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Capitulo XXXV

Técnicas convencionales y nuevas estrategias
para el diagnoéstico de enfermedades infecciosas

Dubraska V. Diaz-Campos

En Medicina Veterinaria de grandes animales, el laboratorio es principalmente
usado para la prevencién y establecimiento de medidas de bioseguridad. El diagndsti-
co de las enfermedades mas comunes en una zona geografica es imprescindible para el
disefio de planes de vacunacion y planes de medidas profilacticas. Por otro lado, un
gran nimero de enfermedades que afecta a los rumiantes son enfermedades zoonoéti-
cas o de declaraci6én obligatoria, lo que amerita un diagndstico exhaustivo y de cali-
dad. En algunas ocasiones, la presentacion de sindromes clinicos comtinmente aso-
ciados a causas multifactoriales, se convierte en un desafio para el clinico, microbidlo-
go y propietario de los animales.

Si bien es cierto que en los Gltimos afios han aparecido nuevas técnicas diagnds-
ticas y se han mejorado muchas otras, también es cierto que técnicas tradicionales
mantienen su posicién dentro de los laboratorios. En algunos casos, es abrumador
para el veterinario de campo y el veterinario microbidlogo escoger la técnica diagnos-
tica més adecuada y que represente un gasto minimo para el propietario de los anima-
les. En muchos casos es necesario disefiar una estrategia de muestreo basada en los
signos clinicos y en la epidemiologia de las enfermedades consideradas en el diagnos-
tico diferencial. Con frecuencia, una buena estrategia es iniciar con pocas técnicas de
diagnéstico e ir seleccionando otras, dependiendo de los resultados primarios. Otra li-
mitante, para el veterinario microbidlogo y el clinico, es no contar con la tecnologia
contemporanea, disponible en otros laboratorios. El Estado y las asociaciones de ga-
naderos deben invertir en nuevas tecnologias para el crecimiento de sus laboratorios
de diagnéstico. Esto garantizara la adecuada prevencién y control de enfermedades
que a la larga se traduce en una industria ganadera rentable.

EVALUACION CLINICA, SELECCION DEL LABORATORIO Y
TOMA DE MUESTRAS

Diagnésticos erréneos, tales como falsos negativos, cultivos bacterianos con so-
bre crecimiento de flora normal o contaminante y resultados inconclusos, son diaria-

347



348 | Dubraska V. Diaz-Campos

mente observados en los laboratorios de diagnéstico veterinario. Tres elementos es-
t4n asociados a estos resultados indeseables: una historia y evaluacién clinica defi-
ciente, fallas en la toma y transporte de muestras clinicas, y los errores al escoger la
prueba diagnéstica (Figura 1). En la mayoria de los casos, el enfoque en el diagnéstico
de las enfermedades infecciosas depende inicialmente de la evaluacion clinica y epi-
demiolégica; en caso que el diagnéstico presuntivo y diferencial sea incorrecto, la
toma de muestras y la seleccién de las pruebas serdn erréneas. Por lo tanto, el abordaje
de un rebafno debe basarse en las observaciones clinicas del médico veterinario, quien
dirigird la toma de muestras y la seleccién de las pruebas diagnésticas, en conjunto
con el veterinario microbidlogo.
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Figura 1. Flujo en el proceso de diagnéstico de enfermedades infecciosas.

La correcta identificacién del agente infeccioso también dependera en gran me-
dida de la seleccién del laboratorio; en ocasiones, el costo del servicio de diagnéstico
es considerado, sin embargo, otros factores deberian tener mayor peso. El laboratorio
debe ser especializado en el diagnéstico de enfermedades infecciosas bovinas, su per-
sonal debe estar debidamente entrenado no solo para realizar las pruebas, sino que
también debe ser capaz de ofrecer asesoria técnica. En lo posible, el laboratorio debe
estar acreditado por el organismo competente del pais. Los laboratorios de diagnésti-
co microbioldgico ofrecen orientacion para la toma y transporte de muestras depen-
diendo de las técnicas que son realizadas.

El ejercicio de tomar muestras clinicas para ser procesadas por el laboratorio
microbioldgico se debe regir por ciertos principios basicos (Markey et al, 2013;
Griffin, 2012). El establecimiento de un diagnéstico diferencial es de gran ayuda al
momento de la toma de muestras. Con {recuencia, la lista que constituye el diagndsti-
co diferencial incluye agentes bacterianos, virales y parasitarios. La toma de muestras
y el transporte del espécimen clinico debe ser cuidadoso, garantizando la integridad
del material que va a ser procesado. Para recomendaciones especificas para la toma de
muestras y medios de transporte para cultivo bacteriano y micolégico el lector puede
dirigirse al Cuadro 1. Por lo general, el clinico se encontrard frente a tres escenarios:
animales fallecidos (muerte sibita o eutanasia), animales clinicamente enfermos que
alin se encuentran con vida y animales saludables que se evalian como parte de pro-
gramas preventivos.
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Cuadro 1
Sistemas de transporte para las muestras que requieren cultivo bacteriano:
recomendaciones bésicas

Tubos Port-A-Cul®: excelentes para tejidos € hi-
sopos. Buenos para el transporte de microorganis-
mos aerébicos, anaerobios, mycobacterianos,
Mpycoplasma spp y otros fastidiosos (la muesira
debe estar dentro del agar).

Viales Port-A-Cul®: la mejor opcién para fluidos
estériles, tales como fluidos articulares, liquido ce-
falorraquideo. Buena alternativa para otros flui-
dos cuando se sospecha de anaerébicos,
Mycoplasma spp, mycobacterias y hongos si la
muestra no se procesara en corto tiempo.

Hisopos: Un hisopado nunca debe recolectarse si
biopsias, fluidos, heces o tejidos estdn disponibles.
Si no hay otra opci6n usar sistemas de tubo plésti-
co con medio de transporte e hisopo (Culturette
System ® BBL). El uso de hisopados ¢s recomen-

Botellas para cultivo de sangre: excelentes para
sangre en casos de septicemias. También son exce-
lentes para el transporte de liquido cefalorraqui-
deo y fluido articular. Estas muestras no deben
refrigerarse, mantenerlas a temperatura ambiente.

dado en el caso de otitis, 0jos, infecciones profun-
das y diagnostico del tracto reproductivo. Hisopos
sin medio de transporte no deben ser procesados.

Envases plasticos con tapa enroscable: recomen-
dados para heces, y olras muestras no estériles

Tubos de vidrio (vacutainer): Buenos para fluidos
(leche, orina, otros) que solo requieren cultivo ae-
robico, sin embargo si hay suficiente fluido las
bacterias anaerdbicas podran sobrevivir en la par-
te inferior del tubo. La muestra debe procesarse en
corto tiempo.

Bolsas plasticas (Ejem. Whirl-pak): buenas para el
transporte de tejidos colectados de necropsias (s¢
recomienda al menos 5 gramos)

En ocasiones se deben sembrar las muestras en el campo. En el caso de biopsias por su tamafio pequeno y
debido a que algunas bacterias se aislan hay mds probabilidades cuando se siembran de inmediato (Mora-
xella bovis, Mycoplasma spp). El laboratorio puede proveer de los medios de cultivo adecuados y dar ins-
trucciones de cémo inocular los mismos.

En todo caso se deben considerar ciertas recomendaciones generales al momen-
to de la toma de muestras (Hodgson ez al., 2008): 1. Para el diagnéstico de enfermeda-
des virales, en ocasiones, se requiere de un medio de transporte especial que elimine la
flora bacteriana normal y mantenga el virus en condiciones ptimas (ej. hisopados na-
sales). 2. Cuando se toman muestras para cultivo bacteriano se debe tener conoci-
miento de la flora normal microbiana, la técnica debe ser apropiada y los resultados
interpretados considerando dicha flora. 3. El tamario o cantidad de la muestra po-
drian ser de importancia en la mayoria de los casos, el uso de hisopos limita el tamafio
de la muestra. 4. Para cultivo bacteriano, microcopia electrénica y aislamiento viral se
deben colectar tejidos y fluidos sicmpre que sea posible; los hisopos son la tiltima al-
ternativa. 5. Si se realiza una necropsia, el tejido colectado deber tener un minimo de
2cm X 2cm preferiblemente; las muestras deben ser colocadas en bolsas de transporte
(Ej. Ziploc®) y los fluidos pueden ser transportados en tubos estériles. 6. Si es posible,
las muestras deben ser tomadas antes de administrar antibidticos. Es importante
mantener las muestras refrigeradas (aproximadamente a 4°C) y transportarlas al labo-
ratorio lo mas rapido posible para su procesamiento en las siguientes 24-48 horas. 7.
La histopatologia es una herramienta de diagnéstico indispensable. Las lesiones ob-
servadas pueden descartar enfermedades infecciosas (Ej. tumores), confirmar hallaz-
gos microbiol6gicos y orientar la ejecucién o interpretacion de otras técnicas diagnos-
ticas. Colocar piezas de tejido en preservativos (Ej. Formalina 10%).
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ENFRENTANDO SINDROMES CLINICOS

Diarrea en becerros

La presencia de diarrea en becerros es un problema frecuente, siendo en muchas
ocasiones que el causal es de origen multifactorial. Las pérdidas econémicas pueden
llegar a ser significativas cuando son afectados maltiples animales. La historia y eva-
luacidn clinica deben ser realizadas cuidadosamente considerando la edad de los ani-
males afectados. La decisién de las pruebas microbioldgicas a realizar, asi como el uso
de terapia empirica, dependeri de la evaluacidn inicial. Con frecuencia, las causas de
diarrea en becerros estdn asociadas a fallas en el consumo de calostro (fallas en la
transferencia de inmunidad pasiva). Debido a que el origen puede ser multifactorial,
el logro de un diagnéstico definitivo puede constituir un desafio para el veterinario y
en onerosos gastos para el propietario de los animales.

Cuando se realiza una necropsia, es importante examinar detalladamente el tracto
gastrointestinal. Ademds, al evaluar el sistema respiratorio, los animales afectados pue-
den morir a causa de septicemia, asi que las lesiones podrian también observarse en pul-
mones y otros tejidos. Cuando se colectan muestras durante la necropsia es importante
incluir segmentos del intestino que se encuentra afectado. Se debe utilizar suturas o en
su defecto pabilo, para amarrar a ambos lados de donde se observa el tejido lesionado,
cortando y colocando el segmento intestinal en una bolsa de transporte. De esta mane-
ra, se mantiene el contenido intestinal y el tejido necesario para las pruebas. Esta mues-
tra es util para realizar cultivo bacteriano (salmonelosis, colibacilosis, clostridiosis,
etc.), identificacion viral (rotavirus, coronavirus) y parasitologia (Cryptosporidiosis,
Coccidiosis). Salmonella spp puede ser dificil de cultivar en el laboratorio, por lo que se
recomienda incluir nédulos linfaticos mesentéricos. Cuando los animales estin vivos se
deben tomar heces frescas, mantenerlas refrigeradas y llevarlas al laboratorio en un cor-
to periodo de tiempo, preferiblemente en menos de 24 horas.

En el Cuadro 2 se mencionan los patégenos mds comunes asociados a la diarrea
en becerros y se describen algunas estrategias a considerar al momento de escoger las
técnicas de diagndstico. La edad de los animales, los signos clinicos y la epidemiolo-
gia son importantes para la seleccion de las técnicas. La histopatologia puede ofrecer
una guia para la seleccién de las pruebas confirmatorias, asi como confirmar resulta-
dos de las pruebas microbiolégicas. En la actualidad, muchos laboratorios veterina-
rios ofrecen a sus clientes paneles de pruebas diagnésticas que abarcan los patégenos
mas comunes.

Enfermedades respiratorias

En bovinos, las enfermedades respiratorias estin asociadas generalmente a cau-
sas mulrifactoriales. En animales jovenes, las enfermedades del tracto respiratorio se
asocian generalmente con neumonia. Signos clinicos tales como estornudos, tos, dis-
nea y cianosis evidencian una enfermedad respiratoria del tracto anterior. Al momen-
to de la evaluacion clinica, se puede delimitar si los tejidos afectados corresponden al
tracto respiratorio anterior o se encuentran en la cavidad tordcica. Antes de tomar
muestras para el diagnéstico microbiolégico, especialmente para el cultivo bacteria-
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Cuadro 2
Causas mas comunes asociadas a diarreas en los becerros y estrategias a
considerar para su diagnéstico

Causas

Estrategias

Escherichia coli
E. coli enterotoxigénica (ETEC) afecta becerros
durante los tres primeros dias de vida, en ocasio-
nes se extiende hasta por 7 dias. Generalmente sc
observa diarrea profusa, y en casos severos, enteri-
tis hemorrégica.

Salmonella spp ®
Diferentes especies de Salmonella han sido asocia-
das a diarrea profusa en becerros, asi como a septi-
cemia, afectando incluso animales adultos.

Closiridium perfringens
C. perfringens B y C, generalmente afecta animales
menores a 10 dias. Cominmente se observa muer-
te siibita y enterirtis hemorrégica.

Rotavirus y Coronavirus
Rotavirus es la causa mas comin de diarrea en be-
cerros entre los 4 a 14 dias de vida. Coronavirus
afecta animales desde los 4 hasta los 30 dias.

Diarrea viral bovina?
Animales afectados pueden presentar lceras y le-
siones en ¢l paladar, ademds de diarrea y otros sig-
nos sistémicos.

Cryptosporidiosis ® / Coccidiosis
Cryptosporidium spp generalmente afecta animales
entrc 1 a 4 semanas de edad, se observan heces
blandas o liquidas, en algunos casos con muco y
sangre. Diarrea asociada a Coccidia spp cs observa-
da en animales mayores de 3-4 semanas, usual-
mente diarrea sanguinolenta con tenesmo.

Cultivo aerdbico solo permite identificar la pre-
sencia de E. coli (flora normal). Pruebas adiciona-
les, tal como PCR son necesarias para identificar
especificamente cepas de ETEC.

Es indicado el cultivo aerébico (con enriqueci-
miento) de heces o tejidos. Si se desea conocer la
especie, los aislamientos deben ser enviados a la-
boratorios de referencia para la identificacién del
SErogrupo.

Cultivo anaerébico permite identificar la presen-
ciade C. perfringens (flora normal). Pruebas adicio-
nales, tal como PCR son necesarias para
identificar especificamente cepas del tipo B o C.
Algunos laboratorios ofrecen pruebas para la de-
teccién de las toxinas. Neutralizacién de las toxi-
nas para tipificar C. perfringens en ratones era una
técnica usada anteriormente.

Histopatologia y microscopia electrénica (ME)
son buenas opciones para el diagnéstico, sin em-
bargo, ME no estd disponible en la mayoria de los
laboratorios. Otros métodos, tales como inmuno-
fluorescencia y ELISA estdn disponibles en algu-
nos laboratorios.

Existen diferentes estratcgias de diagnéstico.
Cuando el animal exhibe signos clinicos se reco-
mienda la detecciéon del virus. Aislamiento viral
en cultivos celulares (tejidos afectados), PCR y de-
teccién del antigeno viral mediante IF o inmu-
nohistoquimica ( capa leuco-plaquetaria o
tejidos).

Para el diagndstico se requieren heces y se realiza
un test de flotacién. La identificacién de Crypros-
poridium spp puede ser dificil debido al pequefio
tamano de los oocitos. Por lo cual, en laactualidad,
se recomienda el uso de una prueba de ELISA que
estd disponible comercialmente.

Nota: * Indica que la enfermedad estd asociada a otros signos clinicos de importancia que no se han incluido
en la tabla. ® Indica que son enfermedades de importancia zoondtica.

no, se debe considerar el potencial de colectar flora normal. Los hisopados nasales no
son recomendados para el diagnéstico bacterioldgico, al menos que se quiera identifi-
car un microorganismo en particular como el Mycoplasma spp. Con hisopados nasales
se colectaran bacterias y hongos que normalmente habitan el tracto anterior y esto
puede causar confusion al hacer la interpretacion clinica. Cuando se sospecha de en-
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fermedades virales que afectan el tracto respiratorio anterior se puede realizar un hi-
sopado nasal y trasladarlo en medios de transporte viral. Los aspirados traqueobron-
quiales o lavados bronquiales pueden ser una buena alternativa, cuando hay afeccio-
nes a nivel pulmonar. Sin embargo, estos son métodos invasivos usados mds comun-
mente en la clinica de equinos y animales de compaiiia.

La necrobacilosis laringea es causada por la bacteria anaerdbica Fusobacterium ne-
crophorum, comunmente asociada con Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes. Para su
diagndstico, no se recomiendan los hisopados, debido al riesgo de exponer la bacteria a
oxigeno y colectar flora normal (anaerébica y aerobica). Cominmente, el diagndstico se
basa en la sintomatologia y en la inspeccién visual de la laringe por medio de un espécu-
lo oral, endoscopia o radiografia. Si se realiza una necropsia, los tejidos afectados y ma-
terial purulento se deben llevar al laboratorio en condiciones anaerdbicas (Cuadro 1).
Condiciones similares pueden observarse a causa de la presencia de otras bacterias.

El complejo respiratorio bovino estd asociado a causas multifactoriales, inclu-
yendo la combinacién de multiples agentes infecciosos, el compromiso de las defen-
sas inmunoldgicas del animal y condiciones ambientales. En el Cuadro 3 se describen
los agentes infecciosos cominmente asociados a este complejo. No existen signos pa-
tognomonicos que permitan identificar a un solo agente, por lo que el inicio de la
toma de decisiones al seleccionar las pruebas diagndsticas se basa mds en la historia y
epidemiologia (Fulton & Confer, 2012). En ocasiones, el clinico solicita al laboratorio
la identificacién del “agente infeccioso”, lo cual es un desafio para el microbidlogo y
se convierte en un problema econémico para el propietario de los animales, muchas
veces sin llegar a un resultado final satisfactorio.

Cuadro 3
Agentes infecciosos relacionados con enfermedades respiratorias en el bovino
Agentes bacterianos Agentes virales -
Anaerdbicos facultativos Herpesvirus tipo 1
Pasteurella haemolytica Herpesvirus tipo 3
Pasteurella multocida Herpesvirus tipo 4
Haemophilus somnus Parainfluenza virus tipo 3
Actinomyces pyogenes Virus de la diarrea viral bovina
Pseudomonas aeruginosa Virus sincitial respiratorio bovino
Escherichia coli Adenovirus
Streptococcus spp Rhinovirus
Staphylococcus spp Reovirus
Moraxella spp Enterovirus
Salmonella spp Coronavirus
Bacteroides spp Calcivirus
Peptococcus indolicus Virus de la Influenza
Fusobacterium spp Ureaplasma spp
Mycoplasma bovis Chlamydia spp

Mycoplasma dispar Mycoplasma mycoides
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Ademas de las pérdidas econdmicas asociadas al diagnostico, la mortalidad, gas-
tos asociados a terapia y profilaxis y el pobre rendimiento productivo de los animales
empeoran el cuadro. Al igual que en el caso de diarreas, algunos laboratorios ofrecen
un panel que incluye pruebas diagnésticas para los patégenos mas comunes de la
zona. La histopatologia es de gran ayuda en casos de enfermedades respiratorias (Ful-
ton & Confer, 2012). El analisis histopatolégico puede indicar si las lesiones observa-
das estdn mas relacionadas a un cuadro viral o bacteriano, lo que podria corroborar los
resultados microbioldgicos.

ABORTOS

Una reproduccién animal eficiente va de la mano con el mantenimiento de una
industria ganadera rentable. Un incremento en el niimero de abortos espontaneos, asi
como una tormenta de abortos son eventos dramadticos en una explotacidon ganadera.
Cuando ocurren tormentas de abortos o se sospechan de agentes zoonéticos, existe
una urgencia en identificar el microorganismo asociado. Sin embargo, una gran canti-
dad de agentes infecciosos y no infecciosos pueden estar asociados con abortos en ru-
miantes. Hay circunstancias en las que el evento que desencadena el proceso abortivo
ocurre semanas o incluso meses antes de que se produzca el evento. Asimismo, cuan-
do se van a tomar muestras, es comun encontrar fetos en estado avanzado de descom-
posicion (autolisados) o expuesto a factores ambientales (contacto con animales, sue-
lo, agua) y la placenta no siempre estd disponible (Borel et al., 2014; Wheelhouse &
Dagleish, 2014). Todos estos factores hacen que el diagnéstico en el caso de abortos
sea complicado, costoso y en algunos casos, frustrantes para el propietario, el veterina-
rio y el profesional del laboratorio. En muchos casos, propietario y veterinario, deben
decidir si intentar hacer el diagnédstico sera promisorio para encontrar el causal (Borel
et al., 2014).

Es definitivo que en el caso de abortos, el muestreo correcto involucre una plena
cooperacién de todas las partes, incluidos los agricultores y el veterinario. Desde la
perspectiva del laboratorio, con los nuevos avances en técnicas diagndsticas, se ofre-
cen pruebas que pueden ser ejecutadas en menos tiempo con la posibilidad de identi-
ficar mas patégenos. La histopatologia, el cultivo bacterioldgico y micolégico de ruti-
na, pruebas de inmunofluorescencia, aislamiento viral y técnicas moleculares son las
bases fundamentales para iniciar la seleccién de muestras (Holler, 2012). Al igual de
lo que ocurre en los casos de diarrea y enfermedades respiratorias, la mayoria de los la-
boratorios ofrecen un panel que incluye el diagnéstico de las enfermedades mas im-
portantes de la regién asociadas a abortos.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que en las explotaciones bien administra-
das y en algunas regiones la mejora de las estrategias de vacunacién ha reducido el im-
pacto de las otrora grandes enfermedades infecciosas reproductivas, tales como IBR,
virus de la diarrea viral bovina (BVDV), brucelosis y leptospirosis. Lamentablemen-
te, estas patologias estdn siendo reemplazadas por un aumento de patégenos oportu-
nistas, que parecen estar surgiendo como patégenos importantes (Borel et al., 2014;
Wheelhouse & Dagleish, 2014). En el Cuadro 4 se describen las causas mds comunes
asociadas con abortos, el tipo de muestra que se debe colectar y algunas de las técnicas
diagnésticas comunmente usadas en cada caso.
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Cuadro 4

Causas comunes de aborto en bovinos, comentarios y estrategias

diagnésticas basicas

Enfermedad Agente etiolégico, comentarios Diagnéstico
Lengua Azul* Orbivirus, Reoviridae RT-PCR. Serologia:
Solo un 5% de los animales infectados muestran signos ELISA, SNV,

Campilobacterio
sis

Diarrea Viral
Bovina ®

Brucelosis =t

Chlamydiosis

Fiebre QP®

Rinotraqueitis
Infecciosa
Bovina>®

Leptospirosis

clinicos. Si los bovinos son infectados durante la gesta-
cién: se observan abortos y anormalidades congénitas
con caracteristicas macroscépicas y microscépicas es-
pecificas

C. foetus ssp venerealis: infeccién venérea, toros porta-
dores. Vacas no inmunizadas sufren metritis, salpingi-
tis y muerte embrionaria.

C. foetus ssp foetus and C. jejuni a: abortos esporadicos.

Virus de la Diarrea Viral Bovina tipo 1, 2 (Pestivirus,
Togaviridae). Dependiendo del tiempo de gestacién:

s 50-100 dias: muecrte fetal, aborto o momificacién

* 100-150 dias: fetos con defectos congénitos

Antes de 120 dias de prefiez, con cepa no citopitica:
Immunotolerancia y el becerro estd en riesgo padecer la
enfermedad mucosal a los 6-24 meses de vida

Semen infectado: fallas en la fertilizacién y vacas repe-
tidoras

Brucella abortus (B. melitensis y B. suis)
En rebafios no vacunados abortos en tormenta. LLa vaca
solo aborta una vez pero permanece infectada y excreta
la bacteria en partos subsecuentes.

Chlamydophila abortus
Aborto esporadico en bovinos. Macroscépicamente se
observa placenta edematosa, con signos de inflamacién
y dreas necréticas cubiertas de material purulento.

Coxtella burnetit
En vacas vacias, la infeccién es tipicamente subclinica
con reactivacion durante la prefiez. Abortos esporadi-
cos, se observa placentitis necrotizante.
Mastitis subclinica.

Herpesvirus bovino 1 (Varicellovirus; Herpesviridac)
Abortos posterior a los 90 dias después post infeccién
con o sin signos respiratorios previos. Abortos més co-
munes entre 4 a 7 meses de prefiez. La infertilidad no es
una secuela de IBR. No se observan lesiones macrosco-
picas en feto pero se observan focos de lesiones micros-
cdpicas en varios 6rganos con corpisculos de inclusién
viral.

Leptospira interrogans (varios serovares)
Abortos en tormenta con algunos serovares pero espo-
radicos con otros. LLos abortos ocurren entre 6 a 12 se-
manas después de la infeccién y es mas comin a los 7
meses de prefiez. Otros signos clinicos incluyen: infer-
tilidad, becerros débiles, y sindrome de agalactia

Aglutinacién indirecta AV

Aislamiento def patégeno
del contenido abomasal
del feto. Cultivo. PCR

Inmunofluorescencia.
Aislamiento viral.
Deteccitn de antigenos:
Elisa o
Inmunohistoquimica.
Serologia. RT-PCR

Serologia. Cultivo
Microscopia directa. PCR

Frotis de impresidn:
tinciones
especiales.Histopatologia.
Aislamiento en cultivo
celular. PCR

Frotis de impresién:
tinciones especiales. PCR

Tejido fetal:
Histopatologia, IF, PCR.
Hisopado vaginal y
prepucial: AV. Serologia
(no adecuada en zonas
endémicas).

Tejido fetal: IF, PCR.
Pruebas para el rebano:
MAT
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Cuadro 4 (Continuacion)

Enfermedad Agente etiolégico, comentarios Diagnéstico
Listeriosis »° Listeria monocytogenes Cultivo. PCR.
Abortos esporadicos o tarde en la gestacién. No hay en- Histopatologia

fermedad sistémica en la vaca ni tampoco infertilidad.
La Listeria es excretada en la leche y en descargas ute-
rinas por varios meses después de la infeccién. Menores
brotes ocurren asociados con la alimentacién de anima-
les prefiados

Aborto Micético Aspergillus fumigatus o Mortierella wolfii Cotiledones y lesiones
Abortos esporddicos y si se presentan es entre 6 a9 me- fetales Histopatologia.
ses de prefez. Caracteristicas encontradas: Cultivo. PCR

¢ Placenta con apariencia de madera con las cariinculas
matcrnales adheridas a los cotiledones. Signo
patognomonico es la presencia de lesiones
redondeadas en forma de anillos en el feto

* Retencidn placentaria

* M. wolfii: abortos en 5% de los casos seguidos de 48
horas de neumonia per aguda y muerte

Salmonelosis Salmonella varios serotipos (especificamente Dublin) Feto o placenta: Cultivo.
Abortos esporadicos y la vaca pudiera o no presentar PCR
sintomas dc la enfermedad. Abortos en gran nimero
pueden ser vistos en rebanos donde los brotes entéricos
han ocurrido.

Otras bacterias Muchas otras bacterias pueden estar asociadas a abor- Cultivo
tos esporadicos. Trueperella (Arcanobacterium) pyoge-
nes puede producir abortos en cualquier estado de la
gestacion. Se puede observar endometritis y placenti-
tis. El feto generalmente estard autolisado, con pericar-
ditis y pleuritis fibrinosa.

Tricomoniasis Trichomonas foetus Descargas uterinas:
Muerte cmbrionaria (infertilidad), abortos ocasionales ~ Examen microscopico y
y pidmetra. Como infeccién venérea el toro porta el cultivo (las muestras de
parésito en el prepucio y puede infectar el 90% de las deben mantener tibias
vacas. Los fetos mueren de 50-100 dias después de la para que el pardsito se
concepcién, seguido con ciclos irregulares de celo. Des- mantenga mévil). PCR
cargas uterinas usualmente purulentas y contiene un
gran nimero de pardsitos. El mdximo nimero se alcan-
za entre el dia 3-7 antes del celo.

Neosporosis Neospora caninum Inmunohistoquimica.
No se observan lesiones macroscopicas especificas en el PCR. Serologia
feto. Por medio de histopatologia pueden observarse
focos diseminados de necrosis en el cerebro, misculos
esqueléticos, corazon y en la placenta.

Nota: 2 Indica que la enfermedad es asociada a otros signos clinicos de importancia que no se han incluido
en la rabla. b Indica que son enfermedades de importancia zoonética.



356 [ Dubraska V. Diaz-Campos

Técnicas tradicionales y nuevas tecnologias: aislamiento bacteriano
y flngico

Las técnicas de laboratorio destinadas al aislamiento de bacterias y hongos han
sido utilizadas desde el inicio de la microbiologia y aiin se usan diariamente en el
diagnéstico de enfermedades infecciosas. Cuando el microbidlogo recibe tejidos co-
lectados de una necropsia, parte de su superficie es “quemada” para evitar el cultivo
de flora contaminante. La flora contaminante proviene de un sobre crecimiento
post-mortem de la flora normal y también del ambiente. Esta es la razén por la que se
sugiere que las piezas de tejido sean lo suficientemente grandes, para que los mismos
puedan ser “quemados” externamente, sin afectar los microorganismos que estidn en
el interior. En algunas ocasiones, se recomienda la inoculacion de medios de cultivo
en el campo (Griffin, 2012).

Tradicionalmente en el laboratorio las muestras son sembradas en placas de
agar sangre y manitol (medio selectivo). Sin embargo, en la actualidad existe una infi-
nita varicdad de medios de cultivo selectivos y medios de enriquecimiento; los prime-
ros destinados a aislar un microorganismo en particular y los segundos, usados cuan-
do se sospecha que las bacterias estardn en un nimero insuficiente para su crecimien-
to en las placas iniciales (Markey ez al., 2013). El microbiélogo debe ser un profesional
entrenado para ser capaz de discernir entre el crecimiento de flora normal, contami-
nante y nimero de colonias prevalentes en las placas de cultivo. De alli la importancia
de enviar al laboratorio, una informacién completa acerca de la presentacion clinica
de la enfermedad, el uso de antibiéticos, la epidemiologia y una lista con el diagndsti-
co diferencial. A la final, la seleccion de las bacterias a reportar, as{ como a las que se
les realizard un antibiograma sera decision del veterinario microbiélogo. La seleccion
serd acertada, si el microbidlogo esta bien entrenado, pero también dependerd de la
recoleccion de la muestra y de la informacion que se haga llegar al laboratorio.

Nuevas tecnologias han desplazado el uso del cultivo tradicional en algunos ca-
so0s; la razén principal es el tiempo de obtencién de resultados y los costos para el labo-
ratorio. Sin embargo, la necesidad de obtener data semicuantitativa de las bacterias
presentes en una placa de agar, la realizacién de antibiogramas y la busqueda de mi-
croorganismos oportunistas o nuevos, hacen que las técnicas tradicionales se manten-
gan como parte de la rutina. En los ultimos afios, una nueva tecnologia, MALDI-TOF
MS (matrix assisted laser desorption ionization-time of flight-mass spectrometry), en
espafiol: desorcién laser asistida por la matriz con deteccién de masas por tiempo de
vuelo; ha venido ganando espacios en laboratorios de diagnéstico. El fundamento de
la MALDI-TOF MS es la identificacion de microorganismos mediante el anélisis de
proteinas, principalmente ribosomales (Legarraga et al., 2013). Esta tecnologia ha re-
volucionado los laboratorios que se dedican al cultivo de bacterias y hongos, pero
también esta teniendo un gran impacto en actividades de investigacién. Las ventajas
fundamentales de la técnica son: identificacién de microorganismos en unos pocos
minutos a partir de colonias (Markey et al., 2013; Organizacion Mundial de Sanidad
Animal, 2013) y en algunos casos de muestras directas (sangre, orina). Con algunas
excepciones, no requiere de una preparacion especial de la muestra; aunque el costo
inicial es elevado, el uso diario representa un costo minimo por cada muestra cuando
se compara con las pruebas tradicionales de identificacion (pruebas bioquimicas). No



Logros & Desafios de la Ganaderia Doble Propdsito. 2014
Técnicas convencionales y nuevas estrategias para el diagndstico de las enfermedades... 357

se requiere de personal altamente capacitado y el entrenamiento es muy corto (2-4
dias), siendo sencilla la implementacién en el laboratorio y los resultados confiables.

Las compaiiias que han desarrollado esta tecnologia ofrecen base de datos en las
que se abarcan miles de microorganismos, sin embargo, esta es una de sus desventa-
jas; cuando el microorganismo no esté en la base de datos, no podra ser identificado.
La otra limitacién es que para algunas familias de bacterias (Ej. Streptococcus spp) la
identificacién no es tan confiable. En la actualidad, las empresas que patrocinan el
equipo estin trabajando en mejorar sus bases de datos. Se espera que en el futuro, esta
misma tecnologia va a ser usada en el diagnéstico de enfermedades parasitarias y vira-
les (Legarraga et al., 2013).

Técnicas serolégicas

Las técnicas serologicas son miltiples y por décadas han tenido un gran impac-
to, principalmente en el diagndstico de enfermedades virales, aunque también se usan
para otros tipos de patdgenos. Las técnicas que se incluyen en este grupo son muy nu-
merosas; sin embargo, todas se basan en la inmunologia como principio bésico. En la
mayoria de los casos, se evalta la “seroconversiéon” de los titulos de anticuerpos en
suero sanguineo, lo que significa que se requieren dos muestras con un periodo de
tiempo intermedio determinado, para evaluar asi la respuesta de anticuerpos especifi-
cos en el tiempo. El periodo entre la toma de muestras dependera del tipo de prueba
diagnéstica y del patégeno, sin embargo, en la mayoria de los casos la segunda mues-
tra se toma entre 10 y 25 dias después de haber colectado la primera.

Otra generalidad es que los anticuerpos que cominmente se detectan son IgM e
IgG. La deteccién de IgM estd mas asociada a una infeccién muy reciente (enfermeda-
des en fase aguda) y la de IgG indica el estatus inmune de un individuo frente a un an-
tigeno (molécula de un microorganismo) en particular. Incrementos en el tiempo en
los titulos de IgG probablemente se asocian a una infeccion latente, mientras que si
los titulos se mantienen o disminuyen en el tiempo se podria pensar en convalescen-
cia, inmunidad pasiva, vacunacién o exposicién previa al patégeno. Finalmente, se
debe tener en cuenta que mediante técnicas seroldgicas se detectan respuestas vactina-
les e infecciones pasadas, lo que no necesariamente representa resistencia al parégeno.

La técnica de seroneutralizacion viral (SNV) consiste en la neutralizacién de
una cantidad conocida de virus por medio de los anticuerpos del suero: el titulo serd el
inverso al de la dilucién més alta en el que se alcance la neutralizacion viral. Esta téc-
nica puede ser de gran ayuda (alta especificidad y sensibilidad), porque se mide la can-
tidad de anticuerpos capaces de neutralizar al patégeno. Sin embargo, puede ser cos-
tosa y exige de tiempo al personal del laboratorio. La prueba ELISA (en espaiiol: En-
sayo por Inmunoabsorcién ligado a Enzimas), es una técnica en la cual un antigeno
inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de ge-
nerar un producto detectable como cambio de color o algtin otro tipo. A diferencia de
la SNV, por medio del ELISA solo se miden los anticuerpos capaces de unirse al paté-
geno. Existen muchas variantes de la técnica que son amplias y no pueden ser descri-
tas en este capitulo debido a restricciones de espacio; sin embargo, se debe mencionar
que algunos tipos estan disenados para la deteccidn directa de antigenos (agente in-
feccioso). La técnica es muy popular en los laboratorios de diagndstico, es ficil de rea-
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lizar, econémica y cuenta con una alta especificad y sensibilidad. En la actualidad,
existen en el mercado una gran disponibilidad de kits comerciales que pueden ser
usados a campo y en clinicas veterinarias.

Las pruebas de inmunofluorescencia, directa (IF) e indirecta (IFI) son también
cominmente usadas. Son pruebas que ofrecen un diagnéstico rapido y son faciles de
realizar. Se usan para enfermedades virales, bacterianas y flngicas. Un ejemplo co-
mun es la deteccion de Clostridium histot6xicos. Estos microorganismos son muy difi-
ciles de cultivar en el laboratorio por su poca tolerancia al oxigeno, mientras que la
muestra se recolecta y se transporta al laboratorio. Existen muchas otras pruebas sero-
16gicas, tales como la fijacién del complemento, inmunoabsorcion, hemaglutinacién
e inhibicidn de la hemoaglutinacién (Markey et al., 2013). Sin embargo, las pruebas de
IF, IFI, SNV y ELISA son las mds usadas para el diagnéstico de enfermedades infec-
ciosas del bovino.

Técnicas moleculares

Aproximadamente tres décadas atrds, la implementacién de la Reaccién en Ca-
dena de la Polimerasa (PCR) trajo consigo una revolucion a los laboratorios de diag-
nostico. Tener la posibilidad de identificar microorganismos de cualquier clase a par-
tir de tejidos descompuestos, congelados, cortes histoldgicos y con la minima canti-
dad de muestra, ofrecié un nuevo abanico de posibilidades para el diagnéstico de en-
fermedades infecciosas. En sus inicios, con el PCR de tipo convencional, el proceso
para obtener un resultado podia durar entre dos a tres dias. Actualmente, con las me-
joras en las técnicas de extraccién de dcidos nucleicos y el desarrollo del PCR en tiem-
po real, un resultado se puede obtener en 2 a 3 horas. En otro sentido, con la puesta en
marcha del PCR, también se originé que los laboratorios se enfocaran en técnicas de
secuenciaciéon para la identificacion de nuevos patégenos, lo que anteriormente era
ejecutado principalmente por laboratorios de investigacién.

En la actualidad, muchos laboratorios de diagndstico usan multiplex PCR, con
lo que a partir de una sola muestra se logran identificar cierta cantidad de patégenos
con una sola prueba. Cada laboratorio decide cuales patégenos incluird dependiendo
de las enfermedades mds comunes de la zona o de la especie animal. Un ejemplo del
uso de un multiplex PCR es la identificacién de 3 a 4 microorganismos asociados a
diarreas bacterianas en becerros con un test Gnico. Las ventajas del PCR son muchasy
aunque en sus inicios se consideraba una técnica sumamente costosa, en la actualidad
con la automatizacién y la globalizacién de la técnica el costo de los equipos y los cos-
tos de insumos por muestras han disminuido de forma notable.

Sin embargo, se deben considerar algunas de las desventajas. La deteccién de
microorganismos no viables (muertos) podria ser un grave problema en ciertos casos.
Siun animal ha sido sometido a terapia antimicrobiana, es posible que al momento de
recolectar la muestra, ain se encuentre el microorganismo en la misma, aunque
muerto por el efecto de la droga. Si en este caso se realiza un cultivo bacteriano, el mi-
croorganismo no crecera, pero si se realiza un PCR, el resultado muy probablemente
serd positivo. En estas situaciones, el PCR seria un factor de confusién cn la resolu-
cion de este caso. También se debe considerar que cuando se realiza el cultivo bacte-
riano, el veterinario microbidlogo puede inferir a partir del crecimiento en una placa,
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cual microorganismo es prevalente en la misma y reportarlo de esta manera al clinico,
con el PCR esta posibilidad esta limitada.

Otra desventaja es que se debe tener un blanco determinado; la técnica depende
de cebadores que se disefian de forma especifica para un microorganismo. Cuando se
realiza aislamiento viral o cultivo bacteriano existe la posibilidad de encontrar pat6-
genos oportunistas o desconocidos, lo que generalmente no puede realizarse con un
PCR especifico. Sin embargo, estos hallazgos (oportunistas 0 nuevos patdgenos) de-
ben enviarse al laboratorio de diagnéstico molecular, donde usando primers univer-
sales, pueden ser secuenciados e identificados.

Antes del advenimiento del PCR, algunos laboratorios de diagnéstico usaban
hibridazacién por sondas. I.as sondas son segmentos de ADN o ARN que han sido
marcados con enzimas, sustratos antigénicos, quimioluminiscencia o radioisétopos.
Estas sondas se pueden unir con una alta especificidad a una secuencia complementa-
ria de 4dcido nucleico en una muecstra (E;j. tejidos). Las sondas de oligonucledtidos tie-
nen la ventaja de hibridar mds rapidamente a las moléculas blanco y pueden, bajo
ciertas condiciones, detectar el cambio de un nucleétido dentro de una secuencia de
acido nucleico. Esta técnica no tiene una alta sensibilidad y ha venido a ser reempla-
zada por el PCR y tltimamente por el chip de dcidos nucleicos (microarray).

En palabras simples, un microarray es una coleccién de particulas microscopi-
cas (generalmente ADN) que puede ser hibridizada con moléculas blanco, efectoras,
para producir bien sea, una data cuantitativa (expresion genética) o una data cualitati-
va (informacidon diagnéstica). La principal ventaja de los microarrays es la multiple-
xacion, lo que permite la exploraciéon de la microbiota y la deteccion de mailtiples pa-
tégenos en casos de bacteriemia, enfermedades respiratorias, abortos e infecciones di-
gestivas (Markey et al., 2013). Es una técnica costosa que ain no se ha implementado
en la mayoria de los laboratorios de diagndstico; sin embargo, muchos cientificos pre-
dicen que el uso de microarrays sera de uso rutinario en el futuro, como el préximo es-
calon del laboratorio de diagnéstico molecular.

CONCLUSIONES

El desarrollo de nuevas tecnologias ha originado que el diagnéstico de enferme-
dades infecciosas haya avanzado de forma fascinante en las iltimas décadas. En sus
inicios, técnicas tales como secuenciacién genética, espectrometria de masas y mi-
croarray se restringian a laboratorios de investigacion. En la actualidad, algunas de
estas estan disponibles a nivel mundial en laboratorios veterinarios. Sin embargo, se
debe tener en cuenta que técnicas tradicionales, como el cultivo y aislamiento de mi-
croorganismos en placas de cultivo, siguen siendo de uso diario en los mismos labora-
torios. La técnica de PCR podria ser considerada como la mas popular en estos tiem-
pos, no obstante deben entenderse sus ventajas y limitaciones.

En todo caso, es responsabilidad del médico veterinario y del veterinario micro-
biblogo establecer una estrategia para la toma de muestras, como para la seleccion de
las pruebas a realizar y su correcta interpretacién. La bisqueda de un diagnéstico de-
finitivo con frecuencia conlleva a la ejecucion de maés de una prueba diagnéstica. La
evaluacién macroscépica y microscépica (histopatologia), junto con la sintomatologia
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clinica, son las claves para realizar una correcta interpretacion de los resultados de las
pruebas de laboratorio. Un resultado positivo no indica necesariamente la presencia
del agente causal en el rebafio o que estd asociado a la enfermedad. Es imperativo
mencionar que muchas de las enfermedades que se diagnostican a diario pueden ser
zoondticas o de declaracién obligatoria al Estado. Si la estrategia de diagndstico ha
sido bien disenada, a 1a larga, se lograra la prevencién de enfermedades que afecten la
productividad y la rentabilidad de los rebafos y/o la salud piblica.
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