de la bacteria (WAEL
y HUSEIN, 2011).

Actualmente, se siguen conside-
rando como patogenos aislados de las
lesiones de piodermas
Staphylococcus aureus, S. schleiferi
(subsp. Schleiferi, coagulasa negativo
y subsp. Coagulans, coagulasa positi-
vo)y S. hyicus (SAIJONMAA-KOU-
LUMIES, 1996).

Entre las bacterias que residen de
forma normal en la piel del perro tam-
bién se encuentran los estafilococos

caninas:

coagulasa negativos, Streptococcus,
Micrococcus spp, y Acinebacter spp.

Las bacterias transitorias de la piel
canina incluyen: Baccillus spp,
Corynebacerium spp, Escherichia
Coli, Proteus mirabilis y Pseudomona
aeruginosa (PATEL, 2006).

Pseudomona aeruginosa es un
patégeno frecuente en perros con oti-
tis cronica externa y otitis media
(HARRIS, 1978; GOODWIN et al.,
1978; COLE et al., 1998), pero es infre-
cuente aislarlo de infecciones de piel.
(KRISTENSEN et al., 1978; KROGH
etal, 1981; SCOTT et al., 2001; SEOL
et al., 2002). Estos organismos suelen
aislarse de la piel de perros con pio-
dermas profundas cronicas donde tipi-
camente se asocian con infecciones
causadas por otros agentes tales como
S. intermedius y Escherichia Coli
(SCOTT et al.,, 2001). El aislamiento
unico de Pseudomona aeruginosa de
lesiones de pioderma es muy raro y
los autores solo tienen constancia de
un caso descrito en la literatura
(DONE, 1974). No obstante, recien-
temente se ha publicado un trabajo
(HILLER, 2006) en donde se analiza-
ron los patrones de presentacion cli-
nicos e histopatologicos de 20 perros
con pioderma afectados tnicamente
por Pseudomona aeruginosa.

Manifestaciones clinicas de la
pioderma

1. Pioderma superficial

En este caso la infeccion abarca la
epidermis y sus anexos, no alterando

las membranas basales. En consecuen-
cia, las bacterias se desarrollan en el
interior de los estratos epidérmicos o
en el foliculo piloso. A estos lugares
llegan también células inflamatorias
y es frecuente observar pustulas, y
cuando éstas se rompen, se forman
costras y collaretes epidérmicos
(FOGEL y MANZUC, 2009). Cuando
la pioderma se desarrolla en el estra-
to corneo, puede separar a este ultimo
de los estratos mas profundos, como
ocurre en los margenes de algunos
collaretes epidérmicos, que crecen
centrifugamente a causa de esta situa-
cion. A esto se lo denomina pioderma
disecante (FOGEL y MANZUC, 2009).

Existen varios tipos dentro de este
grupo:

* Pioderma de los pliegues de la
piel (Intertrigo) (FOURRIER et
al., 1986; THRKE, 1996;LEIB y
MONROE, 1997): Estas lesiones
son vistas en defectos anatomicos
donde hay una importante coloni-
zacion bacteriana: labios, cara,
vulva, abdomen caudal, pliegues
gruesos, pliegues mamarios y por
obesidad. La dermatosis es locali-
zada con eritema, exudacion,
supuracion y mal olor.

* Impétigo:

- Impétigo juvenil: aparecen pus-
tulas subcorneales con costras
en la zona ventral del cuerpo
(FOURRIER, et al, 1986;
IHRKE, 1996; LEIB y MON-
ROE, 1997): Esta enfermedad
es auto limitante. Se desarrolla
en animales jovenes de 16 sema-
nas de vida. El Staphylococcus
Pseudointermedius es el agen-
te etiologico principal (NES-
BITT y ACKERMAN, 1998).

- Impétigo adulto: pustulas gran-
des (bullas) por todo el cuerpo.
Esta enfermedad es en ocasio-
nes severa, y puede provocar
postracion. En general el impé-
tigo en perros adultos suele ser
secundario a una enfermedad de
base como hiperadrenocorticis-
mo, terapia con corticoides, o
multiples traumas, por ejemplo,
durante cacerias (FOURRIER,

et al., 1986; IHRKE, 1996; LEIB
y MONROE, 1997). Se han
podido aislar de estas lesiones
bullosas, Bacterias Gram
Negativas (Pseudomona, E.
Coli y Enterobacter) asi como
S. intermedius (NESBITT vy
ACKERMAN, 1998).
* Foliculitis:

- La Foliculitis bacteriana super-
ficial es la forma mas comun
de pioderma. Hay una amplia
variacion en la historia y sig-
nos clinicos asociados con la
enfermedad. El agente patoge-
no principalmente asociado a
foliculitis es S. pseudointerme-
dius (NESBITT y ACKER-
MAN, 1998).

- Foliculitis juvenil: se presenta
con numerosas pustulas folicu-
lares en la parte ventral del
abdomen. La afeccion a menu-
do se cura en la pubertad, aun-
que algunos casos podria deber-
se a una alergia temprana, y de
hecho, tratarse de una foliculi-
tis secundaria (FOURRIER, et
al., 1986).

 Ea R, S )
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- Foliculitis de los perros de pelo
corto: hay pustulas foliculares
generalizadas, collaretes epidér-
micos y costras, pelos mordi-
dos (“pelaje apolillado”). Esta
enfermedad esta presente en
razas de pelo corto. El prurito
desaparece cuando la lesion
se cura. Puede ser recurrente
(FOURRIER, et al., 1986;
IHRKE, 1996;LEIB y MON-
ROE, 1997).

- Foliculitis secundaria: es una
enfermedad muy comun carac-
terizada por pustulas folicula-
res, collaretes epidérmicos y
costras que pueden aparecer de
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manera generalizada. El prurito
permanece después de curadas
las lesiones en los casos que
existe una dermatosis pruritica
de base. La enfermedad también

puede generar prurito en derma-
tosis no pruriticas. (En tal caso
el prurito desaparece cuando la
lesion se cura). La foliculitis se-
cundaria puede ser recurrente
si la causa de base no se trata
(FOURRIER et al., 1986).

 Hipersensibilidad bacteriana y/o
pioderma de extension superficial:
es una enfermedad poco comun
basado en una triada clinica: pus-
tulas eritematosas foliculares, pla-
cas seborreicas y bullas hemorra-
gicas. A veces hay un severo prurito.
La existencia de una alergia real a
bacterias es presumible y debati-
ble (FOURRIER, et al., 1986). En
la pioderma de extension superfi-
cial, las areas de alopecia y eritema-
tosas se expanden centrifugamen-
te y aparecen también collaretes
epidérmicos y costras. Estas lesio-
nes estan frecuentemente asocia-
das a pustulas foliculares intactas
y transitorias. Estas entidades son
amenudo recurrentes (FOURRIER,
et al., 1986; IHRKE, 1996; LEIB
y MONROE, 1997).

* Foliculitis profunda: es la llamada
“dermatitis acral de lamido”, que
en la mayoria de los casos se carac-
teriza por ser una infeccion folicu-
lar bacteriana profunda, a menudo
acompafiada de hidroadenitis retro-
grada. Se debe buscar una causa
alérgica o psicogena después de
instaurar un tratamiento antiinfec-
cioso (FOURRIER, et al., 1986).

* Foliculitis piotraumatica: algunos
casos de foliculitis (ej. En labrador

retriever) aparecen placas exuda-
tivas que producen dolor. Estan
rodeadas de pustulas foliculares o
foraunculos lo que puede ayudar a
diferenciar de la clasica dermati-
tis piotraumatica. Esta enferme-
dad puede ser secundaria a enfer-
medades alérgicas de la piel y lle-
gar a ser recurrentes (FOURRIER,
et al., 1986; IHRKE, 1996; LEIB
y MONROE, 1997).

2. Pioderma profunda

Las piodermas profundas son menos
comunes que las piodermas superfi-
ciales pero son mas complicadas de
controlar. Existen diversos factores
que predisponen a la pioderma pro-
funda. A menudo son el resultado de
una foliculitis superficial preexisten-
te. En otras ocasiones se debe a
demodicosis, endocrinopatias, enfer-
medades metabolicas, deficiencias
inmunes, alergias y traumas. Los
traumas con penetracion de la dermis
predisponen a la entrada de bacterias
(NESBITT y ACKERMAN, 1998;
FOGEL y MANZUC, 2009).

* Forunculosis (FOURRIER, et

al.,1986):

- Acné, papulasy pustulas se
aprecian en la cara, particular-
mente en la zona del menton.
La enfermedad tiene mas inci-
dencia en perros jovenes.

- Forunculosis secundaria: pus-
tulas localizadas o generaliza-
das. Se asocia a foliculitis y
esta provocada o agravada por
una terapia excesiva por ejem-
plo, con glucocorticoides.

- Pioderma nasal: pustulas y cos-
tras estan presentes sobre el
puente de la nariz y parpados. La

causa es desconocida. Pueden
quedar cicatrices severas. Esta
verdadera pioderma nasal bacte-
riana debe diferenciarse de la
forunculosis estéril eosinofilica
posiblemente debida a picaduras
de artropodos y no originada por

una infeccion bacteriana.
¢ Celulitis (FOURRIER, et al., 1986;
IHRKE, 1996; LEIB y MONROE,

1997):

* Celulitis localizada:

- Pioderma de los puntos de pre-
sion: hay lesiones necréticas en
los codos, la grupa, metatarso,
zonas laterales de los dedos. Se
debe a un trauma continuado por
apoyo en perros de gran peso.
Otras celulitis localizadas:

Hay otras lesiones necrotizan-
tes que aparecen en otras loca-
lizaciones como, por ejemplo,
region perianal. La causa no se
conoce bien y, algunas veces,
son secundarios a forunculosis.
* Celulitis generalizada (FOU-
RRIER, et al. 1986; IHRKE,
1996; LEIB y MONROE, 1997):
Piodemodicosis: se trata de
una enfermedad necrotizante

extensa de la piel, que es
secundaria a una demodicosis
generalizada por un estado de
posible inmunodeficiencia.

- Otras: lesiones necrotizantes
extensas y frecuentemente se-
cundarias a inmunodeficiencias
subyacentes.

* Complejo pioderma interdigital
(FOURRIER, et al., 1986;
IHRKE, 1996; LEIB y MON-
ROE, 1997): En la pododerma-
titis no infecciosas (no hay pio-
derma) se caracteriza por eritema,
edema, heridas exudativas y
alopecia. Hay numerosas causas
de pododermatitis incluyendo
aumento de la flora superficial
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bacteriana, bacterias exogenas
y/o dermatitis por sobrecreci-
miento de Malassezia spp. Se
encuentran las mismas lesiones
en la pododermatitis que en la
pioderma interdigital junto con
otras como forunculosis, ulce-
racion, fistulas y necrosis (celu-
litis). La pioderma interdigital
con frecuencia es secundaria a
pododermatitis debida a otras
causas. Puede llegar a ser cro-
nica si la causa subyacente no
se identifica y se trata.

3. Pseudo-pioderma

+ Dermatitis piotraumatica:
La dermatitis piotraumatica (“hot
spot”, dermatitis humeda aguda) no
es una verdadera pioderma pero son
lesiones auto-infligidas con excesi-
vo crecimiento bacteriano en su
superficie. Las lesiones tipicas tie-
nen una presentacion aguda y se
caracterizan por tener alopecia, eri-
tema, supuracion, prurito y /o dolor.
Estas lesiones estdn comiinmente
asociadas a enfermedades pruriticas
de la piel (alergia a pulgas, oftitis,
saculitis, etc) aunque se entienden
poco su etiologia. Se suele producir
la curacion espontanea en unos dias
(NESBITT y ACKERMAN, 1998).
* Piodermas juveniles:

- Piodermajuvenil de cachorros
recién nacidos: lesiones costro-
sas presentes en la cara, torax y
area dorso-lumbar. Estas se
deben a causas trauméticas. No
se requiere tratamiento ya que
la cura es espontanea (FOU-
RRIER, et al., 1986).

- Celulitis juvenil: la etiologia
de esta enfermedad es desco-

nocida. El cuadro tipico clinico
es edema facial y forunculosis
con fistulas, costras y otitis
externa supurativa. También,
adenopatias y abscesos estéri-
les pueden estar presentes. La
aparicion de esta enfermedad
poco comuln ocurre antes de
los 4 meses de edad, en uno o
varios cachorros de una cama-
da. Hay curacion espontanea en
pocas semanas dejando cicatri-
ces como secuela. Sin embargo,
a veces se requiere de terapia
inmunosupresora sistémica, y
un control de las infecciones
secundarias es beneficioso
(FOURRIER, et al., 1986;
IHRKE, 1996;LEIB y MON-
ROE, 1997).

Diagnéstico de la pioderma: cli-
nico y laboratorial

El diagnostico de la pioderma canina
esta basado en la historia clinica, exa-
men fisico y exdmenes complementa-
rios. Existen varias pruebas que pueden
usarse para confirmar el diagndstico
clinico de la pioderma (BENSIGNOR,
2009):

A. Citologia dérmica

La citologia es la prueba mas rapida
para evaluar la presencia de pioderma
o el crecimiento bacteriano excesivo.
Los casos verdaderos de pioderma
deberian demostrar bacterias intrace-
lulares con la citologia, por lo general
dentro de neutréfilos. Cuando las
lesiones se hacen mas cronicas y mas
profundas, se pueden identificar célu-
las mononucleares y macrofagos. La
presencia de células plasmaticas y

fibroblastos sugieren una estimula-
cion antigénica cronica o la cicatriza-
cion. Mas de dos bacterias por campo
de aceite de inmersion son sugestivas
de crecimiento bacteriano excesivo.
Un niimero anormal de bacterias es
mas tipico de citologias de naturaleza
cronica (IHRKE, 1996; KWOCHKA,
1993).

Caracteristicas de las citologias:

* Intertrigo: el examen citologico
de los frotis cutaneos o las prue-
bas con cinta adhesiva revelan
imagenes de colonizacion bacte-
riana, con bacterias muy numero-
sas, a menudo agrupadas en raci-
mos sobre corneocitos. Es raro
observar imagenes de invasion
bacteriana (polimorfonucleares
degenerados que han fagocitado
bacterias) (BENSIGNOR, 2009;
FOGEL y MANZUC, 2009).

* Pioderma mucocutanea: el exa-
men citologico puede ofrecer
imagenes de colonizacion bacte-
riana, pero es poco patognomoni-
co (BENSIGNOR, 2009; FOGEL
y MANZUC, 2009).

+ Impétigo del perro joven: el exa-
men citolégico de las lesiones
pustulosas, después de pinchar
cuidadosamente la cupula de una
pustula, permite observar abun-
dantes microorganismos asocia-
dos a polimorfonucleares neutro-
filos degenerados. Abundan las
imagenes de fagocitosis, que indi-
can una invasiéon bacteriana
(BENSIGNOR, 2009; FOGEL y
MANZUC, 2009).

 Impétigo del perro adulto: el exa-
men citologico revela numerosas
imagenes de fagocitosis y microor-
ganismos, que indican una invasion
bacteriana (BENSIGNOR, 2009;
FOGEL y MANZUC, 2009).

« Foliculitis: el examen citologico de
las pustulas intactas, cuidadosa-
mente pinchadas, permite visuali-
zar abundantes polimorfonucleares
degenerados que han fagocitado
bacterias (BENSIGNOR, 2009;
FOGEL y MANZUC, 2009).

* Forunculosis localizada: es funda-
mental realizar frotis cutdneos
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para examen citologico. En estas
infecciones profundas son raras las
imagenes de fagocitosis de cocos,
caracterizadas por una inflamacion
piogranulomatosa rica en polimor-
fonucleares y macrofagos (BEN-
SIGNOR, 2009; FOGEL y MAN-
ZUC, 2009).

* Forunculosis piotraumatica: a
menudo el examen citologico es
decepcionante, aunque muestra
imagenes de colonizacion bacte-
riana por cocos (BENSIGNOR,
2009; FOGEL y MANZUC, 2009).

» Forunculosis generalizadas: pre-
sencia de polimorfonucleares dege-
nerados, macrofagos y bacterias
(BENSIGNOR, 2009; FOGEL y
MANZUC, 2009).

* Celulitis localizada: el examen cito-
logico es bastante util, pues per-
mite identificar polimorfonuclea-
res, macrofagos y bacterias. Sin
embargo, no siempre es facil iden-
tificar imagenes de fagocitosis
(BENSIGNOR, 2009; FOGEL y
MANZUC, 2009).

* Dermatitis piotraumatica: el exa-
men citologico es poco util, ya que
apenas muestra imagenes de colo-
nizacion bacteriana inespecificas
(BENSIGNOR, 2009; FOGEL y
MANZUC, 2009).

* Forunculosis eosinofilica: abundan-
tes polimorfonucleares eosin6fi-
los y ausencia de microorganis-
mos (BENSIGNOR, 2009; FOGEL
y MANZUC, 2009).

B. Histopatologia

El estudio histopatologico es poco
utilizado para el diagndstico de la
pioderma, en la mayoria de las oca-
siones las bacterias no se observan en
el estudio de la biopsia, pero el mode-
lo de inflamacion y los tipos de célu-
las pueden ser utiles para el diagnos-
tico. La presencia de bacterias es mas
frecuente en las capas superficiales.
La principal ventaja de la biopsia es
que nos sirve para dar pistas sobre la
enfermedad subyacente que origina la
pioderma. Siempre se deben tomar
varias muestras y éstas deben referir-

se a un servicio de dermopatologia
(IHRKE, 1996; KWOCHKA, 1993).

C. Bacteriologia

En presencia de piodermas profundas
(celulitis, pioderma interdigital pro-
funda, etc). Conviene realizar estos
cultivos para tipificar correctamente
la flora responsable. En casos de pio-
dermas superficiales, son muy poco
utilizados, ya que no brindan infor-
macion util para la terapéutica, por
los siguientes motivos (FOGEL y
MANZUC, 2009).

La bacteria principalmente impli-
cada en la génesis de las piodermas es
Staphylococcus Pseudointermedius.
Siendo menos habituales las piodermas
por gram negativos. S. Pseudointer-
medius es muy sensible a los antibio-
ticos tipicos para gram positivos
como Cefalexina, Lincomicina o En-
rofloxacina, y mas del 99% de las
piodermas responden bien a estos
antibidticos (FOGEL y MANZUC,
2009).

Muchos antibidticos potencial-
mente Utiles no tienen buen resultado
en la piel por tener poca difusion,
mala actividad en exudado purulento
o carecer de actividad intracelular
(lugar donde permanece vivo Staphy-
lococcus Pseudointermedius) (FOGEL
y MANZUC, 2009).

La sensibilidad in vitro de deter-
minados antibidticos no siempre
coincide con la sensibilidad in vivo,
por consiguiente, muchas bacterias
sensibles a algunos antibidticos en el
laboratorio, no lo son en el organismo
(FOGEL y MANZUC, 2009).

El germen aislado en un cultivo
de piel puede no ser la causa de la
pioderma o no estar involucrado en el
cuadro (FOGEL y MANZUC, 2009).

Se recomienda realizar cultivos
en los casos de piodermas profundas
generalizadas cronicas, en toda pio-
derma recidivante cronica que ha sido
tratada con varios antibiticos y en
las otitis bacterianas cronicas (FOGEL
y MANZUC, 2009).

Resultados de sensibilidad y
resistencia antibiética

Antibioticos sistémicos ttiles para el
tratamiento de la pioderma canina:

Los antibidticos mas usados para
el tratamiento de la pioderma canina
estan incluidos en la siguiente tabla.
Todos ellos tienen una buena difusion
cutanea debido a su liposolubilidad y
se pueden administrar oralmente lo
que facilita la medicacion a largo
plazo (facilita la administracion). Son
todos bactericidas excepto los macro-
lidos que son bacteriostaticos (CAR-
LOTTI, 1996; BENSIGNOR, 2009).

Las cepas MRSP (Meticillin
Resistente Staphylococcus Pseudointer-
medius) expresan resistencia a otra
clase de antibidticos como los
Macrélidos, Tetraciclinas, Aminoglu-
cosidos y Fluoroquinolonas (MORRIS
et al., 2006; JONES et al., 2007).
Particularmente, la resistencia a las
Fluoroquinolonas (Enrofloxacina, Mar-
bofloxacina) es alrededor del 55%.
(INTORRE et al., 2007). En un estu-
dio, las tasas de MRSP y MRSS
(Meticillin Resistente Staphyloco-
ccus Schleiferei) aisladas de pioder-
mas y otitis fueron del 17 y 40% res-
pectivamente (MRSA 35% en infec-
ciones profundas). Los antibidticos
orales que ejercieron un efecto mas
seguro frente a MRSP fueron Clo-
ranfenicol y Trimetoprin-sulfa. MRSS
mostr6é buenos ratios de susceptibili-
dad a toda clase de antimicrobianos
excepto a Fluoroquinolonas (MORRIS
et al., 2006).

Las Tetraciclinas tienen muy baja
actividad contra estafilococos. Sin
embargo, la Minocilina puede usarse
en caso de pioderma debida a
Staphylococcus spp. meticilin- resis-
tente a dosis de 15 mg/kg BID
(KAWAKAMI et al., 2010).

Los Aminoglicésidos tienen una
baja difusion cutanea al ser hidroso-
lubles, pero ademas presentan el pro-
blema de ser toxicos (elevado poten-
cial nefrotoxico) (NOLI, 2011).

La Rifampicina es un antibiotico
efectivo frente a estafilococos pero,
como todavia se utiliza para tratar la
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tuberculosis en humanos, y sobre
todo porque su uso en medicina vete-
rinaria tiene una gran tasa de resisten-
cias, deberia usarse excepcionalmen-
te y realmente cuando no exista otra
posibilidad terapéutica. Ademas,
deberia asociarse a betalactamicos
para minimizar el riesgo de aparicion
de cepas resistentes de estafilococos
(CARLOTTI et al., 1997; DECRIS-
TOPHORIS el al., 2011).

La Novobiocina: este antibidtico
esta disponible en algunos paises para
tratar la enfermedad de vias respirato-
rias altas agudas o cronicas en anima-
les combinados con Tetraciclinas. Sin
embargo, no hay estudios clinicos que
hayan demostrado su efectividad en
la pioderma canina. (FULHAM et al.,
2011).

Para aquellos casos con pioder-
mas recurrentes debidas a una derma-
tosis subyacente incurable y frecuente-
mente de origen alérgico, que requieran
de tratamiento intermitente antibioti-
co para el control de las erupciones, se
plantea la pregunta de si seria aconse-
jable este tipo de terapias. En un estu-
dio controlado doble ciego placebo,
perros alérgicos con piodermas recu-
rrentes se trataron con Cefalexina a la
dosis estandar o placebo durante 3
dias a la semana para prevenir recidi-
vas. Estas fueron mas frecuentes en el
grupo placebo. Los perros afectados
con alergia alimentaria tenian menos
recaidas debido a la facilidad de con-
trolar la causa subyacente. Pero lo
mas relevante es que no aparecieron
resistencias a estafilococos en este
estudio. (GUAGUERE et al., 2003).

» Antibioticos topicos ttiles para el
tratamiento de la pioderma canina:
- La Mupirocina y el Acido
Fusidico son los tratamientos
topicos para mascotas mas
efectivos frente a estafiloco-
cos, (SCOTT et al, 2001)
debido a su alta actividad
sobre los estafilococos coagu-
lasa- positivo, incluyendo cepas
resistentes a Meticilina de Sta-
phylococcus pseudointerme-
dius que son de particular im-
portancia.

CLASE CARACTERISTICAS EJEMPLOS
Macrolidos Estrecho espectro/ Eritromicina: 30-50 mg/kg div.
Gram + En 2-3 tomas.
Lincomicina: 40-50 mg/kg div.
En 2-3 tomas.
Clindamicina: 5.5 -11 mg/kg SID.
Penicilina M Resistencia a penicilinasas. Oxacilina: 30-50 mg/kg div.
Estrecho espectro/Gram + en 2 tomas.
Penicilina A Resistencia a penicilasas. Amoxicilina-clavulamico:
potenciada Amplio espectro. 25 mg/kg div. En 2 tomas.
con acido
clavuldmico

Cefalosporina Resistente a penicilasas. Cefalexina: 30-60 mg/kg div.

Amplio espectro.

En 2 tomas o SID.

Cefadroxilo: 44-70 mg/kg div.

En 2 tomas.

Cefovecin: 8 mg/kg cada 14 dias SC.

Cefalosporina P Resistente a penicilinasas.

Bajo espectro/Gram +

Acido fusidico (el Gnico de este
grupo): uso tépico.

Sulfonamidas-

Amplio espectro

Diaminopyrimidinas

Trimetoprim-sulfa: 30 mg/kg

(5 mg) SID o div en 2 tomas.
Ormetroprim-sulfadimetoxina:

30 mg/kg (5mg de ormetroprim).
SID después de una dosis doble el
primer dia.

Fluoroquinolonas Amplio espectro y

excelente penetracion
tisular (no utilizar en

cachorros de raza gigantes).

Enrofloxacino: 5 mg/kg SID o div.
En 2 tomas.

Marbofloxacino:2 mg/kg/SID
Difloxacina:5 mg/kg/SID
Pradofloxacina:3 mg/kg/SID

- La Mupirocina penetra bien en
la piel y es bien tolerada.
Muestra alta eficacia in vitro
sobre estafilococos suscepti-
bles y resistentes a Meticilinas
en perros sanos y perros con
piodermas (FULHAM et al,
2011). Aunque, no hay estudios
clinicos publicados en perros
con pioderma, en un estudio
abierto sobre acné felino se ha
visto que la Mupirocina es
efectiva (WHITE et al., 1997).
En la actualidad, hay una ten-
dencia entre veterinarios der-
matodlogos de no usar antibioti-
cos de uso humano debido al
desarrollo de resistencias.

- El Acido Fusidico en crema
esta disponible para uso veteri-
nario, el producto esta registra-
do en Europa. Se sabe que

Staphylococcus Pseudointer-
medius se puede eliminar de la
piel y mucosas de perros sanos
con un tratamiento topico a
base de Acido Fusidico (SAI-
JONMAA et al, 1998). No
hay publicados estudios sobre
esta formulacion, sin embargo,
es ampliamente utilizado en
dermatologia veterinaria aun-
que se necesitan datos clinicos.
El Acido Fusidico podria ser
una buena alternativa al trata-
miento sistémico en los casos
de pioderma canina localizada,
sin embargo, se observa una
resistencia significativamente
mas elevada en cepas de S.
pseudointermedius meticilin-
resistentes comparando con
cepas meticilin-susceptibles,
de ahi la importancia una vez
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mas de realizar antibiogramas
(MEUCCI et al., 2010).

Piodermas producidas por
agentes meticilin resistentes

Desde el inicio del uso de terapias anti-
microbianas en la practica de la me-
dicina, los estafilococos han desarro-
llado respuesta de resistencias contra
los antibidticos. Recientemente, se ha
encontrado un niimero significativo de
especies de estafilococos que infectan
a humanos y animales domésticos con
un cierto grado de resistencia a los
antimicrobianos (WERCKENTHIN et
al., 2001; VANDENESCH et al., 2003).
En medicina humana, la resisten-
cia ejercida por los S. aureus metilre-
sistentes ha contribuido al desarrollo
de resistencias a multiples drogas desde
comienzo de siglo (BARBER et al.,
1961). La Meticilina y la Oxacilina
son miembros de una clase de antimi-
crobianos conocidos como penicilinas
semisintéticas, resistentes a las peni-
cilinasas. La Oxacilina y la Meticilina
se emplean en laboratorios para los
tests de deteccion de sensibilidad
bacteriana toda esta clase de antibio-
ticos (CHAMBEERS et al., 1997).
Las penicilinas semisintéticas se
desarrollaron para combatir a los esta-
filococos resistentes a las penicilinas
de primera generacion, actuando sobre
la produccion bacteriana de la enzima
penicilinasa. La enzima penicilinasa es
una enzima elaborada por los estafilo-
cocos capaces de hidrolizar e inactivar
a las penicilinas. Aunque, la clase
semisintética sea resistente a las peni-
cilinasas, ésta tiene una susceptibilidad
adquirida a la proteina fijadora de peni-
cilina, conocida como PBP2a o PBP2.
La PBP del estafilococo esta codifica-
da por el gen mec A, que confiere una
resistencia intrinseca a todos los anti-
bidticos beta-lactamicos y sus deriva-
dos (BERGER-BACH et al., 2002).
La resistencia de muchos estafilo-
cocos meticilin resistentes a S. aureus

(MRSA) ejercida sobre
Aminoglucésidos, Fluoroquinolonas,
Macrolidos, Acido Fusidico y

Mupirocina es también comun, aun-

que por mecanismos que difieren de
PBP. (BERGER-BACH et al., 2002;
DESHPANDE et al., 2002).

Los S. aureus Meticilin Resistentes
(MRSA) pueden transmitirse dentro de
los hospitales y por contacto ocasional
dentro de la comunidad (SAIID-
SALIM et al.,2003; FEY et al., 2003;
ROBERTS et al., 2005). Debido a la
problematica de las infecciones por
MRSA en poblaciones humanas, las
infecciones en animales domésticos
estan recibiendo una especial atencion
en los ultimos tiempos en la literatura
cientifica. La posibilidad de zoonosis
inversa y la creaciéon de animales
reservorios que puedan reinfectar per-
sonas es un tema de especial preocu-
pacion (SCOTT et al., 1988; CEFAI et
al., 1994; SEGUIN et al., 1999,
MANIAN et al., 2003; VAN DUIJKE-
REN et al., 2004; GUARDABASSI et
al., 2004; WEESE et al, 2005;
O’'MAHONEY et al, 2005; LOEF-
FLER et al., 2005).

Por otro lado, las metil resisten-
cias ejercidas por Staphylococcus
intermedius (MRSI) y S. schleiferi
(MRSS) en veterinaria han sido
menos estudiadas (GORTEL et al.,
1999; PATEL et al, 1999; GUAR-
DABASSI et al., 2004;KANIA et al.,
2004; MAY et al., 2005).

La pioderma bacteriana y otitis
son extremadamente comun en
perros, y las infecciones por estafilo-
cocos son usualmente tratadas empi-
ricamente con Beta-lactamicos,
Macrolidos, o Sulfonamidas (para
piodermas) o uso topico de
Aminoglucoésidos, Fluoroquinolonas
o Acido Fusidico (para ofitis exter-
nas) (HILLet al., 1994; WHITE et
al., 1996; IHRKE et al., 1999).

Recientemente se han publicado
diversos trabajos sobre Staphylococ-
cus intermedius meticilin resistentes
(MRSI) tanto en Estados Unidos
como en Europa (MORRIS et al,
2003-04; LOEFFLER et al, 2007).
Estos estudios han aislado cepas resis-
tentes de la piel y conducto auricular.
En los Estados Unidos también se han
conseguido aislar cepas resistentes de
S. schleiferiMRSS) en estas mismas

zonas (MORRIS et al., 2003-04). Esta
resistencia se debe al gen mec A
(BEMIS et al., 2006). La resistencia
antibiotica multiple puede llegar a ser
un verdadero desafio en tales casos.
Esto es probablemente la causa de la
mayoria de las piodermas resistentes.
Se sabe que existen ademas, otros fac-
tores de riesgo asociados a la resisten-
cia antimicrobiana en casos de pioder-
mas canina producida por estafiloco-
cos (BEMIS et al., 2006).

El seguimiento de las resistencias
antimicrobianas en bacterias aisladas
en veterinaria es muy importante, ya
que el aumento de la resistencia en
animales puede llevar a conducir al
fracaso de los tratamientos individua-
les de pacientes y supone un riesgo de
zoonosis para el propietario. (GUAR-
DABASSI et al., 2004; MANIAN et
al., 2003). Ademas, el aumento de las
resistencias a antimicrobianos, que son
de vital importancia en los tratamien-
tos de medicina humana, debe valorar-
Se su uso veterinario y si es necesario
aplicar restricciones (MANIAN et al.,
2003; WHO et al., 2005).

Por otro lado, el aumento de cepas
mec A positivas de S. intermedius
(MRSI), resistentes a todos los agen-
tes antimicrobianos avalados y con
licencia como terapia sistémica en el
tratamiento de pioderma canina y feli-
na u otitis suponen un importantisimo
problema (LOEFFLER et al., 2007).

Rara veces, se puede presentar
una pioderma profunda severa debida
a Pseudomona aeruginosa. Algunas
cepas de esta bacteria pueden originar
una grave presentacion clinica y las
multiresistencias constituyen un reto
terapéutico (HILLIER et al., 2006).
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Importance of the border veterinary checks to guarantee the european animal

and public health

SUMMARY: The present work reviews the importance of the border veterinary checks to guarantee the euro-
pean animal and public health status. These checks are based on guidelines and regulations developed by inter-
national health and trade organizations previously to a risk analysis composed of hazard identification, risk
management and risk communication associated with the importation of live animals and animal products from
third countries. Border veterinary ckecks are particularly relevant in the Canary Islands as a logistic tricontinen-
tal platform, given the fragility of the islands ecosystem.
The interdependence of humans, animals, and their environment has never been more important than now.
Current global health challenges have prompted a call for more adjusted border veterinary controls based on

import risk analysis.

Keywords: border inspection post; veterinary ckecks; product of animal origin; risk assessment.

La globalizacion, la sanidad animal
y la salud piblica.

La integracion econdomica avanza en
todo el mundo a ritmos agigantados.
La globalizacion ha logrado ingentes
beneficios a muchos paises y ciuda-
danos, fruto de las relaciones comer-
ciales entre las denominadas econo-
mias abiertas (23). Aunque no existe
una definiciéon universalmente conve-
nida de globalizacion, los economis-
tas emplean cominmente el término
para referirse a la integracion interna-
cional de los mercados de productos
bésicos, capitales y trabajo (3).
Dentro del capitulo de los productos
basicos toman una posicion notable
los animales vivos y los productos de
origen animal, al ser estos una impor-
tante fuente de aminoacidos, vitami-
nas y minerales a nivel nutricional, a
la par que una notable fuente de sub-
productos destinados a otras indus-
trias no alimentarias (22). La deman-

da internacional de estos productos se
ha visto incrementada en las tltimas
décadas, valiéndose del desarrollo
paralelo de nuevas iniciativas innova-
doras en materia de transporte y
logistica comercial, siendo posible en
la actualidad transportar animales
vivos y productos de origen animal
de un extremo a otro del planeta en
apenas dias (36). En este sentido cabe
destacar que los agentes patdogenos no
entienden de fronteras fisicas, sino
tan solo de reservorios y hospedado-
res. Estos productos proceden de pai-
ses terceros con sistemas de produc-
cion intensivistas distintos a los euro-
peos, y por ende productos que ofre-
cen distintas garantias sanitarias. La
introduccién de enfermedades anima-
les en un territorio libre de la misma
puede traer consigo consecuencias
drasticas en la cabafia ganadera del
pais importador, con una repercusion
indirecta sobre los indicadores
macroecondmicos ganaderos, o lo

que es peor, directa, en casos en que
el agente patdogeno sea capaz de atra-
vesar la barrera interespecie produ-
ciendo las tan temidas zoonosis
(18,45). Segtin datos de la Organiza-
cion Mundial de la Sanidad Animal,
el 60 % de los patdgenos humanos
son de naturaleza zoondtica, asi como
el 75 % de las enfermedades emer-
gentes. Es por ello, que el pais impor-
tador debe de establecer unas medi-
das de control exhaustivas que otor-
gue a las partidas animales importa-
das garantias para el binomio de la
sanidad animal y la salud publica
(46). A esta ecuacion, debemos anadir
una nueva variable, los consumido-
res. Los europeos demandamos pro-
ductos agroalimentarios no solo de
calidad sino también seguros. La ali-
mentacion, ha sufrido un proceso de
transformacion partiendo desde una
mera necesidad fisiologica, hasta
alcanzar las cotas mas altas de un
proceso social, econdmico y cultural,
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que se sustenta en la seguridad ali-
mentaria como pilar fundamental.
Con la vision integrada de la granja a
la mesa, los mas de 500 millones de
europeos nos abastecemos de produc-
tos no solo procedentes del mercado
unico comunitario, sino también de
los mas de 200 paises terceros con los
que comercializa la Union, gracias al
gigante de la globalizacion (4, 7).

El comercio internacional de
animales y sus productos: prin-
cipios y acuerdos sanitarios.

Segin la Oficina Estadistica de la
Unién Europea (Eurostat) (20), en el
afio 2010 la Unidn de los 27 importd
79,3 millones de toneladas de anima-
les y productos de origen animal.
Dentro de las importaciones de car-
nes y sus preparados, Brasil fue el
pais de origen principal con casi la
mitad del total (45,8 %). Una propor-
cion relativamente elevada de carne
de bovidos de las importaciones de
los 27 procede de América del Sur.
Dentro de los pequefios rumiantes, la
carne de cordero es la principal
importada, siendo su origen Nueva
Zelanda y Australia. Respecto a las
carnes de aves, destacan en numero
las importaciones de origen brasilefio
y Tailandés (Grafica 1). En ese
mismo afio, el mayor suministrador
de productos de la pesca fue Noruega
con un 21 %, seguido de China con
un 10,8 %, y Vietnam con un 7,1 %.
Las importaciones asidticas en este
sector quedan dominadas fundamen-
talmente por crustaceos, especial-
mente langostinos y gambas (Grafica
2). En contraste con el aumento de las
importaciones de productos de la
pesca a la UE, las proporciones de
leche y productos lacteos han sufrido
un descenso. Dentro de estos produc-
tos, la mantequilla y el queso son los
productos mas significativos de las
importaciones de lacteos representan-
do el 50 % en 2010. Respecto a sus
origenes, mas del 53% de los produc-
tos lacteos proceden de la vecina
Confederacion Suiza, mientras que
Croacia, Noruega, y Albania forman
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parte de los diez principales socios
comerciales de estos productos. El
segundo y tercer lugar quedan ocupa-
dos por Nueva Zelanda y Estados
Unidos respectivamente (Grafica 3).
Ante esta diversidad de origenes a la
par que sistemas de produccion, los

paises importadores deben establecer
una serie de medidas de control en
fronteras como ya ha sido comenta-
do. Pero aqui la cuestion no es solo
aplicar medidas sanitarias de protec-
cion, sino de como deben éstas ser
aplicadas. Es decir, dentro del marco
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del comercio internacional es necesa-
rio discernir entre proteccion y pro-
teccionismo no justificado. Una res-
triccion sanitaria a la importacion que
no esté realmente justificada por
motivos diversos puede ser un instru-
mento proteccionista muy eficaz
debido a su complejidad técnica, y
por consiguiente un obstaculo espe-
cialmente engafioso y dificil de
impugnar, pudiendo esto suponer el
desarrollo de barreras injustificadas
al comercio internacional, bajo un
falaz amparo sanitario. En este senti-
do queda mas que justificado el de-
sarrollo de normas y reglas de carac-
ter internacional emanadas entorno a
un acuerdo global, y bajo la tutela de
organismos internacionales con com-
petencias en comercio (4). La conclu-
sion de la Ronda Uruguay de
Negociaciones Comerciales Multilate-
rales en Marrakech dio lugar al esta-
blecimiento de la Organizacion
Mundial del Comercio (OMC)el 1 de
enero de 1995, y a la entrada en vigor
del Acuerdo sobre la Aplicacion de
Medidas Sanitarias y Fitosanitarias
(MSF), y el Acuerdo sobre Obstacu-
los Técnicos al Comercio (OTC). Cen-
trandonos en los derechos estableci-
dos en el Acuerdo MSF, los paises
miembros de la OMC pueden adoptar
las medidas sanitarias necesarias para
proteger la salud y la vida de las per-
sonas y de los animales, siempre que
tales medidas no sean incompatibles
con las disposiciones de dicho acuer-
do. Estas medidas no podran discri-
minar de manera arbitraria o injustifi-
cable el comercio entre miembros de
la OMC, evitandose que estas se con-
viertan en una restriccion encubierta
del comercio internacional. Por otro
lado, el citado acuerdo establece en
su articulo 3 la necesidad de imple-
mentar las medias sanitarias bajo una
normativa armonizada en directrices
y recomendaciones de organismos
internacionales en materia. En este
sentido destacamos dentro del marco
de los controles veterinarios en fron-
teras a la Organizacion Mundial de la
Sanidad  Animal (OIE), 1la
Organizacion de las Naciones Unidas
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para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) y la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS). En base al articulo 6
del mencionado acuerdo, las medidas
sanitarias adoptadas deberan funda-
mentarse en un previo analisis del
riesgo mediante todos sus elementos
vertebrados en una evaluacion cienti-
fica cuantitativa y cualitativa.
Durante todo el proceso, el principio
de transparencia recogido en el arti-
culo 7 debe estar presente con la fina-
lidad de divulgar al resto de los paises
miembros de la OMC las modifica-
ciones realizadas en sus medidas
sanitarias, incluso tras previa peticion
razonable por otro miembro. Asi
mismo, el principio de equivalencia
queda incluido en el articulado del
Acuerdo MSF presentando como
objetivo el alcanzar el mismo nivel de
proteccion sanitaria pero con medidas
diferentes. Es decir, el pais exporta-
dor debe convencer al pais importa-
dor acerca de la similitud de sus
medidas sanitarias, que aunque pue-
dan ser distintas, cumplen con los
requisitos sanitarios del pais importa-
dor. A fin de facilitar la evaluacion de
la equivalencia, los Miembros expor-
tadores estan obligados a conceder un

acceso razonable al importador para
realizar inspecciones, evaluaciones y
demas procedimientos pertinentes.
La mayoria de las determinaciones de
equivalencia tienen caracter bilateral.
Sin embargo, el Acuerdo insta a los
Miembros a realizar consultas con el
objetivo de lograr también acuerdos
de equivalencia multilaterales. Este
acceso consentido se fundamenta en
el principio de transparencia también
desarrollado por el Acuerdo (47).

Controles veterinarios en las
fronteras europeas: los Puestos
de Inspeccién Fronterizos

La importancia de los controles vete-
rinarios en las fronteras es un hecho
clave en las politicas internacionales
y comunitarias de sanidad animal y
salud publica, con un claro anclaje
histérico. No podemos olvidar el
desastre que ocasiondé en 1920 la
introduccion de la peste bovina en
Bélgica desde la India a través del
comercio, y la creacion de la OIE
cuatro aflos mas tarde (45). Con la
apertura del mercado unico a princi-
pio de los afios 90, las distintas fron-
teras comunitarias pasaron a formar
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Estatus sanitario del pais

Enfermedad

tercero (tiempo precedente Profilaxis vacunal

a la exportacion)

Peste bovina

Fiebre aftosa

Pleuroneumonia contagiosa bovina
Lengua azul

Peste porcina africana

Enfermedad vesicular porcina
Enfermedad de Teschen

Peste de los pequefios rumiantes
Enfermedad epizodtica hemorragica
Viruela ovina y caprina

Fiebre del Valle del Rift

Fiebre equina africana

Enfermedad de Newcastle
Enfermedad de Newcastle (carnes)
Influenza aviar hiperpatdgena (carnes)

Oficialmente libre
(12 meses)

No vacunacion
(Ultimos 12 meses)

No vacunacion
Permisible

Influenza aviar

Oficialmente libre

No vacunacion

(3 afnos)
Estomatitis vesicular Oficialmente libre No vacunacion
contagiosa (6 meses) (ultimos 12 meses)

una unica frontera europea con crite-
rios de control e inspeccion homoge-
neizados, produciéndose para ello el
desarrollo y la modificacion de una
base legal no actualizada a los nuevos
tiempos y por tanto, a las nuevas cri-
sis sanitarias (7). En este sentido, y
desde el punto de vista de la vigilan-
cia veterinaria en frontera, los pues-
tos de inspeccidn fronterizos adquie-
ren mayor importancia en sus proce-
dimientos acorde a un previo analisis
del riesgo realizado por los veterina-
rios expertos de la Comision
Europea. Los requisitos de sanidad
animal y salud publica de los paises
terceros exportadores previamente
sometidos a control in situ por la
Oficina Alimentaria y Veterinaria
(FVO) de la Comision, son sometidos
a un e¢jercicio de verificacion del
cumplimiento de la legislacion veteri-
naria en base a un principio de certi-
ficacion veterinaria (13,47). En este
sentido, el anclaje legal al respecto
queda representado por la Directiva
97/78 del Consejo, de 18 de diciem-
bre de 1997, por la que se establecen
los principios relativos a la organiza-
cién de controles veterinarios de los
productos que se introduzcan en la
Comunidad procedentes de paises
terceros, y por la que se deroga la

Directiva 90/675/CEE (13), y su
transposicion a nuestro ordenamiento
juridico nacional mediante el Real
Decreto 1977/1999, de 23 de diciem-
bre, por el que se establecen los prin-
cipios relativos a la organizacion de
los controles veterinarios sobre los
productos procedentes de paises ter-
ceros (25). De forma paralela, y
respecto a los controles a realizar en
animales vivos, el marco legal se
desarrolla en la Directiva 91/496/CEE
del Consejo, de 15 de julio de 1991,
por la que se establecen los principios
relativos a la organizacién de contro-
les veterinarios de los animales que
se introduzcan en la Comunidad pro-
cedentes de paises terceros (11).
Segun el articulo 3 del citado Real
Decreto, la introduccion de las parti-
das de productos de origen animal
procedentes de paises terceros en el
territorio espanol, se efectuara exclu-
sivamente a través de un puesto de
inspeccion fronterizo autorizado.
Segun la Directiva 97/78/CE, estos se
definen como cualquier puesto de
inspeccion, designado y autorizado
por la Comision Europea, para reali-
zar los controles veterinarios de los
productos que lleguen a la frontera de
uno de los 27 territorios comunitarios
procedentes de paises terceros. De

forma paralela, existen un marco
legal que establece que los puestos de
inspeccion fronterizos se compon-
dréan de instalaciones destinadas a los
controles veterinarios, bajo responsa-
bilidad del veterinario oficial, o, en el
caso de los productos de la pesca, del
veterinario oficial o del agente ofi-
cial, y en donde se desarrollan los
requisitos de infraestructuras, equipo
técnico, procedimientos, registros,
etc, necesarios para su autorizacion
(9). En virtud de las comentadas nor-
mas, los controles veterinarios a rea-
lizar sobre animales y productos de
origen animal son los siguientes:
Control documental: consistente en
verificar que los datos que aparecen
en los certificados o documentos
veterinarios u otros documentos
expedidos en el pais tercero, cumplen
con la normativa que resulte aplica-
ble, y que la informaciéon previa
comunicada por el interesado en la
carga coincida con dicha documenta-
cion.

* Control de identidad: donde los
datos que figuran en los certifica-
dos o documentos veterinarios u
otros documentos que acomparien
a las partidas, deben concordar
con los productos o animales pre-
sentados en la inspeccion.

* Control fisico: los productos y
animales presentados en la ins-
peccién deben cumplir con los
requisitos de la legislacion comu-
nitaria o en su defecto nacional y
se hallan en condiciones de ser
utilizados para los fines que se
especifiquen en el certificado o
documento veterinario u otros
documentos de acompanamiento.

El control documental se fundamenta
en el principio de certificacion veteri-
naria establecido en el Titulo 5 de
Codigo Sanitario de los Animales
Terrestres, en adelante el Coddigo
Terrestre (46). Los certificados veteri-
narios deben recoger el cumplimiento
avalado por las autoridades veterina-
rias del pais tercero exportador, de los
requisitos de sanidad animal y de salud
publica establecidos en la legislacion
comunitaria (31). Desde el punto de
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vista zoosanitario, las exigencias se
basan en la probacion por parte del pais
exportador de su estatus sanitario con
respecto a las principales enfermeda-
des animales de la lista de la OIE, por
su libre estatus de enfermedad y la no
vacunacion durante un periodo varia-
ble segun las enfermedades (Tabla 1).
Respecto a la vertiente de salud pabli-
ca, para los productos de origen animal
los requisitos que deben cumplir los
paises terceros exportadores se redu-
cen al cumplimiento de las respectivas
secciones y anexos de los reglamentos
que forman el paquete de higiene, a la
par que del cumplimiento del articulo
29 de la Directiva 96/23 respecto a la
presentacion de planes de vigilancia de
residuos zoosanitarios actualizados
(2,12). En materia de higiene general,
destacar aqui el Reglamento (CE) N°
852/2004, relativo a la higiene de los
productos alimenticios, y en materia de
requisitos especificos de higiene y de
control oficial, los Reglamentos (CE)
N° 853/2004, por el que se establecen
normas especificas de higiene de los
alimentos de origen animal vy
854/2004, por el que se establecen nor-
mas especificas para la organizacion
de controles oficiales de los productos
de origen animal destinados al consu-
mo humano. Finalmente, es necesaria
la inclusion del pais exportador o par-
tes del mismo, asi como de los estable-
cimientos de origen de los productos
en listas autorizadas por la Comision
Europea en virtud de los articulos 11 y
12 del Reglamento (CE) N° 854/2004
(30, 31, 32). Respecto a los planes de
vigilancia de residuos, la Decision
2011/163/UE establece el listado de
paises cuyos planes de residuos han
sido aprobados en base al mencionado
articulo 29 de la Directiva 96/23 (10).
Ademas, en funcion de las especies
susceptibles a determinadas enferme-
dades infecciosas o parasitarias, se
incluyen requisitos de salud publica
adicionales, siendo este el caso particu-
lar de la carne de rumiantes por las
encefalopatias transmisibles o la de
porcino por la triquinosis dada la
importancia zoonosica de ambas enfer-
medades (2). Dentro del control docu-

mental, es necesaria la verificacion por
parte de los servicios veterinarios del
PIF de una serie de garantias anejas a
los certificados y a las propias partidas
que los amparan. Se incluyen aqui
entre otras, la verificacion de alertas
del RASFF (Rapid Alert System for
Food and Feed) de la Comision
Europea, de las caracteristicas de segu-
ridad de certificacion implantadas por
determinados paises como medida de
lucha contra la falsificacion (hologra-
mas 3D, marcas de agua, n° de serie,
microtexto...) y la comprobacion de la
existencia de medidas de emergencia o
clausulas de salvaguardia asociadas al
tercer pais exportador, establecimiento
de origen, producto o partida. En cuan-
to al control de identidad, el articulo
4 del Real Decreto 1977/1999 incluye
la verificacion de los precintos cuando
los productos de origen animal lleguen
en contenedores, debiendo coincidir
con la documentacion de origen si asi
lo exige la legislacion comunitaria o
nacional en su defecto. Ademas, es
necesaria la comprobacion de la pre-
sencia de los sellos o marcas oficiales
o de salubridad, de identificacion del
pais tercero y del establecimiento de
origen, y de su concordancia con los
que aparezcan en el certificado o docu-
mento veterinario u otros documentos
que acompafien a la partida.
Finalmente, el control fisico a realizar
sobre los productos de origen animal
se resume principalmente en el anexo
IV del Real Decreto 1977/1999. Con la
finalidad de verificar las garantias de
origen certificadas por el pais tercero y
confirmar que no se han alterado
dichas condiciones durante el transpor-
te, se procede a realizar examenes
organolépticos o sensoriales, pruebas
fisico-quimicas simples y determina-
ciones de laboratorio centradas en la
deteccion de residuos, agentes patoge-
nos, contaminantes y pruebas de altera-
cion. Para ello, y a efectos de comprobar
el correcto mantenimiento de la cadena
de frio durante el transporte, se verifica
la temperatura de los productos y del
medio de transporte, asi como la forma
de estiba, comprobando ademas posi-
bles pérdidas de fluidos o materias

contumaces. La comprobacion de los
materiales empleados para entrar en
contacto con los alimentos se incluye
dentro del control fisico, verificandose
los requisitos establecidos en la legisla-
cion europea y nacional al respecto. La
inspeccion organoléptica del producto
se basa en la comprobacion de las
caracteristicas de olor, color, consisten-
cia, sabor, textura, transparencia, y tur-
bidez del producto con el fin de detec-
tar cualquier alteracion en el mismo
(13). Respecto a los animales vivos, el
articulo 4 de la Directiva 91/496, inclu-
ye como control fisico el examen clini-
co de los animales, pruebas de labora-
torio, extracciones de muestras oficia-
les para la deteccion de residuos y la
verificacion del cumplimiento de los
requisitos minimos de bienestar animal
durante el transporte establecidos en el
Reglamento (CE) N° 1/2005, relativo a
la proteccion de los animales durante el
transporte y las operaciones conexas
(29).

Importancia del analisis del ries-
go en sanidad exterior

Desde un punto de vista aduanero, el
Reglamento (CE) n° 450/2008 por el
que se establece el codigo aduanero
comunitario modernizado (35), define
riesgo como la probabilidad de que se
produzca un hecho en relacion con la
entrada, salida, transito, transferencia
o destino final de las mercancias que
circulen entre el territorio aduanero de
la Comunidad y otros paises o territo-
rios situados fuera de aquel, o con la
presencia de mercancias que no tengan
estatuto comunitario, que puedan, en
otros, constituir una amenaza para la
seguridad y proteccion de la Comunidad
y de sus residentes, para la salud publi-
ca, la sanidad animal o la fitosanidad,
para el medio ambiente o para los con-
sumidores. Desde un punto de vista
sanitario, el analisis de dicho riesgo se
define como la ponderacion de la pro-
babilidad de un efecto perjudicial para
la salud y de la gravedad de ese efec-
to, como consecuencia de un factor de
peligro, siendo un proceso dindmico
basado en su determinacion, gestion y
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comunicaciéon (34,42). Segun el
Capitulo 2.1. del Codigo Terrestre,
entre los factores que contribuyen a
los posibles riesgos en los alimentos
de origen animal se incluyen las prac-
ticas ganaderas inadecuadas, las defi-
ciencias de higiene en todas las fases
de la cadena alimentaria, la utilizacion
inapropiada de medicamentos veteri-
narios, la contaminaciéon quimica o
ambiental durante el procesado o
extraccion del producto o de sus mate-
rias primas,... La preocupacioén con-
creta sobre los riesgos alimentarios se
centran en la actualidad en los riesgos
microbiologicos, residuos zoosanita-
rios, utilizacion prohibida o descontro-
lada de aditivos por encima de los
limites méximos legalmente permiti-
dos, contaminantes quimicos, inclui-
das las toxinas bioldgicas, y otros resi-
duos con impacto en la salud publica
fruto de intentos de adulteracion frau-
dulenta de productos, destacando es
este sentido como ejemplo la melami-
na detectada en productos lacteos ori-
ginarios de China (1,26). Lo cierto, es
que la lista al respecto ha seguido
aumentando para incluir organismos
modificados genéticamente, hormonas
y alérgenos, fruto de las nuevas inves-
tigaciones prospectivas (41,45). Al
respecto, la principal finalidad del
analisis del riesgo asociado a las
importaciones segin el Coddigo
Terrestre es proporcionar a los paises
importadores un método objetivo y
justificable para evaluar los riesgos de
enfermedad asociados a cualquier
importacion de animales, productos de
origen animal, material genético ani-
mal, alimentos para animales, produc-
tos bioldgicos y material patologico
(36,37,44). Este se vertebra entorno a
tres elementos fundamentales, la
determinacion del riesgo, su gestion y
finalmente su comunicacion (42).
Dicho andlisis en el ambito de los
puestos de inspeccion fronterizos, se
gestiona en base a la informacion dis-
ponible del pais exportador y de las
inspecciones realizadas por expertos
veterinarios de la Unidad F de la
Comision Europea, que a su vez
comunica a los estados miembros

cualquier incidencia (comunicaciones,
notificaciones RASFF, alertas,...) res-
pecto a la importacion de animales
vivos y sus productos (2). Dentro de la
evaluacion del riesgo, puesto que para
la mayoria de las enfermedades figu-
rantes en el Codigo Terrestre existen
normas difundidas y reconocidas
internacionalmente, existiendo un
amplio consenso sobre los riesgos
posibles, una evaluacion cualitativa
sera probablemente suficiente (44).
Aunque si bien, ningin método de
evaluacion del riesgo asociado a las
importaciones es aplicable a todas las
situaciones y, segln las circunstancias,
un método puede convenir mas que
otro (42,45). En este sentido, la eva-
luacién cuantitativa es también nece-
saria para estudios epidemiologicos
sobre la cabafia ganadera (8,21,36,37),
o en la determinacion de analitos con-
taminantes en productos de origen ani-
mal originarios del pais tercero expor-
tador (1). En cualquiera de los casos el
analisis del riesgo se desarrolla de
forma transparente en base a la expe-
riencia adquirida por las misiones de
la FVO, los propios estados miembros
a través de sus puestos de inspeccion
fronterizos, y los resultados de la toma
de muestra derivada de las alertas del
RASFF respecto al pais de origen,
establecimiento exportador e importa-
dor ubicado en la UE (33). La falta de
esa transparencia vulneraria este
mismo principio establecido en al
Acuerdo MSF de la OMC, evitando la
fluidez de los intercambios comercia-
les por trabas sanitarias carentes de
nitidez (47).

Canarias como plataforma logis-
tica del comercio internacional:
un desafio sanitario y veterinario

El archipiélago canario se encuentra en
una situacion geografica privilegiada
como un espacio de encuentro interme-
dio entre Europa, Africa y América.
Mas alla de una region ultraperiférica,
el posicionamiento de canarias como
nodo de intercambio tricontinental es
un hecho tacito en las politicas de coo-
peracién internacional, econdmica y de

vecindad de las instituciones publicas y
privadas, que se vertebran en amplios
intereses comerciales y logisticos (39).
Este hecho supone una oportunidad
para fomentar la diversificacion de la
economia del Archipiélago, no debien-
do dejar de lado por ello la vigilancia
sanitaria. Canarias cuenta aproximada-
mente con 11 puertos de interés general
dependientes de Puertos del Estado, y 8
aeropuertos integrados en AENA.
Dentro de estos recintos existen en fun-
cionamiento mas de 20 Instalaciones
Fronterizas de Control Sanitario de
Mercancias, de los cuales 4 son Puestos
de Inspeccion Fronterizos, quedando
ampliada esta cifra en un futuro proxi-
mo en las islas orientales. La justifica-
cion de estas instalaciones y sus futuras
ampliaciones responden a unas claras
demandas de expansion de negocio en
materia de logistica comercial en cana-
rias apaciguada hasta la fecha por la
actual crisis econdmica. No debemos
olvidar que desde el punto de vista mer-
cantil y financiero, la demanda de pro-
ductos de origen animal, y especial-
mente los pesqueros con nuestros veci-
nos africanos, asi como el consumo de
estos productos por el canal HORECA
canario, es de gran relevancia en una
economia local respaldada por los sec-
tores turistico y de servicio, y en donde
la salud publica juega un papel de vital
importancia (39). Por otro lado, la sani-
dad animal es la otra pieza integrante
dentro de este gran puzle. La insulari-
dad es una variable de gran considera-
cion dentro del analisis del riesgo al
introducir animales o productos de ori-
gen animal procedentes de terceros pai-
ses (45). El ecosistema canario se des-
arrolla entorno a una homeostasis en
donde las condiciones climatologicas,
el control sanitario de las poblaciones
humana y animal, y sus actividades, asi
como el control de mercancias juegan
un papel de vital importancia. El aisla-
miento geografico sin embargo ha pro-
piciado el no desarrollo de las enferme-
dades animales de gran impacto econd-
mico y sanitario que acontecen en el
resto de Europa, y que ha impulsado la
calificacion sanitaria de indemnidad
para muchas de ellas por la Comision
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Europea. Pero cierto es que la introduc-
cion de algunas de estas enfermedades
(Fiebre Aftosa, Pestes Porcinas,
Encefalopatia Espongiforme Bovina,
enfermedad de Newcastle...) provoca-
ria un desastre a todos los niveles (23).
En este sentido, los controles veterina-
rios en los PIF de las islas se hacen
indispensables para garantizar la sani-
dad animal y la salud publica en los
intercambios comerciales con paises
terceros que utilizan canarias como pla-
taforma europea de logistica, prote-
giendo asi la cabafia ganadera y la salud
de los consumidores mediante la vigi-
lancia, el seguimiento y el control de
las importaciones de partidas confor-
mes, y de las partidas transbordadas
conformes o no conformes destinadas
al territorio peninsular, a otros Estados
Miembros o a otros paises terceros (45).

Perspectivas futuras de los con-
troles veterinarios en fronteras

Las nuevas tecnologias aplicadas en
el sector primario junto con las bue-
nas practicas agroganaderas presen-
tan como objetivo primordial no solo
abastecer los mercados de proteinas
de origen animal, sino ademas que
esta actividad sea rentable. El naci-
miento de estos productos surge en
explotaciones de paises terceros y en
sus industrias alimentarias bajo el
control de distintos sistemas sanita-
rios que deben cumplir los estandares
europeos (6,7). Este hecho otorgado
por la globalizacion de los mercados
genera la necesidad por parte de los
estados de fortalecer sus servicios
veterinarios oficiales para promover
y proteger la salud animal y humana
y, al mismo tiempo, facilitar el
comercio internacional en el marco
del Acuerdo de la Organizacion
Mundial del Comercio sobre Medidas
Sanitarias y Fitosanitarias. Fruto de
esta dinamica global surgen riesgos
sanitarios con un caracter reemergen-
te o emergente, para los que los servi-
cios de inspeccion veterinaria deben
estar preparados (40). En base a esos
nuevos peligros, o frente al cambio
de la situacion epidemioldgica cono-

cida para un peligro en cuestion, es
necesaria la modificacion de los siste-
mas de inspeccion. Ya no hablamos
solo de auditar toda una cadena agro-
alimentaria desde la granja a la mesa,
ni de Unicamente pasar de un solo
control oficial al autocontrol (33,40).
Los controles veterinarios tienden en
la actualidad a dirigirse hacia peligros
menos tangibles y evidentes que
requieren de un apoyo laboratorial
avanzado y acreditado. Es el caso de
los residuos zoosanitarios que han
hecho aflorar problemas de salud
publica como la antibioresistencia
(17), los contaminantes ambientales,
destacando aqui el refuerzo de los
controles sobre determinados produc-
tos japoneses tras el reciente acciden-
te nuclear de Fukushima (27), o la
incertidumbre cientifica respecto a
determinados organismos modifica-
dos genéticamente (19). Es por ello
que los controles en fronteras deben
ser sometidos a una revision con la
finalidad de reforzarlos, destacando
aqui el trabajo realizado al respecto
por la Directora de General of Health
and Consumer Protection de la
Comision Europea en cuanto a homo-
geneizar en un unico marco legal los
requisitos para los animales vivos y
sus productos en linea con el paquete
de higiene y la nueva Estrategia de
Salud Animal (2007-2013). De forma
analoga, la modificacion de otros
procedimientos aduaneros y para-
aduaneros conlleva la necesidad de
adaptar los procedimientos de los
controles veterinarios sobre animales
y sus productos procedentes de paises
terceros con la finalidad de detectar
eficazmente las partidas sujetas a
dichos controles, asi como agilizar el
tiempo de almacenamiento durante
un control rutinario o inmovilizacién
(4,44). En cualquier caso, como con-
secuencia de la expansion de la eco-
nomia mundial, de la liberalizacion
del comercio de alimentos, de la cre-
ciente demanda de consumo, de los
avances de la ciencia y tecnologia, y
de las mejoras del transporte y las
comunicaciones, el comercio interna-
cional de alimentos frescos y elabora-

dos continuard aumentando, y el
acceso de los paises a los mercados
de exportacion de los alimentos, con-
tinuara dependiendo de su capacidad
de cumplir los requisitos reglamenta-
rios de los paises importadores en
base a los estandares fijados por los
organismos internacionales en juego.
La aparicion de nuevos riesgos sin
duda seguird modificando los proce-
dimientos sobre los que sustentan los
controles veterinarios tras un previo
analisis del riesgo, en donde la comu-
nicacion entre autoridades y organis-
mos sanitarios y veterinarios jugaran
un papel fundamental en las actuacio-
nes de contencidn, siendo una mues-
tra de ello en la actualidad, la rapida
movilizaciéon técnico-cientifca con
respecto a la enfermedad de
Schmallenberg realizada por los ser-
vicios veterinarios en Europa, y en
particular en Espaila, con la notifica-
cion del primer caso de esta enferme-
dad en la provincia de Cordoba el
pasado 13 de marzo de este ano (7,
27, 29).

Conclusion

La revision acerca de la intervencion
de la profesion veterinaria en el
campo multidisciplinar de la salud
publica es historica, y demuestra cla-
ramente la veracidad de nuestra
emblematica profesional “higia peco-
ris, salus populi”. La interrelacion
entre humanos, animales y medioam-
biente nunca habia adquirido el nivel
de importancia asignada en la actuali-
dad. La apertura comercial y la globa-
lizacién de mercados han acelerado
los procesos de intercambio de ani-
males y de productos alimenticios
frescos y procesados de origen ani-
mal entre diversos paises y bloques
econdmicos. Es por ello que los siste-
mas nacionales de control estén basa-
dos en directrices cientificas recogi-
das en reglamentos de organismos
internacionales como FAO, la OMS y
la OIE, para armonizar las normas
sanitarias evitando que estas supon-
gan trabas injustificadas para el flujo
comercial. Puesto que las barreras
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entre enfermedades animales y huma-
nas son ficticias, estas mercancias no
solo acarrean beneficios econdmicos,
sino también posibles peligros para la
sanidad animal y la salud publica que
deben ser controlados en base a un
previo analisis del riesgo. Es por ello,
que la actuacion del veterinario en los
puestos de inspeccion fronterizos es
indispensable para salvaguardar la
cabafla ganadera europea y la salud
de la poblacion de los 27.
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