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Diagnéstico de enfermedades de declaracién obligatoria (EDOs)

Antonio Gasca Arroyo
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C.I.FA. Alameda del Obispo. Cérdoba

EL LABORATORIO DE ANALISIS VETERINARIOS. ORGANIZACION Y FUNCIONES.

Resumen.

Se da una visién panoramica sobre la naturaleza, funciones y objetivos de las diferentes clases de
Laboratorios de andlisis veterinarios, haciendo hincapié en los de tipo Oficial. Se describen, de estos ulti-
mos, las funciones de los de Referencia Internacional, y Nacional, asi como objetivos y funciones de los
de tipo Regional y Local.

Se mencionan y describen tareas de los de Alta Seguridad Bioldgica (H.S.), y se concluye con algu-
nas consideraciones sobre el papel de los dedicados a la Investigacion, en el campo del diagnostico vete-
rinario.

El trabajo concluye ofertando listas de Laboratorios Oficiales en Espafia, asi como de Laboratorios
Nacionales de Referencia.

INTRODUCCION.

Los Laboratorios de Andlisis Veterinarios, cada vez mas cominmente llamados de “diagnostico vete-
rinario” ocupan un lugar crecientemente relevante en los planos de lucha sanitaria, asi como en el con-
trol activo de determinados procesos patologicos que han de ser tenidos en cuenta en el comercio de
animales vivos y/o productos de ellos derivados.

Efectivamente, cada vez se pretende tener mas seguridades objetivas sobre la condicién sanitaria de
un producto, y a medida que el proceso cientifico va poniendo a punto nuevas tecnologias, mas preci-
sas y precoces en cada avance, son mas necesarios los servicios de Laboratorios especializados capaces
de poner a punto los métodos necesarios para su aplicacion.

Todo ello esta intimamente relacionado con la unificacion territorial a efectos comerciales de la Union
Europea, asi como a la distribucién de responsabilidades en esta materia, en nuestro pais, en 17
Comunidades Autdnomas. Esta situacion entrafia en si misma la necesidad de objetivacién de condicio-
nes concretas, homologadas y fiables para todo tipo de animales y mercancias derivadas, de esta mane-
ra que estas condiciones necesariamente han de suministrar garantia, lo mas sélidas posibles técnica-
mente, ademas de estar basadas en pruebas idénticas, homologadas y repetibles sea cual sea el nivel
de responsabilidad territorial asumido: Autonémico Nacional, Unién Europea o Mundial.

Ademds de estas labores en la garantia del control sanitario para el comercio pecuario, los
Laboratorios de andlisis (o diagnostico) Veterinarios han de participar en otra serie de actividades, no
menos importantes como la identificacion de patologias (endémicas o exdticas) en los animales, puesta
a punto de reactivos, investigacion de nuevas tecnologias, control de calidad de reactivos y vacunas,
ensayos colaborativos, pruebas toxicologicas, investigacion de residuos etc., etc. Todo ello en tendencia
ascendente y de acuerdo con las exigencias, crecientes también, de garantias, tanto de salud animal
como de salud publica.

Esta diversidad de tareas es una de las claves, entre otras, de la especializacién y diferenciacién de
este tipo de Centros, que han de asumir la realizacién de unas labores complejas en si mismas y nece-
sitadas de una fuerte coordinacién, so pena de arrojar resultados sin la minima fiabilidad.

De ahi que no nos cansemos de insistir, aun a sabiendas de haber perdido esa batalla hace tiempo,
en que no es lo mismo “resultado analitico” que “diagnostico” y que por tanto, la denominacién
Laboratorio de Analisis Veterinarios es mas correcta que la de Laboratorio de diagnostico veterinario.
Normalmente un laboratorio no deberia emitir diagndsticos, y de hecho lo que hace es emitir resultados;
resultados que posteriormente deben ser correctamente interpretados e incorporados a un proceso men-
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tal, individual e intransferible, que llevado a cabo por un veterinario especialista, dara lugar al veredicto
o diagnostico final. Otra cosa, distinta, es la validez legal de una prueba concreta, y las consecuencias
que de la misma puedan derivarse, algunas tan graves como la sentencia de muerte para el animal exa-
minado

En este sentido es sabido que en los programas de lucha obligatoria contra epizootias la fase de diag-
nostico comporta obligatoriamente la realizacion de pruebas de laboratorio, normaimente de tipo sero-
légico, a cuyo resultado positivo 0 negativo se fia la supervivencia del animal, estando todo elio recogi-
do en disposiciones legales, que incluso indican que resultado ha de ser considerado equivalente a un
diagnostico de brucelosis, tuberculosis, o peste porcina, por ejemplo.. Esto ha contribuido en buena
manera a la simplificacion artificial del problema, cosa que ademas de ser objetiva, e incluso legal, tam-
bién resulta ser mas cémoda y muy poco comprometida para los profesionales implicados.

Al margen de que los resultados analiticos no suelan tener valor absoluto y necesiten de mayor o
menor cumplimentaron interpretativa, es evidente que el diagnostico veterinario cuenta con mas herra-
mientas y medios que la sola analitica de laboratorio.

Asi esta, en primer lugar, la sintomatologia o computo de manifestaciones clinicas, que a una per-
sona experimentada pueden bastarle para un primer diagnostico presuntivo, o incluso, en ocasiones,
definitivo, caso de haber sintomas o datos clinicos considerados “patognomicos”, Este tipo de diagnosti-
co puede ser considerado, el de mas dificultad, ya que es el resultado de una mezcla de experiencia,
sabiduria técnico/cientifica, y “ojo clinico”, esa especie de intuicion indefinible tan irregularmente repar-
tida. Lo normal, y en ocasiones obligatorio (siempre si se trata de EDOS) es que tenga que ser confir-
mado mediante datos o pruebas complementarias.

Los datos de antecedentes epidemioldgicos también deben de ser contemplados ya que en ocasio-
nes, pueden ser determinantes para la emisién del diagnostico. Efectivamente, la simple aparicion de un
solo sintoma, que por separado seria poco demostrativo, podria bastar para suponer la reaparicion de un
proceso en un colectivo ya afectado con anterioridad de la misma afeccién que ahora puede ser confir-
mada con la aparicidn de nuevo de un solo sintoma. Este hecho conlleva que en ocasiones, y en la prac-
tica, pueda valer con establecer el diagnostico completo y confirmado por una sola ves. Los casos pos-
teriores son afnadidos automaticamente al mismo proceso, sin necesidad de confirmacion de cada uno
por separado.

Para terminar, también existe la posibilidad de emitir otros diagndsticos teniendo en cuenta otros indi-
cios, alteraciones o caracteristicas concretas. Tal es el llamado “Anatomopatol6gico”, que tiene en cuen-
ta las diferentes lesiones producidas en érganos, aparatos o sistemas, el de tipo histopatoldgico, igual al
anterior, pero a nivel microscépico. O el etiolégico, casi siempre incontestable para las patologias infec-
to contagiosa, o el_bioguimico, genético, etc.

En realidad, como ya hemos dicho, estamos describiendo las diferentes partes de un “puzzle” cuya
Unica posicion correcta, con todas las piezas en su sitio, seré el veredicto final que tuviera en cuenta cada
pieza, dandole su valor como parte de un todo. Y al igual que en el “puzzle”, ninguna pleza por si misma
podria suministrar nunca mayor informacién que la que da en su sitio correcto, y en unién con las demas.

No queremos, ni mucho menos, con todo lo dicho, quitar un apice de la importancia que indudable-
mente tiene un dato analitico de laboratorio. Insistimos en que muchas veces incluso basta legalmente
para la toma de decisiones técnicas o administrativas. Lo (nico que pretendemos es llamar la atencion
sobre cierto “fundamentalismo” existente alrededor la infalibilidad de este tipo de resultados, recordan-
do cuestiones complementarias, en demasiadas ocasiones poco tenidas en cuenta.

Alo Iargo de este curso habra ocasién de analizar en profundidad el verdadero valor que cada prue-
ba tlene, asi como su correcta valoracion. Nosotros mismos hemos reservado una parte de nuestra inter-
vencién, complementaria a este tema, especialmente dedicada al anélisis de la metodologia existente
para la validacién de un procedimiento
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CLASIFICACION DE LOS LABORATORIOS DE ANALISIS VETERINARIOS

En un intento de sistematizacion de esta charla, creemos que en principio podrian hacerse dos gran-
des grupos: Primero, en funcidn de la naturaleza de la actividad desarrollada, y segundo en funcién de
la titularidad de los mismos.

A) POR LA NATURALEZA DE LA ACTIVIDAD.

Siguiendo con el intento de sistematizacidn, mucho mas didactica que real, aqui podemos distinguir
a su vez otros dos grupos.

10), LABORATORIOS DE CONTROL.

En principio aqui encuadramos a aquellos dedicados a la determinacién de pardmetros de tipo qui-
mico, fisico o incluso bioldgicos, pero sin que estos parametros tengan relacion, al menos directa, con
el estado de salud de los animales, Son andlisis cuali-cuantitativos de tipo no sanitario.

¢ De alimentos (piensos, subproductos, etc.): Los analitos determinados pueden ser a su vez
muitiples, como Principios Nutritivos, presencia de Aditivos, etc.

e De productos finales: Tales como leche, carne, etc., realizando determinaciones similares a las
anteriores; los analitos determinados son indicativos de composicién/calidad de estos produc-
tos.

¢ De medicamentos y/o vacunas: Destinados a evaluar la eficacia y/o composicién de este tipo
de productos. En ello se derivaran o podran derivarse, acciones de tipo técnico o administra-
tivo muy importantes, como autorizaciones, retiradas del mercado, sanciones, etc.

Evidentemente, este grupo de Laboratorios de Control no se dedica en exclusividad a estas Tareas, y
de hecho en la practica casi nunca ocurre. Lo mas normal es que simultanee estos controles con otros
trabajos como los que se describen a continuacién.

20) LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO--

Dedicados segtin su nombre, a suministrar datos de tipo sanitario, de cuyo estudio e interpretacion
se derivara un diagndstico. Estos datos, a su vez, podran ser muy diversos, pudiéndose a su vez agru-
par en base a la tecnologia dominante empleada para su obtencién. Asi, se podra hablar de analisis
histopatoldgicos, bioquimicos, microbiolégicos, inmunoldgicos, etc. Etc.

Ocurre a menudo que la especializacién, y sobre todo el coste, impone que no sea facil encontrar un
Laboratorio de diagndstico que agrupe en sus instalaciones los medios tacticos suficientes para abar-
car toda la gama posible de tecnologias aplicables a la identificacion de cada proceso; ello obliga, en
la practica, a contar con datos a menudo parciales que siempre dejan espacio (afortunadamente, cre-
emos nosotros) para la formacion, intuicién y ojo dlinico de los que antes hablabamos.

Asi, lo corriente es encontrar centros bien preparados para la bacteriologia, pero no para virologia, o
solamente preparados para el andlisis inmunoldgico; o muchas combinaciones posibles, por supuesto.

B) POR SU TITULARIDAD.
En funcion de la persona o Entidad responsable de la propiedad y/o funcionamiento de la instalacion,
podemos distinguir:

10) LABORATORIOS OFICIALES

De iniciativa publica, son promovidos y mantenidos por la Administracién, para dar cumplimiento a
sus obligaciones legales en la materia. Pueden ser a su vez de cinco tipos:

e Laboratorios de Referencia.

e |aboratorios Centrales.
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¢ Laboratorios Regionales, Provinciales y/o Locales.
» Laboratorios de Alta Seguridad.
e Laboratorios de Investigacion.

Por la importancia de sus funciones, cometidos y estructura, nos referiremos a ellos mas extensa-
mente al final de esta clasificacion.

29) LABORATORIOS PRIVADOS.

De iniciativa privada su funcionamiento y titularidad corresponde a personas, unidades o Asociaciones
que las emplean para la consecucién de sus propios fines. Pueden, a su vez, encuadrarse en dos gran-
des grupos:

* De uso particular: normalmente montados por Empresas para el servicio de asociados o con-
troles propios de la misma.

 De uso publico: aquellos que realizan analitica a peticién de particulares.

Tanto unos como otros han de contar con los preceptivos permisos y licencias de apertura y funcio-
namiento, asi como con los oportunos controles por parte de la Administracion, para poder dar cum-
plimiento de esta forma a lo ordenado por el Reglamento de Epizootias de 4 de Febrero de 1955 J(Art.
11). En Andalucia, en el momento actual, esta en estudio la norma que regule este tipo de estable-
cimientos privados.

30) LABORATORIOS MIXTOS.-

Son aquellos que, siendo de titularidad probada, estan sin embargo autorizados por la Autoridad com-
petente para realizar determinados andlisis que tienen la consideracidon de oficial. Son los llamados
Laboratorios ACREDITADOS es decir que han sufrido un proceso mediante el cual han demostrado
su capacidad técnica y cientifica en la realizacién de protocolos oficiales de andlisis.

Otra modalidad de Laboratorios de titularidad mixta son los Interprofesionales, que son aquellos nor-
malmente de titularidad tripartita (Administracion, Sector Industrial y Productores) cuya actividad va
encaminada al soporte analitico de determinadas calidades, asumidas y compartidas tanto por pro-
ductores como por industriales con el tutelaje de la Administracién. Tal ocurre con los Laboratorios
Interprofesionales Lecheros, encargados de garantizar la calidad de la leche de consumo, mediante
la determinacién de ciertos pardmetros de tipo bioquimico/bioldgico (proteina, grasas, lactosa, agua,
células somaticas, carga bacteriana total, etc.) que s6lo sirven para garantizar calidades sanitarias,
sino también precios comerciales del producto, a abonar por Centrales Lecheras o Centros de
Transformacion.

Estos Interprofesionales puede (y de hecho con algunos paises europeos lo estan haciendo)incorpo-
rar en su bagaje analitico algunos pardmetros sanitarios (pruebas de “Ring-Test” en leche, por ejem-
plo), siendo valiosisimos colaboradores en Planes Oficiales de Vigilancia Epidemioldgica, por ejemplo.

Una vez mas hemos de decir que en Andalucia tampoco existen, por el momento este tipo de Centros.

LABORATORIOS OFICIALES DE REFERENCIA.

Ya de lleno en el territorio de la Sanidad Animal, merece la pena tratar con un poco mas de deteni-
miento algunos tipos de Centro sobre los que hace una lineas prometiamos volver. A ello vamos:

Los Laboratorios de Sanidad Animal dedicados a la identificacion y seguimiento de procesos patolé-
gicos estan organizados, en cualquier pais desarrollado, en los tres niveles que iniciaban antes, y lo que
es mas importante, con una clara division del trabajo a realizar: este trabajo, en términos muy genera-
les y simples, pero creemos que didactico seria:

* Primero, poner a punto técnicas y protocolos suficientemente fiables para la deteccion, precoz
y segura, de las principales enfermedades animales.

* Segundo, suministrar esta tecnologia ya puesta a punto a todos los paises interesados, para
su aplicacion homogénea en todos los animales a control por todos los Laboratorios de diag-
nostico
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Podriamos poner un ejemplo para los amantes de la musica y comprensible rapidamente por todos:
Necesitamos quien escriba la partitura, quien dirija la orquesta y quien toque los instrumentos. El con-
junto de todo ello, si esta bien organizado y coordinado, dara iugar a una buena melodia; o por el con-
trario, a una jaula de grillos si no existe la suficiente coordinacion.

E! Laboratorio de referencia es, por tanto, el compositor, el que escribe la partitura, el Gnico creador
de todo el conjunto. Es quien investiga, experimenta y desarrolla nuevos procedimientos, de acuerdo con
el momento cientifico que corresponde, ocupando el lugar de |a locomotora en el tren. Pero, al igual que
la locomotora aprovecha en muchos trayectos del recorrido la inercia de todas las unidades que lleva
detras, y de la misma manera que quien escribe la partitura necesita su realizacién instrumental (oir la
melodia, en definitiva) para evaluaria y corregiria, iguaimente el Laboratorio de Referencia necesita de
los escalones inferiores (Centrales y Regionales) para poner a punto su. metodologia(Validacién de un
test, ver mas adelante).

Son estos Uitimos los que, con su experiencia en la aplicacién practica de los procedimientos, esta-
blecen un indispensable “feed-back” que, retroalimenta el sistema, estableciendo asi la imprescindible
colaboracion entre todos los niveles

En concreto, las actividades mas importantes que estos Laboratorios de Referencia desarrollan son:

a).- Asesoramiento y consultoria.- Estos Centros, al ser Referencia Internacional de determina-
das patologias, han de contar forzosamente con la tecnologia disponible més avanzada y segura del
momento. Son por tanto, los Centros indicados para asesorar 0 responder consuitas de su especiali-
dad normalmente a gobiernos u Organismos Internaciones (FAO, OMS, etc.)

b).- Publicaciones especializadas.- Suelen contar con Revistas y Publicaciones donde dan cuen-
ta no sdlo de sus propios avances, sino del de Ia especialidad a la que estan dedicados. Su actividad
supone, en general, una de las puntas de lanza en que se apoya el avance de la Ciencia Veterinaria
en el Mundo (junto con las Universidades y/o Sociedades Cientificas).

c).- Vigilancia Epidemioldgica.- Aunque esta actividad corresponde tipicamente al siguiente esca-
I6n (Nacional y Regional) sin duda participan en ella cuando confirman, o no, resultados sobre mues-
tras enviadas por las Redes Nacionales, pueden también evidentemente, realizar vigilancia directa
sobre situaciones epidemioldgicas concretas, normalmente en el drea geografica de los piases donde
estan ubicados.

d).- Elaboracién y/o propuesta de metodologia de Referencia ("Gold-Standrd Test). - Es
aqui donde encuadra perfectamente nuestro anterior ejemplo de la sinfonia y la orquesta. Elaborar
un método (escribir la partitura) es siempre una tarea compleja, aunque casi nunca se parta de cero;
muchas veces lo que se hace son adaptaciones 0 modificaciones puntuales de tecnologias preexis-
tentes, o puestas a punto para otras especies; Asi es relativamente frecuente la adaptacion para los
animales de técnicas inicialmente puestas a punto para el diagndstico sobre personas, siendo el caso
contrario también.

Muy raramente un Laboratorio de Referencia propondra una técnica para servir de referencia que sea
absolutamente innovadora, y por tanto, demasiado moderna como para estar suficientemente probada.
En este terreno estos Centros son extremadamente cautelosos, y las técnicas referenciadas suelen ser
muy solidas y muy experimentadas de tal manera que los resultados obtenidos en su aplicacion sean
incuestionables.

Mas tarde veremos que Ias operaciones o requisitos indispensables para la validacion de una prueba
de Laboratorio son bastante exigentes, y pasan por varias fases consecutivas, (Valoracion, Evaluacion y
Ensayo). Con mas razon, la propuesta de un método que va a ser seguido por todos loas Laboratorios
Nacionales de un continente (y muy a menudo, del mundo entero) ha de ser cuidadosamente sopesada.

e).- Elaboracion, valoracion y distribucion de reactivos de Referencia.- La puesta a punto
de metodologia de referencia pasa forzosamente por la normalizacion de todos los componentes y
pasos de dicha metodologia; es decir, la realizacion de un protocolo exacto, que entre otras cosas
debera tener en cuenta la elaboracion y valoracion de los reactivos empleados, especialmente de los
de tipo bioldgico, (antigenos y anticuerpos) mucho mas susceptibles de variacion que los de tipo pura-
mente quimico. Normalmente, ademas, suministraran patrones o alicuotas de estos reactivos de refe-
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rencia a los Laboratorios Nacionales que los soliciten, asegurando, de esta manera la uniformidad del
método por todos los usuarios. Estos reactivos seran igualmente facilitados a aquellas empresas
comerciales que pretendan poner en el mercado métodos o procedimientos oficiales validados. Este
tipo de reactivos de referencia actian también como “reactivos patron”, y su existencia es indispen-
sable para que exista un método de referencia.

f).- Realizacion de ensayos colaborativos.- Liamados también “Ensayos Comparativos” o “Ring-
Test”, no son mas que pruebas analiticas simuitaneas realizadas por varios Laboratorios Nacionales
sobre una serie de muestras “ciega” suministrada por el Laboratorio de Referencia. Este procedi-
miento, muy simple, es su concepcién y realizacion, permite asegurar la uniformidad de resultados,
sean cuales sean los operadores y lugares geograficos de realizacion; que por otra parte, es lo mini-
mo que puede exigirse a este tipo de ensayos; bien entendido, sin embargo, que nos es la Gnica prue-
ba exigida ni exigible a una buena analitica.

LABORATORIOS CENTRALES.

Son los que realizan a escala Nacional, de un pais concreto, lo que los de Referencia Internacional
realizan a escala Mundial o de continentes (Europa, América, Africa, etc.). En nuestro ejemplo musical,
el Laboratorio Central seria el director de la orquesta, que recibe, lee e interpreta la partitura escrita por
el autor, y que, después de probarla y aprenderia con sus mas intimos colaboradores, la extiende, ensa-
ya y practica con el resto de la orquesta, hasta ejecutarla de forma impecable. Es el primer y dltimo
garante de la melodia, y si un instrumento desafina, o no sigue al resto, es su responsabilidad corregir-
lo y ayudarle a cumplir su papel; o en Gltimo caso, de ser necesario, apartario del conjunto, al menos
para esa sinfonia. Garantiza, por tanto, la correcta puesta a punto, en un pais concreto, de una técnica
concreta, como Unica manera de uniformar resultados iguales para muestras iguales. Para ello, normal-
mente, su actuacion se basa, a escala Nacional, en las siguientes lineas:

- Unificacién de criterios y métodos diagndstic ra las patologias de referencia. Para ello, a su
vez, tendra que:

a.1) .- Distribucion y explicacion, aplicativa a las técnicas de referencia, recibidas a su vez de
los Laboratorios internacionales. Publicacién y distribucion de protocolos pormenorizados;
organizacién de reuniones técnicas; trabajos de divuigacion, etc.

a.2).- Distribucion y control de productos y reactivos de referencia, fabricados segiin normas
“standard” del Laboratorio internacional, o recibidas directamente del mismo, Realizacion de
Ensayos Colaborativos en Red entre todos los Centros autorizados para una tecnologia, con
periodicidad suficiente (entre 1 y 2 veces al afo).

a.3).- Organizacion de cursos de reciclaje para técnicos y analistas, estancias, informacién
bibliografica, etc., etc.

b). - Diagnéstico inicial o confirmacién de Patologias exdticas. En todos los paises europeos los

Laboratorios Centrales tienen confiada esta misién, de tal manera que, antes de asegurar ( y por
supuesto, declarar) una enfermedad exdtica en un pais, la sospecha debera ser confirmada por el
Laboratorio de Referencia Nacional. Si la patologia es exdtica también para el continente, debera ser
a su vez confirmada por el Laboratorio de Referencia Internacional o Mundial Nos referimos, natural-
mente, a patologias incluidas en las listas de E.D.Q.S., tanto de la O.1.E. como de la U.E.

c). - Control sanitario de importaciones/exportaciones (terceros paises). A ser el estado de cada Pais

miembro de la U.E. el garante ante toda Europa de las condiciones sanitarias de las mercancias o ani-
males que ingresan en su territorio desde otros paises no miembros, la responsabilidad de los con-
troles recae también, evidentemente sobre el Estado Central, que es de quién normalmente depen-
den los Laboratorios Centrales. En este caso no estamos hablando de enfermedades referenciadas,
sino de controles sanitarios que la Autoridad competente garantiza en sus resuitados. Maxime cuan-
do, en una Europa sin fronteras, cualquier mercancia circula libremente por todos los territorios de la
Unién, una vez que un Estado Miembro le ha dado el visto bueno en algtin PIF. Razonamientos simi-
lares pueden ser aplicados para las exportaciones desde la U.E., hacia terceros paises.
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Puede ocurrir, sin embargo, que por razones de diversa indole la autoridad estatal delegue, de forma
puntual y expresa, la realizacién de determinados controles a alguna Comunidad Auténoma, que, en
este caso, se limita a la realizacion y suministro de resultados, sin mas atribuciones ni complicacio-
nes administrativas. Todo ello en el clima de comin entendimiento que han de presidir este tipo de
relaciones.

d). - Colaboraciones en los Planes de Luchas. De forma puntual, o incluso continua, los Laboratorios
Centrales, en tanto en cuanto forman parte de los Servicios Oficiales Veterinarios de un pais, estan
involucrados y comprometidos en general con las tareas y objetivos de la Lucha Sanitaria, y pueden
(v en ocasiones deben) colaborar para la consecucién de las mismas. Normalmente esta colaboracién
se concreta en el apoyo diagndstico de casos dudosos, asi como suministro de determinados reacti-
vos bioldgicos o no (sueros control positivos y/o negativos, reactivos “Standard”, etc.).

e). - Intervencioén, arbitraje, informes peritales. Muchas de las labores analiticas de los Laboratorios
de diagndstico Veterinario comportan a su vez toda una serie de actuaciones legales o reglamenta-
rias que, normalmente, prevén el derecho del usuario a la defensa o reclamacion basada en el con-
traanalisis. Estos litigios, que suelen resolverse a escala local o regional, deben tener sin embargo
garantia de solucion final en los laboratorios Centrales, que de esta forma representan también una
posibilidad legal de reclamacién. Hemos de reconocer, no obstante, que los planes de lucha oficiales
no prevén este tipo de acciones probablemente por la evidente dificultad practica de requisitos lega-
les en la recogida de muestras para analitica inicial, contradictoria y dirimente, en su caso.

Pero si es de relativa frecuencia, o incluso de obligada frecuencia (para planes como el P.N.I.R., por
ejemplo) en otro tipo de analitica (piensos y materias primas lo més frecuente) donde el envio de
muestras para analiticas dirimentes es cada dia mas frecuente (y con tendencia al alza, quizads como
expresion de cada vez mas firme conciencia de sus derechos por parte de usuaria y demandantes).

LABORATORIOS REGIONALES Y LOCALES.

Son los encargados a nivel territorial concreto, de la analitica en la que se basan los planes de Lucha.
En nuestro ejemplo musical, representan el instrumento ( o grupo de instrumentos) de la orquesta com-
pleta representada por el Nacional; y es a su nivel, responsable del sonido emitido por sus instrumen-
tos, que ha de ser armonico y acoplado al conjunto. En nuestro pais, y en el caso de las CCAA multi-
provinciales, suele existir un Laboratorio de tipo Regional que cominmente a su vez coordina y unifica
los criterios de otros de dmbito territoriales mas pequefios, de tipo provincial; o incluso comarcal. Tal
ocurre en las Comunidades de Extremadura (con un Laboratorio Regional en Badajoz), Castilla-Ledn (con
un laboratorio Regional en Ledn), Galicia (con un Laboratorio Regional en Lugo), Castilia la Mancha (con
un Laboratorio Regional en Cuenca), Catalufia (con un Laboratorio Regional en Barcelona) o Andalucia
(con un Laboratorio Regional en Cordoba). Ademas de estos Laboratorios “Regionales” existen en estas
Comunidades otros “provinciales” o incluso “comarcales”, como ocurre en Cataluia, que, a su nivel for-
man también una “Red”, que, a su manera, toca o intenta tocar también su propia melodia. Resulta evi-
dente que todo ello necesita un nivel de coordinacion aito, o se corre el riesgo de convertir la famosa
melodia en una simple algarabia.

También hay CCAA uniprovinciales, donde el modelo forzosamente se simpilifica, con un (nico Centro
Regional-Provincial, como pasa con Murcia o Madrid. U otras, como el Pais Vasco, donde un solo Centro
atiende varias provincias.

En fin, muchos moldes y modelos distintos, demostrativos sin duda de que no ha habido durante el
proceso de transferencias de estas competencias un modo Unico no ya impuesto, sino ni siquiera acon-
sejado; en total, mas de cuarenta Laboratorios Oficiales, con distintos niveles de competencias adminis-
trativas, distintas potencialidades y especializaciones cientifico.técnicas y distintos modelos organizativos.
Asi, los hay desde aquellos que siguen respetando escrupulosamente la dependencia oficial (como éste
de Cdrdoba y otros muchos), con otros que han cedido parte de sus instalaciones a Laboratorios de fun-
cionamiento mixto, como los interprofesionales lecheros (tal ocurre en Mallorca) u otros con modelos de
gestion privada (como el de Derio, en el Pais Vasco).
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Las misiones que los Laboratorios Regionales desarrollan fueron fijadas en su dia por QOrden
1/X11/1980 que lo hizo para los once de este tipo de entonces existentes en Espaiia, los cuales ya debi-
an su existencia a lo dispuesto por la Ley y Reglamento de Epizootias de 1952 y 1955, respectivamen-
te. Con posterioridad a todo elio, el R.D. 995/85, de 25 de Mayo, fijé las condiciones para el Traspaso de
Funciones y Servicios del Estado en material de Laboratorios Agrarios y de Sanidad y Produccién Animal
a la CCAA de Andalucia. De todas estas disposiciones extraemos a continuacion un extracto de las prin-
cipales misiones de este tipo de Centros.

a) Funciones encomendadas en general a los Laboratorios Regionales de Sanidad Animal(Orden
1/X11/80.

19). Estudios, analisis y dictamenes en relacién con la Sanidad, tanto de los animales como de
las producciones ganaderas.

29). Andlisis y dictdmenes bromatologicos, zoosanitarios y toxicoldgicos de aguas, piensos, adi-
tivos, correctores y otros productos para la ganaderia y la alimentacion animal.

39). La inspeccion y control de centros de produccion y distribucion de productos zoosanita-
rios y la contrastacion laboratorial y de campo de los citados productos.

49), La inspeccién y dictamen previo al registro y autorizacién o renovacion de la inscripcion
de los laboratorios privados dedicados al diagndstico de las enfermedades de los animales.

59). Cuantos estudios, analisis y dictamenes les encomiende el Ministerio de Agricultura (antes
de las transferencias) en relacién con la produccion, Sanidad e Higiene de los Animales, asi
como los de técnica veterinaria.

b). Eunciones de la Administracién del Estado que asume la CCAA Andaluza e identificacion de los
Servicios gue se traspasan en materia de Laboratorios de Sanidad y Produccién Animal (R.D. 995/85).

19). Estudios, analisis y dictdmenes en relacion con la sanidad e higiene de los animales y de
los medios de la produccion ganadera.

29). El registro y autorizacién de laboratorios privados dedicados a las materias sefialadas en
el punto anterior, dentro de las funciones asumidas.

39) La expedicién del certificado oficial de analisis en aquellos casos en que no esté reserva-
do a la Administracién del Estado en virtud de las competencias que a ésta corresponden. En
todo caso la expedicidn de este certificado sera de acuerdo con la metodologia oficial estable-
cida por la Administracion General del Estado.

49). La realizacion de los analisis e informes que se soliciten a peticion de los particulares y de
los Organismos de la Administracién, con independencia de la procedencia de los productos o
de la radicacién de los peticionarios.

Por contraste, y aunque no corresponde exactamente a este apartado de nuestra exposicion, en el
citado R.D. la Administracion del Estado se reserva las siguientes funciones:

a) Estudios, andlisis y dictdmenes derivados de sus propias competencias, asi como las que le sean
encomendadas.

b) Promulgacion de métodos oficiales de analisis para conseguir la homogeneidad en todo el ambito
nacional de la actividad en materia de Laboratorios, con el fin de dar caracter oficial a las certifica-
ciones que correspondan.

c) La realizacién de ensayos de laboratorios en relacion con utensilios, instrumentos, aparatos y
maquinas de medida para andlisis para la aprobacion de prototipos y verificacion posterior por la
Comision Nacional de Metrologia y Metrotécnia.

d) El visado y ratificacién de certificados de analisis expedido por las Comunidades Autonomas para
su convalidacion oficial, a efectos del comercio exterior.

e) La realizacion de analisis e informes arbitrales, en caso de discrepancias entre los realizados por
Laboratorios Oficiales.
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f) La autorizacion para la introduccion en el territorio nacional de agentes patégenos con fines de
estudio, experimentacion o diagndstico.

g) La supervision de metodologias analiticas, asi como la contrastacién de sus resuitados para verifi-
car su idoneidad y homogeneidad.

h) Corresponde a la Administracion del Estado las relaciones internacionales en materia de contras-
tacion y métodos de analisis y seguimiento de tecnologias. La Administracion del Estado podréa reque-
rir a la Comunidad Auténoma para que participe dentro de la Delegacidén Espafiola en aquellas reu-
niones de caracter internacional cuando afecte a sus intereses.

Por dltimo, el citado R.D. fija aquellas funciones que podran ser compartidas entre la Administracién
del Estado y la Autondmica, asi como cauces para una correcta y fructifera colaboracién, como no podia
ser menos, entre las que cabe destacar:

19).- A peticién de la Administracion del Estado, la CCAA Andaluza realizara prioritariamente aquellos
analisis necesarios en materia de intervencion agroalimentaria, comercio exterior y defensa contra
fraudes.

29).- Tanto el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion como la CCAA prestaran el apoyo nece-
sario para la resolucion de problemas planteados en el &mbito estatal, o en el caso de otras CCAA,
en un marco de colaboraciéon mutua.

39).~. En funcién de una mayor especializacion en un determinado Laboratorio de realizacién por éste
los ensayos, analisis y asesoramientos que le sean solicitados por la Administracién del Estado o las
restantes CCAA.

40).- Atendiendo al principio de solidaridad, la Administracion del Estado y las CAA prestaran asis-
tencia a aquellas que carezcan de Laboratorios fijando el régimen de contraprestacion.

59).- Entre la Administracion del Estado y las CCAA se estableceran los adecuados sistemas de cola-
boracién que permitan mutua informacidn y la mejor gestién de las funciones asumidas.

Nada se ha legislado con posterioridad a estas disposiciones, ni a nivel estatal ni a nivel de nuestra
Comunidad Auténoma. Contindan vigentes, por tanto, las citadas funciones y tareas, aplicables, en prin-
cipio, al funcionamiento de los Laboratorios existentes en el momento de las transferencias: Cérdoba,
transferido en su totalidad organica y funcional, y Granada, transferido en parte, y quedando la otra parte
con dependencia Estatal

LABORATORIOS LOCALES.

Tienen la misma consideracion, tareas y cometidos que los Regionales, con la excepcion de que estos
ultimos tengan encomendada la labor de armonizacion de todos los existentes en un mismo territorio o
Comunidad Auténoma. Esto tltimo es lo que corrientemente sucede en Espafia, afiadiendo la figura de
“Laboratorio Regional de Referencia” solidez y fiabilidad al conjunto de la Red, de tal manera, que, sin
ser imprescindible la coordinacién regional si es muy deseable especialmente cuando el n® de
Laboratorios Provinciales a coordinar es amplio.

Este (ltimo caso es el de Andalucia, que con posterioridad al proceso de transferencias en estas
materias optdé por el modelo “provincial” con “coordinacion regional”, asi, existen actualmente siete
Laboratorios provinciales, siendo Malaga la Gnica provincia que no lo tiene en marcha, pero si en cons-
truccién actual. Todos elios se dedican a labores de apoyo analitico a los programas de lucha sanitaria
de impulso oficial, y algunos ofrecen servicios analiticos a peticién de particulares.

El_Decreto 4/96, de 9 de Enero, de la Consejeria de Agricultura y Pesca, de la JJAA, clasifica estos
Laboratorios en su Capitulo III como Centros Periféricos, y mas concretamente, como “Centros
Especializados Agrarios”, haciéndoles depender, sin excepcion, de las Delegaciones Provinciales corres-
pondientes; y sin establecer distinciones entre ellos en Provinciales o Regionales.

Aln asi, el Laboratorio de Cordoba, asume en la practica la minima coordinacién técnica de esta "Red”
andaluza, a través de las siguientes lineas de trabajo:
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a) Organizacion anual de ensayos colaborativos (Ring-Test) sobre diagndstico serolégico de enferme-
dades objeto de planes oficiales de lucha.

b) Suministro de materiales y reactivos de uso comun, incluidos antigenos y sueros de control
¢) Organizacidn de reuniones periddicas de coordinacion (de forma esporadica).

Todo ello esta todavia a falta de reglamentacién especifica, de tal manera que sea posible la conso-
lidacién de un modelo que ha demostrado sobradamente su dedicacion y eficacia, por encima y al mar-
gen de voluntarismos personales, mas o menos momentaneos.

Volviendo a nuestro ejemplo melddico, ya estaria descrita la orquesta completa, desde el compositor
al dltimo y mas desapercibido de los instrumentistas. La necesidad de coordinacién de todo el conjunto
es en definitiva el gran motor de toda la division del trabajo y diferentes especializaciones descritas;
teniendo en cuenta, ademas, que, en definitiva, no se puede ni se debe hablar de primeros o Gltimos
escalones, sino de la eficacia del conjunto; asi, la experiencia masiva de los laboratorios locales en ia
aplicacidén de una técnica debe llegar con toda su fuerza a los Laboratorios de Referencia, porque no
siempre una melodia suena en la orquesta como en la imaginacién o el solitario piano del compositor.
De hecho, mas adelante veremos que el (iltimo paso para validar una prueba es el ensayo de la misma
en condiciones de campo y sobre suficiente nimero de animales.

Cerraremos este capitulo con una frase del mundialmente conocido director de orquesta Herbert Von
Karajan, y que merece la pena ser meditada, tanto para la musica como para cualquier actividad de coor-
dinacion:

“El arte de dirigir consiste sobre todo en saber cuando hay que abandonar la batuta, para no moles-
tar a la orquesta”.

LABORATORIOS DE ALTA SEGURIDAD BIOLOGICA.

Otra clase muy especifica de Laboratorios Veterinarios, que puede ser perfectamente simuitaneada
con otras propiedades de referencia o territorialidad son los de alta seguridad, o H.S. (High-Security) que
no son mas que aquellos que cuentan con medidas necesarias y suficientes como para garantizar que
los microorganismos manejados en su interior no van a poder ser accidentalmente liberados al exterior
desde el Laboratorio. Estos microorganismos, normalmente virus, suelen ser los agentes etioldgicos de
las enfermedades consideradas exdticas en el 1° mundo, que, en términos generales, estan recogidas
en la lista A de la O.L.E. o de la U.E.; se comprende facilmente que para su manipulacion, cultivo, iden-
tificacién y conservacion sean exigibles garantias extraordinariamente rigidas, dadas las consecuencias
gravisimas de un fallo de este tipo (ya experimentado, por otra parte, con patologias tan serias como Ia
Fiebre Aftosa, por ejemplo). El nivel de seguridad o de bioseguridad abarca también a todo lo referente
a la proteccion personal de los trabajadores del Laboratorio, ya que muchas veces los agentes maneja-
dos son zoondticos, o puede existir la posibilidad de que, sin serlo, puedan ser vehiculados mecanica-
mente por personas de dentro hacia fuera del edificio.

Clasificacion de los agentes patégenos en funcién del riesgo de enfermedad (bioseguridad)

Siguiendo a P.K. Murray (1998) existen seis clasificaciones principales en este sentido correspondien-
do cada una a Organismos o Centros tan importantes como la 0.M.S., Laboratorio de Plun Island (USA),
Centro Nacional de Enfermedades Animales Exdticas (Canada) O.1.E., etc.; por simplificar, puede decir-
se que todos practicamente distinguen gasta cuatro Grupos de Patdgenos, yendo la clasificacion de
menor a mayor; es decir, desde el Grupo I, que abarca microorganismos productores de enfermedades
de tipo enzodtico, no sometidas a control, hasta el Grupo 4, que agrupa a los agentes exéticos o enzo-
dticos, de alto riesgo de difusion, sometidas a control oficial, a menudo vehiculados por vectores, de alta
significacion econdmica en sus consecuencias infectivas. Pasando por los Grupos, II y III, ambos inclu-
yendo organismos patdgenos de control oficial, exdticos o enzodticos, con bajo riesgo de difusion (grupo
IT) o moderado riesgo de difusién (grupo III), no difundidos por vectores (grupo II) o con posibilidad de
serlo (grupo III).

En consecuencia con esta clasificacion, y en conexién con la misma, existen igualmente cuatro nive-
les de bioseguridad, denominados como P-I, P-II, P-III y P-IV.
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El nivel P-I equivale al Laboratorio mas basico, que maneja agentes del Grupo I, y no necesita medi-
das especiales para evitar su difusién. Bien entendido que ello no exime de la responsabilidad, sea cual
sea el nivel de proteccion alcanzado, de poner en préactica todos los medios necesarios para evitar con-
taminaciones accidentales, internas o externas, tanto de animales como de personas.

Los niveles P-II y P-III son los que corresponden a las condiciones de trabajo de los patdgenos encua-
drados en los Grupo II y III y las exigencias de bioseguridad, especiaimente en el P-III son ya elevadas;
son necesarias camaras de Fiujo Laminar, equipos de filtracion de aire en determinadas areas, medidas
especiales de descontaminacién de materiales y personas, etc., etc....

El nivel P-IV es el que existe en Laboratorios H.S., y el mismo incluye equipamientos y medidas de
maximo nivel, Los principales son:

B En relacién con los protocolos de trabajo:

Ningin material podra salir del laboratorio sin previa descontaminacién. Esto incluye no sdlo el
de tipo bioldgico, sino todo tipo de documentos, ropas, aparatos, etc.

Las personas sdlo podran salir a través de vestuarios con ducha. La ropa de trabajo quedara
siempre dentro, y cada vez que se salga sera previa ducha. Las personas que accedan al interior seran
expresamente autorizadas.

El suministro de materiales necesarios para el funcionamiento se hard mediante el sistema de
doble puerta, airlok o camara de esterilizacion.

B En relacion con los equipos.
Todos los trabajos se realizaran en cabinas de seguridad tipo III

Existiran trajes especiales de proteccién dotados de equipos de filtracion microbioldgica del aire
y sistema autdnomo de respiracion.

0 Instalaciones especiales.

Arquitectdnicamente, el Laboratorio de H.S., consiste en una zona especial, dentro de otra mas
grande, donde es obligatorio mantener condiciones de estanqueidad, y la premisa basica de que nada
puede salir del primer recinto sin previa esterilizacion. Ello se consigue basicamente mediante el man-
tenimiento de presion aérea negativa en el primer recinto, de tal manera que, en caso de rotura de
la estanqueidad, en todo caso entrara aire, pero nunca saldra. Todo el aire destinado a la respiracién
y ventilacion, serd filtrado mediante sistema Hepa, y todos los residuos, de personas o animales,
seran tratados térmicamente antes de eliminarlos al exterior.

Estas condiciones obligan a la adopcidn de sistemas especiales de construccién, puertas, y ven-
tanas especiales, suelos, sanitarios, duchas, etc., que no consideramos necesario describir con mas
detalle.

Y para terminar, el tipo de trabajo y las Misiones encomendadas a este tipo de Laboratorios son,
en general, complementarias con las de los Convenciones, rerservandose el trabajo sobre gérmenes
patogenos de la clase 1V, como ya se dijo.

Siguiendo al citado anteriormente P.K.Murray (1998) estas misiones podrian ser, en general, cla-
sificadas como sigue:



Consejeria de Agricultura y Pesca

CLASE DE TRABAJO LINEAS DE ACCION

DIAGNOSTICO -Patologias exdticas.

-Determinados controles para export/import.
-Desarrollo de Pruebas.

INVESTIGACION -Caracterizacion virica.

-Patogenia/Transmision/Patologia de algunas
enfermedades.

-Desarrollo de Vacunas.

-Inmunologia.

-Epidemiologia.

-Contratos Comerciales con terceros.
ENTRENAMIENTO -Reconocimiento de exdticas por veterinarios.
-Cursos de diagndstico veterinario.

-Masters, doctorados.

OTROS TRABAJOS -Toxicologia.

-Vacunas Fiebre Aftosa.

-Cepas de Referencia. Etc., etc.

Espaiia cuenta con uno de los mejores laboratorios H.S. del mundo. Es ademas referencia interna-
cional para Peste Porcina Africana, y Laboratorio autorizado para Patologias Exoticas para nuestro Pais.
Depende del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, y esta encuadrado dentro del INIA (Instituto
Nacional de Investigaciones Agrarias). Fisicamente esta ubicado en Valdeolmos (Madrid), y se denomina
Centro de Investigacion en Sanidad Animal. (CISA).

LABORATORIOS DE INVESTIGACION VETERINARIA.

Por el momento son mayoritariamente Oficiales, aunque en Espana, y dependiendo normalmente de
Empresas Multinacionales existen algunos dedicados a la I+D en el Campo de la Sanidad Animal.
También existen Empresas puramente espafiolas, que dedican sus esfuerzos a la innovacion tecnoldgica
en el terreno del diagnoéstico, y a las que se le puede auspiciar, creemos, un futuro prometedor.

En el terreno de lo Oficial, son especialmente las Universidades, y mas concretamente las que cuen-
tan con Facultades de Veterinaria, las que poseen este tipo de instalaciones, normalmente bien dotadas
y con objetivos prioritariamente investigadores. Ello no impide, sin embargo, que ofrezcan servicios de
diagndstico “para la calle”, con fines fundamentalmente mas de docencia que de servicio publico.

Pueden ocupan, y de hecho asi lo hacen muchos de ellos, un lugar destacado, en sus areas de
influencia, colaborando sin duda al desarrollo pecuario de su zona.

Deben, sin embargo, atenerse a las mismas normas de control y coordinacion que, en el caso del
diagnostico de E.D.O.s., hemos visto anteriormente, para no “desafinar” en el conjunto regional o nacio-
nal. Pudiendo y debiendo, aspirar incluso a referencias técnicas tanto nacionales como internacionales.
(Tal es el caso de la FAVE de Zaragoza con las E.E.T., de las que es Referencia Nacional).

Es en el tema de la investigacion e innovacién tecnoldgica donde pueden y deben jugar un mayor
papel, ya que, a priori, cuentan con inmejorables condiciones, tanto de instalaciones como de personal,
para situarse a la vanguardia de la blisqueda de nuevos procedimientos y tecnologias en las que basar
la identificacion de patologias que, en si mismas, también constituyan grandes retos, como Ia B.S.E.,
antes mencionadas. Y es igualmente en ese mismo terreno donde la colaboraciéon con Laboratorios
Oficiales, de tipo Nacional o Regional, deberia ser “obligadamente” fructifera.

ANEXOS.

-Relacion de Laboratorios Regionales de Espaiia.
-Relacion de Laboratorios Nacionales de Referencia de Espaiia.
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LABORATORIOS OFICIALES DE REFERENCIA NACIONAL DEPENDIENTES DE
LA ADMINISTRACION CENTRAL.

" DENOMINACION

T UBICACION Y TELEFONO

PATOLOGIA Y/O MATERIAS
DE REFERENCIA

LABORATORIO DE

Camino del Jau s/n

-Brucelosis animales.

SANIDAD ANIMAL DEL |Santa Fe (Granada) -Perineumonia Contagiosa bovina.
ESTADO Tif: 958 44 03 75 -Rabia Animal.
LABORATORIO Algete (Madrid). -Leucosis Enzodtica Bovina.
CENTRAL DE Ctra. Madrid-Algete -Peste Porcina clasica (1)
VETERINARIA. Km.5,40. -Peste Equina Africana (2)
M.A.PA.. Tif: 91 629 03 00 -Enfermedad de Newcastle.
-Peste Aviar.
-Enfermedad de Aujeszky.
-Enfermedad de los peces.
-Salmonelosis animales.
~Tireostdticos y tranquilizantes.
CENTRO DE Crta. Del Casar s/n -Enfermedades vesiculares (3)
INVESTIGACION EN | Valdeolmos. (Madrid). -Peste Porcina Africana (4).
SANIDAD ANIMAL Tifn: 91 620 23 00 -Enfermedades Exdticas (5).
(CISA). I,N,LA, -Peste Equina Africana (2).
MAPA

CENTRO NACIONAL
DE REFERENCIA DE
E.E.T.

Avd. Miguel Servet 177
Facultad de Veterinaria
Dpto. Histologia y
Anatomia.

Zaragoza.

Tif: 976 76 10 00

-B.S.E.

(1) Solo sobre el papel del B.O.E.- En la practica quien se ocupa de todos los trabajos de la Referencia

es el CISA de Valdeolmos.

(2) Tiene la Referencia Nacional y la de la U.E.- comparte con CISA la de la O.I.E.
(3) Fiebre aftosa, Enfermedad Vesicular Porcina, Estomatitis Vesicular, ExantemaVesicular.

(4) También referencia Mundial.

(5) Actia como Laboratorio Autorizado para el manejo de este tipo de agentes. No existen
Referencias Nacionales de estas Patologias.
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LABORATORIOS OFICIALES DE DIAGNOSTICO VETERINARIO DEPENDIENTES DE

COMUNIDADES AUTONOMAS. (REGIONALES CON *)

COMUNIDAD LOCALIDAD DIRECCION TELEFONO
ANDALUCIA Jerez de la Fra. (Cadiz) | Crta, de Arcos km. 4,600. 956 30 47 71
Sevilla Cortijo el Cuarto (Bellavista) 954 69 25 61
Aracena, (Huelva) C/ Tenerias s/n 955 12 76 32
Jaén Crta, Bailén-Motril s/n 953 28 10 61
Santa Fé.(Granada) Camino del Jau s/n 958 44 03 71
La Caiada.(Almeria) Crta. De la Playa, 1 950 29 17 24
Cordoba* Crta. Nacional IV Km. 395. 957 32 53-02/03
ARAGON Zaragoza* Doctor Iranzo, 6 976 41 29 00
ASTURIAS Gijon.(Oviedo) Jove del Medio 985 32 77 51
BALEARES Paima de Maliorca* Ibab, S.A. 971 42 84 45
CANARIAS La Laguna* Crta. La Cuesta-Taco 922 64 11 09
(Sta.Cruz Tenerife)
CANTABRIA Santander Pefia Bejo s/n 942 33 24 00
CASTILLA LA Cuenca* Crta. Toledo-Cuenca Km. 173. 969 21 37 63
MANCHA Talavera Carlos Barral, 4 925 80 53 13
de la Reina (Toledo)
Marchamalo, Extramuros s/n 949 25 00 09
(Guadalajara)
Albacete Crta. Casas Ibafiez, 25 967 21 07 73
El Chaparrillo Crta. De Porzuna Km, 4 926 23 14 00
(Ciudad Real)
CASTILLA-LEON Avila Crta. De Burgohondo, 1 920 21 18 89
Burgos Poligono La Losa 947 48 20 47
Ledn* Alcaide Miguel Castafio, 78 987 20 33 12
Palencia Crta Magaz, s/n 979 72 82 00
Salamanca Cordel de Merinas 40/50 923 21 96 06
Segovia Crta. De Riaza, 4 921 43 06 00
Soria Casa del Agricultor Diputacion, 1| 975 21 28 40
Valladolid Santuario, 14 9832009 11
Zamora Eduardo Julian Pérez 17 980 54 73 29
CATALUNA Lleida Partida de la Carrapela,97 973 28 08 48
Vic (Barcelona) Bisbe de Morgades,6 93 885 52 02
La Pobla de Segur
(Lleida) Milenari de Catalunya,2 973351110
Girona Avd.Sant Narci, 105 972 23 13 63
La Seo D "Urgell (Lleida)] Sant Ermengol, 50-2° 973351110
Roquetes- Crta.Valencia, 108 977 50 01 74
Tortosa (Tarragona)
Reus. (Tarragona) Doctor Ferran 40 977 31 25 81
Barcelona* Zona Franca Via 93 233 46 23
Circul. Norte
COMUNIDAD Valencia* Ing.Manuel Soto 18 96 324 14 80
VALENCIANA
EXTREMADURA Caceres Crta.Depuradora s/n 927 18 11 34
Badajoz* Estacion Pecuaria, 17 927 18 11 34
Aptdo.Correos 173
GALICIA Lugo* Avd de Madrid,77 982 22 17 50
Salcedo (Pontevedra) Cabana 986 86 08 90
Bergondo (A Coruna) | Crta. N-VI Km. 541 981 79 50 18
LA RIOJA Logrofio Crta.de Burgos Km. 6 941 20 64 26
MADRID Colmenar Viejo Crta.Guadalix de La Sierra 91 846 15 00
Km, 1,80
MURCIA El Palmar Crta.Mazarrén Km, 2 968 88 07 91
NAVARRA Villava Avd. Serapio Huici s/n 948 42 79 83
PAIS VASCO Durana. (Alava) Crta. De Arzobiaga s/n 945 18 18 37
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Maria Luisa Saraza

Jefe de Servicio de Seguridad Bioldgica y Mantenimiento.
Centro de Investigaciones en Sanidad Animal (CISA)
INIA, MAPA 28130 Valdeolmos.

LA SEGURIDAD BIOLOGICA EN EL LABORATORIO.

INTRODUCCION.

Seguridad es una palabra que presenta multiples connotaciones y cuyo significado puede variar para
cada persona. {Qué es seguridad?. Segun el punto de vista de un cientifico, la seguridad aparece a la
hora de disefiar un experimento. El ingeniero de una planta mira a la seguridad como uno de los facto-
res necesarios en el proceso productivo. Un legislados puede apreciar la seguridad como parte impor-
tante de una ley de medio ambiente. El publico generalmente contempla la seguridad como una ausen-
cia de riesgo en el empleo de un producto o un proceso. Por ultimo, la persona que manipula materiales
peligrosos, como puede ser el personal de un laboratorio, piensa en la seguridad como una herramien-
ta imprescindible a la hora de manejar dichos materiales. Estos podrian ser algunos de los muchos aspec-
tos que entrana la seguridad.

El designar un acto como seguro 0 no, no es nunca una definicion absoluta; el termino es relativo. Si
una actividad parece estar libre de provocar cualquier accidente, la solemos llamar segura. Sin embar-
go, habitualmente, atin cuando la probabilidad de accidente pueda ser baja, la total ausencia de riesgo
de accidente no existe. Una actuacion puede entonces establecerse como relativamente segura. La pala-
bra clave es “relativamente”, Un soldador conoce como usar una maquina soldadora debido a su expe-
riencia y formacion. Por ello, el empleo del equipo por el profesional es considerado relativamente segu-
ro en comparacion con alguien que utiliza un equipo de soldadura para hacer bricolaje en su casa los
fines de semana.

La seguridad también incluye la aceptacion de un riesgo. Es decir, que la cantidad de riesgo de sufrir
un accidente que es aceptable para una persona no lo es para otro. Esta podria ser una de las razones
de porqué la préctica de alpinismo, por ejemplo, es menos popular que la del baloncesto.

Pero incluso las actividades que implican grandes niveles de riesgo potencial pueden ser desempe-
fladas de manera segura. £Como se pueden minimizar los riesgos de manera que desciendan a niveles
aceptables?. Esto se puede llevar a cabo identificando las fuentes de peligro y evaluando los riesgos inhe-
rentes a estos peligros. La mayoria de los riesgos con que nos enfrentamos en un laboratorio se cono-
cen ya y las técnicas para evitar una exposicion innecesaria a ellos estén muy desarrolladas. Por ello,
consideramos vital una actuacion en doble sentido, por un lado que el empresario se adhiera estricta-
mente a la legislacion vigente en materia y, por otro, que el trabajador se haga responsable del cumpli-
miento exacto de las normas que se le impongan.

LA SEGURIDAD E HIGIENE DEL TRABAJO. CONCEPTOS BASICOS.

El ser humano se halla inmerso en un medio ambiente con el que interactia continuamente. Parte de
ese medio es el que le rodea mientras desarrolla su actividad laboral, de cuya importancia podemos dar-
nos cuenta si consideramos que el hombre permanece alrededor de un cuarto de su vida en el ambien-
te de trabajo (1). De las consecuencias que presenta la interaccién entre el trabajo, como origen del
riesgo, y la salud, como bien preciado por el hombre y que puede verse alterado por el trabajo, es de
lo que se ocupa la Seguridad e Higiene en el Trabajo. Recientemente existe la tendencia a utilizar
la denominacion global Salud Laboral.

Desde antiguo es conocida la relacién entre el trabajo y la salud de los trabajadores, existiendo refe-
rencias clasicas de los efectos negativos mas evidentes del trabajo sobre la salud, como la sordera de
los herreros (por la exposicién al ruido), la locura de los sombrereros (por la utilizacién del mercurio en
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el tratamiento del fieltro) o el cancer en los deshollinadores (por la exposicién a derivados hidrocarbo-
nados) (2).

Por ambiente o condiciones de trabajo no sélo debemos entender los factores de naturaleza fisica,
quimica o técnica (materias utilizadas o producidas, equipos empleados y métodos de produccién apli-
cados), que pueden existir en el puesto de trabajo, sino que también deberan considerarse incluidos
aquellos otros factores de caracter psicoldgico o social que pueden afectar de forma organica, psiquica
o0 social a la salud del trabajador.

A partir de este concepto, el ambiente de trabajo se puede considerar subdividido en (3):
¢ Ambiente Organico.

& Ambiente psicolégico.

& Ambiente social.

El denominado ambiente organico, que es el que nos ocupa, esta constituido por aquellos factores
ambientales que pueden dafiar la salud fisica y organica del trabajador, comprendiendo:

» Factores mecanicos: elementos méviles, cortantes, punzantes, etc., de las maquinas, herramientas,
manipulacién, transporte de cargas...

» Factores fisicos: condiciones termohigiénicas, ruido, vibraciones, presién atmosférica, radiaciones
ionizantes y no ionizantes, iluminacién

e Factores quimicos: productos quimicos.
* Factores bioldgicos: virus, bacterias, protozoos...

Del estudio de los factores de riesgo laboral que hemos denominado mecénicos se hace cargo la
Seguridad del Trabajo, técnica de prevencién de los accidentes de trabajo. Mientras que es la
Higiene del Trabajo o Higiene Industrial, la que se ocupa de los factores de riesgo fisicos, quimicos y
biolégicos, constituyendo una técnica de prevencién de las enfermedades profesionales. Por otro
lado, a estos factores de riesgo, la Higiene Industrial se suele referir a ellos como contaminantes.

Expresado en otras palabras y ampliando un poco mas el concepto, podemos establecer que, dado
que la salud del trabajador se encuentra amenazada por las condiciones de trabajo que realiza, para su
prevencion, se puede proceder de dos formas diferentes: actuando sobre la salud (técnicas médicas:
Medicina del Trabajo) o actuando sobre el ambiente o condiciones de trabajo (técnicas no médicas:
Seguridad del Trabajo, Higiene del Trabajo, Ergonomia, Psicosociologia...).

Es de sobra conocido, que la verdadera labor empresarial en materia de Seguridad e Higiene en el
Trabajo pasa por realizar una adecuada accién_preventiva. Para ello es necesario poder disponer de una
informacién precisa que nos permita conocer, tras el correspondiente andlisis, las deficiencias existentes
en la situacién inicial o de partida. Entre los diferentes métodos utilizados para diagnosticar esta situa-
cion de partida destacan los mapas de riesgos.

El mapa de riesgos, o en terminologia anglosajona, el programa de salud laboral, es el documento
que permite identificar los peligros y localizar y valorar los riesgos existentes en un medio laboral cual-
quiera, asi como conocer el grado de exposicion al que estan sometidos los diferentes grupos de trabaja-
dores afectados por ellos. Una vez realizado este andlisis de los riesgos, se procede al disefio y puesta en
practica de la politica prevencionista. Dentro de los factores a considerar como integrantes del mapa de
riesgos estan los constituidos por los contaminantes biolégicos, objeto de esta presentacion.

RIESGOS DE LABORATORIO.

Como ya se ha dicho, cualquier actividad de nuestra vida (incluido el trabajo) implica algin tipo de
riesgo (el riesgo cero no existe), aunque los riesgos pueden ser muy diferentes dependiendo de la acti-
vidad, lo mismo que es diferente el grado de aceptacion de los mismos por parte del individuo.
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Si hay un ambiente laboral al que tradicionalmente la Salud Laboral ha prestado menos atencidn, ese
es el laboratorio, situacion que se agrava al considerar que los riesgos existentes en el laboratorio no
son, en general suficientemente valorados y tienen caracteristicas propias (4) (5).

En este sentido, un aspecto importante a considerar es su variedad. En un laboratorio pueden detec-
tarse riesgos de origen y consecuencias muy diferentes que dependeran, evidentemente, de las instala-
ciones existentes y de las operaciones que en ellos se llevan a cabo. No es extrafio encontrar en el
ambiente laboral del laboratorio riesgos eléctricos, junto con riesgos quimicos, riesgos asociados a la
manipulacion de diversos equipos y cargas o riesgos de tipo biolégico.

Otra caracteristica a tener en cuenta es su intensidad. En un laboratorio pueden tener lugar exposi-
ciones puntuales muy intensas y es corriente trabajar con productos de elevada toxicidad o estar expues-
tos a riesgos bioldgicos de consideracion por los altos volimenes que se manejan de agentes infeccio-
s0s, en el caso, por ejemplo, de plantas de produccion de bioldgicos. Asi mismo, la exposicién puede ser
continuada durante un largo periodo de tiempo y dar lugar a alteraciones crénicas.

Una tercera particularidad reside en la multiplicidad de riesgos, pues suele existir riesgo quimico o bio-
I6gico derivado de gran cantidad de agentes de indole muy diversa.

No podemos dejar de citar, finalmente, que en determinados tipos de laboratorios se da con frecuen-
cia la presencia de trabajadores en practicas o que realizan tareas muy especificas de forma eventual (per-
sonal visitante, intercambios con otras instituciones), lo que significa que éstos se hallan menos familiari-
zados con los procedimientos de actuacién en accidentes y/o emergencias que el personal habitual

EL RIESGO BIOLOGICO EN LA LEGISLACION ESPANOLA.

Un contaminante es, segun definicién del Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo,
unos productos quimico, una energia o un ser vivo presente en un medio, en nuestro caso un medio
laboral, que en cantidad o concentracion suficiente pueden afectar la salud de las personas que entren
en contacto con €. (6).

Pero, éa qué se puede llamar ser vivo desde la dptica de la contaminacién biolégica?. En el R.D.
664/1997 sobre proteccién de los trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicién a agen-
tes bioldgicos durante el trabajo, se establece que por agentes bioldgicos se entiende: microorganismos,
con inclusién de los genéticamente modificados, cultivos celulares y endopardsitos humanos, suscepti-
bles de originar cualquier tipo de infeccion, alergia o toxicidad. (7).

Ademads, en su articulo 3, clasifica los agentes bioldgicos en funcién del riesgo, en cuatro grupos, Y,
en el anexo II, presenta una lista de agentes biolégicos (bacterias, virus, parasitos y hongos) a los que
asigna uno de esos grupos de acuerdo al criterio expuesto.

En el Anexo IV establece los niveles de contencién 2, 3 y 4 y las indicaciones relativas a las medidas
de contencién a observar asi como hace los mismos en el anexo V pero para el caso de procesos indus-
triales.R.D., éste muy dtil, a nuestro parecer, porque facilita enormemente la elaboracién del mapa de
riesgos de un laboratorio en el que aparezcan los riesgos bioldgicos (8).

LA SEGURIDAD BIOLOGICA. (9) (10) (11) (12)

El objetivo de la Seguridad Biolégica es hacer que el manejo de agentes bioldgicos se realice dé forma
que resulte segura tanto para las personas que entran en contacto mas o menos directo con ellos, por
motivos de su actividad laboral, como para las personas y/o animales del entorno.

De una forma muy simple, pero grafica, se podria identificar la Seguridad Bioldgica, con una Unica pala-
bra proteccion. Un primer nivel de proteccién, el del personal y del medio interno del laboratorio, viene
proporcionado por unas buenas_técnicas microbiolégicas junto al empleo de_equipo de proteccion insti-
tuido para tal fin. La vacunacion, en determinados casos, puede contribuir a reforzar el nivel de protec-
cién personal. Un segundo nivel en la seguridad vendria en la proteccion del medio externo al laborato-
rio, que resultaria de la combinacion del disefio de la instalacion y los adecuados métodos de trabajo.
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Asi, podemos concluir que los tres_elementos de que consta la Seguridad Bioldgica son: técnicas de
laboratorio, equipo de seguridad y disefio de la instalacion.

Técnicas y practicas de laboratorio. El elemento mas importante de la proteccién de la persona
es el correcto cumplimiento de las practicas normalizadas de trabajo dentro del propio laboratorio donde
se manipulen los agentes bioldgicos. Los trabajadores que estan en contacto con microorganismos o mate-
riales infectados deben ser conscientes de los riesgos potenciales que ello encierra y, ademas, han de reci-
bir formacién adecuada en las practicas requeridas para el manejo seguro de tales tipos de agentes.

Por otro lado, cada laboratorio debe desarrollar o adoptar un_manual de seguridad biolégica, que
incluya los riesgos que pueden surgir, asi como especificar las practicas o procedimientos designados
para minimizar o eliminar estos riesgos.

Equipo de Seguridad (también denominado barreras primarias). En este apartado se incluye tanto
el aparataje cuyo objetivo es eliminar la contaminacién en el lugar de produccion de la misma (ej,: cabi-
nas de flujo laminar) como las prendas de proteccién personal (gafas, méscaras, ropa, cubre-calzado,
guantes...). Con mucha frecuencia se recurre al empleo combinado de ambos tipos de equipos, por ejem-
plo a la hora de trabajar en cabina de flujo laminar se recomienda emplear siempre guantes y mascarilla.

Diseiio de instalacion. (o barreras secundarias). Es importante en cuanto que proporciona también
una barrera para el resto del personal que trabaja fuera del laboratorio y para aquellas personas o ani-
males del entorno exterior al laboratorio y que pueden verse afectados por el escape accidental de agen-
tes infecciosos. Aqui se incluiria el material de construccién a emplear, disponer los filtros adecuados,
mecanismos frontera de desinfeccidn, tratamiento de los diferentes residuos, etc.

Niveles de Seguridad Bioldgica. Generalmente se describen_cuatro niveles, que se estructuran
siguiendo una combinacion progresiva de los tres elementos de que consta la Seguridad Bioldgica, todo
ello de acuerdo a las manipulaciones de agentes bioldgicos que, en diferentes tipos de ambientes labo-
rales, se realizan, asi como el peligro potencial de estos agentes.

De esta manera, para cada uno de los niveles establecidos se describen una serie de medidas tanto
desde el punto de vista de la practica microbioldgica, como de equipo de proteccién como de caracte-
risticas de la instalacién.

En general, y lo mismo ocurre en el R.D. 664/97, la mayoria de las instituciones u organismos, tanto
de ambito nacional como internacional, establecen los cuatro niveles exclusivamente en funcién del ries-
go que suponen loa agentes biolégicos para el hombre, sin considerar su efecto sobre la salud de los ani-
males Basandonos en experiencias previas, se puede afirmar que criterios de contencion similares a los
que se siguen en el caso de patégenos humanos, se pueden aplicar a los patégenos animales (13); un
ejemplo de nivel 3 lo constituye el Centro de Investigacion en Sanidad Animal (CISA).

EL CISA COMO EJEMPLO DE NIVEL 3 DE SEGURIDAD BIOLOGICA.

Para ampliar e intensificar sus actuaciones en materia de Sanidad Animal, el Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacion, cre6 hace aproximadamente siete afios, en el seno del Instituto Nacional de
Investigacién y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA), el Centro de Investigacion en Sanidad
Animal (CISA). Situado en la madrilefia localidad de Valdeolmos, estd ubicado en una finca de 34
Hectéreas y construido con los més modernos sistemas de seguridad, a fin de poder trabajar con agen-
tes infecciosos animales de alto riesgo y/o exdticos. Sus caracteristicas de disefio y construccién hacen
que forme parte de la red de laboratorios de alta seguridad que existen en el mundo (EEUU, Reino Unido,
Alemania, Holanda, Australia, Suiza y Canadd) dedicados a la Sanidad Animal (14).

Con una doble funcién de investigacion y diagndstico de enfermedades infecciosas animales, dispone
de casi 13.000 m/2 construidos, de los que 11.000 se consideran como de nivel 3. También posee labo-
ratorios y acuarios destinados al estudio de los procesos toxicoldgicos que afectan el medio ambiente.

Los agentes infecciosos que se manipulan son principalmente virus animales de interés econdmico
para Espafia, como son los productores de la fiebre aftosa, peste porcina africana, peste porcina clasica,
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enfermedad vesicular porcina, sindrome respiratorio y reproductivo del cerdo, peste equina, enfermedad
de Aujeszky, lengua azul, mixomatosis, enfermedad hemorragica del conejo, rinotraqueitis infecciosa
bovina, diarrea virica bovina, enfermedad de border, asi como el agente productor de la encefalopatia
espongiforme bovina.

Es laboratorio de referencia espafiol, europeo y mundial para diversas enfermedades y dispone de pro-
gramas de formacién nacionales e internacionales en muy diversos materias, incluidas en la formacion en
seguridad bioldgica, sin olvidar la transferencia tecnoldgica que de manera continuada se realiza.

La zona de nivel 3 posee unas caracteristicas arquitectdnicas y funcionales que permiten la manipu-
lacion de los agentes bioldgicos en condiciones de maxima seguridad. Para su disefio se siguieron direc-
trices internacionalmente aceptadas, la mayoria de las cuales partieron en origen de normativas del CDC
estadounidense, OMS, UE... Estos mismos organismos, junto con otros como FAO, OIE, son los que peri6-
dicamente supervisan la marcha de los diferentes centros que hay en el mundo.

Entre las caracteristicas arquitectdnicas destacan una estructura de hormigén armado, ventanas blin-
dadas, sellado independiente de todas las conducciones, revestimiento del interior de toda la zona con
resina epoxidica, puertas de cierre neumatico, asi como un disefio en tres alturas, siguiendo el principio
de contencion de box-in-a-box, a fin de incrementar el nivel de seguridad.

Las caracteristicas funcionales principales incluyen diferentes gradientes de presién negativa en el
interior de la zona, con respecto a la atmosférica, el filtrado de todo el aire que sale al exterior a través
de 74 filtros HEPA y el tratamiento individualizado de cada tipo de residuo, ya sea tratamiento térmico
de los efluentes liquidos o diversos tratamientos de residuos solidos (autoclaves de vapor, de 6xido de
etileno, tratamiento quimico...).

A ello se podria afadir, entre otros, el cambio completo de ropa para trabajar, ducha a la salida de la
zona, control mediante ordenador de todas las constantes del edificio, equipos que aseguran el sumi-
nistro eléctrico permanente, vigilancia externa con circuito cerrado de TV. Etc.

Bajo este nivel 3 se cuenta con 32 laboratorios y zonas auxiliares (tratamiento informatico de ima-
genes, preparacion de vidrio, lavanderia, almacenes, cafeteria...). Y un animalario en el que se puede
alojar cualquier especie animal (ratones, conejos, cerdos, caballos) con sala de necropsias y laboratorio
de histopatologia.

BIBLIOGRAFIA

(1) Bartual, J., Castejon, E.,Gade, E., Guardino, X., Guasch, J., Hernandez, A.,Luna, P. Y Obiols,].
“Higiene Industrial”, Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, Madrid (1994).

(2) Cortés, .M. “Técnicas de Prevencion de Riesgos Laborales”. Tébar Flores Editorial. Madrid
(1997).

(3) Saraza, M.L. “Los riesgos laborales en un animalario”. Animales de experimentacién, 2(3): 16-
21 (1997).

(4) Jédar, P. “Condiciones de trabajo”. En “Salud Laboral. Conceptos y Técnicas para la prevencion
de riesgos laborales”. Benavides, F, Ruiz, C. Y Garcia A.M. (Eds), Masson S.A., Barcelona
(1997).

(5) Guardino, X. Y Heras, C. “Seguridad y condiciones de trabajo en el laboratorio”, Instituto
Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, Madrid, (1992).

(6) Marti, M.C., Alonso, R.M., Constans, A y Guardino, X. “Prevencion de riesgos bioldgicos en el
laboratorio”, Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, Barcelona (1997).

(7) Real Decreto 664/1997, de 12 de mayo, sobre proteccion de los trabajadores contra los ries-
gos relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos durante el trabajo. B.O.E. n® 124, de
24 de mayo de 1997.



Consejeria de Agricultura y Pesca

(8) Saraza, M.L. “La Seguridad Bioldgica en el Laboratorio como parte integrante del Programa de
Salud Laboral”. Industria Farmecadtica, XV(1):99-104 (2000).

(9) Saraza, M.L. “Bio-Containment. An overview of containment level 3 &4 facilites”. En: 20 Annual
Conference of the European Biosafety Association, Harlow, Essex, 20 de noviembre de 1998.

(10) Best, M. (Ed). “Containment standars for veterinary facilites”, Agriculture & Agri-Food Canada,
Nepean, ON, (1996).

(11) “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories”, Public Health Service, Centers for
Disease Control and Prevention y National Institutes of Health, Washington, (1999).

(12) Layburn, S.R. "The foundations of Laboratory Safety”, Springer-Verlag, Nueva York, (1990).

(13) Barbeito, M.S., G. Abraham, M. Best, P. Cairns, W.G. Sterritt, D. Barr, W. Meulepas, J.M.
Séanchez-Vizcaino, M.L. Saraza, E. Requena, M. Collado, P. Mani, r. Breeze, H. Brunner, C.A.
Mebus, R.L. Morgan, S. Rusk, L.M. Siegfried y L.H. Thompson. “"Reccommended biocontain-
ment features for research and diagnosis facilities where animal pathogens are used”,
Rev.sci.tech.Off.int.Epiz, 14(3):873-887 (1995).

(14) Murray, PK. “An overview of the roles and structure of international high-security veterinary
laboratories for infectious animal diseases”. Rev.sci.tech.Off.int.Epiz., 17(2): 426-443 (1998).



Diagnéstico de enfermedades de declaracién obligatoria (EDOs)

Andrés Rueda Jiménez
Jefe del Dpt° de Seguridad y Normalizacidn.
Laboratorio de Sanidad y Produccién Animal de Cdrdoba.

CALIDAD Y ACREDITACION

Resumen:

Se inicia el tema de la Calidad y Acreditacion de Laboratorios, haciendo més hincapié en los elemen-
tos bésicos de la calidad y en la trascendencia de la Acreditacion de los Laboratorios de Diagndstico de
Enfermedades de Declaracion Obligatoria. Mas tarde revisamos los elementos basicos de los sistemas de
garantia de calidad sobre todo de los Procedimientos Normalizados de Trabajo. Se sefialan las dificulta-
des y los beneficios de la implantacion de estos sistemas. Finalizamos estudiando las vias para Evaluar
la calidad de un Laboratorio, y mas detenidamente los graficos de control entre los procedimientos de
evaluacion interna y los ejercicios de intercomparacion en el ambito de una evaluacion externa.

INTRODUCCION.

Intentar plasmar en pocas paginas un tema sobre calidad y acreditacién de laboratorios, teniendo en
cuenta la extensa y variada literatura al respecto, resulta hoy dia complicado, mas problematico se con-
vierte si lo hacemos en el marco de un curso dedicado al diagnostico laboratorial de enfermedades de
declaracion obligatoria en el ambito de la sanidad animal. Por una parte, resulta dificil escapar de las cla-
sicas exposiciones sobre calidad en el laboratorio en las que tan solo repasar los conceptos y las gene-
ralidades sobre el tema no permiten espacio para mas, por otra parte, se podria cometer el error de dar
por conocido estos conceptos basicos y entrar en apartados mds concretos sin un fundamento necesa-
rio. Por ultimo, en nuestro caso nos encontramos estudiando un tipo de laboratorios muy especificos
donde la implantacién de estos sistemas de calidad, su control y evaluacién asi como los criterios y nor-
mas de acreditacion, aun no estan bien definidos.

Hay que tener muy en cuenta que de los resultados analiticos de estos laboratorios se deriva en un
primer momento un diagnostico y en base a este diagnostico se van a tomar una serie de_decisiones
(autorizaciones de desplazamiento, campafias de saneamiento o erradicacion) y en el marco del comer-
cio internacional un reconocimiento del estado sanitario animal de una regién.

Las premisas anteriores nos llevan en este caso a hacer mas hincapié en los conceptos genéricos de
la calidad en los laboratorios y en sus sistemas de acreditacién. Por otra parte, y teniendo en cuenta el
perfil de los destinatarios, vamos a detenernos en ciertos aspectos que en algunos casos por su impor-
tancia (protocolos normalizados de trabajo) y en otros por resultar quizas mas llamativos o haber teni-
do en algiin momento contacto con ellos, pueden resultar de mas interés (graficos de control en los sis-

temas de evaluacion interna del control de calidad y ejercicios de intercomparacién).

CONCEPTO DE CALIDAD EN LOS LABORATORIOS.

El Laboratorio de forma general y particularmente los laboratorios de diagnostico de enfermedades
de declaracién obligatoria en sanidad animal son basicamente fuentes de informacion. La informacion
todos sabemos que esta considerada en la_sociedad actual como el llamado “cuarto poder”(en union de
los otros tres poderes el legislativo, ejecutivo y judicial). En el planc de la economia mundial constituye
uno de los pilares basicos junto al capital, el trabajo y las materias primas. Nadie puede dudar pues de
la trascendencia de la informacién y por tanto del alcance de la “calidad” de esa informacién que en nues-
tro caso representa la generada por los laboratorios.

Pero ¢équé es Calidad?, Partiendo de la definicién de la Real Academia de la Lengua se considera como
“propiedad o conjunto de propiedades inherentes a una cosa que permita apreciarla como igual, mejor
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0 peor que las restantes de su especie”, Esta definicién en términos comparativos nos llevaria a enten-
der que el resultado de un laboratorio es mejor que el de otro (calidad) si se acerca mas al valor verda-
dero (exactitud) y presenta una menor dispersién{precision).

La Organizacion Internacional para la Estandarizacién (1.S.0.), define la calidad como “la totalidad de
rasgos y caracteristicas de un producto, proceso o servicio que inciden en su capacidad de satisfacer
necesidades reguladas o implicitas”. En este caso la calidad se refiere a la satisfaccion o no, de requisi-
tos o necesidades sociales o tecnolégicas que tiene un producto, un sistema o un servicio (publico o pri-
vado). En este Ultimo apartado podriamos incluir los laboratorios analiticos.

La concepcién pues de calidad integral implica pues dos aspectos genéricos una realidad objetivable
que se puede cuantificar y una realidad subjetiva relacionada con el valor o la utilidad del producto, sis-
tema o servicio.

Si la anterior concepcion de calidad integral la trasladamos a un laboratorio podemos considerar una
calidad externa referida a los productos o sistemas que son los objetivos del ente publico o privado del
cual depende el laboratorio y una calidad interna que engloba la calidad del trabajo que realiza y la cali-
dad de los resultados que genera.

Considerando las concepciones anteriores estamos en condiciones de dar una definicion de Calidad
de un Laboratorio como el “conjunto de caracteristicas de la informacion generada que satisfacen las
demandas/exigencias del organismo publico/privado del que dependen y/o del dliente o usuario”,

Las propiedades analiticas pueden considerarse divididas en dos grupos, las denominadas_bdsi-
cas: exactitud, precisién, sensibilidad, selectividad y rapidez y las complementarias: coste, automatiza-
cién, robustez, transferibilidad, seguridad para el personal, incidencia en el medio ambiente, etc.

El resultado analitico final basa su calidad en dos propiedades basicas la exactitud (ya sefia-
lada) y la representatividad (grado de concordancia entre la muestra tomada y la definicion del proble-
ma analitico), quizas sea esta Ultima propiedad la que imprima mayor trascendencia en la elaboracién de
guias de acreditacion para laboratorios de diagndstico veterinario debido al objetivo final de su funcién,
el diagndstico.

Vamos a definir ahora los elementos basicos de la calidad de los Laboratorios:

1. GARANTIA DE CALIDAD (“Quality Assurance™), definida como el conjunto general de activi-
dades disefiadas, ejecutadas y contrastadas para proporcionar al ente ptblico o privado, o al
cliente/usuario la seguridad de un producto, sistema o servicio (informacion analitica- exacti-
tud y representatividad-) posee unos requisitos (calidad) perfectamente definidos y con un
determinado margen de confianza.

2. CONTROL DE CALIDAD (“Quality Control”), en un laboratorio se concreta en una serie de
acciones, planificadas y ejecutadas para proporcionar la informacidén analitica con un nivel deli-
mitado de calidad que satisfaga las exigencias impuestas.

3. EVALUACION DE LA CALIDAD ("Quality Assesment”), en un laboratorio se concreta en el
contraste sistematico y continuado de las actividades implicadas en el Control de Calidad..

4. PLAN DE GARANTIA DE CALIDAD, es el conjunto pormenorizado de actividades dirigidas a
asegurar la calidad de los resultados, establecida segtin requerimientos. Es imprescindible que
esté perfectamente descrito en el denominado MANUAL DE GARANTIA DE CALIDAD, que debe
convertirse en el pilar basico del trabajo en el laboratorio. Es el conjunto de documentos que
contiene una descripcion de todos los pasos a segur para implementar la Garantia de Calidad.

CONCEPTO DE ACREDITACION DEL LABORATORIO. TRASCENDENCIA.

Antes de comenzar a interelacionar estos principios generales de la calidad en los laboratorios con los
laboratorios de diagndstico en EDOs, vamos a introducir el tema hablando de la Acreditacion de
Laboratorios. Para ello, conviene diferenciar desde un principio cuatro conceptos:
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o CERTIFICACION proceso por el que un organismo gubernamental o privado garantiza que un
producto o servicio cumple con lo especificado por determinadas normativas.

« HOMOLOGACION, Aprobacion oficial de un producto, proceso o servicio, realizada por un
organismo que tiene esta facultad por disposicién reglamentaria.

¢ REGISTRO: Proceso por el que un producto o un laboratorio queda inscrito en una lista cus-
todiada por un organismo oficial o privado.

o ACREDITACION: proceso por el que un organismo-gubernamental o privado- evalla el pro-
grama de trabajo de un determinado laboratorio y define si cumple o no con unos niveles téc-
nicos previamente establecidos. Se trata del reconocimiento de la competencia para llevar a
cabo analisis especificos. El organismo acreditados es una Organizacion Nacional especializa-
da que debe tener una autorizacién explicita o implicita por el Gobierno correspondiente v el
reconocimiento internacional.

En el comercio internacional 1a libre circulacién de animales y productos de origen animal esta mar-
cado por los acuerdos de la Aplicacién de las Medidas Sanitarias y Fitosanitarias, la Organizacién Mundial
de Mercado y una serie de resoluciones del Comité Internacional y de las Comisiones Regionales de la
Oficina Internacional de Epizootias. Estos condicionantes conllevan que las certificaciones veterinarias
demandadas sean de una alta calidad. Uno de los componentes y elemento basico que integra esta cer-
tificacion veterinaria internacional es la identificacion del laboratorio de diagndstico veterinario, por lo
tanto para que los resultados emitidos generen fiabilidad deberian proceder de laboratorios que dispu-
sieran de una Garantia de Calidad.

El primer punto a considerar es équé nivel de calidad analitica requiere el mercado y que criterios de
reconocimiento internacional de esa calidad van a ser satisfactorios?.

Comenzamos pues a conectar las nociones generales relacionados el principio con los laboratorios
de diagnostico veterinario. Asi la GARANTIA DE CALIDAD en estos centros es necesaria por las siguien-
tes situaciones.

»_Calidad de sus datos de los que se derivan diagndsticos, actuaciones, autorizaciones o reco-
nocimientos de trascendencia sanitaria, econdmica y social.

* En el clima actual del comercio internacional el grado de confianza del que en los conceptos
generales hemos denominado “usuario/cliente” es de vital importancia para satisfacer sus exi-
gencias. Asi pues un programa solido de garantia de calidad reconocido internacionalmente
avala esta confianza.

« Para evitar que los resultados analiticos generados por los laboratorios de sanidad animal no
se conviertan en un obstaculo para el comercio internacional se ha llegado a una serie de
acuerdos para el reconocimiento de los mismos y para evitar entre otras cosas la duplicacion
de las investigaciones. Para este mutuo reconocimiento los laboratorios deben cumplir unas
normas de acreditacion reconocidas internacionalmente y refrendadas por las Entidades de
Acreditacién bien via Guia (ISO/IEC) 58 o su equivalente en la UE (EN 45003).

» Asi pues la Garantia de Calidad puesta en marcha por un laboratorio de diagnostico puede
ser un ejemplo de como se puede convertir en requerimiento para el libre mercado. Estos
estandares de calidad pueden ser impuestos por legislaciones nacionales o, en otros casos, por
acuerdos comerciales en base a la proteccion de la salud humana o animal.

Para aplicar de manera satisfactoria las Medidas Sanitarias y Fitosanitarias en el marco de la
Organizacion Mundial del Comercio, sin que se conviertan en barreras injustificadas al mercado, es nece-
sario adaptarlas bajo estandares internacionales de reconocimiento mutuo en base a un analisis de ries-
go. En este sentido las normas publicadas en esta area por la 1.5.0., han sido reconocidas como mode-
los aceptables en el campo de la Sanidad Animal.

“La puesta en marcha de estas normas, en concreto de la Guia ISO/IEC 25 para los laboratorios, bien
por obligacion legal en ciertos paises o de forma voluntarias en otros casos a demanda del mercado, se
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revela como una herramienta valida. No obstante la O.1.E., es consciente de que llegar a ese grado tan
elevado de acreditacién puede ser dificil. Por ello, ha elaborado unas directrices para contribuir a facilitar
la supresién de obstaculos al comercio mediante una aceptacion reciproca de las pruebas entre los paises.

De lo que detallado hasta el momento se deduce la existencia de una variedad en las normas o estan-
dares que regulan los sistemas de calidad en los laboratorios. En estos momentos esta apunto de lle-
garse a un acuerdo entre los organismos de normalizacién para conseguir una armonizacion y unifica-
cién de las distintas normas (EN-ISO 17025). Practicamente hay una equivalencia entre los criterios de
calidad para laboratorios de ensayo de la Guia ISO/IEC 25 y la EN 45001, a su vez equivalente a la UNE
66501 y por dltimo, la Guia ISO/IEC 39 sobre Organismos de Acreditacién y la EN 45004. Si bien podri-
amos entrar a discutir pequefias diferencias entre ellas practicamente su equivalencia es total.

SISTEMAS DE GARANTIA DE CALIDAD.

Tal y como comentamos al principio del tema, es imposible abordar todos los puntos relacionados con
la calidad y acreditacién de laboratorios aun presentando un verdadero interés. Al hablar de calidad y
acreditacién de laboratorios nos estamos refiriendo a: el desarrollo de una acreditacion, las auditorias, la
documentacion y archivo, la trazabilidad, la incertidumbre en las medidas, los tratamientos estadisticos
basicos de las medidas, la toma de muestras, los materiales de referencia, los programas de calibracion,
la gestion y organizacién del laboratorio, el papel de la informatica y el estado de la legislacion.

Nos vamos pues a limitar a estudiar una serie de aspectos muy concretos que por su importancia o
por resultar en cierto modo atractivos pueden llamar nuestra atencién. Antes de comenzar vamos a dis-
tinguir rdpidamente los dos sistemas de garantias de calidad el basado en la EN 45001 del que ya henos
comentado su equivalencia y el de las Buenas Practicas de Laboratorio (en un principio de la OCDE, ahora
U.E.), que si difieren en este caso de las B.P.L de la F.D.A. o E.PA.

Desde hace unos veinte afnos se ha venido sucediendo una serie de reglamentaciones encaminadas
a establecer unos sistemas de garantia de calidad en los laboratorios de modo que no sea suficiente afir-
mar de un modo subjetivo que los procedimientos analiticos son de una calidad adecuada, sino que es
necesario poder demostrarlo objetivamente.

Existen_dos sistemas de garantia de calidad que se ocupan de establecer el disefio formal y el modo
de trabajo realizados en los laboratorios analiticos, uno de ellos es el basado en las B.P.L., establecido
por la O.C.D.E,, con el objetivo de garantizar los datos analiticos, (quimicos, fisicos y bioldgicos) gene-
rados en los estudios de valoracién de riesgo de nuevas moléculas. Su ambito de aplicacién abarca pro-
ductos cosméticos, productos quimicos industriales, productos farmacéuticos destinados tanto al hombre
como a los animales, aditivos alimentarios, aditivos para piensos y plaguicidas, con objeto de determi-
nar sus efectos sobre las personas, los animales y el medio ambiente.

El otro sistema basado en las recomendaciones generales incluidas en la serie 45000 de Normas
Europeas cuya finalidad es garantizar la validez, fiabilidad e integridad de los ensayos y permitir una
reconocimiento multilateral de los resultados. Su ambito de aplicacién es un amplio abanico de labo-
ratorios de control desde el sector medio ambiental hasta de diferentes sectores industriales. Esta
serie de normas, especifica no solo los criterios de competencia técnica sino los criterios generales de
acreditacion.

Los elementos basicos de las B.P.L., estan basados:
» En una organizacién del personal del laboratorio.

* Un Programa de Garantia de Calidad que asegura que los estudios se realizan bajo las nor-
mas de las B.P.L., (manual). Parte importante de este programa es la U.G.C. (Unidad de
Garantia de Calidad)

¢ Disponer de unos locales e instalaciones adecuadas.

e Disponer de un equipo adecuado.
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¢ Una base documental, reflejada en los P.N.T. (Protocolos Normalizados de trabajo).
s La emisidn de resultados y el almacenamiento de material y de resultados.

Los elementos bésicos de la norma europea 45001 son:

1. Identidad legal.
2. Imparcialidad, independencia e integridad.
3. Competencia técnica

- Gestion y organizacion

- Personal

- Locales y equipos.

- Procedimientos de trabajo

4. Cooperacién con clientes, organismos de acreditacion y con otros laboratorios y organismos de
normalizacion.

5. Obligaciones resultantes de la acreditacion.

PROCEDIMIENTOS NORMALIZADOS DE TRABAJO.

Punto comln y elemento basico de ambos sistemas son los Procedimientos Normalizados de
Trabajo (P.N.T.). Los procedimientos normalizados de trabajo, son sin duda uno de los fundamentos
de los sistemas de calidad en los laboratorios y como tal queda reflejado tanto en la norma UNE 66501
(EN 45001), como en los principios de la B.P.L., de ia OCDE.

La OCDE los define como “Procedimientos escritos que describen de forma pormenorizada, como rea-
lizar determinados métodos analiticos, como deben manejarse y calibrarse los instrumentos, realizarse
ciertos ensayos rutinarios de laboratorio 0 actividades cuyo seguimiento es de obligado cumplimiento”.

La definicién anterior deja claro que los P.N.T,, son un conjunto de instrucciones perfectamente deta-
lladas que deben seguirse al pie de la letra para realizar ia labor especificada. La Unidad de Garantia de
Calidad es la encargada de comprobar que los PNT son disefiados segun el formato establecido y es tam-
bién la encargada de su cumplimiento.

La elaboracion de los PNT aportan_beneficios como:
- Métodos no personalizados
- Mayor uniformidad en las técnicas.
- Mayor repetibilidad de los resultados.
- Mejor rendimiento de aparatos y equipos.
- Disminucion de errores.
- Responsabilidades bien definidas.
- Resolucion de dudas con mayor rapidez.
No obstante estos beneficios en la_elaboracion de los PNT conlleva:
- Tiempo para redactarlos.
- Se incrementa el trabajo administrativo.
- En algunos casos hay que cambiar habitos de trabajo.

- Se deben actualizar con la frecuencia requerida.
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En cuanto a los aspectos de la estructura de los PNT, se puedan hacer las siguientes recomenda-
ciones:

- Los PNT deben estar numerados y codificados.

- Todos los PNT deben seguir un modelo determinado con una primera hoja en la que figuren los
siguientes datos: nombre del laboratorio, titulo, codigo del PNT y nimero de version, nombre
y firma de la persona que los redacta de la que los aprueba y de la que los autoriza.

- Su contenido debera tener una estructura bien definida.
- Estar realizados en un lenguaje claro y de facil comprension.
Los_PNT de métodos analiticos tendran los siguientes apartados:
A.- Titulo.
B.- Campo de aplicacion.
C.- Fundamento.
D.- Requerimientos.
E.- Método de Andlisis:
- Preparacion de reactivos.
- Preparacion de muestras de ensayo.
- Modo operativo.
F.- Célculos.
G.- Interpretacion de resultados.
H.- Observaciones al Método.
I.- Validacién del Método.
J..- Otros PNT relacionados.
K.- Control de Calidad.
L.- Bibliografia, Referencias y Legislacion.
M.-Anexos.

No es facil el desarrollo de los sistemas de calidad de los laboratorios analiticos, ni mantenerlos duran-
te un amplio periodo de tiempo. Varios de los problemas genéricos que se plantean se van a comentar
a continuacion.

En primer lugar hay que considerar la necesidad de realizar estas tareas por convencimiento, con ilu-
sién y no simplemente por obligacion. La mentalizacién adecuada de los responsables directos del
laboratorio, del personal directivo del mismo y de los gerentes/directores del organismo del que depen-
de es el punto de partida y un apoyo clave de los sistemas de calidad.

Consecuencia de ello es la actitud del personal. La calidad se exige desde el usuario hasta el per-
sonal del laboratorio paso a paso. La actitud de cada tipo de personal es importantisima para lograr los
objetivos de calidad. El factor humano es decisivo puesto que se le va a exigir un esfuerzo muy intenso
y de forma constante.

La implantacion de los sistemas de calidad y su mantenimiento suponen una importante partida pre-
supuestaria. Se han hecho muchos calculos al respecto y, en general, se puede afirmar que suponen
un incremento del 25-30% de los gastos ordinarios de funcionamiento. Esta cifra relativa no tiene en
cuenta el gasto inicial de implantacion, que es elevado ni la disminucion en el nimero de muestras pro-
cesadas estimado entre un 20 a un 30%.
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Otro problema importante que se debe resolver es la compatibilizacién entre tareas ordinarias de
analisis y las tareas implicadas en la Garantia de Calidad. La eficacia y rapidez de los servicios rutinarios
del laboratorio deben mantenerse y los sistemas de calidad nunca deben constituir un obstaculo que las
dificulte.

Otro grupo de problemas puede nacer en la divergencia entre las exigencias a que puede ser some-
tido el laboratorio._La calidad (exactitud, representatividad) y la rapidez exigida en los resultados, mien-
tras que al trabajo o funcionamiento se le pueden exigir aspectos tales como: bajo coste, seguridad y
comodidad para el personal. Estas divergencias implican que una presion excesiva sobre alguna de estas
exigencias repercuta de forma negativa en el resto, graficamente puede representarse como un tetrae-
dro en cuyos vértices se disponen las exigencias..

La constancia en la implanta-
cién y seguimiento de los sistemas Figura 1 EXACTITUD
de Calidad (dia a dia, mes a mes,
afo a afo), es un aspecto de SEGURIDAD
extraordinaria importancia. Al ser S(E)piﬂs%DNI/'ffD
tareas lentas y tediosa es ldgica la
tendencia a la dejadez y abandono | REDUCCION
simplemente a realizarlas cuando se | DE COSTOS
va a ser sometido a evacuacion. Sin
esta propiedad, los sistemas de cali-

dad carecen de sentido. La docu- § EXACTITUD « | REDUCCION
mentacion/archivo puede ser un COSTOS é%‘
indicador adecuado para comprobar ~ ;

el mantenimiento constante de los o ., SEGURIDAD
sistemas de calidad en un laboratorio > RAPIDEZ S‘E)ﬁ"s%?},?fo
analitico.

BENEFICIOS DE LA IMPLANTACION DE LA CALIDAD.

Pese a los problemas mencionados, los Sistemas de Calidad son muy utiles y productivos. Prueba de
ello es su implantacién y consolidacion en paises mas desarrollados desde hace muchos aiios.

El beneficio directo mas importante de la Garantia de calidad es que proporciona un aval funda-
mentado sobre la credibilidad de la informacién generada por el laboratorio, o que es de espe-
cial trascendencia genérica. Existen una serie de ventajas indirectas mas especificas que también son
importantes, tales como:

- Promocionar la buena imagen (externa e interna) del laboratorio.
- Propiciar la confianza usuario/cliente.

- Ayudar a la clarificacién de objetivos,

- Facilitar la racionalizacién del trabajo

- Eliminar repeticiones innecesarias.

- Minimizar la indecision.

- Facilitar la toma de decisiones.

- Propiciar el entrenamiento del personal.

- Generar nuevos puestos de trabajo.
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ERRORES ALEATORIOS Y SISTEMATICOS. PRECISION Y EXACTITUD.
REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD.

Antes de seguir con el estudio de los sistemas para la Evaluacion de la Calidad en los laboratorios
vamos a definir una serie de términos que nos van a ser necesarios posteriormente.

Dado que todos los resultados obtenidos en los laboratorios analiticos llevan siempre asociado un
cierto error, es necesario definir una serie de términos y conceptos que permitan su calculo y el esta-
blecimiento de su importancia.

El término error describe la diferencia entre el valor verdadero o esperado y el medio para un cierto
parametro. Se pueden distinguir dos tipos de errores: errores aleatorios (“random errors”) y errores sis-
tematicos (“systematic errors”).

Los errores aleatorios no pueden predecirse y varian de signo y magnitud. Se evidencian cuando
al realizar una serie de andlisis repetitivos de una misma muestra se obtienen resultados que oscilan alre-
dedor de un valor central. A medida que aumenta el numero de repeticiones, el efecto de los errores ale-
atorios sobre medidas que estima el valor central, tiende a disminuir, dado que se compensan unos a
otros.

La presencia de errores aleatorios afecta a la precision de los resultados, es decir, al grado de con-
cordancia de los distintos valores obtenidos al realizar una serie de medidas repetitivas e independien-
tes unas de otras bajo unas condiciones especificas.

Fuentes de errores aleatorios.
v Envejecimiento de reactivos.

v Respuesta de los instrumentos en funcién del tiempo que llevan conectados o de la tempera-
tura ambiental.

v Fluctuaciones de la red eléctrica.

v Diferencia entre pipetas, buretas, etc.

v Apreciaciones diarias, de tipo personal, de puntos de viraje, etc.
v Banos con ligeras variaciones de temperatura.

v Diferencias debidas a la marca del reactivo.

Los errores sistemdticos dan lugar a una desviacion, siempre en el mismo sentido, de los resul-
tados obtenidos respecto al valor verdadero. Afectan a la exactitud de los resultados, es decir, al grado
de concordancia entre el obtenido experimentalmente y el valor verdadero.

Entre las fuentes de errores sistematicos podemos seiialar:
» Poca recuperacion en las extracciones.
e Error en la calibracion: patrén de poca pureza.
» Error inherente a los blancos de muestra.
» Mala calibracién del instrumento.

Pueden ser constantes 0 proporcionales, en el primer caso son independientes de la concentracion
del analito, mientras que en el segundo caso existe una dependencia con respecto a la concentracion del
analito presente.

Dos términos importantes se han propuesto en este sentido: La repetitibilidad (“repeatability”), y la
reproducibilidad (“reproducibility”). La Organizacion Internacional de Estandarizacion, I1SO, en su defini-
cion de repetibilidad, establece que es la “Diferencia entre los resultados de ensayos mutuamente inde-
pendientes, mediante el mismo método aplicado a la muestra a analizar en el mismo laboratorio con el
mismo equipamiento, el mismo operador en un intervalo corto de tiempo”. Cuantitativamente se puede
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definir como la diferencia maxima entre dos resultados cualesquiera expresados en valor absoluto obte-
nidos en unas condiciones especificadas para un determinado nivel de significaciéon (P=0,05). Por ejem-
plo si Ia repetibilidad de un método determinado es de 0.1, quiere decir que, con un nivel de significacion
del 0.05 (probabilidad del 99.95%), dos determinaciones sucesivas realizadas por el mismo operador
sobre la misma muestra en las mismas condiciones y en el mismo laboratorio daran dos resultados que
diferiran como maximo 0.1. La repetibilidad se acepta como una medida de varianza interna y refleja la
precision maxima que se puede obtener con un cierto método.

Las condiciones establecidas para la reproducibilidad indican que “se obtengan resultados de ensa-
yos independientes mediante el mismo método aplicado a la muestra a analizar en diferentes condicio-
nes tales como diferentes laboratorios, diferente equipamiento o distintos operadores”. La reproducibili-
dad de un método es una indicacién de cudl serd la diferencia que podemos encontrar cuando
comparamos resultados obtenidos por distintos laboratorios e incluye la precisidn intralaboratorio. El
valor de la reproducibilidad sera mayor que el de la repetibilidad.

EVALUACION DE LA CALIDAD DE UN LABORATORIO.
La calidad de un laboratorio analitico se fundamenta en tres pilares:

1.- Disefio y planificacién de sus actividades.
2.- Control del disefio y planificacion.
3.- Evaluacidn de que el disefio, planificacién y control han sido correctos.

Existen dos vias para evaluar un laboratorio, una evaluacion externa y otra interna, entre los proce-
dimientos de una evaluacion interna destacamos:

a). Medidas repetitivas de una misma muestra.
b). Uso de patrones internos, muestras enriquecidas o muestras control (“ciegas” o “doble ciegas”).

c). Cartas de control en donde de manera grafica se representa la variacion con el tiempo del valor
que se obtiene al medir repetidamente un mismo pardametro.

d). Intercambio de operadores y equipos.

e). Auditorias internas (Unidad de Garantia de Calidad).

f). Aplicar metodologia analiticas diferentes caracterizadas por una calidad contrastada.
En el caso de la_evaluacion externa podemos incluir:

a). Ejercicios de intercomparacion.

b). El intercambio de muestras entre laboratorios.

¢). El uso de materiales de referencia.

d). Auditorias externas.

GRAFICOS O CARTAS DE CONTROL PARA LA EVALUACION INTERNA DEL CON-
TROL DE CALIDAD EN EL LABORATORIO.

Para la evaluacion del control de calidad en los caracteres de exactitud y precision una estrategia ya
clasica que consiste en la utilizacion de cartas graficas que emplean intervalos de confianza y que per-
miten detectar aquellos resultados que no son aceptables. Estas estrategias de control tienen un carac-
ter correctivo, pero no debemos olvidar otras de caracter preventivo.

Vamos a estudiar algunos de los graficos de caracter correctivo mas importantes:
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Graficos de Shewhart

En estos se representa la variable de interés (p ej.: concentracion — como medida Unica 0 media-,
desviacion estandar), en funcién del nimero de muestras o del tiempo. Estos graficos poseen una linea
central que define la mejor estimacion del valor central de la variable elegida. Airededor de ella se loca-
lizan los limites entre los que pueden oscilar. Normalmente estos limites estan situados a una distancia
de + 20, es decir, dos veces la desviacién estandar respecto al valor central (una sola medida). Las zonas
entre estas lineas son las llamadas lineas de aviso y suponen un 95% de los resuitados si nos encontra-
mos en un proceso de distribucién Gaussiana. El otro limite, denominado limite de accién +3c incorpo-
ra aproximadamente un 99.8% de los resultados. Si representamos medias los limites se fijan en +2o0/vn
y £3s/Vn. Estos gréficos tienen como propiedad mas interesante que responden de forma répida a la
introduccién de un error de cierto tamafio. Pero su respuesta a cambios mas graduales debidos a erro-
res pequerios es mas lenta para ello son mas Utiles los graficos Cusum.

- Figura 2
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Graficos Cusum

En estos graficos se representa la suma cumulativa ¢, de diferencias entre los valores observados x
y el valor medio determinado previamente. Es decir:

C1=X1-7 Figura 3
Cp=Cp+ (% -X)
C3=C2+(X3—-X-)

Cn = Cp + (X, = X).

Los valores C, deben oscilar, en presen-
cia de errores Unicamente aleatorios alrede-
dor del cero. Si existe algun error sistemati-
co se suma a cada valor de C, por lo que

. .
— M n® de muestra
A A
éste se aleja sucesivamente del valor cen-
tral. La posicion del cambio de pendiente

!
§ Y 1 17 2
6:=30
indica el momento del cambio en la calidad
de los resultados generados. Los limites se
establecen mediante una plantilla en forma
de V o parabola, de tal forma que la bisec-
triz del angulo sea paralela al eje horizontal

del grafico. Las unidades de este eje se
separan una distancia o/vn. Esta distancia d, sirve para situar el vértice de la plantilla: se sitia a una
distancia de 2d del punto mas reciente del grafico de Cusum. Si los limites de la plantilla cortan en aigin

Suma acumulativa de errores
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punto al grafico de Cusum, es a partir de este Ultimo punto donde se considera significativa la tenden-
cia del error detectado. Normalmente se emplean plantilias con un anguio de 300°.

Graficos de Levey-Jennings:

Similares a los gréficos de Shewhart, tan solo reflejan en sus ejes de ordenadas seis lineas alrededor
del valor central £1, £2 y +3 la desviacion estandar.

Por otra parte la toma de decisiones en base a los resultados obtenidos de estas muestras control se
han concretado en diversos procedimientos como los diagramas de flujo basados en las reglas de
Westgard.

EJERCICIOS DE INTERCOMPARACION.

Un ejercicio de intercomparacién se basa en la aceptacion por parte de varios laboratorios de ilevar
a cabo un mismo trabajo analitico bajo la coordinacién de una organizacion, con objeto de evaluar la cali-
dad de su trabajo, de evaluar un método, o bien de determinar el contenido de un elemento o de un
compuesto en un material. Estos ejercicios son uno de los mejores medios de que dispone un laborato-
rio para evaluar la calidad de su trabajo y de sus resultados, a la vez que supone una evaluacion exter-
na de dicha calidad.

Existen tres tipos de ejercicios de intercomparacion en funcién de su objetivo:
» Ejercicios de intercalibracion.
+ Ejercicios colaborativos.
¢ FEjercicios de certificacion.

Los ejercicios de intercalibracion (aptitud o pericia — “Proficiency Test”-) tiene como obje-
tivo evaluar el buen funcionamiento de los laboratorios para una:

s Vision general de los errores analiticos que existen en un grupo de laboratorios.
e Medir la calidad de un laboratorio individual.

e Que un grupo de laboratorios consiga una exactitud analitica aceptable.

e Estimular el interés en la calidad de los datos.

Los ejercicios de intercalibracidén son en general los primeros con los que entra en contacto un labo-
ratorio cuando desea evaluar su funcionamiento. Para que la informacion sea valida el laboratorio debe
trabajar en las condiciones de rutina ya que de este modo conocera cual es el nivel de calidad de su tra-
bajo diario. En este tipo de ejercicios no se fija un método analitico determinado.

La caracteristica de estos ejercicios es que los laboratorios que participan en ellos lo hacen de forma
continuada para evaluar en el tiempo su evolucién. Cuando este ejercicio se hace de una forma puntual
se denomina estudio cooperativo, también conocido como “ring-test o round-robin”.

En Ios estudios colaborativos regulados por la norma ISO 5725 se pretende evaluar un método o
comparar métodos entre si. Sus objetivos son evaluar los parametros de calidad de un método, preci-
sidn, exactitud, sensibilidad, limite de deteccién, etc. Estan dirigidos a los laboratorios con experiencia
elegidos por la organizacion. Otro posible objetivo d estos ejercicios es la mejora de un método ya estan-
darizado.

En los estudios de certificacion se pretende obtener los valores que seran fijados en la certifica-
cioén de un material de referencia. Es obligatorio que la medida se lleve a cabo utilizando diversos pro-
cedimientos, métodos y técnicas.

Vamos a prescindir en este apartado del disefio y realizacién de los ejercicios de intercomparacion y
a centrarnos mas en el tratamiento de los datos de un ejercicio de intercalibracién. El primer paso es
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descartar los llamados resultados discrepantes (“outliers”), definidos como aquellos que no pertenecen
a una poblacién o que existe una probabilidad inferior de que pertenezcan a ella. Sus causas pueden ser:

e  Cdlculos incorrectos errores aritméticos.
e Frrores de redaccion en el informe.
e Uso de patrones incorrectos por pesados o medidas volumétricas, etc.

Se considera que es excesiva la eliminacion de las de 2/9 de los resultados. Los criterios de signifi-
cacion que normalmente se aplican para decidir la eliminacidén de resultados aberrantes son el test de
Cochran y los tests de Grubbs simple y doble, siguiendo un diagrama de flujo (figura 4). El test de
Cochran sirve para eliminar laboratorios cuya varianza intralaboratorio es significativamente mayor que
los varianzas de los demds. Para su aplicacion se calcula la varianza de todos los laboratorios y se divi-
de el valor de las varianzas encontrado por la suma de todas las varianzas, el valor del cociente es el
estadistico de Cochran, si este valor supera al tabulado indica su caracter discrepante.

El estadistico de Grubbs simple se calcula obteniendo el valor medio de los resuitados obtenidos
por todos los laboratorios participantes y se calcula la desviacién estdndar de esos valores medios. A con-
tinuacion se calcula la desviacidon estandar del conjunto de valores medios una vez eliminado el valor
medio mas elevado (S,) y la desviacion estandar del conjunto de valores medios eliminando el menor

valor (S,). Finalmente se calcula la disminucion de la desviacion estandar aplicando las siguientes expre-

siones
LIMINACION DE
DATOS NO VALIDOS

Figura 4

ELIMINAR
LABORATORIO
EXCEPTO SI EXCEDE
LOS 2/9

ELIMINAR
LABORATORIO
EXCEPTO SI EXCEDE
LOS 2/9

|

ELIMINAR
LABORATORIO
EXCEPTO SI EXCEDE
LOS 2/9

.

¥

(1-5,/S)/100y (1 - S, /S)100. El mayor de estos porcentajes es el estadistico de Grubbs simple, Si
su valor excede el tabulado para el nivel de significacién elegido, el laboratorio se considera discrepan-
te. El test de Grubbs dobie se aplica calculando S, (eliminando los dos valores medios mas bajos) y Sy
(eliminando los dos valores mas altos) y S,; (eliminando los valores medios mas altos y mas bajos). Se
toma el menor valor de los tres y se calcula el porcentaje de disminucién de la desviacién estandar al
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igual que en el test simple, refiriéndolo al valor inicial de s sin eliminar ningln laboratorio. Si el valor obte-
nido excede al tabulado para el nivel de significacién elegido el laboratorio se considera discrepante.

Otro test empleados son la Q de Dixon, en este caso se colocan los valores experimentales obteni-
dos en orden de magnitud y se calcula dividiendo la diferencia entre el valor sospechoso X , y su vecino

X 41 por la diferencia entre el primer valor y el ditimo de la serie X,. Si el valor absoluto de Q calculado
es mayor que el valor de Q tabulado el resultado de ese laboratorio se considera discrepante.

Una primera revisidn inicial de los
datos para descartar los valores invélidos
es representarlos en el llamado grafico
de Youden (figura 5), para ello se
deben de suministrar a cada participante
del estudio dos muestras cuya concen-
tracidn sea igual o sblo difiera ligera-
mente y representar el valor obtenido
para cada una en cada uno de los ejes
de las coordenadas.

La exactitud de un test de aptitud
sélo puede conocerse cuando:

Figura 5

70
sol . A

52
. i S resultado
. * ., invalido

L]
¢ A la muestra se le ha afadido 40 5

una cantidad conocida de la

sustancia a investigar. ’ v = —
40 50 60 70

Resultados de analizar la muestra 2

e Se trata de un material de
referencia certificado.

e Se trata de una muestra analizada por un método considerado definitivo.

En el resto de los casos se considera que el valor medio hallado por el conjunto de laboratorios en el
propio ejercicio se puede utilizar como referencia.

La precisién se estima calculando la desviacién estandar relativa, puesto que esta es independiente
de la concentracion de la sustancia. Si se trata de un ejercicio colaborativo para estudiar un método de
andlisis, el aumento de la desviacion estandar relativa al disminuir la concentracién del elemento a deter-
minar evidencia que se esta llegando al limite de utilidad de un método analitico:

(Ecuacién de Horwitz: CV(%)= 2(1-0,5 log C)

El tratamiento estadistico aplicado por el organizador del ejercicio de intercalibracion a los resultados
es muy sencillo. Consiste en asignar a cada laboratorio una “puntuacién” por:

- Pardmetros individuales.
- Grupos de pardmetros.
- O rondas de ejercicios de aptitud.

La “puntuacién” denominada z “z-score” es el parametro individual obtenido en una ronda concreta
de participacion de cada laboratorio. El valor de z se obtiene restando al valor de medio de n réplicas del
parametro analizado el valor medio del parametro asignado del material a analizar y dividiendo entre la
desviacién estandar de este Ultimo valor. Si el valor calculado se ajusta al del material, el valor de z debe
ser una funcién normal de media igual a cero y varianza igual a uno. Se considera que los valores de z
entre 2 son aceptables, superiores a +2 o inferiores a —2 son cuestionables, y si estan fuera de +3
estan fuera de control.

Se pueden aplicar diferentes combinaciones de varias puntuaciones z cuando se investigan mas de
un parametro en la misma ronda o cuando se considera la participacion de un laboratorio en la deter-
minacién de un parametro individual a lo largo de diferentes rondas.
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Fuensanta Gosalvez Lujan.
Jefa del Dpt° de Coordinacion, Ensayos y Técnicas.
Laboratorio de Sanidad y Produccién Animal de Cérdoba.

USO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION EN EL LABORATORIO.

Resumen

La presente conferencia tiene como objeto dar una idea actual sobre como se encuentra la experi-
mentacion animal, hablando algo del pasado y del futuro. Se menciona la legislacion vigente, surgida en
base a las exigencias de la sociedad que en un momento dado solicitaba la proteccion y defensa de los
animales y en concreto la proteccion y defensa de los animales de laboratorio. De forma breve se men-
cionan las condiciones de alojamiento, manejo y cuidado que se deben cumplir al trabajar con animales
de experimentacion.

Desde que el hombre existe se ha realizado experimentacién animal. Aristételes, Hipdcrates y sobre
todo Galeno, realizan muchas alusiones en sus tratamientos médicos a experiencias de diseccion y vivi-
seccion.

Sin embargo, durante el amplio periodo de la Edad Media no existe documentacion sobre experi-
mentacion con animales, en base al criterio de que el hombre se considera como un ser Gnico, carente
de similitud con los animales. Esta idea, aparentemente descabellada, cobra fuerza en la actualidad, aun-
que con objetivos diferentes, en el sector antivivicionismo, que considera que la diseccion y/o viviseccién
no son vias para el conocimiento del hombre. PRINCIPIOS ETICOS DE LA EXPERIMENTACION ANIMAL.

La concepcién anteriormente indicada implico la practica directa con el ser humano como modelo
experimental: en Persia y otras culturas se utilizan los condenados a muerte. CELSE aprueba abierta-
mente la viviseccién en criminales haciendo el siguiente comentario: “No es cruel imaginar los suplicios
de los condenados a muerte, en las pruebas realizadas con ellos, que indirectamente han curado a
muchos inocentes durante el curso de los siglos”. Esta practica se ha mantenido como se sabe durante
afos con su maximo exponente en la Alemania Nazi.

Es a partir del siglo XVII, con HARVEY, REDI, entre otros, cuando empieza a tener importancia la
experimentacion-observacién de animales hasta liegar al estudio de las enfermedades diferenciandolas
con arreglo a criterios que permitan su individualizacion, tanto en la patologia animal como humana.

Con CLAUDE BERNARD, se enfrentan la Medicina tradicional pasiva y expectante, frente a la Medicina
experimental activa, fundada sobre Ia realizacién de experiencias seglin 3 principios:

1. Constatar un hecho
2. Emitir una hipdtesis.
3. Imaginar una experiencia para verificar 0 no la hipétesis.

En el siglo XIX surgié un importante movimiento en contra de la experimentacion animal, donde fisio-
logos como C. Berbard fueron blanco de criticas. La primera organizacion antiviviseccionista creada en
Inglaterra (la sociedad de la Calle Victoria), fue creada en Inglaterra en 1875. También fue en Inglaterra
donde de aprobd la primera ley sobre la proteccion de los animales experimentales: La Ley sobre la
Crueldad con los Animales. El Reino Unido fue el primero y durante muchos afios el Unico pais que con-
taba con una legislacion para proteger a los animales con fines cientificos.

Durante el s. XIX, la investigacion experimental alcanza un alto desarrollo, PASTEUR (inmunizacion
con ANTRAX e inoculacion de la rabia); KOCH (teoria del germen).

Actualmente la utilizacion de animales como reactivos biol6gicos, en el contexto de la investigacion
cientifica, incluyendo dentro de ella la investigacién veterinaria, vendria dado por los beneficios deriva-
dos de su uso y por la importancia cuantitativa (nimero de animales utilizados). La produccién y estan-
darizacion de los animales de laboratorio, se encuentra en pleno desarrollo y perfeccionamiento, ante las
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investigaciones cada vez mas sofisticadas en los campos de la inmunologia, histoquimica, control del
medio ambiente, prueba de medicamentos, terapia de enfermedades basicas: cardiovasculares, de SNC,
geriatria, etc. La aparicion de animales transgénicos que son el (ltimo avance en cuanto modelos ani-
males ya que por medio de la ingenieria genética y la ingenieria embrionaria se han logrado formar ani-
males que manifiesten una gran gama de afecciones humanas.

Actualmente existen investigaciones tan importantes como el estudio realizado por la doctora
Almudena Ramdn-Cueto con 21 raras parapléjicas, sin movimiento en las patas traseras. A nueve de ellas
se les trasplanto glia envolvente olfatoria y después fueron sometidas a un test de nueva creacién que
permite distinguir el movimiento voluntario de los animales del reflejo. Los roedores debian ser capaces
de subir por una rejilla, cuya rampa tenia cuatro niveles de dificultad y si lo hacian, tenian un premio:
crema de chocolate. Seis meses después del trasplante, se comenzd a realizar la evaluacion de los resul-
tados. Los nueve animales habian recuperado la sensibilidad y habian podido trepar por la rejilla con una
inclinacién de 45 grados. Siete de ellos consiguieron hacerlo con una rampa de 60 grados, seis con una
de 75 y dos con la situada en posicién vertical. Las ratas que no recibieron ningun transplante no supe-
raron ninguna prueba. Una vez concluidos los ejercicios, el equipo cientifico examind el tejido de la
médula espinal en la zona donde antes habia una lesién. Incluso sin microscopio podia verse la repara-
cién del tejido dafiado: los axones lesionados se habian regenerado hasta tres centimetros. La clave de
este experimento radica en los axones, que son las terminaciones nerviosas que transmiten la informa-
cién al cerebro a través de la médula espinal y a la inversa. Cuando se produce una lesién en la médu-
la, se pierden permanentemente las funciones motora y sensitiva porque estos axones no se regeneran.
Pero hay una parte del organismo, el bulbo olfatorio, donde los axones si se regeneran gracias a las célu-
las denominadas glia envolvente olfatoria, De esta forma, se transplantaron axones del bulbo olfatorio a
la medula espinal.

Es cierto que existen enemigos absolutos de la experimentacion animal. Existen tremendas reaccio-
nes que han ido apareciendo en muchos paises desarrollados en contra del uso de animales con fines de
diagndstico e investigacion, existen verdaderos movimientos de masas que hacen cada dia mas compli-
cada la experimentacién animal. Hay quien dice que si no hubiera movimientos antiviviseccionistas habria
que crearlos.

Existen piases en la Unién Europea como es Gran Bretafia, donde la critica al uso de animales de
experimentacion se llevan a extremos maximos. Es tan exagerado que existen movimientos terroristas
que incluso mandan bombas a investigadores que trabajan con animales de experimentacion.

Se han realizado estadisticas comprobandose que el movimiento proteccionista ha coincidido con el
distanciamiento creciente de la sociedad respecto del mundo rural. Quienes proceden del medio agrico-
la y ganadero ven en los animales simples objetos de explotacion, en tanto que los que han tenido ani-
males de compaiiia tienden a mirarlos con mas carifio.

La actitud del hombre difiere de la actitud de la mujer, en todos los paises encuestador. Las mujeres
son mas partidarias de los derechos y mas opuestas a las practicas viviseccionistas que los hombres.

También existe una diferencia generacional, las personas de mas edad y menos instruidas ven a
los animales como simples recursos, mientras que la poblacién joven e instruida tiende a verlos con
compasion.

Casi todos los proteccionistas son vegetarianos, muchos de ellos incluso se abstienen de lecho y hue-
vos Yy evitan el uso de sueros y otros productos animales.

Nosotros mismos podemos preguntarnos ¢SI O NO A LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION?.¢PARA
QUE SI Y PARA QUE NO?.

Lo ciertos es que hace mucho surgieron los primeras voces de los que reclaman los derechos de los
animales y en especial las voces de aquellos que concretan sus demandas en los derechos de los ani-
males utilizados en la experimentacién animal.

La necesidad de utilizar animales de experimentacion es evidente, dados los resultados de que ésta
se obtienen para mejorar la calidad de vida de los seres humanos y animales. Sin embargo a nadie se le
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escapa que esta utilizacion debe revestir todas las garantias necesarias para que los animales utilizados
lo sean de forma mas racional, tanto en menor nimero posible de animales empleados, como en que
estos no soporten sufrimiento innecesario alguno.

La Comunidad Internacional tiende a una mayor proteccion de estos animales y la Comunidad
Econdémica Europea, sensible a la demanda social y con acuerdo de sus Estados miembros, ha desarro-
llado una legislacién que tiene como objetivo el servir de marco para todos los Estados miembros a fin
de unificar sus legislaciones. De ahi surge la Directiva del Consejo 86/609/CEE, con respecto a la pro-
teccién de los animales utilizados en la experimentacion y otros fines cientificos, que tiene como fin
armonizar la legislacién de los distintos Estados miembros.

En 1985, anteriormente a la publicacidn de la Directiva del Consejo de Europa en Estrasburgo, llegd
a un acuerdo sobre la Convencidn para la proteccién de los animales utilizados para experimentacin y
otros fines cientificos. Sin embargo, esta Convencién que no es un documento vinculante y no tiene fuer-
za legislativa. Contiene una disposicién en la que se establece que las partes deberian mantener con-
sultas multilaterales para examinar el progreso de la implantacion de esta Convencion y la necesidad de
revisién o ampliacion de cualquiera de sus disposiciones a medida que se vayan produciendo nuevos
hechos a desarrollar.

El objetivo de dicha Directiva era unificar y armonizar la diversidad existente en los Estados miem-
bros en materia de legislacién sobre animales de experimentacion, garantizando la reduccién del nime-
ro de animales empleados y que se les conceda un trato que evite al maximo el dolor, el sufrimiento o
la lesién prolongada innecesariamente o fomentarlos y la puesta al dia de técnicas alternativas.

La Directiva consta de 27 articulos y dos anexos. El anexo I, consta de la lista de animales de expe-
rimentacion a los que se aplican las disposiciones del articulo 21 de la Directiva.

« Raton.

¢ Rata.

e Cobavya.

» Hamster dorado.

» Conejo.

* Primates no humanos,
e Perro.

» Gato.

 Codorniz.

Este articulo nos dice que las especies enumeradas en el Anexo I destinados a la utilizacidén en expe-
rimentos deberan ser animales de cria, a no ser que se haya obtenido una excepcién general o especial,
conforme a las modalidades que determine la autoridad. Como animales de cria se entienden los ani-
males criados para su utilizacion en experimentos en instalaciones aprobadas o registrados por la auto-
ridad.

En el anexo II se establecen las lineas directrices relativas al alojamiento y a los cuidados de los ani-
males.

Se encuentra constituido por tres epigrafes:
a). - Instalaciones.
b). -Condiciones ambientales en los locales de alojamiento y su control.
¢). -Cuidados.
a). Dentro de este epigrafe se recogen tres tipos de locales distintos:

1.-Locales de alojamiento.
2.-Laboratorios y locales de experimentacion con fines generales y especiales.
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3.-Locales de servicio. Locales para el almacenamiento de comida, almacenamiento de jau-
las, instrumentos, locales de limpieza y lavado.

El proyecto general se basa en construir todas las instalaciones de forma que suministren un ambien-
te adecuado para las especies alojadas en ellas. Conviene organizarse a fin de evitar el acceso de per-
sonas no autorizadas. Se recomienda la existencia de un programa de mantenimiento para las instala-
ciones, a fin de evitar cualquier fallo del material.

b). Dentro de este epigrafe se recogen 6 puntos:
1.-Ventilacion.

La Directiva nos dice que debe existir un sistema adecuado de ventilacién que satisfaga las exi-
gencias de las especies alojadas. El objeto del sistema es suministrar aire fresco y mantener
bajo el nivel de olores, gases nocivos, polvo y agentes infecciosos de cualquier tipo. También
eliminara el exceso de calor y humedad.

Es aconsejable que el aire del local se renueve con intervalos frecuentes. Un régimen de ven-
tilacion de 15-20 renovaciones de aire por hora es adecuado en condiciones normales. Se
deben de evitar las corrientes de aire nocivo. Se deberia prohibir fumar en los locales donde
haya animales.

2.-Temperatura.

La Directiva establece unos intervalos de temperatura para las distintas especies. Sin embar-
go los animales jévenes y recién nacidos necesitan a menudo un nivel de temperatura mucho
mas alto.

3.-Humedad.

Las variaciones extremas de humedad relativa afectan desfavorablemente a la salud y al bien-

estar de los animales. Por lo tanto, se recomienda que el nivel de HR en los locales de aloja-
miento sea el adecuado a las especies correspondientes y se mantengan generalmente al
55%-+/-10%.

4.-Iluminacién.

En los locales que carezcan de ventanas, es necesario disponer de un sistema delimitacion con-
trolado tanto para satisfacer las necesidades biolégicas de los animales como para proporcio-
nar un ambiente de trabajo satisfactorio. También es necesario controlar la intensidad y el ciclo
de luz-oscuridad.

5.-Ruidos.

Los ruidos pueden constituir una importante causa de molestia en el alojamiento de los ani-
males. Los locales de alojamiento y de experimentacion deberian aislarse de ruidos fuertes.
Los ruidos subitos pueden provocar cambios importantes en las funciones organicas, pero dado
que a menudo son inevitables, a veces puede ser conveniente disponer en los locales de alo-
jamiento y de experimentacién, de un sonido continuo de intensidad moderada, como por
ejemplo una musica suave.

6.-Sistema de alarma.

Deberian existir sistemas de alarma para la deteccion de incendios, para controlar el sistema
de ventilacién y de calefaccién. Se deberia de disponer de un grupo electrégeno, etc. Se vela-
ra porque el sistema da alarma perturbe lo menos posible.

¢). Cuidados.
Este epigrafe esta constituido por 11 puntos:
1.-Salud.

La persona responsable del establecimiento debe procurar que un veterinario u otra persona
competente inspeccione regularmente a los animales y el alojamiento y supervise los cuida-
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dos.

Segun el riesgo potencial que represente para los animales, se recomienda prestar la debida
atencion a la salud y a la higiene del personal.

2.-Captura.

Los animales salvajes deberian capturarse solamente mediante métodos humanitarios y con la
intervencidn de expertos.

3.-Condiciones de embalaje y transporte.

Para los animales, cualquier traslado supone indudablemente una experiencia penosa que
conviene aliviar en la medida de lo posible. Es aconsejable que los animales estén en buen
estado de salud cuando se transporten, los animales que estén enfermos o se encuentren mal
por cualquier causa no deberan ser transportados, a no ser por razones terapéuticas o de diag-
nostico. Hay que tener cuidado con las hembras en avanzado estado de gestacién Se debe evi-
tar cualquier sufrimiento innecesario debido a ventilacion adecuada, exposicion a temperatu-
ras extremas, etc.

4.-Recepcion y desembalaje.

Se recomienda recibir y desembalar los envios de animales evitando cualquier retraso. Después
de inspeccionarlos, se aconseja colocar los animales en jaulas o cercados limpios y darles ali-
mentos y agua en funcion de las necesidades. Se recomienda mantener los animales que estén
enfermos o se encuentren mal por cualquier otra causa en observacién y apartarlos de los
otros animales. Un veterinario o persona competente deberia examinarlos lo antes posible y
en caso necesario, tratarlos. Los animales que no tengan posibilidad de recuperacion deberi-
an ser sacrificados inmediatamente por un método humanitario. Por Ultimo todos los animales
recibidos deben registrarse y marcarse.

5.-Cuarentena, aislamiento y aclimatacion.

Los objetivos de la cuarentena son:

a) proteger a los otros animales del establecimiento.
b) proteger al hombre de las zoonosis.

c) fomentar las practicas cientificas correctas.

Al menos que el estado de salud de los animales introducidos en un establecimiento sea satis-
factorio, se recomienda que se sometan a un periodo de cuarentena.

Se recomienda disponer de instalaciones separadas para aislar a los animales en los que se
sospeche o que presenten sintomas de mala salud y que podrian representar un peligro para
el hombre o los otros animales. Incluso cuando los animales presenten buen estado de salud,
es conveniente someterlos a un periodo de aclimatacién antes de utilizarlos en un experimen-
to.

Se conocen enfermedades virales emergentes que estan relacionados con animales de labora-
torio, tanto en su origen como en su difusion. Como es el caso de la fiebre hemorragica con
sindrome renal (virus Hantoon) y Ebola.

La infeccion en ratas de laboratorio con virus Hantoon fue publicada por primera vez en Japén
en 1979, y después en Corea en 1982, lugares donde varios técnicos de laboratorio fueron con-
tagiados, en 1983 existieron casos similares en Bélgica y en 1984 en Francia e Inglaterra. Esta
situacién se ha limitado a personal que ha estado en contacto estrecho con ratas de laborato-
rio. Tomando en cuenta estos antecedentes, los grandes productores de animales de labora-
torio en USA mejoraron sus sistemas de barreras.

En el caso del virus Ebola de la Fam.Filoviridae. Ciertamente las 4 cepas del virus Ebola ya han
sido identificadas, pero hasta la fecha se desconoce el ciclo natural de transmision de la enfer-
medad; se sabe que los brotes epidémicos han estado asociados al manejo de monos de labo-
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ratorio y que la dispersién de la enfermedad ha sido facilitada por malas practicas hospitala-
rios, pero se desconoce el hospedador reservorio. Puesto que los monos padecen y mueren de
la enfermedad sin poder generar anticuerpos suficientes, dificilmente podrian serlo. El virus se
replica bien en cobayas, hamster.

Para concluir, si bien estas enfermedades son exdticos, toda persona que trabaje con anima-
les de laboratorio debe estar consciente que el riesgo de contagio existe, remoto ciertamente,
pero real.

6.-Enjaulado.

Las jaulas y cercados no deber ser de materiales perjudiciales para la salud de los animales y
se aconseja proyectarlos de forma que los animales no puedan lesionarse y a menos que sean
desechables, deberan hacerse de material resistente y que respondan a las técnicas de lim-
pieza y descontaminacion.

7.-Alimentacion.

Al seleccionar, producir y preparar alimentos, se recomienda tener precauciones para evitar la
contaminacién quimica, fisica y microbioldgica. Es oportuno envasar los alimentos en sacos
cerrados herméticamente y en su caso marcarlos con la fecha de produccién. Los locales de
almacenamiento deberian ser frescos, oscuros, secos y estar protegidos de parasitos e insec-
tos. Es recomendable limpiar de forma regular y en su caso, esterilizar los comederos, bebe-
deros y demas utensilios destinados a la alimentacion.

8.-Agua.
Normalmente se utilizan dos métodos: biberones y sistemas automaticos.

Los biberones se suelen utilizar para animales pequefios, como roedores y conejos. Cuando se
utilicen biberones, es aconsejable que sean de material transparente para permitir el control
de su contenido. Conviene que sean de boca ancha para facilitar su limpieza y si se utiliza
material plastico, interesa que este no libere sustancias solubles. También conviene que tapas,
tapones y tubos sean esterilizables y de facil limpieza. Interesa que biberones y accesorios se
desmonten;-limpien y esterilicen a intervalos regulares y adecuados.

El agua de la red publica suele estar clorada para reducir el crecimiento de microorganismos.
Dicha cloracién no siempre basta par impedir el crecimiento de algunos gérmenes patégenos
potenciales, como por ejemplo Pseudomonas. Como medida complementaria, cabe elevar el
nivel de cloro del agua o acidificarla para conseguir el efecto deseado.

9.-Cama.

Es recomendable que la cama esté seca, sin polvo, sea absorbente, no tdxica y este libre de
agentes infecciosos, parasitos o cualquier otra forma de contaminacion. Interesa poner espe-
cial cuidado en evitar la utilizacién de serrin 0 material de cama derivado de madera tratada
quimicamente.

10.-Ejercicio y manipulacién.
Es aconsejable aprovechar cualquier oportunidad para que los animales hagan ejercicio.
11.-Limpieza.

Se recomienda establecer un programa adecuado para la limpieza, el lavado, la descontami-
nacion y cuando sea necesario, la esterilizacion de jaulas y accesorios, biberones y cualquier
material.

SACRIFICIO HUMANITARIO DE LOS ANIMALES.

Se puede desangrar a animales en estado de inconsciencia profunda pero no conviene hacerlo, sin
anestesia previa. Tampoco conviene usar medicamentos que paralizan los musculos antes de que se pro-
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duzca la inconsciencia ni los de efecto curarizante, ni la electrocucién sin paso de corriente por el cere-
bro. No debe permitirse la eliminacién de los cadaveres antes de que sobrevenga el rigor mortis.

Pero dado que la Directiva es una norma juridica que no puede aplicarse directamente en el dmbito
territorial de los Estados miembros, requiere por lo tanto un desarrollo legislativo de adaptacion por parte
de los Estados miembros, de ahi surge el R.D. 223/1998, que es la norma fundamental hoy en materia
de experimentacién animal, estableciendo el marco de utilizacion de los mismos. Hasta esta fecha la
legislacién espafiola era muy escasa, no existe hasta el presente ninguna normativa legal especifica en
esta materia, si bien la Real Orden Circular de 31 de julio de 1929, actualizada por Orden del Ministerio
de Gobernacion de 1 de marzo de 1961 establece las sanciones a las personas que suministran sin causa
justificada, droga o sustancias nocivas a un animal no dafiino o lo someten a cualquier intervencion qui-
rdrgica hecha sin el cuidado o la humanidad debidos o consientan la administracién de aquellas o la eje-
cucion de esta.

El R.D., recoge fielmente dicha Directiva, hasta poder decir que es un calco de la misma.

El R.D,, tiene por objeto asegurar la proteccion de los animales utilizados en la experimentacion y
otros fines cientificos y esto lo lleva a cabo por tres caminos:

1. Dignificando los animales. Ocupandose de que los animales reciben los cuidados adecuados,
mediante la supervision por parte de un veterinario de los aspectos relacionados con la salud
de los mismos.

2. Proteccion de los animales. Se debera evitar el causar dolor, sufrimiento o lesion prolongada e
innecesaria a los animales.

3. Reduccién del nimero de animales. Tratando de que se utilice el menor nimero de animales,
asi como de que, en todos los casos en que sea posible, se llevan a cabo los experimentos
mediante técnicas alternativas.

El R.D. consta de 15 articulos, 1 disposicién adicional, 2 transitorias y dos adicionales.

El R.D., establece que la utilizacién de animales en experimentacion solo podra tener lugar cuando
esta persiga los siguientes fines:

1. La prevencion de enfermedades, alteraciones de la salud y otras anomalias o sus defectos,
asi como el diagndstico y el tratamiento de las mismas en el hombre, los animales vertebra-
dos o invertebrados o las plantas; el desarrollo y la fabricacién de productos farmacéuticos y
alimenticios y otras sustancias o productos, asi como la realizacion de pruebas para verificar
su calidad, eficacia y seguridad.

2. La valoracion, deteccion, normalizacién o modificacion de las condiciones fisioldgicas en
el hombre, los animales vertebrados o invertebrados o las plantas.

3. La proteccion del medio ambiente natural, en beneficio de la salud o bienestar del hom-
bre, los animales vertebrados o invertebrados o las plantas.

4. La investigacion cientifica.
5. La educacidn y la formacién.
6. La investigacion médico-legal.

Se establecen tres tipos de establecimientos tanto pUblicos como probados: establecimientos usua-
rios, de cria y suministradores.

Se entiende como establecimiento de cria, cualquier instalacion donde se crien animales para utili-
zarlos en experimentos. Aquellos establecimientos usuarios que crien animales para su uso exclusivo,
bastard que se registren como establecimientos usuarios.

Establecimiento suministrador, cualquier establecimiento diferente de un criadero que suministre ani-
males con vista a su utilizacién en experimentos.



Consejeria de Agricultura y Pesca

En Espana hay registrados actualmente 104 E, usuarios (81,8%); suministradores 2 (1,6%), cria 8
(6,3%), usuarios-cria 10 (7,9%) y 3 cria-usuarios (2,4%).

Se establecen las normas para la inscripcién de los establecimientos en el registro, asi como las ins-
pecciones que sobre los mismos se podran llevar a cabo, debiendo contar los establecimientos de expe-
rimentacion con los medios de instalaciones y equipos, tanto materiales como humanos, apropiados a
las especies y experimentos a realizar, teniendo en cuenta los criterios establecidos en el Anexo II de la
Directiva 609/CEE. Como especifica en su disposicion transitoria el R.D., establece 18 meses de plazo, a
partir de la entrada en vigor del R.D. y este entrd en vigor al dia siguiente de su publicacion en el BOE,
para que los establecimientos de experimentacion se inscriban en el Registro.

La legislacién da una serie de definiciones estableciendo tres niveles dentro del personal que trabaja
con los animales de experimentacién. Estas seran de mayor a menor formacion, el responsable o espe-
cialista, el experimentador y el cuidador.

Los establecimientos solo pueden obtener los animales para sus investigaciones mediante la compra
de los mismos en los establecimientos suministradores o cridandolos en los centros que se encuentren
autorizados para ello. No podran ser utilizados para la experimentacién los animales salvajes o vaga-
bundos, salvo autorizacion expresa.

Sera imprescindible que los establecimientos de experimentacion cuenten con unos libros de entrada
y salida de animales, donde deberan quedar registrados los movimientos de animales de dicho estable-
cimiento ya sea de forma individual en los casos de los perros, gatos o primates no humanos o de forma
colectiva para otros, Igualmente constara la procedencia y destino.

Los establecimientos usuarios deberan comunicar trimestralmente los experimentos que se propon-
gan realizar.

Los animales solo pueden utilizarse cuando un experimento no se pueda llevar a cabo mediante otro
método cientificamente satisfactorio y contrastado. Se realizara bajo anestesia general o local, o con la
autorizacion de la institucion competente si no se le anestesia.

Los experimentos solo podran realizarse por personas competentes o bajo la responsabilidad directa
de las mismas. Después de recuperarse de la anestesia los animales deberan de ser tratados con analgé-
sicos u otros medios idoneos que sean compatibles con el fin del experimento. Asi mismo debera decidir-
se si se mantiene el animal con vida o si se sacrifica por medios humanitarios. Adoptandose las medidas
oportunas podra la autoridad competente autorizar que un animal sea devuelto a su medio habitual.

Cuando en un experimento los animales puedan sufrir un intenso dolor, se deberad presentar memo-
ria justificativa con 30 dias de antelacién minima al inicio del experimento.

En resumen, vamos a ver las exigencias que el R.D. impone a los establecimientos:
1. Solicitar la inscripcién del mismo.

2. Disponer de instalaciones y equipo, tanto material como humano, apropiado a los animales y
experiencias a realizar.

3. Contar con asesoramiento veterinario para la salud de los animales.
4. Pasar una inspeccion.
5. Emitir trimestralmente la informacion de los experimentos a realizar.
6. Contar con unos libros de entrada y salida de los animales.
7. Contar con un responsable administrativo al frente del establecimiento.
En cuanto a los animales el R.D. impone los siguientes puntos:
1. Solo podran utilizarse animales de cria 0 suministro de centros autorizados.
2. No podran utilizarse animales salvajes o vagabundos en los experimentos.

3. Solo podran utilizar los animales una vez cuando la experiencia conlleve
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4. Dolor, stress o lesién prolongada para ellos.
5. La intervencién se realizara con anestesia, salvo autorizacion expresa.

6. Posteriormente a la intervencion seran tratados los animales con analgésico o métodos simila-
res,

7. Concluida la experiencia se decidira si se mantiene el animal con vida o si se sacrifica por medio
de un método humanitario.

8. En ocasiones la autoridad podra autorizar la devolucion del animal a su medio habitual.

9. Se precisara autorizacion para aquellos experimentos en los que el animal deba sufrir un inten-
so dolor.

10. Se utilizardn el menor nimero posible de ellos.
11, Solo se utilizaran animales cuando no existan técnicas alternativas.

Posteriormente al R.D. 233/88, se publicd la Orden de 13 de octubre de 1989, por la que se esta-
blecen las normas de registro de establecimiento de cria, suministradores y usuarios de animales de
experimentacion de titularidad estatal, asi como los de autorizacion para el empleo de animales de expe-
rimentacién. En esta Orden se establecia que era la Direccién General de la Produccién Agraria a la que
le correspondia la inscripcion y autorizacion de estos establecimientos. Sin embargo no hay legislacion
en nuestra Comunidad Auténoma sobre animales de experimentacion, con lo cual no se establecen com-
petencias sobre el tema. Se considera que es la Delegacién de Agricultura y Pesca por analogia. Hay que
decir que la Comunidad Auténoma andaluza es la Gnica Comunidad Auténoma que no tiene legislacion
sobre la materia. Dentro de las distintas Comunidades Auténomas esta competencia no siempre la tiene
la Consejeria de Agricultura en algunas de ellas intervienen la Consejeria de Educacidn.

A la solicitud dirigida al Director General de la Produccion Agraria, se le tenia que adjuntar ademas
de los datos generales del establecimiento, un proyecto conteniendo memoria descriptiva y planos o cro-
quis de situacién y distribucion de las construcciones, instalaciones, dependencias y sus accesos, asi
como la capacidad de alojamiento de los mismos por especies animales. Ademas se hara un informe téc-
nico-sanitario.

A la vista del expediente y el informe emitido por la correspondiente Direccién Territorial o Provincial,
la Direccién General de la Produccion Agraria podra proceder a la inscripcion en el Registro oficial de
dicha actividad, poniendo tal hecho en conocimiento del solicitante y de la Direccidon Territorial o
Provincial.

La perspectiva de futuro de la experimentacion animal se basaria en dos principios evidentes:
1. Mayor especializacién en la estandarizacion del Reactivo bioldgico.

2. Restriccién en su uso por razones etoldgicas y éticas, a medida que se vayan poniendo a punto
técnicas capaces de sustituirlo, perfeccionamiento de cultivos celulares y tisulares, tecnologias
de los diagndsticos seroldgicos, etc.

Existen ciertos factores que pueden alterar a este reactivo biolégico, por lo tanto es importante con-
trolar tanto al animal de laboratorio, ya que este influye en el experimento como al experimento en si,
para ello hay que conocer los factores que pueden influir. Dentro de estos factores nos encontramos con:

a). - Factores microbioldgicos: Existen gérmenes propios del animal, como flora propia, que debido a
un estado de inmunodeficiencia en un momento dado se pueden convertir en flora patdgena. Existen
gérmenes ambientales como extoparasitos o distintos microorganismos en el aire, alimento, agua.

b). - Factores macrobioldgicos: Influye considerablemente el factor hombre, tanto el personal cienti-
fico, como el personal técnico. Influye el factor animal, tanto animales de la misma especie como de
otras especies, insectos, roedores silvestres, etc.

c). - Factores fisicos: En los animales de experimentacion influye el clima, la luz y el sonido princi-
palmente como factores fisicos. Dentro del clima nos encontramos con la temperatura y sus cambios,
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asi como la humedad, la presion atmosférica, la tasa de aireacion, el polvo, De la luz influye tanto su
periodo, intensidad, ritmo, color. El sonido influye, influye su intensidad, su frecuencia, etc.

d). - Factores quimicos: Dentro del aire respirado hay que tener en cuenta si existen gases, otras con-
taminaciones, carcindgenos, etc. Hay que tener en cuenta el alimento que se les da a estos anima-
les, sus ingredientes, sus componentes, sus toxinas, el agua de bebida. En la cama tenemos que
tener en cuanta los desinfectantes, solventes utilizados.

¢Coémo se controlan estos factores?.

e Si en un experimento en concreto necesitamos el control de la endoflora podemos utilizar para
ello animales gnobidticos, transferencia de embriones, etc.

e En el caso de gérmenes ambientales deberiamos tener una barrera higiénica efectiva, apro-
piado disefio de construccion.

e Para el control del aire se pueden utilizar filtros de aire (filtros de polvo, filtros HEPA).
e Para el control del alimento y cama se puede utilizar la pasteurizacion, esterilizacion.
¢ Para el agua se utilizan técnicas de pasterilizacion, esterilizacion, acidificacion, etc.

¢ Para el control de la plantilla, personal se utilizan filtros de aire, apropiado disefio de cons-
truccion.

» Para el control de insectos y parasitos se debe utilizar un apropiado disefio de construccion
profesional.

« Para el control de otros animales se utiliza la cuarentena, facilidades higiénicas de contencion
efectivas.

Dentro de los factores no bioldgicos, hay que controlar la unidad animal, habitacién mediante
planificacion, disefio y construccion profesional.

» Para controlar el clima (Temperatura, humedad, aireacidn, presion del aire, concentracion de
gases) se debe construir una planta acondicionada de aire, apropiado disefio y construccién
profesional, basado en la produccién de calor de los animales, ajuste automatico de los valo-
res preseleccionados.

* Para controlar la luz (periodo, intensidad y color), se realiza un encendido periddico automati-
co.

» Para controlar el sonido debe existir un sistema de aislamiento, prevencion del sonido origina-
do en la construccién, seleccion del equipo apropiado. Las jaulas deben estar construidas de
superficies suaves, conductividad de la temperatura, bienestar.

» El alimento debe ser de ingredientes naturales, dieta definida quimicamente.
* La cama debe estar libre de polvo, hecha de material no tratado quimicamente.

Actualmente los animales de experimentacién se suelen utilizar principalmente para investigacion
basica; controles de calidad, diagnosis en general, educacion, etc. Los piases que mas animales de expe-
rimentacién utilizan son Suiza y EE.UU. En la Union Europea los paises que mas utilizan animales de
experimentacion son Alemania, Inglaterra y Francia, el menor Luxemburgo.

Dentro de las especies mas utilizadas nos encontramos primero con el raton, rata, conejos... Los pri-
mates son los animales de experimentacion menos utilizados Hay que tener en cuenta que la anatomia
y la fisiologia es diferente en cada una de las especies utilizadas en los ensayos in vivo, el conocimiento
de las mismas en muchos casos, nos va a facilitar la eleccion del animal adecuado para la realizacién de
un estudio. Hay que decir que no existe un modelo experimental perfectamente transponible al hombre.
Como la variabilidad de especies utilizadas en experimentacion es elevada y el tiempo limitado, daremos
algunas breves nociones sobre los animales mas utilizados.

El ratén doméstico, Mus musculus, un roedor de la familia de los Muridae, es el vertebrado mas
empleado en la investigacion biomédica y de diagnostico. Existen varias razones para esta popularidad.
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Ademas de ser pequeiio y relativamente facil de manejar, los ratones estan bien caracterizados tanto
anatdmica como fisiolégicamente.

Con fines experimentales existen varias cepas y categorias etiologicas del raton doméstico. La selec-
cién de la cepa o clase dependera evidentemente del propdsito de la investigacién. Comercialmente dis-
ponibles estan las siguientes cepas:

1. Consanguineas Producidas por 20 o mas generaciones de cruces entre hermanos
2. Hibridos F1. Producidas por el cruce de dos cepas consanguineas.

3. No consanguineas. Son poblaciones con una gran diversidad genética y se mantienen evi-
tando precisamente la consanguinidad.

Como categorias etioldgicas encontramos las siguientes, todas ellas obtenidas por cesarea, a excep-
cién de los animales convencionales:

+ Libres de gérmenes, con ausencia total de organismos detectables.
» De flora definida: libres de todos los gérmenes excepto organismos especificos.

» Libres de gérmenes especificos: como su propio nombre indica, se hallan libres de determina-
dos organismos.

e Convencionales: se hallan libres de los organismos que producen las enfermedades mas fre-
cuentes.

Los ratones en comportamiento actdan agrupados, son animales sociales. Unos con otros interaccio-
nan siguiendo una estructura jerdrquica y estableciendo diferentes territorios. Considerados como ani-
males no agresivos, solo luchan ante la provocacion. Si se alojan muchos machos juntos lucharan para
establecer un orden jerdrquico y las hembras alojadas juntas luchardn para defender sus camadas.
Cuando se manejan se debera prestar atencion a los mordiscos.

Omnivoro por naturaleza, el ratdn domestico criado en cautividad se adapta facilmente a una dieta a
base de pienso comercial. Ya que demuestran una tendencia a fabricar nidos, se recomienda mantener-
les en jaulas con un material de cama.

RATA.

Perteneciente a la Fam. Muridae, es el mamifero mas abundante y cosmopolita, totalmente domesti-
cado y el primero de los animales de laboratorio. Es una especie de alta adaptabilidad, vive tanto solita-
ria como en grupos sociales muy cohesionados, en gran variedad de habitat y climas. Especialmente des-
arrollado el oido, con visién escasa y con gran capacidad de adaptacion a nuevas situaciones, su régimen
de actividad es nocturno. Son animales tranquilos, inteligentes y de facil manejo. Son animales de habi-
tos nocturnos, construyen nido rudimentario. Los machos no son agresivos en grupo. Puede existir agre-
sividad entre hembras lactantes y en animales aislados. La hembra puede abandonar la camada si se
molesta en los primeros dias tras el parto (ruidos), aunque tienen mayor instinto maternal que el ratén
hembra.

CONEJO.
El conejo, Orusyctolag cuniculus es el Unico animal de laboratorio, de entre los mas comunes, que es
un lagomorfo y no un roedor.

La raza mas empleada es la Neozelandesa.

Como comportamiento los conejos son animales timidos y que se asustan con facilidad. A menos que
se hayan criado juntos, los mayores de 3 meses, al ser alojados en la misma jaula, mantendran luchas.
Por esta razdn, las jaulas para conejos no suelen contener mas de un animal. Los conejos que son man-
tenidos en cautividad durante periodos prolongados de tiempo se pueden volver agresivos y su sujecion
se convierte en mas dificultosa, pero en general no son animales dificiles de manejar y Gnicamente hay
que evitar los arahazos.
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Hemos visto anteriormente que los primates son los animales menos utilizados, siendo en cierta
forma I6gico. Como hechos dicho anteriormente, el uso de animales de experimentacién existirad siem-
pre que no hay técnica alternativa y si es posible utilizar animales menos evolucionados, asi como el
coste que estos tienen y su problema de extincién. El articulo 7 de la Directiva 609/86, al elegir entre
diversos experimentos, se seleccionaran aquellos que utilicen el menor nimero de animales, que afec-
ten a animales con el grado més bajo de sensibilidad neurofisiologica, que causen el menor dolor, sufri-
miento, angustia o0 dafio duradero y que puedan proporcionar los resultados mas satisfactorios.
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PRACTICA DE TOMA Y ENVIO DE MUESTRAS.

En la toma de muestras que han de servir de base para la aplicacion de técnicas de laboratorio al
diagndstico de EDOs (Enfermedades de Declaracion Obligatoria) hemos de hacer tres consideraciones:

1. DONDE se realiza la toma de muestras.

2. QUE muestras se han de tomar.

3. COMO se debe proceder en la toma de muestras y su envio al laboratorio.
En cuanto al primer punto la muestra puede tomarse en:

a). - En el campo (explotacion ganadera).

b). - En el matadero.
En uno y otro lugar se puede actuar sobre:

a). - Animal vivo.

b). - Animal muerto (cadaver o sacrificado).

En el primer caso y actuando sobre el animal vivo en el campo se procedera a realizar la toma de
muestras de liquidos organicos: sangre, leche, orina, exudados, heces y otras sustancias, o tenidos como
pelos, raspados de piel, etc.

Si se trata de un cadaver se procedera de la forma que le han expuesto en la descripcién de la autop-
sia reglada que ya conocen.

Aunque también se puede actuar sobre el animal vivo en el recinto del matadero pues a él vivos lle-
gan los animales, sin embargo se sobreentiende que en principio dichos animales se encuentran libres
de EDOSs, pues vienen amparados por un documento que asi lo garantiza cual es la Guia de Origen y
Sanidad, pero no en términos absolutos, pues hay enfermedades que pueden no haberse evidenciado o
se encuentran solapadas como es el caso de la Tuberculosis.

Donde si podemos actuar en el matadero en sentido general es sobre el animal muerto, es decir,
sobre la canal una vez sacrificado y es donde y sobre en lo que hoy vamos a actuar para la realizacién
de la toma de muestras que constituira la primera parte de la misma, siendo la segunda parto el COMO
se debe proceder al realizar la toma de muestras y su envio al laboratorio, parte esencial pues de su
correcta realizacion que ha de ajustarse a un protocolo establecido dependera en mucho o en todo el
éxito del fin que perseguimos: llegar al diagndstico de los procesos infecciosos que tratamos de definir.

Asi pues, en la presente exposicion queremos dar especial importancia a la ordenacion sistematica en
la practica de la inspeccion.

En el examen de los animales de carniceria deben inspeccionarse con especial atencion aquellas par-
tes que resultan afectadas por las enfermedades mas frecuentes en las respectivas especies animales.

En la toma de muestras, como base para el diagnéstico de EDOs, hemos de actuar en todos los 6rga-
nos y sistemas del organismo animal que nos lleven, mediante la aplicacién de las técnicas adecuadas,
al diagnéstico deseado.

Asi pues empezamos con el:

1. - ESQUELETO.
En este aspecto destacan en todos los animales de carniceria, particularmente las enfermedades de
las articulaciones y tendones de las extremidades y la toma de muestras recaera de manera especial sobre
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los huesos largos de las extremidades, las vértebras, esternén, hueso iliaco y articulaciones, que no vamos
a describir por ser de todos conocidos. Solamente diremos que los huesos se pueden clasificar segln su
forma en:

- Huesos largos o tubulares ( huesos largos de las extremidades).

- Huesos planos y anchos (escabulla, ilién, costillas, huesos de la cabeza).

- Huesos cortos (columna vertebral, esterndn, huesos del carpo y del tarso).

Segun el proceso o enfermedad de que se sospeche se tomaran unas u otras muestras.

2. - MUSCULOS.
La musculatura esquelética constituye asimismo la base para la toma de muestras orientada al diag-
nostico de EDOs.

Si se trata de enfermedades parasitarias (cisterciosis: Cistercus Bovis —tenia inermis-C. Celulosae-
tenia solium-) o triquinosis (Trichinella spiralis), los musculos de eleccién son:

- Misculos masticatorios.

M. masseter (masetero), masticatorio externo, adaptado a la superficie externa de las mandibulas
superior e inferior, M. Pterygoideos, musculo masticatorio interno que se encuentra en la cara inter-
na de la mandibula inferior

= Musculatura sublingual.
Interna y externa y en estrecha relacién con ella se encuentra la musculatura hioidea.

- Diafragma.

Pared tendo-muscular que separa la cavidad toracica de la abdominal con sus dos porciones: una
periférica musculosa (Pars muscularis) y otra central musculosa (septo diafragmético). EN la primera
se encuentran los pilares diagragmaticos, esencialmente utilizados para la investigacién de triquinas.

Si se trata de efectuar investigacidn bateriolégica hay que tomar una muestra de un cuarto anterior
y de un cuarto posterior obtenida de uno de los siguientes musculos:

- Extremidades anteriores:

* M. Supraespinatus (supraespinoso). Corresponde a la pieza de carniceria conocida como”pez”
0 “solomillo inglés”

* M. triceps brachii (triceps braquial o anconeo).
* M. brachialis (musculo del brazo).

= Extremidades posteriores:

* M. rectas femoris, es una porcion del cuadriceps femoral (extensor de la rodilla), forma parte
de la pieza de carniceria conocida como “babilia”.

* M. semitendineus (semitendinoso). Constituye la mayor parte del borde caudal de la nalga.
Corresponde a la pieza denominada “contra”.

* M. gastrocnemius (gastronemio). Constituyen los gemelos de Ia pierna.

3. - ORGANOS DE INTERES DIAGNOSTICO.
= Lengua.

Organo musculoso recubierto de mucosa. En ella cabe distinguir: el dorso, la punta, el cuerpo vy la
base, asi como las papilas de diferente forma (filiformes, fungiformes, etc.). Muy importante en el
diagndstico de fiebre aftosa y otras.
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- Corazén.

Organo musculoso consistente, rodeado por el pericardio; la pared esta constituida por el epicardio
(exterior), miocardio (medio) y endocardio (interno). En la pared dorsal se encuentran las auriculas
y en posicién ventral los ventriculos.

- Puimones.

De color rosa pélido; con dos alas: izquierda y derecha divididas a su vez en l6bulos que varian en
namero con las especies, asi como la traquea el arbol bronquial con sus ramificaciones a partir de la
bifurcacion de la traquea. Relacionados topograficamente con los pulmones y la traquea hemos de
tener en consideracion dos glandulas de secrecion interna de importancia en la toma de muestras: el
timo y el tiroides. El primero situado en la entrada del pecho y el segundo en la region traqueal de
la glotis.

- Bazo o Splen.

Pertenece por su funcién al sistema circulatorio defensivo del organismo. Su tamafio y forma varia
con las especies. Con una superficie diafragmatica y otra viscera; dos bordes: craneal y causal, y dos
extremidades: proximal y distal. En los bévidos el bazo es rojo oscuro en los machos y gris-azulado
en las hembras.

- Higado o Hepor.

Presenta una cara diafragmatica o anterior convexa y otra visceral o posterior céncava. Cabe distin-
guir una pars sinistra y otra pars destra, entre las cuales se encuentra la pars intermedia, con la Porta
hepética, que divide a esta porcion media en una pars intermedia supraportalis y otra infraportalis.
La segunda constituye el lobus cuadratus colocado entre la vesicula biliar y el Ligamentum teres. Las
pars intermedia supraportalis consta del Jobus cuadratus(l6bulo de Spigelio). Estas partes se dividen
y conforman de manera distinta segin las especies animales. Las venas hepaticas desembocan en la
cara diafragmatica en la vena cava posterior (vena cava caudalis), soldada al higado. El tamario, color
y lobulaciones varian con las especies.

- Riiiones o Nephros.
Tienen forma de judia con dos caras, una dorsal y otra ventral. El borde lateral es convexo, mientras

que el medial se encuentra recogido sobre si mismo, umbilicado formando el Hilus renalis. El rifion
izquierdo se halla al lado de la aorta abdominal y el derecho junto a la vena cava posterior.

En posicion craneal a los rifiones se encuentran las glandulas adrenales o suprarrenales.
En la vaca los rifiones tienen profundas cisuras que los dividen en Iébulos.

- Estomago o Gaster.

Presenta un orificio de entrada o cardias u otro de salida o piloro. Varia con las especies. En los
rumiantes es plurilocular o compuesto; consta de tres pro-ventriculos: Panza o rumen, bonete o reti-
culumy librillo u omaso, y el estdmago glandular o cuajar (abomaso). La panza queda al lado izquier-
do, el bonete en posicion craneal y el librillo a la derecha, mientras que el cuajar se incluye hacia la
izquierda por encima del bonete y la panza.

- Intestino.

Consta de intestino medio e intestino terminal. El intestino medio empieza en el piloro hasta la val-
vula ileocecal y constituye el intestino delgado, con tres porciones: duodeno, yeyuno e ileon.
Relacionado con el primero se encuentra la glandula pancreas. El intestino terminal o grueso consta
de tres tramos: ciego, colon y recto. La mucosa del intestino delgado tiene vellosidades y en ella se
encuentran las placas del Peyer, la del grueso es lisa, la pared intestina se compone de serosa, mus-
cular y mucosa.

- Vasos sanguineos.

Arteria Aorta: nace del ventriculo izquierdo formando el gran cayado de la aorta o aorta ascenden-
te a nivel de la 62 vértebra dorsal, a partir de aqui discurre como aorta descendente dividiéndose en



Consejeria de Agricultura y Pesca

cuatro ramas: Arteria iliaca externa (dos) para las extremidades posteriores, y arteria hipogastrica
(dos) para la pared y visceras pelvianas. Del cayado de la aorta nacen cuatro arterias para la cabeza
y extremidades anteriores.

Vena Cava: la vena cava posterior sale de la auricula derecha del corazén, pasa por el diafragma y
asciende entre el pilar diafragmatico derecho y el higado hasta la region lumbar donde se bifurca en
las venas iliacas. La cava anterior sale de la auricula derecha del corazén y la entrada del pecho se
ramifica en dos venas subclavias y dos venas yugulares.

4. - SISTEMA LINFATICO.

En la inspeccion de la carne, asi como en la toma de muestras para el diagnéstico de EDOs, el exa-
men del sistema linfatico y las lesiones en €l encontradas revisten especial importancia para el dictamen
a emitir. Es por ello importante conocer la morfologia asi como la exacta localizacion de los ganglios lin-
faticos y la regién anatémica correspondiente a cada ganglio. Sin entrar en mas detalles bastenos saber
que la circulacion linfatica es la corriente liquida continuada entre la sangre y los tejidos a nivel de las
areas capilares. La linfa se compone de plasma linfatico (quilo) y de linfocitos. La linfa circula desde los
capilares linfaticos, a través de vasos colectores y de desaglie y de los ganglios en ellos intercalados. Hasta
las venas gruesas. El tamafio de los ganglios linfaticos es variable, su color es gris, blanco o gris-amari-
llento, pero también aparecen coloraciones negras, verdosas o azuladas como por ejemplo en la regién
mesentérica de los bvidos. Los ganglios linfaticos desempefian una misién de defensa en el organismo y
participan en los procesos inmuinoldgicos mediante la formacién de anticuerpos.

-Tonsilas.
Las tonsilas o amigdalas constituyen el anillo faringeo-linfatico o de Waldeyer siendo las siguientes:
Amigdala del paladar, amigdala del velo del paladar, amigdala epiglética lateral, amigdala lingual,

amigdala faringea y amigdala tubérica. No son constantes en todas las especies siendo muy impor-
tantes en la vaca y en el cerdo la amigdala palatina y la del velo del paladar.

La tonsila palatina superior o tonsila del velo del paladar, en el cerdo tiene forma de almendra
con cascara- de ahi el nombre de amigdalas- y se encuentra situada a ambos lados del velo del pala-
dar.

La tonsila palatina inferior paraepiglética- en forma de acimulo de vaina- se encuentran a ambos
lados de la raiz de la lengua, en la base de la epiglotis.

En la vaca la tonsila palatina esta ubicada en el paladar con envoltura fuerte a derecha e izquierda
de la base de la lengua.

Centro linfaticos y sus ganglios o /ymphonodus.

Entendemos por Centro linfatico o linfocentro el conjunto de elementos linfaticos pertenecientes a
una regién corporal, y linfonodos a los ganglios linfaticos que integran dicha region.

Representacion grafica de los ganglios linfaticos esenciales correspondientes a las distintas regiones
corporales:

Los ganglios hasta aqui representados son los ganglios linfaticos llamados de la carne entendiendo
por tales aquellos que reciben la linfa de los musculos, huesos, etc., sin relacién alguna con las visceras
y serosas. En las canales que se sospeche la existencia de tuberculosis se han de inspeccionar dichos
ganglios de la carne. Lo mas importantes son los siguientes:

1 Ganglio cervical superficial o preescapular:

Es un ganglio voluminoso, el principal del cuarto delantero, se encuentra delante y encima de la arti-
culacion escapulo-humeral y cubierto por los musculos supraespinoso, mastoideo-humeral y omotra-
queliano. Un corte paralelo, al borde craneal de la escapula de unos ocho centimetros secciona los
citados musculos y pone al descubierto el paquete adiposo que contiene al ganglio.
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Ganglios linfaticos de la cabeza, cuello y extremidades escapulares:

Parotideo— a

Mandibular- b

Retrofaringeo— ¢

Cervical superficial- d

Cervicales profundos:
Craneal- e
Medio— €’
Caudal- e”

Axilar propio (no visible)- f

Axilar de la primera costilla— g

— . Za:
\-:L..,‘ ﬁ,hT‘? 4‘ebra dorsal

Sy ey

Ganglios de la pared costal superior

Intercostales— h, h’ h”
Mediastinicos uperiores dorsales— i, i'.i”

Ganglios de la pared costal inferior
Esternales:

Craneales— j

Caudales-j’

2 Ganglio axilar.

Este ganglio se descubre haciendo la prueba de May que consiste en levantar la espalda y poner al
descubierto el plexo braquial y todo el tejido conjuntivo que recubre la region, para lo cual se sec-
cionan los musculos trapecio-cervical, omotransversal y braquicéfalo siguiendo el borde del cartilago
de prolongacién de la escapula.
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Ganglios de las paredes bdominales y pelvianas

Popliteo— a (situado en el hueco popliteo)

Supramamarios— b

Inguinales— ¢

Isquiatico— d

Epigastrico— e

Sacrales— f

Subilico o precrural (del pliegue de la rodilla)- g

lliacos— h

Lumbares— i

Renal- j

Intercostales— k

Esternales:
Craneales— |
Caudales— I’

Cervical:
Profundo— m
Superficial- m’ (pre-escapular)

3 Ganglio precural o inguinal profundo.

Es el ganglio mas importante del cuarto posterior. Esta situado en la parte anterior del musculo de la
fascialata y del borde posterior del paniculo. Es el ganglio conocido como del pliegue de la rodilla.

4 Ganglio popliteo.

Es un ganglio profundo. Esta situado en el vértice del angulo formado por el perfil posterior de los
gemelos de la pierna y el borde anterior del semimenbranoso. Para ponerlo en evidencia se practica
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una incisién en la grasa siguiendo la bisectriz del angulo citado y en el fondo en el hueco popliteo se
encuentra dicho ganglio.
Ademas de estos pero de menor importancia se encuentran los ganglios lumbares, los iliacos, los

sacros y los toracicos, que aunque se encuentran en la canal, no son considerados como ganglios pro-
pios de la carne, porque la region aferente, donde reciben la linfa, corresponde a serosas, visceras y tam-

bién musculos pero de menor importancia.

Ganglios de los drganos pectorales

Mediastinicos:
Craneales— a
Medios— a’
Caudales— a”

Bronquiales:
Biurcationis sinisteri- b ~
Bifurcationes dexter — b’

Eparterialis— ¢

Traquea
Eséfago

Traquea .
rad Lébulo apical derecho

Lobulo cardiaco

derecho
~Ldbulo
Iébulo apical izquierdo D cardiaco .b
Aorta \wad ant.

Bronquio izquierdo derecho

. o Lébulo
Lébulo cardiaco izquierdo ., = cardiaco
Y derecho

4
e X3

"~ -
SNl e Ry
AANL]" (Giviig®
, . e ; Wl "\,\’W Lébulo
Lébulo diafragmatico izquierdo < Q< ) (\,\*E it diafragmético
3

t\, derecho
)

T T
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Ganglios linfaticos de los 6rganos abdominales y pelvianos
Linfocentro celiaco:

Ganglios celiacos— a

Ganglios gastricos— a’

Ganglios hepaticos— a”
Linfocentro mesentérico craneal:

Ganglios m. anteriores— b

Ganglios linfaticos yeyunales— b’

Ganglios iliaco— b"

Ganglios cecales— b"™

Ganglios célicos— b™”
Linfocentro mesentérico caudal:

Ganglios m. caudales— ¢

Vena cava posterior

Arteria hepatica

Lobus cuadratus’ ' . _Léulo de Spigelio

‘Colédoco

Porta hepdtica

Vesicula biliar ~

R: Recto
C: Colon
D: Ciego

I: Dupdeno
2: Yeyuno
3: Ileon
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Fuensanta Gosalvez Lujan.

Jefa del Dpto de Coordinacion, Ensayos y Técnicas.
Laboratorio de Sanidad y Produccion Animal de Cérdoba
Antonio Paniagua Benito.

Ex-Director del Matadero Comarcal de Cérdoba.

TOMA Y ENVIO DE MUESTRAS AL LABORATORIO.

La toma y envio de muestras tiene como objeto la obtencion de un resultado analitico que nos ayude
en el diagnostico de las enfermedades, nos dé datos del estudio de un proceso, respuesta de una vacu-
na o tratamiento, etc.

El éxito y valor final de examinar una muestra clinica en el laboratorio depende inicialmente del cui-
dado ejercicio en la seleccion, recoleccién y envio de muestras. La muestra seleccionada debe ser la que
sea mas probable de contener el agente causal y se debe hacer un esfuerzo para evitar su contamina-
cion con organismos del medio ambiente. Hay que tener en cuenta la cantidad y calidad, sin olvidar el
bienestar del animal y la seguridad de la persona que realiza la toma.

Tan importante como la toma, es el envio donde hay que tener en cuenta la seguridad del envase,
rapidez de llegada al laboratorio. En caso de duda para la toma, como para el envio, lo mejor es poner-
se en contacto con algun responsable del lugar donde van a ser enviadas las muestras.

Es necesario saber que no todos los laboratorios son capaces por su tecnologia de realizar cualquier
analitica que sea solicitada, en realidad no existe ninguno que pueda hacerlo. Es necesario en caso de
no conocer el centro de destino, informarse con anterioridad, para que el trabajo no sea indtil.

Procedimientos para la toma y envio de muestras al laboratorio.

Normas Generales: Para la adecuada recoleccion, conservacion y envio de muestras, es indispensa-
ble tener presente las siguientes normas:

Toda muestra debe ser remitida con su historia clinica completa y perfectamente identificada.

Las muestras ideales se obtienen de animales vivos en distintos estadios de la enfermedad. Si es
necesaria la necropsia, ésta debe guardar un orden y metodologia adecuadas, ademas, debe realizarse
al menor tiempo posible después de la muerte del animal (1 hora).

Las muestras para estudio bacterioldgico deben tomarse antes de la administraciéon de medicamen-
tos y empleando siempre material estéril. Para evitar que la muestra se seque y lograr una adecuada
conservacion, en algunos casos es necesario utilizar medios de transporte.

Para la recoleccion de cualquier otro tipo de muestra, utilizar material limpio y seco.

Los envases utilizados para el envio de muestras deben ser en lo posible irrompibles, herméticos y de
dimensiones adecuadas, el tiempo entre la obtencion de la muestra y su llegada al laboratorio no debe-
ria ser superior a 24 horas.

Identificacion de las Muestras: La identificacién de las muestras es de primordial importancia para el
laboratorio y deben estar acompafiadas de la siguiente informacion:

* Ubicacion completa.

» Especie, raza, sexo y edad del animal.
e Identificacién o nombre del animal.

¢ NUmero de animales en la explotacién.
» Porcentaje de morbilidad y mortalidad.
» Signos y sintomas.
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« Tiempo de evolucién de la enfermedad.

» Tratamiento efectuado.

» Vacunas aplicadas (numero y fecha).

» En caso de necropsia, descripcion de hallazgos macro.
¢ Tipo de muestras, fecha y hora de la toma.

» Sistema de conservacion utilizado.

¢ Observaciones.

Embalaje y envio de muestras.

Considerando que los muestras biolégicas son potenciaimente infecciosas, se recomienda el trans-
porte de manera adecuada y responsable, para lo cual se deben seguir las siguientes recomendaciones
minimas:

Como medio ideal de conservacion, se utiliza la refrigeracion.

La totalidad de las muestras recolectadas deben enviarse utilizando un sistema de doble caja. La caja
interna, preferentemente debe de ser de un material aislante de temperatura externa, bajo peso y facil
manipulacion.

Las muestras deberan ser enviadas en recipientes individuales y bien identificadas. Entre cada funda,
frasco o recipiente se coloca un material que amortigiie los golpes, mantenga fija las muestras y absor-
ba la humedad.

La informacién basica que acompaiia las muestras se envia debidamente protegida, dentro de un
sobre y en funda plastica, entre la caja interna y la externa.

La caja externa se cierra de tal manera que todas las esquinas y/o tapas queden selladas con cinta
adhesiva (aumente la resistencia de la caja y garantiza el aislamiento de las muestras. Colocar con letra
grande y clara:

iManéjese con cuidado. Material bioldgico refrigerado!.
Igualmente, pero de manera menos relevante anotar la direccion del laboratorio.

Muestras para cultivo bacteriolégico:

Como dijimos anteriormente, las muestras para estudio bacteriolégico deben tomarse antes de la
administracion de antibidticos y empleando material estéril.

Tejidos y érganos: De entre todos los 6rganos deben tomarse muestras de aquellos que se afecten
0 sean diana de la enfermedad o enfermedades que se sospechen. Si el animal es pequefio se cogera
entero y si es grande se tomaran trozos del mismo. En este Ultimo se haran de zonas afectadas. Basta
con unos 50-100 gramos de cada érgano.

Debe evitarse contaminaciones cruzadas entre 6rganos.
Las porciones de intestino deben enviarse con los extremos atados o empacados individualmente.

Sangre entera y suero: La sangre (completa o para suero), se toma con jeringa estéril, o mejor
con sistemas estériles de vacio, 10-20 mi. Son suficientes en la mayoria de los casos. La sangre entera
se usa para andlisis micro y virologicos o para detectar parasitos heméticos, debiendo tenerse en cuan-
ta que para algunos propdsitos no sirve cualquier anticoagulante, ya que puede interferir las pruebas de
laboratorio. La sangre completa nunca debe congelarse.

El suero se usa para pruebas de deteccién de anticuerpos. Una vez tomada la sangre sin anticoagu-
lante se deja a temperatura ambiente y se espera a que se separe del codgulo. En ese momento se debe
poner en refrigeracion.
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Muestras de piel: Son muchas enfermedades de la propia piel, como aquellas que no siéndolo pro-
ducen lesiones en la misma.

En los procesos bacterianos y micéticos, son necesarios raspados en profundidad, que den material
suficiente en cantidad y calidad.

Isopos: Son la forma preferida para enviar muestras de secreciones (nasal, franjea, ocular, cutanea,
cervical, vaginal, etc.), exudados, contenido de obsesos, etc., introducidos en medio de transporte ade-
cuado (medios de transporte) y enviados en refrigeracion.

Heces: Las muestras fecales deben ser recolectadas directamente del recto del animal para evitar
contaminacién, puestas en un envase hermético y enviadas en refrigeracion. Se debe evitar el envio de
excretas expuestas al medio ambiente. En caso de animales grandes, la muestra puede ser enviada den-
tro del mismo guante plastico que se utilice para su recoleccién.

Leche: Las muestras se deben recolectar asépticamente en envases estériles, con tapa de rosca. Se
recogeran de varios pezones, tras limpiar los mismos. Se descartara la leche del principio y del final del
ordeno o los primeros chorros si la toma se hace fuera del mismo. Las muestras se deben refrigerar inme-
diatamente y deben ser enviadas al laboratorio lo antes posible.

Orina: Se utiliza un recipiente estéril; el sondeo vesical es la forma ideal para evitar la contamina-
cion, en su defecto, la miccién espontanea es la técnica aconsejable. La muestra debe enviarse al labo-
ratorio en refrigeracion.

Cerebro: Se toma la mitad del cerebro y se envia al laboratorio en refrigeracion.

Técnicas para recoleccién de muestras para virologia.

El diagnodstico de las enfermedades virales en términos generales, puede requerir de suero, exuda-
dos (enfermedades vesiculares) y tejidos con el fin de llevar a cabo pruebas seroldgicas, aislamiento del
virus y estudios estructurales.

Las muestras deben ser frescas, tomadas con asepsia, de preferencia durante el periodo agudo de la
enfermedad y no debe afiadirseles fijadores o antisépticos. Si se demora su llegada al laboratorio, se
deben enviar congeladas.

Cuando se sospeche de una enfermedad viral, el diagnéstico serologico se comprueba tomando dos
muestras de los mismos animales (sueros pareados) durante el periodo agudo del brote y tres semanas
después. El resultado positivo (+) con una sola muestra de suero tiene un valor diagndstico muy limita-
do.

Técnicas para recoleccion de muestras de tejidos (histopatologia).

Al cortar, las muestras deben contener una parte del tejido afectado junto a otra de aspecto normal.
El grosor de la muestra depende del tejido, pero por lo general no debe ser mayor de 0,5 cm.

Colocar la muestra en un frasco que contenga formol al 10%, amortiguado a un pH de 7,2 y en un
volumen no menor a 10 veces el tamafio de la muestra.

Los recipientes para las muestras deben ser de boca ancha para que puedan salir integras y facil-
mente.

Las muestras para estudio histoldgico nunca deben congelarse.
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ANATOMIA PATOLOGICA COMPARADAS Servicio de Diagnéstico

Campo de Rabanales
Ctra de Madrid, s/n°
14014 Cérdoba

SOLICITUD DE ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

DATOS DEL ANIMAL: Referencia/nombre

NECROPSIAS

No / FECHA:

Especie: Sexo: M E] H I:ICastrado I:] Edad:
VETERINARIO: -
Centro/Glinica FORMA DE PAGO:

Direccién: Efectivo D
Teléfono: Cheque nominativo D
PROPIETARIO: Domiciliacién Bancaria D
Nombre: .

Direccién Entidad

Teléfono: Cuenta

HISTORIA CLINICA

Sintomas y evolucion:

Animales n°; Mortalidad: Edad:
Tratamientos:

Alimentacion:

Modo de vida:

Vacumaciones:

Sangre:
Heces:
Exudados:

Tipo de muerte: Eutanasia/Enfermedad
Tiempo aproximado de la muerte:
ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS:

Conservacion del cadaver: Ambiente frio/Congelacion

Orina:
Leche:

DIAGNOSTICO CLINICO PRESUNTIVO:
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OBSERVACIONES MACROSCOPICAS

Estado General:

Posicion del cadaver: Costado derecho/izquierdo

Sistema Tegumentario:
Piel:
Mucosas explorables:

Sistema Locomotor:

Sistema Cardiovascular:

Aparato Respiratorio:

Aparato Digestivo:

Aparato Urinario:

Sistema Reproductor:

Sistema Linfoide:

Sistema Endocrino:

Sistema Nervioso:

DIAGNOSTICO MACROSCOPICO:
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Miguel Angel Gonzalez Garcia.
Jefe de Servicio de Sanidad Animal.
Consejeria de Agricultura y Pesca.

EL SISTEMA INMUNE: FUNDAMENTOS APLICADOS AL DIAGNOSTICO DE
ENFERMEDADES INFECCIOSAS DE LOS ANIMALES DOMESTICOS.

INTRODUCCION.

Los animales domésticos viven en un entorno lleno de microorganismos de muy variada indole. Su
convivencia secular permite que hayan evolucionado y se hayan seleccionado de manera conjunta, des-
arrollando unos y otros diversos mecanismos que han permitido su supervivencia y perpetuacion. Por
una parte, los microorganismos han aprendido muy variadas formas de agresion con el propdsito de
aprovechar los recursos que les proporcionan los animales superiores para mantener su material gené-
tico. De otra, los animales superiores han desarrollado mecanismos destinados a impedir o defenderse
de la colonizacion de los microorganismos. Este proceso evolutivo se ha repetido ininterrumpidamente a
lo largo de la historia, lo que ha conducido a la aparicion, en los agentes patogenos, de estrategias de
evasion de las defensas desarrolladas por los animales y, en los domésticos, de procesos de perfeccio-
namiento y maduracion de las barreras de defensa frente a las infecciones.

El sistema inmune es el encargado de proteger a los animales de los microorganismos infecciosos y
sus productos téxicos. Para ello, posee un vigoroso rango de recursos que incluye un método para loca-
lizar, atrapar y procesar macromoléculas, virus o células extrafias, un mecanismo de reaccion especifica
mediado por células sensibles y un sistema de memoria para futuros encuentros.

ANTIGENOS.

Se denominan antigenos a todas las moléculas que son reconocidas como extrafios por el sistema
inmune y que provocan una respuesta por parte de éste. La antigenicidad esta asociada a algunas carac-
teristicas de la molécula como son su tamafio (cuanto mas grande mejor), su complejidad, su estabili-
dad estructural (flexibilidad), su degradabilidad y su caracter extraiio.

Una vez reconocidos como extrafios, se produce una estimulacion del sistema inmune para respon-
der de manera adecuada. Esta capacidad de producir respuesta se denomina inmuhogenicidad.

Dentro de cada antigeno se reconocen determinadas partes como extrafias, a las que se denominan
epitopos.

En algunas ocasiones, moléculas extrafias de pequefio tamafio (< 1.000 Da) denominadas haptenos,
pueden no ser reconocidas por el sistema inmune si no van unidas a una proteina que actiia como por-
tadora. La unién del hapteno con su portador si constituye un epitopo desde el punto de vista funcional
(p.e. penicilina+albimina).

CELULAS FAGOCITICAS DEL SISTEMA INMUNE.

Todas las funciones del sistema inmune se desarrollan por la actividad de determinadas células o los
productos liberados por ellas. De la destruccion del material extrafio, mediante el fenémeno de la fago-
citosis (Metchnikoff, 1.882), se encargan dos sistemas complementarios. Uno de ellos, llamado sistema
mieloide, esta formado por células que actiian con rapidez pero que son incapaces de mantener un
esfuerzo continuado. El segundo sistema, el de los fagocitos mononucleares, esta formado por células
que actian con mas lentitud pero que son capaces de fagocitosis repetidas.
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a). -Sistema mieloide.

Todas las células del sistema mieloide se derivan de precursores localizados en la médula ésea.
Su citoplasma posee gran cantidad de granulos, por lo que reciben el nombre de granuloci-
tos. Todas poseen un ntcleo irregular, extensamente lobulado y por ello se describen como
polimorfonucleares. A su vez, pueden dividirse en tres grupos basandose en las caracteris-
ticas tintoriales de sus granulos. Las células cuyos granulos incorporan colorantes basicos se
denominan baséfilos; aquelios cuyos granulos incorporan colorantes &cidos se denominan eosi-
néfilos, y aquellas que no incorporan colorantes acidos ni basicos, se denominan neutrdfilos.
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El neutréfilo, es el tipo mas abundante e importante del sistema mieloi-
de. Constituye entre el 60 y 75% de los leucocitos sanguineos en los car-
nivoros y entre el 20 y 30% en los rumiantes. Se forman en la médula
6sea y emigran hacia la corriente sanguinea donde permanecen unas doce
horas antes de desplazarse hacia el interior de los tejidos. Poseen dos
tipos de granulos, los principales se denominan azurdfilos y contienen
enzimas microbicidas, proteasas e hidrolasas acidas. Los granulos secun-
darios o especificos poseen enzimas del tipo de la lisozima y la colagena-
sa. La funcién principal de los neutrdfilos es la captura y destruccién de
material extrafio por medio de la fagocitosis.

Los eosinéfilos abandonan la médula 6sea en un estado relativamente
inmaduro y se mueven de manera directa (en tan sélo 30 minutos), hacia
el bazo donde alcanzan la madurez. Subsecuentemente, migran a los teji-
dos donde tienen una vida media de doce dias. Hay aproximadamente 500
eosindfilos en los tejidos por cada uno que es observado en la sangre.
Poseen granulos que contienen fosfatasas y peroxidasas. Su funcién prin-
cipal, al igual que el neutrdfilo, es la de ingerir y destruir material extra-
fio. Son capaces de fagocitar particulas pequefias, pero son mas adecua-
dos para la destruccion extracelular de parasitos grandes.

Los baséfilos son menos numerosos que los anteriores. No se encuen-
tran, por lo general, en los tejidos aunque pueden infiltrarse bajo Ia
influencia de los linfocitos. En los tejidos provocan inflamacién, ya que sus
granulos poseen amina vasoactivas, como la histamina y la serotonina.

Las plaquetas pueden fijar e ingerir bacterias (pseudofagocitosis) siendo
luego retiradas de la circulacién por el sistema fagocitico mononuclear.

b). - Sistema f. itico mo lear.

El sistema fagocitico mononuclear es un conjunto de células con capa-
cidad fagocitica sostenida. Ademds, poseen otras funciones importantes
que las diferencian de las células de la serie mieloide.

» Procesamiento y presentacion de antigenos.
» Liberacién de mediadores solubles que amplifican la respuesta inmune.
» Control de la inflamacidn.

* Reparacién de los dafios tisulares, retirando los tejidos dafiados y coo-
perando en la restauracion de los mismos.

Las células de este sistema estan distribuidas por todo el organismo. Asi,
se denominan monocitos en la sangre, histiocitos en el tejido conjuntivo,
células de Kuppfer en el higado, células de microglia en el sistema ner-
vioso y macréfagos alveolares en el pulmén.
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Aunque con formas diversas, tienen en comdn un dnico nicleo de forma mas o menos redon-
deada, un citoplasma abundante con organelas preparadas para la sintesis y la secrecién de
proteinas y un citoplasma periférico sin organelas y en continuo movimiento.

Todas las células proceden de los monoblastos de la médula ésea, la cual abandonan en forma de
promonocitos hacia la sangre donde se transforman en monocitos y finalmente se dirigen a los tejidos
en forma de macrdfagos.

LINFOCITOS.
Los linfocitos son las células que componen el sistema inmune especifico. Son células redondeadas
de pequefio tamafio, poseen un nicleo grande y redondo que se tifie de manera intensa y uniforme.

Los linfocitos T y B son células indistinguibles morfolégicamente
entre si. Sin embargo, se pueden definir subpoblaciones con base en sus
receptores de superficie. Proceden de la médula 6sea y maduran y se
diferencian en los dominios T y B, respectivamente, de los érganos lin-
foides primarios y secundarios. Los linfocitos T suponen un 80% de los
linfocitos circulantes, correspondiendo un 20% a los linfocitos B. Las
células T tienen una vida larga (6 meses a 10 afios) en comparacién con
los linfocitos B (de 5 a 7 semanas).

Hay un tercer tipo de linfocitos denominados células mortiferas natu-
rales (NK) que no responden ni a las caracteristicas de los linfocitos T ni
a las de los linfocitos B. Son granulares y grandes en comparacién con
los otros tipos y poseen una mayor proporcion de citoplasma.

ORGANOS LINFOIDES.

Las reacciones inmunes ocurren en el interior de determinados 6rganos denominados linfoides. En
ellos se dan las condiciones para la interaccion eficiente entre los linfocitos, los macréfagos, las células
dendriticas y los antigenos.

. Fuen e linfocitos.

Durante el periodo embrionario los linfocitos se forman en el saco vitelino y el higado. Desde el final
de la gestacion la medula ésea es la fuente principal de linfocitos. Este organo es capaz de suminis-
trar todas las células necesarias para restaurar las funciones del sistema inmune y es el drgano hema-
topoyético principal. Ademés, es un drgano linfoide primario (excepto en rumiantes) y el lugar donde
se procede el 75% de los anticuerpos.

. Organos linfoi rimarios:
Los érganos linfoides primarios son aquellos que reguian la produccién y diferenciacién de las distin-

tas clases de linfocitos. Son el timo, la piel, la bolsa de Fabricio en las aves, las placas de Peyer y la
médula dsea.

En el timo se destruyen los timocitos (precursores de los linfocitos T) que responden a los antigenos
propios y que por lo tanto son indeseables. En sentido contrario, estimula la proliferacién de los que
responden a los antigenos extrafios. Estas actividades las realiza por medio de las células nodrizas
que son capaces de fagocitar hasta 50 timocitos simuitdneamente. Ademas, en el timo se produce y
segrega una hormona linfoestimulante denominada timulina.

La piel tiene el mismo origen embrionario que el timo y en ella se desarrolla una subpoblacién espe-
cifica de linfocitos T.

La bolsa de Fabricio, de las aves es un lugar de proliferacién y maduracién de linfocitos B que son
los responsables de la produccion de anticuerpos.
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Las placas de Peyer son acumulaciones de tejido linfoide del intestino. En los rumiantes son un
érgano linfoide primario. Existen dos tipos con morfologia y funciones diferentes. Las placas de Peyer
ileocecales, descritas sdlo en los rumiantes, constan de foliculos linfoides densamente dispuestos y
poseen células B, mientras que las yeyunales, con forma de pera, poseen tanto células B como T.La
médula 6sea es un érgano linfoide primario en las especies no rumiantes y hace las funciones de las
placas de Peyer ileocecales, con respecto a las células B, en el resto de las especies.

3. Organos linfoides secundarios.

Se originan en el mesodermo en una etapa tardia del desarrollo fetal y persisten toda la vida del ani-
mal. Se encargan de la estimulacién antigénica. Son muy ricos en macréfagos y células dendriticas.
Actian a manera de filtros eficaces que atrapan antigenos, los presentan y estimulan al resto de célu-
las del sistema inmune. Su estructura esta adaptada a ofrecer las maximas oportunidades a los anti-
genos procesados para que sean presentados a las células sensibles a ellos.

RESPUESTA (27):

Amigdalas
-Bazo
Gamglios |

-Placas de Peyer
-Medula osea

Los ganglios linfaticos son drganos a través de los cuales fluye la linfa procedente de los tejidos a tra-
vés de los vasos aferentes. La linfa abandona el ganglio por los vasos eferentes hacia otros vasos de
mayor tamafio y de alli al conducto toracico para evacuarse definitivamente en la vena cava. Los lin-
focitos usan la via sanguinea para llegar a los ganglios y érganos. Si no han encontrado su antigeno,
pasan de nuevo a la via sanguinea.

A pesar de su nUmero aparentemente alto en la sangre, hay un 2% de los linfocitos de todo el orga-
nismo. Para entrar en los érganos linfoides deben unirse a las células endoteliales y atravesar su espa-
cio de separacion por medio de la diapédesis.

Los antigenos son transportados desde el lugar de la infeccién por flujo tisular (linfa) hacia los gan-
glios linfticos regionales. Los macréfagos medulares captan los antigenos no unidos a anticuerpos y
los presentan a los linfocitos T y B para producir una respuesta primaria. En el caso de un contacto
anterior con el agente, los antigenos unidos a sus anticuerpos son retenidos por las células dendriti-
cas y los presentaran a los linfocitos para desencadenar una respuesta secundaria basada en la
memoria.

El bazo hace las mismas funciones que los ganglios pero filtran la sangre en vez de la linfa. Por ello
es un érgano muy importante durante las bacteriemias o viremias consecuentes a la generalizacion
de una enfermedad infecciosa. Ademas, realizan una funcion hemocaterética consistente en la elimi-
nacion de células sanguineas viejas. Por Ultimo el bazo acumula células sanguineas de reserva que
puede poner en circulacion si las circunstancias lo requieren.
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Al final de la respuesta primaria las células de memoria abandonan los érganos linfoides y colonizan
la médula dsea. Es precisamente en este drgano donde se produciran las grandes cantidades de anti-
cuerpo que caracterizan a este tipo de respuestas.

MOLECULAS QUE RECONOCEN EL ANTIGENO.

El reconocimiento de un antigeno extrafio es el punto crucial de la respuesta inmune adaptativa.
Dentro de este apartado vamos a estudiar tres tipos diferentes de moléculas:

1. Los anticuerpos.
2. Los receptores de los linfocitos.
3. Las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad.

1. LOS ANTICUERPOS.

Los anticuerpos son moléculas de naturaleza proteica producidas por las células B y las células plas-
maticas. Se producen tras la interaccidn del antigeno con el receptor especifico de las células B (anti-
cuerpo fijado a la membrana). Una vez estimuladas las células B proliferan para producir células de
memoria y células productoras y secretoras de anticuerpos (células plasmaticas). Se producen funda-
mentalmente por las células plasmaticas de la médula 6sea desde donde son secretados en grandes can-
tidades al torrente sanguineo con objeto de que lleguen rapidamente a todos los tejidos. Los anticuer-
pos secretados se unen especificamente al tipo de antigeno que origind su produccién con objeto de
neutralizarlo y destruirio.

Por su movilidad electroforética se pueden clasificar como -globulinas (son las que migran a menor
velocidad hacia el polo positivo) del suero.

La unidad basica de un anticuerpo esta constituida por dos cadenas ligeras y dos pesadas dispuestas
en forma de Y. Cada cadena esta formada por regiones constantes y variables que se disponen de forma
coincidente. Dentro de las regiones variables existen zonas hipervariables que debidamente plegadas
constituyen el paratopo que es el lugar de reconocimiento del antigeno.

Cada clase de anticuerpo se caracteriza por poseer un tipo diferente de cadenas pesadas. Hay cinco
tipos que se denominan con letras del alfabeto griego o, p .y, 8, y & para las IgA, IgM, IgG, IgD e IgE,
respectivamente. En el caso de las cadenas ligeras también existen dos tipos denominados k y A. Las
moléculas de anticuerpos poseen cualquiera de las cadenas pesadas pero nunca los dos tipos en el
mismo anticuerpo.

La IgG, es la clase mas abundante de anticuerpo en el suero. Es de
pequefio tamafio y abandona con facilidad el torrente circulatorio para lle-
gar a los tejidos. Puede opsonizar, ag_ytlnar y precipitar a su antlgeno
especifico. También participa en la activacion del co?nptemento por la via
clasica. Para ello es necesario que esté unida a su antigeno lo que provo-
ca los cambios de conformacién necesa-
rios para dejar expuesto el lugar de

unién al complemento que se sittia cerca
de la region bisagra.

La IgM, es la segunda en concentra-
cién sanguinea. Se compone de cinco
monémeros enlazados en forma de
estrella por una secuencia denominada
cadena J. Es muy importante en la respuesta primaria (sin memoria),
aungue se produce igualmente en la respuesta secundaria. Resulta

mucho mas eficiente que la IgG en sus funciones, pero debido a su
gran tamafio queda confinada al torrente sanguineo.




Consejeria de Agricultura y Pesca

La IgA, es monométrica en su inicio. Se enlaza
por medio de una cadena J para formar un dimero
activo y finalmente se une con un componente secre-
tor antes de abandonar la superficie de las mucosas
donde actia principalmente. Es el componente de
mayor importancia en las secreciones externas, sobre
todos en las especies no rumiantes. Su principal
accién es la de aglutinar a las bacterias y virus para
impedir su adhesion a los epitelios o superficies cor-
porales y consecuentemente su invasion.

La IgE, es una inmunoglobulina de forma tipica.
Esta casi ausente en el suero. Es el mediador de las
reacciones alérgicas y esta ligada a las infecciones producidas por los helmintos. Se une a los recepto-
res de los basofilos en la sangre y a su equivalente en los tejidos (mastocitos), provocando su degranu-
lacién y la secrecién de las aminas vasoactivas caracteristicas de este tipo de respuestas. Su vida media
es extremadamente corta.

La IgD, tiene igualmente una forma tipica. Posee una region bisagra prolongada y sin enlaces disul-
furo lo que la hace muy sensible a la proteolisis. Actia como receptor de las células B junto con la IgM
monomérica con la que parece estar relacionada si es que son distintas.

La IgN es un anticuerpo de bajo peso molecular descrita en los patos. Puede considerarse como una
subclase de IgG en esta especie.

ESPECIE
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Produccion de anticuerpos.

Las células pre-B se producen en la médula 6sea poseyendo la capacidad de producir un solo tipo de
paratopo. A continuacién se dirigen a los érganos linfoides primarios donde maduran (Placas de Peyer,
en los rumiantes, Bolsa de Fabricio en las aves y médula dsea en el resto). Desde alii colonizaran los
6rganos linfoides secundarios (bazo, ganglios y médula ésea) donde ten-
dran la oportunidad de contactar con su antigeno especifico.

La especificidad del anticuerpo que es capaz de producir cada célula
B, se produce al azar lo que significa que existe una gran probabilidad de
gue se generen, en la médula dsea, células con anticuerpos dirigidos con-
tra componentes del animal sonde se producen, Cuando llegan a los érga-
nos linfoides primarios, las células B autorreactivas son eliminadas. A este
fenémeno se le denomina deleccion clonal ya que impedira que se gene-
ren clones de células autorreactivas en el futuro. En el caso poco proba-
ble de que alguna célula B autorreactiva no fuese eliminada conveniente-
mente, existe un segundo mecanismo de seguridad que garantiza la
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proteccién del huésped. Esta consiste en la necesaria participacién de una célula T de la misma especi-
ficidad y que por ser autorreactiva igualmente debe haber sufrido la deleccién clonal.

Las células B poseen en su superficie y ligadas a la membrana, moléculas de anticuerpo que acttian
como receptores y que reconocen a su antigeno especifico. Una vez que se produce el contacto, la célu-
la B esta en condiciones de activarse y proliferar para producir dos lineas descendientes. La primera esta
formada por las células plasmaticas que son un tipo especializado de células B. Son de mayor tama-
fio y poseen gran cantidad de reticulo endoplasmico rugoso destinado a la produccion y secrecién de
anticuerpos. La otra linea la constituyen las células B de memoria, que colonizan la médula dsea, La
velocidad de transformacion de las células B de memoria en células plasméticas es muy alta y las célu-
las plasmaticas asi formadas producen grandes cantidades de IgG, tipicas en las reacciones secundarias.

2. LOS RECEPTORES DE LOS LINFOCITOS.

Como se ha visto con anterioridad, el receptor de los linfocitos B es una molécula de IgM o IgD liga-
da a la membrana.

El reconocimiento de los antigenos
por parte de los linfocitos T tiene una
importancia decisiva para producir y
regular la respuesta inmune. Este
reconocimiento se realiza a través del
receptor de células T denominado
TCR.

5 Los receptores de las células T tie-
@ Q nen varios rangos en comun con los
4 anticuerpos. Se encuentran unidos a
la superficie de la membrana.
Consisten en un heterodimero, forma-
000000000000000000.)(/00000000000000000004d do por dos cadenas polipeptidicas,
denominadas alfa/beta o]
gamma/delta. Cada cadena se divide
en cuatro regiones o dominios de la que el primero es variable y los tres restantes son constantes. El ter-
cer dominio atraviesa la membrana y esta formado por unos 20 amino4cidos y el cuarto, . E corto y se
encuentra dentro del citoplasma. Las cadenas estan enlazadas por un puente disulfuro. Las regiones
variables apareadas constan de un area hipervariable que forma el lugar de unién al antigeno.

r.'..“...0..'..Q@......‘..“OO“OO

3. COMPLEJO MAYOR DE HISTO-

R, VARIABLE R. HIPERVARIABLE COMPATIBILIDAD.
= Desde los primeros intentos del tras-
plante quirdrgico de tejidos u drganos se
observé que los receptores de los mis-
'R. TRANSMEMBRANARIA mos rechazaban los tejidos del donante

T - transcurrido algin tiempo. El rechazo
000000000000000 correspondia a una reaccién inmunitaria
frente a los antigenos del tejido, que
000000000000000 eran reconocidos como extranos. Estos
COLA CITOPLASMATICA | antigenos son proteinas de superficie
e—— —__| celular a las que se denomind antigenos
de histocompatibilidad.

{R. CONSTANTE
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Cada animal individual posee sus propios antigenos de histocompatibilidad caracteristicos. A aquellos
que resultan de mayor potencia (inmunogenicidad) para provocar el rechazo de injertos, se denominan
antigenos mayores de histocompatibilidad y se heredan a través de la actividad de un conjunto ligado
de genes conocido con el nombre de complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Con poste-
rioridad se descubridé que estas moléculas estaban implicadas en la regulacién de la respuesta inmune.

A diferencia de los linfocitos B, las células T no pueden reconocer a los antigenos intactos. Requieren
que sean fragmentados en el interior de las células en cadenas cortas, de unos 15 a 20 aminoacidos.
Una vez se ha unido a las moléculas del MHC, el fragmento es transportado hacia la membrana vy, de
esta manera, puede ser reconocido por los linfocitos T.

Al igual que ocurre con los anticuerpos y los receptores de las células T, las moléculas de MHC, con-
sisten en cadenas polipeptidicas plegadas que dejan una ranura de unién para el antigeno. Los antige-
nos del MHC se dividen en varias clases, de las que nos interesan la I y II en este momento. Aunque
existen diferencias significativas entre las cadenas polipeptidicas y la estructura de las moléculas MHC,
de las clases I y II, el hecho de mayor relevancia lo constituye la distribucion tisular de unos y otras.

Los antigenos de clase I del MHC (MHC-I), se encuentran en la superficie de la mayoria de las célu-
las nucleadas. Actuan como receptores para los péptidos producidos cuando se procesan proteinas endo-
genas, dentro de una célula. De esta manera, los antigenos MHC-I controlan el reconocimiento de anti-
genos extrafios sintetizados de manera endogena por los linfocitos y participan en la destruccion de las
células infectadas por virus y las células tumorales.

Los antigenos de clase II (MHC-II), tienen una dife-
rente distribucion tisular ya que se encuentran en las célu-
las del sistema inmunitario, especialmente en las células
presentadoras del antigeno (macrdfagos, dendriticas y lin-
focitos B), y en algunas células T activadas.

I
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Diagnéstico de enfermedades de declaracién obligatoria (EDOs)

LA COOPERACION CELULAR.

Si los fagocitos pudieran ingerir y destruir todos los antigenos no seria necesario poseer un sistema
de defensa adaptativa capaz de provocar una respuesta especifica. Cuando esto no es posible, los fago-
citos tienen la capacidad de procesar los antigenos y presentarlos a los linfocitos.

Para que se inicie una respuesta inmune adecuada es necesario que se produzcan dos hechos de
forma simultanea. Uno, es el reconocimiento del antigeno por una molécula apropiada, y el otro, la esti-
mulacion o activacion celular. Por otro lado las células viejas, infectadas o tumorales es necesario des-
truirlas y eliminarlas para evitar las consecuencias de su mal funcionamiento. Es necesario, por tanto, la
existencia de algun mecanismo que evite la estimulacién indebida de células que deben ser destruidas y
viceversa. Para ello todas las células de los animales poseen entre las proteinas de la membrana celular
una serie de receptores especificos que identifican a cada individuo de manera inequivoca, Estas prote-
inas tienen caracter antigénico y son las responsables del rechazo de los injertos y trasplantes de tejidos
extrafios y se les denomina antigenos del sistema mayor de histocompatibilidad (MHC). Ademés de este
efecto inconveniente en los trasplantes, las moléculas de MHC, tienen un destacado papel en el control
de las reacciones del sistema inmunitario.

Tenemos pues la necesidad de reconocer el antigeno, correctamente presentado, y de identificar ade-
cuadamente el tipo de célula que lo posee con objeto de dar la respuesta adecuada (estimulacién o des-
truccion).

Los antigenos exdgenos, o extracelulares son ingeridos, principalmente, por los macréfagos e
incluidos en el interior de fagosomas. Con posterioridad se produce la fusién con los lisosomas (granu-
los). Dentro de los fagolisosomas se produce una degradacion proteica que reduce las proteinas a frag-
mentos cortos de unos 10 a 20 aminoacidos. Mas tarde esos fragmentos se unen a una molécula de MHC
de clase II, que finalmente emerge a la superficie, y son presentados a los linfocitos. Esta presentacion
es necesaria pero no suficiente para desencadenar la respuesta. Cuando los linfocitos se unen necesitan
una sefal adicional del macréfago que consiste en la produccién por parte de éste dltimo de la IL-1. El
linfocito responde mediante la secrecién de otro mediador denominado interferén (IFN-.) que lo convierte
en un macréfagos activado con capacidades reforzadas de destruccién bacteriana.

y-IFN

Los antigenos endégenos son aquellos que se forman en el interior de las células infectadas por
un virus. Pueden ser elementos constituyentes o no del virus y la célula infectada, siguiendo un meca-
nismo similar a los antigenos exdgenos, los presenta en la superficie asociados a las moléculas de MHC
de clase L. EN este caso, si un linfocito detecta el antigeno asociado al MHC-1, entiende que la célula que
lo porta estd infectada, y que, por tanto, debe ser destruida.
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Como puede desprenderse de lo anterior, el hecho de que las células defensivas (fagocitos, células
dendriticas y células B) expresen MHC-II y el resto de las células expresen MHC-I se traduce en una res-
puesta diferente y adecuada a cada situacion.

y-IFN
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Los linfocitos T, pueden subdividirse en dos poblaciones con papeles completamente diferentes. Los
linfocitos T cooperadores (Th), son aquellos que se encargan de estimular al resto de las células
defensivas. Para ello emplean un repertorio de mediadores solubles llamados linfocinas. Estas actdan
sobre los macréfagos para convertirlos en macréfagos activados como se describié anteriormente.
También estan sobre las células B para convertirlas en linfocitos B activados con capacidad de prolifera-
cién hacia las células plasmaticas y de memoria y sobre los linfocitos citotoxicos para transformarlos en
células efectoras con capacidad de agresién. Los linfocitos Th, por tanto, son la pieza clave de las res-
puestas humoral y celular. Su funcién esta determinada por la expresion de un receptor denominado CD4
que es la molécula que reconoce al MHC-II, sobre los tipos de células descritos.

La otra estirpe de células T son los linfocitos T citotéxicos (Tc). Estos son los responsables de la
inmunidad especifica de tipo celular y se caracterizan por expresar el marcador CD8, que es la molécu-
la capaz de reconocer al MHC-I en las células infectadas. Una vez reconocido el antigeno y la molécula
MHC-I, estd en condiciones de ser activada por los Th y descargar contra ella todo. su arsenal enzimati-
co lo que conducira a la muerte por apoptosis (desintegracion nuclear).

Esta actividad es denominada citotoxicidad y es la funcion efecto-
ra mas importante llevada a cabo por las células T. Todos los micro-
organismos intracelulares que afecten al animal son eliminados por
este mecanismo.

Los antigenos que disparan {a respuesta de las células T no son
fagocitados, sino que se producen en el interior de la célula infecta-
da y se expresan en la superficie asociados a MHC-1. Alli son recono-
cidos por los linfocitos T CD8+ a través de su receptor TCR. Una vez
que ha recibido el estimulo se convierte en linfoblasto que producira
mas células citotdxicas especificas y células T de memoria. Las célu-
las citotdxicas se adhieren a las células infectadas y le asestan un
“golpe mortal” al liberar el contenido de sus granulos. Entre las sus-
tancias mas importantes que se liberan esta una de la familia de las
perforinas (similar al MAC del complemento), asi como el factor de necrosis tumoral (FNT, linfotoxinas,
etc.). Ello conduce a la activacion de las fosfolipasas y endonucleasas que provocan la destruccion de las
mitocondrias, la fragmentacion del nicleo y finalmente la muerte celular.
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INMUNIDAD FRENTE A LAS INFECCIONES.

De manera muy simplificada podemos decir que la experiencia demuestra un mayor peso de la inmu-
nidad humoral en las infecciones producidas por bacterias y de la inmunidad celular en las infecciones
viricas. Este hecho lo demuestra la predisposicion al padecimiento de enfermedades bacterianas en los
sujetos con problemas en la produccién de anticuerpos y un mayor padecimiento de enfermedades viri-
cas en los sujetos con deficiencias de inmunidad celular.

En realidad hemos visto que la participacién de la cooperacion celular llevada a cabo por los linfoci-
tos Th es esencial en ambos tipos de respuesta, y que los anticuerpos representan un papel importante
en los fenémenos de citotoxicidad, por lo que la separacién de la inmunidad en humoral y celular es sélo
de caracter didactico.

De cualquier forma, vamos a repasar todo lo visto con anterioridad sobre la base del estudio de las
infecciones bacterianas normales, de las producidas por microorganismos intracelulares facultativos y de
las generadas por los virus.

A). Las infecciones bacterianas.

La defensa frente a las bacterias se realiza, en primera instancia, por medio de los mecanismos de
inmunidad innata que poseen los animales, entre los que se cabe destacar la falta de susceptibilidad
genética, la produccion de sustancias antibacterianas (p.e. lisozima) o la fagocitosis.

También se desarrolla inmunidad adquirida o especifica frente a las bacterias.
Los mecanismos mas destacados son:

» Neutralizacién de las toxinas por los anticuerpos (antitoxinas)

* Lisis bacteriana por el complemento y los anticuerpos.

« Destruccion por la fagocitosis.

Frente a las defensas instauradas las bacterias han ido desarrollando diversas estrategias de evasion
que les permitan subsistir:

» Factores que inhiben la fagocitosis (M.tuberculosis).

» Toxinas solubles contra las células defensivas (P. Haemolytica).

¢ Inhibicion de la blastogénesis de las células T (M. Mycoides).

» Pigmentos (S. Aureus).

» Sustancias que bloquean los anticuerpos (Proteina A de S. Aureus).
« Inhibicion del complemento (plasmido de E. Coli).

» Enzimas proteoliticas para las inmunoglobulinas (H. Influenzae).

» Destruccién de linfocinas (P. Aeruginosa).

» Variacion antigénica ciclica (Campylobacter fetus).

B). Parasitos intracelulares facultativos.

Ciertas bacterias, protozoos y hongos de gran importancia veterinaria pueden ser fagocitados (inge-
ridos) aunque no destruidos con eficacia. Por este motivo pueden replicarse en el interior de los fago-
citos en un ambiente completamente libre de anticuerpos. En estos casos la respuesta humoral es
relativamente ineficiente.

La actnvacnon contra ellos consiste en la activacion de los macrofagos llevada a cabo por los linfocitos
Th. Esta requiere el transcurso de unos diez dias, tras los cuales los macréfagos se transforman en
macroéfagos activados. Estas células son de mayor tamafio y poseen una intensa actividad mem-
branaria que les hace ser mas dindmicos, desarrollar gran cantidad de seudépodos y procesos de
pinocitosis. También poseen mayor movilidad, una capacidad reforzada de sintesis de mediadores
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inmunes y una mayor concentraciéon de enzimas y metabolitos de estallido respiratorio. Por ultimo,
producen metabolitos reactivos de nitrégeno que le confieren una capacidad de destruccion inespe-
cifica para su amplio rango de bacterias.

C). Inmunidad frente a los virus.

Aunque los anticuerpos y el complemento son capaces de neutralizar particulas viricas y destruir célu-
las infectadas por virus (ADCC), la inmunidad celular es mas eficiente en este tipo de situaciones.

Interferones.

Los interfereones son glucoproteinas que se producen en respuesta a las infecciones virales. Se reco-
nocen tres clases de interferones denominadas alfa, beta y gamma. Los interferones alfa y gamma se
han clonado y caracterizado en porcinos y bovinos.

Son sintetizados por células infectadas por virus y secretadas al medio. Una vez contactan con los
receptores de las células del entorno, éstas se vuelven mas resistentes a la infeccion virica. El meca-
nismo implicado en la interferencia es la inhibicion de la sintesis de ARN y de proteinas virales.

Se producen desde el inicio de la infeccion y los niveles maximos se alcanzan a las 48 horas, siendo
detectables durante 7 dias mds. Suponen la linea defensiva previa a la inmunidad especifica.

Inmunidad especifica celular.

La respuesta celular la desarrollaran los macréfagos activados y los linfocitos Tc que pueden recono-
cer las células infectadas.

Las células infectadas por virus desarrollan una serie de antigenos nuevos en su superficie. Esto
puede deberse tanto a la salida del virus por gemacién como a la produccién de proteinas (no estruc-
turales) necesarias en cualquier fase del ciclo de replicacion del virus. Algunos de estos antigenos se
transportan a la superficie de la célula asociados a MHC-I. Esta es la sefial que identifica a una célu-
la infectada y que es reconocida por los linfocitos TC.

Cuando un virus no es muy citopatico y puede crecer en el interior de los macréfagos u otras células
defensivas se pueden producir infecciones persistentes sin estimulacién del sistema inmune. Este el
caso, entre otros, de las infecciones producidos por el virus BVD

La capacidad de evadir la respuesta inmune es inversamente proporcional a la virulencia. De acuer-
do con este criterio podemos hablar de virus mal adaptados, como el de la rabia, que son muy viru-
lentos y causan una gran mortandad. Ademas, la infeccion en especies no carnivoras es completa-
mente indtil para la subsistencia del virus en la naturaleza ya que no hay posibilidades de transmision.

Otro grupo estaria compuesto por virus moderadamente adaptados (fiebre aftosa, gripe...) que no
provocan tanta mortandad y que tienen mas posibilidades de transmitirse.

Los virus bien adaptados, como el de la anemia infecciosa equina o el de Visna-Maedi, causan infec-
ciones persistentes y el sistema inmune no es capaz de eliminarlos. En estos casos la vacunacion,
ademas, suele ser ineficaz.

Un dltimo grupo lo formarian los_virus de adaptacién extrema, como los herpesvirus, que llegan a
integrar su ADN con el de la célula huésped dando formas de infeccion latente.

Estrategias de evasion.

A su vez los virus han desarrollado estrategias de evasién entre las que podemos citar:
« Generan estados de inmunodeficiencia (inmunodeficiencia felina).
« Variacion genética (virus de la influenza tipo A).

» Estimulan la produccién de anticuerpos no neutralizantes (CAEV, PPA...) No se difundan en
medio extracelular (Herpesvirus)
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+Se replican en el sistema inmune (Herpesvirus)
* Generan fenémenos de tolerancia inmunoldgica (BVD en terneras infectadas in Gtero)

e Latencia (Herpesvirus).

INMUNIDAD DEL FETO Y EL RECIEN NACIDO.

El sistema inmune del feto es inmaduro, circunstancia que puede durar hasta el segundo afio de vida.
Esto provoca que determinadas infecciones poco evidentes en la madre pueden manifestarse con grave-
dad o ser letales para el feto. Como ejemplo puede sefarlarse que la infeccién prenatal por el virus de la
IBR es normalmente mortal.

En el caso de la BVD la infeccion prenatal provoca la muerte o malformaciones. Si el virus no es muy
citopatico puede causar una infeccion persistente y las terneras recién nacidas pueden ser virémicas y
seronegativas debido a la tolerancia. Incluso la inoculacion, con vacunas vivas atenuadas, entre el dia 90
y 120 de gestacién puede provocar fenémenos teratogénicos.

La placenta de los animales de renta (de tipo sindesmocorial en las especies rumiantes y epitelioco-
rial en las cerdas) impide por completo el paso de inmunoglobulinas, procedentes de la sangre de la
madre al feto. Por este motivo, los recién nacidos dependen de la ingestion de calostro para aprovisio-
narse de anticuerpos maternales. EL calostro es rico en IgG e IgA. La capacidad de absorcién de anti-
cuerpos es maxima desde el momento del nacimiento hasta que transcurren las " primeras 6 horas.
Después declina progresivamente y es muy baja una vez transcurridas las 24 horas. Los anticuerpos
pasan a la circulacion alcanzando un titulo maximo a las 12 a 24 horas. Manteniéndose detectables
durante un periodo de unas 15 semanas.

El calostro es igualmente rico en células (hasta 1.000.000 cél/ml) de las que la mitad son linfocitos
T. Algunos de estos linfocitos pueden atravesar la luz intestina y llegar a los ganglios linfaticos mesenté-
ricos. Por este mecanismo pueden ingresar algunos virus en el animal lactante como se ha podido
demostrar en la leucosis bovina enzodtica.

CINETICA DE LOS ANTICUERPOS.

Las células B se originan en la médula dsea. Maduran en los drganos linfoides primarios como las pla-
cas de Peyer, la bolsa de Fabricio o la médula 6sea. Posteriormente migran a los drganos linfoides secun-
darios, en donde sobreviven durante varias semanas. Normalmente no circulan por la sangre.

Las células B se unen al antigeno por medio de sus inmunoglobulinas de superficie que actian como
receptores especificos. La activacion de las células B requiere de la participacién de los linfocitos Th. Este
efecto cooperados se produce en dos etapas distintas. En la primera se produce un contacto directo entre
la célula B y el linfocito Th, mediada por el antigeno unido al MHC-II. En la segunda etapa, las células T
cooperadoras (Th) liberan sustancias que estimulan a las células B activadas para que se dividan y se
diferencien. Una parte de su progenie desarrollara un reticulo endoplasmico rugoso, incrementara su
velocidad de sintesis de inmunoglobulinas y comenzara a segregarlas. Estas células se denominan célu-
las plasméticas y se encuentran en grandes cantidades en el bazo, en la médula de los ganglios linfati-
cos y en la médula dsea.

La segunda poblacion, procedente de una célula B activada, es la de células de memoria. Las células
de memoria forman una poblacién de reserva de células sensibles al antigeno, que podrén responder a
las siguientes exposiciones al antigeno. No poseen una morfologia caracteristica, sino que se asemejan
a los demas linfocitos pequefios. Se encuentran en el bazo y los ganglios linfaticos y cuando entran en
contacto con el antigeno migran a la médula ésea. En consecuencia, la médula 6sea puede ser la fuen-
te mds importante de anticuerpos durante una respuesta secundaria.
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Fases de la respuesta de anticuerpos

1. Fase de latencia, durante la cual no se detectan anticuerpos. Corresponde a la activacion, pro-
liferacion y diferenciacion de las células B hacia las células plasmaticas.

Fase de incremento logaritmico del nivel de anticuerpos.
Fase de meseta, durante la que la concentracion de anticuerpos es mas o menos estable.

Fase de descenso en la que la concentracidn de anticuerpos decrece por eliminacion o cata-
bolismo.

Esta respuesta varia dependiendo de si es el primer contacto con el antigeno o, si por el contrario, la
estimulacion antigénica es secundaria y existen células de memoria.

Nivel de .
anticuerpo

12 dosis 22 dosis

El nivel de anticuerpos en la respuesta secundaria se caracteriza por:
¢ Aparece mas rapidamente.
» Persiste durante mas tiempo.
¢ Alcanza titulo mas elevados.
« Se compone principalmente de IgG.

Estas diferencias también aparecen en las reacciones primarias y secundarias de la respuesta inmu-
ne de tipo celular, como ocurre en el rechazo de los injertos cutaneos heterdlogos.

La inmunidad pasiva en los recién nacidos depende de la absorcion de calostro en las primeras horas.
En los primeros dias de vida, por tanto, los anticuerpos circulantes del animal recién nacido tienen su ori-
gen en el calostro y su concentracion
disminuye hasta desaparecer alrededor
de las 10 semanas.

La concentracion de anticuerpos sin-
tetizados por los animales recién naci-
dos aumenta progresivamente, a medi-
da que madura su propio sistema
inmune, hasta alcanzar una concentra-
cién normal. En la practica, existe una

edad en la que el animal joven queda

Semanas | |jstivamente indefenso y que constitu-

S—— deedad | . o momento de mayor susceptibilidad

10 1!i"a a las infecciones, sobre todo a las pro-
ducidas por bacterias.

Nivel de anticuerpo

Ul-
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TECNOLOGIA ANALITICA EN SEROLOGIA

Resumen:

La medicion de las interacciones antigeno-anticuerpo con fines diagnésticos se denomina serologia.
Esta ciencia se considera imprescindible para el seguimiento y control de las enfermedades infecciosa y,
entre ellas, las enfermedades animales de declaracion obligatoria. La necesidad de conocer el estado
sanitario de los animales implica el poder disponer de métodos de laboratorio sencillos que a su vez emi-
tan resultados validos. Los métodos desarrollados se basan en un mismo principio, que es la unién de
un antigeno con su anticuerpo homdlogo. En esta ponencia se relacionan y explican las principales prue-
bas de andlisis serologico que se emplean actualmente para evaluar la respuesta inmune de un animal
frente a antigenos de las enfermedades infecciosas, tanto viricas como bacterianas. Para ello se han cla-
sificado las pruebas en orden a la funcionalidad de la unién de antigeno-anticuerpo en pruebas basadas
en la precipitacion, pruebas basadas en la aglutinacion, fijacion del complemento y pruebas inmunoen-
zimaticas.

TECNOLOGIA ANALITICA EN SEROLOGIA.

La introduccién de los procedimientos basados en las reacciones inmunoldgicas han representado un
importante avance, sobre todo en la medida de sustancias presentes en el organismo a muy bajas con-
centraciones, tales como ciertas proteinas séricas, hormonas, enzimas y otras sustancias de interés en
biologia animal y vegetal dificiles de medir empleando los métodos bioquimicos actuales. Dentro de los
procesos inmuinoldgicos, los mas tiles y practicos son aquellos que se basan en la especificidad de la
unién Ag-Ac y el seguimiento de los complejos Ag-Ac formados. Estos métodos se caracterizan por su
sensibilidad, sencillez y precision. La medicién de las interacciones antigeno-anticuerpo con fines diag-
ndsticos se denomina serologia. Las técnicas de serologia diagndstica caen en tres categorias depen-
diendo de la funcionalidad de la unién Ag-Ac.

a). - Pruebas de reaccion inmune primaria: miden directamente el enlace de antigenos y anti-
cuerpos. Se realizan combinando Ag-Ac, y después se miden las cantidades de complejos inmunitarios
que se han formado. Se utilizan radioisétopos, colorantes fluorescentes o un marcados enzimatico, para
identificar a algunos de los reactivos. Se distinguen las técnicas de radioinmunoanalisis, inmunogquimica
enzimatica e inmunofluorescencia.

b). - Pruebas de reaccion inmune secundaria: miden los resultados de la interaccion Ag-Ac in
vitro. Comprende las reacciones de aglutinacién, precipitacion y floculacion. También se incluyen las téc-
nicas en la que ponen de manifiesto la activacion de la via clasica del complemento. , lisando eritrocitos
(fijacién del complemento). Se ponen de manifiesto mediante observaciéon microscépica o visualizacién
directa.

c). - Pruebas de reacciéon inmune terciaria: miden el efecto protector real de los anticuerpos de
un animal. Requieran la manifestacion fisiologica del hecho de la unidn, tales como fagocitosis, citolisis,
neutralizacion y quimiotaxis.

A) TECNICAS BASADAS EN LA PRECIPITACION.

La precipitacién es una reaccién secundaria que se da tras la union Ag-Ac, y que puede ser visuali-
zada féacilmente. Para ello se hacen difundir los antigenos y los anticuerpos en medios liquidos o gelifi-



Consejeria de Agricultura y Pesca

cados, siendo estos ultimos los que se usan en la practica. Cuando llegan a encontrarse los antigenos
con sus correspondientes anticuerpos se unen ambos formando un inmunocomplejo que precipita, fend-
meno que es observado y analizado. A los anticuerpos que participan en este tipo de reacciones se les
denomina precipitinas.

A.1) Técnicas de Inmunodifusion en geles.

La difusion en medios gelificados es la mas usada en la practica, tanto para diferenciar anticuerpos
como antigenos. Las leyes de difusion, establecen que la distancia a la que una sustancia difunde esta
en relacion directa con su concentracion y en relacion inversa con su peso molecular. El soporte del
medio que principalmente se usa en esta técnicas es el gel de agar. Es extraido de un alga marina,
denominada Gelidium amansii. Se le adicionan sales de iones sulfato y otros iones como Na*, K+,
Ca,* y Mg,*, que son las que ayudan a la gelificacion. Los geles se preparan disolviendo el polimero
seco en agua a ebulliciéon y enfriando posteriormente a temperatura ambiente. El agar es un mate-
rial ideal para técnicas de electrofoeresis en gel asi como para inmunoelectroforesis e inmunodifusion.
Dependiendo de la proporcién de agar que se utilice, asi sera el tamafio del poro que obtengamos.

Se han descrito técnicas cualitativas y cuantitativas basadas en este principio:
a.- Difusién simple monodimensional
b.- Doble difusion monodimensional.
c.- Doble difusién bidimensional.
d.- Difusion radial.

a.~ Método de difusion simple monodimensional.

Método conocido como la tactica de Oudin simple, por ser este el autor que la describié con
detalle en 1946. Consiste en hacer difundir una solucién antigénica a través de un agar en el
que se encuentra mezclado un determinado anticuerpo, o bien al contrario.

Se introduce en un tubo agar fundido mezclado con un volumen igual del antigeno para ana-
lizar. Producida la solidificacién se afiade la solucion que contiene los anticuerpos, que en nues-
tro caso sera un suero problema. Por difusion a través del gel, el antigeno va penetrando cre-
ando un gradiente de concentracion. En la interfase gel-liquido no se forman precipitados,
dada la alta concentracion de anticuerpos, pero aparecen en forma de bandas cuando la con-
centracién del anticuerpo que ha difundido es la éptima. El nimero de bandas de precipitacion
nos indica la cantidad minima de sistemas reaccionantes, aunque dependera de las concen-
traciones de los reactivos.

b.- Método de difusién simple bidimensional.

También se efectia en tubo, colocado en la parte inferior un volumen de agar fundido mez-
clado con partes iguales de antigeno. Producida la gelificacion, se agrega agar disuelto en solu-
cién salina. Después de la solidificacion se cubre todo con un volumen de agar mezclado con
igual volumen de suero problema. Antigenos y anticuerpos migraran hacia la zona media, y
cuando los que son equivalentes se encuentren interaccionaran, desencadenandose la precipi-
tacién cuando las concentraciones son Optimas. Si las cantidades de antigenos y de anticuer-
pos anadidas son las que corresponden a la zona de equivalencia, la precipitacién se produci-
ra en la parte central de la zona de reaccidn y las bandas seran nitidas y estables. Sin embargo,
las bandas estaran desplazadas hacia los extremos y en parte se disolveran cuando dichas con-
diciones no se cumplan.

c.- Méto e difusion doble bidimensional:

Este método fue desarrollado simultaneamente pro Quchterlony (1949) y Elk (1948). Consiste
en enfrentar en pequefias perforaciones efectuadas en al agar gelificado sobre una placa, y a
distancias convenientes, las soluciones de antigeno y anticuerpos. Para ello se dispone de una
placa en la que afadimos un gel de agar y practicamos pocillos en los que se introducen la
solucion antigénica y pocillos para la solucién que contiene anticuerpos (suero problema). Los
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anticuerpos y los antigenos difunden a través del gel hasta que se encuentran, formando una
linea opaca de precipitacion en la region donde se encuentran en proporciones dptimas. Los
pocillos se pueden hacer en circulo alrededor de un pocillo central, en triangulos, en cuadra-
dos 0 a lo largo de un pocillo en canal.

Esta técnica permite diferencias las distintas sustancias segln la forma de reaccionar de las
lineas de precipitacién de dos ovarios sistemas, Asi mismo, también pueden aparecer bandas
inespecificas que deben de ser descartadas de las especificas por el mismo principio. Para la
deteccion de anticuerpos frente a un antigeno determinado se emplea una solucidn antigéni-
ca valorada y un suero control positivo.

Originalmente Quchterlony describié tres tipos de reacciones denominadas: de identidad, no
identidad o identidad parcial Con el suero puesto en el pocillo a, el suero control positivo en el
pocillo by el antigeno colocado en el pocillo ¢ pueden darse las siguientes reacciones:

Si se observa que las lineas de precipitacién del suero problema y el suero control se unen y
fusionan, indica que, efectivamente, en los pocillos a y b se encuentra el mismo anticuerpo
(reaccion de identidad).

Cuando la linea del pocillo a cruza la linea del pocillo b, indica que en el pocillo a hay anti-
cuerpos especificos frente al antigeno y otros no especificos aunque similares (reacciones de
identidad parcial).

Si las lineas de los pocillos a y b se cruzan pero no se unen, la linea formada en el pocillo a
no es especifica. (Reacciones de no identidad).

En los métodos donde parametros estan bien definidos (distancia entre pocillos, concentracion
de antigenos) la especificidad de la técnica es muy alta (podriamos hablar del 100%) pero la
sensibilidad es baja. Otro inconveniente de este método es que resulta laborioso manejar
muchas muestras a la vez. Para el diagndstico de Leucosis Enzética Bovina, ésta técnica es ofi-
cial, aunque no se usa en la practica al ser sustituida por el ELISA.

d.- Método de difusién radial.

Es una técnica que resulta menos Util desde el punto de vista cualitativo que cuantitativo, ya
que la doble difusién de Ouchyterlony aporta mayor informacion en ese sentido. Fue descrita
por primera vez por Petrie (1932) con el propdsito de ser cualitativa, y posteriormente Mancini
la desarroll6 con propédsitos cuantitativos. Esta técnica ha sido empleada durante afios para
diferenciar anticuerpos vacunales de lo de campo de infecciones por Brucella abortus en bovi-
nos, y es la que vamos a explicar:

Las especies de B. Abortus y B. Mellitensis, poseen dos componentes principales a nivel anti-
génico. Uno de ellos, el LPS-S, es un complejo proteina-lipoposacarido con actividad endotdxi-
ca responsable de la especificidad hacia aglutindégenos de superficie lisa (o sea, capaz de aglu-
tinar cepas de Brucella de superficie lisa) y principal componente antigénico de las especies de
Brucella. El otro, el poli-B, es un polisacarido que carece de actividad endotdxica y no juega
un papel muy importante en los test de aglutinacién. Este antigeno es el que se emplea en
esta prueba. Debido a este hecho, la vacunacién con B-19 (vacunas oficiales anteriormente
permitidas) en terneras menores de 6 meses rara vez induce anticuerpos (tipo precipitinas)
frente al poli-B.

La técnica consiste en detectar un anillo de precipitacion que se produce cuando se da la unién
Ag-Ac especifica en un gel de agar que contiene el antigeno sobre una muestra de suero con
anticuerpos especificos. En la preparacion de la placa de agar se afiade un volumen igual de
solucion antigénica previo a la fusion de aquella. Una vez producida la solidificacion, se prac-
tican orificios en la placa en forma lineal y en cada uno de ellos se colocan los sueros proble-
ma en los que se quieren buscar los anticuerpos especificos. En uno de los pocillo debemos
incluir un suero control positivo y en otro un suero control negativo, para comprobar la correc-
ta realizacion de la técnica. Cuando los sueros son positivos, aparecera un halo o anillo de pre-
cipitacion alrededor del pocillo. Cuando la muestra no posee anticuerpos frente a Brucella o
pertenece a un animal vacunado, no se observara ningln halo de precipitacion.
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La especificidad de esta técnica en la deteccion de bovinos vacunados estd sobre el 90%. En
casos mas desfavorables, cuando se vacunan animales adultos, se ha encontrado que su espe-
cificidad esta sobre el 80%.

A.2) Condiciones 6ptimas de precipitacion y aglutinacion.

La precipitacion y la aglutinacion de los complejos Ag-Ac se produce porque estos son hidréfobos. Sin
embargo, estas reacciones pueden no observarse siempre que se mezclan las mismas clases de anti-
genos y de anticuerpos. Aunque siempre se produzca la unién sélo se hace visible si la proporcién
entre ambos es la correcta, no observandose si se hayan presentes demasiados antigenos o anti-
cuerpos. Si hacemos una serie de diluciones del antigeno y afiadimos a cada una la misma cantidad
de anticuerpos, se forman diferentes cantidades de precipitados en el medio, de manera que puede
dibujarse una curva de precipitacién. En el punto en que se produce la maxima precipitacién es donde
el antigeno y el anticuerpo se encuentran en proporciones dptimas.

Para la explicacién de este fendmeno hay que tener presente que los anticuerpos tienen dos lugares
de unién con los determinantes antigénicos de un antigeno, mientras que los antigenos deben tener
muchos determinantes o epitopos en su superficie. Cuando se une un anticuerpo a un antigeno se
produce la unién primaria, formandose un complejo soluble que no precipita. Las particulas antigéni-
cas, o incluso éstas totalmente recubiertas de anticuerpos, son demasiado pequefios y permanecen
en suspension. En condiciones dptimas los complejos Ag-Ac se unen a otros complejos Ag-Ac a tra-
vés de puentes de unién trazados por anticuerpos, llegando a formar una trama de particulas. La for-
macién de tramas o redes de antigenos unidos a anticuerpos y a su vez entrelazados con otros com-
plejos Ag-Ac si que resultan insolubles y precipitan. Cuando se haya presente un exceso de
anticuerpos, la superficie de cada particula de antigeno llega a recubrirse de tantas moléculas de Ig
que no quedan determinantes libres para que otras Ig puedan unirse a otros complejos. Cuando es
el antigeno el que se haya presente en exceso, la precipitacion se inhibe porque cada lugar de unidn
de la Ig se une a un solo hapteno y no deja sitio libre para la unién de otros complejos Ag-Ac.

El fenémeno de la floculacién aparece sélo en algunos casos y se caracteriza porque no se forman
precipitados hasta que la cantidad de antigeno afiadido no excede de ciertos limites, cosa que no ocu-
rre en la precipitacién. En la floculacién los complejos formados solo se agregan y sedimentan en un
rango muy estrecho de la relacion Ag-Ac.

B) TECNICAS BASADAS EN LA AGLUTINACION.

Las reacciones de aglutinacion consisten en la agregacion de particulas tales como células o material
sintético. Los anticuerpos que intervienen en estas reacciones son llamados aglutininas. La reaccion tiene
lugar en la superficie de eritrocitos, bacterias o grandes particulas, donde los determinantes antigénicos
ubicados en sus superficies quedan de esta manera expuestos a los anticuerpos. La utilidad de este sim-
ple procedimiento, mezclar particulas antigénicas con anticuerpos, dio origen a la era del serodiagndsti-
co en microbiologia, adelanto el papel de los microorganismos en la causa de las enfermedades, y llevd
al descubrimiento de los grupos sanguineos ABO.

Bordet propuso que la aglutinacion tiene lugar en dos fases: Combinacién especifica de antigenos y
anticuerpos y agregacién visible de particulas Ambas fases estan medidas por la atraccion especifica
entre antigenos y anticuerpos. Particulas tales como eritrocitos y bacterias, estando en suspension, por-
tan ligeras cargas negativas y se repelen unas a otras de modo, que el potencial de superficie es tal que
la unién cruzada especifica de los antigenos de superficie de las particulas cubiertas por anticuerpos y
formando puentes de Ig, se ve impedida. La falta de aglutinacién se llama “aglutinacién incompleta”.
Reduciendo la fuerza idnica relativa del medio mediante proteinas o solutos inorganicos (modificacion del
pH), se reduce la distancia entre particulas, permitiendo la formacién de puentes entre los anticuerpos
con la aparicion de una red de complejos Ag-Ac.

Aunque la carga es importante para completar la aglutinacién, es evidente que otros factores tienen
su incidencia en la aglutinacién de particulas por anticuerpos. La viscosidad del medio también parece
ser de importancia para completar la aglutinacion, puesto que el agregado de moléculas como el dex-
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trano aumenta significativamente la aglutinacion. Son las IgM las que generalmente provocan la agre-
gacion en el medio de particulas de antigeno, en tanto que las IgG por si mismas pueden hacer fraca-
sar una aglutinacién completa. Se dice que la IgM es 750 veces mas eficiente que la IgG en las reaccio-
nes de aglutinacién.

Las técnicas de aglutinacion pueden ser cualitativas o cuantitativas. : las primeras detectan e identi-
fican mientras que las segundas ademas miden la cantidad de anticuerpos.

B.1) Pruebas de aglutinacién cualitativas:

Dentro de las tecnicas cualitativas hay dos que estan autorizadas de forma oficial para la deteccion
de anticuerpos en brucelosis: la prueba del anillo en leche y la prueba del antigeno brucelar tampo-
nado.

1. Prueba del anillo o ring test.

Es una prueba de aglutinacién realizada en leche para determinar la infeccién por Bruecella abortus
en el ganado vacuno. Se emplea como antigeno una suspension de una cepa lisa de la Brucella abor-
tus (células enteras) coloreadas con hematoxilina o tetrazolin. Para ello se mezcla una cantidad deter-
minada de leche con otra de solucidn antigénica, se mezcla y se incuba 45-60 minutos a 37°C. Una
vez sacado de la estufa se esperan 15 minutos y se realiza la lectura de la prueba.

Si se hallan presentes anticuerpos frente a la B. Abortus, se aglutinan los gérmenes tefiidos y son ele-
vados en el tubo con los glébulos grasos, formando un anillo azul en la capa inferior de la capa de
nata que esta por encima de la leche. La interpretacion de la prueba es:

Reaccion negativa: leche coloreada, crema incolora.
Reaccion positiva: leche y crema coloreadas de forma idéntica o leche incolora y crema coloreada.

Esta reaccién es muy sensible y puede emplearse sobre muestras conjuntas de leche. La vacunacion
con vacuna viva B19, hace que el animal sea positivo a esta prueba durante un periodo de 2 0 mas
afos en ganado adulto, aunque en menor medida en terneros. Se recomienda el uso de esta técni-
ca en rebafios, pudiendo detectar el 88% de los rebafios infectados. No se recomienda para su uso
como técnica de diagnéstico individual, debido a que existen animales infectados que son negativos
a la prueba (falsos negativos). Sin embargo, y aunque se trate de casos raros, hay que tener pre-
sente la existencia de animales con infecciones localizadas en la ubre en los que en su suero no pue-
den ser detectados anticuerpos. Estos animales eliminan Brucellas por la leche y en ellos la deteccion
de anticuerpos sobre muestras de leche en determinados si estd recomendada.

2. Prueba del antigeno tamponado de Brucella.

Es la técnica que se utiliza como screening o de criba para la deteccién de anticuerpos frente a la
Brucella debido a su sencillez y alta sensibilidad. Los anticuerpos aglutinan inespecificamente deter-
minadas suspensiones bacterianas. Esta actividad aglutinante inespecifica de la Ig desaparece a pH
muy acido, mientras que se mantiene la capacidad aglutinante de los anticuerpos especificos. La
prueba desarrollada por el Dr. D. Pietz, denominada del Rosa de Bengala, se basa en este principio.
En ella se emplea una suspension de Brucella en tamp6n lactato a pH 3,6 tefiida con el colorante Rosa
de Bengala. La prueba ha sido evaluada por diversos autores que han demostrado que es la mas sen-
sible en bovino (menos sensible en ovino y caprino), pero también la que menos capacidad tiene para
diferenciar animales infectados de vacunados. La prueba del Rosa de Bengala esta descrita como téc-
nica oficial en el Real Decreto 2611/1966, por el que se regulan los programas nacionales de erradi-
cacién de enfermedades de los animales y a su vez como “prueba prescrita” por la O.1.E. El método
descrito en la normativa es el realizado sobre una placa de vidrio.

Actualmente y de forma oficial, la fabricacién del antigeno se realiza a partir de la cepa nimero 99
de Weybridge, la cepa USDA 1119 u otra de sensibilidad equivalente, siempre que sea suficiente-
mente testado con una bateria de sueros negativos y positivos.

La prueba descrita de forma oficial es la manual, que se realiza en placas de vidrio. Su realizacion es
sencilla cuando se manejan pocas muestras, pero engorrosa cuando se maneja cientos o miles de
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sueros y es de interpretacién subjetiva en reacciones de baja intensidad. Consiste en poner una gota
(0,03 ml) de antigeno y otra gota de suero problema sobre una placa blanca. Se agita la placa con
movimientos alternativos de delante hacia atras (alrededor de 10 movimientos por minuto) durante
4 minutos. La lectura debe efectuarse con buena luz y se interpreta como positiva cuando se produ-
ce una aglutinacién (aparecen unos punteados que pueden llegar a ser grumos), comprobando que
no se produce un secado excesivo en los bordes de la mezcla.

La normativa admite el uso de un método automatico siempre que sea de igual sensibilidad que el
del método manual. El método que se emplea en los Laboratorios de Sanidad Animal es el recomen-
dado por el Laboratorio Nacional de Referencia de Brucelosis en Animales (Laboratorio de Sanidad y
Produccién Animal de Santa Fe, y que el denominado método de la microtitulacién por realizarse en
placas de plastico de microtitulacion, llamandose por tanto al realizado en placa de vidrio método de
microtitulacion.

Para ello primero se prepara la solucién antigénica mezclando 2 partes de antigeno Rosa de Bengala
con una parte de tampdn lactato en solucion salina fenolada y a pH 3,6. Se adicionan 75ml del suero
problema en las placas de microtitulacién de fondo en V, y luego 25ml de antigeno coloreado con rosa
de bengala (a una proporcion 2/3). Se agitan 1-2 minutos en un agitador de placas. Se incuban en
estufa a 37°C durante 8 minutos en un agitador orbital (o helicoidal). Seguidamente se centrifugan
las placas durante 5 minutos entre 200-300 r.p.m. y se lee en un lector.

La aparicion de un resultado positivo reflejara un boton de aglutinacién neto con sobrenadante claro
(positivo fuerte) o rosaceo (positivo débil). El suero negativo refleja un contenido homogéneo. El uso
de la técnica de microtitulacién permite el manejo de gran nimero de sueros de forma simultanea y
facil, dada la gran capacidad de las placas y su sencillo manejo. Ademas, existen en el mercado
numerosos instrumentos que ayudan al manejo de las muestras y las placas que los contienen: pipe-
tas automaticas, sistemas dispensadores, agitadores para placas.

Esta técnica tiene una gran sensibilidad y especificidad. Dado que la interpretacion de los resultado
de la técnica puede llegar a ser subjetiva, sobre todo cuando se procesan gran cantidad de muestras,
los resultados positivos deben confirmarse con otra técnica mas compleja, de alta sensibilidad y espe-
cificidad, y de lectura mas objetiva. En el caso de la Brucelosis se emplea la técnica de la Fijacién del
Complemento como técnica de confirmacion.

B.2) Pruebas de aglutinaciéon cuantitativas:

En brucelosis, la prueba oficial cuantitativa que se emplea es la seroaglutinacion lenta en tubo.
Existen también otras técnicas cuantitativas en placa. La unidad de medida empleada es el titulo aglu-
tinante, que se define como la mayor dilucién de suero que aglutina a un antigeno dado.

1. Seroaglutinacién lenta en tubo (SAT).

Es una prueba oficial para la Brucelosis bovina. Hoy en dia esta prueba no se utiliza debido a que es
poco sensible, particularmente en los casos crénicos. La técnica consiste en hacer diluciones de suero
problema con solucién salina en unos tubos. Después se le afiade a cada tubo la misma cantidad del
antigeno. Se homogeneiza e incuba a 37°C durante 24 horas, al cabo de las cuales se hace la lectu-
ra.

Todo antigeno empleado en una reaccion de aglutinacion debe titularse frente a un suero estandar
internacional anti-B. Abortus. De hecho, los resultados se expresan en unidades internacionales. La
conversion se realiza utilizando una tabla en la que se relaciona la dilucién en la que aparece la aglu-
tinacién, asi como el grado de aglutinacién observando en ésta, con una cifra que corresponde a las
unidades internacionales por mililitro. Los animales con <= 30 UI/ml son negativos, entre 30-80
UI/ml sospechosos y >=80UI/ml son considerados positivos.

B.3) Causas de error en las técnicas de aglutinacion.

La principal desventaja del fendmeno es que la reaccién es semicuantitativa. Realizando la aglutina-
cién en condiciones estandarizadas, se dice que los resultados cuantitativos son precisos incluso si
existe una diferencia de hasta 4 titulos de aglutinacion entre ellos. No obstante tiene sus ventajas y
es que es una reaccién simple y tiene elevada sensibilidad.
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La aparicién de anticuerpos bloqueantes en la Brucelosis puede desembocar en un fenémeno prozo-
na o de zona. En estos casos se produce la reaccién Ag-Ac pero no se verifica la aglutinacion, dando
lugar a falsas reacciones negativas. Para algunos autores se tratan de anticuerpos que debido a su
tamafio y forma son incapaces de unirse a otros complejos Ag-Ac y forma una trama; se trataria de
los llamados anticuerpos incompletos. Otros defienden que en determinados sueros hay presencia de
anticuerpos no aglutinantes por ser predominantes los del tipo IgG. En Brucelosis las IgG poseen
mayor afinidad por las Brucellas que las IgM, y en el caso de una baja proporcién de éstas Ultimas
llevaria a una falta de aglutinacion con la consecuente emisién de un falso resultado negativo. Esto
puede suceder en el caso de las Brucelosis crénicas, donde pueden existir grandes cantidades de IgG
y pequefias de IgM. Para detectarlos podemos diluir los sueros, ya que asi estos anticuerpos no inter-
fieren en la interpretacion de la prueba de aglutinacion al tener las Ig mas oportunidades de unirse
a los antigenos y verificar asi la aglutinacion.

El Test de Commbs, puede emplearse para determinar anticuerpos bloqueantes, aunque fundamen-
talmente se emplea para determinar los grupos sanguineos ABO en humanos. Para ello es necesario
disponer de un antisuero especifico contra la inmunoglobulina de la especie animal que se estudie.
El método consiste en mezclar el antigeno con diluciones del suero que contiene los anticuerpos blo-
queantes e incubar las mezclas a 37°C durante una hora. La ausencia de aglutinacion no quiere indi-
car que no existan uniones entre antigenos y sus anticuerpos homdlogos, sino que ésta no se evi-
dencia hasta que se adiciona el antisuero que contiene anticuerpos antihomoélogos, sino que ésta no
se evidencia hasta que no se adiciona el antisuero que contiene anticuerpos y que producira agluti-
nacion en el caso de la presencia de uniones Ag-Ac con anticuerpos incompletos.

En estas técnicas se hace presente también el fenémeno de equivalencia en la proporcién de antige-
no y anticuerpo, al igual que en las técnicas de precipitacion.

C) FIJACION DEL COMPLEMENTO.

Durante un largo periodo de la “era serolégica”, el ensayo de fijacion del complemento (FC) fue con-
siderado el “emperador” del serodiagndstico, debido en gran parte a que hizo posible por rutina un grado
de sensibilidad no comdnmente logrado por otros métodos. En algunas areas fue considerada como la
prueba de referencia con la cual se compararon otros métodos. Hoy, pese al desarrollo de recientes téc-
nicas de mayor sensibilidad, es todavia un arma importante en el arsenal del serodiagnéstico para el
estudio de virus, bacterias y hongos.

C.1) Sistema del complemento.

El término complemento engloba, al menos, veinte sustancias proteicas, nueve de las cuales actdan
en un determinado orden. Estas fracciones se representan por C’, acompafadas de un subindice con
numeracion desde el 1 al 9, de acuerdo con el orden de su descubrimiento, (c1, C2, C3, C4. ...C9).
Cada una de estas fracciones corresponde a una proteina, a excepcion de C1, que esta formada por
un complejo de tres proteinas: Clq, Clr, Cl1s. Cuando se produce la activacion del complemento se
ponen en marcha una serie de reacciones, en forma de cascada, de modo que a partir de cada una
de ellas se genera un producto activo que ademas de influir en que la reaccién prosiga, puede tener
diferentes acciones bioldgicas importantes en la defensa del organismo.

Las proteinas del complemento representan al menos un 15% de la fraccién globulinica del plasma.
El conjunto del sistema es termolabil y carece de especificidad inmunoldgica, es decir, actia de mane-
ra inespecifica y no aumenta en el suero tras la inmunizacién.

La activacion del sistema del complemento puede iniciarse mediante dos vias: la clasica y la alter-
nativa.

- Via clasica de activacion del complemento: se puede producir por complejos Ag-Ac, en
que los anticuerpos participantes sean de la clase IgM o IgG. También se activa debida a agre-
gados de inmunoglobulinas, ADN y proteina C reactiva (liberada en procesos inflamatorios y
por ciertas membranas celulares). La activacién se produce por una actuacion directa sobre la
C1, de estos elementos o por la via alterna.
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- Via alternativa de activacion del complemento (o aceleradora properdinica, porque
actua la properdina): se puede producir por lipopolisacraridos vegetales o animales (presentes
también en la membrana de ciertas bacterias o productos de destruccién tisular), ciertos fac-
tores del veneno de la cobra, algunas enzimas y la IgG, IgA e IgE.

Caracteristicas de la accion del complemento:
1. - Puede llevar a cabo su accion defensiva sin la accion de los anticuerpos.

2. - Una vez producida la activacién, toda una serie de reacciones subsiguientes se llevan a
cabo por un proceso multiplicador, de tal forma que son muchas las moléculas con actividad
biolégica que aparecen en el curso de las reacciones del complemento.

3. - La accidén de estas moléculas puede ser local o a distancia.
4. - Tiene un importante papel en la induccién de la inflamacién local.

5. - Interviene en la modulacion de la respuesta inmunoldgica a través de su interaccién con
los complejos Ag-Ac y los receptores de membrana.

Acciones del complemento:

1. - Accion citolitica: Tras la activacion de C” éste puede adosarse a la membrana de las célu-
las produciendo su Lisis. Este mecanismo produce la Lisis de gran nimero de bacterias
(Salmonella, Shigella, Vibrio...) y también de células neoplasicas libres. El C* también puede
intervenir por este mecanismo en reacciones de autoinmunidad e hipersensibilidad, destru-
yendo o lesionando tejidos propios.

2. - Accidn facilitadora de la fagocitosis: los macrofagos y polimorfonucleares neutréfilos pose-
en en su membrana receptores capaces de unir la molécula C3b resultante de la activacion del
complemento. Cuando estas moléculas se unen a los antigenos, fendmeno que se conoce con
el nombre de opsonizacién, se produce la fagocitosis de los mismos por los macrofagos.

3. - Accidn quimiotdxica: Determinadas fracciones del complemento poseen una potente
accién quimiotdxica, que consiste en atraer al lugar donde se estd produciendo la reaccién,
tanto a macréfagos como a polimorfonucleares. Esta accién es importante en focos de infec-
Cién y en tumores.

4. - Accion anafilotoxica: A partir de C3 y C5 pueden obtenerse sustancias llamadas anafiloto-
xinas, cuya accién consiste en una potente actuacion sobre las células cebadas que activan,
produciéndose en consecuencia la liberacion de la histamina y otras sustancias vasoactivas que
incrementan la permeabilidad capilar, facilitando de esta forma la afluencia de elementos celu-
lares. Ademas, producen contraccion de fibras musculares lisas. Todo este fenémeno se corres-
ponde con el desarrollo de un proceso inflamatorio local.

C.2) Realizacidn de la técnica.

Esta técnica esta descrita como oficial en el desarrollo del Programa Nacional de erradicacion de
Brucelosis bovina, ovina y caprina y de la Perineumonia Contagiosa Bovina en Espafia. Permite detec-
tar anticuerpos frente a la Brucelosis en muestras de suero sanguineo asi como indicar la titulacién
del mismo, este es, cuantificarlos. Es una prueba de alta sensibilidad y especificidad y se utiliza como
técnica de conformacidn en Brucelosis para aquellos sueros que resultan positivos a la prueba de
screening (criba) de aglutinacion con antigeno coloreado con rosa de bengala.

En la fijacién del complemento tenemos dos sistemas a considerar:
1.-).sistema especifico de la reaccion: suero problema+antigeno+complemento.
2.-) sistema inespecifico o revelador: Hematies de carnero y antihematies de carnero.

Los anticuerpos IgG e IgM, reaccionan con la suspensién antigénica. Tras afiadir complemento con
una titulacion conocida, éste se fijara a los complejos Ag-Ac en mayor o menor medida dependiendo
de la cantidad de anticuerpos especificos. Para visualizar la reaccion se le afiade al sistema anterior
una cantidad conocida de mezcla hemolitica (hematies de carnero unidos a antihematies de carne-
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ro). Si ha quedado complemento libre sin fijar en la primera fase por no haber anticuerpos especifi-
cos, se unira a la mezcla hemolitica lisando los hematies. Por lo contrario, la ausencia de hemélisis
indicara la existencia de IgM o IgG especificos.

La FC no sirve para diferenciar animales infectados de vacunados recientemente. Sin embargo, esta
reaccién posee un gran valor como prueba de confirmacion, incluso en animales vacunados, siempre
que hayan sido vacunados entre los 3 a 6 meses de edad y que hayan pasado mas de 6 meses desde
la vacunacién.

1.- Reactivos necesarios.

a) Tampdn veronal calcio-magnesio.

b) Complemento de cobaya.

¢) Hematies de carnero

d) Suero hemolitico

€) Antigeno de reaccion de fijacion de complemento
f) Sueros negativos y positivos de titulo conocido.

a) El tampdn veronal se emplea para diluir sueros y reactivos en reacciones de fijacion de comple-
mento. Permite mantener unas condiciones precisas de pH (7,2) y la presencia de iones Ca++ y
Mg++ que refuerzan la actividad del complemento. También hace disminuir la presencia de sueros
anticomplementarios.

b) El complemento se obtiene de suero de cobaya. El suero de este animal lo emplearemos como
fuente de complemento en la técnica de FC.

Es imprescindible conocer una serie de caracteristicas del complemento para después poder mane-
jarlo de forma adecuada; es extraordinariamente termolabil: a 56°C durante 30 minutos se inactiva,
fuera del organismo es perecedero en el tiempo: a los 4-5 dias se inactiva y que es muy sensible a
la luz. El complemento debe valorarse antes de su utilizacion en FC a fin de utilizar la proporcién ade-
cuada con respecto a su poder.

) Los hematies de carnero se obtienen por puncion en la yugular de un carnero joven. Se utiliza para
ello bolsas de extraccion de sangre con anticoagulantes (las utilizadas en humana). Los hematies per-
manecen en las bolsas conservadas en camara de frio durante un mes aproximadamente hasta el
momento de su uso.

d) El suero hemolitico o hemolisina es un suero antihematies de cordero. Normalmente se utiliza un
suero comercial titulado procedente de conejos inmunizados frente a los hematies de cordero. Se uti-
liza una determinada cantidad en cada técnica, medida en unidades hemoliticas. Debemos utilizar una
hemolisina valorada.

e) El antigeno y los sueros de control son suministrados por el Laboratorio de Referencia ya titulados
y preparados para su uso. Se emplean extractos enriquecidos con LPS-S.

2.~ Desarrollo de la prueba:

Una vez separados los sueros en las placas debemos inactivar el complemento que contienen. Para ello
aprovechamos la sensibilidad al calor del C*, con lo que procederemos a calentar los sueros durante
32 minutos a una temperatura de 56°C en sueros bovinos y a 58-59°C en los ovinos y caprinos.

La prueba se realiza sobre las placas de microtitulacion con fondo en U, echando primero los sueros
problema en los primeros pocillos de cada columna y después realizamos diluciones dobles. En cada
pocillo debemos afadir luego el antigeno y el complemento. Posteriormente se cubre la placa y se
incuba en estufa (37°C, 32 minutos). Tras la primera incubacién afiadimos el sistema hemolitico a
cada pocillo y volvemos a incubar, tras lo cual centrifugamos a 300 r.p.m. durante 5 minutos. La lec-
tura de las placas es el paso final y nos indicara la titulacién de cada suero. :

El titulo del suero serd la dilucién mas alta del mismo que siga fijando el complemento. El grado de
hemdlisis se determinara por un sistema de cruces:
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(++++) equivalente a un 0% de hemdlisis (+++) equivalente a un 25% de hemolisis.
(++) equivalente a un 50% de hemolisis. (+) equivalente a un 75% de hemolisis.

El titulo de fijacién de complemento se espesara en unidades U.E., por mililitro. La conversién de los
titulos FC se hara segtin una tabla, dando un valor para cada dilucién y grado de hemolisis observa-
do.

En cada ensayo que hagamos debemaos realizar los siguientes controles en pocillos independientes:

» Control del poder anticomplementario del suero: no se adiciona antigeno. Debe reflejar un
100% de hemolisis.

e Control de la mezcla hemolitica: no se adiciona suero, ni antigeno ni complemento. Debe
reflejar un 0% de hemolisis.

e Control del antigeno: no se adiciona suero. Debe reflejar un 100% de hemdlisis.

» Control del complemento: no se adiciona ni suero ni antigeno. Debe reflejar un 100% de
hemdlisis.

» Andlisis a un suero control positivo y a un suero control negativo: los titulos del ensayo han
de coincidir con los titulos previamente determinados.

3.- Causas de error en la interpretacién de resultados:

Fenémeno de zona: ocurre en raras ocasiones. Se observa que los sueros no fijan el complemento a
bajas diluciones pero si a altas diluciones, lo contrario de lo que deberia suceder. Se da en sueros
muy positivos.

Poder anticomplementario del suero (PAS): Son sueros que poseen la capacidad de fijar el comple-
mento sin que se produzca una unién Ag-Ac. Se desconocen las causas que lo provoca. No se puede
realizar una interpretacion del titulo de FC porque no podemos distinguir si el complemento fijado es
debido sélo a que el suero posee esa capacidad 0 a que ademas posee anticuerpos anti-Brucella.

D) TECNICAS INMUNOENZIMATICAS.

Las técnicas inmunoenzimaticas estan basadas en dos importantes hechos biolGgicos:

1. - el extraordinario poder de discriminacién de los anticuerpos, basado en la habilidad del sistema
inmune de los vertebrados de producir variedades ilimitadas de anticuerpos, cada una de las cuales
con una afinidad por un determinado componente extrafio (antigeno).

2. - El extremado poder catalitico y especifico de las enzimas, los cuales pueden ser detectados con
gran facilidad.

Los enzimoinmunoensayos consisten pues en dos estrategias: las reacciones entre dos inmunorreac-
tivos (anticuerpo frente a su correspondiente antigeno) y la deteccidn de la reaccién usando enzimas,
marcando a los reactivos como indicadores. Gran cantidad de marcadores han sido empleados, como los
marcadores radiactivos (radioinmunoensayo: RIA), marcadores fluorescentes, metales, radicales libres,
latex y bacteriéfagos. Las ventajas del uso de los ensayos inmunoenzimaticas son las siguientes:

— se consigue una muy alta sensibilidad, detectabilidad y especificidad.

— el equipo requerido es relativamente barato.

— los ensayos pueden ser muy rapidos y simples

— la reproducibilidad es alta y la evaluacion es objetiva.

— no hay riesgo de irradiaciones

— los reactivos son relativamente baratos y generalmente con largo periodo de conservacion.
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— la versatilidad de los ensayos puede ser significativamente incrementa por la gran variedad
de propiedades especificas de las enzimas.

— pueden aprovecharse las ventajas de los anticuerpos monoclonales.

- la posibilidad de automatizacion de los métodos, pudiendo analizar gran cantidad de mues-
tras facilmente.

D.1) E.L.I.S.A.
1.- Antecedentes histdricos del ensayo inmunoenzimatico:

Las técnicas inmunoenzimaticas fueron desarrolladas en la mitad de la década de los sesenta a par-
tir de los trabajos de Avrameas y Uriel (1966) que marcaron los antigenos y anticuerpos con enzimas
para su uso en técnicas serolégicas convencionales. Nakane y Pierce (1966 y 1967) y Avrameas y
Wicher (1966) marcaron anticuerpos con enzimas con el fin de localizar antigenos virales en cortes
histolégicos. En 1969, Avrameas, puso a punto la utilizacién del glutaraldehido como agente puente
para marcar proteinas con enzimas. Engvall y Perimann (1971 y 1972) describieron el denominado
ELISA (Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay) para titular inmunoglobulinas. Utilizaron tubos de
poliestireno como inmunoadsorbente (fase sélida) e indicaron que el método poseia una sensibilidad
comparable al radioinmunoensayo. En las mismas fechas, Van Weemen y Schuurs (1971,1972) utili-
zaron conjugados antigeno-enzima y hapteno-enzima en ensayos seroldgicos. Voller y cols. (1974)
pusieron a punto la realizacion del método en microplacas de poliestireno y sugirieron su uso para
titular anticuerpos inducidos por enfermedades infecciosas, como la malaria. En 1975, Ruitenberg,
Steerenberg y Brosi aplicaron por primera vez el método ELISA en patologia animal para la deteccion
de anticuerpos especificos en Trichinella spiralis. El desarrollo de los métodos de produccion de anti-
cuerpos monoclonales (Kohler y Milstein, 1975) aumento la posibilidad de una mayor estandarizacion
de los ensayos mejorando la especificidad y sensibilidad.

2.- Fundamento.

El ensayo inmunoenzimatico ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una
enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunoldgica como enzima-
tica. Al estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpos) marcado con una enzima y el otro
insolubilizado sobre un soporte, el complejo Ag-Ac quedard inmovilizado y, por tanto, podra ser facil-
mente revelado mediante la adicién de un sustrajo especifico que, al actuar sobre la enzima, produ-
cird un color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un espectrofotémetro o
colorimetro. La prueba ELISA es asi una prueba colorimétrica, ya que los ensayos dan un producto
de reaccion coloreado que absorbe la luz en el espectro visible, siendo la densidad dptica del mismo
proporcional o inversamente proporcional a la cantidad de producto a detectar.

3.- Materiales, reactivos y equipos.
a). Antigenos.

Para la deteccidn de anticuerpos frente a los virus o bacterias de enfermedades de declaracion
obligatoria, se emplean distintos tipos de antigenos. Los de enfermedades mas comunes son:

» Brucelosis Bovina: el LPS-S, un complejo de proteina liposacarido con actividad endotéxica y
principal componente antigénico de las especies de Brucella.

e Peste porcina Africana: esta formado por un conjunto de proteinas estructurales del virus que
van mezcladas con proteinas celulares, ya que se producen en cultivos de células.

e Leucosis Enzodtica Bovina: la glicoproteina de envoltura gp-51.

o Tuberculosis Bovina: existe un Kit que detecta el g-interferén, producido por linfocitos aisla-
dos de sangre, previa sensibilizacion con un derivado de proteinas purificadas. También exis-
te esta prueba para la Paratuberculosis.

e Peste Porcina Cldsica: la proteina estructural E2, anteriormente denominada gpS5.

e Enfermedad de Aujeszky: La existencia en esta enfermedad de vacunas delectadas hace que
sea posible, mediante el diagnostico seroldgico, la diferenciacién entre animales vacunados o
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infectados. La vacunacidn en nuestro pais, es obligatoria desde marzo de 1995, siempre que
sea con una vacuna delectada de la proteina virica gp1 (actualmente denominada gpE), que-
dando prohibidas las vacunas que utilicen antigenos viricos con la gp1. Deben vacunarse todos
los animales reproductores al menos tres veces al afio, y todos los animales de cebo al menos
una vez entre las diez y doce semanas de vida. Se establecen dos calificaciones sanitarias de
explotaciones y unidades veterinarias locales: a) Indemne de E. De Aujeszky: se permite un
programa de vacunacion pero los animales deben dar resultados negativos a la deteccién de
anticuerpos frente a la gp1; b) Oficialmente indemne de E. De Aujeszky: no se realiza vacu-
nacién desde al menos los ultimos doce meses y ademas los animales deben reflejar un resul-
tado negativo frente a la gpl y a la gp2.

El que den un resultado negativo a gp1, indica que los animales no estan infectados (ya que las cepas
de campo si tienen esa glicoproteina) pero no puede vislumbrar si han sido o no vacunados. En cambio,
en los animales con un resultado negativo a la gp2 si se puede tener la certeza de que no han sido vacu-
nados con vacunas delectadas de gp1l y no tienen anticuerpos de infeccion.

Un problema que se encuentra en las pruebas diagnosticas es que los antigenos deben producirse con-
tinuamente y en grandes cantidades inoculando virus en cultivos celulares o en animales infectados. Estas
preparaciones tienen una serie de desventajas:

— SOn caras.
— a menudo tienen una vida media corta.
— cada lote de produccion debe ser estandarizado.

— potencialmente contienen antigenos adicionales que pueden ser reconocidos por sueros de
animales vacunados, emitiendo asi resultados falsos positivos.

Un procedimiento alternativo es la preparacion de antigenos por medio del ADN recombinante.
b) Fase sdlida:

La fase solida es el soporte sobre el que se realiza la técnica. El inmunoabsorbente debe per-
mitir su facil manejo, asi como la reproducibilidad de la unién de los antigenos o anticuerpos
sobre su superficie. El soporte utilizado es la placa de microtitulacion, que posee un total de
96 pocillos distribuidos en 8 filas y 12 columnas y cuyo fondo es plano. El material usado en
su fabricacién es el poliestireno. Estas placas pueden adquirirse estériles, con o sin tapa, y
envasadas individualmente. En los Kits comerciales las placas ya vienen con los antigenos o
anticuerpos fijado, pero a veces el laboratorio de diagnostico debe de realizar ese paso, como
ocurre en el ELISA e deteccién de anticuerpos frente a la Peste Porcina Africana.

¢) Anticuerpos.
Los reactivos que se emplean como anticuerpos en los ensayos de ELISA son:
e Anticuerpos policlonales:

Son anticuerpos que se obtienen por inmunizacién activa con antigenos altamente purificados
en diferentes especies animales: Cabra, caballo, conejo, oveja... Los anticuerpos obtenidos son
desarrollados frente a diferentes determinantes antigénicos de un mismo antigeno. Cuando se
obtienen de diferente especie animal de aquella con la que se va a trabajar se dicen que son
anticuerpos heterélogos.

* Proteina A (SpA).

La proteina A, aislada de la pared celular del Staphylococcus Aureus (normalmente de la cepa
Cowan 1), tiene afinidad por los fragmentos Fc de muchas inmunoglobulinas. Esta reactividad
hacia las Ig (como un anticuerpo) hace de la proteina A una poderosa herramienta para el ais-
lamiento de IgG (o sus subclases) o de complejos inmunes, empledndose como anticuerpo
marcado con una enzima en los ensayos inmunoenzimaticos.

¢ Anticuerpos monoclonales.
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Cada anticuerpo se elabora en una estirpe distinta de linfocitos y células plasmaticas deriva-
das. Si consiguiéramos separar una célula tal que fabricara un unico anticuerpo distinto, la pro-
genie o clon de esta célula seria una fuente de grandes cantidades de anticuerpos idénticos
frente a un Unico determinante antigénico: se trataria pues de un anticuerpo monoclonal
(AcM).

La disponibilidad de AcM ha marcado una revolucién en Biologia. La enorme especificidad que
estos reactivos poseen los capacitan para identificar moléculas bioldgicas complejas con gran
precisién. También permiten medir sustancias que de otra manera serian indetectables. En
1975, Georges Kholer y Cesar Milstein (Premios Nobel de Medicina y Fisiologia en 1984), tra-
bajando en el Laboratorio de Biologia Molecular de Cambrigde, publicaron en la revista Nature
una técnica que permitia producir cantidades ilimitadas de anticuerpos de especificidad pre-
decible y definida. Estos cientificos encontraron que fusionando células de bazo de un ratén
inmunizado con eritrocitos de oveja, y células de mieloma de ratdn, en el medio de cultivo del
hibrido se detectaba no solamente la proteina del mieloma, sino también anticuerpos frente a
los eritrocitos de oveja.

Los tumores causados por células secretores de anticuerpos transformados en malignas se
conocen con el nombre de plasmocitomas o mielomas, y poseen la capacidad de autorrepro-
ducirse de forma indefinida y de producir grandes cantidades de inmunoglobulinas anormales.
Estas inmunoglobulinas en, en efecto, anticuerpos monoclonales, pero no hay forma de saber
contra qué antigeno se dirigen, ni modo de inducir que los mielomas produzcan anticuerpos
frente a un antigeno especifico. Los mielomas son relativamente frecuentes en ratas y ratones,
y por ello que se utilizan estas especies animales para la produccion de mielomas induciéndo-
los mediante inoculacién intraperitoneal de aceites minerales.

La produccién de un anticuerpo monoclonal se inicia con la inmunizacién de un ratén por un
antigeno purificado, procediendo como si se tratara de un anticuerpo policlonal. Cuando se
detecta una tasa de anticuerpos elevada en el ratén, éste se sacrifica, extrayéndose el bazo,
en el cual se ubican numerosas células B. Se procede a continuacién a fusionar estas células
B con células de mieloma de ratdn, en presencia de una solucién de polietilénglicol. De esta
union se obtiene una poblacién de células hibridas denominadas hibridomas, entre las que se
deben seleccionar las mieloma-células B de bazo, lo cual se consigue cultivando el conjunto de
elementos celulares en medios selectivos HAT (Hipoxantina-maninopterina-timidina).

Alcanzando el crecimiento indefinido de las células hibridas, hay que realizar la seleccion clo-
nal de las diferentes células que elaboran los respectivos anticuerpos especificos, frente a los
diversos epitopos del antigeno. Una vez logrado este objetivo, se puede proceder de dos
maneras:

— Cultivar en placas multipocillo con medios artificiales el clon seleccionado, pudiendo recupe-
rar el anticuerpo monoclonal del liquido sobrenadante.

— Inyectar el clon elegido en la cavidad peritoneal del ratén y extraer el liquido ascitico, pro-
ducido como consecuencia del crecimiento tumoral intraperitoneal, donde se hallara el AcM.

Los anticuerpos monoclonales poseen, entre otras, las siguientes caracteristicas que los hacen
de gran utilidad en el laboratorio:

— Alto grado de especificidad.

— Gran estabilidad de las reacciones.

— Posibilidad de disponer siempre el mismo AcMo.

— Facil conservacion de los hibridomas productores.
— Facil disponibilidad haciendo crecer los hibridomas.
— Mejor estandarizacién de las técnicas.

— Facil manipulacion.
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d) Enzimas marcadoras.

Las tres enzimas mas comunmente usadas como marcaje pare ELISA son la peroxidasa de
rabano picante (HRPO), la fosfatasa alcalina de ternero y la B-galactosidasa de E. Coli, ya que
cumplen, si no todos, la mayoria de los criterios necesarios para obtener ensayos sensibles,
baratos y faciles de realizar. Estas enzimas se fijan al inmunorreactivo en cuestién, antigeno o
anticuerpo, y daran lugar a lo que se denomina conjugado.

La mas usada es la HRPO ya que posee mas ventajas que las otras. Entre otras destacamos:
o Estable cuando se almacena y manipula adecuadamente.

* Puede almacenarse a 4°C durante mas de 6 meses.

« Disponible como enzima libre y como conjugada.

 Bastante barata.

* Pequefio tamafo (PM+0-40.000 Da).

e Hay muchos sutratos comerciales disponibles para ella.

e) Sustratos.

Los Sustratos mas usuales empleados en colorimetria son TMB, ABTS y OPD si la enzima es la
peroxidasa, y p-NPP si la enzima es la fosfatasa alcalina. El color que emiten una vez produci-
da la reaccion y la longitud de onda a la que se realiza la lectura son las siguientes:

Peroxidasa TMB  (azulA=650nm)
(amarillo; A=450nm)
ABTS (azul verdoso: A=405-410 nm)
OPD  (amarillo; A=490nm)
Fosfatasa alcalina p-NPP (amarillo;A=405-410 nm).

Aunque son muchos los factores que afectan a la medida de la actividad enzimatica (temperatura,
pH, fuerza idnica, composicion del buffer, reduccién del sustrato, formacién de productos inhibidores,
feed-back por formacién de algun producto final, desnaturalizacién de la enzima), los que mas afec-
tan al ensayo, hoy en dia, son el tiempo de reaccion, la temperatura y la exposicién a la luz.

Tiempo de reaccion: Ya que las reacciones enzima-sustrato son cinéticas, el tiempo transcurrido
desde el comienzo de la reaccioén hasta su finalizacion, afecta a la concentracién del producto final.
Con el fin de asegurar un control preciso del tiempo, debe seguirse el siguiente esquema para cada
ensayo que se efectde, independientemente del nimero de pocillos o placas que se vayan a ensayar:

« Situar el cronémetro al tiempo deseado y predeterminado de incubacion del sustrato.
¢ Iniciar el crondmetro con la adicion del sustrato en el primer pocillo 0 conjunto de pocillos.
e Usar un patrén de pipeteo ritmico para afadir el sustrato a todos los pocillos.

» Cuando el cronémetro sefale el final del periodo de incubacién, parar la reaccion usando el
mismo patrén y tasa de pipeteo que el usado para anadir el sustrato.

Condiciones de desarrollo: La temperatura y la luz pueden afectar al ensayo. Estos dos parametros
son la causa del “efecto borde”, es decir, que la densidad dptica en los pocillos exteriores de la placa
pueda ser mayor que en los centrales. La causa es que en los pocillos periféricos hay mas superficie
expuesta a intercambio de temperatura con el exterior y a la exposicion a la luz. Hay que pensar que
todas las reacciones enzimaticas, al ser reacciones cinéticas, dependen de la temperatura, lo cual
implica que debe permanecer constante durante todo el ensayo Para evitar este efecto se deben
atemperar los reactivos antes de su utilizacién y las placas deben incubarse tapadas con adhesivos.

La luz puede ser causa del efecto borde cuando el sustrato es fotosensible (como OPD), aunque la
causa principal es la temperatura. Aunque muchos sustratos son estables con la presencia de la luz,
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es muy recomendable que la incubacién del mismo sea realizada en completa oscuridad, con el fin
de prevenir problemas con el efecto borde causados por las variaciones de luz incidente en cada poci-
llo. También se debe evitar trabajar muy cerca de ventanas donde entre mucho sol.

f) Cromoéforo.

Antes de leer la densidad Optica debe adicionarse a cada pocillo la solucién de frenado.
Después es importante mezclar completamente el contenido de los pocillos para asegurar el
cese por completo de la reaccién y la total dispersion del producto de color.

g) Métodos de deteccion.

Hay una gran amplia gama de lectores en el mercado que varian desde el simple colorimetro
(capaz de leer a una sola longitud de onda), a sofisticados espectrofotometros para micropla-
cas (capaces de leer a varias longitudes de onda). La principal funcién del lector de placas es
medir la luz absorbida por la solucién coloreada a longitudes de onda determinadas (que se
indica en el protocolo del ensayo). Hoy en dia los espectrofotometros se acompafiian de pro-
gramas informaticos que hacen mas facil la emision e interpretacion de resultados. La lectura
del color se realiza en unidades de absorbancia (UA) o densidad 6ptica (DO).

4.- Interpretacién de los resultados:

Es importante decir que el ELISA es una prueba cuantitativa. Para la interpretacién de los resultados,
una vez conocidos los valores de los testigos positivos, testigos negativos y blanco de las pruebas,
debemos aplicar unas reglas de validacion del ensayo asi como formulas para la cuantificacion. El
blanco de reactivos nos indicara el ruido de fondo de la prueba. Los testigos positivo y negativo nos
indican si la prueba se ha desarrollado con éxito o no. También debe establecerse un punto de corte
o0 “cut off”, que es la lectura a partir de la cual se definiran aquellos sueros que son negativos, dudo-
s0s O positivos.

Por ejemplo, en la prueba de deteccidn de anticuerpos frente al virus de la Peste Porcina Africana, se
deben realizar las siguientes comprobaciones:

Cut off = CN + (CP*0,2) CN: Densidad dptica del control negativo.
CP: densidad optica del control positivo.

* Todos los sueros con valores de absorbancia por debajo del cut off se consideraran negati-
VOS.

« Todos los sueros con valores de absorbancia comprendidos entre el cut off y el cutt off+£0,200
se consideraran dudosos.

» Todos los sueros con valores de absorbancia por encima del cut off + 0,200 se consideraran
positivos.

Asi pues, hay tres posibles resultados que pueden emitirse tras el ensayo: negativo, dudoso y positi-
vo.

5.- Clasificacion de los ELISA.
Los ELISA se pueden clasificar en funcion de lo que signifique la produccion de color.
A) No competitivos (si produce mas color el resultado es mas positivo.
A.1) Indirecto ]=Ag + Ac+anti-AC*E
A.2) Doble sandwich de anticuerpos (DAS)
JAc+Ag+Ac*E
A.3) Indirecto doble “sandwich” de anticuerpos (IDAS)
]=Ac+Ag+Ac+anti-Ac*E
A.4) ]=Ac=Ag+Ac+anti-Ac*E
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A.5) Comparacién de la respuesta a dos antigenos:
]=Agviral +Ac+anti-Ac*E comparacion de resultados.
]=Ag celular +Ac+anti-Ac*E

A.6) Prueba de la deteccidn de g-interferon:
Incubacién para producir g-interferén
]=Ac+y-IFN+anti-y-IF

B) Competitivos (si produce mas color el resultado mas negativo).
B.1) Indirecto  ]=Ag+Ac+Ac*E
B.2) ]=Ac+(Ag*E+Ag)
B.3) ]=Ag+(Ac*E+Ag)
B.4)Captura competicion
]=Ac+Ag+Ac*E+Ac.

Leyenda: ] fase sélida En negrita el reactivo a detectar
= unién a la fase solida E es una enzima fijada a un reactivo
+ adicién de un reactivo( ) adicion de los reactivos al mismo
tiempo.

A continuacion explicaremos uno de los tipos de ELISA citado para comprender los pasos que tiene
la prueba:

A.1).ELISA INDIRECTO NO COMPETITIVO:

1. - Fijacién de antigenos especificos para anticuerpos objeto de estudio. Lavado para eliminar aque-
llos antigenos no fijados o deficientemente fijados.

2. - Adicién de suero problema. Si no hay anticuerpos reaccionaran con los antigenos fijados. Lavado
para eliminar los anticuerpos no fijados deficientemente fijados.

3. - Adicién de Anti-Ig conjugadas con una enzima. Estas reaccionaran con la Ig que quedaron uni-
das al Ag-Lavado para eliminar las Anti-Ig marcadas que no se hubieran fijado.

4. - Adicién de un sustrato que sea capaz de actuar sobre la enzima marcadora. Frenado de la reac-
cién.
5. - Lectura de las placas en un espectrofotémetro.

A.6) ELISA para deteccién de g-interferon (-IFN) en respuesta al Mycobacterium bovis:

Es interesante conocer el fundamento y los pasos en la realizacion de ésta técnica pues difiere de las
demas y puede ser usada en el diagnostico de tuberculosis de ganado vacuno. Primero recordemos
lo que es el y-interferon. Los interfereones son péptidos de accion antiviral que juegan un papel
importante en la resistencia inespecificas de la infeccion. Al menos hay tres entidades distintas deno-
minadas a, B, Y y, que no solo funcional como antivirales sino que también han demostrado poseer
un efecto antiproliferativo y participan activamente en los mecanismos reguladores de la respuesta
inmune.

El y-IFN es producido por linfocitos T (CD4+ y CD8+) y células NK, estimulados con antigenos o mité-
genos. El y-IFN producido es eficaz contra cualquier otro tipo de infeccién viral, pero Gnicamente pro-
tege las células de la especie animal de donde proviene. El acido nucleico viral, al penetrar en la célu-
la, comienza a replicarse y es durante esa fase cuando la célula reactiva el material genético
contenido en el ADN nuclear transcribiendo un mensaje en un ARNm. La traduccion de ese mensaje
significa la sintesis de la proteina interferdn. Cada especie animal sintetiza su propio interferén, que
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abandona la célula productora destinada a morir por la infeccién viral. Por si solo es incapaz de sal-
var a una célula agredida, pero resulta efectivo para la proteccién de células invadidas.

Las funciones que desarrolla el y-IFN son:
» Efecto antiproliferativo de los virus en células invadidas.

e Potencia la expresién de las moléculas de clase I y de clase II codificadas por el Sistema
Mayor de Histocompatibilidad, lo que favorece la presentacion de los antigenos a los linfocitos
T.

* Es el activador de células K, NK y macréfagos mas potente de los que se conocen.

 Promueve la maduracion de linfocitos T citotoxicos y estimula la secrecién de anticuerpos en
los linfocitos B.

* Activa las células NK, los neutréfilos (aumenta la produccién de radicales de oxigeno) y las
células endoteliales.

El fundamento de la prueba es similar al de la prueba de la intradermorreaccion: los animales que
han estado expuestos al M. Bovis o que han contraido la infeccidn tienen linfocitos en la sangre sen-
sibilizados a los antigenos microbacterianos. En los animales infectados se observa una respuesta de
hipersensibilidad retardada in vivo después de la administracion subcutanea de un derivado de pro-
teina purificada (PDD) del M. Bovis. Esta respuesta de hipersensibilidad puede simularse in vitro si se
exponen los linfocitos de las reses infectadas al PPD de M. Bovis. En respuesta a esta exposicion, los
linfocitos T sensibilizados produciran gamma-interferdn, que puede detectarse mediante el ELISA. Los
linfocitos que proceden de animales que no han estado expuestos a estos antigenos no produciran
g-interferdn.

Realizacion del ELISA: Se necesita una muestra de sangre entera de cada animal, recogida prefe-
rentemente en tubos de vacio con algin anticoagulante. Lo que interesa de estas muestras es la
poblacién de linfocitos de la misma y, para asegurar su viabilidad, la incubacién de la sangre entera
con los PPD, debe comenzar dentro de las 16 horas siguientes a su obtencidn.

Una vez en el laboratorio se inicia rapidamente el ensayo. Para cada muestra, se agrega a 3 tubos
limpios 1 ml. de sangre. A los tres tubos de cada muestra se le afiade: al primero nada, al segundo
PPD-M. Bovis y al tercero PPD-M. Avium. Incubamos durante 18 a 36 horas (dptimo 24 horas) en una
estufa de ambiente himero de Co2 (al 5%) a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se
centrifugan los tubos a 1500g durante 20 minutos, para separar las células del plasma. El plasma
puede analizarse inmediatamente o almacenarse congelado a —20°C, hasta el momento en que se
realice el andlisis.

El ELISA empleado es del tipo no competitivo y de doble sandwich de anticuerpos, siendo el “anti-
geno” a buscar el gamma-interferon. Se debe tener en cuenta que cada sangre tiene tres fracciones
a analizar.

La interpretacion de los resultados entra dentro de la comparacion entre las tres fracciones por mues-
tra. Esta técnica de diagnostico para la tuberculosis bovina posee ventajas sobre la realizada en el
campo, la intradermorreaccion:

e Sélo hace falta una manipulacién del animal, lo cual puede ser una alternativa para aquellas
explotaciones de dificil manejo.

* No hay que esperar una desensibilizacion del animal para realizar otros diagndstico.

« Al realizarse una prueba ELISA se tiene la ventaja de la automatizacion y procesamiento de
gran numero de muestras.

Como desventajas presentan:

« El andlisis debe realizarse antes de las 16 horas de extraccién de la sangre, lo cual puede
suponer un inconveniente por cuestién de horarios y distancias entre la explotacion y el labo-
ratorio.
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« Posee los mismos fallos de sensibilidad y especificidad que la prueba de la tuberculina al estar
basada en los mismos principios.

¢ Los Kits comerciales son caros.

E) IMMUNOBLOTING O WESTERN BLOTTING.

El término blotting se refiere a la separacion de ADN, ARN o proteinas por electroforesis en geles y
su transferencia e inmovilizacion a una membrana. El immunoblotting (IB) aplica las técnicas inmuno-
quimicas para la identificacion de las moléculas transferidas. Es una técnica muy sensible, de facil mane-
jo y ejecucién, que no necesita de aparataje especial para su ejecucion. Actualmente ésta técnica se
emplea como técnica de confirmacion para la deteccién de anticuerpos frente al virus de la Peste Porcina
Africana. El tercer paso de la técnica, el immunoblotting en si, es el que desarrolla en los laboratorios de
diagnostico, siendo desarrollados los pasos anteriores en el C.1.S.A.-I.N.I.A., de Valdeolmos (Madrid), que
es el Laboratorio Nacional de Referencia de la Peste Porcina Africana.

En enfermedades infecciosas, en las que se pretende la deteccidén de anticuerpos,, las técnicas de
confirmacién se utilizan de forma rutinaria, Estas técnicas se basan en general en la deteccion de prote-
inas especificas inducidas por los agentes infecciosos, que reaccionan con los sueros positivos.
Rutinariamente, en nuestro pais el andlisis de sueros porcinos para la deteccion de anticuerpos frente al
virus de la Peste Porcina Africana se realiza mediante la técnica ELISA. Sin embargo, y al igual que suce-
de con otras enfermedades, se hace necesario confirmar que los resultados positivos obtenidos con las
técnicas de andlisis de gran nimero de muestras, como sucede con el ELISA.

El virus atenuado Espaia 75 (E75) es el utilizado para la preparacion del antigeno soluble citoplas-
matico (SC-P). Las proteinas que se utilizan en el diagndstico son las inducidas en las células infectadas
por el virus, de peso molecular comprendido entre 23 y 35 Kilodaltons (concretamente las de peso mole-
cular: 23, 23,5, 24,5, 25, 25,5, 30, 31 y 34 Kilodaltons). Estos polipéptidos son los primeros en reaccio-
nar en immunoblotting, alrededor del 8° dia post-infeccion.

E.1) Pasos de la Técnica.
La técnica comprende varios pasos:
1.- Separacion electroforética de proteinas.
2.- Transferencia de las proteinas a una membrana.
3.- Deteccidén inmunoquimica de las proteinas.
1) Separacion electroforética de las proteinas.

Es el primer paso y comprende la realizacion de una electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE). Este paso separara las distintas proteinas virales segtin su peso molecular.

2) Transferencia de las proteinas desde geles a membranas:

Se realiza electroforéticamente, aplicando una corriente eléctrica. Esta técnica empleada se denomi-
na transferencia electroforética, transferencia semiseca o blotting semiseco, debido a que en su uti-
lizacion no es necesario un volumen de tampon de transferencia excesivo. En la transferencia elec-
troforética el papel usado es la nitrocelulosa, que es colocado entre el gel y el paquete de papeles
absorbentes. Luego son suspendidos en un tanque de tampdn entre dos electrodos. Una vez realiza-
da la transferencia se recortan transversalmente las laminas, seleccionando sélo la zona del filtro en
la que se hayan fijado las proteinas comprendidas entre los 23 y 35 kilodaltons de peso molecular,
como material antigénico, desechando el resto.

3) Inmunorreaccion y revelado de las tiras de inmunoblotting:

Este Gltimo paso es el que se realiza en los Laboratorios de diagnostico de Sanidad Animal. Las tiras
se emplazan en una bandeja de metacrilato con una serie de canales especialmente disenada para
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ello. Siempre que se realiza una prueba hay que reservar una tira que se hara reaccionar con un suero
control positivo, es decir, que tiene anticuerpos especificos frente a las proteinas fijadas, y otra con
un suero control negativo. Los pasos a dar son los siguientes:

1. - Bloqueo de las tiras con PBS pH 7,2 con leche en polvo. Es esencial para prevenir uniones no
especificas de los reactivos de las membranas de nitrocelulosa. El bloqueo satura los sitios de union
no ocupados por las proteinas transferidas

2. - Incubacién de los sueros problemas y del suero control diluidos al 1/40 en tampon PBS/leche
durante 45 minutos a 37°C en agitacion.

3. - Lavado de las tiras con PBS pH 7,2 con leche en polvo.
4. - Adicién del conjugado de proteina A-peroxidasa e incubacion de otros 45 minutos a 37°C en agi-
tacion.
5. - Lavado de las tiras con PBS pH 7,2 con leche en polvo.
6. - Revelado de las tiras con una solucién de PBS pH 7,2, 4-cloronaftol y agua oxigenada.
7. - Frenado de la reaccién con agua destilada.
E.2) Interpretacion de los resultados.

Tras el revelado se puede observar en la tira donde se incubd el suero control positivo, la aparicion
de una serie de bandas tefiidas de color azul que corresponden a las proteinas transferidas. La apa-
ricion de bandas en las tiras de los euros problemas en concordancia con la distribucién de las mis-
mas, hace que el resultado sea positivo. Es importante resaltar que debe coincidir la altura y la inten-
sidad de color.

La técnica podria emitir resultados falsos negativos si los sueros a analizar se encuentran en mal esta-
do de conservacion y podridos, aunque conserve la positividad durante mas tiempo que cuando ese
mismo suero se analiza por la técnica ELISA. También pueden observarse la aparicion de bandas no
especificas que no coinciden con las de la tira del suero control positivo.
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NUEVAS TECNOLOGIAS APLICADAS AL DIAGNOSTICO.

En Jos dltimos afios el diagnostico laboratorial ha experimentado grandes cambios debido al desarro-
llo de avances biotecnoldgicos que han mejorado considerablemente técnicas ya existentes y que han
permitido la puesta a punto de otras técnicas no inimaginables hace tan solo 15 afios.

AVANCES TECNOLOGICOS APLICADOS A LA DETECCION ANTIGENO-ANTICUERPO.

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son las configuraciones proteinicas especificas producidas por los
linfocitos B en respuesta a un antigeno especifico y capaz de reaccionar con dicho antigeno. Los anti-
cuerpos se producen en el tejido linfoide y una vez producidos se encuentran fundamentalmente en la
fraccién plasmatica de la sangre.

La serologia se refiere a las reacciones que utilizan las reacciones antigeno-anticuerpo en el labora-
torio con fines de diagndstico. Las pruebas serologicas se pueden utilizar en el laboratorio de dos formas
diferentes: para identificar antigenos desconocidos o para detectar anticuerpos producidos frente a un
antigeno especifico en el suero de un animal.

Actualmente para la deteccién de antigeno se utiliza muchos sistemas de ELISA, de captura de anti-
geno usando como anticuerpo de captura un anticuerpo monoclonal y como anticuerpo detector otro
anticuerpo monoclonal distinto que reconozca otro epitomo o bien un suero policlonal. Hay que recordar
que el uso de ELISAs se ha extendido, abaratado y estandarizado mucho con la incorporacién de anti-
cuerpos monoclonales.

Para la deteccion de anticuerpos se estan desarrollando cada vez mas, ELISAs, que utilizan proteinas
recombinantes solas 0 asociadas con anticuerpos monoclonales.

1.1. - Anticuerpos monocionales.
Para utilizar anticuerpos conocidos los podemos preparar de dos formas:

*_Preparacion de antisuero en animales: Se inoculan animales con el antigeno. Tras dejar tiempo sufi-
ciente, segun los protocolos especificos de inmunizacion, para que se hayan producido los anticuer-
pos frente a dicho antigeno, el animal se sangre y se obtiene el suero. El uso de estos antisueros poli-
clonales tiene el problema de que el 90% de anticuerpos en el suero animal pueden haber sido
producidos frente a antigenos del ambiente en vez de frente al antigeno inyectado. El desarrollo de
la técnica de anticuerpos monoclonales ha solucionado ampliamente este problema.

* Preparacion de anticuerpos monoclonales: Son anticuerpos de un unico tipo especifico. Para pro-

ducirlos, un animal es inyectado con el antigeno especifico para el anticuerpo deseado. Después del
tiempo apropiado para la produccion de anticuerpos, se toma el bazo del animal. El bazo es rico en
células plasmaticas y cada célula plasmatica produce Unicamente un tipo de anticuerpo especifico. Sin
embargo, as células plasmaticas no crecen artificialmente en cultivos celulares. Por eso, una célula
plasmatica, produciendo el anticuerpo deseado, se fusiona con una célula de mieloma (una célula
cancerigena que crece rapidamente en cultivos celulares) y se produce una célula hibrida o hibrido-
ma. El hibridoma tiene las caracteristicas de las dos células madre: Produce anticuerpos especificos
como la célula plasmatica y se reproduce rapidamente en cultivos celulares como la célula de mielo-
ma. Los hibridomas se muiltiplican artificialmente produciendo grandes cantidades de anticuerpo
especifico.

Los anticuerpos monoclonales se utilizan actualmente de forma rutinaria en investigacion y en diag-
ndstico, pudiéndose utilizar en préacticamente todas las técnicas basadas en la reaccién antigeno-anti-
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cuerpo. La ventaja fundamental del uso de anticuerpos monoclonales frente a sueros policlonales es
la calidad constante no dependiendo de lotes ya que una vez producido el hibridoma se pueden obte-
ner anticuerpos monoclonales de forma indefinida. Esto hace también que el precio sea mas bajo. Asi
mismo, hay que valorar la falta de inespecificidades. Algunas aplicaciones de los anticuerpos mono-
clonales son bastante recientes, empezando a ser utilizados para el tratamiento de algunos tipos de
cancer y algunas otras enfermedades. Para este uso, los anticuerpos monoclonales deber ser modi-
ficados con el fin de hacerlos mas compatibles con el sistema inmune humano por lo que se estan
utilizando anticuerpos monoclonales recombinantes en los que se sustituyen las secuencias de la
region constante del raton por las correspondientes secuencias de la region constante humana sin
modifica la regién especifica del anticuerpo monoclonal.

1.2. - Proteinas recombinantes.

El uso de proteinas recombinantes para la deteccion de anticuerpos en sueros problema presenta
varias ventajas respecto de los antigenos convencionales. El primer punto a destacar es que no es mate-
rial infectivo, lo que puede permitir su uso en laboratorios sin instalaciones adecuadas de bioseguridad.
También es fundamental el hecho de que el uso de productos recombinantes permite la seleccion de los
antigenos que mejor rendimiento, sensibilidad y especificidad demuestren. Igual que pasa con los anti-
cuerpos monoclonales, una vez obtenidas las proteinas recombinantes, existe una produccion practica-
mente ilimitada de reactivos de idéntica calidad. Los antigenos recombinantes se purifican con mayor
facilidad que los convencionales obtenidos en cultivos celulares o en animales lo que reduce los falsos
positivos.

Para su produccion el primer paso consiste en el clonaje de los genes de las proteinas que interesan
y su expresion en sistemas procariotes para su obtencion a gran escala. Para probarlas, una vez obteni-
das, se enfrentan a paneles de sueros controlados, sueros negativos y sueros positivos tanto policlona-
les como monoclonales si se dispone de ellos.

DETECCION DEL GENOMA: REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

La PCR es una técnica que se basa en la amplificacién de secuencias especificas de ADN reprodu-
ciendo “in vitro” un fenémeno natural. Se producen millones o billones de copias de un fragmento de
ADN en pocas horas. En el ambito del diagndstico veterinario se utiliza para la deteccién de virus, bac-
terias o parasitos. La PCR se desarrollé en 1985 por Kary B. Mullis, quien fue galardonado por ello con
el Premio Nobel de Quimica en 1993 y las primeras publicaciones de PCR aplicado en veterinaria datan
de 1989.

Las amplificaciones del ADN por PCR se lleva a cabo por la sucesion de tres pasos que implican incu-
baciones a diferentes temperaturas. En el primer paso, la doble cadena del ADN se desnaturaliza por
calor quedando separadas las dos cadenas complementarias. En el siguiente paso, el de anillamiento,
dos “primers” o cebadores (secuencias de aproximadamente 18-30, nucledtidos) hibridan especifica-
mente, a baja temperatura las secuencias exactas de ambos extremos de la regién concreta que nos
interese amplificar dentro del ADN. Durante el dltimo paso se produce la extension, a temperatura media,
de los cebadores hibridados utilizando la enzima ADN polimerasa. El conjunto de estos pasos se deno-
mina ciclo y es repetido de forma seguida durante 20 a 40 veces, actuando las cadenas sintetizadas como
moldes para el siguiente ciclo. Estos ciclos se lleva a cabo de forma automatica en un aparato progra-
mable denominado termociclador en el que se programa el nimero de ciclos y las temperaturas ade-
cuadas de cada paso dentro de los ciclos. La secuencia de ADN diana se amplifica de forma exponencial
aproximadamente 2n, siendo n el nimero de ciclos.

Cuando el acido nucleico que se quiere amplificar es ARN, en vez de ADN, hay que realizar un paso
previo a la amplificacién, que consiste en el paso de ARN a ADN, complementario con el uso de otra enzi-
ma que es la Transcriptasa Reversa (RT). En este caso la PCR pasa a denominarse RT-PCR. La técnica
PCR presenta como ventajas evidentes frente a otras técnicas de deteccion de agentes patégenos, la
sensibilidad (ya que existe una amplificacion de millones de veces), la rapidez (se realiza en horas mien-



Diagndstico de enfermedades de declaracion obligatoria (EDOs)

tras que por ejemplo el aislamiento necesita dias e incluso semanas) y el hecho de que no utilice reac-
tivos bioldgicos. Entre los inconvenientes se puede destacar la necesidad de una mayor formacion que
para la mayoria de las otras técnicas, el exquisito cuidado con el que hay que realizarla ya que las con-
taminaciones son frecuentes y el precio que a pesar de que con la extension de su uso va disminuyen-
do, aun sigue siendo bastante elevado.

Variaciones de la técnica PCR:

* La PCR “nested” consiste en el uso de un segundo par de cebadores para amplificar un subfrag-
mento del producto de PCR de la primera reaccion. Esta PCR “nested” presenta una mayor sensibili-
dad ya que la amplificacion se estd llevando a cabo dos veces. Asimismo tiene una mayor especifici-
dad al usar cuatro cebadores en vez de dos. Como inconveniente hay que poner énfasis en la mayor
posibilidad de contaminacion respecto de la PCR simple.

 La PCR "multiplex” que permite el diagndstico de diferentes agentes en una unica reaccién de PCR
lo que es muy util cuando hay que descartar varias posibles etiologias de una forma simple y sobre
todo rapida.

¢ La PCR “in situ” consiste en una PCR que se lleva a cabo directamente sobre tejido.

El resultado final de la amplificacion del fragmento de Adn seleccionado tiene que ser puesto en evi-
dencia.

« La forma mas generalizada es visualizando el producto final de la amplificacién en un gel de aga-
rosa comparando el nimero de pares de bases del producto con el nimero esperado para la secuen-
cia diana.

» Otra forma de poner en evidencia el producto amplificado y ademas de confirmar la especificidad
es con el uso de una sonda de ADN especifica que hibride con el producto final, estando esta sonda
marcada bien con radiactividad o bien de forma enzimatica.

« Una forma comoda para algunos laboratorios es la deteccion e identificacién del producto por medio
de un ELISA (utilizando cebadores biotinizados) alargandose en este caso considerablemente la téc-
nica.

Actualmente, una vez ya extendido el uso de la PCR, se estan haciendo esfuerzos dirigidos a la cuan-
tificacién del ADN inicial, a la automatizacion y a la reduccion del tiempo de realizacién de las reaccio-
nes de PCR. Tanto la automatizaciéon como el ahorro de tiempo se pueden poner en practica en las dis-
tintas etapas de la PCR: extraccién, preparacion/amplificacion y deteccion de producto.

Reduccion del tiempo:

Extraccién:
La extraccion del acido nucleico se ha venido realizando por dos sistemas basicamente, preci-
pitacién por centrifugacion y filtracion. El sistema de filtracion permite realizar la extraccion de
muchas muestras en un tiempo relativamente corto ya que Ultimamente se han desarrollado
sistemas para la extraccién de muchas muestras en un tiempo relativamente corto ya que Glti-
mamente se han desarrollado sistemas para la extraccién en placa. Esto permite la extraccién

de 96 muestras en un poco mas de tiempo de lo que se necesitaba hasta ahora para la extrac-
cién de una muestra ya que la filtracién se hace simultanea en todos los pocillos de la placa.

En la actualidad se acaba de desarrollar un nuevo sistema, a punto de comercializarse en
nuestro pais, que parece va a reducir ain mas el tiempo de extraccion. Este sistema de extrac-
cién se basa en una separacion magnética. Son particulas paramagnéticas recubiertas de sili-
ce (45%) y magnetita (55%) y que permiten su utilizacién en un formato unico o en placa y
que ademas es de facil automatizacion.

Amplificacién:

En los termocicladores que se utilizan mas habitualmente el producto a amplificar junto con
los distintos reactivos van introducidos en tubos tipo “eppendorf” de 0,5ml o 0,2ml o bien en
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placas de distinto tamafio. Existen en el mercado termocicladores que sustituyen los tubos o
las placas por capilares lo cual permite reducir el tiempo total de amplificacién de 3-4 horas a
10-20 minutos.

Deteccidn del producto:

El tiempo necesario para la deteccion se reduce considerablemente cuando se utilizan las téc-
nicas desarrolladas en los ultimos afios y que estan mejorando continuamente de deteccién en
tiempo real por fluorescencia. Esto significa que durante la PCR, una luz laser es distribuida a
los 96 pocillos de una placa por fibras dpticas y la emision de fluorescencia resultante vuelve
por las fibras y es dirigida a un espectrdgrafo. El resultado de las 96 muestras esta disponible
un minuto después de haberse completado los ciclos. Otra ventaja de este sistema es que per-
mite el mismo tiempo, y con los mismos plazos de deteccion realizar PCR multiplex” ya que se
pueden utilizar diferentes fluorocromos.

Automatizacion:

La automatizacién siempre es deseable cuando se analiza un nimero muy elevado de muestras.
Ademaés tiene la ventaja de que los volimenes de reaccion son muy pequefios lo que quiere decir que
se necesitara muy poca muestra ademas de gastar muy pocos reactivos (hecho importante ya que
algunos, como la polimerasa, son caros). En la automatizacion algunas de las reglas de la PCR se con-
vierten en obsesion. Entre estas podemos destacar el evitar las contaminaciones, frecuentes en la
PCR, y la necesidad de manipulaciones libres de DNAsas y RNAsas enzimas que destruyen el ADN y
el ARN respectivamente. ¢Es posible automatizar la PCR desde la extraccidn hasta la deteccion?.

» Extraccion: las etapas de filtracion y de centrifugacién son dificiles de automatizar por lo que
la automatizacion es mas clara en los sistemas magnéticos en los que ya es una realidad.

» Preparaciéon/Amplificacion: Ya se estan comercializando robots que realizan la adicién de los
reactivos en placa al mismo tiempo que hacen las funciones de termocicladores. Las placas
estan evolucionando de 96 a 384 y 1536 pocillos.

. I?eteccién de los productos amplificados: Se han automatizado diferentes sistemas de detec-
cion:
Q Carga sobre gel para electroforesis
Q Dot-blot en placa
Q Sistema de deteccién por fluorescencia.
Nuevo concepto de vacunas:

Todo lo visto como avance en el diagnéstico de enfermedades infecciosas, tiene su aplicacion en
la deteccién de animales vacunados con las nuevas generaciones de vacunas:

e Vacunas delectadas: Los avances en los conocimientos de biologia molecular han permitido pro-
ducir vacunas con marcadores seroldgicos que hacen posible diferencias los animales vacunados de
los animales con infeccion natural. Para ello se suprime del genoma un gen que codifica una protei-
na cuya funcién no es esencial. Esta cepa vacunal no inducira anticuerpos especificos contra esta pro-
teina, puesto que ésta ya no se expresa. Utilizando un sistema de diagndstico para detectar esa pro-
teina concreta y otra proteina cuyo gen no se haya eliminado podremos decir si un animal estd
vacunado, infectado o si es negativo. La vacuna contra la enfermedad de Aujeszky ha sido pionera
en el desarrollo de vacunas delectadas pero le han seguido otras como la de la Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina (IBR).

» Vacunas recombinantes:

Q Vacuna contra la rabia: Utiliza un poxvirus recombinante de vaccionia como vector de expre-
si6n. Se inserta el gen que codifica la glicoproteina G del virus de la rabia en el genoma del
virus vaccinia. Esta vacuna se administra a los zorros de Europa y a los principales reservorios
del virus en EEUU, mapache, mofetas y coyotes.
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Q Vacuna contra la Peste Porcina Clasica: De los distintos intentos de vacunas con tecnologia
recombinante, la que esta actualmente en fase de experimentacién con miras a su comercia-
lizacion en un futuro préximo es una vacuna de subunidades que utiliza como inmundgeno la
glucoproteina E2. Para producir esta proteina recombinante, el gen que la codifica la E2 se
expresa en baculovirus. Al mismo tiempo que la vacuna, se esta desarrollando una prueba de
ELISA que permite detectar anticuerpos frente a otra proteina del virus de la PPC diferente de
la E2, asi como frente a la E2, lo que permitira afirmar si el animal ha tenido contacto con virus
de campo o ha sido vacunado.

Q Existen otras vacunas comercializadas o en fase de desarrollo que utilizan esta tecnologia
recombinante: Enfermedad de Newcastle, Peste Aviar, Peste Bovina, etc....

Para la diferenciacion seroldgica de animales vacunados de animales infectados se usan basicamen-
te ELISAs desarrollados con los sistemas estudiados anteriormente. Se usan ELISAs con proteinas
recombinantes como antigeno. También se utilizan ELISAs que llevan anticuerpos monoclonales que
compiten con los posibles anticuerpos presentes en los sueros.

Cada vez se utiliza mas la PCR para la diferenciacion de cepas vacunales o de campo de agentes
patdgenos detectados, por ejemplo PCR especifica del gen de la glicoproteina gE para la diferencia-
cién de cepas vacunales de la Enfermedad de Aujeszky.
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TENCOLOGIA ANALITICA EN VIROLOGIA

Resusmen:
En el presente tema se abordan las técnicas mas frecuentes empleadas en el laboratorio para el diag-

néstico de enfermedades viricas. Se van a tratar sélo aquellas que suponen la puesta en evidencia del
virus o alguno de sus componentes, sin tener en cuenta las técnicas que sirven para el diagnostico viri-
co, basadas en la deteccion de anticuerpos especificos en suero, que han sido tratadas en otro tema.

El tema comienza con un brevisimo recordatorio de las caracteristicas mas importantes de los virus
y de algunas infecciones producidas por los mismos, para continuar con el desarrolfo de las técnicas
empleadas en analitica viral. Se tratan desde las mads simples y conocidas como las basadas en el efec-
to citopético producido por los virus sobre cultivos celulares, o basadas en la reaccién antigeno-anti-
cuerpo y revelado por conjugados con fluorocromos (inmunofiuorescencia) o con enzimas (inmunopero-
xidasa o ELISA), hasta las mds sofisticadas basadas en la deteccion de parte del genoma virico, como la
hibridacion por sondas de ADN o la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

CARACTERISTICAS MAS IMPORTANTES DE LOS VIRUS.

Todos los organismos unicelulares, desde los mas complejos como los protozoos, hasta los mas sim-
ples como las clamidias, pasando por hongos, bacterias, micoplasmas y rickettsias, contienen en su
estructura ADN como depositario de su informacion genética, asi como ARN, y poseen su propia maqui-
naria metabdlica para la produccién de macromoléculas y energia. Estos microorganismos crecen sinte-
tizando acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos y lipidos, y se muitiplican por divisién binaria.

ADN y ARN
NO ORGANULOS
'SUBCELULARES

. v DEP. DE LA CEL..
ADN y ARN S 'HOSPEDADORA

‘ . _ FUERA DE LA CEL.
'MET. PROPIO I METABOLISMO

INERTE

SON CELULAS

REPROD. DIVISION
BINARIA

AL REPLICAR EN
CELULAS PRESENTA
CARACTERISTICAS

VITALES

Los virus por otra parte son mas pequefios y simples en su estructura. Contiene s6lo un tipo de acido
nucleico, ADN o ARN, pero nunca ambos en un mismo virus. Carecen de mitocondrias, ribosomas y otro
organulo subcelular, por lo que dependen completamente de la célula que infectan para la produccién de
energia y sintesis proteica. Fuera de una célula sensible, una particula virica es inerte, pero cuando se
replica en ella presenta las caracteristicas de todo organismo vivo. Dentro de la célula los virus se mul-
tiplican utilizando la maquinaria de la célula que infecta, la cual pone a trabajar a su servicio con las ins-
trucciones del material genético virico.



Consejeria de Agricultura y Pesca

ESTRUCTURALES Y
REPLICACION DE A.N.

@ FORMACION PROTEINAS
@ ESTRUCTURALES, NO

PENETRACION

a /2
LIBERACION DEL AN, Y
TRANSCRIPCION A ARNm

LIBERACION

Las consecuencias para la célula infectada por un virus son muy variadas, dependiendo del tipo. Estas
consecuencias pueden ser las siguientes:

1.- Cambios profundos metabdlicos y morfoldgicos (ECP) que conducen a la muerte celular.

2.- Cambios ligeros que afectan sdlo a la funcionalidad celular sin provocar muerte ni efecto citopd-
tico.

3.- Ningun cambio aparente (Virus integrado en el genoma).
4.- Alteracion morfologica y transformacion tumoral. Las células se dividen indefinidamente.

Por otro lado, la puerta de entrada y la forma de difusién de un virus en el organismo animal, tiene
una gran importancia en la analitica laboratorial de infecciones viricas, porque el conocimiento de éstas
en cada enfermedad dirigird el trabajo hacia qué se busca, donde y con qué método.

TECNOLOGIA ANALITICA EN VIROLOGIA.

El diagndstico de una enfermedad producida por virus, puede realizarse en algin caso por las mani-
festaciones clinicas, la evolucion y las lesiones que produce en los animales infectados. Pero la mayoria
de las veces incluso en los procesos mas evidentes, se necesita la confirmacion laboratorial. También
podemos afirmar que en ocasiones, el andlisis de laboratorio por si solo, no es suficiente para hacer el
diagnéstico de una afeccidn virica y hay que apoyarse en otros hechos. Existen varios ejemplos donde
es imprescindible la participacién de laboratorio con las técnicas que les son propias. Asi tenemos como
ejemplo, las situaciones del siguiente cuadro:
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Las técnicas que se aplican en la analitica de enfermedades viricas, estan I6gicamente influidas por
las caracteristicas que poseen los virus en cuanto a su metabolismo, lo que supone una dificultad adi-
cional para su aislamiento e identificacion, sobretodo si se compara con las técnicas aplicadas en micro-
biologia. Estos inconvenientes se han evitado ideando técnicas cada vez mds ingeniosas y efectivas,
hasta el punto de que alguna de ellas, por no decir casi todas, son aplicadas posteriormente al diagnos-
tico de procesos provocados por otros microorganismos como bacterias o parasitos.

La de mayor difusion en todos los centros analiticos, son las basadas en la reaccién antigeno-anti-
cuerpo con sustancias marcadas, por su rapidez y facilidad de empleo, pero con el desarrollo de las téc-
nicas de biologia molecular han aparecido algunas nuevas de gran importancia. No hay que olvidar sin
embargo, las mas clasicas, basadas en alguna caracteristica particular de alglin grupo de virus (como la
hemadsorcion, aglutinacion, etc.) que alin se siguen empleando, aunque en general se han complemen-
tado o perfeccionado con otras de mas reciente aparicion.

Vamos a desarrollar el tema segun el siguiente esquema:

TECNICAS TECNICAS BASADAS

; UNION ANTIGENO-
CLASICAS VIRICAS ANTICUERPO

HEMOADSORCION INMUNOF! UORENCIA
DIRECTA

TECNICAS DE

NUEVAS TECNICAS
DETECCION ACIDOS
NUCLEICOS

IDA(

HEMOAGLUTINACION
SERONEUTRALIZACION INMUNOPER

ELISA ANTIG
ELISA-DAS

TECNICAS VIRICAS CLASICAS.

1.- HEMADSORCION

La hemadsorcion, es una técnica muy empleada en el diagnéstico de la Peste porcina africana, que
presenta esta propiedad, es decir la unién de glébulos rojos a leucocitos infectados por el virus. Esta
técnica no es aplicable a otros virus, pero por su importancia en al diagndstico de PPA, merece dedi-
carle un tiempo.

Las propiedades hemoadsorbentes del virus PPA, fueron descubiertos y usadas como diagnéstico por
MALMQUIST Y HAY (“*Malmquist W.A. 1962. Haemadsortion and citophatic effect produced by ASFV
in cell cultures”. Am. J. Vet. Res. 23. 241-247"). Es una prueba que alin se sigue empleando y es fun-
damental para diferencias PPA y PPC.

La mayoria de los virus aislados de PPA, poseen esta propiedad (salvo algunas cepas) y es un pro-
ceso muy simple, que puede realizarse en un laboratorio sin gran infraestrestructura. En primer lugar
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para hacer la hemadsorcion, es necesario
extraer sangre estéril de un cerdo, separar
por centrifugacion los leucocitos y cultivar HEMADSORCION
los mismos en tubos o frascos, usando
como medio el propio plasma de la sangre

extraida. Posteriormente se inocula la g”&g&%”ggfg\?g
muestra problema y en caso positivo a las D

24-48 horas se observa la hemadsorcion.
Puede tratarse de una cepa no hemadsor-
bente y en ese caso habra destruccién de
los leucocitos y habré que comprobar el - =)
diagndstico por otros métodos.

Puede realizarse una modificacion del pro-
cedimiento anterior, en el que si existen
cerdos enfermos pueden prepararse los O
cultivos de leucocitos directamente a partir separacion
de la sangre de estos animales. Tiene la leucocitos observar 24-48 horas
ventaja de que en caso positivo la rapidez
es mucho mayor, ya que no hay que espe-
rar a disponer de cultivos para hacer el
indculo.

2.- HEMOAGLUTINACION.

La técnica de hemoaglutinacién aprovecha
otra caracteristica que presentan algunos
vnrus,.de aglutinar eritrocitos de diversas T

especies cuando se ponen en contacto con HEMOAGLUTINACION

ellos en una suspension. Entre los virus

mas importantes que presentan poder VIRUS
aglutinante, estan los virus influenza, i M
parainfluenza, parvovirus y algunos picor- @) @)

HEMOAGLUTINACION

navirus. Este fendmeno puede ser inhibido
por interaccién con anticuerpos especificos
hacho que puede ser usado para titulacién
de anticuerpos en suero.

"ERITROCITO

O/l

Para buscar virus hemoaglutinantes en
muestras patoldgicas, se utilizan exudados o macerados de 6rganos, que se enfrentan a suspensio-
nes de eritrocitos de la especie que hemoaglutinen, en funcién de la enfermedad que intentemos
diagnosticar. En el caso de la influenza aviar, se utilizan huevos embrionados como sustrato para rea-
lizar el aislamiento del virus a partir de macerados de visceras de pollos sospechosos. Estos huevos
se inoculan en cavidad alantoidea y tras incubarlos 48 horas se obtiene liquido alantoideo y se busca
en el mismo poder hemoaglutinante.

3.- BUSQUEDA DE EFECTO CITOPATICO Y NEUTRALIZACION VIRICA.

Las alteraciones visibles que producen los virus sobre los cultivos celulares inoculados, se conocen
como efecto citopatico (ECP). Es un fenomeno muy importante en el diagndstico viral, porque muchos
de estos son altamente especificos para un determinado virus y una determinada linea celular. Existen
muchas alteraciones que se confunden facilmente con ECP y no son consecuencia de la infeccién virica,
sino de otros factores como son temperaturas de incubacion inadecuadas, toxicidad del medio de culti-
vo, etc. La visualizacion del ECP puede hacerse con el microscopio optico, aunque para hacer mas visi-
bles los cambios es necesario el uso de sistemas de vision especiales (como los condensadores de con-
traste de fases) e incluso y mas extendidos son los métodos de tincion histoldgicos.



Diagnéstico de enfermedades de declaracién obligatoria (EDOs)

Cuando se inspecciona un cultivo inoculado, pueden observare alteraciones en nticleo, en citoplasma
o en ambos. Una de las alteraciones mas importantes son la aparicion de cuerpos de inclusién, que
varian en forma, tamafio, nimero y tincion (acidéfila o basdfila). Los cuerpos de inclusién pueden ser
sitios de sintesis viral, o representar acumulaciones de proteinas virales con o sin contener viriones
maduros. En otros casos representan agregados cristalinos de viriones, pero también pueden ser sim-
plemente el resultado de cambios degenerativos de la célula infectada.

Algunos virus en lineas celulares susceptibles, poseen un ECP muy tipico, como es el caso de los
Herpesvirus y algunos Coronavirus, entre otros. Producen la fusidn de las células infectadas, por cam-
bios en la membrana celular, originando la formacion de sincitios. Estas células gigantes pueden pre-
sentar inclusiones citoplasmaticas, vacuolas citoplasmaticas, inclusiones intranucleares o combinacion de
todas las anteriores.

La observacion del ECP, como técnica de diagndstico, tiene un valor limitado, salvo en algunas enfer-
medades producidas por virus con ECP muy caracteristicos en lineas concretas. Por otro lado, para
que las alteraciones sean visibles, hay que realizar a veces hasta 3 pases ciegos, con el tiempo que
ello conlleva, causa principal por la que la analitica laboratorial estos métodos han sido desplazadas
por otros mas rapidos y especificos.

NEUTRALIZACION VIRICA. TECNICA DE NEUTRALIZACION

La neutralizacion del ECP, es un método amplia-
. , .. R 1 2 3 4 5 6 | MEZCLAS VIRUS
mente usado en diagndstico viroldgico. Para la prue- U ] ] ] U ]paomsms

ba se mezclan el virus causante del ECP con dife- iy
rentes antisueros conocidos. Posteriormente se

enfrentan las distintas mezclas a cultivos de células ST
frescos. Es un método de identificar virus muy anti- (
guo, pero muy especifico y atin ampliamente usado.
Debido a su gran especificidad, es a menudo usada
como prueba estandar o de referencia con la cual se
valoran algunas otras técnicas.

NO EFECTO CITOPATICO EN EL N° 3 EL VIRUS
QUEDA IDENTIFICADO

4.- MICROSCOPIA ELECTRONICA.

El diagndstico de enfermedades viricas mediante el uso de la microscopia electrénica (ME) se puede
realizar sin demasiadas complicaciones, salvo las derivadas de la complejidad y coste del equipo y de la
necesidad de contar con personal altamente especializado.

Debido al su altisimo grado de resolucion, la ME es una herramienta utilisima para visualizar alguno
de los detalles mas dptimos de los virus. La resolucion obtenida, depende del uso de técnicas especifi-
cas de tincion, tales como la tincién negativa con sales de metales pesados o las técnicas de sombrea-
do (con platino, carbdn-platino o carbén-paladio). Las técnicas de cortes ultra y semifinos complemen-
tan los anteriores, pero son mas usados para tejidos, bacterias, levaduras y organulos subcelulares y no
para virus. Su resoluciéon es menor por la apariencia granular de los tinciones en cortes.

Entre las ventajas que presenta la técnica tenemos:

1.- Se visualiza el virus

2.- Rapidez. Puede hacerse hasta en pocos minutos.

3.- Pueden identificarse algunos virus por su morfologia.
4.- Sirve para detectar virus inactivados o de dificil cultivo.
Entre los_inconvenientes tiene:

1.- Precio y preparacion técnica del personal
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2.- No se puede procesar varias muestras a la vez.
3.- No es muy sensible. Necesita un nimero minimo de particulas viricas.

La tincidn negativa con sales del acido fos-

fotﬁngstico (PTA) es una técnica simple y efec- IMICROSCOPIA ELECTRONICAI
tiva, introducida por Horne & Wildy en 1959.

Las particulas bioldgicas son tratadas y los O [VIRUS SOBRE REVTLA|

iones metdlicos con cargos positivas, forman

enlaces idnicos con macromoléculas cargadas l ]

negativamente (proteinas, glicoproteinas, aci-

| [APLICACION DEL PTA|
dos nucleicos). La alta electrodensidad de estos PR

metales, detiene el flujo de electrones, que por

el contrario atraviesan facilmente las estructu- ' ]
ras bioldgicas. El colorante permanece fuera de
las estructuras, pero a veces por rotura de la .
envuelta o la capsida, puede penetrar y revelar i

estructuras internas. La tincion negativa se rea-

liza sobre rejillas especiales de cobre o niquel
que se cubren con una pelicula plastica estabi-
lizada con carbon (Formvar”). Sobre ellas se
deposita la muestra y posteriormente se aplica la solucién con PTA. Esta técnica admite diversas modi-
ficaciones para concentrar las particulas viricas adheridas en mayor nimero a las rejillas. Asi tenemos:

e Ultracentrifugacién_sobre las rejillas: EI material de partida se clarifica por centrifugaciéon a baja
velocidad y el sobrenadante se somete a ultracentrifugacion en tubos de ultracentrifugado en los que
se ha colocado en el fondo las rejillas. Después se cogen éstas y se tifien con el PTA. Es convenien-
te cuando la concentracidn virica se sospeche pueda ser menor de 106 viriones/ml. Puede hacerse
sin las rejillas en el fondo del tubo y simplemente resuspendiendo el sedimento en agua destilada
(que produce la lisis de células y no afecta a virus).

» Método de difusién en agar: En esta técnica se coloca un bloque de agar al 1% sobre un portaob-
jetos y se aflade sobre su superficie una gota de la suspension virica. Sobre la gota se colocan 1 6 2
rejillas de Formvar”. Cuando las sales y agua difunden en el agar, las particulas viricas quedan sobre
la rejilla pudiendo tedirse a continuacion.

Para virus dificiles de cultivar puede realizarse la técnica de INMUNOMICROSCOPIA ELECTRONICA.
Como su nombre indica se basa en el uso de anticuerpos especificos contra el virus que se busca, lo cual
provoca la aparicion de agregados. Estos agregados pueden posteriormente someterse a alguno de los
métodos de concentracion anteriores por ultracentrifugacion o difusion en agar.

TECNICAS VIRICAS BASADAS EN LA UNION Ag-Ac.

1.- TECNICA DE LA INMUNOFLUORESCENCIA.

La técnica de diagndstico por inmunofluorescencia (IF) se basa en la posibilidad de unir anticuerpos
a fluorocromos, dando lugar a compuestos fluorescentes que mantienen su actividad bioldgica intacta.
Los fluorocromos se excitan cuando se estimulan con una luz de una determinada longitud de anda (en
el espectro azul o ultravioleta). Para mantener la estabilidad, estos fluorocromos emiten una luz de una
longitud de onda mayor, que es visible. La fluorescencia adquiere la maxima estimulacion a 490 nm, y la
longitud de onda de la luz que emite es de 517nm. Se trata de tener un microscopio con un emisor de
la primera luz y un sistema de filtros que separa ambas para hacer visible la segunda. Estos microsco-
pios son generalmente convencionales a los que se afada en lamparas especiales y sistemas de filtros
para permitir la observacién. Esta técnica comienza con COONS en el afio 1941 (Coons, Creek & Jones.
“Immunological properties of an antibody containing a fluorescent antiboy technique). Para algunos
autores COONS no sélo es visto como el creador de la técnica de IF, sino como el padre de las técnicas
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en las que se basan los métodos rapidos de
diagnostico. Asi, hay que decir que fue la pri-
mera técnico en la que se uso una fase soli-
da que contenia el material de diagndstico.
Desde sus primeros comienzos no tuvo una ¥

gran aceptacion y fue empleada de manera D 4
esporadica en diversos procesos. No fue hasta FILTRO EXCITADOR {517 nm
los afios 60-70 cuando se empezo a conside- =

rar en toda su valia, sobretodo cuando fue .\ t \L

TECNICA DE
INMUNOFLUORESCENCIA

declarada por la O.M.S. como técnica reco- - e T
mendada para rabia, por su rapidez y sensibi- o i
lidad.(se usa aun para esta enfermedad). - -

Es una técnica que ha mejorado mucho en
el tiempo, al aparecer reactivos de muy buena
calidad, mejores métodos de conjugacion y
purificacién y sobre todo anticuerpos mono-
clonales. Por otro lado la aparicién de técnicas inmunoenzimaticas (ELISA), han desplazado en parte a
las de IF, alin que no en su totalidad, y hoy en dia se siguen empleando con éxito en el diagnéstico de
muchas enfermedades en medicina humana y veterinaria.

Como cualquier técnica tiene sus ventajas e inconvenientes que pueden resumirse en las siguientes:
Ventajas:

1.- Rapidez en la realizacion.

2.- Cuando se trabaja con tejidos permite ver la reaccion y a la vez la morfologia del tejido.

3.- Puede detectar viriones infecciosos y no infecciosos.

4.- Es sensible.

5.- Es relativamente fécil de realizar.

Inconvenientes:

1.- Puede dar lugar a falsas interpretaciones.

2.~ Es equipo es costoso.

3.- La reaccion no es permanente. Una vez observada, no pueden conservarse las muestras.

REALIZACION DE LA TECNICA.

La técnica admite numerosas variantes en cuanto a la muestra usada y la forma de realizar la misma.
Como muestra se usan generalmente érganos, ya sean en frotis o en cortes con criotomo, pero tam-
bién pueden usarse células de cultivos previamente inoculados con la muestras problema. La técnica
puede detectar antigenos especificos en cultivos celulares antes de que aparezca el ECP (puede servir
también para confirmar el mismo).

Tanto en el caso de drganos, como en el de células de cultivos, hay que proceder previamente a la
tincién a la fijacion de la muestra. La fijacion puede hacerse con métodos fisicos, como el calor, 0 con
métodos quimicos como el etanol o la acetona. Con la fijacidn se consigue:

— Adherir la muestra a los portaobjetos.
— Insolubilizar los antigenos.

- Facilitar la permeabilidad de la membrana celular al anticuerpo.
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Método directo: El método directo se realiza INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA
en un solo paso, echando sobre la muestra pro-

blema ya fijada la solucién que contiene al anti-
cuerpo conjugado con la fluoresceina. Es muy
rapida porque sélo necesita una incubacién, pero
tiene como mayor desventaja su menor sensibili-
dad y la necesidad de un conjugado diferente
para cada virus que estemos buscando.

Método indirecto: Se realiza en dos pasos.
En el primero se aflade el anticuerpo especifico
contra el virus que estamos buscando (no esta
conjugado). En el segundo paso se aiade un con-
jugado antiespecie contra el primer anticuerpo del
primer paso. Tiene dos ventajas fundamentales,
la primera es que es mas sensible, porque para a
cada molécula de anticuerpo primario, se unen
varias del conjugado. La segunda ventaja es que
no necesitamos un conjugado para cada enfer-
medad (solamente para cada especie en las que
se obtenga el anticuerpo primario), y los conjuga-

dos antiespecie pueden obtenerse comercialmen-
te con gran facilidad. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Tanto la técnica de la INMUNOPEROXIDASA, &
como la técnica ELISA y la técnica del RADIOIN- | F———— — ]
MUNOENSAYO, son desarrollos de la IF, donde lo CULTIVO CELULAS INFECTADOS CON VIRUS CONOCIDOS
Unico que cambia es el indicador. Las dos prime-
ras las abordaremos a continuacién. Con respecto
al radioinmunoensayo o radioinmunoanalisis (RIA)
diremos que es una técnica muy sensible, perono |L
se usa en absoluto como técnica rutinaria. Al con-
trario, esta desapareciendo practicamente, de los
pocos laboratorios de diagnéstico rutinaria que las
usaban, por los inconvenientes del manejo de is6-
topos radioactivos. Sélo se utiliza en técnicas muy
determinadas y laboratorios de referencia o inves- |

tigacion. ADICION DEL CONJUGADO ANTIESPECIE ESPECIFICO

OBSERVACION AL MICROSCOPIO

2.- TECNICA DE LA INMUNOPEROXIDASA.

La tincidn inmunocitoquimica, es un método con sensibilidad y especificidad para localizar antigenos
virales. A mediados de los afios 60, los fluorocromos usados por Coons para conjugar anticuerpos fue-
ron sustituidos por una enzima (RAM 1.S., NAKANE P.K., RAWLISON D.G. & PIERCE G.B. “Enzyme-labe-
led antibodies for ultraestructural studies” Fed. Proc. 25:732.1966).

La primera enzima usada fue la fosfatasa alcalina, pero como perdia su actividad rapidamente,
enseguida fue sustituida por la peroxidasa del rabano picante (Nakane & Pierce 1967), mucho més
estable. Este método se basa en que la union Ag-Ac ezima, se revela mediante la visualizacion de un
complejo que aparece cuando el tejido se expone a una solucion que contenga un substrato apropiado
y perdxido de hidrégeno. La enzima reduce el peréxido de hidrégeno a agua, y el substrato se oxida,
dando lugar a un precipitado de color, que es insoluble y no difusible, que queda en el lugar donde se
encontraba el antigeno viral.
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INMUNIPEROXIDASA

K H202

SUBSTRATO
+

H.0;

ANTIGENOS
VIRALES

NO DIFUSIBLE

Este método elimina alguno de los inconvenientes de la técnica IF, de manera que:

— Las preparaciones de inmunoperoxidasa, una vez montadas son permanentes y pueden ser
observadas con un microscopio dptico normal. Asi se evita también la autoflorescencia.

— La peroxidasa esta disponible pura, es estable después de la conjugacién quimica, y por su
pequefio tamafo penetra facilmente en los tejidos.

Sin embargo existe un grave inconveniente:

— La peroxidasa es enddgena a algunos tejidos de mamiferos, lo cual da lugar a tinciones inespecifi-
cas que interfieren con la interpretacion. Este problema puede resolverse eliminando la peroxidasa endé-
gena pretratando los tejidos con reactivos que inactivan la enzima, pero segun algunos autores, este tra-
tamiento puede daiar los antigenos buscados.

REALIZACION DE LA TECNICA:

Existen al igual que en el caso de la IF, varios métodos de llevar a cabo la técnica, que son analogos,
como el método directo y el indirecto. Ademas existen dos modificaciones.

1.- Método directo: Se realiza en un solo paso, ya que el anticuerpo especifico antivirus es el que
estad conjugado con la enzima. Es simple y rapido, y presenta una baja tasa de reacciones inespeci-
ficas. Como inconveniente al igual que en el caso de la IF, es el menos sensible y nos obliga a usar
un conjugado para cada enfermedad.

2.- Método indirecto: Se realiza en dos pasos, usando en el segundo conjugado antiespecie, que
reacciona con el anticuerpo especifico afiadido en primer lugar. Como ventajas, solo necesita varios
conjugados antiespecie adquiridos comercialmente y su sensibilidad es hasta 10 veces mayor que la
IP directa. Como inconveniente tenemos el mayor tiempo que tarda en realizarse la técnica, aunque
sigue siendo muy rapida.

3.- Método PAP (peroxidasa-antiperoxidasa). En 1970, STERNBERG et al. Ponen a punto un
procedimiento que no requiere conjugacion quimica entre el anticuerpo y la enzima. La peroxidasa se
une previamente a un anticuerpo antiperoxidasa por medio de una interaccion tipica Ag-Ac (esto evita
un grave problema de esta técnica y que es cuando se una la peroxidasa a anticuerpos, el proceso
de conjugacion quimica, inactiva algunas enzimas, que sin embargo siguen compitiendo por el anti-
geno). El anticuerpo secundario, tiene la capacidad de unirse al anticuerpo primario y al complejo
PAP, ya que ambos estan obtenidos en la misma especie. El anticuerpo secundario se afiade en exce-
S0 y uno de sus sitio “Fab” se une al primario y el otro sitio “Fab” al complejo PAP. Este método es
mucho mas sensible que los dos anteriores (hasta el doble que el indirecto), pero evidentemente mas
lento.
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INMUNIPEROXIDASA TECNICA “PAP”
(Peroxidasa-antiperoxidasa)

ANTICUERPO
PRIMARIO (i

ANTICUERPO
SECUNDARIO

COMPLEJO PAP - )
= -

3.- TECNICA DE ELISA-DAS

La técnica de ELISA-DAS, es una técnica inmunoenzimatica ,que se utiliza para la deteccion de anti-
genos virales, en multitud de enfermedades como Rotavirus, Peste Equina Africana, Peste Porcina
Africana, Peste Porcina Cldsica, Fiebre Aftosa, entre otros. Las ventajas de esta prueba son enormes,
sobre todo en situaciones
de emergencia sanitaria por

ELISA-DAS

brotes de enfermedades
graves, como la mayoria de
las citadas anteriormente,
del la Lista de la O.I.E. En
general es una prueba de
alta sensibilidad y especifi-
cidad, que se realiza de
forma rapida y sencilla.

El componente principal

1. Absorcion de anticuerpos
especificos al soporte sélido.

2. Adicién de la muestra
problema.

3. Adicion de anticuerpos
especificos-conjugados con
peroxidasa.

(Doble anticuerpo-sandwich)

de la reaccion son anticuer-
pos especificos (general-
mente monoclonal o mez-
cla de monoclonales) que
se encuentran adheridos a
placas de poliestireno que
es la fase sdlida, que cuan-
do se afiade la muestra problema, capturan los antigenos virales especificos, revelandose la reaccion pos-
teriormente mediante la aplicacion de otro anticuerpo antiviral en ente caso conjugado con una enzima,
que tras la adicién del conjugado, dara lugar a una reaccién de color.

4.Adicion del substrato y
revelado

El anticuerpo de captura debe tener unas caracteristicas determinadas que son la capacidad de unir-
se fuertemente al antigeno que estamos buscando y la capacidad de unirse al soporte sélido, sin que se
produzca pérdida de reactividad. Cuando se usan anticuerpos monoclonales, pueden tener diferente afi-
nidad el de captura que el revelador, es decir unirse a dos determinantes antigénicos diferentes del virus,
pero también puede ocurrir que tengan afinidad por el mismo (Ej.: PPC-DAS, usado en el brote de Peste
porcina clasica, donde ambos tenian afinidad por la glicoproteina EQ, también denominada gp44/48).

Las ventajas de esta técnica son grandes y asi podemos destacar:

1.- Capacidad de deteccion de virus a partir de muestras de un animal ante o durante Ia fase clinica
de la enfermedad. Mucho antes que la aparicion de anticuerpos especificos.

2.- Rapidez de realizacion (2-3 horas).
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3.-No necesita un laboratorio con gran infraestructura ni personal altamente entrenado.
4.-Permite procesar gran nimero de muestras al mismo tiempo.
5.-Funciona con muestras en un estado de conservacion, que no serian aptas para otras pruebas.

Esta prueba admite variaciones que sean ventajosas por algiin motivo en funcién de la enfermedad
que se quiera diagnosticar. Como por ejemplo tenemos el ELISA, recomendado por la O.1.E/F.A.O., como
prueba de referencia para la fiebre aftosa. Esta prueba ELISA, a la vez que diagnostica la enfermedad,
identifica el serotipo virico. Para ello se tapizan diferentes filas de la placa con anticuerpos obtenidos en
conejo, para cada uno de los 7b serotipos de virus FA (A, O, C, SAT1, SAT2, SAT3, ASIAl). Las suspen-
siones de la muestra problema virico. Para ello se tapizan diferentes filas de la placa con anticuerpos
obtenidos en conejo, para cada uno de los 7b serotipos de virus FA (A, O, C, SAT1, SAT2, SAT3, ASIAL).
Las suspensiones de la muestra problema se afiaden a todas las filas, con sus correspondientes testigos
positivos y negativos. Posteriormente se afiaden a la fila que corresponda sueros anti el serotipo corres-
pondiente, obtenidos en cobaya. Por Gltimo se afiade a todas las filas un conjugado anticobayo y el sus-
trato. Cuando la reaccién aparece claramente es una gran ventaja para el diagnéstico de un brote por-
que permite serotipificar a la vez siendo muy grande el ahorro de tiempo, aunque en ocasiones hay que
comprobar con otra técnica como la PCR que se tratard en otro apartado.

NUEVAS TECNICAS DE DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS.

1.- EL ADN, ESTRUCTURA Y REPLICACION.

Antes de abordar las nuevas técnicas de diagnéstico basadas en el uso y en la deteccién de &cidos
nucleicos, es necesario hacer un repaso a la estructura y composicién del ADN. El ADN es la biomolécu-
la que contiene toda la informacion sobre un ser vivo. En 1953 Watson y Crick, postularon el modelo de
la doble hélice, deduciendo la estructura tridimensional de ADN e inmediatamente interpretaron su meca-
nismo de replicacion. Este descubrimiento tan brillante ha sido uno de los mas significativos en la histo-
ria de la biologia y condujo a comprender la funcién del gen en términos moleculares.

Cuanto mas complejo es un ser vivo, mas complejo, de mayor tamafio y mayor numero de genes
tiene se Adn. Pero incluso los mas simples como los virus mas pequefios, I6gicamente poseen fragmen-
tos o secuencias que les son especificas y los hacen diferentes al resto.

La molécula de ADN es muy larga, con forma de filamento, formada por un gran numero de desoxi-
rribonucleotidos. La estructura esta formada por grupos de fosfato y azlicares con misién estructural, asi
como por bases puricas y pirimidinics, que son la parte variable y las portadoras de la informacién gené-
tica. Estd compuesta por dos cadenas helicoidales que se encuentran en torno a un €je central. Cada
cadena esta formada por nucledtidos unidos por enlaces covalentes.

Cada nucleotido esta formado por:

— una molécula de azicar (desoxirribosa).
— Un grupo fosfato.

— Una base (purica o pirimidinica).

El esqueleto de cada una de las cadenas del Adn, queda formado por los enlaces entre el grupo —OH
unido al carbono 3’ de una molécula de desoxirribosa y el grupo fosfato del carbono 5’ de la molécula
de desoxirribosa siguiente. Las dos cadenas del ADN son antiparalelas (una va en direccién 3-5 y la otra
en direccidn 5'-3". Las dos cadenas se mantienen unidad por los puentes de hidrégeno que se forman
entre las bases de ambas cadenas, que se sitian en el centro de la doble hélice. Estas bases son cua-
tro: adenida, timina, citosina y guanina (A, T, C, G) y poseen especificidad de emparejamiento, de mane-
ra que la A siempre se empareja con la T, mediante puentes de Hidrégeno (A=T) y la citosina con gua-
nina mediante tres (C=G). Estos enlaces son los que se rompen cuando se desnaturaliza el ADN y se
separa en sus dos cadenas. La adicién de nuevos nucledtidos se produce en el grupo hidroxilo (-OH) del
carbono 3.
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éCémo se replica el ADN?.

Para la replicacién del ADN, la cadena madre se abre y se colocan nuevos nucleétidos, formando dos
cadenas hijas por complementariedad de bases (replicacion semiconservativo). La sintesis se produce
siempre desde el extremo 5’ al 3", La replicacién depende de unas enzimas que se denominan ADN poli-

merasas, que actian sobre el grupo
OH libre del carbono 3.

Una cadena esta claro como se
forma, de manera continua (hebra
conductora), pero la otra no esta tan
claro a primera vista. En esta ultima lo
que ocurre es que se forman peque-
fos fragmentos 5-3" (fragmentos de
Okazaqui), que se unen posterior-
mente por medio de una enzima ADN
ligasa (hebra retardada). En este
proceso actGian varias enzimas, algu-
nas de ellas con funcién no bien cono-
cida . Las principales son las ADN poli-
merasas I, Il y III y lo que si es claro,
es que todas trabajan en conjunto.

REPLICACION DEL ADN

3!

/ 5 Hebra adelantada

3

5 DNA Parental /

31

5’
. Fragmentos Okazaki

3/
5 Hebra retrasada
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2.- ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION Y CLONACION DE ADN.

Las endonucleasas de restriccion,
son enzimas capaces de coartar la EJEMPLOS DE ENDONUCLEASAS DE
molécula de ADN, pero no por cual- RESTRICCION
quier lugar, sino que cada una de ellas
tiene unos lugares muy especificos de
hacerlo y siempre actia de la misma
manera. La especificidad del lugar por

donde realizan el corte la de la secuen- 5’ GGATCC 3’
cia de bases. La mayoria reconoce Bam H I
secuencias de 4 a 7 nucledtidos, que 3' CCT, XGG 5’

son palindromicas, es decir tienen
simetria rotacional binaria (se leen
igual en un sentido que en otro). Estas
enzimas las producen de forma natural
las bacterias, para protegerse del ata-
que de los bacteriéfagos. A continua- 5’ GGCC 3’

cién ponemos algunos ejemplos: 3 CC% G5 Hae III

Los extremos que se producen al
cortar los trozos de ADN, pueden ser
complementarios de los de otras molé-
culas de ADN de naturaleza distinta, cortada por la misma enzima. Estas dos pueden unirse por estos
extremos complementarios dando lugar a una molécula de ADN “recombinante”a partir de ADNs de ori-
gen diferente, el hecho de poder cortar y unir ADN, es importantisimo para la manipulacién genética de
organismos, pero también tiene valiosisimas aplicaciones en el diagnéstico como posteriormente veremos.

3.-TECNICA DE DIAGNOSTICO POR SONDAS DE ADN.

Los fundamentos de las técnicas de diagndstico viroldgico vistas hasta ahora se basan en el aisla-
miento o puesta en evidencia de los virus o sus antigenos (base de las técnicas estandar de diagndstico
viral, como IFD, IP o ELISA).

Las técnicas de hibridacion de acidos nucleicos, han sido de valiosisima utilidad en el estudio de enfer-
medades viricas. Al principio, estos métodos tenian severisimas limitaciones por su complejidad técnica
(en relacion a los procedimientos tradicionales), pero la generalizacion de las técnicas de ampliacién y el
gran avance de los sistemas de revelados de las reacciones que no usan isétopos radiactivos, han hecho
que estos métodos dieran el salto desde la investigacion a la aplicacién diagnéstica practica, eso si, sin
gozar de la difusién, popularidad y utilidad de los otros métodos.

La base de ellas, es la gran especificidad y afinidad de las cadenas de acidos nucleicos por otras que
sean complementarias. Los fragmentos complementarios a las secuencias del acido nucleico buscado
(sonda) pueden ser marcadas de diferentes formas, de manera que pueda ser revelada la unién. Un ADN
diana, puede desnaturalizarse, para hacerlo monocatenario y permitir el anillamiento con la sonda.

Las reacciones de hibridacién pueden tener lugar en solucién o en muestras unidas a soportes soli-
dos (papel de nitrocelulosa por ejemplo).

Preparacion de las sondas y marcaje.
Las sondas pueden prepararse de tres formas fundamentales:

1.- Fragmentos de restriccion del acido nucleico virico, pueden ser insertados en vectores de clona-
je, tales como plasmidos bacterianos. Posteriormente son purificados y marcados.

2.- Si se conoce la secuencia especifica viral que se quiere detectar con la sonda, ésta puede fabri-
carse en un sintetizador de oligonucleétidos, con lo cual se hace rapidisimamente y sin los pro-
blemas de la clonacion.
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3.- Por técnicas de reaccion en cadena de polimerasa (PCR).

El marcaje de la sonda puede hacerse de diversas formas. Los nucleétidos pueden quitarse y poner-
se en la cadena con enzimas especificas, aprovechando este proceso para incorporar nucleétidos mar-
cados. Tradicionalmente, las sondas han sido marcados con is6topos radiactivos como el P32. No hay
que insistir en los inconvenientes de este tipo de marcaje y las enormes restricciones y controles que
imponen las autoridades a los centros que las emplean. Los marcados con istopos radiactivos, por otra
parte tienen una vida media muy corta, por lo que se han buscado insistentemente otras formas de mar-
caje, entablandose una lucha encarnizada entre muchos laboratorios privados, ya que las ganancias eco-
nomicas podian ser enormes.

Se han desarrollado muy rapidamente marcajes con biotina y también con digoxenina, que son alta-
mente especificos y con sensibilidad practicamente igual a los isotopos radiactivos, A las sondas de ADN
se incorpora la digoxenina-dUTPy la unién se detecta inmunoldgicamente con un conjugado anticuer-
po-enzima (antidigoxenina-fosfatasa alcalina), seguido por la adicion de un substrato que da una
reaccién de color.

Técnicas de hibridacién.

Cuando después de extraer el ADN de un virus, se transfiere a un sustrato sdlido, como papel de
nitrocelulosa, éste puede desnaturalizarse y separarse de las dos cadenas mediante el aumento de tem-
peratura en unas condiciones del medio apropiadas. Si estos fragmentos de ADN desnaturalizados se
ponen en presencia de la sonda complementaria a la secuencia que queremos localizar, y se cambian las
condiciones de incubacién de la membrana a otras que den lugar a la renaturalizacion, se producird la
hibridacién. Posteriormente la reaccién puede ser revelada de diversas formas en funcion del tipo de mar-
caje que tenga la sonda.

TECNICA DE HIBRIDACION
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ROTURA CON
ENCIMAS DE SEPARACION POR
RESTRICCION ELECTROFORESIS

Estas técnicas se denominan de diferente forma en funcion de la forma de realizarlas. Asi tenemos:

1.-"Dot blot ™ o “Spot dot”: Es la técnica mas simple. La muestra se traspasa directamente a una
membrana de nitrocelulosa sobre la que se produce la hibridacion y el revelado. Es rapida, simple y
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permite ensayar un ndmero de muestras relativamente grande. Sélo se ve una mancha y es dificil
apreciar reacciones inespecificas.

2.-"Southern blot”: Fue desarrollada por E.M. Southern lo que le dio el nombre. Los pasos de los
que consta esta técnica son los siguientes:

a).- Extraccion y purificacion del ADN.
b).-Divisién del mismo con enzimas de restriccidn.
c).-Separacion de los fragmentos mediante electroforesis en gel de poliacrilamida.

d).-Transferencia electroforética de los fragmentos separados en el gel a membranas de nitro-
celulosa.

e).-Hibridacién y revelado.

3.-Northern blot: Es la misma técnica anterior pero en vez de ADN se llama asi cuando se realiza
con ARN.

4.-Western blot: Es el nombre que recibe la técnica de los dos puntos anteriores cuando no se rea-
liza con acidos nuclelcos, sino con proteinas de cualquier tipo. Es le técnica de immunoblotting donde
buscamos antigenos viricos en las membranas de nitrocelulosa con anticuerpos especificos conocidos,
después de hacer una separacion electroforética de la muestra problema y transferencia.

4.- LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

La técnica de diagnéstico por sondas de ADN, han tenido un grave inconveniente en la dificultad de
encontrar en una muestra problema una secuencia especifica. El limite de deteccién para las sondas de
acidos nucleicos mas sensibles es de alrededor de 10-3-10- particulas viricas. Este limite es suficiente
para detectar virus en la mayoria de muestras clinicas, tomadas en el momento apropiado y enviadas en
buenas condiciones.

En el diagnéstico por la técnica de la PCR, se actlia sobre el ADN/ARN del virus que estamos bus-
cando, para proceder a la AMPLIFICACION de un fragmento elegido especifico para ese virus, de forma
que la deteccion del mismo signifique de manera inequivoca la presencia del agente, por lo tanto puede
definirse como método enzimatico que permite multiplicar millones de veces una secuencia de ADN espe-
cifica, lo que hace infinitamente mas facil su deteccion.

Esta técnica fue desarrollada por Kary Mullis y col. En 1987, y sus principios son los que rigen la repli-
cacién del ADN en lo seres vivos, es decir, la separacion de las dos cadenas y mediante una de ADN poli-
merasa que afiade nucleétidos en ambas cadenas en direccién 5'-3' se produce la sintesis de dos nuevas.

Aunque la técnica se presentd a principios de los setenta, no se perfecciond lo suficiente hasta media-
dos de los 80, cuando se consiguié amplificar ADN de genes individuales a partir de una muestra de ADN
total de un organismo. Este método repite determinado niimero de veces tres pasos que se producen en
sucesion bajo condiciones controladas y variables de temperatura.

Estos son los siguientes:

1.- Separacion de las dos cadenas de ADN (Desnaturalizacién).
2.-Apareamiento o anillamiento de los indicadores (cebadores o “primers”).
3.-Sintesis de la cadena complementaria (Extensién).

Estos tres pasos, se realizan de forma sucesiva y los tres forman un CICLO. La amplificacién de una
secuencia de ADN se realiza aplicando entre 20-45 ciclos, lo que da lugar a una acumulacién exponencial
de la secuencia diana. El nimero tedrico de moléculas de ADN que se obtiene tras un determinado ntime-
ro de ciclos se calcula con la formula:

X : n° de moléculas iniciales

N=X2n n : n° de ciclos realizados
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Esta formula supone una eficacia del 100% en cada ciclo, pero esto no se consigue nunca. La efica-
cia varia enormemente, dependiendo de multitud de factores que pueden optimizarse en mayor 0 menor
grado. Por otra parte la amplificacién llega un momento en que deja de ser exponencial (efecto “plate-
au”) y esto se debe principalmente a una menor disponibilidad enzimatica, menor eficacia de la desna-
turalizacion del ADN y menor eficacia de la unién de los iniciadores.

Molécutas Fle
ADN

Efecto “plateau™

Mulitipligacién
axpgnencial

N° de ciclos

Vamos a ver paso a paso la reaccion y los factores que intervienen en cada uno de ellos, por una
breve referencia a la preparacién del ADN a partir de la muestra.

Extraccion del ADN.

Para extraer el ADN del virus, hay que proceder a su lisis, que generalmente se consigue con agen-
tes tensioactivos (Nonidet P-40, SDS, Tween 20, etc.). Existen diversos métodos que se van modifican-
do y simplificando continuamente. Los genomas viricos estan dentro de las células y basta por lo gene-
ral con lisarlos en un tampén apropiado, siendo una extraccion blanda muy facil. En el caso de bacterias
hay que usar protocolos mas agresivos, debido a la resistencia que ofrece la pared, especialmente en
algunas como micobacterias, estafilococos o clostridios.

El molde puede ser ADN o ARN que habra que transformar en ADNc, mediante una transcripcién
reversa. La técnica PCR puede tolerar la presencia de impurezas en el ADN molde, pero hay que elimi-
nar en lo posible sustancias inhibidoras de la polimerasa, como heparina, fenol, hemoglobina, SDS y
otras. En general los métodos de extraccion usan mezclas fenol-cloroformo y posterior precipitacion con
etanol o isopropanol.

e Paso 1 de la extraccién: Desnaturalizacion del ADN.

La doble cadena de ADN de la muestra (molde) se desnaturaliza por una incubacion a alta tempera-
tura. Las dos cadenas ahora disociadas permaneceran libres en la solucién hasta que la temperatura
disminuya lo suficiente para permitir el nuevo apareamiento.

e Paso 2 de la reaccién: Anillamiento de los indicadores.

Los indicadores, son un par de oligonucleétidos sintéticos que flanquean la regién que gueremos
amplificar (por complementariedad de bases). Cada indicador se aparea a una de las cadenas des-
pués de separarse éstas por desnaturalizacion. Tienen ambos diferentes secuencias de nucledtidos y
no pueden ser complementarios uno del otro. Debido a que estan en exceso en relacion a la cadena
de ADN madre, la formacion del complejo iniciador-molde, prima sobre la reasociacion de las dos
cadenas del ADN molde en los lugares donde se unen éstos cuando la temperatura baja.

Eleccion de los iniciadores: Para elegir los iniciadores a emplear, es necesario conocer primero algo
del genoma del virus buscado, que ademas debe ser una secuencia caracteristica del mismo y exclu-
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siva. Existen las llamadas “GEN BANK", donde puede consultarse practicamente para cualquier micro-
organismo. Los iniciadores suelen tener un tamario entre 18-30 nucleétidos y se pueden conseguir
comercialmente, una vez indicada la secuencia de bases. Deben tener un contenido en G y C no exce-
sivo, porque tienden a mantenerse muy unidos, no tener extremos complementarios y tener una tem-
peratura similar de anillamiento. La concentracion a la que se emplean es importante, ya que a ele-
vadas concentraciones pueden dar lugar a la formacién de productos inespecificos que pueden
confundirse con el amplificado. La posicion de los iniciadores, determina el tamafio del amplificado
obtenido. No existe un tamaiio fijo, pero los productos largos se amplifican con menor eficiencia y os
productos muy cortos pueden confundirse con dimeros de iniciadores, limitando mucho la posibilidad
de distinguirlos después. Para el diagndstico, el tamafio éptimo de amplificado es de 200-600 pb
(pares de bases).

e Paso 3 de la reaccion: Sintesis o extension.

La tercera y Gltima parte del proceso, es la extension de la cadena a partir del complejo “primer-
molde’. Esta parte de la reaccion esta mediada por una ADN polimerasa, que incorpora nucledtidos

en direccion 5-3'. Los iniciadores quedan incorporados dentro del amplificado.

En relacion a la ADN polimerasa, inicial-

mente la técnica usaba el fragmento REACCION EN CADENA DE LA POLIMESARA
“Klenow” de la ADN polimerasa I de E. Colj,

gque se usa normalmente en técnicas de la ADN (1)

biologia molecular. Este fragmento tiene acti- —— p—

vidad polimerasa y no exonucleasa, que pro-
duce la sintesis a 37°C. Sin embargo su labi-
lidad a altas temperaturas, hacia que cuando
se producia una nueva desnaturalizacién del
ADN la enzima se inactivara, y habia que
anadirla de nuevo en cada ciclo. Esto hacia el
proceso engorroso y daba lugar a la acumu-
lacion de enzima desnaturalizada en la
muestra, ademds de hacer imposible la auto-
matizacion del proceso. En 1988 se introdu-
jo una ADN polimerasa, procedente de la
bacteria termdfila Thermus aquaticos, que
podia resistir sin pérdida de actividad altas
temperaturas (se denominé Taq polimerasa). Este hecho simplificé mucho el procedimiento al tener
que ser aiiadida sdlo al principio del proceso.

ADN (2)

Esta enzima afiade nucledtidos (que estan también en la mezcla de reaccion en forma de desoxinu-

cledtidos trifosfato o ANTPs) y su actividad es 6ptima a 72°C, temperatura a la que incorpora aproxima-

damente 100 bases por segundo.

Todos los pasos anteriores son realizados en una mezcla de reaccion tamponada donde se encuen-
tran todos los componentes que intervienen en la reaccion, es decir la mezcla estara compuesta por:

Q Tampdn de reaccion.
Q dNTPs

Q Iniciadores

Q Taq polimerasa

Q ADN molde.

El tampdn de reaccién contiene Tris, Cl,Mg, CIK y gelatina o seroalblimina bovina (BSA). La concen-
tracién de iones Mg+*+ en el proceso de la PCR es extremadamente critica. La Taq polimerasa es igual
que otras muchas polimerasas, una enzima “magnesio-dependiente” y no sera activa si la cantidad de
éste es muy pequefia, viéndose gravemente comprometida la amplificacién si por el contrario la canti-
dad es muy grande.
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Los ciclos de temperatura se realizan en un aparato programable, llamado termociclador y un ciclo
tipico consiste en una fase de desnaturalizacién a 92-96°C, seguida por una fase a 52-55°C, donde se
unen los iniciadores y un tercer periodo de extension de las cadenas a 72°C. Normalmente se realizan
unos 20-35 ciclos para realizar la amplificacion completa en unas 3 horas.

Revelado de la reaccion

Una vez terminada la amplificacion, es necesario proceder a buscar en la mezcla de reaccién el ampli-
ficado, que en caso de que esté daria lugar a un diagndstico positivo de la muestra problema. Para esto
se prepara un gel de agarosa al 1-2% al que se ailade bromuro de etidio, colorante que se introduce
entre la doble hélice de ADN, dando lugar a un producto naranja cuando se somete el gel a la luz ultra-
violeta en un transiluminador.

Asi se toma una pequefia muestra de la mez-
cla de reaccion y se somete a una carrera en el
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA gel, con un marcador de peso molecular de un
tamaio apropiado al del amplificado buscado.
Tras mirar en el transiluminador podemos apre-
ciar la reaccién positiva. En caso de aparecer el
amplificado, antes se comprobaba que era el
que se buscaba, mediante sondas marcadas
complementarias al amplificado. Hoy en dia
existen otros métodos mas simples y uno de los
mas usados es someter al amplificado a la
accién de determinadas enzimas de restriccién
(que lo cortan siempre por el mismo sitio y da
lugar a varios trozos de tamaiios constantes). El
producto obtenido tras realizar la fragmentacion
con las enzimas de restriccion se vuelve a some-
ter a una carrera en un gel de agarosa con el
colorante y se buscan los fragmentos del tama-
fio especifico para comprobar que la amplifica-
cién ha sido positiva.

reveludo de la reaceion

APLICACION DE LA TECNICA AL DIAGNOSTICO Y PROBLEMAS DE LA MISMA.

La técnica de la PCR, ha evolucionado répidamente desde su aparicién y actualmente se aplica al
diagnéstico de muchas enfermedades en medicina veterinaria y humana. Sin embargo, hay que puntua-
lizar que a pesar de ser muy sensible y especifica, no es la panacea, sino que sirve de complemento a
las otras técnicas sin sustituirlas en ningn caso, ya que cada una tiene sus ventajas e inconvenientes,
incluso la PCR.

Algunos avances recientes han facilitado su uso generalizado como son:

Q Disponibilidad de métodos comerciales para aislamiento rapido de ADN o ARN a partir de mues-
tras.

Q Aparicion de Tag-polimerasa recombinantes que ha hecho bajar el precio y homogeneizarla.

Q Desarrollo de nuevas polimerasas que facilitan y simplifican el procedimiento de formacién de un
ADNCc a partir de un ARN (RT-PCR por “reverse transcriptase PCR).

Q Mejora continua de los protocolos y aparatos, que evitan contaminaciones y hacen la técnica mas
rapida y comoda.

Entre los principales inconvenientes de la PCR, esta la posible aparicion de falsos positivos, debido
a su enorme sensibilidad y también de falsos negativos, por lo que es imprescindible colocar testigos
positivos y negativos cuando se hace la técnica tanto en la fase de extraccion del ADN, como en la fase
de ampilificacion.
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Las causas mas frecuentes de aparicion de falsos positivos son:

@ Contaminacién por amplificados.

B Tiempos prolongados de extension.

@ Concentraciones inadecuadas de iones Mg++ en la mezcla.

B Concentraciones elevadas de Taq polimerasa.

@ Eleccién errénea de iniciadores.

Las causas mas frecuentes de aparicion de falsos negativos son:

B Extraccion defectuosa del ADN.

@ Existencia de inhibidores de la enzima como heparina, SDS e incluso polvo de talco.
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TECNICAS DE AISLAMIENTO VIRICO.

Resumen:

Ya que muchas de las EDOs, son de origen virico, el aislamiento de virus es una de las técnicas labo-
ratoriales mds importantes para el diagndstico de estas enfermedades animales. El aislamiento virico
se basa en el cultivo de virus en alguno de los tres sustratos posibles, como son los animales de expe-
rimentacion, los huevos embrionados y los cultivos celulares.

Un VIRUS es un producto celular genéticamente auténomo, pero metabdlicamente dependiente de
una célula hospedadora para su replicacion, proceso que ocurre a expensas de esa célula. El virus selec-
ciona su célula hospedadora o célula diana, pero requiere la presencia de moléculas especificas en la
membrana de la célula llamadas Receptores celulares, para su union y penetracion (o endocitosis).

Los virus son estructuras muy simples formados por un nicleo de acido nucleico (ARN o ADN), una
envoltura proteica o capside y una capa final lipoproteica que no todos la tienen llamada envoltura peri-
capsidal. Esta dltima envoltura la adquieren de la membrana celular, durante su maduracion.

Los virus sélo pueden tener dos tipos de simetrias : helicoidal e icosahédrica.

Si queremos saber que virus es el causante de una enfermedad, es imprescindible su cultivo fuera
del animal enfermo o aislamiento; para ello se utilizan 3 tipos de sustratos: animales de experimenta-
cién, huevos embrionados y cultivos celulares. Tras el aislamiento del virus podemos llegar hasta su
identificacion, averiguando el subtipo, sus propiedades antigénicas, composicién bioguimica, etc..

ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

La inoculacién de virus en animales de experimentacion fue el primer procedimiento para el aisla-
miento de virus. Su uso se restringe a lo absolutamente necesario y cumpliendo la legislacion vigente
(R.D. 223/1988), de proteccion de animales de experimentacion.

Los inconvenientes de su uso son:

— Problemas de infeccién cruzada.

— Problemas de virus latentes.

— Alto coste y necesidades de espacio.
— Legislacién cada vez mas restrictiva.

Las especies mas frecuentemente usadas son: ratones, cobayas, hamster, conejos, gallinas, monos,
etc.

La inoculacion de animales de laboratorio produce signos visibles de la enfermedad, que son los que
habra que cuantificar: lesiones macro- y microscdpicas, sintomas y respuestas inmunes. Estas respues-
tas también dependen de la dosis inoculada, via de inoculacién y virulencia del agente.

Las diferentes vias de inoculacién son: intracerebral, peritoneal, oral, nasal, intravenosa, subcutanes,
intramuscular e intrauterina.
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HUEVOS EMBRIONADOS.

Un gran numero de virus animales y humanos pueden propagarse en diferentes estructuras de los
huevos embrionados, debido a su sensibilidad a los virus. Su uso tiene grandes ventajas respecto a otros
sustratos:

— Se consiguen y manejan facilmente y con un equipo sencillo y barato.

— Gran sensibilidad a la accion de los virus.

— Tras su inoculacion la replicacion virica tiene lugar en 2-3 dias, excepcionalmente en 5-7 dias.
— Medio tedricamente estéril.

La calidad del huevo es muy importante, ya que un huevo en malas condiciones podria intervenir en
el diagnéstico de la enfermedad. Por tanto los huevos deben venir de granjas con garantias de limpieza
y fertilidad (80-90%), las condiciones de las aves de campo no son controlables y suelen conllevar infec-
ciones viricas como la Leucosis aviar y bacterianas como la salmonelosis.

El equipo necesario para la incubacién de los huevos embrionados es sencillo, basicamente con un
incubador de temperatura y humedad controladas y un ovoscopio nos arreglariamos. Las condiciones de
incubacién son:

— Humedad............. 40-70%.
~ Temperatura......... 37,5-389C.

En el momento de meterios en el incubador se les marcara la fecha. Si el incubador no es automati-
co, los huevos se girardn al menos 2 veces al dia, preferiblemente 4 veces. En ocasiones los huevos
embrionados no se inoculan inmediatamente, entonces los almacenaremos a 15-18°C hasta su uso.

Tras 3-5 dias de incubacién, se observaran a través del ovoscopio para descartar los huevos no fér-
tiles o bien los que tengan el embrién muerto. La segunda transiluminacién se haré al ser inoculados a
los 6-12 dias, segun el tipo de virus inoculado y la via de inoculacion.

La perforacién de la cascara previa a la inoculacién se hace con un pequefio taladrador en forma de
disco y posteriormente se sella con una mezcla formada por 2 partes de parafina sélida y 1 de vaselina,
todo ello precalentado a 54°C.

Al terminar el periodo de incubacion tras la inoculacién del virus se abre el huevo ayudandonos de
unas tijeras y placas de Petri estériles, para recoger el contenido. Los fluidos se analizarén por técnicas
diagndsticas como hemadsorcién ELISA, fijacion de complemento, etc.Si se produce la muerte tempra-
na del embrion, después de la inoculacién, suele deberse al trauma de ésta o a infecciones secundarias
bacterianas, normalmente acompafadas de mal olor.

La estructura de un huevo embriona-
do es la siguiente:

1.- Embrién.
. oy - Cavidag
2.- Cavidad amnidtica con liquido
amniético.
: b
3.- Saco vitelino (Yema). Exet:,ir: i 4
4.- Cavidad alantoidea. (Clara o albu- 6 Cavidad
mina) Alantoidea
Cém?ra 3 Saco Vitalino
5.- Membrana corioalantoidea. de Aire
7

6.- Membrana exterior.

Membrana

7.- Camara de aire. Corloalantoides

% 8

8.- Cascara. Cascara
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VIAS DE INOCULACION DE LOS HUEVOS EMBRIONADOS:

> Via amniética: en huevos de 7-11 dias, inoculacion de 0,1-0,2 ml., con la jeringuilla en direc-
cion al embrion, con cuidado de no atravesarlo. Ej. Virus Influenza.

> Via alantoidea: en huevos de 9-12 dias, con 0,1-0,2 ml. De inéculo, poniendo la jeringuilla en
direccion paralela a la cavidad alantoidea. Ej. Virus de Newcastle.

> Via saco vitelino: en huevos de 6 dias, con 0,2-0,3 ml. De indculo, atravesando la céscara por
la cdmara de aire y llegando al centro del huevo. Ej. Virus de la Encefalitis.

> Via intravenosa: en huevos de 11 dias aproximadamente, con 0,02 ml. De in6culo, localizando
la vena en la cavidad alantoidea e inoculando en direccion al fluido sanguineo. Ej. Lengua Azul.

Relacién de virus cultivados en huevos embrionados, sus diferentes vias de inoculacion y las lesiones
desarrolladas.

VIRUS PRE-INCUB VviA INOC POST INCUB  TIPO DE LESION
Influenza 8-11 dias av.amnioti 2-3 dias hemoaglutinacion.
Newcastle 9-11 cav.alantoidea 2-4 HA y muerte del embrion
memb c-a 3-6 lesion en memb c-a

HA y muerte del embrion
Aujeszky 10 memb. C.a. 3-7 lesiones memb.c.a.
Herpesvirus 10 memb.c.a. 3 lesiones memb.c.a.

a veces muerte embrion
Encefaliti 11 vitelo 3-4 lesiones memb.c.a.

y muerte embrién
Lengua Azul 10 intravenoso 3 muerte embrion.
CULTIVOS CELULARES.

Las técnicas de cultivos celulares se introdujeron en 1940 y se extendieron a los laboratorios de todo
el mundo hacia 1950 y como resultado se descubrieron multitud de virus, fue entonces cuando la
Virologia tomé cuerpo y se independizo de la Microbiologia.

El uso de cultivos celulares es una técnica muy usada en diferentes disciplinas, no sélo para el estu-
dio en si de las células, sino el estudio de la Biologia molecular y sobretodo lo que mas nos interesa ahora
es que es el diagndstico viroldgico.

La lista de los distintos tipos celulares que se pueden emplear es bastante extensa:
— Elementos del tejido conectivo como:

» fibroblastos

* tejido dseo: hueso y cartilago.

* tejido cardiaco, muscular, epitelial sacado de 6rganos como el bazo, rifién, higado, vejiga,
piel y pulmén.

— Células neuronales.

— Células endocrinas de la pituitaria y las adrenales.
— Melanocitos.

— Células sanguineas, como los leucocitos.

~y muy diversos tipos de células tumorales.
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Fuente del Tejido:

Embrion/Adulto

Normalmente los cultivos derivan de tejidos embrionarios, ya que sobreviven y proliferan mejor que
los de tejidos adultos. Esto refleja el menor nivel de especializacidn y la presencia de precursores de la
replicacién en los tejidos embrionarios.

Los tejidos adultos generalmente tienen mayor crecimiento pero a la hora de disgregarlos tienen
mayor dificultad, por lo que la iniciacién y propagacion del cultivo es mas dificultosa.

Normal/Neopldsico.

Los tejidos normales ofrecen menor capacidad de propagacion que las células tumorales, a las que
se les puede dar mas n° de pases.

Los cultivos de células mas usados en virologia son de 3 tipos:
— Cultivos de células primarias y secundarias.
— Cultivo de érganos vy tejidos.
— Lineas celulares continuadas o establecidas.

Cultivo de células primarias y secundarias.

Para la obtencion de células lo primero que necesitamos es el 6rgano donante previamente elegido;
por ejemplo embriones de pollo, érganos de embriones bovinos, etc. El érgano sera troceado y tratado
con tripsina o con EDTA, que es una enzima proteolitica que individualiza las células que forman parte
de los tejidos. Las células en dispersion seran cultivadas en recipientes estériles y creceran en monoca-
pa, perdiendo su arquitectura histolégica y a menudo sus propiedades bioquimicas.

Si volvemos a dispersar este cultivo, despegando las células y creciéndolas en un nuevo recipiente,
estaremos haciendo un subcultivo de células o pase y obtendremos asi un cultivo celular secundario,
formado por células diploides, ya que se dividen en réplicas idénticas.

Estos cultivos celulares secundarios tienen la ventaja de que pueden ser congelados en Nitrdgeno
liquido y perdurar asi por mas tiempo.

Un tipo de cultivo primario es el cultivo de leucocitos, usados por ejemplo para cultivar el virus de
la PPA, que sdlo se replica en macrdfagos porcinos (leucocitos maduros). El vPPA produce en los leuco-
citos el efecto de hemadsorcién y posterior efecto citopatico o destruccion celular. Los cultivos de leuco-
citos no se podran subcultivar, ni tampoco congelar.

Cultivo de 6rganos y tejidos.

Obtenidos directamente de 6rganos y tejidos animales pero sin el uso de tripsina, por lo que man-
tienen a diferencia de los cultivos primarios, su integridad histoldgica y bioquimica. Su mayor desventa-
ja es que no pueden ser propagados o subcultivados.

Lineas Celulares Continuas.

Ocasionalmente algunas células pueden sobrevivir y tener un crecimiento ilimitado aparentemente, y
son dichas células las que establecen los cultivos continuos. Estas lineas celulares se mantienen con medios
de cultivo enriquecidos con sueros y otros aditivos.

Las lineas celulares se pueden mantener casi indefinidamente, ya que pueden congelarse en
Nitrégeno Liquido a —196°C.

Otras lineas celulares se obtienen de células tumorales, oncogénicamente transformadas, siendo
buenas para tal fin por no contener inhibidores de crecimiento por contacto.

Efecto Citopatico.(ECP).

Muchos virus producen ECP o lisis en las células donde se replican, debido a las degeneraciones y los
desarreglos que les causan en el metabolismo celular.
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Los ECPs son tipicos de un virus o grupo de virus, pudiendo ser focal o difuso (sobretodo los virus
con envuelta).

El ECP puede tener lugar en células individualmente, afectando al nucleo, al citoplasma o a ambos,
Los virus con propiedades de fusionar células dan lugar a sincitios (parecido a una red formada por las
células infectadas) y células gigantes con vacuolas, numerosos nicleos y cuerpos de inclusidn.Otros virus
producen grupos de células apifiadas o con forma redondeada o alargada, o bien células arrugadas flo-
tando sobre el tapiz celular.

Existen virus que antes de producir ECP, se pueden evidenciar por otra clase de fendmenos como:

— HEMADSORCION: fenémeno por el cual los eritrocitos se adsorben o unen a la membrana
de las células infectadas. Ej: vPPA.

— AGLUTINACION: propiedad de algunos virus de aglutinar y sedimentar los eritrocitos. Ej.:
parvovirus y virus Influenza aviar.

Ya sabemos que en el diagnéstico virolégico, el desarrollo de un temprano ECP nos alerta de la pre-
sencia de virus, pero ¢éComo calculamos la cantidad de virus?.

La cantidad de virus infecciosos o TEITULO VIRICO, puede medirse estableciendo la méxima dilu-
cion de inéculo que puede dar lugar a ECP en el 50% de los cultivos inoculados (o animales muertos).
Se establece asi el nimero de DOSIS INFECTANTES DE CULTIVO DE TEJIDO; TCDIS0/ml.

La adaptacion de los virus a los cultivos “in vitro”, no siempre ocurre al primer pase, sino en sucesi-
VOS pases.

El ensayo que mide la capacidad infectiva de un virus se llama METODO DE REED and MUENCH
(1938), consistente en inocular diluciones sucesivas 1/10 del virus y cuantificar en porcentaje los culti-
vos con ECP y aplicar la férmula:

% con ECP > 50% - 50%
% con ECP >50% - %<50%

TECNICAS DE CULTIVO.
¢Qué células debemos elegir?. Para ello debemos tener en cuenta:

— La naturaleza del trabajo y el tipo de virus que vamos a cultivar.

— Tiempo de duracién del proyecto. Si va a durar por ejemplo 2 meses, podremos usar cultivos pri-
marios y secundarios para poder usarlas durante 8-10 pases.

— Cantidad de células necesarias: cada tipo celular tiene su caracteristica capacidad de multiplicacién
(curva de crecimiento).

La capacidad de multiplicacién de cada tipo celular viene definido por su RATIO o Tasa de division,
el cual nos indica el nimero de recipientes de igual volumen a los que pueden subcultivarse cada reci-
piente inicial. Ej.: 1:2.

— Unas buenas practicas de laboratorio son basicas para la obtencion de unos dptimos resultados. Por
ejemplo es fundamental no usar nunca dos lineas celulares diferentes al mismo tiempo, o bien hacer-
lo en camaras diferentes, usando medios, sueros y recipientes perfectamente diferenciados, evitan-
do asi posibles contaminaciones cruzadas.

— Otro factor a tener en cuenta es la planificacién del trabajo a lo largo de la semana y en periodos
vacacionales para que no interfieran en la atencion de los cultivos.

MEDIOS DE CULTIVO.
La eleccion del medio de cultivo la define el tipo de células empleadas.
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Los medios de cultivo tienen 4 componentes basicos: medio base, suero, aditivos y sistema buffer,
cada uno de ellos con igual importancia y con variedad de posibilidades de combinacion.

1.- MEDIO BASE. Su eleccion es la mas facil, ya que sus formulas estan detalladas.
Los mas comunes son : MEM= minimal Esential Medium Eagle.

Medio 199

Medio Dulbecco

Medio McCoy

Modificacion de Glasgow

Preparados con Sales de Earle o Sales de Hank.

La presentacion de los medios de cultivo pueden ser en polvo o en liquido concentrados 10x o en
polvo.

2.- SUEROS. Es una fuente de nutrientes muy enriquecida y su adiciéon al medio es basica en la
etapa de crecimiento del cultivo celular. Pueden ser de distintas especies como de caballo, ternera,
etc. La obtencion de estos sueros es delicada ya que no pueden contener anticuerpos y virus no espe-
cificos que inhiban las células.

El suero de ternera y el suero fetal bovino son muy recomendables ya que estan libres de gamma-
globulinas.

3.- ADITIVOS. segun la formulacién del medio de cultivo elegido se necesitardn mas o menos adi-
tivos, siempre en condiciones de asepsia.

— Aminoacidos no esenciales, para enriquecer el medio.

— L-Glutamina: no suele incluirse en los medios liquidos debido a su inestabilidad en solu-
cién a temperaturas elevadas, por encima de —10°C, Su concentracion de uso es de 2mM.

- Antibiéticos: que inhiben el crecimiento de bacterias, mycoplasmas, ritcketsias y clamidias
y a los que no son sensibles los virus. Los mas usados para los medios de cultivo son:

ANTIBIOTICO CONCENTRACION INHIBEN .

Penicilina 200UL/ml. Gramm+

Streptomicina 0,1 mg/mi Gramm-+

Kanamicina 0,1 mg/m Gramm+y — y Mycoplasmas
Nistaina 50U1/ml hongos y levaduras
Gentamicina 0,1 mg/m Gamm+y -

4.- SISTEMA BUFFER. Todos los medios de cultivo liquidos llevan como tampdn Bicarbonato
(NaHCOs), si son medios en polvo se les afadira una vez reconstituidos.

El pH 6ptimo para el crecimiento celular es de 7,2 — 7,4 y el NaHCO3, tendra una concentracién final
de 0,85 gr/l.

El bicarbonato sddico se disocia segun esta ecuacion

NaHCO, + H,0
Na+ + HCO; + H,0
Na*+ + H,CO3 + H,0
Na*+ + OH + H,0 + CO, >
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Puede verse como el CO,, regresa a la atmoésfera incrementando el pH ya que también aumentan los
iones hidroxilo HO". Esta reaccién se puede controlar con un aporte artificial de CO,en la atmdsfera,
desplazando la reaccion otra vez hacia arriba, evitando que el CO,, abandone el medio de cultivo.

Los recipientes donde se cultivan células pueden ser cerrados o abiertos, se usardn unas soluciones
contacto con la atmésfera de la estufa. Segun sean sistemas cerrados o abiertos se usaran unas solu-
ciones mas o menos ricas en NaHCO;.

Sales de Hank: De baja concentracion en NaHCOj3, para equilibrar o tamponar sistemas cerrados.

Sales de Earle: de alta concentracién en NaHCO;, para equilibrar o tamponar sistemas abiertos a
una atmdsfera rica en CO2 (5%).

MATERIAL PARA CULTIVAR CELULAS.

El material de los recipientes donde vamos a crecer las células influye en la capacidad de crecimien-
to del cultivo.

Si es de vidrio: no suele ser toxico y las células se adhieren muy bien. Pero hay que ser muy exi-
gente con su limpieza y desinfeccion.

Si es de plastico: puede producir toxicidad; es muy util y cdmodo por ser de un solo uso, evitdndo-
nos contaminaciones debidas a una mala esterilizacion del material, aunque a la larga sale mas caro.

EQUIPO AUXILIAR.

El instrumento principal del equipo es una camara de flujo laminar donde se trabaja en condiciones
de esterilidad, ya que el aire que entra es previamente filtrado y el que sale también por si se mane-
jan virus peligrosos. La cabina de flujo laminar no equivale a un seguro contra las contaminaciones y
debe acompaiiarse con un manejo aséptico. La habitacion donde montemos la infraestructura nece-
saria para los cultivos celulares tiene que ser cdmoda y facil de limpiar. Es resto del equipo necesa-
rio se compone de un bafio termostatico, un microscopio invertido, congelador de —80°C, estufa de
CO2 y una bombona con Nitrégeno Liquido.

5.- PRINCIPALES LINEAS CELULARES.

El gran avance de los cultivos celulares ha sido establecer una gran coleccion de ellos. La mayor colec-
cién con acceso libre al pablico es la Americen Tape Cultura Colectaron (ATCC), con mas de 500 tipos
celulares. Cada tipo celular tiene su nimero ATCC y su informacion correspondiente: nombre, origen,
medio de crecimiento, ratio, morfologia, n® de pases que soporta y susceptibilidad a virus.

A su vez la lista se divide en los tres grandes grupos de tipos de cultivos: primarios, secundarios y
continuos.

Los principales cultivos usados en nuestro laboratorio son:

a) CULTIVOS PRIMARIOS.

Embrién de pollo de 8 dias de gestacion................ virus Influenza y Gumboro.
Rifidn, pulmon, testiculo de embrién bovino............ IBR, BVD.
Embrién de ratén de 17 dias y de rifién.................. EVP, EV.Rift, Enc.Equina.
b) Algunos tipos de CULTIVOS SECUNDARIOS
TIPO FUENTE RATIO NOPASES VIRUS
BP PALATINO BOVINO 1:3 20 IBR, BVD
ENTEROVIRUS
BT TRAQUEA EMBR.BOVINO 1:2 35 IBR, BVD

(Los dos con morfologia fibroblastica).
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c) Algunas LINEAS CELULARES ESTABLES.

TIPO FUENTE RATIO MORFOL NOPASES VIRUS
MDBK Rifion Bovino  1:8 Fibrobl. 100 IBR, BVD
BHK-21 Mezcla rinones 1:25  Fibrobl. 50 RABIA
De hamster AUJESZKY
INFLUENZA PORC.
PEA y FV. RIFT
HL Higado humano 1:15  Epitelial 200 V. POLIO
ADENOVIRUS
Hela Carcinoma cerv. 1:40  Epitelia 100 V.POLIO
Humano ADENOVIRUS
VERO Rifion de mono 1:10  Fibrobl 120 PPA
Verde Africano PEA
MS Rifion de mono 1:10  Fibrobl 100 PPA
PEA
PK15 Clon de cel. de 1:20  Fibrobl. 120 PPC
Rifién de cerdo PPA
PARVOVIRUS
EXANTEMA VESIC
RK13 Rifion de conej 1:10  Epitelial 50 RINONEUMONITIS
RUBEOLA

OBTENCION, MANEJO Y CONSERVACION.

Un cultivo celular primario comienza eligiendo el animal y el 6rgano adecuado. Se anestesia al ani-
mal intraperitonealmente o intramuscularmente, con aguja hipodérmica, usando 40-80 mg/Kg de pen-
tobarbital, bien 0,1 — 0,5 mg/Kg Atropina, 3 mg/Kg Diacepan. Si se anestesia ratones via inhalatoria se
puede aplicar éter etilico, anhidrido carbénico y oxigeno al 50%. Luego se limpia la piel con alcohol de
70°. Con el material estéril se extrae el érgano, se coloca en una placa de Petri y se corta en trocitos de
1-3 mm2, se lavan con solucion salina pH 7,3 con antibidticos, precalentando a 37°C y se retira todo el
tejido conectivo y los posibles codgulos que se formen.

Luego se vuelve a lavar bien repetidas veces con solucién salina, y un 10% de Tripsina, para disgre-
gar en lo posible las células.

Después de centrifugar se resuspende el sedimento en medio de crecimiento precalentado, ya tene-
mos la suspensidn celular para cultivarla y crecerla. Pero para ello es fundamental contar el nimero de
células para llevarlas luego a la concentracién deseada. Esto se consigue diluyendo un poco del sedi-
mento celular en Tripan azul (que es un colorante vital que tifie solo las células muertas) y afiadiendo
con una pipeta Pasteur un pequefio volumen a la Camara de Contaje (Camara de Neubauer).

La Camara de Neubauer tiene una cuadricula dividida en 9 cuadros grandes por una triple linea blan-
ca, con un area de 1 mm2. A su vez el cuadrado central se divide en 25 cuadraditos, subdivididos en 16
pequeiios cuadrados.Al colocar un cubreobjetos sobre la cdmara, la profundidad obtenida es de 0,1 mm.

Por tanto, el volumen total de cada cuadro grande sera:

VOL=1mmx1mmx0,imm=0,1 mm3 = 0,0001cm3 = 104 =0,1 mm.

Contar el numero de células de los cuadraditos de las cuatro esquinas: las células muertas y por tanto
pintadas de azul no se cuentan; tampoco las que toquen las lineas superior y derecha. Las células que
toquen las lineas inferior e izquierda y las del interior de los cuadraditos se contaran.
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NO de cél./ml de la suspension diluida = 104 x N/4

NO de cel/ml de la suspension sin diluir = 104 x N/4 x Y
N=n° células contadas
Y=dilucién en Tripan azul.

Una vez averiguado el n® de células que tengo lo siguiente es llevarlas a una concentracion de
200.000 cel/ml, concentracién optima de inicio de un cultivo.

Finalmente las repetiremos en los frascos elegidos y las incubaremos en estufa de 37°C y atmdésfera
controlada del 5% de CO,.

Una buena relacién de volimenes y supetficies de cultivo es:

Superficie Tripsina Medio Lavar con
25 cm2 2m 10 ml 5 mi

75 cm2 3ml 45 mi 5ml

150 cm? 5m 100 ml 10 ml

CURVA DE CRECIMIENTO.

En el crecimiento de los cultivos celulares se observan 2 fases de crecimiento en el periodo de 2-24
horas.

1.- Crecimiento exponencial (o fase logaritmica).
2.- Poco crecimiento (fase de crecimiento 0) que comienza cuando las células empiezan a confluir.

Cada tipo celular se caracteriza por su curva de crecimiento que nos da informacién sobre su poten-
cial reproductivo, por lo que su subcultivo se hara en un periodo determinado.

Cet/mi Desde el 5° dia lo dos cultivos Cet/cm?
2x105 _|_ tienen igual densidad celular 1 4x10¢
1x105 -1 —+2x104
5x104 -1 —+1x104

Al 3°r dia los dos cultivos
4 con igual ratio tienen dife-
2x104—+ rente rendimiento —~-4x103
1x104 <4~ —+2x104
5x103 4~ ~-1x103
| | | I I | 1 | | |
1 3 5 7 9

CONTROL DE CALIDAD DE LOS CULTIVOS CELULARES.

Lo primero que debemos hacer al descongelar células del Nitrégeno liquido es controlar si estan infec-
tadas por Mycoplasmas. Para ello se inoculan en medios enriquecidos y se incuba a 37°C, durante 3
semanas. Las placas donde haya colonias de Mycoplasmas se vuelven a cultivar en medio enriquecido
pero en atmoésfera anaerobia. A las 3 semanas se examina al microscopio para ver los Mycoplasmas.

Otra manera mas sencilla es cultivar las placas durante 5 dias y luego fijarlas para hacerles una fluo-
rescencia.
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E.). Diaz Dueiias.
Inspector Veterinario de la O.C.A. de Ronda (Malaga)

TECNOLOGIA ANALITICA EN MICROBIOLOGIA.

INTRODUCCION.
DESCRIPCION DE LA INTERVENCION.

En consonancia con el titulo dado a esta intervencion, parece buena alternativa empezar la misma
con la definicién del término “microbiologia”, de sus dos objetivo: el material constituido por los propios
microorganismos, y el formal, que define y estudia las caracteristicas de los primeros, segin los recur-
S0S tecnologlcos de la época. Sigue una esquemética vision de la evolucién de la microbiologia en sus
aspectos mas relacionados con la medicina. Todavia en la primera parte, de caracter introductorio, se
describen una serie de términos de caracter basico, que bastante a menudo se usan de forma inter-
cambiada en la conversacién y literatura medico-veterinarias.

La segunda parte consiste en una exposicién de las principales técnicas utilizadas de forma rutinaria,
por cualquier laboratorio convencional de microbiologia clinica, entendiéndolas de forma aislada, sino
como componentes del proceso ciclico y global que supone el diagnéstico. Es decir, el procesamiento pri-
mario de las muestras, la deteccién de microorganismos en montajes directos o en preparaciones tefii-
das, su recuperacién y crecimiento en medios de cultivo, la determinacién de las caracteristicas morfo-
I6gicas y bioquimicas de los aislamientos significativos, su posterior identificacion, y la realizacién final
de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana si es que ha lugar.

La tercera y Ultima parte, esta constituida por la descripcién de una serie de técnicas analiticas no
convencionales, basadas en recientes avances biotecnologicos. Estas técnicas posibilitan la identificacién
rapida, de microorganismos patégenos recuperados en cultivos convencionales, y la deteccion de deter-
minantes antigénicos especificos, directamente sobre muestras clinicas. El propdsito de este capitulo es
simplemente repasar estas “nuevas” técnicas con la mirada puesta en el futuro, cuando las placas de
Petri y los medios de cultivo convencionales, parecen estar colocados, de forma irremediable, en la lista
de especies en peligro de extincion.

MICROBIOLOGIA: DEFINICION Y DESCRIPCION. EVOLUCION.

Los microorganismos, constituyen el objeto material de la microbiologia. Vulgarmente el termino
microorganismo, microbio bacteria es sinénimo de poder patdgeno, de infeccion, de enfermedad, cosa,

por otra parte, sélo cierta en determina- membrana . )
das ocasiones; en las demas podemos citoplésmica Ribosoma Pared celular ~ Sustancia nuclear
considerar a los microorganismos como /

saprofitos y, en general, beneficiosos, ya
que intervienen en los grandes ciclos geo-
quimicos y destruyen innumerables sus-
tancias de desecho, que llegaria a impedir
procesos vitales si se acumularan sobre la
tierra.

"
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Nada mas lejos de mi intencién que
intentar exponer en 150 minutos la bon-
dad de los microbios, ni siquiera su histo-
ria, su morfologia, fisiologia, bioquimica, o
sus multiples interacciones con la sanidad

Flagelo
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animal humana en general . Creo que a nadie se le escapa, que ésta intervencion, y cualquier otra de
caracteristicas semejantes, solo expone una infima parte de un conjunto de datos en explosién expo-
nencial. Es solo una imagen acerca de como es la microbiologia, ahora, no de cémo puede ser dentro de
5 horas, 5 dias o0 5 afos, ni siquiera dentro de 5 minutos.

Todas las ciencias han evolucionado en el transcurso del tiempo, los conocimientos presentes se han
ido edificando las teorias y descubrimientos acaecidos tiempo atras. En microbiologia, quizd mas que en
otras disciplinas, se establecen varias épocas bien marcadas, que comienzan con el descubrimiento del
microscopio Optico, gracias al cual pudieron visualizarse por primera vez los microorganismos. Desde
entonces, y aln en la actualidad, se confunden con frecuencia Bacteriologia y Microbiologia ; el titulo se
ésta intervencion es un buen ejemplo de ello. Asi, es frecuente ver, sobre todo en determinados ambien-
tes (facultades, laboratorios, hospitales...), la identificacion de ambos términos. Ello se debe a que las
bacterias han sido desde el principio el grupo mejor conocido, sin embargo, hay otros grupos de seres
microscopicos, tal y como veremos mas adelante, que quedan englobados dentro del reino de los
Protistas, y que son también objeto de estudio por parte de la microbiologia.

Ya en la mitad del siglo pasado (XIX) se conocia con bastante exactitud la morfologia de algunos gru-
pos microbianos, tales como las algas unicelulares, algas azules o cianoficeas, levaduras, hongos.
Protozoos y bacterias. Basados principalmente en este conocimiento morfoldgico, los cientificos de la
época agruparon a aquellos microorganismos dentro de los dos grandes reinos de seres vivos conside-
rados en aquel momento, el reino animal y el reino vegetal. Igualmente, hacia finales del siglo XIX, habia
sido eliminado con métodos experimentales, el mito de la generacion espontanea, y se conocié desde
entonces, que los microorganismos eran la causa de las enfermedades infecciosas. Si bien las técnicas
actuales permiten una evaluacion mas directa de la virulencia y patogenicidad de los distintos microor-
ganismos considerados patégenos, pareciendo que los postulados de Koch quedan obsoletos, las pre-
sunciones fundamentales de estos postulados, todavia sirven como base para vincular de manera inequi-
voca los microorganismos con las enfermedades que causan. Estos postulados, junto con el
advenimiento de medios de cultivo sélidos, que permitieron la recuperacion y el aislamiento de los micro-
organismo en cultivos puros, requirieron el uso previo de una nomenclatura estandarizada por la que
pudieran identificarse con exactitud, los aislamientos que se realizaban.

Asi, desde hace poco mas de 100 afios, los sistemas han evolucionado hasta colocar a los microbios
en un esquema lagico y coherente: grupos taxondmicos basados, ademas de en la morfologia, en la filo-
genia, la fisiologia, la bioquimica y mas recientemente, la genética (composicién de las bases e hibrida-
cion del ADN, hibridacion del ARN ribosémico.

TERMINOLOGIA USUAL.

Tal y como referiamos al inicio de esta exposicion, existen una serie de términos (taxonomia, clasifi-
cacion, identificacion...) que a menudo se usan incorrectamente de forma intercambiable en la literatu-
ra médica.

La taxonomia, es la rama de la biologia relacionada con la clasificacion de todos los microorganis-
mos vivientes. Clasificacién, es la divisién sistematica de microorganismos en grupos relacionados
basados en caracteristicas similares, e incluye la clasificacion en especies como el nivel menor y més
definitivo de division, clasificacion en especies que se hace sélo una vez cuando se clasifica la cepa tipo
de un microorganismo, si bien puede reclasificarse cada tanto. Identificacion es el proceso por el cual
se confirma que un microorganismo desconocido pertenece a un grupo taxonémico previamente esta-
blecido. Por ende, el proceso de identificacion de un microorganismo desconocido en el laboratorio no
debe denominarse clasificacion en especies. Nomenclatura es la asignaciéon de nombres a los grupos
taxonomicos, siguiendo reglas internacionales. Se utiliza el sistema binomial clasico de Linneo, siendo los
niveles o rangos taxondmicos utilizados en el actual Manual de Bergey, de tipo jerarquico.

Si bien filum o divisién, subfilum, clase, subclase, orden, suborden y superfamilia son érdenes des-
cendentes de grupos taxondmicos dentro de los reinos animal y vegetal superiores, familia, tribu, géne-
ro y especie son los niveles usados con mayor frecuencia para los protistas (tercera rama mayor que
incluye algas, hongos, protozoarios, cianoficeas y bacterias).
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Asi, una especie bacteriana, es un grupo de cepas que comparten muchas caracteristicas comu-
nes. Las cepas son descendientes de un aislamiento en cultivo puro, representando la cepa tipo el ejem-
plo permanente de la especie que ostenta el nombre de referencia. EI nombre de la especie a menudo
refleja un aspecto morfolégico o caracteristica bioquimica del microorganismo, o puede hacer referencia
a un personaje famoso. Todas las especies son asignadas a un género, que habitualmente esta bien
definido en forma morfolégica y bioquimica; sin embargo, a menudo existe subjetividad entre los micro-
bidlogos en cuanto a que constituye exactamente un género y una especie. Los géneros a su vez se asig-
nan a tribus y familias, cada una de las cuales posee aspectos morfoldgicos, fisiolGgicos y bioquimicos
generales.

Debido a que los fenotipos pueden cambiar, o pueden descubrirse caracterizaciones bioquimicas adi-
cionales, que impidan que un microorganismo conserve una denominacion previa, continuara habiendo
cambios de nombre, para consternacién de microbi6logos veterinarios y estudiantes en general. Sin
embargo, el estudio actual de determinantes genéticos, basados en homologia de ADN y estudios rela-
cionados, deberia permitir una taxonomia mas estable, con cambios de nombres menos frecuentes en el
futuro. No hemos de olvidar que, tal y como lo plantearon Staley y Krieg “Las clasificaciones bacterianas
deben estar hechas para los microbidlogos, no para las entidades que se estan clasificando; ilas bacte-
rias en general, muestran poco interés en la cuestion de su clasificacion!”.

CELULAS, SERES Y ORGANISMOS. REINOS Y REPUBLICAS.

En un principio y de acuerdo con su organizacion intracelular, las células de todos los seres vivos son
eucariotas y procariotas.

Por otra parte, y a diferencia de los VEGETALES SUPERIO-
RES Y ANIMALES, los PROTISTAS son organismos indiferencia-
dos que no poseen tejidos especializados ni sistemas organicos.
Ahora bien, dentro de éstos, existen microorganismos que pre-
« sentan entre si diferencias tan acentuadas como puedan tener-

- las con los seres vivos superiores. Un grupo esta constituido por
formas celulares mas diferenciadas y denominadas eucariotas
(seres con nlcleo verdadero), que incluyen a algas (poseen clo-
rofila y paredes celulares), hongos (con paredes celulares y sin
clorofila) y protozoos (sin clorofila, ni paredes celulares).
Finalmente, las mas primitivas, las procariotas (seres con nticleo
primitivo), que integran a unidades estructurales de cianoficeas
o algas azules y bacterias.

Los seres procariotas son ya conocidos desde hace mucho
tiempo. En el siglo pasado, Fernando Cohn habia establecido
una relacién entre Cianobacterias y Eubacterias, y las agrupaba
por su propiedad de multiplicacién binaria. Mas recientemente,
Eduardo Chatton (1932) profundizé en si estudio, manteniendo
dicha unién, y ademas desarrollé los conceptos de Procariotas
y Eucariotas, basandose en la estructura célula
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CARACTERES _C.PROCARIOTICAS C.EUCARIOTICAS
Nucleoplasma limitado por una membrana = +
Nucleolo - +
Numero de cromosomas 1 >1
Reproduccién asexua sexual o asexualC
Division nuclear mitética - +
D-aminoacidos,a.diaminopimélico y a.muranico +% -
Ribosomas citoplasmicos 705 805
Reticulo endoplasmico - +
Mitocondrias = +i
Cloroplastos & +
Aparato de Golgi = +
Corriente citiplasmatica - +
Membrana citoplasmatica generalmente con esteroles

sin esteroles
Organulos con membrana = +

*Excepto en micoplasmas y clamidias
i Plantas y algas.

En la octava edicion del Manual de Bergey, se agrupaba a todos los procariotas conocidos en dos
grandes divisiones:

e -Division I: Cianobacterias.
« -Division II: Bacterias (eubacterias o bacterias verdaderas).
Y clasificaba a las bacterias en 19 partes.

En los ultimos afios, el estudio del sistema genético bacteriano a nivel molecular, para establecer la
homologia entre el ADN de las células, ha dado lugar a grandes avances en la taxonomia bacteriana.

Uno de estos estudios es la determinacion de la composicion de bases de ADN, caracteristicas de cada
especie y que se expresa como porcentaje molar guanina-citosina (G+C), y adenina-timina (A+T). Si dos
bacterias tienen relaciones de base desiguales (diferencia de contenido de G+C superior al 10%) no se
pueden considerar afines. Basandose en la diferencia o afinidad de la relacién G+C entre las bacterias
se han creado nuevos géneros y cambiado bacterias de un género a otro.

Los métodos de hibridacion molecular relacionan la compatibilidad, la homologia del ADN de dos micro-
organismos. En determinadas condiciones experimentales, se separan las cadenas de ADN bicatenario en
dos moléculas monocatenarias, que se recombinan con las de otra bacteria, en el caso de que sus secuen-
cias de bases sean complementarias.

Basandose en el coeficiente de homologia en la secuencia de bases de ADN, se introdujeron ciertos
cambios en la clasificacion bacteriana de la octava edicion del Manual de Bergey. Esta edicion del Manual
("Bergey’s Manual Systematic Bacteriology”.Vol 1, 1984 y Vol 2, 1986), divide el reino Procaryotae en cua-
tro divisiones:

@ Division 1: Gracilicutes.
@ Division II: Firmicutes
@ Division III: Tenericutes.

@ Division IV: Mendosicutes.
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DIVISION I: “Gracilicutes”(del latin gracilis, que significa fino, delgado). Comprende a las bacterias
con pared celular rigida o semirrigida, que contienen glucopéptido y presentan reaccién negativa a la
tincién de Gramm,

DIVISION II: “Firmicutes” (del latin firmus, fuerte).Esta divisién incluye a las bacterias con pared
celular rigida o semirrigida, que contiene glucopéptido y con reaccidn positiva a la tincién de Gramm.

DIVISION III: “Ternericutes” (del latin tener, blando): En esta divisién estan incluidas las bacterias
que carecen de pared celular.

DIVISION IV:”"Mendosicutes” (del latin mendosus, que significa poseedor de alguna imperfeccién).
Esta division, comprende bacterias filogenéticamente anteriores a las divisiones I, II y III. Incluye a
la clase Archaeobacteria, formada por bacterias cuya pared carece de acido muramico. A esta clase
pertenecen las bacterias termoacidofilas, metandgenas y las halobacterias estrictas.

PAPEL PRIMARIO DEL LABORATORIO.

Aplicando pues distintos y variados criterios, los microorganismos se clasifican, tras obtener un nombre
final de género y especie, en los grupos taxonémicos ya comentados.

El papel primario del laboratorio de microbiologia clinica, consiste en proporcionar a los veterinarios,
identificaciones oportunas y exactas, de los microorganismos recuperados de muestras clinicas, y en faci-
litar informacion sobre la susceptibilidad relativa a las cepas patdgenas a los distintos agentes antimi-
crobianos. Estas tareas ayudan a los veterinarios en el diagndstico y control de la enfermedad infeccio-
sa. Los datos microbioldgicos obtenidos, son igualmente de gran valor, de cara a proporcionar
informacién epidemioldgica que permita definir los origenes de los procesos en estudio.

En este contexto, la practica de la microbiologia clinica es en esencia compleja, y se complica atin
mas, por la existencia de datos de base en constante expansion, y cambiantes. Los directores y super-
visores de los laboratorios deberan prestar una atencién constante, a la evolucién de nuevas tecnologi-
as que puedan proporcionar resultados mas fiables, mas rapidos y de menor coste. Deberd mantenerse
igualmente, una linea de comunicacion bidireccional entre los laboratorios y el personal veterinario de
0.CAss, A.D.S.G,, profesionales en ejercicio libre, etcétera, ya que la taxonomia evoluciona, la patologia
infecciosa animal sufre constantes cambios, y lo que es de suma importancia, la interpretacion de los
informes de laboratorio se modifica.

TECNICAS ANALITICAS CONVENCIONALES PARA EL DIAGNOSTICO
MICROBIOLOGICO.

REVISION ESQUEMETICA DEL CICLO DIAGNOSTICO. .

De forma general habremos de entender el dlagnostlco de una enfermedad de etiologia infecciosa,
no ya como la emisién de un juicio basado la mayoria de las veces en simples apreciaciones individua-
les de caracter clinico, sino como el resultado de una secuencia de etapas ciclicas (recoleccién, procesa-
miento, analisis, informe e interpretacion), en las que el laboratorio juega un papel primordial, pero cier-
tamente condicionado, a efectos practicos, por las etapas previas y posteriores a su intervencion
concreta, esto es, la recoleccién y toma de muestras, y la interpretacion de los informes emitidos.

El ciclo diagndstico comienza con la existencia de un colectivo o de un individuo, que presenta sig-
nos o sintomas que pueden sugerir la presencia de una enfermedad infecciosa de etiologia bacteriana.
Si la anamnesis y el examen fisico practicado por el Veterinario en los animales sospechosos sugieren
una infeccion, puede estar indicada la realizacion de cultivos u otros procedimientos analiticos en el labo-
ratorio de microbiologia clinica.

Para ello, se tomaran las muestras oportunas, en los envases adecuados, etiquetandose e identifi-
candose de forma general con los datos del animal muestreado, su localizacién geogréfica, dia y hora de
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recoleccion y el tipo de muestra que se remite. No solamente es importante que los tipos de muestras
remitidos sean los adecuados para cada caso, sino también que su nimero, su volumen o cantidad uni-
tarios, su identificacién y su método de recogida, conservacion y transporte sean los correctos. Es en tal
caso cuando se consigue que los resultados laboratoriales sean representativos y fiables, y cuando, por
lo tanto, pueden resultar de utilidad a sus peticionarios.

Posteriormente, las peticiones requeridas por el Veterinario habran de transcribirse a un formulario
o modelo mads o menos estandarizado de envio de muestras. En el caso de enfermedades infecciosas, la
remisién al laboratorio de un historial clinico que acompafie a las muestras es de crucial importancia
para el correcto desempefio de las funciones asignadas al mismo. Estos informes o historiales sirven para
encauzar los examenes laboratoriales, con lo que se obtiene un claro beneficio en tiempo, dinero y efi-
cacia. También permiten una adecuada valoracién de los resultados analiticos, posibilitando asi la for-
mulacién de observaciones y recomendaciones apropiadas a cada caso. En definitiva, el personal que tra-
baja en el propio laboratorio se beneficia de toda esta informacidén, a través de un aumento de sus
conocimientos y de su experiencia, incrementando asi su capacidad de resolucion de nuevos problemas.
Los modelos estandarizados para la cumplimentacién de estos historiales clinicos pueden solicitarse a
cada laboratorio.

Una vez recibida la muestra en el laboratorio, la informacién que figura en el formulario e historial cli-
nico, se registra en una terminal informatica o libro ad hoc. Las muestras se examinan visualmente y,
seglin su naturaleza y la peticion cursada por el veterinario, pueden prepararse montajes y frotis para
examenes microscopicos diversos. Las observaciones realizadas hasta el momento podran informarse o
no, dependiendo del caracter definitivo de los resultados. La informacién obtenida hasta este momento,
puede usarse, en ocasiones, para establecer un diagnostico presuntivo e instituir distintas pautas de con-
trol.

Las muestras que requieren la identificacion definitiva de bacterias potencialmente patégenas habran
de procesarse aiin mas. Para ello se eligen uno 0 mas medios de cultivos y cada uno se inocula con una
pequefia parte de las muestras sospechosas. Se hacen siembras en placas de agar para aislamiento de
colonias, y se colocan en una incubadora con la temperatura y ambiente apropiados para maximizar el
crecimiento de las colonias bacterianas.

Después de un periodo de incubacion dado, se examinan las placas, pudiendo hacerse en algunos
casos identificaciones microbianas presuntivas. Se haria un informe final si pudiera darse una respuesta
definitiva en ese momento. De no ser asi, el informe final deberd demorarse, mientras se efecttian sub-
cultivos y pruebas adicionales para identificar el microorganismo de forma definitiva.

Cada paso de este ciclo debe completarse, con exactitud, precision y los més rapidamente posible.
Obsérvese que el laboratorio esta directamente involucrado en solo una parte del ciclo, sin embargo, y
al hilo de lo comentado en un principio, al estar condicionado por etapas previas y posteriores a éste,
pensamos que sus directores y responsables deberian asumir la responsabilidad de todas las fases del
ciclo diagnéstico, asegurando, en la medida de lo posible, que las muestras son recogidas y transporta-
das, de forma correcta al laboratorio. De este modo, y con el asesoramiento pertinente, los resultados
de los cultivos podrian interpretarse con exactitud y aplicarse al cuidado de la ganaderia afectada.
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TECNICAS GENERALES.

VISUALIZACION DE LOS MICROORGANISMOS. TECNICAS DE EXAMEN
MICROSCOPICO.

EL MICROSCOPIO. TIPOS.

La observacién de los microorganismos y de sus estructuras celulares es dificil porque: 1) son gene-
ralmente de muy pequefio tamafio y 2) son transparentes a la luz visible. Estas dos propiedades fisicas
han sido decisivas para el desarrollo de nuevos instrumentos disefiados con el fin de proporcionar una
mejor definicion de células eucariotas y procariotas, aumentando por un lado el poder resolutivo y con-
trastando por otra parte la transparencia de la célula mediante el aumento de contraste.

El ojo humano por otra parte es capaz de discriminar diferencias en longitudes de onda (color) y en
la intensidad de luz visible. La mayoria de células y componentes celulares son transparentes a la regién
visible del espectro, con excepcién de algunos pigmentos, por lo general mas comunes en las células
vegetales, que absorben la luz de ciertas longitudes de onda (sustancias coloreadas). La baja absorcion
de luz de la célula viviente se debe a su alto contenido en agua. Pero alin después de desecados, sus
componentes presentan muy escaso contraste. Un medio de contrarrestar esta limitacion es emplear
colorantes que tifien selectivamente los distintos microorganismos o sus distintos componentes estruc-
turales, introduciendo de este modo diversos compuestos que absorben longitudes de onda determina-
das y especificas.

Seglin el principio en que se funda cada microscopio para ampliar las
imagenes podemos hablar de microscopios de luz, electrénicos y de
difraccion de rayos X (de aplicacion practica en biologia molecular en
estudios de acidos nucleicos y proteinas).

Entre los primeros, microscopios de luz, se distinguen varios tipos,
siendo los mas relevantes en microbiologia clinica los microscopios pti-
cos de campo claro, de contraste de fases, de campo oscuro, de luz ultra-
violeta y de fluorescencia. Igualmente habremos de considerar en este
apartado clasificatorio la microscopia de interferencia y de Nomasrky
(detectan variaciones continuas en el indice de refraccion de estructuras
celulares) y la microscopia de polarizacion, que utiliza la luz polarizada
para detectar anisotropia.

Otra clasificacion mas sencilla es la de microscopios simples, que son
aquellos que utilizan una sola lente (lupas, cristales de aumento...) y
microscopios compuestos, formados por dos lentes, una situada cerca del
ojo, denominada ocular, y otra, cercana al objeto, denominada objetivo.

En la superficie de cada lente hay un nimero y un signo (X) marca-
do. El aumento total del microscopio viene dado por el resultado de multiplicar el aumento del ocular
por el del objetivo. Generalmente, los oculares utilizados en Microbiologia son de (10 X), es decir, 10
aumentos; en cambio, los objetivos pueden variar desde (10 X), (20 X), (40 X), (64 X), (100 X) y (120X),
en algunos casos, por tanto, como maximo se podra observar a un microorganismo aumentado 1.000-
1.200 veces. Si se sustituye el ocular por uno de mayor aumento (15 X) o (20 X), s6lo se conseguiria
una mayor amplitud, pero no un mejor poder de resolucion.

En el microscopio 6ptico, asi como en cualquier otro tipo de microscopio, el poder de resolucién,
que es la capacidad del instrumento para dar imagenes distintas de puntos situados muy cerca uno del
otro en el objeto observado, depende de la longitud de onda (l) y de la apertura numérica del objetivo
(AN). El limite de resolucion, que se define como la distancia minima que debe existir entre dos pun-
tos para que puedan ser discriminados como tales , es : L.R. = 0,61 / AN, siendo la apertura numérica:
AN = n x sen q, donde n es el indice de refraccién del medio y q el angulo de apertura. Es importante
recordar que el limite de resolucién es la inversa del poder de resolucién, de manera que cuanto mayor
sea éste, menor serd el limite de resolucién.
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Puesto que el seno de q no puede exceder de 1, y el indice de refraccion de los mejores materiales
opticos no puede ser superior a 1,6 usando aceite de inmersién, la maxima AN de las lentes es de alre-
dedor de 1,4 (cuando el objetivo esta separado del objeto por el aire, su apertura numérica no sera mayor
de 1). Con estos parametros es facil precisar que el limite de resolucién del microscopio no excede de los
1700 A (0,17mm) usando luz monocroméatica de =4000A (violeta). Con luz blanca, el limite de resolucion
se sitda en torno a los 2500A (0,25mm). Siendo AN limitada (@14), resulta evidente que la tnica mane-
ra de incrementar el poder resolutivo, consiste en utilizar longitudes de onda menores. En este caso, sin
embargo, las lentes de vidrio ya no son mas transparentes y se hace necesario introducir otros medios de
refraccion. Por ejemplo, con radiaciones ultravioleta, de 2000 a 3000 A, se usan lentes de cuarzo u dpti-
ca de reflexion y la resolucién aumenta de esta forma al doble, llegando a 1000 A(0,1mm) el limite de
resolucion.

MICROSCOPIOS DE LUZ (OPTICOS).
B De campo claro.

Consta, ademas de dos tipos de lentes (oculares y objetivos), de un sistema productor de luz y de un
condensador situado debajo de la platina, que tiene por funcién el concentrar el haz luminoso sobre
un punto del portaobjetos.

El condensador, que puede subir o bajar a voluntad, debe estar lo mas alto posible cuando se traba-
ja a gran aumento, y alejado de la platina cuando se trabaja a menos aumentos.

MDe contraste de fases.

A) Efecto de un material transparente
y no absorevente de mayor indice de

refraccion que le medio, introduciendo
un cambio de fase (retardo).

B) El mismo objeto, pero mds grueso,
ocasiona retardo o cambio de fase
pero maspronunciado.

C) Efectoo e un objeto transparente y
absorvente. Provoca un retardo, pero
tambien una disminucion de la ampli-
tud(intensidad)
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En 1953, se concedio el premio Nobel de Fisica a Fritz Zernicke, por la invencién del microscopio de
contraste de fases. Esta técnica, al igual que las de interferencia, se basan en que, alin cuando las estruc-
turas bioldgicas son sumamente transparentes a la luz visible, introducen cambios de fase en las radia-
ciones que las atraviesan. En la figura se indican los efectos de un material transparente (A-B) y de un
material absorbente , sobre un rayo.

En A, la onda atraviesa un material con un indice de refraccién diferente del que tiene el medio. Al
atravesar el objeto, la amplitud de la onda, no cambio, pero la velocidad se altera. Si el indice de refrac-
cion en el material es mayor, ocurre una demora o retardo, que también se denomina cambio de fase.
Después de salir el rayo, la velocidad se restablece, pero el retardo subsiste. Este retardo involucra un
cambio de fase que puede ser medido en fracciones de longitud de onda. El cambio de fase aumenta
proporcionalmente a la diferencia entre los indices de refraccion del objeto y del medio, y al grosor del
objeto.

En este microscopio, la diferencia de fase se adelanta o se retarda _ de longitud de onda, de mane-
ra que el retardo producido por las estructuras se magnifica. De este modo, los pequefios cambios de
fase que se producen en el objeto son ampliados y transformados en cambios de amplitud (intensidad).
El objeto transparente aparecera entonces con distintos tonos de gris que dependen del producto entre
el espesor del objeto y las diferencias entre los indices de refraccién del objeto y del medio.

La miscroscopia de fase se usa en la actualidad como método de rutina en la observacién de micro-
organismos vivos sin tefiir, y es particularmente (til en la observacion de detalles finos (estructuras sub-
microscopicas).

B De campo oscuro.

La microscopia de campo o fondo oscuro, también denominada ultramicroscopia, esta basada en el
hecho de que la luz se dispersa en los limites entre los diversos materiales que poseen diferentes indi-
ces de refraccion (interfases). El instrumento consiste en un microscopio en el cual el condensador
comun se halla reemplazado por uno que ilumina el obje-
to oblicuamente. Con el condensador de campo oscuro
no entra luz directa en el objetivo. De esta forma sélo la Wg
luz difractada en un objeto (microorganismo) se dirige y
penetra en el objetivo. Asi, los objetos extraordinaria-
mente pequefios, al desviar la luz, pueden observarse
como imagenes brillantes sobre un fondo oscuro. Si en el
campo examinado no hay ninguna particula de distinto
indice de refraccion, se vera todo oscuro.

HAZ DE
LUz

Por medio de este instrumento pueden descubrirse,
pero no resolverse, estructuras menores que las que se
visualizan con el microscopio optico de campo claro. La
demostracion de estructuras por debajo del limite de
resolucion, se aplica también a otros tipos de microsco-

PLATINA

pios opticos, y en particular a los que usan Gptica de con- CONDENSADOR
traste de fases. Tedricamente, una estructura de sélo 50 con el circuito de
R, es decir, 40 veces menor que el limite de resolucion campo oscuro

puede ser detectada siempre que tenga bastante con-
traste en relacion con el fondo en que se halla.

B De luz ultravioleta.

La capacidad, el poder de resolucién depende en parte, tal y como hemos visto, de la longitud de
onda empleada, aumentando la primera cuando la segunda disminuye. Segtn esto, y como la luz ultra-
violeta tiene menor longitud de onda que la visible (Aultravioleta = 0,18-0.4mm y Avisible = 0.4-0.7um), el
microscopio que la incorpora practicamente duplica el poder de resolucidn respecto al de campo claro.
Al ser las radiaciones ultravioleta invisibles para el ojo humano, las imagenes deben recogerse en la foto
tubos que las transmitan a una placa fotografica o que las conviertan en imégenes televisivas. Sin embar-
go, la principal aplicacién de la luz ultravioleta se utiliza en el microscopio de fluorescendia.
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B De fluorescencia.

Algunas sustancias son capaces de absorber la energia de las ondas ultravioletas y volverla a emitir
como ondas visibles de mayor longitud. A estas sustancias se les denomina fluorescentes y al fendme-
no, fluorescencia. Entre las sustancias fluorescentes cabe destacar el naranja de acridina, actualmente
empleada para visualizar bacterias en campos donde hay poco ndmero, o la auramina, cuya utilizacion
facilita enormemente la observacién de extensiones sospechosas de contener gérmenes del género
Mycobacterium.

Es notable el avance que para la Inmunologia representé este tipo de microscopio, ya que, utilizan-
do técnicas inmunoldgicas, directas (anticuerpos marcados) e indirectas (antisuero marcado), sirven para
poner de manifiesto determinados microorganismos o antigenos especificos.

MICROSCOPIOS ELECTRONICOS.

La microscopia electronica es la técnica de eleccion en el estudio de ultraestructuras. Los electrones
emitidos dentro de un tubo al vacio, son acelerados y posteriormente desviados por campos electro-
magnéticos que actlan como si fueran lentes Opticas (condensador, objetivo, proyector). La imagen se
visualiza sobre una pantalla fluorescente, estando producida por la dispersién de los electrones al cho-
car con los nucleos atdmicos presentes en el objeto. La dispersién depende del espesor del objeto, de la
concentracion de atomos y especialmente del nimero atémico. La mayoria de los elementos bioldgicos
no tienen un numero atémico suficientemente elevado como para producir la dispersion de los electro-
nes, utilizdndose por esta razén atomos pesados que acttian como “colorantes” electrénicos al aumen-
tar el contraste. En este microscopio, como en los dpticos, el poder de resolucién depende de la longi-
tud de onda (A= 0.05R) y de la apertura numérica. El limite de resolucién alcanzado es de 3a 5 A&y el
aumento puede llegar a un millén de veces o mas. Debido a la naturaleza del microscopio electronico y
de la materia organica, mayoritariamente compuesta por carbono, hidrégeno, nitrégeno y oxigeno, ele-
mentos dotados de poca capacidad para desviar los electrones, se requieren técnicas especiales con el
fin de obtener el adecuado contraste de las imagenes de la muestra con el fondo. Asi solamente se visua-
lizan preparaciones muy delgadas, como cortes ultra finos de bacterias tefiidas con sustancias especia-
les como sales de elevado peso molecular (acido 6smico, uranio, lantano, plomo...) que dispersan bien
los electrones (tinciones negativas con una sal de un metal electrén denso).

MICROSCOPIO MICROSCOPIO
OPTICO ELECTRONICO
i Placa fotogréfica
Placa fotogréfica ' /
Ocular o <
fotroproyector *

Bobina magnética con
funcién de objetivo

-‘g IBobina magnética
H concentradora del
]
)

; haz de electrones
!
\
Reflactor / e Fuente 1

=8 =
AT ——
Luz/ \1Electrons Filamento

Sistea de lentes del
objetivo

[« —

Condensador
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Como cualquier particula existente en el medio, detiene facilmente el paso de los electrones, la obser-
vacién se realiza colocando la muestra en un tubo donde existe el vacio. Todo esto limita bastante los
tipos de muestra a examinar, siendo su utilizacion casi nula en la rutina diagnéstica de un laboratorio de
microbiologia clinica.

Los cortes gruesos e incluso las células vivas son susceptibles de ser estudiados con microscopia elec-
trénica de alto voltaje. La microscopia electrénica de barrido (scanning) permite obtener una vista de
la superficie del objeto utilizando los electrones secundarios emitidos.

TECNICAS DE EXAMEN MICROSCOPICO. TINCIONES.

El examen microscépico es el primer paso para el estudio de muestras bacterioldgicas. Es un examen,
la mayoria de las veces orientativo, que llega a proporcionar una serie de datos de gran utilidad, como
son: la presencia o ausencia de bacterias, su morfologia, motilidad y caracteristicas tintoriales generales
0 de estructuras particulares. También permite observar la reaccion celular existente en las muestras
patoldgicas.

Existen dos técnicas generales para el examen microscépico: preparaciones sin tefiir (en fresco) y
preparaciones coloreadas.

A) EXAMEN MICROSCOPICO EN FRESCO.

Es una técnica de facil realizacion, en la que el producto a examinar se sitia ente porta y
cubreobjetos, pudiendo observarse las bacterias presente en la muestra, su abundancia, moti-
lidad y morfologia. Si el material procede de un cultivo en medio sdlido se emulsionara en una
gota de agua destilada o en solucion fisiolégica. Si el material de procedencia es liquido se
depositara directamente entre porta y cubre.

La observacion se realiza, en general, con objetivo de (40 X) y (100 X) en microscopio de
campo claro, manteniendo el condensador a la altura adecuada (bajado normalmente) con el
fin de lograr el contraste idoneo, ya que un exceso de luz hard que determinadas estructuras,
de indice de refraccién muy bajo, pase inadvertidas. La microscopia de contraste de fases y de
campo oscuro, facilita mucho la observacién en fresco. Resumiendo:

TECNICAS PARA EXAMEN DIRECTO DE MUESTRAS EN FRESCO:

1.- MONTAJE SALINO:

Se utiliza para la determinacion de la actividad biologica de microorganismos, incluyendo motilidad,
reacciones frente a ciertas sustancias quimicas o reactividad seroldgica con antisueros especificos.

a) Examen con campo oscuro.

Utilizado en la visualizacion de ciertos microorganismos delicados que no son visibles en campo
brillante y que se tifien con gran dificultad. Particularmente (til para demostrar espiroquetas
en materiales biolégicos, en especial orina, que se sospecha que contiene especies de
Leptospira.

b) Procedimiento de la gota pendiente:

Utiliza un portaobjetos de vidrio grueso con un pocillo concavo central. Tiene igual propdsito
que el anterior, aunque existe menor distorsién por el peso del cubreob]etos Y puede lograrse
un campo de foco mas profundo en la gota. En general esta técnica se usa para estudiar la
motilidad de las bacterias.

2.- PREPARADO CON TINTA CHINA O NIGROSINA (GRANULOSA).

Se emplea en el examen microscdpico de las capsulas de multiples microorganismos. Los finos gra-
nulos de la tinta china o nigrosina dan un fondo semiopaco contra el que pueden verse las capsulas cla-
ras. No debe hacerse demasiado espesa la emuision de contraste en tinta china, ya que puede blo-
quearse totalmente la luz transmitida.
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3.-TECNICA DOBLE:

Se disponen en el centro de un porta objetos, y a 1 cm. Aproximadamente de distancia, una gota del
producto a examinar y una gota de menor tamafio se tinta china de granulos finos, libre de contamina-
cién bacteriana (pipeta capilar). Se coloca encima un cubreobjetos. De un lado la preparacion queda
como un montaje salino sin tinta china, y de lado opuesto, aparece el fondo completamente negro que
se hace imposible cualquier observacion. Es en la zona intermedia del cubreobjetos, zona donde los dos
liquidos se mezclan, donde se realiza la observacion. Para ello, el fondo de ia preparacién debe ser gris
oscuro. Las bacterias aparecen mas claras con mayor o menor refringencia, y la presencia de capsulas
se traduce en halos claros rodeando los cuerpos bacterianos,
dando la impresién de agujeros luminosos. EI montaje se
examina con el microscopio de campo claro, usando en pri-
mer lugar el objetivo de (10 X) para una evaluacién general
(localizacidén de un fondo gris oscuro en la interfase de
ambos liquidos), el objetivo de (40 X) para la localizacion de
los microorganismos sospechosos, y el objetivo de inmersion
habitual para la confirmacién de las sospechas.

4.- MONTAJE CON YODO:

De uso frecuente en parasitologia, los montajes con yodo habitualmente se emplean junto con mon-
tajes salinos cuando se examina materia fecal u otros materiales en busca de protozoarios 0 huevos de
helmintos intestinales.

5.- MONTAJE CON HIDROXIDO DE POTASIO (KOH).

Utilizado como ayuda para detectar elementos micéticos en material mucoide espeso o en muestras
gue contienen material queratinoso, como escamas de piel, uiias o pelo. El KOH disuelve ia queratina de
fondo, poniendo de manifiesto los elementos micéticos.

B) EXTENSIONES COLOREADAS.

Las técnicas de coloracién, indispensables en el estudio de muestras bacterioldgicas, permiten la dife-
renciacion de microorganismos de distinta reaccion frente a determinados colorantes, y la observacion
de ciertas estructuras celulares.

Las tinciones consisten en preparados acuosos u organicos de colorantes o grupos de colorantes, que
imparten una variedad de colores a los microorganismos, tejidos vegetales y animales, y a otras sustan-
cias de importancia bioldgica. La introduccién de tinciones a mediados del siglo XIX representa, en gran
medida, el fundamento de los principales avances que se han producido en microbiologia clinica y en
otros campos de la miscroscopia diagnédstica durante los Ultimos 100 afios. Casi todos los colorantes bio-
I6gicamente Utiles son derivados de alquitran mineral (o de huila). La estructura quimica fundamental de
muchos de ellos es el anillo de benceno, estando compuestos por 2 0 mas anillos bencénicos conecta-
dos por uniones quimicas bien definidas y asociadas con la produccién de color que se denomina cro-
méforos. La intensidad del color de un colorante, es proporcionar al nimero de radicales croméforos exis-
tentes en el compuesto.

Los colorantes pueden utilizarse ademas para demostrar funciones de microorganismos mediante Ias
técnicas denominadas supravitales, como indicadores de desviaciones de pH en medios de cultivo, o
como indicadores de oxidorreduccidn para demostrar la presencia o ausencia de condiciones anaerobias
debido a su alta afinidad por el hidrégeno. Cuando estan ocupados todos los sitios moleculares que pue-
den unirse a hidrogeno, el colorante esta en su estado reducido, y en general es incoloro, denominan-
dose compuesto Leuco. Examinando este concepto desde una posicién opuesta, un colorante retiene su
color sélo mientras su afinidad por el hidrégeno no esta totalmente satisfecha. Dado que el oxigeno en
general posee mayor afinidad por el hidrégeno que muchos colorantes, el color es retenido en presen-
cia de aire. Esto permite utilizar ciertos colorantes como el azul de metileno, como un indicador de oxi-
dorreduccion en un medio anaerobio (jarra para el cultivo de gérmenes anaerobios), ya que el indicador
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permanece incoloro sélo en ausencia de oxigeno.
Preparacion de los frotis: extensién, secado y fijado.

Extension:
La forma de realizar este técnica depende del producto a examinar:
& PRODUCTO LIQUIDO:

Se deposita una pequefia cantidad del material en el centro de un portaobjetos, extendiéndo-
lo con un asa de siembra hasta conseguir una capa fina y homogénea.

W CULTIVO EN MEDIO SOLIDO:

Depositamos una gota de agua o solucion salina fisioldgica en un portaobjetos y suspendemos
en ella una colonia o porcién de la misma, procedente de cultivos jovenes. Emulsionamos y
extendemos hasta conseguir una capa fina y homogénea.

/ /
VYt

Se extiende directamente sobre el portaobjetos la muestra recogida con la torunda, procuran-
do que quede una capa fina y homogénea. Con el fin de conservar la morfologia celular y la
agrupacion bacteriana es conveniente dar un movimiento de rotacién a la torunda, conforme
se vaya deslizando sobre el portaobjetos.

® ORGANOS:

Seccionamos un pequefio fragmento del érgano o viscera en
cuestion y lo cogemos con unas pinzas adecuadas, mante-
niendo libre la superficie de corte. Procedemos seguidamente
a la aplicacion de la superficie de corte sobre el portaobjetos,
presionando suavemente y repitiendo este gesto a intervalos
regulares a lo ancho o a lo largo del porta.

Secado y Fijado:

Ei secado se realizara preferentemente y siempre que sea posible a la temperatura del laboratorio;
es rapido siempre que el portaobjetos esté perfectamente desengrasado, y el frotis sea fino y homogé-
neo. En un porcentaje muy elevado de casos, la mala calidad de una preparacién microscépica se deri-
va de un secado excesivamente enérgico que altera constituyentes estructurales bacterianos (la pared
en particular), Ambas acciones se pueden realizar simultaneamente. Para elio calentamos ligeramente la
parte inferior del porta. Esta operacién, ademas de secar, sirve para fijar, ya que coagula las proteinas
plasmaticas de los microorganismos y los adhiere al portaobjetos.

También se puede realizar la fijacion con alcohol (metilico absoluto, etilico absoluto o de 95°, mezcla
a partes iguales de alcohol-éter). Para ello cubrimos la preparacién durante dos o tres minutos, escurri-
mos y secamos a temperatura ambiente. Esta opcion es (til si el extendido es rico en materiales histicos.
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1.- Coloraciones simples.:

Son aquelios que utilizan un solo colorante y tienen por misién poner en evidencia ia morfologia bac-
teriana. En sintesis consiste en recubrir la superficie bacteriana con una solucién de un colorante en alco-
hol y agua, siendo generalmente de caracter basico (cristal violeta, fucsina fenicada bésica, azul de meti-
leno).

2,. Compuestas o diferenciales.:

Caracterizados por utilizar mas de un colorante, su mision es poner de manifiesto diferencias entre
microorganismos o partes de ellos, De forma general utilizan un colorante basico o primario, un mor-
diente, un decolorante y un colorante de contraste o contratincion. Aunque existen mtiltiples métodos de
tinciones compuestas, vamos a referirnos aqui a los métodos de coloraciéon usados de forma rutinaria:
Tinciones de Gramm, Stamp y Ziehl-Neelsen/Kinyoun.

3.~ Tinciones especiales.:

De empleo mucho mas limitado, en unos casos pretenden aumentar el grosor bacteriano (impregna-
cién con sales de plata-Fontana Tribondeau para spiroquetas y flagelos -) y en otros, visualizar estruc-
turas celulares, como flagelos (Tinciones de Leifson y de Rhodes), capsulas (Tincién de Hiss), esporos
(Coloracion de Mdller, Tincion de Wirtz-Conklin).

4.- Fluorescentes.

Los colorantes fluorescentes son sustancias capaces de unirse a los microorganismos y emitir fluo-
rescencia al ser iluminados con luz ultravioleta (absorben la energia de las ondas ultravioletas y la vuel-
ven a emitir como ondas visibles de mayor longitud). Las dos principales son la tincién de naranja de
acridina, que permite la observacion de microorganismos en el examen directo de la muestra o en caldo
de cultivo, siendo particularmente Gtil cuando existen pocos microorganismos o cuando la observacion
es dificil debido a la presencia de restos celulares, y la tincién de auramina, utilizada para la visualiza-
cién de microbacterias especialmente en aquelios laboratorios que procesan un gran nimero de mues-
tras, ya que la visualizacién es mas comoda que con la de Ziehl Neelsen. Con microscopio de fluores-
cencia, las células bacterianas se ven amarillo verdosas contra un fondo oscuro cuando se usa
permanganato de potasio como contratincion. El uso del procedimiento de fluorescencia facilita el anali-
sis de los frotis, en particular cuando se usa un objetivo de (25 X), ya que proporciona un aumento sufi-
cientemente bajo como para rastrear amplios campos microscdpicos, pero suficientemente alto como
para ver los rayos de fluorescencia ( lamina 1-3N). Puede utilizarse una mayor magnificacién para con-
firmar los objetos sospechosos observados con el objetivo de (25 X).

Debe hacerse hincapié en que ni la tincion de auramina ni la de fluorocromo auramina son técnicas
fluorescentes de caracter inmunoldgico (antigeno-anticuerpo), sino uniones fisico-quimicas directas del
colorante a la pared celular rica en lipidos.

1.-TINCION DE GRAM:

Elaborada por Hans Christian Gram en 1884, es la mas empleada en bacteriologia como tincién dife-
rencial usada para demostrar las propiedades tintoriales de bacterias de todos los tipos. Teniendo en
cuanta que la propiedad de grampositividad depende de la naturaleza y composicion quimica de la pared
bacteriana, habremos de tener siempre presente, que las caracteristicas tintoriales pueden ser atipicas
en cultivos muy jévenes, viejos, muertos 0 en degeneracion.

Durante mas de un siglo las bacterias han sido clasificadas como gram-negativas o gram-positivas,
dependiendo de su reaccién con la tincién de Gram. La base de esta distincién empirica radica en las
diferentes clases de paredes celulares de unos y otros microorganismos.

El cristal violeta (violeta de genciana) sirve como tincién primaria, uniéndose a la pared celuiar bac-
teriana después del tratamiento con una solucién débil de yodo (lugol) que sirve como mordiente para
la unién del colorante (los mordientes son sustancias que facilitan la coloracién de las bacterias, ya sea
combindndose con la pared y recubriéndola con una especie de laca sensible a la accién del colorante, o
bien reforzando la accion de estos Uitimos). Algunas especies bacterianas, debido a la naturaleza quimica
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de su pared, tienen la capacidad de retener el cristal violeta atin después del tratamiento con un decolo-
rante organico, como el alcohol etilico al 95% o la mezcla de éste a partes iguales con acetona. Las bac-
terias que retienen el colorante se ven azul/negro cuando se observan con el microscopio y se denomi-
nan grampositivas. Ciertas bacterias, pierden la tincién primaria con cristal violeta cuando son tratadas con
el decolorante, quiza debido al alto contenido lipidico de su pared celular. Estas bacterias decoloradas cap-
tan la contratincién con safranina y se ven de color rojo cuando se observan con el microscopio, denomi-
nandose gramnegativas. Estas reacciones con la tincién de Gram, cuando se observan junto con los dis-
tintos tipos morfolégicos y disposiciones de células bacterianas, pueden usarse para efectuar
identificaciones presuntivas.

Bacterias grampaositivas:

Rodeadas de una pared celular espesa, de grosor variable entre 150
A* y 800 A, 500 A* de anchura, tipicamente compuestas de péptido-glu-
cano y acido teioico. La macromolécula determinante se denomina pépti-
do-glucano porque consta de moléculas peptidicas y de azlcares (gltcidos),
estando las cadenas lineales polisacaridas unidas entrecruzadamente por
péptidos cortos. El péptido-giucano esta ligado entrecruzadamente de forma
extensa, dando lugar a una sola y enorme molécula con la forma de un saco.
La pared celular aislada tiene la misma forma que la bacteria que ha envuel-
to previamente.

El péptido-glucano consta de tres unidades repetitivas:

e Un disacérido de N-acetilglucosamina (NAG) y acido-acetilmuramico
(NAM), en enlace B-1-4 glucosidico.
Un puente peptidico de pentaglicina que se enlaza entrecruzadamente a los residuos de NAM sobre
filamentos diferentes del polisacarido.

Un tetrapéptido de L-alanina, D-glutamina, L-lisina y D-alanina.

Bacterias gramnegativas:

Su pared celular tiene aproximadamente unos 100 A&, de espesor, un elevado contenido en lipidos (11
a 20%) y el aspecto de una membrana simple.

En la capa rigida mas interna hay una cantidad relativamente pequefia de glucopéptido, pero en la
parte externa se encuentra una gran cantidad de un lipopolisacarido (LPS), a menudo identificado como
endotoxina (fraccion lipidica denominada Lipido A).

2.-TINCION DE ZIEHL NEELSEN7KINYOUN:

El fundamento de esta técnica diferencial, se basa en la propiedad del la acido-alcohol resisten-
cia de algunos microorganismos del orden Actinomycetales (Mycobacterium,Nocardia y Actinomyces),
propiedad descubierta por Ziehi y Neelsen en 1882, y debida al elevado contenido lipidico de estas bac-
terias, fundamentalmente fosfolipidos, ceras y acidos micdlicos (acidos grasos, no saturados de cadena
larga que se presentan de forma esterificada ligados al polisacarido superficial, o de forma libre extrac-
table-glicolipidos-; forman el denominado factor cordén).

Utiliza como colorante basico la carbolfucsina. El mordiente utilizado puede ser calor o un detergen-
te activo de superficie, tergitol, para la variante en frio de Kinyoun. Como decolorante se utiliza alcohol-
clorhidrico al 3% y como colorante de contraste o contratincién el azul de metileno.

Es necesario pues, un tratamiento especial con el mordiente para que la tincién primaria, carbolfuc-
sina, atraviese el material céreo de los bacilos acidorresistentes. En la técnica convencional de Ziehl-
Neelsen, una vez que se ha cubierto la superficie del frotis con carbolfucsina, se pasa la liama de un
mechero Bunsen o un algodén impregnado de alcohol, hacia adelante y hacia atras por debajo del por-
taobjetos; el frotis se calienta hasta que se desprendan vapores, deteniéndose siempre antes de que
hierva. La modificacion de Kinyoun se denomina “método en frio”, porque utiliza un detergente activo de
superficie, en lugar de calor. Cualquiera de estos métodos es satisfactorio. Ambos mordientes, consiguen
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que la carbolfucsina penetre profundamente y pueda resistir tanto la accién decolorante del alcohol-acido
como la contratincién posterior con azul de metileno, apareciendo los bacilos acidorresistentes de color
rojo sobre un fondo azul.

3.-TINCION DE STAMP.

De especial importancia en el estudio microscopico de productos patoldgicos relacionados con sin-
dromes de mortalidad perinatal en rumiantes. Se utiliza para poner en evidencia gérmenes frecuente-
mente dificiles de colorear con las técnicas habituales, estos es, especies de Brucella'y Chlamydia.

Los frotis utilizados han de fijarse muy suavemente con calor, preferentemente con chorros de aire
caliente-secador- en lugar de una llama, o incluso no fijarse. El colorante de base estda compuesto por
fucsina fenicada diluida extemporaneamente a 1/5 en agua destilada. Como decolorante se utiliza una
solucién de acido acético al 0,3% durante 2 segundos, y como contratincién una solucién acuosa de azul
de metileno al 1%, durante el mismo tiempo.

Los gérmenes del género Brucella y los corplsculos infectantes intracitoplasmaticos de Chlamydia
psittaci aparecen rojos, y las células azules cuando se observan a inmersion.

CULTIVO DE BACTERIAS.

CONDICIONES DE CULTIVO

Para estudiar las reacciones metabodlicas y fisioldgicas de las bacterias, es necesario cuitivarlas en
medios artificiales, consistentes en mezclas de sustancias que proporcionan, en forma asimilable, todos
los elementos necesarios para su dptimo crecimiento y multiplicacion.

Composicién del medio.
Los medios de cuitivo deben incluir los elementos esenciales para la vida bacteriana:
« Fuentes de nitrégeno y carbono.
» Elementos minerales como fésforo, azufre, calcio, magnesio y hierro (nutrientes esenciales).

» Factores de crecimiento que por si solas son incapaces de sintetizar, como aminodcidos, vita-
minas, acidos grasos, bases puricas y pirimidinicas (nutrientes preformados).

» Factores estimulantes, o de arranque, como los hidratos de carbono, o la sangre.
pH.

Cada microorganismo tiene un rango de pH dentro del cual es posible su crecimiento, y dentro de
éste, un valor 6ptimo bien definido en el que la muitiplicacion celular alcanza la tasa maxima. La mayor
parte de las bacterias de interés veterinario crecen mejor a un pH neutro o ligeramente alcalino (6,8 a
7,6), que es el pH de casi todos los humores organicos y tejidos de los mamiferos, aunque algunas exi-
gen un pH especifico distinto.

Durante el crecimiento bacteriano, se excretan sustancias organicas que alteran el pH del medio. Los
aminoacidos se comportan como buenos tampones, y de hecho, se hallan presentes en muititud de
medios complejos de laboratorio que contienen extractos de tejidos vivos o liquidos organicos (sangre,
suero...), de ahi que en la mayoria de los medios artificiales de laboratorio, no sea necesario afiadir tam-
pones artificiales con el fin de mantener el pH adecuado.

Presién osmética.

Debido a la composicién de la pared celular bacteriana, los gérmenes se adaptan bien a las variacio-
nes de la presién osmética; sin embargo, in vitro, los medios de cultivo se preparan en condiciones de
isotonia.
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Potencial redox.

Esta en relacién con el t|po respiratorio de cada bacteria, asi como con la capacidad para detoxificar
los radicales toxicos de oxigeno. Cuando el oxigeno se dlsuelve en un liquido, produce diversos iones,
como el radial téxico superéxido (O-2). De igual manera, como consecuencia del metabolismo en presen-
cia de oxigeno, también se forma peréxido de hidrégeno (H,0,). De aqui, que las células capaces de cre-
cer en presencia de OX|geno deben estar provistas de un sistema para convertir en atdxicas estas formas
perjudiciales del oxigeno. Los microorganismos consiguen esto produciendo enzimas que escinden las
moléculas toxicas:supeerdxido-dismutasas, catalasas y peroxidasas.

2H+

202+ 2e- T 202- HZOZ + 02 t
de forma natural SUPEROXIDO'

Radical superéxido  DISMUTASA Peréxido de hidrégeno

2H202 » 2H20 + 02 T
CATALASA

Perioxido de
hidrégeno

PERIOXIDASA

H202 _’ 2H20

Perioxido de s
hidrégeno NADH™ + H NAD+

compuestos < — o
oxidados - azucares
calabolismo

B Aerobios estrictos. (Obligados)

Unicamente pueden crecer en presencia de oxigeno.

Dentro de esta categoria de encuentran todos los hongos filamentosos y sélo unas pocas bacterias.
Elaboran grandes cantidades de catalasas y superdxido-dismutasas sumamente activas.

Realizan un metabolismo de tipo respiratorio utilizando Unicamente el oxigeno como aceptor final de
electrones (o de H).

N Aerdbios / Anaerobios facultativos.

Crecen lo mismo en presencia que en ausencia de aire (oxigeno). En el laboratorio, los anaerobios
facultativos suelen cultivarse en condiciones aerobias, pero pueden crecer en ausencia completa de
oxigeno y en todas las concentraciones intermedias de éste.

Todas las levaduras y gran nimero de bacterias se incluyen en esta categoria, siendo muy frecuen-
tes los patégenos anaerobios facuitativos.

Mantienen el crecimiento mediante la energia aportada, bien por fermentacion (los electrones pasan
finalmente a un aceptor organico; el oxigeno no interviene en los procesos fermentatlvos), bien por
metabolismo de tipo respiratorio, utilizando el oxigeno (respiracion aerdbica) o iones inorganicos dis-
tintos (nitrato o sulfato), como aceptores terminales de electrones del proceso respiratorio (respira-
cion anaerdbica).
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@ Microaerofilos.

Son microorganismos aerobios estrictos, pero incapaces de crecer en una atmésfera que contenga el
porcentaje de oxigeno existente en el aire (20%).

Solamente un corto nimero de bacterias son microaerdfilas, pero algunas de ellas son patégenos de
importancia para los animales, tales como las especies de Actinomyces y Campylobacter. Viven en
cavidades el organismo y en tejidos que exhiben reducida concentracion de O,. El cultivo en el labo-
ratorio generalmente se lleva a cabo en medios liquidos o sélidos que contienen aproximadamente
un 6% de oxigeno (sistemas de Gas-Pack) o bien utilizando medios semisélidos en tubo que conten-
gan del 0,1 al 0,4 % de agar (el agente gelificante evita que el oxigeno se mezcle libremente por todo
el tubo; el O, puede difundir Gnicamente a partir de la superficie y de este modo, el medio se estra-
tifica en un gradiente de oxigeno cuya capa mas rica en oxigeno es la supetrficie).

Los microaerdfilos no toleran la concentracion de oxigeno normal en la atmdsfera por poseer una
capacidad limitada para detoxificar las formas toxicas de O,.

Poseen un metabolismo estrictamente respiratorio en el que el 02 es el Unico aceptor de electrones
( o H) utilizado.

B Anaerdbios estrictos.

Incapaces de crecer en presencia de aire, al ser tdxicas para ellos las més infimas cantidades de oxi-
geno.

Solamente unos pocos tipos de microorganismos son anaerobios estrictos. Los tipos mas conocidos
de interés veterinario se hallan en tres géneros: Bacteroides, Clostridium y Fusobacterium. En los ani-
males sanos, se encuentran ambientes anaerobios en la cavidad oral (entre dientes y encias) y en el
intestino, donde los microorganismos anaerobios facultativos consumen la totalidad del oxigeno dis-
ponible.

Carecen de capacidad para eliminar las formas tdxicas del oxigeno (la mayoria carecen de superdxi-
do-dismutasas). En el laboratoric han de cuitivarse en medios reducidos de horma artificial y en
atmosferas carentes de oxigeno. Para ello se afiaden al medio agentes reductores como el tioglicola-
to o ditiotreitol (equilibran el potencial redox en un estado de reduccion correcto) y se utilizan atmds-
feras anaerobia utilizando generadores de H, y de CO, (GasPack), en los que el H, reacciona con el
0,, en el interior del recipiente cerrado herméticamente para formar H,0 (catalizador quimico), redu-

ciendo de esta forma el O, gaseoso.

Si bien algunos anaerobios estrictos son capaces de respirar en anaerobiosis, los de importancia vete-
rinaria mantienen el crecimiento a partir de la energia procedente de los procesos fermentativos.

Hidratacion:
La presencia de agua es indispensable para el crecimiento bacteriano, por lo que debera estar pre-
sente en los medios de cultivo en cantidad suficiente.

Temperatura:

La mayoria de los microorganismos de interés veterinario poseen una temperatura éptima de creci-
miento comprendida entre 35-37°C (TEMPERATURA CORPORAL DE LOS MAMIFEROS). Los microbidlo-
gos clasifican a estas bacterias como mesofilas (temperaturas optimas desde 28-38°C), integrando esta
categoria la mayoria de los microorganismos conocidos, si bien, algunas tales como especies de los géne-
ros Listeria, Yersinia, etc., siguen creciendo bien a temperatura ambiente (25°C).

Atmosfera:
Algunas bacterias necesitan para su optimo desarrollo la presencia de ciertos ambientes gaseosos,
siendo el mas utilizado el anhidrido carbénico en proporciones que varian del 3 al 10%.
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En el laboratorio, dichos microorganismos inician su crecimiento y se reproducen mas rapidamente
cuando en la atmésfera en la que se halla el medio aumenta la concentracién de CO2 (la atmdsfera
terrestre contiene aproximadamente un 0,03%). Este fenémeno es tipico de algunos patdgenos de
importancia veterinaria (Brucella, Mycoplasma...).

Para ello, se cultivan en una estufa de anhidrido carbénico, utilizando CO,, comprimido para sustituir

aproximadamente el 5%, 7% o 10% del aire interior. Clasicamente se introducian los medios inoculados
en un recipiente que contenia una vela (recipiente de vela) y después de cerrar el recipiente, se dejaba
que la vela ardiese hasta apagarse, este método hace disminuir el oxigeno disponible y eleva la concen-
tracién de CO,, hasta un 3% aproximadamente.

PROCEDIMIENTO.

Después de haber recibido una muestra para cultivo en el laboratorio de microbiologia y haber lieva-
do a cabo los procedimientos descritos hasta ahora (registro de la informacién acompafiante, visualiza-
cién macroscépica y examen de las muestras remitidas, andlisis microscopico de las mismas.. .) deben
tomarse una serie de decisiones de cara a recuperar e identificar los microorganismos que pueden estar
presentes. Para ello:

* Se eligen los medios de cultivo (primarios) apropiados para el tipo de muestra remitida, Ia peticién
del veterinario y/o las presunciones patolégicas apuntadas mas probables.

* Se determina la temperatura y atmésfera de incubacion para recuperar todos los microorganismos
de significado potencial patdgeno.

Posteriormente, habra de precisarse cudl o cuales de los aislamientos recuperados en medios prima-
rios requiere una mayor caracterizacién , y si son necesarias pruebas de susceptibilidad a antibidticos
una vez que se conoce la identidad del microorganismo. Aunque para la toma de estas decisiones, a
menudo complejas, existen una serie de pautas, no puede ni debe esperarse que un enfoque Unico sirva
para cubrir las necesidades de todos los laboratorios y contextos de la practica clinica veterinaria. Sin
embargo, existen principios basicos que habran de aplicarse como punto de partida.

Para ello, es totaimente necesario aliviar a los laboratorios de microbiologia veterinaria del excesivo
trabajo sin importancia clinica que a menudo se lleva a cabo. Los dias del “pancuiltivo” han de terminar,
o lo que es lo mismo, el pedido indiscriminado de cultivos de la totalidad de muestras remitidas al labo-
ratorio. Iguaimente, debera prescindirse desde el primer momento de las muestras procedentes de ani-
males poco representativos, sin descripcion alguna, las mas de las veces, de los cuadros clinicos supues-
tamente patoldgicos, o con descripcion de sintomas vagos o mal definidos, tales como fiebre, tristeza,
muerte subita, etc., sin mas informacion al respecto.

Con frecuencia, se solicita al laboratorio una evaluacién microbioldgica de un conjunto de microorga-
nismos de caracter comensal o contaminante, a menudo con solicitud expresa para la realizacién de
pruebas de susceptibilidad a la totalidad de microorganismos recuperados, sin existir justificacién razo-
nada por parte del peticionario. La decisién de hasta dénde procesar las muestras debe basarse en un
cabal conocimiento de los dominantes patoldgicos concretos y de las relaciones huésped-parasito apli-
cables en cada caso. Se trata de poner en practica aquello que Barlett denomina “"CONTROL DE PRO-
CESAMIENTO", es decir, “limitar el procesamiento e informe de muestras a la produccién de informacion
predeciblemente atil”,

TRASPASO DE MUESTRAS CLINICAS. MEDIOS DE CULTIVO.

El traspaso de muestras a los medios de cultivo apropiados se efectlia en una parte separada del 4rea
de recepcidn y aceptacion de muestras, normalmente bajo o dentro de cabinas con flujo de aire laminar.
Si bien en la mayor parte de laboratorios todas las muestras potencialmente infecciosas (zoondsicas), se
marcan con una etiqueta o sefial especial de bioriesgo, la mejor politica consiste en manipular todos los
especimenes como si fueran altamente infecciosos, utilizdndose de forma obligatoria guantes de goma
en su manipulacién.
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Habra de tenerse muy en cuenta, que los errores cometidos durante esta etapa del ciclo diagndstico
pueden invalidar toda la experiencia aplicable a la lectura e interpretacién de los cultivos. A menudo
microbidlogos y tecndlogos experimentados no llegan a establecer un diagndstico definitivo, o se hace
de forma incorrecta, debido a una deficiente manipulacién o a una seleccion inadecuada de ios medios
y condiciones de cultivo para una muestra dada. Es por elio, que deberan hacerse todos los esfuerzos
posibles, para destinar personal bien entrenado, y bajo supervision estricta, al procesamiento primario
de muestras, siendo aconsejable incluir cartillas e instrucciones apropiadas en manuales de trabajo para
el uso del personal en cuestidn.

Debido a que no existe un medio de cultivo universal que cubra las necesidades de todas las bacte-
rias, la eleccidn del medio de cultivo a utilizar se realiza a partir de las necesidades nutritivas y de las
caracteristicas de habitat natural del que se recuperan los microorganismos.

Segun el fin al que estén destinados, los medios de cultivo se clasifican en:
» Medios selectivos.
» Medios de enriquecimiento.
* Medios de diferenciacion.
 Medios de identificacion.
 Medios de muitiplicacién.
¢ Medios de conservacién.
Medios selectivos.

Son aquellos que se utilizan para inhibir por completo el crecimiento de bacterias distintas de la que
se quiere aislar y que estan presentes en la muestra. La selectividad del medio se consigue por la
adicién de sustancias como las sales biliares (inhiben a las formas cocaceas grampositivas), azida
sédica(sélo permite el crecimiento de los cocos grampositivos, incluidos en el grupo enterococos) o
distintos quimioterapicos (antibidticos, sulfamidas, nitrofuranos...), individualmente o en asociaciones.

Medios de enriquecimiento.

Favorecen el crecimiento de algln tipo de bacterias que se encuentra en forma minoritaria en una
mezcla de varios grupos bacterianos. Un ejemplo son los caldos selenito y tetrationato, que se utili-
zan para aumentar significativamente el nimero de Salmonella existente en una muestra, o los cal-
dos de enriquecimiento para especies de Mycoplasma.

Medios diferenciadores.

Utilizados para favorecer el crecimiento de algun tipo de bacteria que da positiva alguna propiedad
bioquimica cuando esta presente en una mezcla. El resuitado de la accidn bacteriana sobre el medio
permite, como su nombre indica, diferenciar claramente aquellas colonias bacterianas que dan posi-
tiva la reaccién bioquimica, de aquellas otras que se comportan de forma inerte.

Medios de identificacién.

Son aquellos que se utilizan para estudiar la accién de un solo tipo de bacterias frente a un determi-
nado sustrato. Se diferencian de los medios citados con anterioridad, en que se siembran con bacte-
rias pertenecientes a un solo clon.

Medios de muitiplicacion.

Son aquellos que poseen una composicion determinada y optima para el grupo de bacterias a las que
va destinado, y que permitira un maximo de aumento celular bacteriano en un minimo de tiempo.
Son medios utilizados en la industria, en la preparacion de vacunas, de antibiéticos, etc.

Medios de conservacion.

Son aquellos cuya composicion favorece el mantenimiento de los microorganismos que en él se siem-
bran y que posteriormente se conservan de +2 a +4°C. Algunos medios de conservacion incluyen gli-
cerol y se guardan en congelador a —20°C. Estos medios de conservacion han sido practicamente des-
plazados por la liofilizacion.
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Existe una variacion de los medios de conservacion que son ios medios de transporte, cuya finali-
dad es mantener en estado viable, aunque sin reproduccién (o minimamente), los microorganismos
presentes en una muestra, permitiendo con posterioridad recuperar incluso a los que estd minorita-
riamente presentes. Actualmente los medios de transporte mas utilizados son: el medio Stuart, el
medio de Amies y el medio de Cary-Blair.

Hay medios de cultivo que pueden agruparse en mas de uno de los apartados expuestos (selectivos
y diferenciadores, de enriquecimiento y selectivos, etc.). Segiin su consistencia se diferencian en
liquidos (caldos) y sdlidos (agares —2%). Existen también medios semisélidos, que son aquellos
que incluyen poca cantidad de agar (0,35-0,5%) y que generalmente se utilizan en estudios de moti-
lidad.

Actualmente, en el comercio existe un gran ndmero de medios de cultivo deshidratados que facilitan
en gran manera la labor de los laboratorios de microbiologia, y que garantizan una buena calidad de
funcionamiento. Ello no es dbice para establecer una serie de controles antes de considerarlos aptos
para su uso. A saber:

- CONTROL DE ESTERILIDAD:

Se efectda incubando algunas placas (5%), escogidas del lote al azar durante dos dias a 35°C y cinco
dias a temperatura ambiente.

El resto de las placas se guarda en refrigerador a 4°C, y solo se utiliza si el grupo control muestra
ausencia de cualquier tipo de crecimiento después de ios siete dias.

- CONTROL DE CALIDAD:

Se realiza para comprobar que el medio contiene aquellos componentes que le caracterizan. Para las
comprobaciones se utilizan por lo menos dos gérmenes distintos, uno que crece sobre el medio, o da
positiva una determinada prueba, y otro que no crece, o la da negativa.

- CONTROL DE CADUCIDAD:

Para ponerlo en practica es necesario que el momento de emplaque se rotule en algin lugar visible
de la placa, la fecha de preparacién, ademas del nombre del medio. De esta manera se podra saber
en todo momento el tiempo que falta para llegar al limite de su utilizacién. Este tiempo oscila de
forma general, entre 2-3 semanas cuando se conserva en nevera a 4°C sin bolsa de plastico, y 2
meses cuando se introducen ademds en bolsas de plastico cerradas.

Entre los varios cientos de medios de cultivo comercialmente disponibles, ademas de numerosas for-
mulas “personales” informados en la literatura. S6lo es necesario un pequefio nimero para su uso
diario. Por lo general se utilizan placas de agar. La inoculacién de caldos para recuperacién primaria
de microorganismos debe limitarse a aquellas muestras en las que la recuperacion de sélo unos pocos
microorganismos con una baja concentracién puede ser significativa, 0 cuando estos constituyen el
Unico objeto de estudio.

Dentro de los medios no selectivos (medios sin inhibidores que avalan el crecimiento de muchos
microorganismos encontrados en laboratorios clinicos) el agar con 5% de sangre de carnero, es el
utilizado con mas frecuencia, estando incluido en la bateria de medios de aislamiento primarios vir-
tualmente para todas las muestras clinicas. El agar sangre puede a su vez hacerse selectivo median-
te el agregado de uno o mas antibidticos o ciertas sustancias quimicas (Kanamicina-vancomicina,
colistina-acido nalidixico, alcohol feniletilico...).

TECNICAS DE INOCULACION.

El equipo necesario para la inoculacién primaria de muestras es relativamente simple. Se aconseja un

alambre de Nichrome o platino, con una punta en asa o recta, y el otro extremo insertado en un mango
cilindrico para su uso sencillo o0 asas desechables estériles.

La sueprfivie de medios de agar en placas de Petri puede inocularse con la muestra por medio

de varios métodos. La inoculacién primaria puede hacerse con un asa, hisopo y otro dispositivo adecua-
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do. Una vez hecho el inoculo primario, puede usarse un alambre en asa o recto para diseminar el mate-
rial en los cuatro cuadrantes de la placa. El indculo se disemina con un movimiento hacia atras y hacia
delante en cada cuadrante girando 90°. El asa o alambre debe esterilizarse y enfriarse entre cada dise-
minacién hacia un cuadrante. El propdsito de esta técnica consiste en diluir el indculo en forma suficiente
en la superficie del agar, como para que sea posible obtener colonias aisladas. Posteriormente las colo-
nias aisladas pueden subcultivarse de forma individual en otros medios, con el objeto de obtener aisla-
mientos puros que pueden estudiarse en medios diferenciales.

Los medios liquidos en tubo se inoculan inclinando éste un anguio de aproximadamente 309, tocan-
do con un asa de inoculacion la superficie interna del vidrio, exactamente por encima del punto donde
la superficie del medio forma un angulo agudo. Cuando el tubo se vuelve a colocar en posicion vertical,
el area de inoculacién queda sumergida en el medio.

Los agares en pico de flauta (planos inclinados) se inoculan de la siguiente forma:
Primero se atraviesa el fondo del agar con el alambre recto de inoculacion.

Luego se retira con un movimiento en S sobre la superficie del plano inclinado, diseminando
el indculo.

Cuando se inocula agar semisoélido en tubo para pruebas de motilidad, es importante que el alam-
bre de punta recta con el que se inocula sea retirado a lo largo del mismo camino que se usé para atra-
vesar inicialmente el medio. Un movimiento en abanico puede dar como resuitado un patrén de creci-
miento a lo largo de la linea de entrada, que puede interpretarse erréneamente como motilidad
bacteriana.

Punto de ino-
culacién

Punto de ino- — y
culacién

De forma general, los medios de rutina que se utilizan en un laboratorio de microbiologia veterinaria
y la lista de microorganismos que no se recuperan, a menos que se pidan especificamente, deben publi-
carse en un manual. De este modo, los veterinarios pueden saber cuando es necesario informar al labo-
ratorio que el probable microorganismo causal, no esta cubierto por los medios de cultivo usados de ruti-
na. A su vez, el laboratorio debe ampliar el nimero de medios para muestras en las que puedan aparecer
microorganismos nutricionalmente dependientes o exigentes. Dado que cada tipo de muestra hasta cier-
to punto es Unico, la seleccion posterior de medios dependera en todo momento del espectro de micro-

organismos patdgenos que puedan hallarse en la misma, de acuerdo con los procesos patoldgicos pre-
sumibles apuntados y la experiencia del propio microbidlogo.

INCUBACION.

Independientemente de que la mayoria de microorganismos se integren en la categoria de mesdfilos
(28-380C), el laboratorio debera proporcionar las distintas temperaturas 6ptimas necesarias para el cre-
cimiento de la totalidad de aislamientos clinicos previstos, siempre dentro de los recursos disponibles.

Muchos de estos microorganismos crecen a 35°C; por ende, si se dispone de una sola incubadora,
debera mantenerse a 35°C. Hemos visto igualmente que el crecimiento de muchos microorganismos se
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incrementa en una atmoésfera enriquecida con CO2. Si sdlo se dispone de una incubadora con aire
ambiente sin anhidrido carbénico, los tubos y placas para cultivos pueden colocarse en una jarra con una
vela consumiéndose, llevando a continuacion a la incubadora. A la inversa, puede mantenerse un medio
con aire ambiente en una incubadora con CO,, colocando los cultivos en una jarra de transporte con una
tapa bien ajustada (una jarra o camara anaerdbica resulta adecuada).

Pensamos, de acuerdo con la experiencia adquirida, que sdlo en muy contadas ocasiones, la dispo-
nibilidad de una sola incubadora, puede comprometer la capacidad de un laboratorio para recuperar la
mayor parte de las bacterias clinicamente significativas. En grandes laboratorios en los que es posible
disponer de diversas temperaturas de incubacion, la recuperacion de microorganismos puede ser mas
rapida y el aspecto de las colonias mas real, pero sin otras ventajas. Es probable que la prevencién de
una amplia fluctuacién de la temperatura sea el factor mas importante de cara a lograr una incubacién
satisfactoria. Incluso si los cultivos se incuban a temperatura ambiente, debe tenerse la precaucion de
que los tubos y placas estén protegidos de corriente de aire frio, o caliente, que puedan producir consi-
derables variaciones de la temperatura. Por el mismo motivo, la temperatura de las incubadoras debe
controlarse con sumo cuidado, con no mas de +0,5-1°C de fluctuacién de un dia para otro. Las incuba-
doras deben protegerse o ubicarse de forma tal que los interruptores de control no puedan ser movidos
con facilidad accidentalmente.

El control de la humedad dentro de la incubadora también es importante. Muchos microorganismos
crecen al maximo cuando ia humedad es de un 70% o superior, y los medios de cultivo tienden a dete-
riorarse con mayor rapidez cuando se permite una desecacion indebida. La mayor parte de las incuba-
doras fabricadas tienen reservorios de agua incorporados, por medio de los cuales es posible regular la
humedad en la camara; si no se cuenta con una incubadora de este tipo, pueden colocarse recipientes
abiertos con agua destilada en los estantes para que proporcionen humedad a través de la evaporacion.
También deben revisarse las incubadoras de forma periddica por la posibilidad de derrames inadvertidos,
que puedan causar contaminaciones, o la acumulacién de sustancias quimicas procedentes de reactivos
que puedan inhibir el crecimiento bacteriano.

SEPARACION. AISLAMIENTO BACTERIANO.

La obtencion y mantenimiento de cuitivos puros son exigencias imprescindibles para cualquier micro-
bidlogo que quiera estudiar las propiedades o los efectos sobre el medio de un tipo concreto de micro-
organismo. Los postulados de Koch, tal y como se ha visto con anterioridad, exigen la utilizacion de cul-
tivos puros para establecer la relacion causa-efecto entre un determinado microorganismo y una
infeccion. Sin embargo, la obtencién en la practica de cultivos puros no es frecuente. Por elio, los micro-
bidlogos han de emplear bastante tiempo y esfuerzo purificando determinados tipos de microorganismos,
siendo este el propésito de ciertas técnicas de inoculacion en placa y del empleado de medios selectivos
y de enriquecimiento fundamentalmente.

A partir de las observaciones iniciales, el microbidlogo debe evaluar el crecimiento de las colonias y
decidir qué procedimientos adicionales son necesarios. Esta evaluacion se realiza:

¢ Observando las caracteristicas y el nimero relativo de cada tipo de colonia recuperado en
medios de agar.

» Determinando la pureza, coloracién de Gram y morfologia de las bacterias de cada tipo de
colonia.

» Observando los cambios existentes en el medio que rodea las colonias, y que reflejan activi-
dades metabdlicas especificas de las bacterias recuperada

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LAS COLONIAS.

La evaluacién de las caracteristicas macroscdpicas de las colonias habitualmente se lleva a cabo por
medio de la inspeccion visual del crecimiento bacteriano en la superficie de las placas de agar.
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La valoracion de los cuitivos primarios después de 24 a 48 horas de incubacion, requiere una consi-
derable habilidad. La interpretacion de cuitivos primarios es una practica especializada que debe adqui-
rirse trabajando con un microbidlogo bien entrenado y que por lo general, sélo se domina tras muchos
meses 0 afios de experiencia. La inspeccidn de cultivos se lleva a cabo sosteniendo la placa en una mano
y observando la superficie del agar en busca de crecimiento bacteriano. Cada placa debe estudiarse con
cuidado ya que las bacterias inicialmente recuperadas de muestras a menudo estan en cultivos mixtos y
pueden presentarse varios tipos de colonias. Colonias puntiformes de bacterias que crecen lentamente
pueden pasarse por alto entre colonias mas grandes, en particular, si el crecimiento tiene tendencia a
diseminarse sobre la superficie de la placa.

Durante el examen, las placas deben inclinarse en diversas direcciones, con una iluminacion directa
brillante, de modo que la luz se refleje desde varios angulos. Se recomienda el uso de una lupa o micros-
copio para diseccion como ayuda para detectar colonias diminutas o inmaduras y observar mejor sus
caracteristicas (imprescindible para colonias de Mycoplasma). Las placas de agar-sangre también deben
examinarse desde detras de la placa para detectar reacciones hemoliticas en el agar.

Como particularidades de las colonias bacterianas, (tiles pars su caracterizacion y posterior identifi-
cacion, se encuentran las que se exponen a continuacion:

B Caracteristicas morfolégicas.

Las siguientes son algunos de los términos usados para describir la morfologia de las distintas colo-
nias.

» Tamafio: didmetro en mm.
» Forma: puntiforme, circular, filamentosa, irregular, rizoide, como huso...

¢ Elevacién: plana, sobreelevada, convexa, pulvinada (en forma de cojin), umbonada, umbili-
cada....

» Margen (borde de la colonia): entero, ondulante (cabeza de medusa; B. Anthracis), lobula-
do, lacerado, filamentoso, rizado...

« Color: blanco, amarillo, negro, marron, anaranjado...

» Densidad: opaca, translucida, transparente...

» Consistencia: mantecosa, viscosa, membranosa, quebradiza...
B Reacciones en medios de agar:
Hemodlisis en agar-sangre:

¢ Alfa (a): aclaramiento parcial de sangre alrededor de las colonias con coloracion verde del
medio; contorno de los eritrocitos intacto.

» Beta (b): zona de aclaramiento total de sangre alrededor de las colonias; lisis completa de
eritrocitos.

¢ Gamma (°): ningun cambio del medio alrededor de la colonia; no hay lisis de los eritrocitos
ni coloracién verdosa del medio (Bacillus Anthracis).

Produccion de pigmentos:
» Pigmentos hidrosolubles que colorean (difunden ) el medio.
» Piocianina (azulado-verdoso, soluble en agua y cloroformo; (Pseudomona aeruginosa).

» Pigmentos fluorescentes: (fluorescina hidrosoluble; Pseudomona aeruginos y Pseudomona
fluorescens).

» Pigmentos no difusibles limitados a las colonias (Staphylococcus).

Reacciones en agar-yema de huevo:
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e Lecitinasa: zona de precipitado en el medio que rodea a las colonias.

* Lipasa: “capa perlada”, pelicula iridiscente en las colonias o inmediatamente alrededor de
ellas, visible con luz reflejada.

e Proteolisis: zona clara rodeando las colonias.
Cambios en medios diferenciales:

Se incluyen diversos colorantes, indicadores de pH y otros muchos ingredientes en los medios
de cultivo diferenciales, que sirven cmo indicadores de actividades enzimaticas y ayudan a
interpretar aislamientos bacterianos.

Si bien son dificiles de describir objetivamente, los olores producidos por la accidén de ciertas
bacterias pueden resultar Utiles para una orientacion de los microorganismos involucrados.
Ejemplo de microorganismos que poseen olores distintivos incluyen especies de Pseudomona
(jugo de uva, olor afrutado), especies de Proteus (chocolate quemado), especies de
Clostridium (olor fecal o pitrido)...

La inspeccion inicial de colonias de cara a su posterior identificacién es una de las bases del
diagndstico microbioldgico. La evaluacion de estas caracteristicas sirve para seleccionar otros
medios y pruebas diferenciales apropiadas para completar la identificacién de las diferentes
bacterias aisladas en cultivos primarios.

EXAMEN CON TINCION DE GRAM.

Las impresiones preliminares, basadas en la observacién de las caracteristicas de ias colonias, pue-
den confirmarse estudiando frotis con tincién de Gram. El frotis tefiido debe examinarse microscdpica-
mente usando en objetivo de inmersién en aceite. Ademas de Ia reaccion a la tincién de Gram de las
células bacterianas, otras tres caracteristicas habran de ser tenidas en cuenta: Tamafio y forma de las
células bacterianas, disposicion espacial de éstas (formacion de racimos y cadenas de cocos grampositi-
vos, disposicidén de bacilos grampositivos en cafia de bambd...) y presencia o ausencia de estructuras u
organelas especificas (esporas, granulos metacromaticos...).

Con la informacién obtenida a partir de las colonias bacterianas y los frotis con tincién de Gram de
las células, el microbiélogo puede avanzar en la identificacién de los aislamientos primarios, sin perder
nunca de vista que la informacion recabada hasta este momento tiene el caracter de “sugerencia”, de
“presuncién”. El microbidlogo debe aprender rapidamente a no confiar sélo en el examen de Gram, ya
que las reacciones a la tincién, tal y como se comenté anteriormente, pueden ser variables, sobre todo
en cultivos muy jévenes, viejos, degenerados o0 muertos. Ademas, la disposicién espacial de las células
bacterianas puede ser menos pronunciada en colonias tomadas de una superficie de agar, que en frotis
hechos a partir de cuitivos en caldo. Deben tenerse muy en cuenta estas variabilidades cuando se eva-
itan preparados con tincion de Gram.

PRUEBAS RAPIDAS DIRECTAS SOBRE COLONIAS SELECCIONADAS.

Estas observaciones e interpretaciones iniciales de placas de cultivos deben utilizarse para determinar
si el microorganismo recuperado debe ser identificado aln mas y si es necesario efectuar pruebas de sus-
ceptibilidad a antimicrobianos. Si bien hasta cierto punto estas determinaciones deben basarse en obser-
vaciones de cultivos individuales, pueden utilizarse ciertas pautas para reducir la cantidad de trabajo inne-
cesario y costoso.

Asi, pueden realizarse una serie de pruebas rapidas directas sobre colonias seleccionadas. En muchos
casos, un aislamiento puede identificarse hasta un nivel clinicamente Util sobre la base de estas evalua-
ciones solamente. En una era de estricta moderacion de costos, es imperativo que los microbilogos apli-
quen su capacidad de observacién y usen unas pocas caracteristicas selectivas para identificar de mane-
ra presuntiva especies bacterianas, toda vez que sea posible. Si se hacen cuidadosas correlaciones
clinicas (iHistoria clinica fundamental!), en muchos casos esta informacién puede resultar suficiente.
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Entre las pruebas directas que pueden realizarse se encuentra la prueba de la catalasa, de la coagu-
lasa en portaobjeto, prueba de indol directa, prueba de citocromooxidasa, prueba MUG...

En definitiva, determinar cuando identificar por completo y cuando efectuar pruebas de susceptibili-
dad antibidtica a los aislamientos bacterianos procedentes de muestras clinicas, es un arte que se apren-
de con la experiencia, y que se pone en practica por medio de una cuidadosa correlacién con lo sindro-
mes clinicos correspondientes.

DIFERENCIACION. IDENTIFICACION.

De forma general se siguen una serie de criterios clasicos en la identificacién bacteriana: morfoldgi-
cos, fisiolégicos, bioquimicos, patogénicos e inmuinoldgicos. Complementan estos criterios y ayudan en la
obtencién de claves diferenciales los estudios sobre el serotipo, fagotipo y antibiotipo, y las aportaciones
de la genética molecular, cociente guanina-citosina en la composicion de bases del ADN vy las técnicas de
hibridacién de acidos nucleicos. Estas lineas filogenéticas han proporcionado un gran avance en taxono-
mia bacteriana, aungue su utilizacion practica en el laboratorio carece de interés.

El desarrollo practico en el laboratorio se realiza mediante la utilizacién de esquemas y tablas de iden-
tificacion bacteriana, en los que se describen la mayoria de especies, agrupadas por caracteristicas taxo-
némicas. De forma habitual, Ia caracterizacion final de un aislamiento bacteriano desconocido a nivel de
género y especie, se lleva a cabo estudiando ciertos sistemas enzimaticos que son Unicos para cada espe-
cie y que sirven como marcadores de identidad. En el laboratorio, estos sistemas enzimaticos se inves-
tigan inoculando una pequefa porcién de una colonia bacteriana bien aislada, en una serie de medios
de cultivo que contienen sustratos especificos e indicadores quimicos para detectar, cambios de pH o la
presencia de subproductos especificos. El microbidlogo clinico debe elegir conjuntos apropiados de carac-
teristicas diferenciales, que permitan la identificacion de cada grupo de bacterias. Para la identificacion
final en cualquier grupo dado, se dispone de varias docenas de caracteristicas para elegir.

Los resultados de estas reacciones bioquimicas diferenciales se uniran al conjunto de datos obteni-
dos a partir de las técnicas previas realizadas y que, complementadas o no con pruebas seroldgicas espe-
cificas, conforman las bases sobre las que se asienta el proceso de identificacion realizado en el labora-
torio de microbiologia clinica:

1). Caracteristicas de crecimiento:
a). Rapidez.
b). Morfologia en medios de cuitivo sélidos y liquidos.
¢). Condiciones atmosféricas y temperatura de incubacién dptimas.
2). Caracteristicas microscopicas de las colonias.
3). Reaccidn a la tincion de Gram.
4). Morfologia celular.
5). Motilidad.
6). Presencia o0 ausencia de esporas.
7). Reacciones bioquimicas diferenciales.
8). Pruebas seroldgicas para la deteccidn directa de antigenos de grupo, tipo, etc.

SISTEMAS DE IDENTIFICACION MANUALES.

Los sistemas para identificacion y asignacion de nombres a microorganismos son computerizados o
manuales. Antes de hablar de la derivacién y aplicacion de los sistemas de codificacion numérica, vamos
a ver dos esquemas manuales de identificacion bacteriana que aln se usan: la matriz en tablero de aje-
drez y los diagramas secuenciales ramificados o dicotdmicos.



Diagnostico de enfermedades de declaracién obligatoria (EDOs)

Matriz en tablero de ajedrez.

En estas matrices, los nimeros de los cuadros que se intersectan representan el porcentaje de cepas
de diversas especies bacterianas (columnas horizontales) que son positivas o reactivas para cada
caracteristica estudiada (columnas verticales). En general, una reaccién se considera positiva si el
90% o mas de las cepas es reactivo, negativa si el 10% o menos de las cepas no produce un resul-
tado y variable (V) si un 11-89% de las reacciones es positivo.

La capacidad para determinar las reacciones positivas y negativas para las diversas caracteristicas
evaluadas en este tipo de sistema de identificacion, da como resultado un alto grado de exactitud
diagnostica. La principal desventaja de la matriz en tablero de ajedrez, es lo tedioso que resuita com-
parar punto por punto las diversas reacciones con aquellas obtenidas en los medios de prueba, y ela-
borar los patrones que mejor encajan con un género, especie o biogrupo especifico.

Diagramas secuenciales ramificados.

Durante la década de 1960, se idearon diagramas secuenciales para reducir el hastio de la lectura de
matrices en tablero, y para facilitar la probable identificacién bacteriana rastreando una serie de pun-
tos de ramificacion positivos y negativos, en un algoritmo dicotémico.

Con el advenimiento de instrumentos automatizados y sistemas de identificacién basados en estudios
informatizados de las diversas caracteristicas a evaluar, hoy en dia los diagramas secuenciales se usan
con menor frecuencia en los laboratorios clinicos.

Un problema con los diagramas secuenciales ha sido el potencial de inexactitud si la reaccion en un
punto de ramificacién dado es incorrecta, mal interpretada o resultado de las reacciones de un culti-
vo mixto. Muchos diagramas secuenciales estdn elaborados para repetir ciertas especies en determi-
nadas uniones, con el objeto de dar cabida a reacciones que pueden ser de menos del 100% o varia-
bles. Sin embargo, esta proteccién incorporada no siempre es aplicable a reacciones que son mal
interpretadas por el ojo humano o por un sistema de deteccién automatizado. Este potencial para
errores se ha minimizado, hasta cierto punto, haciendo ademas que las diversas especies posibies
dentro del grupo de bacterias definidas por las observaciones iniciales, estén listadas en los diferen-
tes puntos de ramificacion, hasta haber evaluado suficientes caracteristicas como para llevar a cabo
la identificacion de una sola especie.

SISTEMAS DE IDENTIFICACION AUTOMATICA.
Automatizacion en microbiologia.

Se ha dicho que la Microbiologia es una ciencia que se practica manuaimente, y que dificiimente se
cambiara el asa de siembra por el botdn de arranque de un instrumento. A pesar de que hasta el
momento resulta cierto, cada dia van introduciéndose y perfeccionandose mas los equipos especiali-
zados que permiten determinar la identificacién del germen y su sensibilidad a los antibidticos y qui-
mioterapicos.

Son varios los sistemas instrumentales, automaticos o semiautomaticos, basados en sistemas de codi-
ficacion numérica que han dio apareciendo, fundamentados en los procedimientos fisico-quimicos
mas dispares. Asi, lo que empezd con sencillas técnicas fotométricas de transmision de luz, se ha ido
complicando con la introduccion de las técnicas de impedancia eléctrica, de microcalorimetria, de bio-
luminiscencia, o de radiometria.

El propésito de estos métodos, es disminuir el trabajo del personal y facilitar la lectura final. Algunos,
ademas, rebajan considerablemente el tiempo de ejecucién de la prueba (antibiogramas en tres-cinco
horas) y/o permiten, gracias a un sistema computerizado, establecer estudios epidemiolégicos con los
datos introducidos.

Por el momento, estos sistemas quedan reservados para los laboratorios que procesan un nimero
considerable de muestras. En los pequeiios laboratorios se descarta de momento tal posibilidad, pues
al elevado costo inicial del sistema hay que sumar el de cada prueba, que es todavia, superior al de
los métodos ordinarios.
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Sistemas de codificacion numérica.

La identificacion de numerosas familias y grupos de bacterias se ha visto facilitada por el uso de sis-
temas instrumentales automatizados basados en cédigos numéricos.

Caracteristica Reaccion Conversion binaria

Un cédigo numeérico es un sistema mediante el que las diversas caracteristicas identificadoras de
las bacterias se traducen a una secuencia numérica representativa de una o mas especies bacterianas.
Los cddigos numéricos estan basados en un conjunto de niimeros binarios que representan cada reac-
cién: numeros binarios compuestos de dos valores, “1” para reacciones positivas y “0”, para reacciones
negativas. Este enfoque puede ilustrarse usando la secuencia de caracteristicas de la tira API 20E, como
punto de referencia a partir del cual las reacciones positivas/negativas se convierten en nimeros bina-
rios. Si los nimeros binarios resultantes se leen de arriba hacia abajo y se disponen de forma horizon-
tal, se obtiene un nimero binario de 21 digitos (1010100001111101010100).

Si bien los ordenadores estan fabricados para recibir bits de datos a partir de los cuales calculan resul-
tados significativos, la mente humana no puede manipular eficazmente Ia I6gica binaria; por ello, para
resultar Gtiles, los codigos binarios complejos (de muitiples digitos), deben convertirse en sistemas mate-
maticos mas simples y comprensibles. La conversion del sistema binario en un sistema numérico de ocho
digitos (octal) sirve para este propdsito.
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0+0+0= 0
- T -
= an e 0+2+0= 2
i e O T 3
Ak 4+0+0= 4
N 4+0+1= 5
—+ + 4+2+0= 6
o 4+2+1= 7

Para comprender la conversién del nimero binario en octal, imaginemos una serie de tres bombillas
eléctricas. Mediante el encendido y apagado de diferentes luces, es posible un total de 8 combina-
ciones (23), cada una de las cuales puede representarse por uno de 8 nimeros del 0 al 7. Si todas
las luces estan apagadas, (-), la combinacién (- - -) es equivalente al octal 0. Si sélo la bombilla
izquierda esta encendida (+), la combinacion (+ - -), es equivalente al octal 1. El octal 2 esta repre-
sentado por el patrén binario (- + -), y asi sucesivamente hasta completar los equivalentes octales
de las ocho combinaciones posibles.

Para convertir nimeros binarios mas complejos, como el obtenido de las reacciones con API 20E, de
21 digitos, en sus equivalentes octales, se procede de la siguiente manera:

1.-Se divide el nimero binario en subgrupos de tres:
101010000111101010100 101 010 000 111 101 010 100

2.-Se convierte cada subgrupo de tres digitos en su equivalente octal usando la férmula ya indicada
en el ejemplo de la serie de tres bombillas eléctricas.

101 (5) 010 (2) 000 (0) 111(7) 1015 0102) 100 (1).

El ndmero 5207521 es, para cualquier persona, mucho mas fécil de recordar y de introducir en un
ordenador. Sin embargo, debe recordarse que el nimero 5207521 representa una serie de 21 carac-
teristicas de identificacion usadas en el estudio de una especie bacteriana desconocida. Estos deri-
vados octales se conocen como niimeros de biotipos (perfiles), es decir, una representacién numé-
rica de una serie de caracteristicas fenotipicas expresadas por y Unicas para una especie bacteriana
en particular.

Todos los fabricantes que actualmente tienen sistemas automaticos o semiautomaticos, de identifi-
cacion en el mercado, asi como los disefiadores de numerosos sistemas manuales, publican registros
de cddigos numéricos en los cuales cientos de nimeros de biotipos corresponden a una o mas espe-
cies bacterianas unicas para ese nimero. Por ejemplo, el mensaje para el nimero de biotipo 5207521,
de “especies de Serratia:<<muy buena identificacién>>, indica que pueden informarse especies de
Serratia. Esta evaluacidn se basa en un calculo informatizado de muchos datos de base, derivados de
las reacciones de cientos de microorganismos de prueba, que toma en consideracion los valores de
probabilidad absolutos, valores relativos de probabilidad entre la primera y otras elecciones (otros
géneros) y el numero de pruebas efectuadas.

En esta lista queda implicito que no se informe ninguna de las especies para el biotipo 5207521, sin
efectuar pruebas adicionales. Las cifras de frecuencia listadas con cada uno de los nombres de espe-
cies (en el ejemplo anterior, 171245 para S. Marcesens) indican el nimero de cepas elegidas al azar
que deben examinarse para encajar con exactitud el nimero de biotipo correspondiente. Esta cifra
no indica de manera directa el porcentaje relativo de probabilidad de que una de las especies lista-
das pueda ser la correcta, de modo que quien emplea el sistema no puede determinar cuan viable
podria ser una de las elecciones.
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En la actualidad los registros de codigos listan porcentajes de probabilidades de mucha mayor utili-
dad para las decisiones diarias en el laboratorio. Asi, cualquier identificacién con una probabilidad de
0,900 o mas puede ser informada, las que estan cerca de 0,900 pueden identificarse facilmente con
una o dos pruebas adicionales, y aquelias con una probabilidad muy baja, probablemente puedan des-
cartarse.

Los sistemas actuales presentan las posibles identificaciones bacterianas junto con el porcentaje de
frecuencia de cada biotipo o especie concreta, de forma explicita (con los porcentajes de probabili-
dad) o implicita en un sistema de mensajes (“identificacion excelente”, “identificacion aceptable”, etc.)
y las pruebas adicionales especificas requeridas para la identificacion completa de cada una de las
especies listadas.

Sin embargo, es mas Util si el microbidlogo experimentado conoce con exactitud la probabilidad de
que un aislamiento desconocido represente cierta especie (historia clinica, informacién anexa a mues-
tras...), luego de lo cual, es posible efectuar evaluaciones mas precisas que las denominadas “exce-
lentes” o “dudosas” por el sistema informatico. De igual manera, debe sefialarse que todas las res-
puestas obtenidas de identificaciones automatizadas, representen o no una confianza 290%,deben
interpretarse junto con Ia informacion previamente obtenida referente a la morfologia de las colonias,
reacciones en diversos medios de aislamiento, morfologia celular con tincion de Gram, reacciones bio-
quimicas, etc., y como se ha dicho anteriormente, con el contexto e historial clinico.

Cuando se producen resultados poco coherentes, puede ser necesaria la visualizacion de los tubos,
camaras o microclpulas donde han tenido lugar las reacciones. En muchos casos, la interpretacion
visual de ciertas reacciones puede ser diferente de la detectada por los instrumentos, y en algunas
ocasiones, el nimero de biotipo (perfil) recaiculado puede indicar una identificacion bacteriana alter-
nativa que esté mucho mas de acuerdo con observaciones preliminares y suplementarias.

Debe sefialarse finalmente, ia posibilidad de que un microorganismo posea varios nimeros de bioti-
po, por la existencia de una o mas reacciones variables. De esta manera, la designacién de una espe-
cie bacteriana por medio de varios nimeros de biotipo, puede tener valor epidemiocldgico en el reco-
nocimiento de la aparicion de grupos de aislamientos similares (igual nimero de biotipo) en un
contexto practico dado. De esta forma, seria posible rastrear los agentes que causan brotes en reba-
fios de una o varias explotaciones hasta un origen comdn.

SISTEMAS INSTRUMENTALES

(AUTOMATICOS O SEMIAUTOMATICOS). REVISION GENERAL.

En la actualidad, en muchos laboratorios clinicos es casi una practica estandar usar uno o mas siste-
mas instrumentales para la identificacién de ciertos grupos de microorganismos. Muchos de los sistemas
han estado en uso durante una década o mas, tiempo suficiente como para que la mayoria de los micro-
bidlogos superaran la renuencia inicial a abandonar los métodos acostumbrados tradicionales. Mejoras
del disefio de los sistemas informaticos, del software desarrollado (Apple Iie, MS-DOS, Windows...), y de
los dispositivos periféricos de lectura especificos, la inclusidn de sutratos alternativos o adicionales y los
cambios en los reactivos para mej9rar la especificidad y sensibilidad de las reacciones bioquimicas, han
servido para corregir las inexactitudes de los sistemas iniciales.

Amplias y numerosas pruebas realizadas en laboratorios diagnésticos y de investigacion, han demos-
trado una correspondencia del 95% o superior entre muchos sistemas instrumentales de identificacion y
los métodos convencionales. Asi, los sistemas instrumentales han hallado una amplia aceptacién en los
laboratorios de microbiologia clinica por los siguientes motivos:

¢ 1 .Su exactitud ha resultado comparable a la de los sistemas tradicionales de identificacion.

s 2. La mayoria de los sistemas poseen una larga vida Util (de 6 a 12 meses) en su apartado
fungible, con lo que se minimiza el problema del vencimiento de los medios.

¢ 3. Los sistemas requieren sélo un minimo de espacio para almacenamiento e incubacion.
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s 4, Alguno de los sistema son tanto o mas faciles de usar que los métodos convencionales. La
inoculacion es simple, las reacciones en general son claras y la disponibilidad de archivos infor-
matizados y hace que la identificacion final resulte sencilla y exacta.

De igual manera, deben sefiarlarse ciertas desventajas potenciales:

* 1. Costo relativamente alto: los sistemas instrumentales pueden ser mas costosos, segtin el
volumen y la selectividad de uso. Resultan efectivos para el costo sélo si son necesario apro-
ximadamente 10 medios diferenciales 0 mas para la identificacion de un aislamiento bacteria-
no. En algunos laboratorio el uso de estos sistemas puede ser menos costoso que los medios
convencionales, si se considera costo adicional del control de calidad, el envejecimiento de los
medios de cultivo y el potencial siempre presente de contaminacién ambiental con el uso de
medios convencionales.

e 2, Reentrenamiento del personal: La necesidad de entrenar al personal en el uso de estos sis-
temas, es cada vez menos problemética a medida que aumenta su empleo en los laboratorios
clinicos. Sin embargo, alguna de las pruebas diferenciales en un sistema dado pueden no ser
familiares para los técnicos que hayan sido entrenados para el uso de sistemas convenciona-
les. Ademas, puede requerirse tiempo adicional para lograr la experiencia necesaria en la inter-
pretacién de reacciones que no son claramente positivas o negativas.

e 3. Flexibilidad de uso: Muchos de los sistemas comercializados requieren el empleo de un
grupo especifico de pruebas diferenciales para identificar un grupo dado de bacterias. Algunos
estan diseflados de modo tal que deben llevarse a cabo todas las pruebas. Muchos microbid-
logos prefieren usar sélo un numero minimo de pruebas diferenciales para identificar microor-
ganismos que muestran aspectos de colonias y microscdpicos altamente caracteristicos en los
medios de aislamiento primario.

La decision de utilizar uno de los sistemas y cual a elegir, son cuestiones de preferencia personal.
Antes de seleccionar un sistema, debe considerarse la facilidad de inoculacién, la capacidad para selec-
cionar sélo las caracteristicas a evaluar, la manipulacién requerida para agregar reactivos después de la
incubacion y la disponibilidad de dispositivos informatizados de codificacién numérica.

TECNICAS PARTICULARES-ESPECIALES.

SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA.

El papel fundamental del laboratorio de microbiologia clinica consiste en brindar informacion con la
cual los veterinarios puedan diagnosticar y tratar enfermedades infecciosas. Las piezas de informacién
mas importantes son:

» 1.Determinar si hay un agente etioldgico de naturaleza infecciosa presente.
» 2.Identificar el patdgeno especifico.
¢ 3.Precisar que antimicrobiano brindara tratamiento adecuado.

Esta Gltima prioridad surgié de uno de los avances médicos mas grandes de este siglo: el descubri-
miento del primer antibiético en 1929 por el médico escocés Alejandro Fleming (Staphylococcus,
Penicilliun rubrum....notatum). El antibidtico desconocido de Fleming, que luego se denomind penicilina,
anuncié el advenimiento de la era antibiética moderna.

Aunque estos nuevos antibiéticos eran verdaderamente “drogas maravillosas” en el momento de su
introduccién, pronto aparecieron cepas bacterianas resistentes. El optimismo inicial, que hizo pensar que
los antibidticos pondrian fin a la infeccién bacteriana, dio paso a la comprobacién notoria de que la sus-
ceptibilidad persistente de un microorganismo es, desafortunadamente, la excepcién mas que la regla.
Las pruebas de susceptibilidad llegaron a ser una necesidad practica.
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EL ANTIBIOGRAMA.

Los primeros estudios in vitro sobre la sensibilidad bacteriana a los antibidticos, sélo ofrecian apre-
ciaciones cualitativas, sin ningun rigor cientifico, declarando al microscopio como sensible o resistente,
seguin que su crecimiento fuera inhibido o no por unas arbitrarias concentraciones del farmaco.

En la actualidad, el antibiograma es una técnica perfectamente estandarizada que permite, in vitro,
definir claramente los conceptos de sensibilidad y resistencia, relacionandolos con lo que ocurre in vivo.
La discusién actual creemos que debe plantearse, no en cuanto a la fiabilidad general de la técnica, sino
en cuanto a su aplicacion. En otras palabras, en determinar cuando deberan realizarse pruebas de sus-
ceptibilidad a los microorganismos recuperados de muestras clinicas. Evidentemente no todos los aisla-
mientos deberan estudiarse, aliin cuando el veterinario haya efectuado la solicitud usual de “cultivo y
antibiograma”, No deberian estudiarse aquellos microorganismos cuya susceptibilidad sea conocida y
comprobada, ni los considerados contaminantes, ni cuando se recuperan mas de tres especies. De igual
manera, es norma bdsica y estricta en microbiologia el no efectuar un antibiograma con mezclas de gér-
menes, ni directamente del producto patoldgico.

Destacar por Ultimo, que las pruebas de susceptibilidad antibidtica pretenden ser una guia para el
veterinario que las solicita, no una garantia de la eficacia del agente antimicrobiano. Los factores que
determinan el resultado de un proceso infeccioso son complejos, y en la mayoria de los casos, no pue-
den ser enfocados en las pruebas realizadas in vitro. Un veterinario que recibe los resultados de una
prueba de susceptibilidad conoce un grupo de drogas que inhibieron el crecimiento del agente patége-
no bajo condiciones cuidadosamente definidas en el laboratorio. Para efectuar una seleccién racional del
antibiético mas apropiado necesita, por lo menos, otras dos piezas de informacion:

1. La farmacocinética del agente antimicrobiano, incluyendo el nivel maximo que puede espe-
rarse en el sitio de infeccién y la rapidez con la cual disminuird, es decir, su vida media.

2. Cualquier dato clinico de respuesta in vivo de aislamientos semejantes en situaciones simi-
lares.

TIPOS DE ANTIBIOGRAMAS.

Seguin las necesidades respiratorias de los microorganismos, se pueden diferenciar los estudios
de sensibilidad a los antibiéticos y quimioterapicos en dos grupos, que utilizan distinta metodologia para
su realizacion:

e a, Antibiogramas para gérmenes aerobios.
¢ b, Antibiogramas para gérmenes anaerobios.

En ambos grupos, el estudio de sensibilidad se realiza incorporando el antimicrobiano al medio de cul-
tivo. Atendiendo a la forma en que se efectua dicha incorporacion y la fase del medio, se clasifican en:

a.-Antibiograma por dilucién:
— En medio liquido. Permite investigar la CMI y la concentracién minima bactericida (CMB).
— En medio sdlido: Permite investigar la CMI que en este caso coincide con la CMB.
b.-Antibiograma por difusion:

— En medio sdlido: Relaciona el resultado con la CMI.

B Antibiograma aerobio:

Los estudios de sensibilidad en ambiente aerobio (gérmenes aerobios estrictos, microaeréfilos y anae-
robios facultativos) son los (inicos que se efectlian sistematicamente en la mayoria de laboratorios cli-
nicos de microbiologia veterinaria, y a ellos dedicaremos nuestra atencidn.
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Hemos de tener muy en cuanta que a partir de la mayoria de muestras de campo recibidas en el labo-
ratorio, se aislaran frecuentemente varios microorganismos distintos, siendo dificil a veces interpre-
tar cual es el agente etiol6gicos, o a cual hay que dar valor patolégico, Se deduce por lo tanto, que
el microbidlogo debera ser un perfecto conocedor de la flora normal existente en las distintas locali-
zaciones organicas de las distintas especies y de la que posee caracter contaminante, con el fin de
diferenciarla del verdadero patdgeno, que no siempre sera el microorganismo predominante.

B Metodologia general:

En las Gltimas décadas, el mayor progreso en las pautas de laboratorio para las pruebas de suscep-
tibilidad, provino del desarrollo de procedimientos normalizados que han sido adoptados ampliamen-
te. Es en extremo importante ajustarse a estos protocolos recomendados si se desea obtener resul-
tados reproducibles. El Comité Nacional para la Normalizacién de los Laboratorios Clinicos
(NCCLS-National Comité for Clinical Laboratory Standars.) publica normas para estas y otras pruebas.
Las siguientes son algunas de las facetas mas importantes de las pruebas de susceptibilidad que han
sido estandarizadas:

H Medio de cultivo:
Debe cumplir una serie de condiciones:

a).Ser de amplio espectro nutritivo, para que permita el crecimiento de la mayoria de micro-
organismos.

b).Ser de pH estable (7,2-7,4) y no sufrir oscilaciones por accién de los microorganismos sobre
los componentes del medio; la acidez favorece la actividad de beta-lactdmicos y tetraciclinas, y
la alcalinidad la de amiglicdsidos y macrdfilos.

c).No debe contener inhibidores de antimicrobianos: peptonas, fosfatos, NaCl, sales de Ca++
y Mg++, PA.B.A,, suero sanguineo o sangre, glicidos.

El medio de cultivo que mejor cumple las anteriores condiciones y que es apto para cualquier tipo de
antibiograma aerobio es el de MUELLER-HINTON, utilizado en forma de caldo o en forma sdlida

(agar).
Inéculo:

Se prepara sembrando cuatro o cinco colonias iguales procedentes de un cultivo joven, en 5 ml. De
caldo Mueller-Hinton o Tripticasa Soja, e incubando de dos a seis horas a 35°C hasta que el creci-
miento produzca una ligera opacidad. Entonces, visualmente, se ajusta con solucién salina o con el
caldo utilizado, hasta una turbidez analoga al 0,5 de McFarland (densidad de la poblacién bacteriana
de aproximadamente 108 unidades formadoras de colonias —UFC- por ml.).

Si las circunstancias lo precisan, también se puede obtener el inculo deseado, suspendiendo direc-
tamente, en 5 ml. De solucion salina estéril, algunas colonias iguales, homogeneizando (no incuba-
cién), y ajustando la turbidez finalmente hasta el 0,5 de McFarland. En cualquier caso, la suspensién
bacteriana una vez preparada debe sembrarse antes de veinte minutos.

Incubacién:

Atmdsfera: El agar o caldo se incuba en una incubadora con aire ambiente. No debe utilizar-
se una incubadora con CO,, para pruebas de rutina, puesto que el &cido carbdnico formado en
la superficie del agar o del caldo puede disminuir de pH.

Temperatura/Tiempo: De manera rutinaria, 35°C durante 16-20 horas.
Control de calidad:

Cada laboratorio debe tener seleccionadas algunas cepas propias o pertenecientes a colecciones
internacionales, de sensibilidad conocida, para que le sirvan periédicamente de control interno de cali-
dad introduciéndolas periédicamente en la rutina del laboratorio.
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B Antibiograma por difusion en medio sélido.

Es el de mas facil ejecucion y practicamente el que se realiza
rutinariamente en la mayoria de los laboratorios. El método no
determina la CMI directamente, sino que la relacionan median-
te curvas de concordancia (regresion), con el didmetro del halo
de inhibicién del crecimiento bacteriano.

Principio basico del método:

Tan pronto como el disco impregnado con una concentracién
determinada de antibidtico, se pone en contacto con la superfi-
cie hiimeda del agar, el agua es absorbida por el papel de filtro
y el antibiético difunde al medio que lo rodea de forma que a
medida que aumenta la distancia del disco, se produce una
reduccién logaritmica de la concentracidn del antibidtico. Si la
placa ha sido previamente inoculada con una suspensién bacte-
riana, se producira un crecimiento simultdneo de bacterias en la superficie del agar, en aquellas loca-
lizaciones donde la concentracion del antibidtico difundido es insuficiente para inhibir dicho creci-
miento. Por el contrario, el area en la que se alcanza una concentracién de antibiético suficiente para
inhibir el crecimiento, aparece como un circulo marginado bien definido de ausencia de crecimiento,
con el disco formando el centro del circulo, si la prueba ha sido realizada correctamente. La concen-
tracion de antibiético difundido en la interfase de crecimiento e inhibicién se conoce como concen-
tracién critica. Esta concentracion se aproxima a la CMI y se relaciona con la medida (diametro en
mm.) de la zona de inhibicion mediante curvas de regresion.

La técnica se basa en el método de Bauer-Kirby, modificado por el NCCLS, siendo aceptada como
el método estandar para la realizacion de las pruebas de susceptibilidad por difusion en discos.

Particularidades:
Medio de cultivo.

En la técnica de disco-placa es especialmente importante la utilizacién de agar Mueller-Hilton,
ya que el diametro del halo de inhibicién esté intimamente relacionado con la velocidad de difu-
sion del antimicrobiano y la rapidez de crecimiento superficial del germen.

Cualquiera que sea la dimension de la placa utilizada, ha de quedar el medio con un espesor
de 4mm. De profundidad. Las placas, una vez preparadas, pueden guardarse por espacio de
una semana en nevera (+4°C), pero si este tiempo ha de prolongarse, es necesario incluirlas
en envolturas de plastico para disminuir la desecacién. Antes de utilizarlas es necesario incu-
barlas en posicion invertida, en estufa a 35-37°C, o dejarlas a temperatura ambiente hasta que
alcancen la del laboratorio.

Preparacion del indculo. Inoculacion:

El didmetro del halo de inhibicién guarda proporcién inversa con la concentracién del indculo
bacteriano; es por esto que se debe estandarizar su preparacién, para que produzca después
de una incubacién a 35°C durante 16-20 horas un crecimiento casi confluente. Dicha estan-
darizacién se consigue por comparacion con el patron 0,5 de McFarland ya descrito.

Para la inoculacién se sumerge un hisopo de algoddn estéril en la suspension microbiana, eli-
minandose el exceso haciéndolo rotar sobre la pared del tubo. El escobillén asi preparado se
pasa por la superficie del agar en mltiples direcciones, con el fin de sembrar uniformemente
el medio de cultivo, dejandolo secar por espacio de diez minutos. Otra forma de realizar el
indculo consiste en inundar superficialmente el medio con 2 ml. Del indculo, retirando el exce-
S0 con una pipeta de Pasteur y dejando que se absorba el liquido superficial a temperatura
ambiente durante veinte minutos.

La RED DE VIGILANCIA DE RESISTENCIAS ANTIBIOTICAS EN BACTERIAS DE ORIGEN VETEI-
NARIO (VAV), recomienda en sus informes realizar, de la suspensidn en solucién salina 0,5 de
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McFarland (108 UFC/ml) una dilucién entre 1/100 (106 UFC/ml) y 1/200 (5 x 105 UFC/ml), inun-
dar la placa de Mueller-Hinton durante 2-3 minutos con 2 ml. De la dilucién de uso, dejando-
la secar tras vaciarla durante 5-10 minutos y colocar posteriormente sélo 5 discos de antibid-
ticos por placa.

Colocacion de discos:

El microbidlogo debe escoger los discos que contengan aquellos antimicrobianos que sean (ti-
les frente al microorganismo aislado, y que penetren, difundan y se distribuyan de forma 6pti-
ma en los tejidos donde se localiza la infeccion.

Los discos utilizados, que son de papel estéril y contienen cantidades valoradas de antibiéticos
0 quimioterdpicos, se mantienen en refrigerador a +4°C, excepto de derivados beta-lactami-
cos, que se almacenan a —20°C para evitar que pierdan potencia, guardandose sélo en neve-
ra aquellos que se vayan a utilizar en un periodo breve de tiempo (aproximadamente una
semana).

La colocacion se efectta individualmente mediante pinzas flameadas o con la ayuda de un dis-
pensador mliltiple, asegurandose posteriormente de que mantienen un perfecto contacto con
la superficie del medio. Por placa de 9 cm. De didmetro pueden utilizares de cinco a ocho dis-
Cos.

Antes de incubar, dejaremos reposar las placas a temperatura ambiente durante unos siete
minutos (no mas de diez minutos) para que los discos hagan una predifusion.

Limitaciones del metodo:

La prueba de Bauer-Kirby, brinda informacion til en la mayor parte de los casos. Existen, sin
embargo, unas pocas limitaciones precisas. La prueba debe aplicarse sdlo a especies bacteria-
nas, que han sido totalmente evaluadas. Es s6lo apta para gérmenes de crecimiento rapido.
Los microorganismos de crecimiento lento dan, en el caso de ser susceptibles, unos halos
mayores de lo normal y sin correlacién con su CMI; en cualquier caso, un crecimiento alrede-
dor del disco (resistencia) es siempre significativo. No deben testarse igualmente bacterias que
necesiten nutrientes especiales o que requieran CO,.

Interpretacion de los resultados:

El tamafio de la zona que se observa en una prueba de difusidn en disco no tiene significado
por si mismo. Las normas interpretativas dadas por el NCCLS, derivan de una correlacién entre
las medidas de las zonas, y las CMI de aquellas especies aptas para ser estudiadas mediante
el método de difusién en discos. Tal correlacion la proporciona una curva de regresion.

Para ello, se prueban un gran niimero de cepas mediante las técnicas de dilucion en caldo
(determinacion de la CMI) y de difusion en discos. Los resultados de ambas pruebas se repre-
sentan mediante un punto en el grafico, delimitando la totalidad de puntos una linea de regre-
sién claramente definida. Una vez que esta linea esta establecida, puede inferirse un resulta-
do de CMI aproximada para cualquier didametro de zona. En el ejemplo de la figura, un tamafio
de zona de inhibicién de 18 mm. Corresponde a una CMI de 6,um/ml.

Asi, un agente antimicrobiano que produce un didmetro de zona mayor de 18 mm, tendria teé-
ricamente una CMI menor de 6,25um/ml, y el microorganismo sera considerado susceptible;
a la inversa, uno que produjera una zona menor de 18mm. Seria considerado resistente. En la
practica real, las curvas de regresion no estan tan claramente definidas, y puede establecerse
una zona de 2 a 4 mm, donde no es posible determinar si el microorganismo es susceptible o
resistente. Los microorganismos que producen una zona de inhibicion en este rango se consi-
deran de susceptibilidad intermedia. En estudios realizados por Bauer, Perry y Kirby, demos-
traron por primera vez que las cepas bacterianas probadas frente a un antibictico dado, tien-
den a caer en las categorias resistente o susceptible; solo un pequefio porcentaje (5% o
inferior) cae en el rango de intermedio. Asi, si un laboratorio informa un alto porcentaje de
intermedios, debera reexaminar el procedimiento.
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TECNOLOGIAS NO <CONVENCIONALES> PARA EL DIAGNOSTICO DE LABORA-
TORIO DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS.

Son notorias y evidentes las consecuencias e implicaciones que sobre el diagnostico y la profilaxis de
las enfermedades infecciosas en general, esta teniendo el avance de la denominada biotecnologia, o lo
que es lo mismo, el avance integrado de la tecnologia de bioquimica, microbiologia, virologia, inmunolo-
gia e ingenieria genética. En lo referente al diagndstico, los progresos de esta tecnologia innovadora,
plasmados principalmente en la aplicacién de pruebas rapidas de identificacion, de técnicas de anticuer-
pos monaclonales, P.C.R., y sondas moleculares, abre nuevas perspectivas de un diagndstico, que, ade-
mas de sensible y especifico, habra de caracterizarse por la rapidez y sencillez. Es indudable que esta
tecnologia aplicada al diagndstico rutinario de enfermedades infecciosas animales, no se ha generaliza-
do, pero en un futuro muy préximo serd cuestién de considerar en cuanto se consiga su simplificacion
técnica, y sobre todo, un coste asequible.

En lo que respecta a las enfermedades de etiologia bacteriana, se estan desarrollando con rapidez
una serie de tendencias diagndsticas sobre la base de procedimientos de identificacion microbioldgica no
dependientes del crecimiento y de deteccién directa de productos enzimaticos o determinantes antigé-
nicos directamente sobre muestras o sobre medios de cultivo mediante analisis cromatografico.

IDENTIFICACION RAPIDA DE AISLAMIENTOS PROCEDENTES DE CULTIVOS.

Los capitulos previos de esta presentacion se han centrado en la practica de la microbiologia de labo-
ratorio convencional, es decir, la deteccidén de microorganismos en montajes directos o en preparados
tefiidos, su recuperacion y crecimiento en medios de cultivo, la determinacion de las caracteristicas mor-
fologicas y bioquimicas de aislamientos importantes, y la realizacién de pruebas de susceptibilidad anti-
microbiana sobre patdgenos potenciales.

En la década pasada, se desarrollaron varios métodos para acortar el tiempo de evaluacion de las
caracteristicas bioquimicas y de la identificaciéon de especies bacterianas desconocidas recuperadas de
cultivos. En contraposicién con el uso de medios de cultivo diferenciales convencinales, que con fre-
cuencia requieren muchos dias para llegar a un resultado observable, hoy se dispone de varios sistemas
mediante los cuales es posible efectuar la caracterizacidn de bacterias en minutos, o en pocas horas.

PRUEBAS DE SUSTRATO ENZIMATICO CROMOGENICO.

Los sustratos enzimaticos quimicos, en general desecados o deshidratados en ctipulas plasticas u
otras cAmaras, son utilizados para la identificacién rapida de bacterias desconocidas. Cuando se agrega
una suspension de células bacterianas a la cdmara de reaccion, el sustrato es hidrolizado por enzimas
preformadas de la bacteria desconocida y el resultado es un producto coloreado de forma directa, o un
subproducto que puede ser detectado por el agregado de un reactivo que desarrolla color.

Durante afios se utilizaron sustratos cromogénicos seleccionados, como la prueba de la tira de papel
para detectar actividad citocromooxidasa, para suplementar sistemas de identificacion bacteriana con-
vencionales. Sin embargo, muchos fabricantes comercializan sistemas multitest, lo que permite la iden-
tificacion de colonias bacterianas recuperadas en medio de agar en 2-4 horas. También, se ha venido uti-
lizando combinaciones de pruebas convencionales y de sustratos cromogénicos individualizados en
sistemas automatizados y semiautomatizados. Por ejemplo, el sistema Vitek NHI Card (Vitek Sistems,
Inc.,Hazelwood; MO), actualmente esta disponible para la identificacién y diferenciacién de especies de
Neisseria, Moraxella, Haemophilus, etc. Vitek también dispone de una tarjeta ANI, que incluye sustratos
cromogénico enzimaticos agregados a reactivos bioquimicos convencionales para la identificacion de
varias especies de bacterias anaerobias.

La metodologia es muy simple, basta preparar una suspension bacteriana densa (estandar nimero
5-6 de McFarland) en solucién salina que se inocula en el sistema preparado que contiene el sustrato, se
incuba a 37°C durante 2-4 horas y se procede a su lectura visual o instrumental.

Algunos de los grupos de enzimas mas investigados son las aminopeptidasas, estearasas-lipasas y gli-
cosidasas.
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e _Aminopeptidasas:

La reaccion se basa en la liberacién enzimatica de la B-naftilamina o para-nitroanilina fluores-
centes El resultado positivo se manifiesta por una fluorescencia azul bajo la luz de Wood
(360nm), o adquiriendo una coloracién salmén al afiadirle unas gotas del reactivo Fast violet
(es negativo si toma el color violeta).

Algunos ejemplos de aminopeptidasas son la leucil-aminopeptidasa, y-glutamil-aminopeptida-
sa, pirrolidonil aminopeptidasa, propil-aminopeptidasa, metionil-aminopeptidasa, etc.

o Estearasas-Lipasas:

El procedimiento se basa en la liberacién enzimatica de g-naftol fluorescente a partir de un b-
naftil acido graso no fluorescente.

Dos ejemplos de enzimas incluidos en este grupo son el caprilato-estearasa y miristato-este-
arasa-lipasa.

¢ Glicosidasas:

Existen multitud de sustratos que son afectados por las glicosidasas bacterianas dando nitro-
fenol, lo que confiere a la suspensién de microorganismos una coloracién amarilla.

Entre los ejemplos clasicos de glicosidasas esta la -galactosidasa, que posee como sustrato al

ONPG (orto-nitrofenil-b-D-galactopiranésido), y que viene utilizandose con caracter comple-
mentario de métodos convencionales desde hace afios. Otros enzimas de este grupo son los
siguientes: a-galactosidasa, a-fucosidasa, a—glucosidasa, p-glucoronidasa, etc.

VENTAJAS:

Los métodos basados en sustratos enzimaticos poseen las siguientes ventajas sobre los convencio-
nales.

1.- Basados en reacciones de enzimas preformadas, no dependen del crecimiento; por lo tanto, los
resultados se alcanzan con mayor rapidez (en 2-4 horas).

2.- Los hechos bioquimicos son bien definidos y los resultados son de facil interpretacion.

3.- Las reacciones son menos susceptibles a las influencias ambientales, y en general, estan libres de
errores de observacion o experimentales.

4.- La produccion enzimatica estd mas estrechamente relacionada con el genotipo de los microorga-
nismos vy, por lo tanto, es estable y predecible.

5.- En general, las pruebas son sensibles, y con frecuencia, los hechos bioquimicos pueden ser cuan-
tificados con exactitud.

LIMITACIONES:

Aunque la bioquimica de las reacciones coloriméticas derivadas de las reacciones de estos sutratos
enziméaticos variados es simple, deben reconocerse ciertas restricciones a este tipo de pruebas.

1.- La exactitud de las reacciones depende de la concentracion inicial del sustrato y del sistema buf-
fer utilizado.

2.- La cinética enzimética, los indices de reaccion y la accesibilidad del sustrato a los sitios de activi-
dad pueden variar.

3.- La sensibilidad de ciertas pruebas puede estar limitada a concentraciones enzimaticas intracelula-
res; asi el indice de reaccion puede variar con la densidad del inéculo.

4.- La actividad enzimatica puede variar entre distintas cepas dentro de la misma especie.

5.- La inestabilidad de los reactivos durante el almacenamiento puede llevar a reacciones equivocas
o falso-positivas.
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6.- La edad del indculo y el medio de cultivo utilizado pueden afectar la expresion de ciertas activi-
dades enzimaticas.

Casi todos estos problemas pueden ser resueltos, en mayor o menor medida, mediante una cuida-
dosa atencién a cada paso del procedimiento y un seguimiento estricto de las instrucciones del fabricante
cuando se utilizan sistemas comerciales. Con la practica suficiente, los sistemas de sustratos cromogé-
nicos alcanzan una sensibilidad y especificidad superior el 95% y a menudo brindaran una identificacion
bacteriana positiva en menos de 4 horas. Los equipos de sistemas informatizados ofrecen ventajas adi-
cionales al poder establecer bases de datos a partir de las cuales es posible efectuar las identificaciones
con rapidez y eficacia considerables, asi como la realizacién de estudios epidemiolégicos.

ANALISIS CROMATOGRAFICO GASEOSO.

El analisis de los productos metabdlicos mediante cromatografia en gas-liquido (CGL) es un método
practico y econémico, que puede ser llevado acabo con facilidad por el personal de los laboratorios cli-
nicos. Los productos metabdlicos, liberados en el medio durante el crecimiento, constituyen caracteristi-
cas clave para la identificacion de las bacterias anaerobias y de muchas anaerobias facultativas.
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columna ce vidrio capilar en una sustancia inerte (silice o celite) cubierta con un liquido volatil, inerte,
como carbowax o metilsilicona.

Cuando la muestra volatilizada se inyecta en la corriente del transportador de gas, los diferentes com-
puestos se distribuyen entre las dos fases, segun la afinidad de cada uno de ellos por la fase liquida. Los
compuestos con baja afinidad pasan con rapidez a través de la columna y se detectan primero; aquellos
con mayor afinidad emergen al final. El tiempo que emplea un compuesto en salir de la columna se cono-
ce como tiempo de retencion, una constante utilizada para identificar compuestos especificos cuando
se comparan con los tiempos de retencion estandares conocidos.

Aunque el enfoque CGL, ha sido utilizado generalmente para la identificacion de gérmenes anaero-
bios obligados, también se utiliza para la identificacion de otros microorganismos, sobre la base de la
deteccion de los siguientes productos:

o Especies de Pseudomona: propibnico, isobutirico, isovalérico, glutarico.
«.Especies de Bacillus: acidos grasos iso y anteiso.

o.Especies de Brucells:ciclopropanos.

» Especies de Mycobacteriae:productos de clivaje del acido micdlico

DETECCION DIRECTA DE ANTIGENOS.

Aungue el uso de sustratos cromogénicos y CGL ha disminuido el tiempo necesario para efectuar la
identificacién definitiva de los microorganismos recuperados en cultivo, han emergido con relativa rapi-
dez una serie de técnicas que prescinden de los cultivos y cuyo objetivo es la deteccién directa de los
antigenos, enzimas, &cidos nucleicos y otros productos microbianos en los liquidos y muestras orgénicas.
Los equipos y reactivos de que se dispone actualmente permiten evitar las 18 o mas horas del ciclo de
crecimiento microbiano, o bien, efectuar identificaciones en el mismo dia cuando los microorganismos
son recuperados de medios de cultivo convencionales, mediante ensayos inmuinolégicos directos de las
bacterias y/o sus productos.

La siguiente es una muy breve revisién de algunas de las tecnologias basicas en inmunologia, ya vis-
tas con detalle a lo largo del presente curso, utilizadas en numerosos laboratorios de microbiologia clini-
ca en el diagnéstico de enfermedades de etiologia bacteriana.

REACCIONES DE PRECIPITACION:

Las reacciones de precipitacién se realizan en sistemas de prueba que permiten la difusion libre de
antigeno (soluble) y anticuerpo, uno frente a otro. En un punto critico de la interfase, donde se alcan-
zan zonas de equivalencia, se produce la agregacion visible de complejos antigeno-anticuerpo. Es clasi-
ca en microbiologia veterinaria la reaccién de termo precipitacion descrita por Ascoli en 1911, para la
deteccion de antigenos solubles de Bacillus Anthracis.

Inmunodifusion en tubos:
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para las reacciones antigeno especifico-anticuerpo son dptimas.

Doble: Similar al anterior, excepto que el antigeno y el anticuerpo, ambos en fase liquida, estan sepa-
rados por un tap6n de agar neutro, en el que difunden ambos. Igualmente, se forman lineas de pre-
cipitacion en los puntos donde las condiciones para la interaccion especifica antigeno-anticuerpo son
6ptimas. Una modificacion simple de inmunodifusion doble es la realizada en placas o portaobjetos
cubiertos con agar donde la muestra que contiene un antigeno desconocido puede ser probada
mediante la colocacion del anticuerpo complementario en el pocillo opuesto.

Inmunodifusién radial:

En los sistemas radiales, la muestra que contiene el antigeno complementario en estudio, se coloca
en receptdculos (pocillos) excavados en placas de agar que contienen anticuerpos especificos, dejan-
dosele difundir libremente. Se forma un anillo de precipitacién alrededor del receptaculo de la mues-
tra, cuyo diametro es directamente proporcional a la concentracion del antigeno que contiene. La cuan-
tificacion exacta del antigeno en la muestra puede calcularse mediante la comparacion de su didmetro
con los de una serie de antigenos estandares de concentraciones conocidas.

sl s2 s3 Desconocido

{o o{o °

Una preocupacion en la realizacién de los procedimientos de precipitacion es reconocer la posibilidad
de reacciones falso-negativas debido a fendmenos de zona (prozona o poszona). Si el anticuerpo esta
en exceso respecto del antigeno disponible (es decir, en concentraciones excesivas), se produce una
reaccion falso-negativa (prozona) porque, al estar ocupados todos los sitios de unién del antigeno
(exceso de anticuerpos) no se forman los enrejados moleculares (complejos de precipitacién) que tor-
nan visible el precipitado. Por el contrario, las reacciones de poszona se producen cuando el antige-
no esta en exceso y sélo se forman pares individuales de antigenos y anticuerpo (dimeros solubles)
al no formarse igualmente el enrejado que origina el precipitado, cuando de manera dptima el anti-
geno y anticuerpo especificos alcanzan una zona de equivalencia.

REACCIONES DE AGLUTINACION:

La aglutinacion puede definirse como la agregacion especifica de particulas (bacterias, eritrocitos,
coloides sintéticos) cubiertas con anticuerpos o antigenos. Estos Ultimos estan unidos a la superficie de
las particulas mediante fuerzas eléctricas intramoleculares o por uniones quimicas covalentes. La agluti-
nacion de las particulas transportadoras se produce como resultado de una reaccién secundaria (indi-
recta), que representa la respuesta inmune, en contraposicién con las técnicas de precipitacion, donde
los antigenos solubles y los anticuerpos interactian directamente para producir lineas o bandas de pre-
cipitacion visibles.

El anticuerpo reviste, fisica o quimicamente, la superficie de las particulas. Si en la muestra proble-
ma se encuentra el antigeno tipo-especifico, se forman enrejados interconectados. Las particulas de latex
recubiertas de anticuerpo sirven como base de varios sistemas comerciales utilizados en medicina huma-
na fundamentalmente, para la deteccién directa de bacterias y antigenos bacterianos en liquidos corpo-
rales. Asi, para la deteccion de antigenos estreptocdcicos en muestras de hisopado faringeo en 10 a 60
minutos, segun el sistema utilizado, para la deteccion directa de antigenos de los microorganismos cau-
santes de meningitis (Haemophilus influenzae, Streptococus pneumoniae, Neisseria meningitidis y
Crytococcus neoformans) en 15 minutos.
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ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Los intentos de purificar antigenos para reducir la heterogeneidad de los antisueros ha sido una con-
secuencia natural de los principios y técnicas seroldgicas descritas en su momento. Rara vez se encuen-
tran moléculas de antigenos con un solo epitope; mas bien, pueden existir cientos, o aiin miles, de deter-
minantes antigénicos potenciales sobre una superficie celular.

Cuando estas moléculas antigénicas con mdltiples determinantes (X) se inyectan en un animal, se
estimula un numero igual de clones linfociticos (X). Aunque cada clon produce un anticuerpo especifico,
el resultado final es una mezcla de moléculas de anticuerpo altamente heterogénea, cuya especificidad
y afinidad son, con frecuencia, desconocidas y dificiles de controlar de lote a lote. Cuando estos anti-
sueros policlonales se utilizan en sistemas de pruebas bacterianas, a menudo se producen reacciones
cruzadas porque los determinantes antigénicos son compartidos por diferentes especies o porque puede
producirse mutaciones en la evolucion de epitopes, lo suficientemente cercanos en especificidad, como
para reaccionar positivamente.
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Fusi6n (crece en cultivo
muere en HAT)

Células del bazo de un ~

ratén inmunizado

(muere en cultivo) Bazo
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|
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Anticuerpos especificos de liquidos
ascitico/suero

Anticuerpos
especifios

Asi, a medida que evolucionaba la ciencia de las pruebas seroldgicas, se esperaba que la disponibili-
dad de un anticuerpo que poseyera un alto grado de homogeneidad molecular con una estrecha especi-
ficidad para un Gnico epitope antigénico, sin reacciones cruzadas, resolveria muchos de los problemas
encontrados con el uso de anticuerpos policlonales. De forma gradual, anticuerpos monoclonales alta-
mente especificos, producto de un clon Unico de células linfoides, surgieron como un subproducto de las
investigaciones en la tecnologia del hibridoma, y la fusion celular, conducidas por Kohler y Milstein.
Debido a este descubrimiento, actualmente es posible aislar lineas de linfocitos de un solo clon, que pro-
ducen moléculas de anticuerpos Unicas. La principal contribucién no fue que pudiera aislarse una linea
unica productora de anticuerpos monoclonales, sino que estos linfocitos de ratén pudieran fusionarse con
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las células del mieloma del ratdn, para producir células hibridas con dos propiedades inherentes de suma
importancia: la capacidad de producir anticuerpos monoespecificos (adquiridos de los linfocitos de ori-
gen) y la facultad de crecer de forma permanente en cultivo, regalo de “inmortalidad”, transmitido por
las células del mieloma. De este modo, ahora es posible producir anticuerpos individuales monoclonales
de forma continua y casi ilimitada.

Una vez afianzada la tecnologia de produccion masiva de anticuerpos monoclonales, han sido produ-
cidos frente a innumerables antigenos de relevancia clinica y/o epidemiolégica. Sus aplicaciones se han
tornado tan numerosas que es practicamente imposible citarlas en detalle, y los microbidlogos se ven
obligados a realizar consultas frecuentes para determinar cual de los nuevos desarrollos puede ser usado
en su laboratorio clinico en una prueba diagndstica concreta. Loas anticuerpos monoclonales, produci-
dos por epitopos especificos de una amplia variedad de virus, bacterias (incluyendo micobacterias), para-
sitos y hongos, son tratados ampliamente en la literatura médica y veterinaria reciente.

Muchos de los sistemas comerciales que usan fluorescencia directa y ensayos enzimaticos utilizan
conjugados de anticuerpos monoclonales. Ademas de la deteccion directa de antigenos microbianos, los
anticuerpos monoclonales se estan usando con frecuencia creciente, para la identificacién de toxinas fun-
damentalmente entéricas (por ejemplo las producidas por especies de Shigella, especies de
Campylobacter, Escherichia Coli y especies de Vibrio). Este enfoque, apuntado anteriormente, introduce
una forma nueva de ver la relacion entre los microorganismos y las enfermedades infecciosas. En lugar
de pensar en términos de un microorganismo-una enfermedad, el giro es ahora, hacia la comprension
de ciertos factores de virulencia en relacion con la etiologia de determinados complejos sintomaticos. A
saber, puede ser mas importante determinar si una toxina entérica es la causa de una diarrea hipersos-
mética, que si la toxina es producida por especies de Shigella, E. Coli, especies de Vibrio, etc., pasando
a tener este Ultimo aspecto una importancia secundaria.

INMUNOENSAYOS EN FASE SOLIDA.

Los inmunoensayos en fase solida, una extension de los principios basicos ya comentados, se refie-
ren a la unién de antigenos o anticuerpos a una serie de sustancias solidas, tales como clpulas de micro-
tibulos de poliestireno, cuentas plasticas y de metales ferrosos. En las técnicas de radicinmunoensayo,
el marcador es un isétopo radiactivo; en los métodos de inmunoensayo enzimatico (ELISA), es una enzi-
ma, peroxidasa de rabano o fosfatasa alcalina fundamentalmente. Los principios fundamentales han sido
ampliamente comentados e ilustrados a lo largo del curso.

Los inmunoensayos enzimaticos nacieron de la necesidad de eliminar las desventajas y los riesgos
que supone la utilizacién de radioisétopos en los laboratorios clinicos. Las técnicas ELISA se desarrolla-
ron inicialmente en Europa, donde el uso de compuestos radiactivos esta limitado y controlado de mane-
ra estricta. En este aspecto, no sélo superan las precauciones necesarias para el manejo de sustancias
radiactivas, sino que también evitan ciertos problemas técnicos inherentes al rdpido deterioro de los reac-
tivos marcados o vencidos. Se han desarrollado equipos de pruebas comerciales para deteccion de anti-
genos, fundamentalmente de naturaleza viral, tanto en medicina humana como veterinaria. La deteccion
de antigenos bacterianos se ha desarrollado fundamentalmente en medicina humana (Neisseria gonor-
rhoeae —Gonozyme-, Chlamydia trachomatis —Chlamydiazime-, etc.).

Las técnicas inmunoenzimaticas, cuyas ventajas y aplicaciones han sido ampliamente expuestas en
intervenciones precedentes, poseen una caracteristica que las hace especialmente interesantes de cara
al futuro, su versatilidad, demostrable por sus diversas aplicaciones adicionales. Este método puede uti-
lizarse para detectar una serie de factores o determinantes de patogenicidad de innumerables organis-
mos, responsables Ultimos de la virulencia de los mismos (factores enteroinvasivos, endotéxicos, adhe-
sivos, exotoxinas...). Es probable que estas aplicaciones constituyan el preludio a una era futura, cuando
la microbiologia diagndstica pueda orientarse mas a la determinacion de ciertos factor de virulencia, indi-
viduales o comunes a un grupo de bacterias, que a la identificacion exacta de la especie del microorga-
nismo causal (E. Coli, Cl. Perfringens, Cl. Botolinun, etc.).
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TECNOLOGIA DE LA INMUNOFLUORESCENCIA.

La inmunofluorescencia brinda una alternativa a los demas ensayos de caracter inmunitario como un
medio para establecer el diagnéstico de enfermedades bacterianas, micéticos, parasitarias y virales, al
detectar y localizar antigenos microbianos. Con esta técnica, el anticuerpo especifico se conjuga con
compuestos fluorescentes, resultando en un rastreador sensible con reactividad inmunoldgica inalterada.
El conjugado se agrega a las células o tejidos sobre un portaobjetos y se fija a los antigenos comple-
mentarios especificos, formando un complejo inmune estable. Los materiales no reactivos se retiran
mediante el lavado, y después del secado, la preparacion se observa con un microscopio de fluorescen-
cia. Los antigenos unidos especificamente a los anticuerpos fluorescentes se detectan como objetos ver-
des o naranja-amarillo brillantes contra un fondo oscuro.

Algunas de las aplicaciones mas comunes para la inmunofluorescencia es el diagnostico de enferme-
dades infecciosas de etiologia bacteriana son la deteccién directa de antigenos de Chlamydia,
Mycobacteria, Mycoplasma, etc. El progreso continuo en el desarrollo de fluorocromos mejorados, de
conjugados monoclonales y/o policlonales, de instrumental y de tecnologias microscdpicas, ha aumen-
tado considerablemente la sensibilidad y especificidad de las técnicas de inmunofluorescencia en gene-
ral, lo que brinda a los laboratorios la posibilidad de detectar multiples agentes causales de enfermeda-
des infecciosas.

En la deteccién de antigenos bacterianos, pueden usarse técnicas de fluorescencia directa e indirec-
ta. En el procedimiento directo, el conjugado se aplica sobre el material examinado, dejandolo reac-
cionar durante 30-45 minutos en un ambiente himero a 350-379C. Después de una serie de pasos para
dejar el preparado libre de interferencias de fondo, se seca al aire y se monta para su observacién en un
microscopio de fluorescencia.

En el procedimiento indirecto, el material en examen se cubre con suero inmune en exceso diri-
gido contra el antigeno, dejandolo reaccionar durante 30 a 45 minutos a 35-37°C. El espécimen se lava
posteriormente con solucién salina con buffer fosfato y se le hace reaccionar con un antisuero marcado
contra la especie de inmunoglobulina utilizada en la reaccién inicial. Después de lavarlo para dejar el
fondo libre, la observacién de fluorescencia microscopica indica presencia del antigeno.

El método directo es simple y répido de realizar, con pocas reacciones inespecificas; sin embargo, es
menos sensible. El método indirecto, es mas sensible y da una fluorescencia mas brillante; no obstante,
es menos especifico, sujeto a reactividad cruzada creciente.

OTROS: SONDAS DE ADN, P.C.R,, R.E.A.

Hemos visto a lo largo de esta exposicion, que uno de los avances mas considerables experimenta-
dos en taxonomia bacteriana ha radicado en la incorporacion de criterios genéticos a los esquemas de
clasificacién taxonémica. Asi, los estudios de hibridacién de ADN y ARN nbosomuco, junto con los de com-
posicién de bases, han determinado cambios notables en la clasificacién bacteriana en la década de los
80.

De igual manera que la renaturalizacién del ADN ha servido de base para demostrar a la relacién
genética de fragmentos de ADN obtenidos de diferentes microorganismos, se han desarrollado en un
pasado reciente procedimientos y técnicas, que basadas en el mismo fundamento biolégico, permiten
localizar secuencias de bases especificas en un segundo fragmento de ADN. Esta aplicacién es la base
de la tecnologia de las sondas de ADN utilizadas en diagndstico mediante el proceso conocido como hibri-
dacion del ADN.

La generalizacidn de las técnicas de amplificacion de ADN (clonacién mediante plasmidos “quiméri-
cos”, fabricacion mediante sintetizadores de oligonucleétidos y fundamentalmente, las técnicas de reac-
cic’)n en cadena de la polimerasa) y el gran avance de los sistemas de marcaje y revelado no radiactivos
(biotina-avidina/peroxidasa y digoxinina-antidigoxenina/fosfatasa alcalina) han posibilitado la utilizacién
de las técnicas de hibridacién de ADN en general y de sondas de ADN en particular en el diagndstico
laboratorial de procesos de etiologia virica fundamentalmente, tanto de origen humano como animal.
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Su aplicacion, sin embargo, en el diagndstico de enfermedades producidas por bacterias no ha sido
exitosa. Plantean una serie de inconvenientes, de tipo técnico y econémico fundamentalmente, que difi-
cultan grandemente su utilizacion rutinaria en el laboratorio de microbiologia clinica, sin que ello menos-
cabe su extraordinario potencia diagndstico y sus inmejorables expectativas de futuro también es esta
disciplina.

A lo largo del curso en general, y en el dia de hoy en particular, se han expuesto de forma amplia y
brillante los fundamentos bioldgicos y tecnoldgicos de este grupo de técnicas. Se ha descrito la prepa-
racion y marcaje de las sondas de ADN, las técnicas de hibridacion empleadas (“Dot blot” o Spot dot,
“Southern Blot”, “Northern blot” y “Western Blot”), las etapas repetitivas basicas que conforman la reac-
cion en cadena de la polimerasa ADN, etc. Nos han mostrado las herramientas utilizadas en su realiza-
cién, describiéndonos endonucleasas de restriccion, ligasas, transcriptasas inversas, polimerasas de ori-
gen bacteriano (fragmento “Klenow” de la ADN, Polimerasa I de E. Coli, “Taq Polimerasa” de la bacteria
termdfila Thermus aquaticus), etc....

Los buenos resultados obtenidos en el diagndstico de enfermedades virales potencian la orientacion
y el desarrollo de este grupo de técnicas hacia las enfermedades bacterianas, tanto en medicina huma-
na como en medicina veterinaria. Esto posibilita que innumerables fabricantes estén desarrollando, fabri-
cando y comercializando métodos diagndsticos (sondas y P.C.R:, fundamentalmente) a veces carentes
de la calidad y fiabilidad necesarias. Todo esto junto con la rapidez con que se modifica este campo por
nuevos adelantos tecnoldgicos plantea como imprescindible el que los microbidlogos deban buscar y con-
sultar en la literatura médica reciente, ademas de mantener una conexion constante con las compafiias
fabricantes, solicitando informacion fiable de sus productos, a la vez que demostraciones practicas en el
contexto laboratorial y diagnostico en que pretendan utilizarse antes de su adopcién, normalmente como
complemento de otras técnicas tradicionales, mas que como alternativa de sustitucion.

De forma general habremos de prestar especial atencién a los siguientes aspectos:

Las técnicas a adoptar deberan ser lo mas rapidas y lo menos engorrosas posibles. La vida media de
almacenamiento de los reactivos debera ser lo suficientemente amplia para permitir su utilizacién en
los laboratorios de diagndstico. Los fabricantes deberdn desarrollar productos que usen reactivos con
una vida media de almacenamiento prolongada. Deberan igualmente disminuir el tiempo de detec-
cion (aceleracion de los indices de reaccion) y aumentar la sensibilidad de los procedimientos con el
fin de evitar falsos positivos. De igual manera, deberdn mantener la sensibilidad y especificidad cuan-
do se aplican de forma directa a ciertos tipos de muestras (heces, orina, exudados, leche...). Las son-
das muestran uniones inespecificas inaceptables con materiales extranos en las muestras “sucias”. La
extraccién del ADN bacteriano necesita de protocolos mas eficaces que eliminen la posible presencia
de sustancias inhibidoras de la polimerasa, tanto de procedencia exégena como enddgena. En la
actualidad, los protocolos de extraccion son muy agresivos debido a la resistencia que ofrece la pared
bacteriana, sobre todo en bacterias positivas a la tincién de Gram (micobacterias, estafilococos, clos-
tridios, etc.).

Independientemente del elevado potencial diagnostico que para Bacteriologia presentan de cara a un
futuro muy reciente, ya en la actualidad presentan una serie de ventajas sobre las técnicas convencio-
nales dignas de tener en cuenta.

o Pueden detectar particulas microbianas o proteinas aln después de que el microorganismo no
sea viable, lo que torna menos rigurosos el manejo y el transporte de la muestra.

e Estas tecnologias se adaptan en particular, para su utilizacion en estudios de campo que
requieren investigaciones epidemioldgicas y procedimientos de rastreo en gran escala, de
suma importancia en los métodos de control y erradicacion de enfermedades infecciosas.

* La deteccidn de secuencias especificas de genes (genes de enterotoxinas en E. Coli) puede
realizarse con un alto grado de sensibilidad en presencia de altas concentraciones de DNA
heterdlogo.

Las aplicaciones practicas generales que podrian estar disponibles préximamente en los laboratorios
de diagnostico serian las siguientes:
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e Procesamiento en lotes de un gran nimero de muestras en estudios epidemioldgicos a gran
escala para la investigacion y deteccidn de portadores crénicos, o en el estudio de especies
bacterianas implicadas en brotes de enfermedades infecciosas.

e Deteccion directa de factores codificados genéticamente en aislamientos de cultivos o en
muestras clinicas:

W Enterotoxinas de E. Coli.
B Toxinas estafilococias alimentarias.
W Genes de resistencia antibiotica.

@ Propiedades invasoras y factores de virulencia de especies que nor-
malmente no son patdgenas (S.epidermidis).

» Deteccidén de agentes patdgenos que se encuentran en gran numero en muestras clinicas, pero
que son dificiles de cultivar en medios artificiales: micoplasmas, micobacterias (M.ulcerans),
clamidias, leptospiras...

* Deteccién de gérmenes presentes en las muestras en cantidades muy reducidas (Salmonella).

CONCLUSIONES.

Los fabricantes de productos para laboratorios clinicos nunca han tenido mayor inventiva que ahora
en el desarrollo de sistemas, instrumentos y reactivos para la deteccién mas rapida y precisa de micro-
organismos en muestras clinicas, o para la identificacion de gérmenes recuperados en cultivos, Nada indi-
ca que este ritmo vaya a disminuir en los afios venideros. La disponibilidad de tiras de reactivos casi
magicas, instrumentos de autolectura y aplicaciones informéticas basadas en sistemas de codificacién
numérica, de procedimientos de hibridacion cada vez mas sencillos y fiables, la posibilidad de producir,
gracias a las técnicas de P.C.R., y de hibridacion de linfocitos, grandes cantidades de reactivos monoes-
pecificos idénticos y su continuo aprovisionamiento, anuncian una era en la que el conocimiento de los
principios basicos de la microbiologia no se consideraria importante. A menudo se oye en los laborato-
rios que el Vitek, el Auto-Bac, el sistema tal o el sistema cual, identificd el microorganismo como “X”. No
sélo se ha personalizado a estos instrumentos, sino que con frecuencia, se consideran infalibles.

Como ya se comentd, ninguno de estos sistemas se aproxima al 100% de sensibilidad y especifici-
dad, y la microbiologia clinica deberan seguir siendo practicada por microbidlogos con un profundo cono-
cimiento de las enfermedades infecciosas y de los microorganismos productores, de su estructura, fisio-
logia, capacidad patdgena, actividad bioguimica, mecanismos de resistencia, etc.

Las experiencias recientes con la B.S.E,, la existencia de enfermedades inmunosupresoras (S.R.R.P.),
los cambios en la etiologia y epizootiologia de las enfermedades infecciosas, con la presencia cada vez
mas frecuente de procesos pluricausales, de infecciones mixtas y subclinicas, las modificaciones signifi-
cativas que estan experimentando, especialmente en la frecuencia de presentacion y formas clinicas, las
enfermedades clasicas producidas por una causa Unica (fiebre aftosa, rabia, enfermedad de Newcastle,
pestes porcinas...) indican que el arte de la microbiologia serd aun mas desafiante en los afios por venir.

Cada microbidlogo debe ver los nuevos desarrollos en la deteccidn, recuperacion e identificacion de
los microorganismos con prudencia, y seleccionar sélo aquellos productos que se desempefien con acep-
table exactitud, debiendo prevalecer por encima de cualquier otro principio, la cuidadosa correlacion cli-
nica de los resultados con la patologia investigada, si realmente se desea evitar el mal manejo y la apli-
cacién de procedimientos incorrectos en el control de los procesos investigados. Esto requiere un
conocimiento basico amplio de los principios de la microbiologia y de las enfermedades infecciosas, un
estado de alerta constante frente a los factores que comprometen los valores altamente predictivos de
los resultados de laboratorio, y una comunicacién abierta y permanente entre los microbi6logos y sus
colegas veterinarios.
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TECNOLOGIA ANALITICA EN PARASITOLOGIA.

Resumen:

El laboratorio de Parasitologia cumple tareas de apoyo diagndstico en el Sistema de Sanidad Animal.
Su misién especifica es el aislamiento de parasitos en sus diferentes localizaciones orgdnicas y nichos
ecolégicos, su identificacion y establecimiento de la relacién causal con un brote de enfermedad trans-
misible determinada.

La identificacién zooldgica y taxondmica tradicional sigue siendo el instrumento fundamental del diag-
néstico parasitoldgico. El conocimiento cientifico de los taxones parasitarios, de su biologia, zoogeogra-
fia y modelos epidemioldgicos de contagio son herramientas imprescindibles auxiliares para el conoci-
miento del espectro parasitario en nuestro entorno.

La toma de muestras es una de las principales fuentes de error diagndstico. Una adecuada coordi-
nacion y asuncion de funciones dentro de los diferentes operadores del sistema de Sanidad Animal, ase-
gura una adecuada intervencion sobre la aparicién de un brote de enfermedad transmisible.

Una tabla sintética sobre las enfermedades parasitarias de declaracion oficial segun la diferente nor-
mativa nacional e internacional afectada, junto con las principales especies susceptibles, vectores y dreas
de distribucion es presentada. Asimismo se exponen diferentes técnicas de rutina parasitolégica emple-
adas por el autor durante su etapa en el Laboratorio de Sanidad Animal de Cérdoba (1989 a 1996) y
completada por la enumeracion de diferentes técnicas usadas en el diagndstico de parasitosis de impor-
tancia veterinaria.

INTRODUCCION.

Dentro del sistema de Sanidad Animal (fig. 1), el Laboratorio y en este caso el drea de Parasitologia
tiene asignada una Unica mision: el diagndstico de enfermedades parasitarias transmisibles en nuestros
animales domésticos.

Para ello el Laboratorio de Diagndstico Parasitolégico debe de aplicar conocimientos y metodologia
cientifica (Parasitologia) encaminados hacia el aislamiento, identificaciéon y cuantificacién en sus
diferentes habitats (microhabitats en casos) de los parasitos animales.

Un parasito animal, es todo organismo animal, que utiliza obligatoriamente la materia y/6 energia
de otro animal, para el necesario desarrollo de su ciclo vital y que es capaz de producir enfermedad
detectable en este ltimo.

Las principales caracteristicas que definen a un parasito del resto de organismos son:

* Reino Animal (Eucariota) diferencia con microorganismos patogenos (virus, bacterias, hongos,
etc.).

¢ Generalmente de menor biomasa que el organismo que lo alberga (hospedador). En caso con-
trario (mayor biomasa) la utilizacion de materia y energia por parte del organismo ajeno
supondria la extincién de este, siendo el caso tipico de la relaccion de predacion.

¢ La relaccion biolégica es antagdnica, “robo” de materia y/6 energia traducida por el parasito y
reaccion defensiva (inmune) por parte del hospedador, todo ello a diferencia de la relaccion de
simbiosis.

¢ La interaccion parasito-hospedador produce una reaccion patoldgica (enfermedad) en este Ulti-
mo. Esta caracteristica nos ayuda a diferenciar los fendmenos relativos del Parasitismo y de la
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Parasitosis, sobre la base de la demostracion de la relaccién causal entre un parasito y la reac-
cion (Enfermedad 6 patologia) producida en su hospedador.

El Aislamiento se define como toda tarea previa encaminada a la obtencién de especimenes sim-
ples aptos para su identificacién y cuantificacion.

Son técnicas de aislamiento la necropsia parasitoldgica, la preparacion de extensiones 6 frotis de teji-
dos, las diferentes técnicas de concentracion, etc.

E! diagndstico parasitologico propiamente dicho, se divide de forma general en dos tipos: directo e
indirecto:

DIAGNOSTICO DIRECTO.

Observacién del parasito o de sus estructuras caracteristicas. Identificamos parasitos en virtud de
como se muestran ante nuestros 0jos y a diferencia de otros patogenos, los cuales son identificados a
través de reacciones interpretadas de diferente forma (crecimiento en cultivo, bioquimica, reacciones de
cultivo celular, etc.).

Segun la metodologia y resultados obtenidos la identificacion puede ser:
a) Zooldgica y Taxondmica tradicional.
b) Técnicas de deteccion de ADN (PCR).
c) Técnicas de deteccion de Proteinas (Blotting).
d) Seroldgicas. ELISA Directo, Inmunofluorescencia Directa.

La identificacién tradicional es la asignacion de un organismo desconocido dentro de una clasifi-
cacion previamente establecida y siguiendo criterios zooldgicos y taxondmicos.

A cada organismo vivo se le asigna un nombre Unico por el sistema de Nomenclatura Binomial
[Nombre Cientifico, compuesto por la denominacién de género (cursivas y 12 letra en mayusculas, y
especie en cursivas)]. El nombre de la especie se halla seguido del nombre del zodlogo que describe en
primer lugar las especies y le da el nombre cientifico, ejemplo: Hippobosca equina Linnaeus, 1758.

La taxonomia es el procedimiento reglado para clasificar organismos y compararlos (analisis discri-
minante del organismo problema frente a taxones descritos) y sobre la base del grado de semejanza
fenotipica. Dicho trabajo requiere el uso de al menos un Microscopio y Lupa (Estereomicroscopio). El pro-
cedimiento de clasificacion a partir de caracteres (variables morfoldgicas) se realiza normalmente a tra-
vés de claves de identificacion.

Un taxdn parasitario es una agrupacion de organismos afines sobre la base de unos caracteres (varia-
bles) que lo hacen diferente de otro grupo parasitario a un nivel dado. Por ejemplo al nivel de Clase el
taxén INSECTA es diferenciable de ARACHNIDA, por la presencia a ausencia en sus fases adultas de ante-
nas, numero de patas, alas o sus rudimentos, etc.

De esta forma los parasitos animales pueden ordenarse de acuerdo a su forma en agrupamientos
("Clusters”) de acuerdo con las descripciones y variaciones dadas para cada organismo y de acuerdo con
un procedimiento reglado por la Comision de Nomenclatura Zooldgica.

En la mayoria de los casos es posible la identificacion zoologico-taxondémica: el genotipo del parasito
se traduce en fenotipo visible microscdpicamente y diferenciable en el ambito de especie y lo que es mas
importante ese fenotipo casi con toda seguridad se halla descrito por otro autor (Ver Cordero del Campillo
et al. Indice- Catalogo de Zooparasitos Ibéricos, 22 Ed., Universidad de Ledn, 1984).

Un ordenamiento patrén de los parasitos de importancia veterinaria (Tabla 1), debe de ser tenido en
cuenta a la hora del diagndstico, debido a que la morfologia determina su clasificacion zooldgica, las téc-
nicas laboratoriales a aplicar en cada caso (tincién en los protozoos, aclaramiento en los metazoos, etc.)
y en Ultimo los patrones generales de sus ciclos bioldgicos, habitas e incluso modos de accidn patdgena.

188
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DIAGNOSTICO INDIRECTO.
En este caso lo que se observa no es el parasito, sino la_reaccién producida en el huesped.
Bioquimico:
A través de las alteraciones de componentes organicos moleculares atribuibles directamente a la
accién de un parasito, como por ejemplo el nivel de proteinas en sangre en las infestaciones por Fasciola
(tipico papo en la oveja), aumento del pepsmogeno plasmatico en Ostertagiosis por aumento del pH del

cuajar y fallo en la transformacion del pepsinégeno plasmético en pepsina, Hemoglobinuria en
Haemosporina, etc

Este tipo de diagnéstico debe de ser realizado con cuidado, porque en casos la reaccion detectada no
es tipica de un agente dado y si de un grupo amplio de organismos. Su utilidad debe de centrarse en
seguimiento del curso de enfermedades parasitarias previamente identificadas y sobre rebafios contro-
lados.

Inmunolégico:

Deteccién de respuesta inmune especifica frente a un organismo parasito. Su principal valor viene
determinado por su aplicacion en grandes colectivos y utilidad en campafas de diagnéstico sobre gran-
des poblaciones (PAVE p. €].) y el de ser no destructivo (sobre el animal en vivo).

En la teoria el diagnéstico seroldgico de las parasitosis sigue los mismos principios y procedimientos
que los aplicados para la deteccién de cualquier anticuerpo o reaccién celular frente a proteina de orga-
nismo vivo.

En la practica dichos principios poseen unas limitaciones principalmente técnicas, que condicionan la
obtencion de una prueba (til para su aplicacién en estudios de campo aplicados a grandes poblaciones
de animales domésticos:

Complejidad antigénica de los parasitos. Por definicion un pardsito pertenece al reino animal y en
muchos casos Metazoos. Problemas en la deteccion de proteina inmundgena.

Que la respuesta inmune detectada y medida sea especifica, esto es que se deba al parasito en cues-
tion y no a otro organismo en menor o mayor grado relacionado. En muchos casos la deteccién de pro-
teina que induce inmunidad detectable, no es especifica de un Gnico taxén u organismo (comunidad anti-
génica).

En otros casos el parasito no induce una respuesta inmune homogénea o incluso dicha respuesta no
es detectable (evasion del sistema inmune, tripanosomas, Esquistosomas).

Que dicha respuesta sea cualitativamente igual durante el tiempo de parasitacion.
Que dicha respuesta sea valorable con un grado de enfermedad determinado.

Que dicha respuesta no sea la misma en individuos de las mismas caracteristicas y sin desarrollo de
la enfermedad, aspecto muy frecuente en parasitosis como es la toxoplasmosis donde la prevalencia de
la enfermedad detectada serolégicamente es muy amplia.

Una vez identificada la proteina adecuada especifica para el diagndstico, el principal problema al cual
se enfrenta el laboratorio es la produccién de dicha proteina. Para ello debe de tenerse en cuenta que
dicho antigeno debe de obtenerse en cantidad suficiente como para abastecer una camparia de diag-
ndstico determinada. Los medios de obtencién de proteina son:

a) Cultivo: Desarrollado suficientemente en protozoos del tipo Sarcomastigophora (Trichomonas
foetus, Trypanosoma).

b) Animal de experimentacién: por ejemplo la rata para Trypanosoma equiperdum vy
Toxoplasma gondii.

c) Animal susceptible: En este caso se mantiene la infeccién/infestacidn del parasito sobre una
especie susceptible, normalmente la misma con el objeto de disponer de la fase evolutiva del
parasito, por ejemplo produccion de merozoitos de Piroplasmida.
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En metazoos, la obtencion de antigeno queda limitada por la posibilidad de cultivar tanto “in vitro
como-"in vivo” el organismo en cuestion, o lo que es lo mismo la posibilidad de cerrar el ciclo evolutivo
en condiciones experimentales y durante “n” generaciones, todo ello se halla limitado comprensiblemente
por la complejidad del ciclo bioldgico del parésito y por los estrechos mecanismos de interdependencia
de este con su organismo hospedador, dificiimente reproducibles en cultivo laboratorial, como por ejem-
plo de Sarcoptes scabieli.

De esta forma es posible el cultivo de fases evolutivas de parasitos temporales (Insecta) por cultivo
de imagos en laboratorio o de larvas de miasis (C. Hominivorax) sobre medios proteicos (carne, suero,
etc.). Igualmente es posible la obtencidn de antigeno secretor-excretor para ELISA a partir de la obten-
cién de larvas I de Hypoderma spp. (Hipoderminas) a partir de exdéfagos (H. lineatum) y raquis (H.
bovis), de bovinos parasitados durante el verano y otofio temprano.

DESARROLLO DE MODELO ZOOGEOGRAFICO Y EPIDEMIOLOGICO DE LAS
PARASITOSIS.

De igual forma el conocimiento del modo de vida de los parasitos, de la interrelacion de estos con
sus hospedadores (Especificidad Parasito-Hospedador) y con el medio (Distribucion en el espacio geo-
grafico) son herramientas imprescindibles para la aplicacidn eficaz de la Parasitologia en el Laboratorio y
para el establecimiento de modelos epidemioldgicos de la enfermedad

De esta forma es posible extraer informacion valiosa del entorno geografico, climatico y zoogeogra-
fico en el cual nos desenvolvemos (Figura 2).

La comunidad Autdnoma Andaluza se localiza en la zona 36° y 38° 45° latitud norte, con un clima
de transicién templado a subtropical y temperaturas medias entre 9°C en Invierno y 28.5 °C en verano
y una pluviosidad de 500-700 mm anuales. Todo ello determina la presencia de una flora y fauna carac-
teristicas. La delimitacion de Faust de las diferentes zonas zoogeograficas de la tierra define a nuestro
entorno como region Paleartica, subregion Mediterranea. La caracteristica situacion intermedia entre
zZonas zoogeograficas paleartica y Etiopica (limitada por una temperatura media de 20°C (35° latitud
Norte) determina que se compartan fauna (Parasitos y Hospedadores) con zonas subtropicales (p. €j.
Culicoides spp. transmisores de PEA, Argasidae afines a Ornithodoros erraticus vector de la PPA) y que
determinados parasitos poco especificos puedan traspasar nichos ecoldgicos vehiculados por hospeda-
dores que se adaptan facilmente a nuestra zoogeografia. Igualmente en miasis traumaticas C.
Hominivorax ha sido capaz de traspasar la regién Neartica americana (Gusano Barrenador del Nuevo
Mundo) y producir brote en Libia.

De esta forma, por ejemplo la distribucién geografica de la Hipodermosis Bovina queda limitada entre
250-600 N y Culiciodes spp. transmisores de la Peste Equina Africana (Diptera, Ceratopogonidae) no
sobrepasan las latitudes correspondientes a la mitad sur de la Peninsula Ibérica.

Por otro lado es posible la representacién en un modelo espacial de los diferentes factores que inter-
vienen en la epidemiologia de las parasitosis: Medio ambiente (zona geografica y climatica), Hospedaores
y ciclo evolutivo del parasito (fig. 3), de tal forma que cada una de las fases evolutivas de un parésito
(P) ligado a un medio ambiente determinado, puede diseminarse a otro siempre que las condiciones del
medio y hospedadores susceptibles sean afines a sus condiciones originales.

DIAGNOSTICO OFICIAL

El diagndstico parasitoldgico en todo laboratorio oficial se halla encuadrado dentro de una disciplina
diagnostica determinada por la funcién asignada (apoyo dentro del sistema de sanidad animal), por la
confidencialidad de sus resultados, por las técnicas a aplicar (estandarizadas en el caso de enfermeda-
des de declaracidn obigatoria, ver Boletin de la OIE) y por la diferente normativa y ambito de aplicacion.

La Oficina Internacional de Epizootias (OIE), clasifica las enfermedades transmisibles por claves
(Listas A, B, C) y Cddigo Zoosanitario Internacional (CZI). Dichas listas de la OIE establecen una grada-
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cién en cuanto a importancia sanitaria, socioeconémica y para el comercio mundial de las enfermedades
infectocontagiosas al igual que se da normativa para su notificacién e informes periodicos (arts. 1.2.0.2
y 1.2.0.3 del CZI).

Es importante resaltar que las parasitosis directas (no vectoriales) se hallan dentro de los grupos B y
C, lo que habla no del potencial patégeno de los parasitos sino de los especiales mecanismos adaptati-
vos de este Ultimo y del principio de conservacién de su nicho ecoldgico, en este caso hospedador, al
cual se halla intimamente ligado. Por otro lado en zonas tropicales y subtropicales las parasitosis son obs-
taculos insalvables para el establecimiento de una ganaderia rentable (Tripanosomiasis ligadas a Glossina
spp. en Africa; Gusano Barrenador en Centroamérica.). Por otro lado brotes epizodticos de importancia
en la Gitima década, como es la Peste Equina se hallan irremediablemente I|gados ala presenC|a de su
vector Culicoides (Diptera, Ceratopogonidae). La Peste Porcina Africana en régimen de cria extensiva se
halla intimamente ligada a la presencia de sus reservorios salvajes, el jabali y el chinchorro Ornithodoros
erraticus (Acarina, Argasidae), verdaderos fondos de saco epidemiol6gicos de la enfermedad.

A través de la normativa comunitaria se hallan regladas las enfermedades transmisibles en el entor-
no europeo. De esta forma el R.D. 2459/1996 sobre enfermedades de declaracién obligatoria, establece
un listado de enfermedades de declaracién obligatoria en la U.E, en Espafia, y aquellas sujetas declara-
cién anual. Igualmente en el Art. 6.2 del R.D. 2491/94 de proteccién frente a zoonosis, se enumeran
aquellas enfermedades de especial transcendencia para la sanidad publica.

Por su vigencia actual (estamos préximos al cincuentenario de su promuigacion), la Ley de Epizootias
de 1952 y Reglamento de Epizootias (Decreto de 04/02/1955), establecen asimismo la normativa de apli-
cacion para las enfermedades transmisibles en nuestros animales domésticos y zoondsis mas frecuentes.
Es obvio reconocer que dicha reglamentacion se halla superada una vez Espafia se halla integrada en
organizaciones supranacionales y a la vez, enfermedades parasitarias importantes en Espafia en aque-
llos tiempos (p. €j. Durina, Trichomoniasis Genital Bovina) se hallan erradicadas, lo que magnifica la
necesidad de adecuacion de una nueva ley a los tiempos y conocimientos actuales de las enfermedades
infectocontagiosas.

Como regla general dicha norma no debe de en ningtn caso olvidarse y su aplicacién en casos pun-
tuales puede de ser necesaria, por ser una norma que refleja solo y exclusivamente una realidad, aun-
que lejana, de nuestro territorio nacional.

De esta forma la Ley y el reglamento establecen enfermedades_de declaracidn oficial (Art. 3a, 3b, 4
Ley Epizootias); Zoonosis con medidas complementarias (Art. 7 del Reglamento de Epizootias).

En la tabla 2 se sintetizan los principales aspectos de las enfermedades parasitarias de declaracion
obligatoria y aquellas de importancia veterinaria.

Desde el punto de vista formal (Oficial) y en relaccién con la prescripcién diagndstica solicitada por

los servicios veterinarios comarcales y el resultado final de la investigacién parasitolégica, el Laboratorio

emite tres tipos de diagndstico:

> Diagnéstico Asertivo. Cuando el agente identificado y sus niveles corresponden con la pres-
cripcién diagndstica (Ej. Trichomoniasis Genital Bovina). En este caso el laboratorio emite dic-
tamen negativo o positivo a una prueba diagndstica solicitada.

> Diagnéstico Diferencial. Cuando el agente identificado y sus niveles corresponden con la cii-
nica y epidemiologia del proceso, sin que previamente se halla sospechado sobre su causali-
dad (Ej. (Aborto ovino, Toxoplasmosis). En este caso supone un diagnéstico alternativo a la
principal prescripcién diagndstica.

> Diagnédstico Complementario. En enfermedades polietioldgicas, nos especifica sobre la aso-

ciacién de parasitos con otros patégenos (Sindrome Diarrea Neonatal, Cryptosporidium par-
vum).

Es en este punto donde los “Servicios Veterinarios Oficiales” toman un papel preponderante, ya que
tienen asignada la mision de establecer un diagndstico clinico preliminar, esto es acotar la indicacion
diagnéstica, toda vez que el conocimiento del brote en su zona de aparicién y del entorno epidemiolégi-
co y antecedentes, obra exclusivamente en condicion de conocimientos técnicos y proximidad. El éxito
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en el diagndstico correcto de un brote de enfermedad se halla directamente relacionado con la pericia
de los servicios veterinarios oficiales.

ENVIO DE MUESTRAS.

La toma y envio de muestras es uno de los factores mas importante y que influyen en la calidad diag-
néstica. Se halla influida por una serie de factores, los cuales probablemente con un valor aditivo, deter-
minan gran parte del Error Diagnostico (_). Este ultimo y en casos extremos determina la aparicién de
los denominados “falsos negativos” y “falsos positivos”. Un claro ejemplo de falso negativo seria la ausen-
cia de aislamiento de Trichomonas foetus en moco vaginal en muestras tomadas 24 horas antes del cul-
tivo y mantenidas a temperatura ambiente, otro caso seria la ausencia de hallazgo de Garrapatas
(Ixodidae) en un cadaver recogido un tiempo excesivo tras la muerte del animal. Por el lado contrario un
falso positivo seria el hallazgo de huevos de en transito, o contaminacién adicional de Acaridae
(Tyrophagus spp. p. €j.) en las heces y dictamen de acariasis gastrointestinal, todo ello motivado por la
toma de heces contaminadas con formas exdgenas presentes en el medio ambiente.

La definicion de muestra idonea es aquella que refleja en mayor grado la condicion del animal enfer-
mo (bioquimica, espectro y nivel de parasitacién, etc.). El animal vivo y enfermo obtiene un valor de error
de envidé de muestras nulo. Por otro lado condicionados diferentes generalmente de tipo técnico y de
posibilidad de difusion en el transporte y recepcién de muestras, aconsejan la realizacion de la necrop-
sia “in situ”, la adecuada toma y remisioén de muestras, remision del informe epizootioldgico y prescrip-
cion diagnéstica. Tareas que deben de ser asumidas por los servicios veterinarios oficiales comarcales.

TECNICAS DIAGNOSTICAS EN PARASITOLOGIA.

Seria largo describir la innumerable cantidad de técnicas diagnésticas y sus variantes, maxime para
un curso de estas caracteristica y duracion. El objetivo primordial es la obtencién de conocimientos mini-
mos basicos, los cuales tratados con cuidado permitan minimizar el referido error diagndstico.

Se omiten en este caso las técnicas de aislamiento de parasitos en el medio ambiente, debido a la
duracién de esta conferencia, y el innumerable listado de técnicas a emplear remitiendonos en este caso
a la literatura especializada. Una enumeracion simple de las técnicas parasitolégicas para cada enferme-
dad queda reflejada en la tabla 3.

Las técnicas quedan limitadas principalmente por el tipo de fuente diagnéstica (muestra), siendo prin-
cipalmente dos, Animal vivo y/6 enfermo: diagnéstico “in vivo” y Animal muerto: necropsia parasitologi-
ca y pruebas complementarias.

NECROPSIA PARASITOLOGICA:

Etapa primordial en el diagnostico parasitologico. Se define como el conjunto de técnicas de natura-
leza reglada y sistematica, encaminadas a la deteccion de parasitos y/o lesiones presuntivas en sis-
temas organicos, su aislamiento y preparacion previa para su identificacion y/é valoracion por técni-
cas diversas.

Por su prescripcion (solicitud) diagnéstica la necropsia parasitoldgica se clasifica en: Ciega: Ausencia
de prescripcion diagnostica y/é antecedentes presuntivos y Dirigida: solicitud de diagnéstico delimi-
tada por el clinico, patdlogo y/6 epidemiologo.

La necropsia parasitologica debe de efectuarse segin un método repetitivo y ordenado, segun el
modelo de realizacion de la necropsia tradicional, por sistemas organicos y microhabitats completos
(piel, digestivo, Pulmonar, etc.). La alteracion de los pasos 6 metodo puede lievar a la pérdida de
informacion, a veces primordial para la determinacién causal de la enfermedad.

De la misma forma cada taxon parasitario requiere unas tecnicas diferentes, las cuales se traducen
fundamentalmente en los protocolos de aislamiento y preparacién para su determinacién micros-
cépica.



Diagnéstico de enfermedades de declaracién obligatoria (EDOs)

1,- PROTOZ00S.

a) Examen directo contenido en érganos cavitarios (trofozoitos sensibles a la temperatura) por
medio de bastoncillo de algoddn. (Ejemplo trichomoniasis paloma).

b) Tinciones especificas sobre improntas, extensiones, raspados.

¢) Fijacion para Histopatologia (PBS- Formol 10%). En 6rganos cavitarios el fijador debe de inyec-
tarse en la luz e incluir la porcién en el conservante.

2.- HELMINTOS.

1.- Apertura de la luz (Higado, Pulmén, Intestino, etc.). Recogida, lavado (sol. Fisiolégica) y tami-
zado del contenido. Recogida de sedimento.

2.- Raspado mucosas gastrointestinales.
2.1.- Digestién Pépsica, 37 °C, 24 h.
2.2.- Metodo De Williams. Incubacién de mucosas en agua 37°C, 5h. Raspado de la mucosa y
tamizado (50_m).

3- 1y 2 Sedimento final sobre placa de Petri de aprox. 140 mm @. Examen posterior en
Estereomicroscopio.

4.- Aclarado y Montaje bajo cubreobjetos (normalmente en Lactofenol). Utilizacién de montajes
semipermanentes como es el Liquido de Hoyer (es aclarante).

5.- Fijacion y conservacion de metazoos: Etanol, 2-Propanolol (Alcohol Isopropilico) 6 PVL (Alcohol
Polivinilico) al 70 %.
3.- ARTROPODQS.
Dipteros voladores: Matar con eter etilico 6 Cianuro potasico. Este Gltimo debe de mezclar-
se con yeso higroscépico, se debe de evitar los vapores al adicionar agua, muy peligroso.

Artrépodos no voladores: Normalmente son fijados en solucién alcoholica (Etanol, 2-
Propanolol) al 70 %, optativamente se afiade glicerina 5-10 % y Cloroformo en ejemplares
coloreados. El uso de soluciones con metanol y acido acético, permite el estiramiento de las
patas de acaros y su correcta visualizacién al microscopio.

El examen microscépico de artrépodos grandes, debe de realizarse en seco y bajo lupa. Es ade-
cuada la utilizacion de una aguja fina sobre un soporte que nos permita el cambio de orienta-
cién espacial de la muestra.

Acaros y dipteros pequefios, montaje en agua glicerinada, lactofenoal, liquido de hoyer, Balsamo
de canadd, bajo cubre (excavado en casos).

TECNICAS DIAGNOSTICAS ESPECIFICAS.
COPROLOGIA.
Recogida de heces:

1) Directamente del recto, uso de guantes de plastico (Animales mayores); Cucharilla/Termémetro
(animales menores);

2) 2) del suelo , heces recientes, evitar contaminacién con formas de vida libre y pérdida de for-
mas parasitarias presentes (heces no recientes). La recogida en diferentes periodos del dia
evita de alguna forma la eliminacién discontinua en el tiempo y recogida en diferentes dias los
periodos de prepatencia de la enfermedad.

Conservacion de las heces:

Etanol 70 %, MIF (Mertiolate Yodo Formol), PVA (Alcohol Polivinilico). Solo indicado para biis-
queda de trofozoitos de Sarcomastigophora gastrointestinales en heces diarreicas. Imposibilita
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el coprocultivo y obtencién de formas diagndsticas (Ooquistes esporulados, L3 de Strongylida
gastrointestinales...).

EXAMEN MACROSCOPICO.

En caso de presencia de nematodos o porciones de cestodos (proglotis) Lavado de heces
(parasitos visibles macroscopicamente): sol. Salina 0.85 %. Filtrado tamiz (< 1 mm).
Aislamiento en placa de petri sol. Salina.

Aclarado nematodos: Fijacion segin Bouin, Lactofenol (paso previo por alcohol isopropilico
70 %).

Coloracién trematodos y proglotis cestodos. Carmin lactico; Carmin acético.

EXAMEN MICROSCOPICO.
Examen directo (Muestras recientes).

Examen de trofozoitos méviles de protozoos. Dilucion en solucién fisiologica (CiNa 0.85 %,
Ringer, PBS...) atemperada, examen idoneo en contraste de fases. Adiccién de Lugol para con-
trastar los quistes de protozoos (granulos de almidén) en caso de uso de campo claro. Técnica
poco Util en parasitaciones débiles.

Tincidn diferencial protozoos
1) Hematoxilina- Férrica de Heidenhain; Tricrdmica de Wheatley. Trofozoitos sarcomastigophora.

2) Giemsa. Los derivados de Ia tincién de Romanovsky, incluida la tincion rdpida comercial, pro-
veen de un método rapido y amplio para la deteccién de protozoos cuya pared exterior sea
parcialmente permeable al colorante. El secado de la preparacién (extensién 6 impronta) se
realiza adecuadamente en estufa (60 °C, 1-2 horas). La preparacion fijada con metanol (hasta
25 min.) puede conservarse en ambiente seco y refrigeracion por largo tiempo. Dicha técnica
en general no provee de una tincién diferencial de las estructuras de los protozoos intestina-
les, pero su utilidad ademas de en hematologia se halla fuera de toda duda.

3) Ziehl-Neelsen modificado. Dicha técnica similar a la utilizada para la deteccién de
Mycobacterias, utiliza como decolorante una solucién acida (CIH 0.1 %) y como colorante de
contraste verde malaquita. Su utilidad estriba en la tincion diferencial de Cryptosporidium par-
vum, agente causal de diarrea en individuos inmunoincompetentes, como es el caso de la dia-
rrea de los rumiantes en la primera semana de edad.

CONCENTRACION.
1) MIFC:

Sustituir el éter (explosivo) por acetato de etilo. Util para protozoos Sarcomastigophora (mayormen-
te en carnivoros y hombre). Utilizado para examen en fresco de Cryptosporidium parvum provenien-
te de heces esteatorreicas (rumiantes lactantes). En este Ultimo caso una tincion posterior no da
resultados satisfactorios.

2) Flotacién.

Se fundamenta en que las formas parasitarias, no necesariamente aquellas intestinales 6 puimona-
res, tienen una densidad especifica. Al enfrentarlas con una solucién de mayor densidad estos ascien-
den a la superficie pudiendo ser de esta manera aislados y visualizados por métodos diversos.

Las soluciones normalmente empleadas son CINa sobresaturada (1.2 gr/ml); sacarosa (1.2-1.3
gr/ml); yoduro mercuriato potasico (1.44 gr/ml). La utilizacién simultanea de soluciones de diferente
densidad (CINa, IhgK) nos provee de un método suficiente para el aislamiento de ooquistes de coc-
cidios, huevos de trematodos y nematode digestivos y huevos/larvas de ler estadio de nematodos
pulmonares.

Procedimiento general (cuantitativo).
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1) Mezclar en vaso de toma de muestras (tipo orina), 10 gr de heces con agua y hasta 100 mi
(dil. 1/10). Homogeneizar (minibatidora de aspas, 2.000 rpm, 20-30 seg.). Filtrar por gasa de
malla y escurrir la gasa.

2) Completar el volumen hasta 100 ml, homogeneizar y dejar sedimentar durante 30 min
(Opcional centrifugacién, 500 G, 1-2 min.).

3) Decantacién y repetir paso anterior hasta sobrenadante se halle claro.

4) Homogeneizar y recoger sobre 2 tubos de centrifuga 10 ml de suspensién (1 gr de heces).
Centrifugar.

5) Mezclar sedimento con solucién de CINa 1.2 (tubo 1) y IHgK (1.44) hasta 6 mi (dil 1/6).

6) Homogeneizar y por medio de pipeta de plastico con bulbo de 3 mi, lienar ambos comparti-
mentos de la camara de McMaster. Examinar al microscopio (maximo 200 aumentos totales).

7) En cada caso se examinan 2 compartimentos x 1 cm?2 de superficiex 0.15¢m altura=0.30 cm3
ml de dilucién 1/6 de heces y por tanto el nimero total de formas por gramo de heces (fgh)
se obtiene por la férmula:

FGH = N° FORMAS OBSERVADAS x 6 ml SUSPENSION / 0.30 mi / 1 gr HECES.
La sensibilidad de la técnica (observacion de una Unica forma) de = 20 formas por gramo de heces.

Nota: La sensibilidad puede modificarse, la Unica limitacion es la turbidez y/6 opacidad de la sus-
pension. La solucién de IhgK es corrosiva para los elementos metalicos del microscopio, igualmente
es toxica (contiene Mércurio), por lo que no debe de evitarse su eliminacién hacia la red de sanea-
miento publico, puede reciclarse o debe de ser tratada por centros de elminacién no contaminante
para el medio.

La utilizacién de soluciones hiperdensas puede colapsar formas parasitarias, por ejemplo colapsa-
miento de huevos de Fasciola y ulterior hundimiento y pérdida de estos. Sin embargo es un medio efi-
caz para la deteccién de formas parasitarias que muchas veces no se detectan en flotacién con CINa (tri-
churis, Dicrocoelium, L1 de nematodos pulmonares, etc.).

Flotacion cualitativa.
1) Repetir 1) a 4) del procedimiento cuantitativo

2) Adicionar solucién saturada hasta 6 mi y homogeneizar, afiadir mas solucién hasta formar
menisco convexo sobre el borde del tubo.

3) Aplicar cubreobjetos (20x20 mm). Dejar reposar en gradilla y posicién vertical hasta 45 min.
4) Recoger cubre verticalmente. Examinar al microscopio.

Sedimentacion (Huevos de trematodos, Larvas de vermes en heces no recientes).
1) Mezclar 10 gr de heces con 500 ml de agua 6 suero salino(dil 1/25). Tamizar.

2) Dejar reposar (30 min). Decantar y repetir paso anterior hasta que el sobrenadante se halle
claro.
A

3) Resuspender el sedimento en 50 ml de agua (dil 1/5). Homogeneizar y recoger en tubo de cen-
trifuga 10 mi de suspensién (2 gr de heces).

4) Centrifugar, eliminar el sobrenadante y resuspender el sedimento en 5 ml de agua (dil. 2/5).

5) Homogeneizar y observar una gota de suspension (aprox. 0.05ml, 0.02 gr) al microscopio bajo
cubre de 24x32 mm (0.1 ml = 0.05 gr de heces) al M.O campo claro.

Sensibilidad de la técnica: 50 fgh.

La sedimentacion clasica en copa para la observacion de huevos de trematodos (Fasciola) especial-
mente es una técnica poco sensible y tediosa, solo (itil en eliminaciones altas de huevos en heces. En la
zona mediterranea la fasciolosis es generalmente subclinica y limitada por la presencia de su hospeda-
dor intermediario (L. truncatula), siendo muy dificil (por no decir imposible) la deteccién de huevos de
fasciola por la sedimentacion clasica.
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COPROCULTIVO.

En placa de petri de 90 mm, 7-10 dias a 25 °C. Ooquistes Eimeriidae: (Dicromato K 2.5 %). Huevos de
Strongylida (previo a la técnica de Baerman). Establecer una consistencia adecuada de las heces y mante-
ner la humedad constante, se puede mantener la humedad si colocamos el coprocultivo en placa de petri
de 160 mm con solucién sobresaturada ( p. ej. CIK mantiene la humedad relativa alrededor del 90 %).

Tras un tiempo medio de 1 semana (comprobar por examen previo), aunque existen notables dife-
rencias entre especies el coprocultivo de coocidios se somete a flotacion, y examen microscopico. Las
larvas de 3er estadio de Strongylida gastrointestinales son recogidas a través del aparato de Baerman
e identificadas al microscopio.

Un método de coprocultivo y aislamiento de larvas es el de Harada-Mori. Consistente en la aplica-
cién de las heces sobre un trozo de papel de filtro de medidas adecuadas y su introduccion en tubo de
ensayo con agua, de tal forma que las heces quedan cubiertas hasta su mitad. La recogida de larvas del
fondo del tubo y tras incubacién se realiza por medio de pipeta pasteur.

CULTIVO PROTOZOOS INTESTINALES.

Dichas técnicas no son rutinariamente empleadas en laboratorios de parasitologia animal, debido a
que las formas interesadas, amebas, ciliados y flagelados gastrointestinales, poseen escaso valor como
agentes de enfermedades parasitarias en nuestro entorno y objeto de estudio en parasitosis humanas
en zonas tropicales. Asi por ejemplo para el cultivo de Entamoeba histolytica se utiliza el medio bifasico
siguiente: Fase solida: Suero esteril de caballo (80 °C, 1 h.). Fase liquida Albimina — Ringer. Incubacién
37 °C (22 °C en poiquilotermos).

EXAMEN DE SANGRE

Venosa. Envio con anticoagulante (heparina: 100 UI/ml; EDTA: 0.1 mi/10 ml de sangre; Citrato Na:
1.5 ml/ 15 ml de sangre).

Parasitemias (fase febril). Tropismo de formas infestantes por capilares cutdneos y segun el compor-
tamiento de ciclos de ingestién del vector (nocturno o diurno).

Examen Directo.
1) Técnica de extension fina: Porta desengrasado. Secado al aire. Fijacion Metanol 3 min.

2) Gota gruesa: Desfibrinacién. No fijar. Secar al aire o en cdmara. Hemdlisis en agua destila-
da (de grifo sirve). Secado v fijacién posterior.

Envio de ambas muestras en un solo porta. Tincion Giemsa 6 panoptico rapido (en este caso no fijar
con metanol).

Concentracion.

Larvas de vermes: (Knott modificado).1 ml de sangre + 5 ml de solucién Formol 5%-Ac. acéti-
co glacial+ sol. Alcoholica saturada de Violeta de genciana (95:5:2). Centrifugar y examinar el
sedimento. Las filarias y formas migrantes de nematodos (p. €j. Trichinella quedan coloreadas.

Tripanosomas:

a) Sangre + Citrato Na (1:1). Centrifugar 150 G x 10 min. Sobrenadante 900 G x 10 min.
Examinar sedimento. Tefir (Giemsa) en caso necesario.

b) Microhematocrito de Woo. Los tripanosomas se concentran en la interfase plasma-eritrocitos.

DETECCION DE ECTOPARASITOS
1) Animal vivo.

Raspado cutaneo. Dificil hacerlo bien. Problema: 1)existencia de parasitos y su nimero 2) Recogida
de material. 3) Profundidad del raspadoTradicionalmente utilizado para el diagndstico de la sarna,
mayores resultados para la deteccién de micosis cutaneas. Adecuado para Demodicosis (acaros den-
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tro de foliculos y gléndulas accesorias). El raspado debe de agiutinarse , p. ej. Glicerina. Envio en
solucién de alcohol al 70%.

Alternativo: Aspirado superficie (Psoroptes y forma noruega de Sarcoptes scabiei).
2) Sobre el cadaver.

Un método eficaz para el aislamiento de ectoparasitos no voladores de la piel, es la diseccién de por-
ciones de esta (incluida dermis) y maceracién en KOH 10% a temperatura ambiente durante 18 h.,
trancurridas las cuales se raspa la epidermis, que se desprende facilmente. El material recogido puede
ser sometido a lavado, conservacion en alcohol de 709, o incluso flotacién en Sacarosa D=1.18-1.2
gr/ml en tubo 6 McMaster para la identificacion de las formas presentes.

LIQUIDOS Y SECRECCIONES ORGANICAS

Linfa: Puncién de ganglio linfatico e inyeccién de sol. Salina. Masaje y recogida de liquido. Examen
directo y/é tincién del contenido.

Orina: Sedimentacién, Centrifugacion (650-1500 G). Examen directo.

Figura 1. Sistema de Sanidad Animal. interrelacién entre los diferentes operadores. Misién especifi-
ca del Laboratorio de Diagnéstico Oficial en Enfermedades de Declaracion Obligatoria (EDOs).
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Fig. 3 MODELO EPIDEMIOLOGICO
PARASITOSIS INTESTINALES
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Tabla 1. Principales taxones parasitarios de importancia veterinaria (Reino Animal,
Subreinos Protozoa y Metazoa).

WOOND»-mMZ

PHYLUM
Y-LUM

SUBPH  CLASE SU

B ORDEN

CLASE

SUB
ORDEN

GENERO

FAMILIA

KINETOPLASTIDEA | TRYPANOSOMATIDAE
M GOPHORA Trypanosoma, Leishmania
SARCOMAS- AsTt TRICHOMONA-DIDA O
TIGOPHORA L
SARCODINA Entamoeba
Mallphigamoebal
EIMERIINA
EIMERIIDAE
APICOMPLEXA COCCIDIA HAE- PLASMODIIDAE
EI?‘I?\'EO- Haemoproteus
BABESIIDAE
PIROPLASMIA THEILERIIDAE
CILIOPHORA Balantidium
DIGENEA FASCIOLIDAE
TREMATODA DICROCOELIIDAE
PLATYHELMINTES ANOPLOCEPHALIDEA '
EUCESTODAE AENIIDEA ;gg;;;g
Coccus
ASCARIDIDA
METASTRONGYLIDAE
PROTOTRONGYLIDAE
STRONGYLIDA DICTYOCAULIDAE
NEMATHELMINTHES | NEMATODA STRONGYLIDAE
TRICHOSTRONGYLIDAE
ENOPLIDA TRICHINELLIDAE
SPIRURIDA FILARIIDAE
ACANTHOCEPHALA
ANNELIDA HIRUDINEA [ Limnatis
MALLOPHAGA
SIPHUNCULATA
SIPHONAPTERA
BRACHYCERA
INSECTA CULICIDAE
CERATOPOGONIDAE _
DIPTERA NEMA- Culicoides]
TOCERA [ psyCHODIADE
Phlebotomtu
ARTHROPODA CYCLORRAPHA
ASTIG- | SARCOPTIDAE
MATA PSOROPTIDAE
DEMODECIIDAE
ARACHNIDA ACARINA | METAS- | IXODIDAE
TIGMATA [ ARGASIDAE
PROS-
TIGMATA Acarapis|
PENTASTOMIDA LINGUATULIDAE |
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Tabla 2. listado de enfermedades parasitarias sometidas a control oficial y/o de importancia veteri-
naria.

2.1. Protozoos.

3 DENOMINACION  AGENTE HD/HI VECTOR  ORGANO DISTRIB
B/C/- Tripanosomiasis T, vivax Bovidae  Glossina  Sangre grct)r;z)/gu
B/C/An Surra T. evansi Equ., Bov. Sangre Subtrop

Diptera -
B/B/DO  Durina T. equiperdum  Equ. hem. Reprod Mundial
-/-/ES ZMC Leishmanlasis L. donovani Perro, H.  Phlebotomus Visceral | 1TOP-
Sub-trop
B/C/ ES  Trichomonlasls T. foetus Bov. Reprod Mundial
B/C/ES Babesiosis equina B. equi/caballi Equ.
Bl Ixodidae  Sangre
sia sp,
B/C/ES Babesiosis bovina ( B. bovis) 44 Mundial
Theileria organico,

B/C/ES Theileriosis (T. annulatta) Sagn LS
-/-/ES Piroplasm. ovina Babesia/Theilerla OV. Ixodidae Sangre Mundial
-/ZC/ Toxoplasmosis 7. gondii :,Gla-lto/ Mamif gélg;:éco Mundial

- Musc, .
~[ZC/- Sarcocystosis Sarcocystis C;m/Mamlf Sltljéc Mundial
-/2C/- Cryptosporidiosis C. parvum Mamif, H. Gast.Int Mundial
-/-/ES Coccidiosi Aviar  Eimeria spp. Aves Gast.Int Mundial
-/-/ES C. hepética Eimeria stiedae  Co Hepatico Mundial
-/ZC/- Balantidiosis Balantidium coli  po, , H.? Gast.Int Subtrop
-/2C/- Amebiasis E. histolytica Po?, H. GI '_E%F;{SUb

(1) Listas OIE.(A, B 6 C). (2) R.D. 2459/1996 (A: Decl. Obligatoria U.E.; B:
Declaracién obligatoria en Espaiia; C: Enfermedades sujetas a declaracion anual; ZC:
Zoonosis de Comunicacion obligatoria a la UE (R.D. 2491/94). (3) Ley y Reglamento de
Epizootias: DO: Declaracién oficial (Art. 32 Ley Epizootias); ES: Enfermedades que
deberan de figurar en las Estadisticas Sanitarias; ZDO: Zoonosis de Declaracién Oficial;

ZMC: Zoonosis con medidas complementarias.
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2.2. Helmintos

[('{?;//3‘3) DENOMINACION AGENTE HD/HI VECTOR ORGANO DISTRIB
-/-/ ES 'Fasciolosis Fasciola hepatica Herb, H. |L. Truncatula Hepat  Mundial
o Dicrocoelium Zebrina.(1
/-/ES Dicrocoeliosis dendriticum Herb, H. Formicafzg
-B//ZCC,/- Esquistosomlasis Schistosoma Bovis Rum, H.  Bulinus sp  Art. EL%%;
Equinococosls/  Echinococcus (E.  Carn(Perro) .
ZC/ ES Hidatidosis grau/osug)/Hi i3tide /Maﬂ(1, H. ) Ol’ganlco
B/C/ ES, isti i Taenia saginata/
Zﬁé penceray Cisticercus Bovis /B0 H. ¥
3 3 usc
B/C/ ES, cisti i Taenia solium/ C.
ZMC ey cellulosae H/Po,iH. Mundial
Taenia multiceps/ |
/- ES onurosis Coenuro cerebralis Aoy it Ehie
-/ Es  Etrongllosle . Strongylida Mam .
Dyctiocaulus spp  Bo, Ov, Ca Puim
[Estrongliosi .
-/ ES  puimonar ~ Protostrongylidie Ov,Ca  faiaeples Mundial
Metastrongylus spp. Suidae Pulm
Musca
Habronemlasis  Habronema g -
/ '/ ES cutinea. -~ Equ Stomoxis PIEVESt.
i o Musc,S
gl/)BéZC/ Trichineliosis Trichinella spiralis Z?’ Han, NG
-/-/- pom;;i,:losis Ascaris suum Po/H?, Gen; GI
2.3. Artropodos.

LISTA DENOMINACION

AGENTE HD/HI

ORGANO DISTRIB

(1/2/3)

B/B/- Miasis Cochliomyia Piel SubTrop-Neart
{Nuevo Mun i M " (Gusanera).

B/-/- Miasis Chrysomya all Zg‘;’i;’; i
(Vieio mundo) bezziana :
Miasis Wohlfahrtia Miasis |

ilela Subtrop-Palea

i (Viejo mundo) magnifica facultativa Do i

C/-/ES Hypodermosis  Hypoderma Bovis, g, SNC, ORG,  gybtrop-Templ
(Barros) _H. Lineatum Piel

-/-/- Oestrosis Oestrus ovis ov Cav.Nasal,  sybtrop-Temp
(Modorra) SNC

=/ - i Sarcoptes scabiei i

/-] ES Sarna caprina ek cgprae Ca, H Piel Mundial

B/C/ES Sarna equina 521’: C%Zfl.f scabiei Equ H  pief Mundial

-/-/ ES  Sarna Porcina Sarcoptes suis  Suidae Piel Mundial

C/-/ ES  Sarna ovina Psoroptes ovis  Ovino Piel Mundial

-/- 3 P ; Pab. i

/-/ ES Sarna conejo .Psoroptes cuniculi .ConeJo Aricular Mundial

C/ ES Acariasis j j : i Mundial
B/C/ Abejas .Acarap/s woodi  A. meliifera Trdquea
B/B/- Varroasis Varroa jacobsoni Apis spp.  Sup.corp/  Mundial

Celdas cria
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Tabla 3. Técnicas de Diagndstico laboratorial de las diferentes enfermades parasitarias.

~ AGENTE. 'DIAGNOSTICO
Trypanosoma spp. ; -
(Sanguinicolas) ED Sangre. Concentracion en citrato Na. Microhematocrito de Who. Giemsa.

T. equiperdum

Cllnlca (sifilis equme?
D y Giemsa exudado placas edematosas (fase aguda) y exudados genitales

y/o Sangre-fluidos corporales (generalizacion y fase crénica).
Inoculacion en rata de laboratorio.
Serologia: RFC-IFI (Weybridge).

Leishmania spp.

Clinica.

Giemsa (Bazo, médula ésea, ganglios)
Cultivo Promastigotes (Fase en H.I).
Serologia: IFI, ELISA, Aglutinacién Directa.

T. foetus

Clinica y Antecentes: Bovino extensivo, monta natural, infertilidad.
ED secrecciones (picos de presencia de trichomonas) vagmales y lavado pre-

pucial. Contrastacién con lugol. Giemsa.

Cultivo [Caldo ~Glucosa-Suero (BGPSM, GBS..)].

Serologia: Test intradérmico (Kerr). ELISA Trapping; Aglutinacién en latex.
Dto. Diferencial: Campylobacter foetus var. venerealis.

Babesia spp.

Clinica. Giemsa (fase febril). Dto. Diferencial Anaplasma spp. ELISA; IFI.

B. equi/caballi

RFC(Exportacion USA)

Theileria spp.

Cuerpos Azules de Koch (SER). IFI

Cryptosporidium
parvum

Clinica (Sindrome Diarrea Neonatal).
Histopatologia. Examen de heces y raspado/contenido intestinal (Ileon).

IFD

Concentracion: Etil-Acetato, examen y recuento (hemocitémetro) en campo
claro. Tipicos ooquistes (zoitos y cuerpo residual visibles en contraste de
fases/interferencias). Hasta 109 oghx gr heces.

Tincién: Ziehl-Neelsen modificado (acidoresistentes).

Dto. Diferencial: levaduras acidoresistentes.

Coccidios

Especie-especificos.
Histopatologia.

Eimeria stiedae: Macroscdpico (higado) y ED lesiones.
Flotacién: Examen de heces. Cuantificacién McMaster (D= 1.2 gr/ ml).
Coprocultivo Dicromato K 2.5 %.Claves morfoldgicas ooquistes esporulados.

T. gondii

HOSPEDOR INTERMEDIARIO: Clinica. Examen lesional cotiledones.
Histopatologia. IFD.

Serologia IFI, RFC., cinética de anticuerpos (descartar infeccién subclinica o
antlcuerpos resuduales)

Sarcocystis

HOSPEDADOR DEFINITIVO: Coccidios (Esporocistos).
HOSPEDADOR INTERMIARIO: Histopatologia; Digestion artificial (Clorhidro-
pepsica = Sarcocystis spp.; Tripsina: Integridad quiste, especifico);/Serologia. |

Besnoitia sp.

HOSPEDADOR DEFINITIVO &Cl;ato& Coccidios (Ooquistes).
HOSPEDADOR INTERMEDIA| (Rum). Clinica: Forma cutanea producidas

por quistes (alopecias, induracion engrosamientos cutaneos).
Forma aguda (febril): Giemsa sangre deteccidn de merozoitos libres (raro).
Forma crénica: Histopatologia cutanea y conjuntiva esclerética).
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AGERIE] o

DIAGNOSTICO

ED heces o raspado Intestinal. Grueso afectado, morfologia tipica. Concentra-

Balantidium coli/E. ) 5 0

histolytica cion MIF. Cultivo:Suero-Ringer (balantidium), Suero-Albumina-Ringer
(Entamoeba).

Malpighamoeba Clinica. deteccion de formas vegetativas y quistes en contenido intestinal. Dto.

mellificae Diferencial con Nosema Apis (infeccién conjunta frecuente).

Nosema apis: Identificacion esporas en heces y contenido intestino mio. Dto.
Diferencial con Mallphigamoeba mellificae, confusion células de levadura, es-
poras de hongos, cuerpos calareos.

Fasciola hepatica/
Dicrocoelium
dendriticum

Clinica y Epidemiologia (Zonas de alta humedad con presencia de Lymnaea
truncatula en Fasciola). -

Necropsia (higado). Montaje microscépico.

Sedimentacion/flotacion (D= 1.44 gr/ml).

Schistosoma Bovis

Necropsia: Venas mesentéricas fundamentalmente.
Heces: Sedimentacion en glicerina 0.5 %. Concentracion Etil-Acetato.

Echinococcus
(E. granulosus)/Hidatide

HOSPEDADOR DEFINITIVO: Coprologia.

HOSPEDADOR INTERMEDIARIO: Necropsia. Diseccién quiste (ipeligro!)
Prueba de viabilidad: Células flamigeras en fresco, tincién supravital.
Serologia. Interpretacion cuidadosa (membrana del quiste)

Taenia spp HOSPEDADOR DEFINITIVO: Coprologia. ) ]
HOSPEDADOR INTERMEDIARIO: Necropsia. Diseccion quiste, compresion
entre placas y examen protoescolex.

Strongylida Necropsia y Aislamiento. Montaje y examen microscépico. Coprologia.

gastrointestinales

McMaster. Coprocultivo (Placa petri) y Baerman (Larvas de tercer estadio).

Coprocultivo y aislamiento seguin Harada-Mori (Alternativo)

Strongylida Pulmonares.

Necropsia y Aislamiento (hasta bronquiolos). Montaje y examen microscépico.

Coprologia. McMaster.
Baerman (Larvas de primer estadio, protostrongylidae y Dyctiocaulus).

Habronema muscae

ED Exudado heridas (Larvas).
Resto = Stronaylida.

Trichinella spiralis

Triquinoscopia (pilares diafragma) Digestion artificial. (Clorhidro-pépsica).
Tipificacion diagndstico por R.D. 1728/1987

Ciclorrapha Adultos: Captura, Claves morfolGgicas. :
Larvas (Miasis): Morfologia LIII. Conservacion EtOH 70 %.
Nematocera Todas las fases: Captura (parasitos temporales). Conservacién EtOH 70 %.
Sarcoptes scabiei Raspado cutaneo; Aspirado; Aclarado (KOH/Lactofenol). Histopatologia
Psoroptes spp. Raspado placas serosas, Fosa infraorbitaria (infestacion residual), ELISA
(Psoroptes ovis).
Argasidae Captura mecanica, trampas Anhidrido carbénico. Claves morfoldgicas.
Ixodidae Captura /técnica de la manta, extraccion piel. Migracion postmortem.
Acarapis woodi Diseccion traqueal/Corte fino. Aclarado (HOH, Lactico). Diagndstico diferencial
otros Acarapis (A. externus, A.dorsalis).
Varroa jacobsoni Celdas de cria. Extraccidn alcoholica en adultos. Folios con glicerina en piqueras.

ED= Examen Directo. IFD. Inmunofluorescencia directa; IFI: Inmunofluorescencia Indirecta; RFC:
Reaccion fijacion de complemento.
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Enrique Jesus Villalba Montoro.

Jefe Dpto. Microbiologia y Parasitologia.
Laboratorio de Sanidad y Producciéon Aninal.
Cérdoba.

MICOBACTERIAS Y MICOBACTERIOSIS. EL LABORATORIO DE
BACTERIOLOGIA DE TUBERCULOSIS.

INTRODUCCION.

La tuberculosis (TB) es hoy dia, la principal causa de muerte en adultos debida a un solo agente infec-
cioso en el mundo, siendo la tercera en nifios, por detras de diarreas y patologias agudas respiratorias.
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha estimado unas tasas de morbilidad y mortandad para la
especie humana, en el periodo transcurrido desde 1988 hasta 1999, de 88 millones y 30 millones de per-
sonas, respectivamente, con una mayoria de casos en los paises en vias de desarrollo. Un gran ndmero
de estos paises, son incapaces o presentan un bajo niimero de notificaciones, debido a la precariedad
de sus sistemas sanitarios. Segun el informe emitido por Kochi para la OMS en 1991, alrededor de un
tercio de la poblacién mundial podria estar infectada por micobacterias de caracter tuberculoso.

Se estima que para este afio la incidencia a nivel mundial se incrementara en 10,2 millones y mori-
ran 3,5 millones de personas (mas un millén de nifios), lo que representa unas tasas de aumento del
36% y 39% respectivamente, desde 1990. Del total de estos casos, el 38,7% se produciran en el Sudeste
Asidtico, un 22% en la zona del Pacifico Oeste (exceptuando Japdn, Australia y Nueva Zelanda), un 20%
en Africa (especialmente zona subsahariana), el 8,5% en la franja este del mediterraneo, un 6,3% en
América (excepto EEUU y Canada), el 2% en la Europa del Este (incluidos los estados independientes de
la antigua URSS) y por Gltimo un 2% en el conjunto formado por la Europa Occidental, EEUU, Canada,
Japdn, Australia y Nueva Zelanda. El ratio (incidencia de nuevos casos por 100. 000 habitantes) oscila
desde un 24 en el mundo occidental, hasta 247 en el Sudeste Asiatico o el 293 de Africa.

Datos presentados por la FAO en 1995 indicaban que de los aproximadamente 1300 millones de bovi-
nos existentes en el mundo en esa fecha, un tercio se localizaba en areas con tuberculosis erradicada,
otro tercio en zonas donde la enfermedad esta muy extendida aunque se desconoce su incidencia y el
resto en areas de alta incidencia. Globalmente se estima una prevalencia mundial del 5%, lo que equiva-
le a mas de 60 millones de bovinos afectados. En los paises en vias de desarrollo la TB animal se distri-
buye ampliamente y no se aplican o son insuficientes las medidas de control previstas. Raramente se prac-
tica la pasteurizacion, favoreciendo los contagios por la via digestiva.

En los paises industrializados, los programas de control y erradicacion de la TB animal, junto a la pas-
teurizacién de la leche por la industria, han reducido drasticamente la incidencia de la enfermedad pro-
ducida por Mycobacterium bovis, tanto en el ganado como en humano. Dichos programas se basan gene-
ralmente en estrategias de diagndstico y sacrificio. Sin embargo, la limitacién de los test diagndsticos en
las fases de menor prevalencia, unido a la presencia en determinadas regiones de reservorios salvajes o
la actuacion de otras micobacterias interfiriendo en el diagnéstico, -entre otros factores-. Han disminui-
do sobremanera la eficacia de dichos programas en algunas zonas, provocando un estancamiento e inclu-
so el resurgimiento de la tuberculosis animal y humana. El diagnéstico laboratorial de tipo bacteriol6gi-
€O en estos casos es necesario, ya que permite un conocimiento exacto de la etiologia al confirmar o
descartar que los resultados de la tuberculina positivos sean debidos a M. bovis o a infecciones simples
0 mixtas en las que participan otras micobacterias, principalmente M. avium y en menor medida M. tuber-
culosis. En segundo lugar y no menos importante, con el conjunto de aislamientos obtenidos en una
regién podemos elaborar mapas epidemiolégicos, aplicando técnicas de ingenieria genética que evalGian
los polimorfismos del genoma de esta micobacteria.

La TB es uno de los principales agentes oportunistas en pacientes infectados por el virus HIV. El
impacto de la pandemia de Sida sobre la TB ha sido tan significativo que tal asociacién fue deniminada
por Chretien (1990) como “El diio maldito”, Mientras que una persona infectada de TB tiene un 10%
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de posibilidad para desarrollar clinica tuberculosa, el riesgo aumenta al 50% en pacientes HIV+. Este
mayor riesgo, unido a un periodo de incubacién mas corto, han conducido a la aparicién de algunos bro-
tes de TB, como los descritos en New York (Rieder, 1994), que obligaron a las autoridades durante el
periodo 93-95 al internamiento y tratamiento forzoso de 150 pacientes afectados de tuberculosis poli-
rresistentes con antecedentes de rechazo de terapia. La TB VIH asociada ha pasado de ser sélo un 4%
del total de casos en 1990, hasta alcanzar el 14% (1,4 millones) para este mismo afio. Resulta signifi-
cativo que el 80% de esta cantidad se sitGen repartidos por igual entre Africa subsahariana y Sudeste
Asidtico, donde constituyen un problema sanitario de primera magnitud. No olvidemos que los movi-
mientos migratorios mas o menos controlados provenientes de estas zonas, son un claro riesgo de entra-
da de nuevas cepas con perfiles de patogeneicidad y/o antibioresistencia desconocidos.

Parece estar reconocido que M. bovis es menos virulento que M. tuberculosis para el hombre y que
la infeccién entre humanos es rara. Sin embargo, si esta aparente diferencia en la virulencia es el resul-
tado de diferencias en la respuesta inmune defensiva de los individuos, la inmunosupresion-VIH-induci-
da podria estar cambiando este patrén de conducta, como lo demuestra la aparicién cada vez mas fre-
cuente de infecciones por M. bovis en estos pacientes. La resistencia intrinseca de M. bovis a la
pirazinamida, uno de los firmacos de primera eleccion en la TB humana, podria limitar severamente la
eficacia de los tratamientos de TB causada por esta bacteria.

Recientes datos publicados por la OMS en New England Journal of Medicine revelan que la resisten-
cia a los fArmacos contra la tuberculosis se esta incrementando en todo el planeta. Este estudio, des-
arrollado en 35 paises por la OMS entre 1994 y 1997, en colaboracién con la “Unién Internacional con-
tra la Tuberculosis y las Enfermedades Pulmonares”, establece la aparicion y expansién del SIDA como
uno de los motivos principales del resurgimiento de la TB, ya que en muchos de los infectados por el VIH
han surgido variantes resistentes que luego han contagiado a otras personas. Los porcentajes mas altos
de resistencia se han encontrado en la antigua Unién Soviética, Republica Dominicana, Argentina y el
Sudeste Asidtico, variando desde un 9% en pacientes sin historial de tratamiento previo hasta el 36% en
aquellos que si lo habia recibido. La infeccién VIH no parece causar “per se”, fenémenos de resistencia,
pero acelera sobremanera su difusién en comunidades susceptibles.

Teniendo en cuenta factores como la emigracion, el turismo intercontinental y el comercio a escala
mundial es factible que muchas variantes resistentes de la TB aparezcan en el mundo occidental . Como
afiadido, la OMS ha advertido sobre el riesgo de contagio de TB en aviones, donde recomienda que se
instalen filtros de aire de la maxima eficacia, al tiempo que recuerda que 1400 millones de individuos se
sube cada afio en un avién, Toda persona aquejada de TB debe abstenerse de viajar en ellos mientras
esté infectada, seguin la OMS.

MICOBACTERIAS: CONCEPTO Y TAXONOMIA.

Segun la tltima edicién del Manual Bergey de Sistematica Bacteriana, el género Mycobcterium es el
Unico dentro de la familia Mycobacteriaceae, la cual esta encuadrada en el orden Actinomicetales, que
incluye también los géneros Corynebacterium, Nocardia y Rodococcus. Todos ellos conforman el llama-
do grupo CNM,

Los requisitos basicos que debe ofrecer una bacteria para incluirse en el género Mycbobacterium son:
Alcohol-acido resistencia, no formar esporas, conidios o capsulas, ser inmévil (carecen de flagelos), aero-
bia, Gramm positiva. Su morfologia es la de bacilos rectos o curvados, presentando a veces forma coco-
bacilar, filamentosa o ramificada. El tamaiio del soma bacteriano es de 0,2-0,6 x -10um. El contenido en
G+C es del 61-71 mol%.

Una caracteristica singular de estos microorganismos es la elevada riqueza en lipidos de su pared bac-
teriana, que alcanza el 40%, a diferencia de las bacterias Gram positivas (5%) y Gram negativas (20%).
Esta propiedad les permite crecer formando colonias hidrofébicas sobre medios sdlidos, o como fila-
mentos de tipo flingico en los caldos, de ahi su denominacién con el prefijo griego “myco”-hongo.
Ademas, la gran riqueza lipidica explica sus propiedades patégenas e inmunoldgicas y es la causa de su
especial resistencia a la decoloracion con soluciones de acidos y alcoholes. Esto Ultimo es la base de los



Diagndstico de enfermedades de declaraciéon obligatoria (EDOs)

métodos de tincidn, entre los cuales el mas conocido es el de Ziehl-Neelsen, por el cual se tifien con un
primer colorante basico que es retenido al someterlas a decoloracion posterior con HCL 3% en etanol.
Las micobacterias pueden ser tefiidas con colorantes fluorescentes (auramina.rodamina),

De entre los lipidos, los micdsidos de superficie (glucolipidos y peptidoglucolipidos) determinan los
caracteres de las colonias, la especificidad seroldgica y la sensibilidad a los bacteriéfagos. Se considera
que cooperan en asegurar la supervivencia de las bacterias en el interior de los macrdfagos. Las capas
superficiales de acidos micdlicos ramificados de cadena larga y sus ésteres constituyen la mayoria de los
lipidos de la pared bacteriana. En gran parte, la acido-resistencia depende de estos componentes. Su sin-
tesis es inhibida por la isoniazida. La cera D, autolisado de M. tuberculosis ,contiene elementos de todas
las fracciones de la pared celular, tiene actividad adyuvante, activa los macréfagos, estimula sobre todo
las respuestas inmunes mediadas por células, incluida la alergia, de tipo retardado e induce la formacion
de granulomas. Uno de sus constituyentes, el “Cord Factor” o factor cuerda (6-6" dimicolil trealosa),
inmoviliza los neutrdfilos, actlia como adyuvante, induce respuestas granulomatosas y provoca una rup-
tura de las mitocondrias que ocasiona alteraciones de la respiracién celular. A pesar de esta denomina-
cién, no se ha probado su relacion con el crecimiento en forma de cuerda de las micobacterias.

Las micobactinas son aminas de la pared celular que intervienen en la captacién del hierro. Estan pre-
sentes en todas las micobacterias, con la excepcion de M. avium subsp paratuberculosis. La existencia
de pigmentos carotenoides en algunas micobacterias (en las cromégenas frente a las no cromégenas) y
su dependencia de la luz (las fotocromdgenas frente a las escotocromdgenas) sirve, como veremos a
continuacién como criterio de clasificacion.

En la actualidad han sido descritas mas de 70 especies diferentes incluidas en la lista de nombres
bacterianos del ICBS (International Commitee on Systematic Bacteriology), las cuales pueden ser agru-
padas de diferentes maneras segtin la caracteristica que se valore.

En primer lugar podemos dividir las micobacterias de interés médico segtin el primitivo esquema de
Runyon, basado en la pigmentacion (positiva a la luz, fotocromdgena; positiva a la oscuridad: escoto-
cromogena, negativa: no cromégena) y en el tiempo de crecimiento Gptimo, segtin se produjese en mas
de 7 dias(lento)(grupo I-fotocromoégenas-;grupo II-escotocromégenas-; grupo III —no cromégenas) o
menos de 7 dias (rapido)(grupo IV). En 1990, Casal adapté esta clasificacion, actualizéndola a todas las
especies conocidas hasta la fecha. De esta manera el grupo IV quedaba estructurado de la siguiente
forma: grupo IV-fotocromégenas-: grupo V —escotocromdgena-; grupo VI —no cromégenas-. Otro crite-
rio mas simple estaria basado en el mayor o menor grado de patogenicidad, dividiendo las micobacte-
rias en patdgenas y apatégenas. Relacionando esta premisa con el esquema clasico de Runyon, sobre
un 15% de las especies de rapido crecimiento se han relacionado con enfermedad humana o animal. Por
el contrario, un 78% de las de crecimiento lento estan implicadas en algtin tipo de proceso morboso. Las
micobacterias apatdgenas se aislan del medio ambiente pero nunca de lesiones organicas. Su importan-
cia radica en la posibilidad de que interfieran en las pruebas diagnésticas al sensibilizar al hombre y ani-
males.

Por su capacidad de crecer en medios de cultivo inertes, todas las especies son cultivables, con la
excepcion de M. leprae, que ha de replicarse mediante inoculacién en la aimohadilla plantar de ratén
(ensayos de rutina) o en el armadillo de 9 bandas, donde por su mayor sensibilidad puede multiplicarse
en gran ntimero con el fin de obtener antigeno reactivo para test cuténeos.

Algunas especies de micobacterias presentan una gran similitud entre ellas, al estar filogenéticamen-
te muy préximas entre si, con porcentajes de homologia determinados por hibridacién ADN-ADN entre
el 20 y el 60%. Constituyen lo que se denomina un Complejo. Debemos sefialar que porcentajes mayo-
res del 60-70% permiten la estimacion de dos microorganismos como pertenecientes a una misma espe-
cie.

Dentro del género Mycobacterium han sido establecidos los siguientes Complejos:

e Complejo M. tuberculosis. Constituido por M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M.
microti, la cepa BCG de M. bovis y el reciente nuevo taxén M. canetti.

e Complejo M. avium-intracellullare: M. avium, M. avium subsp paratuberculosis y M. intra-
cellullare.
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e Complejo M. fortuitum: M. fortuitun, M. chelonae, M. peregrinum y M. abscesus.

o Complejo M. parafortuitun: M. parafortuitun, M. aurun, M. dierboferi, M. necaurum y M.
vaccae.

e Complejo M. terrae: M. terrae, M. nonchromogenium y M. triviale.
e Complejo M. scrofulaceun: M. scrofulaceun y M. simiae.

o Complejo M. gordonae: M. gornodae, M szulgai y M. asiaticum.

e Complejo M Kansali: M. Kansaii y M. gastri.

La taxonomia clasica se ha basado en el estudio de los caracteres fenotipicos, tales como el perfil de
crecimiento o la medida de ciertas reacciones bioquimicas, como manifestacion de su perfil enzimético.
Mas aun, el andlisis de los caracteres fenotipicos a nivel molecular (patrén antigénico, perfil de &cidos
grasos, deteccion de enzimas, porcentaje G+C), e incluso el propio estudio genético-molecular (homolo-
gia ADN-ADN, PCR), ofrecen la posibilidad de establecer las relaciones filogenéticas bacterianas entre
individuos de forma rigurosa. Sobre esta base, especies integradas en un mismo complejo como M. bovis
y M. tuberculosis, han sido consideradas "artificialmente” como especies distintas desde hace mas de un
siglo, siguiendo criterios mas clinicos que taxondmicos, ya que la similitud de sus ADN es del 98%. Desde
el punto de vista genético, y por tanto taxondmico, los bacilos tuberculosos de los mamiferos (Complejo
M. tuberculosis) serian variantes de una sola especie, M. tuberculosis: variantes humana, bovina y muri-
na.

Las micobacterias resisten la exposicion durante 30 minutos a las soluciones de NaOH 1N o de HCL
1N, hecho éste que se aprovecha para eliminar los agentes contaminantes de las muestras. Asimismo,
son resistentes a varios agentes antimicrobianos, colorantes bacteriostaticos y muchos desinfectantes.
Los desinfectantes fendlicos son los mas eficaces, siendo el fenol 5% el producto de eleccién para la des-
infeccidn de utensilios y superficies de trabajo. Le siguen en efectividad los aldehidos (formol), haloge-
nados (hipoclorito sédico, povidona yodada). Carbanilidas y clorhexidina. De otro lado, resisten la dese-
cacién y sobreviven largo tiempo en el suelo. Son sensibles a la luz solar, radiaciones UV y a la
pasteurizacion.

MICOBACTERIOSIS.

Como se ha referido con anterioridad, se conocen mas de 70 especies diferentes de micobacterias,
muchas de las cuales causan enfermedad en el hombre y animales. Desde un punto de vista clinico-médi-
co, las micobacterias son divisibles en 3 grupos (Granje y Collins, 1983).

* 1. Los patdgenos obligados. Principalmente el Complejo M. Tuberculosis y M. leprae en la
especie humana; Complejo M. tuberculosis (fundamentalmente M. bovis) junto al Complejo M.
avium (M. avium y M. avium subsp. Paratuberculosis) en patologia animal.

¢ 2.- Especies que normalmente son de vida libre (micobacterias ambientales), pero
pueden causar infecciones oportunistas e interferir en pruebas diagndsticas.

¢ 3.- Especies que nunca o raramente provocan enfermedad.

Las principales enfermedades producidas por algunas de las especies integradas en los dos primeros
grupos son las siguientes:

TUBERCULOSIS HUMANA.

Debida fundamentalmente a M. tuberculosis (Koch, 1882) y en menor medida a M. bovis (Smith,
1886)(Karlson y Lessel 1970), M africanum (Castets y cols. 1969) y al reciente nuevo taxon M. canet-
ti (Soolingen y cols. 1997), aislado inicialmente por Canetti en 1969. M. tuberculosis posee una estruc-
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tura genética escasamente variable entre diferentes aislados, incluso obtenidos de diferentes continen-
tes. Esto contrasta con su antigiiedad, cifrada en 15.000-20.000 afios, segn estudios paleogenéticos, y
la evidencia paleopatoldgica de su existencia en Egipto hace més de 5.000 afios, en Europa 2.500 afios
a.C., e incluso en la América precolombina, a través del ADN detectado sobre lesiones pulmonares en
momias peruanas con 1.000 afios de antigliedad. Las caracteristicas fenotipicas, la relacién entre sus
antigenos y la homologia de los ADN (98-100%) de M. tuberculosis'y M. bovis, sugiere que ambos com-
partieron un mismo ancestro, debiendo ocurrir un fenémeno de especializacién tras la domesticacion del
ganado hace 8.000-10.000 afios.

Existen dos variantes mayores de M. tuberculosis —el tipo original descrito por Koch, virulento para el
cobaya y extendido por todo el mundo-, y una 22 variante recientemente descrita en el sur de la India
y entre algunas etnias en Asia, atenuada para dicho animal, M. africanum es una especie heterogénea
de caracteristicas intermedias entre M. tuberculosis y M. bovis. Han sido reportadas dos grandes varian-
tes geogrdficas (tipo I y II)(Collins y cols. 1982), M. bovis ofrece dos variantes, la cepa clésica y la
denominada BCG (Bacilo Calmette Guerin), cepa atenuada a partir de un cultivo patégeno de M. bovis,
pero con caracteristicas claramente diferenciadas del resto del complejo M. tuberculosis.

La TB se adquiere normalmente por inhalacion de microgotoas de unos 5mm que transportan unas
pocas micobacterias, eliminadas con la tos por enfermos baciliferos. El pulmén es el principal 6rgano
afectado, aunque también pueden estar afectados los nédulos linfaticos, médula, rifién, sistema repro-
ductor, intestino, piel y sistema nervioso central. La multiplicacién de las micobacterias en el sitio de
implantacién conduce a la formacion de una pequefia lesién llamada “foco de Ghon”. El drenaje linfatico
conduce al transporte y multiplicacién bacteriana en los ganglios regionales, produciendo su consiguien-
te afeccion. El conjunto formado por el foco de Ghon y los nédulos linfaticos afectados se denomina
“Complejo Primario”.

La TB causada por M. bovis es clinicamente indistinguible de la originada por M. tuberculosis.
Globalmente supone alrededor del 3% del total de casos en humana (2,1% de las formas pulmonares y
9,4% de las extrapulmonares). En piases donde no se ha controlado la TB bovina, un gran numero de
casos en personas jovenes se deben al consumo o manipulacién de leche sin pasteurizar procedente de
vacas tuberculosas, manifestando linfadenopatia cervical, lesiones intestinales y TB crénica en la piel
(lupus vulgaris). En regiones donde ha sido erradicada la TB del ganado, s6lo un 1% de casos tienen su
origen en M. bovis como reactivacién de lesiones en fase de latencia.

El hombre y los primates no humano presentan bastante resistencia frente a M. avium, a no ser que
estén gravemente comprometidos por el SIDA o alguna enfermedad boncopulmonar preexistente.

TUBERCULOSIS ANIMAL.

Producida por M. bovis en ungulados y carnivoros domésticos y salvajes, M. avium (Chester, 1901)
en aves y M. microtti (Reed, 1957) en ratdn campestre. De los mas de 20 serotipos encuadrados en el
complejo M. avium-intracellullare, solo los serotipos 1y 3 son bacilos tuberculosis aviares, M. tuberculo-
sis puede transmitirse desde el hombre, aunque es menos virulento para la mayoria de especies anima-
les, excepcion hecha con el perro y primates no humanos.

M. bovis tiene la capacidad de infectar a un amplio rango de hospedadores. La enfermedad afecta
primordialmente al ganado bovino, mientras que otras especies como la cabra, el cerdo, perro y gato
alcanzan una susceptibilidad intermedia. En el extremo opuesto se sitdia la oveja, que parece manifestar
cierta resistencia a la infeccion, tal como ocurre con los équidos. También se han descrito infecciones en
papagayos y aves de rapifia. Entre otros animales silvestres, sefialar principalmente los rumiantes (cér-
vidos, cabras, cebl, bisonte, bufalo, llama) y otros casos descritos en jabali, lince, conejo, liebre, rata.
Oryx, zorro, hurén, focas y elefante, asi como en primates no humanos y felinos recluidos en parques
zooldgicos, tales como leones, tigres y leopardos. El test de Tuberculina no es efectivo en la mayoria de
estas especies. Por esta razon, esta siendo investigado el empleo de la vacunacién como método de con-
trol en estas poblaciones.
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Especial atencion merecen dos especies silvestres: el tejon (Meles meles) y la zariglieya ( Trichosorus
vulpecula). Ambos son considerados como reservorios y fuente de contagio de M. bovis en la especie
bovina y hoy en dia representan un problema para la erradicacion de la 7B bovina en Gran Bretaifia e
Irlanda, asi como Nueva Zelanda, respectivamente. Concretamente en Gran Bretafia, un informe emiti-
do por Sir John Krebs (Krebs y cols, 1997) a peticién del gobierno britanico, concluia que el tején con-
tribuye al mantenimiento de la TB bovina. Actualmente se desarrolla un estudio de campo distribuido en
30 areas de 10Km2 (10 tripletes de 3 areas cada uno), donde se estan desarrollando planes de elimina-
cién de tejones con distinta intensidad, para poder establecer el grado de implicacion de esta especie en
la epidemiologia de la TB bovina. Se esperan obtener los primeros resultados validos a partir del afio
2.002 (Bourne y cols, 2000).

M. bovis, es mas virulento para los animales que M. tuberculosis. La TB clinica es una enfermedad
debilitante que se caracteriza por adelgazamiento progresivo, apetito erratico, fiebre irregular y, a veces,
por sintomas localizados, como son un aumento del tamafio de los ganglios linfaticos, tos y diarrea. En
los bévidos, la infeccion suele concentrarse en el tracto respiratorio, las tonsilas y sus ganglios regiona-
les, asi como en las cavidades serosas, caracterizandose por la formacién de granulomas nodulares cono-
cidos como tubérculos. Cualquier territorio organico puede verse afectado, pero las lesiones se observan
preferentemente en nddulos linfaticos (sobre todo bronquiales, mediastinicos y retrofaringeos), pulmén,
intestino, higado, bazo, pleura y peritoneo. En el ciervo, estudios experimentales sugieren que la region
tonsilar es un punto clave de infeccién primaria, debido a que los nédulos retroferiengeos mediales, que
drenan este area, estan lesionados con frecuencia (Cassidy y cols, 1999). La infeccion de la ubre es rara
(<2%), pero tiene claras repercusiones para la salud publica.

Estudios recientes han demostrado que la dosis infectiva guarda una estrecha relacién con la grave-
dad de la enfermedad. Asi, inoculaciones intratraqueales o intranasales de 105-106 ufc, originan multi-
ples lesiones difusas en el tracto respiratorio, y en ocasiones, TB clinica. Por el contrario, parece que la
mayoria de infecciones naturales se inician con bajas dosis de M. bovis y en estas primeras semanas de
infeccién cuando la excrecion de micobacterias es mas constante (Morrison y cols, 2000).

La infeccién por M. avium en bovino, generalmente es subclinica. Se presentan abortos, a veces de
forma repetida, que podrian ser consecuencia de la localizacién de la bacteria en la pared uterina.

LEPRA HUMANA.

Causada por M. Leprae (Hansen, 1880, Lehman y Neuman 1896). Es la segunda enfermedad
micobacteriana del hombre, con 6,5 millones de personas afectadas en 1994. En los roedores también
puede producir infecciones limitadas. El armadillo de nueve bandas es sensible tanto a la infeccién natu-
ral como a la experimental.

Su cuadro clinico varia desde las formas lepromatosas, con multiplicacion bacteriana abundante y
lesiones poco circunscritas gobernadas por una discreta reaccién inflamatoria, a la forma tuberculoide,
donde las bacterias son escasas pero la respuesta inflamatoria celular es muy intensa. En esta fase se
producen lesiones nerviosas que originan anestesia, paralisis, distrofia, deformidad y mutilacién, en un
curso que se prolonga durante afios o décadas.

PARATUBERCULOSIS O ENFERMEDAD DE JOHNE DE LOS RUMIANTES.

Provocada por M. avium subsp. Paratuberculosis (anterior M. paratuberculosis) (Bergey y cols.
1923). Se trata de una infeccion cronica intestinal que afecta a un amplio niimero de especies, desta-
cando especialmente los rumiantes domésticos (vaca, cabra oveja, camello, llama, bufalo) y salvajes
(ciervo, gamo, corzo, muflon, antilope, etc), donde dicha bacteria origina en adultos jévenes un cuadro
clinico tipico, caracterizado por diarrea y adelgazamiento. También se ha aislado en especies monogas-
tricas como el caballo, perro y cerdo, e incluso la gallina, produciendo infecciones sin desarrollo del cor-
tejo clinico referido, aunque sumamente interesantes por su posible papel reservorio. Algunos investiga-
dores cuestionen su relacion con la enfermedad de Crohn humana, dada la similitud existentes con cepas
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de crecimiento lento micobactina-dependientes aisladas en algunos pacientes asi como la reaccion sero-
légica demostrada en estos frente a dichas cepas.

OTRAS MICOBACTERIOSIS.

De enorme auge en la actualidad, en especial en la especie humana, debido a la accién del Complejo
M. avium como patdgeno oportunista pulmonar en pacientes infectados por el virus HIV. A continuacién
describimos las principales Micobacteriosis secundarias en patologia animal:

* Lepra del gato y otras micobacteriosis felinas. Es una infeccién ndédulo-ulcerosa de la piel
debida a una micobacteria no tuberculosa que se sefiala como procedente de Nueva Zelanda,
Australia, Gran Bretaia, Holanda y Oeste de Norte América. Podria estar relacionada con mico-
bacterias oportunistas de rapido crecimiento (Grupo IV de Runyon), asi como con M. feprae-
nurium, M. fortuitum, M. smegtatis, M. xenopi, M. ulcerans y M. thermoresistibile.

+ Enfermedad parecida a la lepra en roedores. Causada por M. lepraecmurium (Marchoux
y Sorel, 1912). A diferencia de M. leprae, éste puede cultivarse sobre medios inertes.

« Linfangitis ulcerosa de los bovidos por micobacterias. Son lesiones cutaneas nédulo-
ulcerosas, sobre todo en la parte distal de las extremidades y en la zona ventral del tronco. Se
parecen a los tubérculos y es tipico que contengan bacterias acido-resistentes no cultivables.
Su principal interés radica en las posibles reacciones falsas positivas en la prueba de tubercu-
lina.

¢ Linfadenitis en cerdos: Provocada por M. avium.
¢ Linfadenitis en ciervo: Producida por M. aviumy M. bovis.

¢ Micobacteriosis de peces y animales pioquilotermos. Causadas principalmente por M. marinum
(patdgenos para peces), M. chelonae, M. fortuitum, M. intracellullare y M. xenopi.

e M. sylvaticum ha sido aislado en palomas silvestres. Comparte algunos rasgos con M. avium
y M. avium subsp. Paratuberculosis.

EL LABORATORIO BACTERIOLOGICO DE TUBERCULOSIS.

Cada administracion, ya sea de salud publica como de sanidad animal ha de determinar segun sus
necesidades que nivel ha de alcanzar el servicio de diagnéstico laboratorial de tuberculosis. Tanto en pia-
ses desarrollados como en aquellos en via de desarrollo, han sido propuestos diversos sistemas de acuer-
do a la complejidad diagnéstica que ofrezcan, y a lo largo de la historia podemos citar los del Servicio
de Laboratorios de Salud Publica del Reino Unido (1966), el del Centro para el Control de Enfermedades
de Atlanta (1993), el de la Sociedad del Térax Americana (1983) o el descrito por Mitchison (1982).
Todos coinciden con el criterio definido por la OMS en 1993, de clasificar los laboratorios de acuerdo al
riesgo de exposicion a los agentes bioldgicos. Segin esto, distinguimos 3 tipos de laboratorios de tuber-
culosis, segun el nivel de contencion alcanzado:

1.- Laboratorio de TB nivel 1:- Son generalmente habitaciones simples o parte de otro laborato-
rio en un escaldn primario. Su trabajo se restringe a la toma y/o recepcién de muestras, asi como al
envio de éstas a un laboratorio de nivel superior. Se encargan del aimacenamiento y distribucién del
material utilizado en la toma de muestras. No realizan ninglin examen bacterioldgico especifico.

2.- Laboratorio de TB nivel 2: Estas unidades son mayores que las anteriores, aunque son parte
de un laboratorio de microbiologia o patologia mas complejo. El trabajo incluye el examen microsco-
pico de preparaciones (tincién de improntas y cultivos) y en algunos, el cultivo de especimenes, aun-
gue en la mayoria, estos cultivos son enviados a un laboratorio de grado superior para su incubacién
e identificacion, en el caso de existir en la estructura. Este laboratorio necesitard como minimo una
estufa de incubacidén aerdbica, refrigerador y si es posible, camara de flujo laminar de alta seguridad
bioldgica y centrifuga refrigerada. Si han de procesarse las biopsias 0 muestras de tejidos, se reque-
rird un digesto Stomacher. El autoclave es imprescindible, pero puede estar situado en otra sala pré-
xima. Es esencial la facilidad para el lavado de manos, tanto dentro como fuera de este habitaculo.
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Segln Casal (1991), entre los cometidos habituales de esta unidad tendriamos:
— Coordinador de laboratorios de nivel 1
— Adiestramiento del personal de nivel 1y 2
— Recepcidn y procesamiento de muestras (Ziehl-Neesen y Fluorocromos).
— Descontaminacion y siembra.
— Envio correcto de cultivos a nivel 3
— Pruebas preliminares de identificacion.
— Control bacterioldgico de tratamiento y fichero de enfermos (en humana)
— Estadistica bacteriolégica de su zona.

3.- Laboratorio de TB Nivel 3: Estos laboratorios mas especializados examinan preparaciones y
cultivos de micobacterias. Algunos pueden no hacer nada mas que esto y envian los cultivos a otros
laboratorios N3 que contintan la identificacién hasta el nivel de especie y realizan (en clinica huma-
na) los ensayos de susceptibilidad antibidtica. EI mayor grado de especializacion lo alcanzan aquelios
laboratorios dedicados a la investigacién y/o formacion, asi como los laboratorios referencia, que pue-
den contar con una unidad especial dotada de instalacion radioactiva (sistema radiométrico BACTEC).

El disefio de estos laboratorios se hara tendente a proteger a los trabajadores de la inhalacion de
aerosoles. Contrario a la creencia general entre los administradores sanitarios, ingenieros y arquitec-
tos, los laboratorios N3 no necesitan sofisticados y caros sistemas de acondicionamiento de aire para
conseguir la denominada “presidn negativa”. De hecho, muchos de los problemas y falios de las cabi-
nas de seguridad bioldgica en los nuevos laboratorios se atribuyen directamente a incorrectos gra-
dientes de presion, a la vez que exponen a los trabajadores de otro lugar a riesgos frente a agentes
aerégenos. En un laboratorio N3 debe producirse durante el tiempo de trabajo una extraccién conti-
nua de aire fuera del edificio, a través de la cabina de flujo laminar de seguridad bioldgica y de un
simple extractor situado en la pared o ventana. De esta forma, se establece un gradiente de presion
proveniente del pasillo o de los laboratorios anexos, dirigido hacia la sala de nivel 3, y finaimente,
fuera del edificio. Pese ello, resulta prudente en unidades N2 y N3, como medida afiadida de protec-
cion personal, el uso habitual en todas las operaciones de mascarillas de proteccion individual. Todo
laboratorio N3 tendra al menos 5 areas de trabajo bien definidas.

e Compartimento de_recepcidn de muestras.
e Zona de trabajo en cabina de seguridad biolégica.
e Area de tinciones con pila de desagie.

» _Area de microscopia, preferiblemente en la parte menos iluminada de la habitacién, sobre
todo se realiza fluorescencia.

Zona limpia, donde se anotaran datos y registros.

Obviamente, debera reservarse espacio en la planta para la restante equitacidn necesaria, como son
la centrifuga refrigerada, estufa de incubacién aerébica, frigorifico, homogeneizador de tejidos (si
fuera necesario), grifo lavamanos (independiente del fregadero de tinciones), cubeta para material
desechable y armarios independientes para instrumental, reactivos y ropa de vestir.

Aunque la mayoria de las administraciones en paises desarrollados son partidarias, debido a la legis-
lacién sobre riesgos laborales y exposicidn a agentes biolégicos, que el trabajo con material tubercu-
loso se lleve a cabo en laboratorios de nivel 3, esto no siempre es practico en los paises en vias de
desarrollo. La normativa espaiola que regula esta materia es la Ley 31/95 sobre “Prevencién de
Riesgos Laborales” y el R.D. 664/1997 sobre “Proteccion de los trabajadores contra los riesgos rela-
cionados con la exposicion a agentes viroldgicos durante el trabajo”. El articulo 3 del R.D., clasifica
los agentes biolégicos (bacterias y afines, virus y parasitos) en 4 grupos de peligrosidad creciente (1,
2, 3, 4), en funcién de que causen enfermedad en el hombre y/o colectividad y en la existencia de
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un tratamiento o profilaxis eficaz. Segun estos criterios, el Anexo II relaciona aquellos agentes biold-
gicos adscritos a los grupos 2, 3 y 4. De entre ellos, citaremos a continuacion las micobacterias con-
templadas por este R.D. y su grupo de pertenencia:

Mycobacterium africanum (grupo 3) — vacuna disponible.

Mycobacterium avium intracellullare (grupo 2).

Mycobacterium bovis (excepto la cepa BCG)(grupo 3) —vacuna disponible-.

Mycobacterium chelonae (grupo 2).
Mycobacterium fortuitum (grupo 2)
Mycobacterium Kansaii (grupo 2).
Mycobacterium leprae (grupo 3).
Mycobacterium malmoense (grupo 2).

Mycobacterium marinum (grupo 2).

Mycobacterium microti (grupo 3 —normalmente no infeccioso por el aire-.

Mycobacterium avium subsp paratuberculosis (grupo 2).

Mycobacterium scrofulaceum (grupo 2).
Mycobacterium simiae (grupo 2).

Mycobacterium szulgai (grupo 2).

Mycobacterium tuberculosis (grupo 3) —vacuna disponible-.

Mycobacterium ulcerans (grupo 3) —normalmente no infeccioso a través del aire.

Mycobacterium xenopi (grupo 2).

Aunando la normativa espafiola (R.D. 664/1997), las especificaciones de la OMS y de otras organiza-
ciones (Comision de la UE, 1990), describimos en la tabla siguiente las medidas de contencién que
deben reunir los laboratorios TB N2 y N3:

MEDIDAS DE CONTENCION

NIVELES DE CONTENCION

TB NIVEL 2 TBNIVEL3
Lugar de trabajo separado del resto de
actividades del laboratorio No Si
Zona de registro y anotacién de datos independiente No Si
Acceso limitado al personal autorizado Si Si
El lugar de trabajo podra precintarse
para su desinfeccién Si Si
Lavabo para manos independiente Si Si
Ventanilla de observacién que permita
Ver a sus ocupantes Aconsejable Aconsejable
Superficies impermeables al agua y resistentes
a acidos, alcalis, detergentes y desinfectantes Si Si
Laboratorio con equipo propio No Aconsejable
Aire acondicionado No Opcional
Aire recirculado en el edificio Opcional No
El lugar de trabajo se mantendra con presion
negativa respecto a la presién atmosférica No Aconsejable
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MEDIDAS DE CONTENCION NIVELES DE CONTENCION
TB NIVEL 2 TB NIVEL 3

El aire introducido y extraido del lugar de trabajo
se filtrard mediante filtros de alta eficacia para No Si para la salida
particulas en el aire (HEPA) de aire
El material infectado, animales incluidos, Cuando Si, cuando la
debera manejarse en cabina de flujo laminar proceda infeccién se pro-
de seguridad biol6gica o en un aislador apropiado pague por el aire
Incinerador para destruccion de muestras,
material y/o animales muertos Aconsejable Si(disponible)
Almacenamiento de seguridad para
agentes bioldgicos Si Si
Control eficiente de vectores, roedores e insectos Aconsejable Si
Procedimientos de desinfeccion especificados Si Si

Hoy en dia se ha generalizado y hecho imprescindible en los laboratorios microbiolégicos el manejo
de cabinas de flujo laminar de seguridad bioldgica. Existen tres clases de estas cabinas, pero Unicamen-
te las de clase Iy II son dtiles para los laboratorios de TB.

En las de Clase I (ver grafico, segun Casal, 1991), el aire penetra en la cabina procedente de la habi-
tacion a una velocidad de 0,7-1m/s, atraviesa la zona de trabajo y es expulsado por la parte superior a
la atmésfera fuera del laboratorio, previo paso por un filtro HEPA ©, que retiene las particulas mayores
de 0,3mm vehiculadas por el flujo de aire. Existe proteccién para el operario, pero no para la muestra
que se puede contaminar con agentes provenientes del exterior. En el Reino Unido mantienen cierta pre-
ferencia por la utilizacién de éstas camaras al trabajar con patdgenos del grupo 3, pero esto no ocurre
en EEUU o el resto de Europa, donde esta generalizado el empleo de cabinas de clase II. En ellas, el aire
filtrado desciende " por la cabina en forma de flujo laminar, recoge los aereosoles y los transporte a tra-
vés del filtro HEPA (B), siendo sometido a un proceso de recirculacion interno. Entre un 20-30% (Clase
IIA) o un 60-70% (Clase IIB) se expulsa al exterior, previo paso por un segundo filtro HEPA (C). Este
aire vertido se compensa, obteniéndolo de! ambiente a través de la rejilla (A), situada debajo del drea
de trabajo. Las camaras de clase II ofrecen seguridad bioldgica tanto para la muestra como para el ope-
rario, ya que la accidn conjunta de los dos filtros HEPA aseguran la produccién de un aire de calidad
“Clase 100" (eficacia minima del 99,999% para particulas de 0.3mm). El factor de proteccién de estas
cabinas debe cumplir las especificaciones exigidas a nivel internacional (British Standard BS-5726, DIN
12950, NSF Estandar 49 y AFNOR NFX-44-201).

CABINAS DE SEGURIDAD BIOLOGICA, CLASE I Y CLASE II

......................
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TOMA DE MUESTRAS.

Los bacilos tuberculosos y otras micobacterias pueden estar presentes en casi cualquier material
patoldgico, pero el éxito para detectarlos en preparaciones microscépicas y cultivos dependerd inicial-
mente del cuidado en la seleccién y recoleccion de muestras. Es imprescindible lievarla a cabo en las
mejores condiciones, pues de ella dependera en gran medida el posible éxito o fracaso del estudio bac-
terioldgico.

Deben ser rechazadas todas las muestras que no estén en buenas condiciones, ya que los fenéme-
nos de autolisis y putrefaccién deterioran rapidamente la viabilidad de las micobacterias, favoreciendo la
replicacién de flora microbiana contaminante. Es preferible reclamar nuevas muestras tantas veces como
sea necesario que procesar inutiimente una muestra estropeada.

En segundo lugar habra de tenerse en cuenta la asepsia y en su caso, esterilidad en la obtencién de
la muestra. Esto dltimo es especialmente importante para muestras que pueden considerarse estériles y
sembrarse directamente, sin descontaminacion previa; algunas habituales en medicina humana, como liqui-
do cefalorraquiedeo ||mp|o secreciones de cavidades cerradas, pus, biopsias y materiales procedentes de
érganos no abiertos al exterior. Cuando se obtienen en mataderos sanitarios, se extremaran los cuidados
para evitar la contaminacioén entérica cruzada. Todas las muestras deben tomarse en cantidad suficiente.
Los envases de recogida seran estériles y de un tamafio apropiado.

En la seleccion de muestras obtenidas en matadero, se tendran en cuenta algunos criterios expues-
tos a continuacidn Sera en principio sospechosa de TB toda nodulacién o su acimulo, mas o menos orga-
nizada por una capsula conjuntiva, conteniendo material caseificado, licuado y/o calcificado. El tamario
variara desde un grano de mijo, en la TB miliar (generalizacién precoz), hasta cavernas del tamafio de
un pufio que a veces ocupan un Iébulo puimonar completo. La lesién mas frecuente es un estadio inter-
medio en el que coexisten focos recientes y antiguos de distinto tamafio. Visto esto, resulta necesario
palpar las visceras con el fin de detectar los tubérculos profundos, e incluso si esta exploracién resulta
negativa, diseccionar transversalmente las mismas con varios cortes (en pulmén cada 1-2 cm.). En el
tracto intestinal serdn sospechosos de TB los engrosamientos focales o la aparicién de Ulceras en la
superficie del epitelio. Finalmente, las vacas prefiadas pueden tener afectado el dtero.

En el bovino adulto, | infeccién primaria suele ser pulmonar, de presentacion dnica o muitiple y puede
manifestarse en cualquier l6bulo, pero predomina la localizacidn subplerural a nivel de las porciones dor-
sales y ventrales de los Iébulos caudales. Podran afectarse con menor frecuencia otros 6rganos, como higa-
do, bazo, rifién y glandula mamaria. También es comun la alteracién de serosas, especialmente pleura,
donde se organiza formando acimulos o nddulos calcificados (tisis perlada). La forma intestinal es secun-
daria, a excepcion del ternero infectado por via digestiva (lactacién) u onfalégena.

La exploracién ganglionar es basica, dado que en numerosos casos serd la Unica lesion detectada
(complejo primario incompleto), sobre todo en regiones de baja incidencia de TB, donde ocurre un incre-
mento relativo de las infecciones por el complejo M avium frente a M. bovis. En todos los casos se exa-
minaran los ganglios mandibulares, bronquiales, retrofaringeos, mediastinicos, hepaticos/meséntericos
(sobre todo en jovenes) y mamarios (si la palpacion de la ubre lo aconseja), procediendo a su fileteado
para detectar la presencia de granulomas. El aumento de tamafio (adenomegalia), cambio de aspecto
externo y/o la presencia de encapsulaciones, calcificacion, caseificacién o edema seran buenos indicios
de lesién tuberculosa.

Se adoptaran medidas de seguridad para evitar el contagio del personal que toma las muestras, por
el caracter zoondsico de la TB. Esto obliga a respetar unas precauciones por parte del personal encar-
gado de recogerlas, como son la manipulacién provista de guantes, mascarilla y ropa adecuada. Al final
de la tarea se destruira todo el material desechable usado, y se desinfectard el instrumental quirdrgico
por inmersion durante media hora en una solucidén acuosa de fenol al 5%.

Inmediatamente después de tomadas las muestras, se anotaran los datos del ganadero/paciente, el
tipo de producto y la fecha de toma, debiendo enviarse al laboratorio en un plazo méximo de 24-48
horas, durante las cuales se conservardn en ambiente refrigerado (4°C). A esta temperatura y en ausen-
cia de contaminacion, se estima un plazo de supervivencia para las micobacterias de una semana.
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TECNICAS MICROSCOPICAS.

Hay dos métodos estandarizados para tefir las preparaciones de organismos acido resistentes. La téc-
nica de Ziehl-Neesen (ZN) y la microscopia de fluorescencia (MF). La primera requiere un microscopio de
luz ordinaria mientras que para la segunda se necesita una fuente de luz uitravioleta. Si se cuenta con
ambos aparatos, la eleccion dependerd del nimero de preparaciones para examinar a la vez. Asi, si su
numero no es muy grande, por ejemplo 10-12, el método de ZN sera el elegido. Una cantidad mayor de
preparaciones produciria fatiga para un solo operario, siendo preferible la MI.

En un estudio comparativo realizado por Kubica (1980), se sefiala que si tenemos como criterio de
positividad en la MI, el visualizar al menos tres bacilos acido resistentes fluorescentes, dicha técnica
resultaba tan segura como el ZN. En cambio, en varios laboratorios britanicos se ha informado que la MI
arroja mas “falsos positivos” que el ZN, por lo que recomiendas sobretefiir por ZN aquellas preparacio-
nes positivas en MI.

METODO DE ZIEHL-NEESEN.

La propiedad de acido resistencia fue descubierta por Paul Ehrlich en 1883, un afio después del des-
cubrimiento del bacilo tuberculoso por Robert Koch, Ziehl y Neelsen realizaron posteriormente las
modificaciones a la técnica de Ehrlich, quedando como la conocemos hasta la fecha. Esta técnica se
basa en la acido alcohol resistencia de las micobacterias, las cuales, a diferencia del resto de las bac-
terias, consiguen resistir una decoloracion posterior. El principio de todas las técnicas de tincion es el
mismo; la impronta, frotis o cultivo fijado por calor al portaobjetos es tefiido por un colorante aril-
metano, como la fucsina; luego se lava con un acido mineral diluido en agua o alcohol y finalmente
se afade un segundo colorante de contraste.

Existen varias formulaciones diferentes de la fucsina basica, la mezcla decolorante y el colorante de
contraste. Algunos técnicos prefieren contratefiir con verde malaquita para conseguir un fondo mas
suave. Otros, por el contrario, prefieren al azul de metileno cuando se espera una gran riqueza en
micobacterias (color rojo), y asi poder contrastar mejor la flora contaminante (color azul). El acido
picrico produce un fondo amarillento.

Distinguimos dos métodos de ZN, segun se aplique la fucsina en caliente o en frio:
Método tradicional (Fucsina en caliente.).

Por su importancia, sera descrito el protocolo en su totalidad.

Reactivos:

® Solucién de fucsina basica (fucsina basica: 5g. Fenol cristalizado; 25 g. Etanol 95° 50 mi.,
agua destilada: 500 ml.).

* Alcohol clorhidrico (acido clorhidrico concentrado:30 ml, etanol 95°: 970 mi.)

* Colorante de contraste (azul de metileno hidrosoluble: 1,5 g./verde malaquita:2,5 g/acido
picrico: 3,5 g, en 500 ml. De agua destilada.

Preparacion de la muestra:

Cuando partimos de abscesos caseificados, deberan abrirse cuidadosamente con bisturi estéril en la
camara de flujo laminar. Rasparemos de Ia pared interior, extendiendo el producto en la superficie del
portaobjetos a modo de fina capa. A partir de cultivos, emulsionaremos unas pocas colonias sobre
una gota de agua destilada estéril depositada en el centro del portaobjetos. Los frotis se secan al aire
sin emplear ninguna fuente de calor. Se fijan las extensiones en los portas pasando éstos varias veces
sobre la llama del mechero sin quemar por la parte opuesta a la extension.

Técnica:

Cubrir los portas con fucsina de Ziehl, previamente filtrada. Se quema alcohol en un hisopo metalico
y con la llama se calientan los portas hasta que emitan vapores. Se repite la operacion tres veces en
un periodo de 3-5 minutos, dejando enfriar los portas antes de pasarlos de nuevo por la llama. Lavar



Diagnéstico de enfermedades de declaracién obligatoria (EDOs)

con agua corriente el exceso de colorante. A continuacion se cubren con la mezcla de alcohol-clorhi-
drico, dejandola actuar durante 3-5 minutos. Se repite de nuevo la decoloracion esta vez durante 2-
3 minutos; se lavan y escurren de nuevo. Cubrir con el colorante de contraste (azul de metileno, verde
malaquita o acido picrico), permitiéndolo actuar 1-2 minutos. Lavar y secar.

Visualizacion:

Se observan en microscopio a 1000 aumentos con objetivo de inmersién, revisando aproximadamente
100 campos en cada portaobjetos. Se empieza por el borde superior izquierdo y se va avanzando late-
ralmente hasta acabar en el borde superior derecho. Las micobacterias aparecen como bacilos o coco-
bacilos de color rojo, a veces filamentosas, de pequefio tamafio (2-4mm de largo por 0,5mm de
ancho), rectas o curvadas, a veces aisladas y en otras ocasiones formando acimulos de localizacién
preferentemente intracelular (en improntas de tejidos). Cuando la tincion se realiza a partir de un cul-
tivo, a veces se observan bacilos débilmente acidoresistentes (parte de los organismos tefiidos de azul
o verde). Hay que tener cuidado, ya que pueden tratarse de cultivos puros o bien de contaminacién.

Método de Tan Thiam Hok (Fucsina en frio).

Es una técnica til en el campo, cuando resulta imposible realizar el calentamiento de la fucsina. Tiene
Unicamente dos pasos: colorear con una solucion etanofenolada de fucsina basica, lavar y contrate-
fiir con una solucién acida de azul de metileno.

TINCION DE FLUORESCENCIA

Se basa, al igual que la tincién de Ziehl, en la acido-alcohol resistencia de las micobacterias, que se
tifien con fluorocromo como la auramina fenolada (o una mezcla de auramina-rodamina) durante 15
minutos y se decoloran 2 minutos con alcohol clorhidrico (0,5% de clorhidrico en etanol 70°). Como
colorante de contraste se emplea Ia naranja de acridina, dejandola actuar 2 minutos.

La visualizacion al microscopio debe hacerse inmediatamente después de tefir las preparaciones.
Deberemos de enfocar con luz UV utilizando un objetivo de pocos aumentos (objetivo 25X). Las mico-
bacterias se visualizan de color amarillo.verdosas fluorescentes, sobre un fondo naranja o rojo fluo-
rescente.

METODOS DE CULTIVO E IDENTIFICACION:

DESCONTAMINACION:

Hay un grupo de productos patoldgicos humanos obtenidos de cavidades cerradas, que se conside-
ran como no contaminados, tales como cavidad articular, liquido cefalorraquideo, médula 6sea, sangre y
exudados. La riqueza en micobacterias de estas muestras es reducida, por lo que someterlas a un pro-
ceso de descontaminacion seria innecesario, a la vez que contraproducente para el analisis. En cambio,
otros proceden de cavidades abiertas al exterior 0 estén muy contaminados “per se” (heces, orina, liqui-
do bronqguial). La mayoria de productos de patologia animal remitidos al laboratorio para cultivo son
cadaveres y tejidos obtenidos en matadero o a través de necropsias realizadas en campo y laboratorio.
Suelen contener numerosos microorganismos que se multiplican rapido y contaminan los medios de cul-
tivo para micobacterias, consumiendo sus nutrientes con anterioridad al crecimiento de éstas.

Estos productos deben ser tratados con el fin de eliminar o reducir la contaminacion pero preservan-
do la integridad de las micobacterias. El crecimiento de estos microorganismos se puede suprimir en
parte con el uso de un “cocktail antimicrobiano”. Sin embargo, no hay antibiéticos ni colorantes, solos o
combinados que puedan suprimir completamente el desarrollo de ciertos gérmenes (por ejemplo
Pseudomonas, algunas enterobacterias, estreptococos, levaduras y hongos). Algunos laboratorios cifran
como aceptable una contaminacién del 2-3% de los cultivos de muestras en estado fresco. Si el estado
de conservacion es mediocre al haber transcurrido varios dias desde Ia toma sin mantener la cadena de
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frio, esta cifra puede dispararse. Se podria asegurar que un laboratorio que afirme no sufrir contamina-
cion de los cultivos, esté usando probablemente un método que destruye muchas micobacterias.

El segundo objetivo del procedimiento de descontaminacion es el de reducir la viscosidad de la mues-
tra, que posibilite un mejor arrastre por centrifugacion de la mayoria de las micobacterias liberadas. Esta
“liberacién” se acrecienta homogeneizando previamente la muestra en PBS estéril mediante digestor
Stomacher, al provocar una lisis suficiente en el tejido, pero evitando que sea muy enérgica para gene-
rar daiio bacteriano.

La descontaminacién se realiza sometiendo a la muestra, previamente homogeneizada, a la accion de
soluciones acidas o alcalinas, o bien de agentes tensioactivos. Estos Ultimos presentan la ventaja de no
exigir un lavado posterior de la muestra cuando ésta va a ser sembrada sobre un medio de cultivo soli-
do a base de huevo, puesto que los fosfolipidos de la yema neutralizan de manera adecuada los agen-
tes toxicos. Se han descrito numerosos método de descontaminacién, aunque sélo unos pocos han
demostrado ser efectivos. A grandes rasgos, la diferencia primordial entre unos y otros consiste en la
intensidad del tratamiento y en la practica o no de centrifugacion. De este modo, un tratamiento “débil”
produce un efecto minimo sobre las micobacterias y otros gérmenes contaminantes. Serd recomendado
cuando presumamos que la muestra esté poco contaminada y ofrezca un éptimo estado de conserva-
cnon factores que no suelen concurrir en las procedentes de necropsia o matadero. Un tratamiento

“enérgico”, destruird a la vez los bacilos acido-resistentes y la flora contaminante, debiéndose controlar
cuidadosamente el tiempo de exposicion.

Después del tratamiento habremos de centrifugar, siempre por encima de 2000 rpm, a fin de con-
centrar en lo posible las micobacterias existentes. Para evitar la exposicion a los aerosoles, frecuentes en
los procesos de agitacién y centrifugacién, trabajaremos en cabina de seguridad biolégica y centrifuga-
remos los tubos en el interior de buckets sellados de seguridad.

Entre los principales métodos descritos sefialamos a continuacion los de uso habitual:
CON CENTRIFUGACION:
» Método de Petroff:

Es el utilizado en las muestras procedentes de matadero y necropsias animales. Como des-
contaminante y homogeneizante se utiliza una solucion de hidréxido sodico al 4%. Una con-
centracién mayor resultaria mas homogeneizante, aunque también mas letal para las mico-
bacterias, mientras que una concentracién menor no provocaria una buena homogeneizacion.
Después del tratamiento con hidréxido sddico (15-30 minutos), se afiade agua destilada esté-
ril, se centrifuga (3000 rpm, 15 minutos) y neutralizamos el sedimento con acido sulfdrico al
10-15% o é&cido clorhidrico 2n. El sedimento es sembrado una vez que el pH alcance el rango
de 6,5-7,2.

» Método de Kubica modificado por Krasnoww:

En este procedimiento se utiliza una sustancia homogeneizante, la cisteina y otra descontami-
nante, el cloruro de benzalconio, que sustituye al hidréxido sédico y es menos agresivo para
las micobacterias.

+ Método de Tacquet y Tison:

En esta técnica se utiliza, al igual que en la de Petroff, hidréxido sddico aunque mas diluido
(1%), y ademas, laurilsulfato sédico, con lo que se consigue la descontaminacion y fluidifica-
cion. Para neutralizar se utiliza acido ortofosférico, con purpura de bromocresol, como indica-
dor de pH.

e Método del acido oxalico:

Estd recomendado para muestras de humana (esputos), presuntivas de contener
Pseudomonas sp.

¢ Método de Teepol:

Es una técnica que por su gran poder descontaminante (hidréxido sédico+teepol 410), suele
reservarse para productos pluricontaminados, tales como heces.
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» Método Lowenstein (acido sulftrico).

Este método se utilizard en muestras patoldgicas que no necesiten homogeneizacion sino solo
descontaminacion, ya que el acido sulfurico al 4-15% sirve Unicamente para descontaminar y
es poco agresivo para las micobacterias.

SIN CENTRIFUGACION.

Descontaminamos alternativamente con hidrdxido sédico o fosfato trisédico. Las micobacterias son
concentradas mediante una técnica de floculacién, afiadiendo una solucién 1,5% de cloruro céicico y 1,5
% de cloruro de bario. El sedimento floculado se extrae con una pipeta estéril.

Para la descontaminacién de muestras sospechosas de albergar flora contaminante usaremos uno de
los métodos descritos anteriormente. Sin embargo, es conveniente conservar la mitad de la muestra a
4°C, por si hemos de repetir el proceso con otro método en caso de que los cultivos se contaminen por
el primero empleado.

CULTIVO Y AISLAMIENTO DE LAS MICOBACTERIAS.

Las técnicas clasicas de cultivo de material clinico sobre medios selectivos o de enriquecimiento y el
subcultivo posterior para obtener cultivos puros, no pueden aplicarse a la bacteriologia de tuberculosis.
La mayor parte de las micobacterias patdgenas crecen lentamente, tardando dos a seis semanas e inclu-
so mas en manifestar un crecimiento visible.

Muy diferentes medios han sido formulados para el crecimiento de los bacilos tuberculosis y otras
micobacterias, pero hoy dia sélo se emplean unos pocos, tanto sélidos como liquidos. Entre los primeros
predominan aquellos a base de huevo, como el de Léwenstein-Jensen, Coletsos y Stonebrink. La adicién
de piruvato sédico como estimulante del crecimiento de M. bovis fue introducida por Stonebrink, hacien-
do a este media y al Coletson idéneos para el aislamiento de esta bacteria. El Léwenstein-Jensen puede
ir adicionado de glicerol (LIG) o de piruvato (LIP) convirtiéndole en dptimo para M. tuberculosis y M.
bovis, respectivamente. Otras micobacterias de interés patégeno como el M. avium complex crecen
mejor con la adicion de piruvato sédico, aunque también son capaces de utilizar el glicerol como fuente
de carbono.

Una segunda clase de medios sélidos muy enriquecidos estan compuestos por una base de agar a la
que se afiade un suplemento OADC (acido oléico-albumina-dextrosa-catalasa) disponible comercialmen-
te, en una mezcla antibidtica inhibidora constituida por polimixina B, carbenicilina, trimetoprin y anfote-
ricina (Mitchinson, 1983). Entre ellos, destacamos el Middiebrook’s 7H10 y su modificacion 7H11. Se
emplean en la recuperacion de bacilos poco viables.

Los medios liquidos permiten emplear mayores indculos procedentes de fluidos poco contaminados
(peritoneal, pleural, pericardico, cerebroespinal). Los principales son el Middlebrook 7H9, el del Kirchner,
-adicionado de la mezcla antibiética de Mitchinson-, el de Dubos, que contiene el detergente Tween 80
para evitar el crecimiento en forma de pelicula y facilitar los estudios cuantitativos.

Se deben emplear tubos de cierre hermético, en lugar de placas de Petri, para evitar la desecacion
del medio y la eliminacion de aerosoles. Ademas, necesitan de grandes indculos que han de distribuirse
por toda la superficie del medio. Un error, muy comin es usar indculos pequefios. Es recomendable ino-
cular con pipeta Pasteur en vez de asa de siembra, volimenes de 0,2-0,4 ml de centrifugado. En el caso
de los medios liquidos, la cantidad indicada seria 1 ml. Deben sembrarse al menos dos tipos diferentes
de medio de cultivo. Si el inéculo no puede sembrarse inmediatamente, lo congelaremos a —20°C.

Los tubos inoculados se mantienen en posicidn horizontal con su tapén entreabierto, por un periodo
de 1-2 horas, facilitando la absorcién del inculo. Tras este periodo, se incuban en estufa a 35-37°C colo-
cados en posicidn vertical, hasta la aparicion de colonias individuales. La instalacién de una fuente de luz
en el interior de la estufa de incubacién, facilita la pronta deteccién de especies fotocromégenas.
También se consigue fuera de la estufa, exponiendo el cultivo en pleno crecimiento a una Idmpara de
40W durante 60 minutos, separado a una distancia de 50cm, y volviéndolo a incubar normalmente. Si ia
cepa adquiere pigmentacion, se dice que presenta fotoinduccién positiva (fotocromdgena). Su coloracién
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variard del amarillo anaranjado, por la accién de los carotenos, al rosado, debido al licopeno. El segun-
do grupo (escotocromégenas) comprende a las especies que se pigmentan en la oscuridad. Esta carac-
teristica se comprueba cubriendo el tubo con papel de aluminio o papel negro, evitando de esta forma
que sea fotoinducido.

Debamos asegurar que los cierres estén bien ajustados, ya que el consumo de oxigeno, -e incremento
de didxido de carbono—, general una atmoésfera microaerdfila estimuladora del crecimiento micobacte-
riano, en especial con cepas de M. bovis. De este modo, si la estufa lo permite, los tubos seran incuba-
dos durante la primera semana con los tapones de rosca aflojados, en una atmdsfera que contenga un
10% CO,, para posteriormente apretarlos a fin de prevenir la desecacion.

Los cultivos se examinaran a los 3 dias, desechandose aquellos que demuestren una contaminacién
obvia, como por ejemplo hongos, medios licuados o cambiados de color (verde oscuro) debido a la aci-
dificacién. Se examinaran mas detenidamente aquellas colonias confluyentes de un tono amarillo, naran-
ja o rosaceo, ya que podrian tratarse de micobacterias ambientales. El resto de cultivos se inspecciona-
ran semanalmente, hasta un periodo de 6, 8 e incluso 12 semanas. Las colonias sospechosas seran
confirmadas mediante Ziehl-Neesen.

IDENTIFICACION.

Una vez realizado el aislamiento, se debe llevar a cabo la identificacién del mismo. La pauta a seguir
en la identificacién de una micobacteria sigue una metddica consistente en la apreciacion inicial de unas
caracteristicas fenotipicas tales como su morfologia, tipo de crecimiento o la coloracion de las colonias,
realizables en un laboratorio de microbacteriologia sencillo. A continuacion ha de evaluarse el patrén bio-
quimico de Ia cepa, esencial en la diferenciacion de los miembros del Complejo M. tuberculosis. Esta fase
requiere una mayor capacidad técnica, pero permite la diferenciacion a nivel de especie. Laboratorios
mas sofisticados, -normalmente de referencia-, utilizan sistemas radiométricos, sondas de ADN y tecno-
logia de amplificacion, encaminados a la deteccion rapida del crecimiento y/o genoma micobacteriano.
Esta tecnoologia se aplica actualmente al diagndstico de la TB humana, al conjugar a la vez rapidez y
fiabilidad. Por Ultimo, algunos centros de investigacion llevan a cabo la tipificacion de cepas del Complejo
M. tuberculosis mediante ingenieria genética, diferenciando asi subpoblaciones microbianas intraespeci-
ficas con el fin de elaborar mapas epidemioldgicos.

METODOS BACTERIOLOGICOS SIMPLES.

Son el primer paso en la identificacion de una micobacteria y re(inen una serie de observaciones faci-
les de realizar pero de gran interés diferencial. Casal (1991), sefiala las siguientes:

+ Emulsionabilidad de las colonias en agua destilada.
» Morfologia y tincién de la cepa de micobacteria segun las tinciones de ZN y fluorocromos.

» Morfologia de las macrocolonias y microcolonias. Sobre medio Léwenstein-Jensen, M. bovis
produce colonias pequefias (1mm), lisas, aplanadas, palidas y himedas, adheridas al medio y
a veces con una papila central en cultivos envejecidos. M. tuberculosis ofrece colonias rugo-
sas, con aspecto de miga de pan, y no se adhieren al medio. M. avium presente colonias lisas,
cremosas o lobuladas.

o Termoresistentes a 60°C durante 4 horas.

e Formacién de cuerdas o cordones (cord factor). Ausente en la mayoria de las micobacterias
atipicas.

o Crecimiento en diferentes medios de cultivo.
+ Pigmentacion de las colonias: fotocromégenas, escotocromadgenas, no cromdgenas.

e Velocidad de crecimiento: rapida (<7 dias) y lenta (>7 dias). M. avium crece en 7-15 dias,
mientras que M. tuberculosis M. bovis lo hacen con posterioridad a los 15 dias, pudiendo
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alcanzar hasta 2 meses.

e Temperatura optima de crecimiento. El grupo de las meséfilas (37°C) es el mas numeroso.
Entre ellas M. bovis y M. tuberculosis son estrictas (crecen a 37°C pero no a 22°C y 45°C),
mientras que M. avium, lo puede hacer hasta 45°C.

* Apetencia de oxigeno: M. tuberculosis es aerobio, a diferencia de M. bovis o M. avium, que son
microaerdfilos. En un medio de cultivo semisdlido, el primero crece como una pelicula en
superficie y los segundos en el fondo. En los medios a base de huevo y glicerol, los aerobios
producen un crecimiento abundante y los microaeréfilos discreto, Estos dos maneras de cre-
cer se denominan “eugdnica” y “disgénica”.

METODOS BIOQUIMICOS Y ENZIMATICOS.

Los métodos convencionales se basan en el resultado de diferentes ensayos bioquimicos y enzimati-
cos, ofreciendo un perfil metabdlico del aislado para su diferenciacion a nivel especifico. Son imprescin-
dibles para distinguir entre miembros del Complejo M. tuberculosis. Los principales son:

B PRUEBA DE LA NIACINA.(Konno, 1956)

Se basa en la propiedad de algunas micobacterias para descomponer a 68°C el peréxido de hidrége-
no, liberando oxigeno molecular en forma de espuma gaseosa. M. tuberculosis y M. bovis, son nega-
tivas, a la vez que el M. avium es positivo.

WACTIVIDAD NITRATASA (Bonicke, 1962).

Consiste en la reduccién de los nitratos a nitritos mediante las enzimas nitratoreductoras. Algunas
cepas también poseen nitritoreductasas, pudiendo reducir el nitrito a nitrégeno libre. En el primer
caso, la reaccién positiva se manifiesta al reaccionar el nitrito sédico formado por accién de las pri-
meras enzimas, con una amina aromatica en medio acido, generando cloruro de diazonio. Este com-
puesto al unirse al reactivo N-naftil-propilendiamina, forma un derivado azoico de color rojizo. En el
segundo caso, cuando afiadimos polvo de Zn el liquido permanecerd incoloro, al no quedar nitritos
(por accién de la nitritoreductasa), lo que serd indice de positividad. M. tuberculosis es positivo a la
nitratasa, mientras que M. bovis y M. avium son negativos.

B RESISTENCIA A LA TCH (Hidracida del acido 2-tiofenocarboxilico)(Harrington y Karison, 1966).

Consiste en la observacion del crecimiento o inhibicién de las micobacterias frente a una concentra-
cion 10mm de TCH. M. tuberculosis y M. avium son resistentes. Por el contrario, M. bovis es sensi-
ble. Sin embargo, hay que hacer la salvedad de que la resistencia a la isoniazida implica resistencia
también al TCH, por lo que esta prueba no es valorable en cepas de M. bovis resistentes a la isonia-
zida. Asimismo, M. bovis, es sensible a la hidracida del acido isonicotinico (1 mg/ml), al cido paraa-
minosalicilico (2 mg/ml) y a la streptomicina (2 mg/ml),

B PRUEBA DE LAS AMIDASAS (UREASA, NICOTINAMIDASA, PIRAZINAMIDASA) (Bonicke, 1962).

Se basa en la habilidad de las micobacterias para hidrolizar varias amidas en &cidos organicos libres
y amoniaco. El estudio de las actividades enziméticas frente a 10 amidas, -entre ellas urea, nicotina-
mida y pirazinamida-, se comprueba mediante una serie de reactivos adecuados (Nessler o Russell),
que reflejan la presencia de amoniaco producido al desaminar una u otra amida problema. El perfil
enzimatico de las tres especies es el siguiente:

- Ureasa: M. tuberculosis y M. bovis positivos. M. avium, negativo.
- Nicotinamidasa y Pirazinamidasa: M. tuberculosis positivo y M. avium, negativo.
W UTILIZACION DEL PIRUVATO.

M. bovis generalmente crece mejor sobre medios que incluyen piruvato, al preferirlo como fuente de
carbono respecto al glicerol. La prueba consiste en la inoculacion de dos medios (con y sin piruvato)
durante 28 dias, a 37°C, tras lo cual se compara el grado de crecimiento alcanzado en ambos.
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B RESISTENCIA A LA PIRAZINAMIDA.

Estd basada en la facultad de determinadas micobacterias para desarrollarse en un medio que con-
tiene pirazinamida (100 ug/cm3 de medio). M. bovis es resistente a este antibidtico, mientras que M.
tuberculosis resulta sensible.

B SENSIBILIDAD A LA CICLOSERINA

Rist y cols (1967) demostraron que la cepa BCG de M. bovis era resistente a la cicloserina, a dife-
rencia del resto de miembros del Complejo M. tuberculosis. Es por tanto una prueba basica en la dis-
tincién de M. bovis (sensible) y BCG (resistente).

TECNICAS ESPECIALES.
Sélo se utilizan en centros muy especializados o de investigacion, pero no de forma rutinaria.
CROMATOGRAFIA DE LiPIDOS.

Marks y Szulga (1965) y Jenkins (1981) mostraron que las micobacterias se podrian identificar
usando la técnica de cromatografia en capa fina para averiguar su patrdn lipidico y compararlo con el de
las cepas de referencia. No debemos olvidar que los lipidos son parte esencial en la constitucién de estas
bacterias y llegan a suponer incluso un 20-40% de su peso seco. Este método es particularmente Gtil en
la identificacion de especies inusuales en humana M. malmonaense y M. szulgai, y para distinguir entre
varias especies de rapido crecimiento. Los solventes empleados dependen del grupo de micobacterias
que se vaya a estudiar.

SISTEMA RADIOMETRICO.

El &cido palmitico marcado con C-14 existente en el medio de cultivo (Middlebrook 7H12) es meta-
bolizado por la micobacteria en su crecimiento y el C-14 se libera en forma de CO, marcado. Dicha acti-
vidad se mide en un sistema de cadmara idnica (sistema comercial automatizado BACTEC), que expresa
dichos registros como indice de crecimiento IC. El método radiométrico BACTEC estéa especialmente cali-
brado para medir el IC de M. tuberculosis. En el caso de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana (en
humana), cuando un determinado antibidtico al que es sensible la micobacteria esta presente en el medio
de cultivo, ocurre una disminucién en la generacion de CO2 marcado, manifestando lo contrario en caso
de resistencia.

Las principales ventajas del sistema radiométrico. Son primeramente el importante ahorro en tiempo
para obtener los resultados del cultivo (5-7 dias) y las pruebas de sensibilidad (4-5 dias). Asimismo el
método es aplicable en la deteccion de micobacterias procedentes de muestras clinicas. Por el contrario,
es bastante sensible a la presencia de contaminacién, lo que afiade una seria desventaja para fines vete-
rinarios. Ademas, su costo es elevado y necesita de una instalacion y técnicos especializados en mane-
jo de isétopos radiactivos.

HIBRIDACION Y AMPLIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS, SONDAS DE ADN.

La utilizacién de sondas se basa en la habilidad de una cadena simple de ADN (o ARN) de unirse
(hibridacién) a otra cuya secuencia de bases sea complementaria. Este fenémeno se empled en la iden-
tificacion de micobacterias a principio de los afos setenta. En estos estudios, el ADN estaba representa-
do por la totalidad del genoma fijado a una membrana, y se media el grado de unién (homologia) de
cadenas marcadas con isdtopos, pertenecientes a especies conocidas. Esta homologia daba una idea de
la proximidad genética, que era elevada entre especies, moderada dentro de los grupos de micobacte-
rias de rapido y lento crecimiento, pero baja entre estos dos grupos.

Con la introduccion de las técnicas de ingenieria genética, fue posible clonar pequefios fragmentos
de ADN y obtener la suficiente cantidad para el desarrollo de reactivos. Examinando “librerias” de tales
clones, se pudieron seleccionar aquellos que estan relacionados a una sola especie. Al principio, las son-
das estaban marcadas con isétopos, pero hoy en dia incorporan marcadores no radiactivos, como los
enzimaticos o el éster de acridina (quimioluminescencia). Entre estos Ultimos, el sistema comercial GEN
PROBE (bioMérieux) es el de uso mas difundido, y cuenta con sondas para la identificacién del cultivos
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pertenecientes a Complejos micobacterianos (Complejo M. tuberculosis y Complejo M. avium) o especies

aisladas (M. avium, M. intracellullare, M. Kansaii y M. gordonae). Desafortunadamente para el diagndsti-
co en veterinaria, las sondas no permiten la diferenciacién entre miembros del Complejo M. tuberculosis.

Las técnicas de amplificacion, tales como la PCR (reaccion en cadena de polimerasa). LCR (reaccion
en cadena de la ligasa), Q Beta replicasa, SDA (Strand displacement amplification) o la TMA (transcrip-
tion-mediated amplification), se basan en explotar “in vitro”, la capacidad de replicaciéon del ADN (PCR)
o del ADN ribosomal (TMA), con el fin de producir grandes cantidades de una secuencia determinada de
acido nucleico, dentro de una mezcla compleja de secuencias heterogéneas. La identificacién del produc-
to obtenido se confirma mediante hibridacion con sondas de ADN. Su mayor ventaja es la gran sensibilidad
(superior al cultivo) y la especificidad, siempre que se minimicen las sustancias interferentes e inactiven las
nucleasas que pueden digerir los acidos nucleicos.

En el campo de la micobacteriologia existen kit comerciales (MTD-GEN PROBE) que emplean la tec-
nologia TMA (amplificacion del ARN ribosémico), para detectar secuencias diana del Complejo M. tuber-
culosis en muestras humanas. Algunos estudios (Pfyffer y cols, 1996), demuestran que es un técnica
sensible y especifica para la deteccién rapida del Compiejo M. tuberculosis en una gran variedad de espe-
cimenes clinicos. Podria tener cierta aplicacién en el laboratorio veterinario, pero al no diferenciar los
miembros de dicho complejo, seria necesariamente un test complementario al cultivo.

Una técnica PCR, aplicada sobre tejidos animales se ha empleado en la investigacion de M. bovis
(Wards y cols, 1995). El método fue capaz de detectar todas las muestras microscopicamente positivas
por ZN y la mayoria de los tejidos, con microscopio negativa y cultivo positivo. Se calcula una sensibili-
dad de 200-500 organismos/100ul de tejido homogeneizado, cifra muy préxima a los 50-150 ofrecidos
por diversos autores con tests PCR de M. tuberculosis (Buck y cols, 1992).

MARCADORES EPIDEMILOOGICOS.

M. bovis es capaz de infectar una gran variedad de especies animales, tanto domésticas como sil-
vestres. Por este hecho, resulta de indudable interés en la epidemiologia de la TB, proceder a una dife-
renciacion de cepas que nos permita aproximarnos a las rutas de transmisién de la enfermedad.

Las cepas de M. bovis son muy uniformes y no se diferencian fenotipicamente, por serotipificacion ni
por fagotipificacion. La ingenieria genética ha puesto a punto técnicas de tipificacién, basadas en las dife-
rencias genéticas entre aislamientos (polimorfismos del ADN). La mas utilizada es el RFLP (restriction
fragment lengt polymorphism), también denominada DNA Fingerprinting. Consiste en poner de mani-
fiesto ciertos fragmentos polimorficos de restriccion mediante el uso de sondas especificas dirigidas a
determinados elementos gendmicos. Sera necesario en un primer paso digerir el ADN, y a continuacién
hibridar con sondas que reconocen diversos marcadores genéticos.

En el complejo M. tuberculosis han sido identificados entre otros, tres marcadores distintos que per-
miten la diferenciacion entre cepas:

Secuencia de insercion 156110 (Thierry y cols. 1990). La gran mayoria de cepas de M. bovis pre-
sentan una sola copia, especialmente las de origen bovino. En cambio las procedentes de caprino y de
algunas especies silvestres pueden portar varias copias.

Secuencias cortas repetitivas DR. Son secuencias de 36pb directamente repetidas, que se localizan
en una posicion unica del cromosoma , adyacente a la secuencia IS6110, en nimero variable. Se ha uti-
lizado con éxito en la tipificacion de cepas del Complejo M. tuberculosis.

Repeticiones polomorficas ricas en G+C.

La técnica RFLP se emplea habitualmente en estudios epidemioldgicos en TB humana. En cambio,
son muy limitados los trabajos desarrollados sobre M. bovis (Cousins y cols, 1993; Liébana y cols,
1996), aunque con enormes posibilidades futuras. Entre las técnicas de PCR utilizadas en la tipificacion
de micobacterias del Complejo M. tuberculosis, destaquemos una primera sobre el marcador genético
IS6110 (Ross y Dwyer, 1993) y una segunda conocida como DVR-Spoligotyping (Groenen y cols, 1993)
basada en los polimorfismos existentes en la regién genémica DR.
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RESULTADOS DE LABORATORIO Y SU INTERPRETACION.

Resumen:
Se describen los procedimientos conducentes a la validacion de una prueba diagndstica, como paso
previo imprescindible a la correcta interpretacion de un resultado.

Dicha validacion consiste, a su vez, en tres tipos de acciones: Valoracién, que mide las caracteristi-
cas basicas, cuantitativamente hablando, de un procedimiento. Evaluacién, que calibra las caracteristi-
cas de tipo funcional, o propiedades bioldgicas. En este apartado se describen algunas tan fundamenta-
les como la sensibilidad, especificidad y valor predictivo. Por Ultimo, Ensayo, dltimo y fundamental bloque
de procedimientos encaminados a fijar las potencialidades reales del test, en su aplicacién préctica y
sobre el terreno. Se insiste en que estos datos de ensayo son tan importantes como cualquiera otros, ya
que sin ellos no se puede realmente concluir si un procedimiento es o no realmente vdlido.

Se concluye, a partir de la base anterlor, analizando el significado tecdrico y real del resultado de una
prueba de laboratorio, tanto a nivel individual como colectivo o de rebafio.

Se adjuntan también Anexos con graficos y tablas explicativas del texto.

INTRODUCCION.

Ya en nuestra primera intervencién intentamos dejar claro la diferencia existente entre prueba de
laboratorio y diagndstico, asi como el grado de inexactitud que se aporta a lo segundo, aplicando ciega-
mente lo primero; insistiendo ademas en el hecho de que, en ocasiones, el criterio legal ha de imponer-
se al técnico, al tomar como primera y principal prueba de enfermedad el resultado positivo de una ana-
litica concreta, que a lo largo de esta teme, denominaremos “oficial”.

Ahora bien, todo el mundo sabe que el resultado obtenido en la medicién de algo (sea lo que sea,
todo lo material es mensurable) depende directamente de la calidad de la herramienta empleada. No
seremos igual de exactos, o lo que es lo mismo, nos alejaremos menos de la realidad, midiendo la esta-
tura de una persona, por ejemplo, si usamos un instrumento dividido en cms., frente a otro dividido en
mms. El problema basico que se nos plantea es saber cuénto nos acercamos a la realidad, es decir, que
error cometemos, cuando medimos o calibramos algo. Saber, primero, que cometemos errores, y segun-
do, en cuanto nos equivocamos, supone, por lo tanto, un avance en el conocimiento de la realidad que
nos esforzamos por comprender.

Este planteamiento, que puede hacerse general aplicado a la observacién instrumental de todo cuan-
to nos rodea, se hace particularmente interesante en el tema de la actividad analitica quimica, y desde
luego, en la de tipo biolégico y/o bioquimico en concreto.

Centrando el problema en las técnicas de laboratorio aplicadas al diagndstico de enfermedades, y a
la valoracién de sus resultados concretos, vale decir aqui, igual que antes:

19).- éHasta que punto este resultado refleja la realidad de lo que se puede aclarar?.
29).- Si hemos cometido algun error de apreciacion, éen cuanto nos equivocamos?.

Estas y otras preguntas es lo que intentaremos aclarar a continuacion.
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PROCEDIMIENTO DE VALIDACION DE UNA PRUEBA.

Validar algo es “dar por bueno” una cosa. Es decir, asegurar que lo que se valida sirve efectivamen-
te para lo que se dice que sirve; no es mas que comprobar la eficacia de un procedimiento. Validar una
prueba diagndstica es pues, garantizar que la citada prueba sirve en la practica para basar en su resul-
tado el estado de salud de un animal.

Y nétese que decimos el estado de salud de un animal, y no el diagnéstico, porque en realidad lo que
determinan la mayoria de las técnicas empleadas a estos fines, y desde luego las de tipo inmunoldgico,
es el estado de infectado o libre de infeccion (que no es lo mismo, evidentemente, que enfermo o sano).

Este proceso de validacion de una técnica es, en definitiva, el que hace el Laboratorio de Referencia
antes de recomendar su uso protocolizado. En principio, el proceso, que es largo y complejo, puede divi-
dirse en tres grandes apartados: Valoracién, evaluacién y ensayo.

10).- VALORACION DE UN TEST O PRUEBA

Consiste esencialmente en estimar, de forma objetiva, mensurable y siguiendo el método cientifico,
las caracteristicas basicas de un procedimiento. Basicamente tiende a medir propiedades fisico-qui-
micas, analizando para ello los siguientes parametros:

a).-Composicién y caracterizacién de reactivos.

Se fijan exactamente las condiciones y tipo de reactivos, sus diluciones maximas y minimas, su
estructura quimica, cantidades, tiempos, etc. Los productos y protocolos que pasan estas pruebas se
dicen que estan “valorados”.

b).-Precisién y exactitud:

La precision de una prueba se define como la capacidad de repetir el mismo o muy similar resultado
en varias repeticiones ejecutadas sobre la misma muestra.

Por exactitud, sin embargo; debemos entender la capacidad de una prueba de suministrar resultados
repetidamente iguales o muy parecidos a los realmente presenten en la muestra analizada (es decir,
que una prueba es exacta sélo cuando es sensible, pero no al revés).

El clasico y clarificador ejemplo para ilustrar ambos conceptos es el de los impactos provocados en
una diana por un tirador. Asi, el sistema formado por un tirador y rifle demostrara precision cuando
los impactos estan agrupados, aunque estén lejos de la diana.

Demostrara, ademas, exactitud, cuando los impactos, ademas de agrupados, lo estdn sobre la diana.
La diana, en el caso de una prueba analitica, estara representada por la valoracién exacta de la mues-
tra mediante unos “test de referencia” (ver mas adelante). Y los diferentes impactos, por los resulta-
dos de varias repeticiones analiticas sobre una misma muestra “control”,

Segun este esquema, un procedimiento o test podra encuadrarse, necesariamente, en una de las
siguientes categorias:

1).-Procedimiento exacto pero no preciso.
2).-Procedimiento preciso pero no exacto.
3).-Procedimiento no preciso y no exacto.
4).-Procedimiento exacto y preciso.
Evidentemente solamente aquellos dentro del grupo 4 podran ser valorados positivamente.

¢).-Repetibilidad y reproducibilidad.

Repetibilidad es la capacidad o propiedad de un procedimiento para suministrar el mismo o muy simi-
lar resultado cuando se aplica sobre la misma muestra, por el mismo operador analitico y en el mismo
laboratorio. Es evidentemente, una manera de medir la precisién y exactitud de un procedimiento.

Reproducibilidad, a no confundir con lo anterior, es la capacidad o propiedad de un procedimiento
para suministrar el mismo o muy similar resultado cuando se aplica sobre la misma muestra, pos dis-
tintos operadores analiticos y en distintos laboratorios.
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La primera de estas caracteristicas, la repetibilidad, es probablemente la méas comprobada de cuan-
tas pueden hacerse con una prueba serolégica, puesta que se realiza a diario, decenas de veces en
nuestros centros, al comprobar una y otra vez, que los controles positivos y negativos, lo son en cada
placa de ELISA que se realiza.

La reproducibilidad es lo que se comprueba en las pruebas de “Ensayos colaborativos”, o “Ring-test”,
citadas en el tema anterior, mediante las cuales se asegura la uniformidad de protocolos analiticos
entre diferentes centros. Mas adelante volveremos sobre elio.

A estas capacidades de “repeticién” se les denomina también “Robustez” de una prueba, refiriéndo-
se quizas a la fortaleza de un sistema analitico capaz de repetir, sus resultados en muy diferentes con-
diciones.

En general, puede decirse que a mayor complicacién del protocolo de realizacién, menor robustez, y
que a mayor sencillez de fundamento cientifico, mayor robustez.

En este apartado deben estudiarse las posibilidades reales que, en la practica, tiene un procedimien-
to determinado de poder montarse como prueba comin en muchos centros de caracteristicas, a
veces, muy heterogéneas entre si. Es decir, no sélo habra que ocuparse de que el método tan com-
plejo que de hacho también, y en lo posible, su protocolo no sea tan complejo que de hecho recor-
te las posibilidades de uso en muchos laboratorios de tipo medio.

Las posibilidades de automatizacién también son objeto de atencién especial, ya que gran parte de
estas tecnologias van a ser inicialmente aplicadas tanto para conjuntos pequefios de animales como
censos completos de regiones o incluso de paises. De tal forma que, aun contando con tecnologia de
confirmacién es importante que la mecanizacién de una técnica no le reste caracteristicas basicas de
robustez, sensibilidad, especificidad, etc., etc.

e).-Coste:

Directamente derivado de la premisa anterior, el coste de instalacién y posterior mantenimiento ha
de ser igualmente valorado, al menos en sus parametros medios, ya que evidentemente, variara sen-
siblemente en funcién de las disponibilidades y grado de desarrolio de un pais o incluso una regién.
Este coste, que debera abarcar tanto los de tipo directo (mano de obra especializada, aparatos espe-
ciales requeridos, reactivos, etc.) como indirecto (mantenimiento general del laboratorio, animalario
necesario en su caso, gastos generales, etc., etc.) sera el que debera igualmente figurar en los estu-
dios de Coste/beneficio que han de acompafiar a la Planificacién de Lucha Sanitaria General.

20).- EVALUACION DE UN TEST.

La evaluacién tiende a calificar las capacidades de una prueba; es decir, sus propiedades, indicacio-
nes y aptitudes; la diferencia con la valoracién es que ésta nos da idea cuantitativa de partes y com-
ponentes; mientras que la evaluacion nos da idea cualitativa, mas funcional que morfoldgica. Desde
este punto de vista funcional, en una prueba o test diagnédstico se pueden distinguir los siguientes
aspectos:

B Sensibilidad
¢ Analitica.

» Diagnostica.
@ Especificidad:

* Analitica.

« Diagnostica.
W Seleccién del “cut-off”,
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b).- Caracteristicas extrinsecas:
-Valor predictivo de un resultado.
-Comparacion con “Gold Standard Test”.

Son sin duda fundamentales, ya que se refieren nada menos que a la capacidad de discriminacion de
un sistema analitico, entre animales infectados y animales libres de infeccién.

Antes de continuar, hemos de hacer distincién entre capacidades “analiticas” y capacidades “diag-
nosticas”, es decir, entre propiedades de tipo quimico y propiedades de tipo aplicativo, a las que lla-
maremos bioldgicas. Nos explicamos:

Por sensibilidad analitica debe entenderse la capacidad de una técnica para detectar el analito en
cuestion en cantidades tanto mas pequefias cuanto mayor sea la citada sensibilidad. Es decir, que si
lo que buscamos es un determinado tipo de anticuerpo, nuestra técnica gozara de tanto mas sensi-
bilidad analitica cuanto mas pequefias sean las cantidades de anticuerpos capaz de detectar. A esta
propiedad también se le llama “umbral de deteccion”. Desde este punto de vista, tiene mucha mayor
sensibilidad analitica una técnica de Radioinmunoanalisis (R.I.A.) que una Seroaglutinacion Rapida
SS.A.R.). Efectivamente, la primera es capaz de detectar cantidades de anticuerpos en rango de 10~
2 grs/dl y la segunda de 106 grs/dl.

Por especificidad analitica se entiende la capacidad de una prueba de distinguir o discriminar entre
sus sustancias similares, pero diferentes. En nuestro caso seroldgico, se calcularia utilizando un panel
se sueros procedentes de animales que han sufrido un proceso infeccioso de similares caracteristicas
(por ejemplo, tuberculosis, Paratuberculosis, linfadenitis caseosa); lo que se valoraria seria la capaci-
dad de la prueba de no reaccionar con reactividades cruzadas.

La denominacion de las capacidades analiticas con los términos “sensibilidad y especificidad” no la
consideramos conveniente, ya que, en la practica, puede inducir a confundir estos conceptos con las
capacidades bioldgicas. A las anteriores es preferible llamarlas umbral de deteccion o detectabilidad
y capacidad discriminatoria, como ya queda dicho.

Sensibilidad y especificidad de tipo biolégico.

También llamadas de tipo diagnostico, o simplemente, capacidades diagndsticas, se definen
como sigue:

Sensibilidad

Es la capacidad de una prueba de identificar como positivos a los animales infectados.
Especificidad:

Es la capacidad de una prueba de identificar como negativos a los animales libres de infeccion.
Intentaremos clarificar estos dos conceptos:

Imaginemos un conjunto de animales lo suficientemente amplio como para que los resultados de
nuestro estudio sean estadisticamente significativo; los citados animales se dividen claramente en dos
grupos con respecto a una enfermedad infecciosa determinada; unos estan infectados (en nimero cono-
cido) y otros no lo estan (en nimero también conocido). Si aplicamos sobre el grupo una técnica de detec-
cién seroldgica de resultados cuantificables objetivamente (un ELISA, por ejempio, cuyos resultados se
miden en Densidades Opticas, cuantificadas numéricamente), esta técnica nos permitird agrupar a todos
los animales, de forma constante, en dos grupos: animaies que arrojan un resultado positivo (curva a, en
el grafico) y otros que arrojan resuitado negativo (curva d).

Efectivamente resulta légico que los animales no infectados se agrupen mayoritariamente, casi todos, en
el tramo de interpretacién negativo de densidades opticas, al igual que los infectados (curva a) se agrupen
en el rango de los positivos.
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Gréficol: Tomado de R.H. Jacobso. Rev. Sci. Tech. Off. Ont. Epiz. 1998, 17(2):507-526

Tanto en uno como en el otro caso, la distribucién de ambas publicaciones adoptara una distribucién tipo
Gauss, con mas individuos en el centro (alrededor del un valor medio) que en los extremos. Dichos extre-
mos, en ambas curvas, contendran individuos que, en cada clase (positivos y negativos) ostentaran valo-
res o muy altos o muy bajos. Sin embargo, en la practica totalidad de los casos, ambas curvas tendran en
comun un espacio mas o menos amplio, firmado por individuos que, en el valor de sus D.O., se superpo-
nen, es decir, no es posible discriminar si pertenecen ai conjunto a o al d, ya que, ocupan un espacio comin
(zona sombreada del grafico 1). En rarisimas ocasiones las dos curvas estaran separadas claramente; es
decir, podremos emplear un test que agrupe, sin ninguna duda, a todos los individuos en dos grupos cla-
ramente identificados; uno de positivos infectados, y otro de negativos indemnes.

Puesto que lo mas corriente es como decimos, que las dos curvas tengan una zona comin, es muy impor-
tante establecer, de forma razonada y razonable, en que punto, 0 a partir de que D.O., un animal va
a ser considerado como positiva ( o perteneciente al conjunto a) o como negativo (o perteneciente
al conjunto d); naturalmente nos referimos sélo a los que estan en zona sombreada. Los deméas no
ofrecen dudas, evidentemente. Este nivel o umbral, es lo que se denomina “CUT-OFF", expresién
inglesa de dificil traduccién literal, pero que bien pudiera significar “punto de corte”, “umbral de posi-
tividad” (o “de negatividad”), o “punto final". El trazado de este Cut-off no se hace, por supuesto, por
las buenas, sino con una serie de criterios sobre los que més tarde volveremos. Baste ahora decir que
en nuestro ejemplo, un cut-off equidistante dividiria la zona sombreada en dos partes, cy b, en la
Grafica 1. Los individuos en la zona c serfan los que, perteneciendo al conjunto a de positivos, estan
a la izquierda (o por debajo) del cut-off, es decir, se consideran como negativos. Es decir, son FAL-
SOS NEGATIVOS. Aquellos otros situados en la zona b, son los que perteneciendo al conjunto de, de
indemnes o negativos, estan por encima (o a la derecha) del cut-off, y por tanto son considerados

como positivos. Son los FALSQOS POSITIVOS.
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En Resumen, en la practica, y si aplicamos una técnica con las caracteristicas ya descritas sobre un
conjunto de animales que contiene individuos infectados e individuos no infectados, siempre vamos a
obtener cuatro clases de resultados (Cuadro n° 1).

RESULTADOS DEL TEST.

INFECTADOS | INDEMNES TOTAL
POSITIVOS a-V.h, b-F.P. a+b
V.P. + FP.
NEGATIVOS c-FN. d-V.N. c+d
FN. + V.N.
TOTAL a+C c+d A+b+c+d+=N
V.P. + EN. FP. + V.N. V.P.+F.P.+F.N.+V.N.

19).- Aquellos individuos que, estando infectados, dan resultado positivo. Son los verdaderos
positivos (V.P.), que integran el mayor nimero de individuos agrupados en la curva a.

20).- Aguellos otros que, estando libres de infeccion (indemnes), dan en la prueba resultado
negativo. Son los verdaderos negativos (V.N.), que se agrupan mayoritariamente en la curva d.

30).- Los que, perteneciendo a la agrupacién de infectados, ostentan valores de D.O., corres-
pondientes a la zona de no infectados. Estan en la region c, y son los falsos negativos (F.N.).

49).- Por ultimo, los llamados falsos positivos (F.P.), es decir, que ocupan la region b, aunque
pertenecen al conjunto d.

Como puede observarse, la condicion de infectado no equivale automaticamente a la categoria de
positivo en el test, ni la condicidn de indemne equivale tampoco al 100%, con la de negativo. Segun este
enfoque, la_sensibilidad diagndstica seria:

Sd= a - V.P.
a+c V.P. + F.N.

A la capacidad de una prueba para identificar como positivos los individuos realmente infectados, se
le llama sensibilidad diagndstica; expresa la relacién existente entre los verdaderos positivos y el total de
infectados. Cuando decimos que una prueba tiene una sensibilidad del 95%, por ejemplo, queremos
decir que, cada 100 individuos realmente infectados (verdaderos positivos) la prueba detecta 95, que-
dando otros 5 (la diferencia hasta los 100) como negativos (falsos negativos)

Y por otra parte, la especificidad diagndstica seria
Esp. D = d _ V.N.
b+d F.P. + V.N.

La capacidad de un test5 para identificar como negativos los animales realmente indemnes es lo que
conocemos como especificidad diagndstica; expresa la relacion existente entre los verdaderos negativos
y el total de indemnes, en el cuadro 1. Si decimos que una prueba es especifica al 99%, queremos decir
que, de cada 100 individuos indemnes, nos dard como negativos, el 99, habra 1 (la diferencia hasta los
100) que sera identificado como positivo (Falso positivo).

Seleccion del rango de Cut-Off.

En realidad, y a poco que uno analice lo dicho hasta ahora de nuestro criterio para elegir el sitio, o el
rango, donde poner la linea de cut-off depende que se formen més o menos resultados falsos, o inclu-
so que se dejen de formar totalmente algunos.
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En efecto, volvamos a la grafica 1. Con el cut-off donde esta, se forman las cuatro categorias que
hemos dicho (a, b, ¢, d). Pero si ponemos el cut-off mds a la izquierda (posicién 1), a medida que lo
vamos llevando desde el centro hasta el 1 el colectivo ¢ va disminuyendo, hasta desaparecer en 1. Es
decir, que con el cut-off ahi, no se registran falsos negativos, que es lo que representa la zona c. A
cambio, desgraciadamente, dejamos a la derecha del nuevo cut-off una zona que hasta ahora com-
prendia individuos sanos correctamente mterpretados como negativos, para pasar a ser interpretados
como positivos. Es decir, aumentamos el nimero de falsos positivos.

El mismo razonamiento cabe decir si situamos el cut-off en posicién 2. Eliminamos los falsos positi-
vos, a costa de aumentar los falsos negativos. Como vemos, quizas, nuestro remedio sea peor que
la enfermedad.

¢Qué hacer entonces?. O dicho de otra forma écon que criterios debemos fijar el rango (o sitio) del
cut-off?.

Existen a este fin varias alternativas que pasamos a describir rapidamente
19).-Eleccién del cut-off por examen visual de la distribucién de frecuencias.

Es decir, y para entendernos, un poco a “ojimetro”, que es lo que hasta ahora hemos hecho en nues-
tras explicaciones sobre la grafica 1. Naturalmente Ia distribucién de frecuencias de los dos grupos
sera el fruto de la aplicacion rigurosa de la tecnologia que se esta evaluando y ademas ambos gru-
pos seran bien conocidos con respecto a su infeccién o no por el agente patégeno responsable
Conocido todo ello, no resulta dificil elegir, sobre la gréfica obtenida, el sitio del punto de corta, segiin
se quiera primar la sensibilidad, la especificidad o la equidistancia entre ambas. Este procedimiento
resulta sencillo, flexible, y no requiere realizar calculos estadisticos a veces complicados.

29).-Elaboracién de curvas R.Q.C.

Una curva R.O.C, ,(Recelver-Operator-Characterlstlcs), es decir, caracteristicas operantes de un recep-
tor, es la representacion grafica de la tasa de verdaderos positivos (sensibilidad en el eje de ordena-
das) frente a la tasa de falsos positivos (1-especificidad, en el abscisas), utilizando baterias de sue-
ros de animales infectados y no infectados. Simplificando mucho, el procedimiento permite

Nimero de animales
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representar dos curvas, una para la sensibilidad y otra para la especificidad del método.
Representando estas curvar sobre las ya vistas en la Grafica 1 (Gréfica 2).

Se observa la posibilidad de trazar el cut-off bien en el punto de interseccion de las curvas de espe-
cificidad y sensibilidad bien por delante o por detras del mismo (Puntos 2, 1, 3). Cada posibilidad dara
valores concretos de caracteristicas diagndsticas, no ya de forma intuitiva como antes se describia,
sino cuantitativa, sobre los % expresados en la escala de la derecha de poblacién del 95,4% (para el
doble) o del 99,7 % (para el triple).

30).-Cut-off basados en resultados de animales no infectados.

Suponiendo que un grupo lo suficientemente amplio de animales a ciencia cierta no infectados arro-
ja resultados negativos que, como ya hemos dicho, se distribuiran segtin una curva normal de Gauss,
aceptamos igualmente que, situando el cut-off a la derecha de la media 2 o 3 veces de la desviacién
tipica, estaremos abarcando un porcentaje

Frequence Desgraciadamente, este
Py — , 9972p.cent . . - supuesto es demasiado teé-
i "95,44p. cent : rico, y raramente la distribu-

cién de las frecuencias en
los valores de los animales
no infectados adopta la
forma normal. Mas bien
suele ocurrir que la curva
representada por los datos
practicos sea mas bien plana
y con una “cola” muy prolon-
gada hacia la derecha, lo que
invalidaria bastante este pro-
cedimiento.

e 68.26%. cent

Gréfico 3: Tomado B Toma et al. “Repigrmiogie Apliquée”
Puede  aceptarse, sin
embargo, cuando lo unico
que nos interesa es fijar valores muy exigentes de especificidad, alin a costa de una sensibilidad baja.
Tal podria ocurrir en una técnica de confirmacion pensada para descartar resultados falsos positivos.

49).-La categoria de “sospechoso” como resultado.

Una solucion ciertamente prudente, seria la de admitir que los resultados situados en la zona de “fal-
sos resultados” (positivos o0 negativos) de la grafica 1, pueden ser calificados como sospechosos,
dejando su clasificacién definitiva para una segunda técnica de confirmacion.

En este caso, se elegirian dos partes de corte diferente, uno para los verdaderos positivos, y otro para
los verdaderos negativos. La zona intermedia quedaria para los resultados dudosos.

Esta solucidn tedricamente impecable, supone en la practica algunos inconvenientes, especiaimente
si no se disponen de técnicas de conformacién adecuadas.

b).-Caracteristicas extrinsecas de una prueba.

Lo que hemos visto hasta ahora, especialmente sensibilidad y especificidad, son propiedades propias
de la naturaleza de cada prueba, capacidades intrinsecas, determinadas experimentalmente y fijadas
definitivamente para todo tipo de circunstancias. Existen, sin embargo, otras propiedades, que depen-
den mas de caracteristicas externas a las pruebas en si, pero que influyen decisivamente en la vali-
dez de los resultados que arrojan las mismas. Son las llamadas propiedades extrinsecas, y se refie-
ren sobre todo a la probabilidad estadistica de que un resuitado dado, positivo o negativo, coincida
realmente con un animal infectado o indemne. A esta capacidad se le llama VALOR PREDICTIVO, exis-
tiendo uno para los resultados positivos y otro para los negativos; todo ello varia en funcién de los
valores de sensibilidad, especificidad y prevalencia de la enfermedad en el colectivo estudiado.
Veamos:
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Valor predictivo de un resultado:

En el cuadro expresado en el cuadro 1 vemos que el total de individuos que arrojan un resultado posi-
tivo a la prueba esta expresado por el conjunto a + b, formado a su vez por los verdaderos positivos
mas los falsos positivos. La proporcién de este conjunto correspondiente a los verdaderos positivos,
en %, seria la expresion matemética de los que se llama valor predictivo de un resuitado positivo, o
sea:

VP += —2 _ V.P.
a+b V.P. + F. P.

Idéntico razonamiento cabe aplicar a los resultados negativos. Entonces, el valor predictivo de un
resultado negativo vendria dado por la expresién:

d _ N.P.
c+d F.N. + V.N.

Nétese que, en la practica, el Gnico dato que poseemos con respecto a un resultado analitico es el
que estard encuadrado en la suma V.P. + F.P, si es un resultado positivo, o en FN. + V.N,, si es nega-
tivo. Los resultados de sensibilidad o especificidad seran siempre los mismos para la misma prueba,
y su determinacion, ya de dijo, es experimental. Para una correcta interpretacién de un resultado
deberan ser tenidos en cuanta, pero su significacion sera constante.

V.P. -=

No ocurre asi con el nimero total de resultados positivos y negativos que una prueba arroja al apli-
carla en un colectivo. La probabilidad de que un resultado positivo sea verdadero, es decir, coincida
con un animal infectado, es mayor a medida que la prevalencia, o cantidad de enfermedad presente
en ese colectivo, es también mayor; y por supuesto disminuye a medida que disminuye la prevalen-
cia. Resulta desde luego I6gico pensar que en un colectivo de animales con una prevalencia de enfer-
medad del 100%, todo lo que una prueba dé como positivo tendra una probabilidad muy alta de estar
infectado, es decir, de ser verdadero positivo. Y todo lo que dé negativo sera por definicion falso nega-
tivo, sea cual sea la sensibilidad de la prueba en cuestion. Y a la inversa, en un colectivo libre de
infeccién, con el 0% de prevalencia, cualquier resultado negativo tendra muy alto valor predictivo (o
probabilidad de coincidir con un individuo indemne), asi como cualquier resultado positivo sera falso
positivo, sea cual sea el nivel de especificidad de la prueba.

Resumiendo: El valor predictivo de un resultado positivo aumenta a medida que lo hace la prevalen-
cia, y disminuye también con la misma.

El valor predictivo de un resultado negativo aumenta a medida que disminuye la prevalencia, y dis-
minuye a medida que aumenta la misma.

El ejemplo adjuntado en los Anexos ilustra que para una prueba con Sd= 95% y Spd= 90, aplicada
sobre un colectivo de 1.000 animales con prevalencia del 20%, el V.P.P. (Valor predictivo del Positivo)
es de 0,7 0 70%. Sin embargo, la misma prueba, para una prevalencia del 2%, tiene un V.P.P. del
16%.

Asi mismo se adjunta cuadro ilustrativo de la evolucién del V.P.P. para prevalencias variables, desde
el 10% al 0%, en un colectivo de 100.000 animales, y usando una prueba altamente sensible y espe-
cifica (99 % y 99,9 % respectivamente).

Obsérvese como el nimero de falsos positivos se estabiliza a partir del 0,1 % de prevalencia, siendo
siempre de 100 a partir de ahi y hasta el 0%, sin embargo, el nimero de positivos verdaderos va dis-
minuyendo, légicamente, hasta llegar a 0 con el 0% de prevalencia. Es decir, que, en una situacién
de lucha real, tipo campana, a medida que vamos rebajando la prevalencia, es decir, en la medida
que vamos siendo eficaces, por cada positivo de verdad que detectamos aparecen muchos mas
(hasta 100 en nuestro ejemplo) falsos positivos. Hasta el punto final en que todo lo positivo sera I6gi-
camente faiso.

El mismo razonamiento puede hacerse con el V.P.N,, y los resultados falsos negativos. Con la salve-
dad de que, en este caso, la presencia de estos animales es mucho mas peligrosa, ya que se dan por
sanos estando en realidad infectados.
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No resistimos la tentacién de comentar, ahora que parece venir a cuento, el curioso hecho de que a
la hora de poner en duda un resultado de laboratorio, todo el mundo (incluidos algunos colegas) pro-
testa del resultado falso positivo, que es precisamente el mas inofensivo en un plan de lucha, pero
nadie, que yo conozca, y hasta este momento, protesta lo mas minimo ni pone en duda un resulta-
do negativo (que también tiene probabilidades de ser falso, evidentemente).

Antes de terminar con este apartado, hemos también de puntualizar un aspecto, todavia, que tam-
bién tiene su interés de cara a la valoracion de una prueba diagnéstica. Nos referimos a valoracién

de parametros diagnésticos a nivel de rebafio. En los planes de lucha sanitaria es frecuente la consi-

deracién territorial de la accién donde la unidad epidemioldgica es el rebafio. Desde este punto de
vista, puede hablarse de prevalencia de establo o de rebafio, como parametro epidemiolégico méas
exacto que el individual, a la hora de medir la implantacién de una patologia en un territorio.

A este nivel de rebaiio conceptos como sensibilidad, especificidad y valor predictivo de una prueba
pueden sufrir variaciones interpretativas, en el sentido siguiente:

- La sensibilidad de una prueba, tomando el rebafio como unidad de infeccién, es mejor que
a nivel individual.

— La especificidad, en este mismo nivel colectivo, es sin embargo peor comparada con sus valo-
res individuales.

— El V.P.P. a nivel de rebaifio mejora a medida que aumenta el nimero de rebafios positivos.
— El V.P.N,, a nivel de rebafio mejora a medida que disminuye el nimero de rebafios positivos.

Existen tablas, basadas en probabilidades estadisticas para saber exactamente, partiendo de para-
metros de aplicacién individual, cudles son los esperables para su aplicacién en colectivos.

Este enfoque colectivo puede tener utilidad, por ejemplo, a la hora de tomar decisiones derivadas de
la interpretacion de pruebas que condicionan no sélo a los animales que arrojan el resultado, sino al
colectivo o rebafo al que pertenecen. Léase ganaderias tituladas sanitariamente, por ejemplo.

Resultados de comparacion de la prueba con el “Gold Standard Test”.

Un procedimiento de validacion completo ha de incluir el resultado de una prueba realizada entre el
test que se valora y otro que sirve de referencia llamado “regla de Oro” o “Test de Oro”, haciendo
alusién a que sus resultados pueden ser tomados como referencia, dadas sus caracteristicas de fia-
bilidad.

Asi, si lo que estamos valorando es un test inmunoldgico para diagnéstico indirecto de una infeccion,
en este caso del "Test de Oro”, sera aquél que identifique la citada infeccion inequivocamente, por
ejemplo, el aislamiento e identificacién del agente etiolégico. Cuando mas se acerquen en sus resul-
tados ambas pruebas, mejor seré la calificacién para la que se esta evaluando.

PREVALENCIA REAL Y PREVALENCIA APARENTE.

Seguln lo visto hasta ahora, el nimero real de animales infectados en una poblacién (prevalencia)
seria equivalente a la suma de los verdaderos positivos, mas los falsos negativos (VP+FN), y su %
seria:

. V.P. + F.N.
P.R. (Prevalencia Real) N X 100

Sin embargo, esta es una cifra que en la practica nunca conocemos, ya que se refiere a nimeros
absolutos de enfermos. Lo que conocemos en la " practica es otra cifra, parecida, pero no igual; es el
nUmero total de positivos (V.P.+F.P.), que es lo que obtenemos al aplicar una prueba. De tal manera que,
cuando nos referimos a prevalencia, nos estamos refiriendo a esta prevalencia aparente, y no a la real.

pa = VPHE= 100
N

Conociendo la sensibilidad y la especificidad de la prueba usada, podemos, légicamente, conocer la
prevalencia real a partir de la aparente
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PR = P.A.+ (S5p-1)

Se + Sp
Donde Sp= Especificidad de la prueba
Se= Sensibilidad de la prueba.

Aunque en ocasiones la diferencia entre ambas medidas puede ser muy importante, en la practica
siempre nos solemos referir a cifras de prevalencia aparente.

30°) - ENSAYO DE UNA PRUEBA.

También llamado Verificacién consiste en probar, en condiciones reales de uso, el resultado de apli-
cacién de una prueba, asi como su rendimiento y adecuacién a los objetivos para los que se cred.

Asi, se comprueban sobre el terreno una serie de caracteristicas fundamentales especialmente las
siguientes:

a).-Caracteristicas bioldgicas:

El uso en condiciones de campo dara muchas ocasiones para comprobar tanto Ia sensibilidad como
la especificidad que la prueba dice poseer. Al ser estos parametros fijados la mayoria de las veces en
pruebas experimentales concretas y sobre colectivos animales también concretos, lo prudente es
esperar valores similares para estas propiedades bioldgicas, pero muy raras veces idénticos a los fija-
dos experimentalmente. Lo habitual es guiarse por valores maximos y minimos, tanto para la sensibi-
lidad como para la especificidad, siendo tolerantes para las fluctuaciones que permanezcan dentro de
estos limites.

Téngase en cuanta, ademas, que a la hora de la aplicacion practica de un test se esta operando con
reactivos diferentes en cada lote que, aunque valorados y homologados ostentan obligatoriamente
cierto grado de variabilidad bioldgica.

Los datos obtenido de la aplicacién practica, a veces sobre millones de muestras, serviran sin duda
para el perfeccionamiento de la prueba, ya que aportaran un conocimiento de la misma muy valioso;
conocimiento normalmente vedado al Laboratorio de Referencia o de Investigacion que inicialmente
la puso a punto; pero de todo punto indispensable para que un procedimiento analitico esté real-
mente validado.

Quizas ahora se comprenda mejor la alusién que haciamos a este ensayo continuo de pruebas en los
Laboratorios Regionales y Locales, y la conveniencia (obligacion, podria decirse) de que esta expe-
riencia llegue hasta quién ideé el procedimiento, cerrando un circulo de relaciones que de esta forma
seria perfecto.

b).-Caracteristicas de repetibilidad:

Anteriormente y cuando definiamos esta propiedad, prometiamos volver sobre la cuestién, ahora es
el momento, y a ello vamos.

La repetibilidad de una prueba es el mas comun de los llamados controles internos

Ya que comprueba el grado de precisién de un procedimiento, y, si se quiere, también la exactitud
del mismo. De una forma rutinaria se lleva a cabo cada vez que en una reaccién se ponen controles
de reactividad conocida (positivos y negativos, por ejemplo), siendo esta una forma valiosa, auto-
matica y cdmoda de evaluar este aspecto.

Conviene sin embargo, realizar de forma periédica ensayos encaminados expresamente a la evalua-
cién de este parametro. Para ello se emplean las llamadas graficas de_Levey-Jennings, que reflejan
la dispersion, expresada en variaciones sobre la media de una serie de normalmente 20 ensayos repe-
tidos sobre la misma muestra (ver anexo).

Resulta también demostrativa al respecto la experiencia de Paul y White (1973), que realizaron una
consistente en analizar dos veces el suero procedente de 100 individuos. Los resultados coincidieron
en 62 muestras; de las 38 restantes, 34 presentaron una variacion del doble del titulo inicial, y 4, una
variacion del cuadruple. Esto nos hace suponer que, en general, no es realista esperar un grado de
repetibilidad del 100% en varios ensayos sucesivos sobre la misma muestra. Ademas, la variabilidad
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observada en las titulaciones séricas de ambas repeticiones también debe ser observada; de tal
manera que una diferencia del doble en la citada titulacién (de 1/16 a 1/32) por ejemplo) no repre-
senta una variacion real de valoracion, y si lo es una del cuadruple (de 1/16 a 1/64 por ejemplo).

c).-Caracteristicas de reproductibilidad:

Si las pruebas de repetibilidad deciamos que representan el tipo de control interno de calidad méas
frecuente, las de reproductibilidad representan la mas corriente forma de controles externos. Para
realizar correctamente un ensayo de Reproductibilidad se necesitan al menos un grupo de 10 mues-
tras, preferiblemente duplicadas, y representativas de todas las diluciones esperadas de los analiza-
bles. El nivel de concordancia alcanzado por los diferentes laboratorios que participan en la prueba
dara la medida de la idoneidad del procedimiento.

Considerando que el error humano es la mas frecuente fuente de variacién a la que suelen estar suje-
tos los ensayos colaborativos, puede resultar dtil confeccionar las mismas graficas de Levey-Jennings,
ya citadas, para cada técnico de laboratorio que participe en la prueba. Del anlisis de estas graficas
podra deducirse si las variaciones observadas se deben a las caracteristicas intrinsecas del test o de
la persona que lo realiza (o incluso de las condiciones del lugar de trabajo o medicambientales).

CLASIFICACION O.I.E. DE LOS TEST DIAGNOSTICOS.

Teniendo en cuanta todo lo expuesto anteriormente sobre caracteristicas de validacion de pruebas,
la Oficina Internacional de Epizootias (0.1.E.) recomienda determinadas técnicas para la deteccién o des-
carte de patologias concretas.

Todas estan descritas en el Codigo Zoosanitario Internacional, y no es nuestra intencién descender a
ese detalle en este curso. Sin embargo, no estd demas conocer los diferentes niveles de “recomenda-
cién” que el citado Codigo aplica:

Técnica “OFICIAL":

Es la citada en el Codigo Zoosanitario Internacional, y considerada como Optima para determinar el
estatus sanitario de los animales.

Técnica "ALTERNATIVA”

Es una técnica para el diagnéstico de enfermedades en titulaciones locales, pero que puede ser tam-
bién usada para operaciones de Import/Export previo acuerdo bilateral.

Técnica “"DE SCREENING":

Es un test de alta sensibilidad para aplicaciéon en gran escala.

Tecnica “"DE CONFIRMACION".

Test de alta especificidad usado para confirmar resultados previos obtenidos por otro método.

En consecuencia con estas definiciones y recomendaciones, en todos los paises miembros de la O.1.E.,
(toda la U.E. pertenece a esta Organizacion) existen normas legales que imponen el uso de técnicas
“oficiales” (en el sentido de obligatorias) para basar la sospecha y/o confirmacién de una Enfermedad
de Declaracion Obligatoria.

EMPLEO E INTERPRETACION DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS.

Hasta el momento, todo lo dicho nos ha de servir para tener en sélidos elementos donde basar, finalmen-
te, nuestro criterio acerca de los diferentes “test” diagnésticos, y poder decidir sobre su uso en dos aspectos
fundamentales: cuando usar cada uno, y coémo interpretar los resultados obtenidos.

Con respecto a la primera cuestion, lo primero, quizas, a tener en cuenta es la diferencia existente entre los
criterios a adoptar segun tratemos de garantizar la salud de un animal concreto, un rebafio, o un territorio.

No es lo mismo, ni se afrontan riesgos iguales, al asegurar que un animal, o un rebafio, o una zona, estan
indemnes de tal o cual enfermedad; y tampoco que estan infectados.
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Lo primero a aclarar es que, en general, es mds facil asegurar_gue un animal o un rebafio ( y por tanto
un territorio, si son varios los rebafios)esta infectado a que estd indemne. Efectivamente, para lo primero, y si
es necesario, siempre podremos recurrir a confirmar una primera sospecha seroldgica mediante el aislamien-
to del agente etioldgico, o la visualizacién de lesiones concretas. Esto podra ser muy dificil, o lo que es mas
importante, tener un coste prohibitivo, pero si es necesario, puede hacerse.

Asegurar, por el contrario, que los animales o los rebafios examinados estan libres o indemnes de algo es
mas arriesgado, y puede decirse que, en la practica, es casi imposible hacerlo con el 100% de certeza, y con
un solo examen. Siempre cabe la posibilidad ante un animal negativo, de que sea tolerante inmunoldgico, o
esté en periodo de incubacidn, o tenga anticuerpos bloqueantes; o que, en el intento de aislar el agente paté-
geno, no se haya tenido éxito (lo que no significa que no esté alli). Para un rebafio, los factores de confusion
serian los mismos.

Asi que, cada vez que decimos que un animal, 0 una zona o un rebafio, estan libres de algo, estamos acep-
tando el riesgo de equivocarnos, por remoto que sea. Una practica facil para aportar seguridades a esta situa-
cién es remitir la situacién al nivel superior; es decir, tendremos mds seguridad para certificar que un animal
esta libre de algo, si ademas procede de un rebafio negativo; en el caso del rebafio, podriamos referirnos a la
region, y el de la region, a la Comunidad Auténoma o pais.

Siguiendo a B. Toma, la sistemdtica a seguir seria:
19),-Analitica individual.
a).-_Blsqueda de animales infectados en el seno_de rebafios infectados.

Es la situacién frecuente de las Campafias de Saneamiento, y en general, de la lucha contra enfermedades
endémicas.

Para ello, elegiremos una técnica de “screening” de alta sensibilidad, lo que, en situaciones de alta preva-
lencia, suministrard un V.P.P, muy alto. El empleo de un test de confirmacién, de elevada especificidad,
corregira algunos de los errores cometidos por exceso.

b).-Certificacién de “animales libres o indemnes”:

De cara a su ingreso en rebafios libres u otras actividades (ferias traslados, etc.). Para asegurarse de un
V.P.N. lo mas alto posible, la prevalencia del rebafio de procedencia debe ser minima, es decir, como deci-
amos antes, debemos exigir que ademas de negativos, procedan de rebafio libre. La técnica aplicada debe
dar los menos falsos negativos posibles, es decir, tener alta sensibilidad.

La garantia de indemne puede asegurarse mucho mas exigiendo, ademas,_dos pruebas consecutivas de
resultado negativo, separadas entre si al menos el equivalente a un periodo de incubacién de la enferme-
dad que se sospeche (usualmente 3 semanas); durante este periodo entre-pruebas el rebafio permanece-
ra en condiciones que aseguren la imposibilidad de primoinfeccidn.

20).-Analitica de rebaiio:
a) Identificacién a nivel de rebafio:

Un rebafio infectado es aquel que alberga, al menos, un animal infectado. Esta caracteristica puede ase-
gurarse, o bien controlando a todos los animales (para lo que usaremos un test de screening de las mis-
mas caracteristicas que el mencionado en 1°-a), o bien, efectuando muestreos que han de ser represen-
tativos. En este (ltimo caso, se puede usar un test de sensibilidad mas débil.

b) Certificacién de rebafios libres o indemnes.
Son de aplicacion las mismas condiciones descritas en el apartado 1°-b.
39) -Analitica de territorio.

De este nivel, puede interesarnos tener una vision global, de todos los rebafios de la zona, o sélo de una
parte.

En el primer caso, el test serd de aplicacién a todos los rebafios del territorio en cuestion y se procedera
como en el punto nimero 2.
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En el segundo caso. Se trata de un sondeo, que tendra como objetivo la tasa de infeccién de rebafio, o
ndmero de rebafios infectados en una zona; o incluso conocer, en una zona, cudntos rebafios estan por
encima de una tasa de infeccién determinada. Aqui podra actuarse mediante muestreos con la suficiente
significacion estadistica, igual que en punto 2°-a,

Para certificar la ausencia de infeccidn a nivel territorial habra que tener en cuenta, de entrada, que, como
deciamos al principio, se corren mas riesgos de equivocarse. Por ello, para asegurar el procedimiento, se
controlaran todos los rebafios, con repeticion del test, utilizando pruebas que aseguren un alto valor del
V.P.N. Otras veces, a este nivel, lo que se desea es asegurar que la tasa de prevalencia, en un determina-
do territorio, esta por debajo de un cierto nivel; para ello puede bastar con un muestreo representativo de
los rebafios de la zona examinada.

INTERPRETACION DEL RESULTADO DE UNA PRUEBA.
Por ultimo, hemos de ver qué consecuencias podemos sacar ante el resultado de una prueba de laborato-
rio, en concreto y en la practica.
Ello depende de cuatro circunstancias en principio:
10 Clase de resultado: negativo o positivo.
29 Objeto de la analitica: individuo o rebafio.
19).- Interpretacion de un resuitado positivo:
a).-En un animal:

Para empezar, si un animal arroja un resultado positivo con una prueba debidamente validada, hay
que pensar que muy probablemente esta infectado.

Desde un punto de vista estadistico en funcion del V.P.P. que arrojen las caracteristicas biolGgicas
del test junto con la prevalencia, se evaluara la posibilidad de que se trate de un resultado faiso

positivo.

En funcién del animal examinado existen circunstancias que pueden interferir en el resultado, dan-
dolo falsamente positivo. Estas son:

— Presencia de anticuerpos de origen materno: Durante 6-9 meses para bovinos, 6 meses para equi-

nos, 4-6 meses para porcinos y 2-3 meses para perro/gato, este riesgo existe.

— Anticuerpos de origen vacunal: Dependiendo del tipo de vacuna empleada (viva o inactivada), asi
como de las caracteristicas del antigeno inoculado (completo o delectado).

—_Comunidades antigénicas: entre diferentes patdgenos. Tal ocurre con patologias muy préximas
antigénicamente, como por ejemplo, PPC y BVD; o tuberculosis y enfermedad de Johns; o diferen-
tes tipos de micoplasmas, etc.

—_Presencia de anticuerpos inespecificos: En ocasiones existen en el suero de los animales investi-
gados anticuerpos que, a pesar de no ser especificos del antigeno frente al que se ensayan, pue-
den reaccionar con el, de forma imperfecta, pero suficiente para provocar una reaccién positiva. Ello
se conoce como fenémeno de “bridgins” (literaimente “puenteo”), y a estos anticuerpos inespecifi-
cos, como de tipo heterdfilo (que a su vez, pueden ser poliespecificos, antiidiotipicos o factores reu-
matoides).

— Otras causas: ligadas sobre todo a factores fisico-quimicos que intervienen en reacciones tan com-
plejas como un ELISA, calidad y clase de la “fase sélida” (placas), condiciones microambientales de
la prueba, etc.

b).- En un rebano:

En su momento vimos que, a escala de rebafio, la probabilidad de obtener un resultado faiso posi-
tivo en algdn individuo es mayor que la escala individual, al ser peor la especificidad de los test
empleados.
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Por lo tanto, el hecho de obtener una respuesta positiva Unica, en un rebafio con prevalencia cero
hasta ese momento debe conducirnos, en principio, a una actitud de prudencia ya que existen
muchas posibilidades de que se trate de un falso resuitado. Siempre que sea posible se llevaran a
cabo investigaciones o reacciones complementarias antes de tomas decisiones al respecto.

Otra cosa diferente es la obtencién de muchos resultados positivos en el mismo rebafio; en este
caso podemos tener la certeza practicamente absoluta de la presencia de la infeccién, y mucho mas
si esos resultados son variados, es decir, existen positividades débiles, medianas y fuertes.

29).-Interpretacion de un resultado negativo.

Anteriormente dijimos que es mucho mas comprometido asegurar que un animal o grupo de ani-
males estd libre de una infeccidn que lo contrario. Por lo tanto, en este caso sera siempre mas pru-
dente decir “la prueba es negativa”, que “el animal esta indemne”.

a).-Sobre un animal.

Ei V.P.N., de una prueba, como ya se ha visto, sera mejor cuanto mas escasa sea la enfermedad que
se investiga. Los resultados falsos negativos dependeran también de la sensibilidad de la prueba
empleada, y de su presencia dependera a su vez el éxito de la lucha sanitaria en el transcurso del
tiempo.

Insistimos de nuevo en el hecho de que para nosotros, como agentes de esa lucha, y profesional-
mente involucrados en su éxito, lo que de verdad debe preocuparnos son este tipo de falsos resul-
tados, los negativos, y no los positivos. Estos Gitimos, en todo caso, comportaran el sacrificio de
unos pocos mas de animales, sin que pueda decirse que, a escala de campafia de lucha, ello supon-
ga nada de especial relevancia.

La presencia, sin embargo, de un solo falso negativo en un rebafio implicara que la fuente de infec-
cién permanece, y que la enfermedad se reproducira de nuevo; lo que equivale a decir que nues-
tro esfuerzo no habra servido de mucho.

De ahi que, en una fase avanzada de la lucha sanitaria como la que ya, afortunadamente, estamos
disfrutando en Andalucia para patologias como Tuberculosis, Brucelosis, Perineumonia, Leucosis,
etc. Lo verdaderamente importante para nosotros (incluidos ganaderos, naturaimente) deberia ser
obtener las mayores seguridades de que nuestros resultados negativos corresponden reaimente a
animales libres de infeccién. Y no lo contrario, como en ocasiones sorprendentemente ocurre, los
dnicos resultados que estamos dispuestos a poner en duda son precisamente los positivos.

Existen caracteristicas y peculiaridades bioldgicas que, en animales concretos, pueden inducir a la
obtencién de resultados falsamente negativos. Veamos cuales:

— Muestra tomada en momento inadecuado:

Tal ocurre con los animales en periodo de incubacién, o en el periodo o fase negativa de la inmu-
nidad (lapso de tiempo entre el estimulo antigénico y la respuesta inmunitaria).

Es necesario citar aqui que este peligro es frecuente, ya que son muchas las enfermedades infec-
ciosas de los animales con un prolongado periodo de incubacidn. Asi, la herpesvirosis (E. Aujezsky,
LB.R., rinoneumonitis equina) producen periodos de varios meses desde la infeccién hasta que la
respuesta de anticuerpos puede ser detectada. Lo mismo ocurre con leucosis enzodtica, anemia
infecciosa equina, Visna-Maedi, adenomatosis pulmonar, paratuberculosis, y varias mas que, por
diferentes motivos, pueden prolongar fases de “latencia”, incluso durante afios.

Basar en una simple determinacion de anticuerpos la garantia de sanidad frente a alguna de estas
patologias es, desde cualquier punto de vista incorrecto.

— TJolerancia inmunoldgica:

Animales nacidos de madres infectadas pueden resultar negativos a las pruebas, aunque estén a su
vez infectados; ello ocurre cuando la infeccién ha tenido lugar durante el desarrollo fetal, y que
antes de que el sistema inmunitario del feto aprenda a distinguir “lo propio” de “lo extrafio”; en este

caso, el feto tomara como propio un antigeno correspondiente a virus o bacteria, y no producira
anticuerpos contra él, por la misma razén que no los produce contra sus propias céluias.
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Estos animales_seran negativos toda su vida, y se comportaran como eliminadores de gérmenes,
con el consiguiente peligro de mantenimiento de la enfermedad, ya que no podran ser desenmas-
carados facilmente.

Se puede, y se debe, prevenir su presencia impidiendo, o evitando en lo posible, la practica de espe-
rar a que animales positivos y gestantes paran su cria antes de ser sacrificados.

Este fendmeno de tolerancia inmunoldgica es, en general, posible, para cualquier tipo de enferme-
dad infecciosa, aunque sea mas probable para algunas que para otras. Asi, ha sido descrito en bru-
celosis (bovina y de pequefios rumiantes), peste porcina clasica, diarrea virica bovina, parvovirosis
porcina, etc.

— _Muestra inadecuada:

En ocasiones una muestra poco apropiada puede provocar un resultado negativo, ain cuando pro-
ceda de un animal positivo. Tal ocurre, por ejemplo, con una muestra de suero para investigar anti-
cuerpos (que arrojara resultado negativo durante el periodo negativo de inmunidad) cuando debe-
ria haberse recogido una muestra de sangre completa (o visceras) para investigar antigeno (que
daria positivo durante el mismo periodo). De ahi se deriva la importancia de la clase y momento de
recogida de la muestra. Y no sdlo de la muestra, sino de la peticion analitica que se hace al
Laboratorio. Todo ello puede tener, como vemos, capital importancia a la hora de obtener un resul-
tado valido.

— Supresion inducida de la respuesta inmune:

Diversos estados fisioldgicos pueden dar lugar a una respuesta inmunitaria mas débil de lo normai,
o incluso suprimirla. Asi, los estados de parasitacion fuerte, Ia hipoalimentacion o la caquexia, y por
supuesto determinados tratamientos farmacolégicos (antiinflamatorios de origen esteroide) son los
mas frecuentes.

— Presencia de anticuerpos incompletos:

En ocasiones los animales (y las personas) desarrollan y poseen en su sangre este tipo de antige-
no, bloqueando los sitios de union (epitopos) e impidiendo que pueda hacerlo con los especificos,
si los hay. Por ello se llaman también “anticuerpos bloqueantes”; estan descritos en reacciones tan
frecuentes como la brucelosis, especialmente en ganado caprino.

— Fatiga inmunoléaica:

Un exceso de estimulo antigénico, continuado en el tiempo, agota la reaccion inmunolégica y acaba
por anularla. Eso es lo que ocurre en las enfermedades infecciosas de curso crénico, donde en oca-
siones se pueden observar animales hiporreactivos. Esa es la base de los animales “anérgicos” a la
prueba de tuberculina, siendo precisamente los mas gravemente afectados por la enfermedad lo
que paraddjicamente, pueden dar falsos resultados negativos a la prueba. El mismo fendmeno ha

sido observado en vacunos viejos en las pruebas de diagndstico de brucelosis, que van arrojando
titulaciones séricas cada vez mas bajas en edades avanzadas e infecciones antiguas.

c).- Sobre un rebaiio:

Sobre un colectivo las probabilidades de cometer errores cuando obtenemos resultados negativos
de todos los individuos son mucho mas pequefias que cuando, en base a un solo resultado indivi-
dual, queremos asegurar la ausencia de enfermedad.

De tal manera que la total negatividad de todos los individuos de un rebafio ya en si representa una
garantia.

No obstante, la posibilidad de infeccion latente existe, y no tendremos la total seguridad hasta no
obtener dos resultados negativos consecutivos, separados por un periodo suficiente como para
“desenmascarar” a todos los individuos que, en la primera prueba, pudieran encontrarse en perio-
do de incubacion.
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A MANERA DE CONCLUSION FINAL.

Después de todo lo dicho sobre pruebas, diagndsticos, interpretaciones, resultados verdaderos y falsos, etc.
¢Qué conclusién podria sacarse en claro?, éCual es, en definitiva, el nicleo de la cuestién?.

En primer lugar, que el hecho de recoger una muestra, enviarla al laboratorio, esperar el resultado, y apli-
carlo en consecuencia, son actos que, por repetitivos que puedan ser, no deben ser nunca rutinizados, ya que
cada uno tiene su importancia.

En segundo lugar, que con esos hechos tan simples se pretende comprender una realidad compleja, donde
intervienen tres grupos de factores: primero, la presencia o no de infeccién en un animal o grupo de anima-
les. Esa es la realidad a medir. Segundo, la herramienta a aplicar; es decir la tecnologia a emplear, con todos
sus condicionantes. Tercero, la medida obtenida; o sea el resultado analitico. Y cuarto, el proceso deductivo
final que, a partir de lo anterior, nos permita concluir algo cierto; esta fuera del conjunto pero es necesario
para darle coherencia y sentido.

Este criterio final, es sin duda alguna, lo més valioso de todo el conjunto.

Y en tercero, y itimo lugar,. que los pruebas denominadas “oficiales de diagndstico”, atin con su cuota de
posibilidad de error, representan magnificas herramientas para la consecucién de nuestros objetivos. Pero
debemos conocerlas, en su fundamento y aplicaciones, para sacar el maximo rendimiento de sus resultados.
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