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RESUMEN

El presente documento constituye el informe final de trabajo de graduacion,
modalidad pasantia, realizada por la estudiante Jenny Madrigal Varela en el
Laboratorio de Virologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional, en el periodo comprendido entre el 16 de Julio y el 7 de Diciembre del
afio 2012.

La pasantia se realizd6 con el objetivo de mejorar las destrezas y
habilidades de la pasante mediante la participacion en la organizacion, ejecucion
de procedimientos, interpretacion de resultados e implementacion de nuevos
protocolos del Laboratorio de Virologia.

EL periodo se dividid en tres partes: la primera constd de una introduccion
al laboratorio, la cual se bas6 en el conocimiento de su organizacién y
funcionamiento con especial atencion a la recepcién y protocolizacion de las
muestras; en la segunda parte se participd en la recepcién y analisis de las
muestras conforme iban ingresando al laboratorio y en la tercera parte se
contribuy6 con la implementacion de protocolos de PCR establecidos por Frisk
(1999), Linssen et al. (2000) y Xie et al. (1997), para Distemper canino, Encefalitis
equina del Este y Reovirus aviar, respectivamente. Al final de la pasantia se logré
participar en un total de 2855 andlisis.



Xi

ABSTRACT

This document is the final report of a graduate work, internship modality by
the student Jenny Madrigal Varela at the Laboratory of Virology, School of
Veterinary Medicine of the National University in the period between 16 July and 7
December 2012.

The internship was conducted with the aim to improve the skills and abilities
of the student through participation in the organization, implementation of
procedures, results interpretation and implementation of new protocols at the
Virology Laboratory.

The period was divided into three parts: the first consisted of an introduction
to the laboratory, which was based on the knowledge of its organization and
functioning with particular attention to the reception and logging of samples; in the
second part the student took part in the reception and analysis of samples as they
were entering the laboratory and in the third part she contributed to the
implementation of PCR protocols established by Frisk (1999) Linssen et al. (2000)
and Xie et al. (1997), for Canine Distemper, Eastern Equine Encephalitis and
Avian Reovirus, respectively. At the end of the internship the student engaged in a
total of 2855 analysis.



1. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

Para enfrentar, diagnosticar, prevenir, controlar y erradicar las
enfermedades virales se requiere de laboratorios especializados, esto con el
objetivo de ayudar a los propietarios de las mascotas, productores, y entidades
nacionales o internacionales; ademas de ser un sostén de diagnéstico para los
veterinarios privados, y profesionales cuyo trabajo se relaciona con la medicina,
biomédica y medicina comparativa (Dwight et al., 2004; MacLachlan & Dubovi,
2011).

Muchas enfermedades virales de animales se pueden diagnosticar
tomando en cuenta los signos clinicos en conjunto con los hallazgos post mortem
e histopatoldgicos; sin embargo, la medicina laboratorial siempre complementa el
examen clinico del paciente (Meyer & Harvey, 1998; MacLachlan & Dubovi, 2011).

La vigilancia de los virus a nivel individual o a nivel de hato es muy
importante, ya que su diagnostico va a influenciar el manejo o prondstico del
animal; por otra parte, en el marco de reglamentos comerciales internacionales, la
certificacion de ausencia de ciertas enfermedades virales, debe acompanfar a los
animales exportados a paises donde esas enfermedades son exadticas.

También la vigilancia se debe realizar para control de zoonosis,
enfermedades emergentes o re-emergentes, tales como rabia, encefalitis equina
venezolana, virus del Nilo Occidental, influenza aviar, entre otros. Finalmente la
vigilancia se aplica en la transferencia de embriones, inseminacién artificial,
transfusion de sangre, y xeno- transplantacion de tejidos y 6rganos de suinos a
humanos (Wiegers, 1996; Swayne et al., 1998).

Es importante realizar el diagndéstico viral a nivel de pais para tener
conocimiento de la prevalencia y distribucion de enfermedades virales, y
determinar como afectan la economia del lugar, lo cual permite ejecutar
programas de control y remocion de animales infectados (Wiegers, 1996).

En el trabajo de diagnéstico, la expresion final de la calidad es un resultado
fiable. EI advenimiento de las normas internacionales, como la serie 1SO, y la

aplicacion de la gestion de calidad, han hecho que los laboratorios tengan un



sistema de calidad formal, visible y confiable (Wiegers, 1996; Murrell, 2006). Por
eso es tan importante que un laboratorio tenga instalaciones adecuadas para el
buen manejo y seguridad de las practicas laboratoriales y velar que la colecta,
identificacion y transporte de especimenes a analizar sea lo mas adecuado
posible (especimenes frescos, bien identificados, tomados en el momento en que
el animal muestre los primeros sintomas clinicos, y del sitio correcto de acuerdo al
agente que se desea analizar) (Quinn et al., 1994; Herrero et al., 2004; OIE,
2013).

El Laboratorio de Virologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional cuenta con personal -calificado, equipo y métodos
diagndésticos necesarios para la deteccion de los diferentes virus, en este sentido,
este laboratorio es una herramienta imprescindible y confiable tanto para los
médicos veterinarios privados, como para los médicos humanos, los profesores, y
los que participan en la investigacion en muchos campos relacionados con la
medicina comparativa.

Los protocolos que utiliza el Laboratorio de Virologia para reconocer
infecciones por virus, incluyen métodos directos e directos. Esto segun
demuestren la presencia del virus o de alguno de sus componentes (antigeno o
genoma viral) o bien, la respuesta de anticuerpos especificos por parte del
huésped en el curso de la infeccién (OIE, 1996).

En el Laboratorio de Virologia de la Escuela de Veterinaria de la
Universidad Nacional, se trabaja en é&reas como docencia (recibiendo y
atendiendo a estudiantes, capacitando productores o profesionales de ciencias de
la salud, y dando soporte completo, a los laboratorios de docencia de su
especialidad), investigacion (ejecutando proyectos que pretenden encontrar
soluciones a los multiples problemas de salud que aquejan a las poblaciones del
pais (humanas y animales), extension (ofreciendo actividades de capacitacion,
informacion y divulgacién a asociaciones profesionales, comunidades, hospitales,
instituciones educativas, entre otros), venta de servicios (se realizan analisis
frecuentes de al menos 30 virus, y 15 procedimientos diferentes, lo que lo hace
muy accesible al publico) (Jiménez, 2011).



1.2 Justificacion
1.2.1. Importancia

Tomando en cuenta que hay mas de 1938 especies de virus (MacLachlan
& Dubovi, 2011), la clave para que el protocolo de abordaje de enfermedades
infectocontagiosas sea exitoso, es poner en practica las medidas de control y
manejo necesarias para evitar que se infecten mas individuos (Pritchard et al.,
2003). El Laboratorio Virologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional contribuye a la resolucién de los problemas de salud que
aquejan a las poblaciones del pais (humanas y animales) mediante la realizacion
de diversos analisis.

El conocer el desempefio del Laboratorio de Virologia y la cantidad de
analisis que anualmente ejecuta (16.000 a 18.000) (Jiménez, 2011), acentua el
interés personal de desarrollar la pasantia en el mismo, pues ofrece la posibilidad
de poner en practica los conocimientos tedrico- practicos en el campo de la
virologia veterinaria adquiridos a lo largo de la carrera, para complementar el

desarrollo profesional, ayudando a mejorar destrezas y habilidades.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Realizar una pasantia en el Laboratorio de Virologia de la Escuela de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional para mejorar mis

destrezas y habilidades en este campo del conocimiento.
1.3.2 Objetivos especificos

1.3.2.1 Participar en la ejecucion de los procedimientos laboratoriales
realizados en el Laboratorio de Virologia.

1.3.2.2 Colaborar en la organizacion y funcionamiento del Laboratorio.

1.3.2.3 Mejorar destrezas y habilidades en la realizacion e interpretacion de
analisis de laboratorio.

1.3.2.4 Participar en la realizacién de al menos 2000 andlisis de laboratorio.

1.3.2.5 Implementar protocolos de PCR para los siguientes virus: Distemper

canino, Encefalitis Equina del Este y Reovirus aviar.



2. METODOLOGIA

2.1 Materiales y métodos

2.1.1. Lugar

La pasantia se realizé en el Laboratorio de Virologia de la Escuela de
Medicina Veterinaria, ubicada en el Campus Benjamin Nufiez, Barreal de Heredia,
Costa Rica. Dicho laboratorio cuenta con un area aproximada de 100 m? dividida en
cinco areas principales: recepcion, almacenamiento y conservacion de muestras,
area de serologia, area de balanzas y electroforesis, area de cultivo celular y PCR, y
por ultimo, una oficina para confeccion de informes y lectura de las pruebas

inmunoenzimaticas.

2.1.2. Equipo y Materiales

El laboratorio cuenta con equipo basico, dentro del cual se puede citar:
refrigeradoras, congeladores y ultracongeladores, centrifugas, balanzas, cabinas de
flujo laminar vertical y horizontal, pH metro, cabina para PCR, triturador de tejidos,
bafios maria, cadmaras de electroforesis, microscopio invertido, estereoscopio,
incubadora de CO2, computadoras, lavador de placas, termocicladores,
transluminador UV, agitadores Vortex, pipetas, pipeteadores eléctricos, micropipetas
individuales y multiples, asi como cristaleria y material plastico desechable.

En relaciébn con los reactivos y materiales de diagnéstico, el laboratorio
empled kits de diagndstico importados (Biochek®, Idexx®, VMRD®, Symbiotics®,
Ingenasa®, Megacor®, entre otros). Para el diagndstico molecular se cuenta con los
materiales necesarios para extraccion de &cidos nucleicos, sintesis de ADN

complementario y PCR.

2.1.3. Metodologia
La pasantia tuvo una duracion de 320 horas.

El trabajo se llevdé a cabo de acuerdo con el cronograma establecido y

consto de tres etapas: una etapa de introduccion e induccion al laboratorio, una



etapa de practica dentro de la rutina normal del laboratorio (recepcion,
protocolizacidon, manejo y conservacion de muestras, lectura y seguimiento de
protocolos de diagndstico, participacion en los métodos y procedimientos de
diagnéstico directos e indirectos), y una etapa de implementacion de la técnica de
PCR para el diagnostico de algunos agentes virales relevantes en el medio como
son: los virus de Distemper canino, Encefalitis Equina del Este y Reovirus aviar
segun se describe a continuacion (las técnicas tuvieron el mismo equipo y
protocolo base: se realizo la extraccion de ARN con Trizol, luego se sintetizé un
ADN complementario, empleando “randomprimers” y el kit Revert Aid Minus First
Strand cDNA Syntesis, cédigo K1632 de la empresa Fermentas. Posteriormente
se realizé la PCR (la mezcla de reaccion se elaboro con el kit 2X PCR Master Mix,
catadlogo Fermentas K1071, empleando un volumen total por tubo de 50 pl, con
los primers que se necesitaban de acuerdo al virus correspondiente, y 2ul de
cDNA). La reaccion se completd en el termociclador Applied Biosystems modelo
2720, de acuerdo a las temperaturas y ciclos descritos por Frisk (1999), Linssen y
colaboradores (2000) y Xie y colaboradores (1997) para Distemper canino,
Encefalitis equina del Este y Reovirus aviar respectivamente. Los productos se
visualizaron con un transluminador de luz UV tras una electroforesis en gel de

agarosa al 2%).

2.1.3.1. Implementacion del PCR para el diagnostico del virus del Distemper
canino. Este procedimiento se basé en el protocolo descrito por Frisk (1999).
Después de realizar la extraccion de ARN vy sintetizar el ADN complementario, se
realizé la PCR: se elabord la mezcla de reaccion con los primers F (ACA GGA
TTG CTG AGG ACC TAT) y R (CAA GAT AAC CAT GTA CGG TGC), y 2 pl del
cDNA. La reaccion se completd con las siguientes temperaturas y ciclos:
desnaturalizacion 94°C por un minuto; 40 ciclos de desnaturalizacion, annealing y
extension de 94°C durante un minuto, luego 59,5°C por dos minutos y 72°C por
un minuto. Finalmente se realizé una extension a 72°C por cinco minutos. Los

productos de 287 pb se visualizaron con un transluminador de luz UV.



2.1.3.2. Implementacion de PCR anidado para el diagnéstico del Virus de la
Encefalitis Equina del Este. Se siguié el protocolo descrito por Linssen y
colaboradores (2000). Después de realizar la extraccion de ARN vy sintetizar el
ADN complementario, se realizo la primer PCR: se elabor6 la mezcla de reaccion
con los primers EEE4 (CTAGTTGAGCACAAACACCGCA) vy CcEEE7
(CACTTGCAAGGTGTCGTCTGCCC), y 2 pul del cDNA. La reaccion se completd
con las siguientes temperaturas y ciclos: desnaturalizacion 94°C por minuto y
medio; 35 ciclos de desnaturalizacion, annealing y extension de 94°C durante
veinte segundos, luego 64°C por treinta segundos y 72°C por veinte segundos.
Finalmente se realizd una extension a 72°C por cinco minutos. Para la reaccion
anidada se emplearon 2 ul de la PCR anterior y los primers EEE-5
(AAGTGATGCAAATCCAACTCGAC) y cEEE-6
(GGAGCCACACGGATGTGACACAA). La reaccibn se completd con las
siguientes temperaturas y ciclos: desnaturalizacién 94°C por minuto y medio; 25
ciclos de desnaturalizacién, annealing y extension de 94°C durante veinte
segundos, luego 65°C por treinta y cinco segundos y 72°C por diecisiete
segundos. La extension final fue a 72°C por cuatro minutos. Los productos de 262

pb se visualizaron con un transluminador de luz UV.

2.1.3.3. Implementacion del PCR para el diagndstico de Reovirus Aviares. Se
realizé el protocolo descrito por Xie y colaboradores (1997). Después de realizar
la extraccion de ARN vy sintetizar el ADN complementario, se realizo la primer
PCR: se elabor6 la mezcla de reaccién con los primers MK87 (GGT GCG ACT
GCT GTA TTT GGT AAC) y MK88 (AAT GGA ACG ATA GCG TGT GGG) y 2 i
del cDNA. La reaccién se completd con las siguientes temperaturas y ciclos:
desnaturalizacion 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de desnaturalizacion, annealing y
extension de 94°C durante un minuto, luego 55°C por un minuto y 72°C por un
minuto. Finalmente se realiz6 una extension a 72°C por cinco minutos. Los

productos de 532 pb se visualizaron con un transluminador de luz UV.



2.1.4 Registro y Andlisis de datos

Se realiz6 un registro en una bitacora, de todos los casos en los que
participé, de acuerdo con el numero de protocolo asignado.

Para efecto del documento final del TFG, los datos se organizaron por
especie de origen, tipo de muestra y analisis realizados. Los datos se analizaron

de forma cualitativa mediante estadistica descriptiva.
2.1.5 Horario de trabajo

El horario de trabajo fue de lunes a viernes de 8 am a 12 pm, aunque la
jornada laboral en ocasiones se prolongaba de acuerdo con los requerimientos de

las pruebas a realizar.



3. RESULTADOS

Para presentar los resultados obtenidos en esta pasantia, los datos se
organizaron por especie de origen, tipo de muestra y analisis realizados, y por

altimo se presenta los resultados de los nuevos protocolos implementados.

3.1 Casuistica

3.1.1 Area Aviar

Durante la pasantia se particip6 en le ejecucion de 2055 andlisis de

muestras de origen aviar, cuyo detalle se presenta en el Cuadro 1.

Cuadro 1: Andlisis realizados a muestras de origen aviar.

Agente Tipo de Analisis realizados Total por
muestra agente
Sueros ELISA 131
Bronquitis infecciosa
. Traqueas PCR 3
aviar
Secresiones Inmunofluorescencia 3
Bursitis infecciosa aviar Sueros ELISA 128
Influenza aviar Sueros ELISA 120
Laringotraqueitis Sueros ELISA 1290
Infecciosa aviar Tragueas PCR 193
Micoplasma
. . Sueros ELISA 66
gallisepticum
Newcastle Sueros ELISA 121
Total de analisis 2055

Tal y como se observa en el cuadro anterior, el agente que demand6 mayor
namero de analisis laboratoriales fue el virus de la Laringotraqueitis infecciosa

aviar, con 1483 analisis. Ademas, con respecto a las técnicas empleadas, el



ELISA sobresale sobre las demas con un total de 1856 andlisis, seguida del PCR
con 196.

3.1.2 Area Bovinos

En lo que respecta a bovinos, se realizaron un total de 578 andlisis, cuyo

detalle se presenta en el cuadro 2.

Cuadro 2: Andlisis realizados a muestras de origen bovino.

Agente Tipo de Analisis realizados | Total por agente

muestra

Leucosis viral bovina Sueros ELISA 521

Rinotraqueitis Sueros Seroneutralizaciéon 15

infecciosa

bovina Pulmon Aislamiento 2
Sueros ELISA 17

Diarrea viral bovina Sueros Seroneutralizacion 7
Heces Aislamiento 3

Coronavirus bovino Heces Inmunocromatografia 3

Papilomavirus bovino Papilomas Autovacuna 7

Rotavirus bovino Heces Inmunocromatografia 3

Total de analisis 578

Tal como se observa en el cuadro 2, el agente viral que mayor niamero de
analisis demando fue el virus de la Leucosis Bovina, con 521 analisis. En lo que
respecta a las técnicas utilizadas, el ELISA acapar6 el mayor nimero de pruebas
con un total de 538 y fue seguido por 22 seroneutralizaciones, 7 autovacunas, 6

inmunocromatografias y 5 aislamientos en cultivo celular.

3.1.3 Area Porcinos

Con respecto a muestras de origen porcino, se participd en un total de 58
analisis, todos para diagnostico de sindrome respiratorio y reproductor porcino
(PRRS) mediante la técnica ELISA.
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En lo referente a muestras de origen felino, se participé en un total de 19

analisis, cuyo detalle se presenta en el cuadro 3.

Cuadro 3: Andlisis realizados a muestras de origen felino.

Agente Tipo de Andlisis realizados Total por
muestra agente
Leucemia felina Sangre Inmunocromatografia 9
Inmunodeficiencia felina Sangre Inmunocromatografia 9
Peritonitis infecciosa Inmunocromatografia 1
. Sangre
felina
Total de analisis 19

Se logra observar en el cuadro 3 que todos los 19 analisis son de

inmunocromatografia, y dentro de estos el virus de la Leucemia felina y el de la

Inmunodeficiencia felina tienen la misma cantidad de analisis (9 analisis cada

uno).

3.1.5 Area caprinos

En relacion con los caprinos, se realiz6 un andlisis del virus de la Artritis

Encefalitis Caprina, utilizando la técnica de ELISA.

3.1.6 Area equinos

En lo referente a muestras de origen equino, se participé en un total de 120

analisis, cuyo detalle se presenta en el cuadro 4.
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Cuadro 4: Andlisis realizados a muestras de origen equino.

Agente Tipo de Analisis Total por
muestra realizados agente
Anemia infecciosa equina Sueros Inmunodifusion 119
Encefalitis equina venezolana, del ELISA de captura 1
este, del oeste y del oeste del Nilo Sueros de IgM
Total de analisis 120

Segun se desprende del cuadro 4, el mayor numero de examenes
corresponde a anemia infecciosa equina, con 119 analisis y en lo que respecta a
técnicas utilizadas, la prueba de inmunodifusion en gel de agar, acapara la

mayoria, con un total de 119 pruebas.

3.1.7 Area caninos

En lo referente a muestras de origen canino, se participé en un total de 17

analisis, cuyo detalle se presenta en el Cuadro 5.

Cuadro 5: Andlisis realizados a muestras de origen canino.

Agente Tipo de muestra | Analisis realizados | Total por agente
Distemper canino Sueros Inmunocromatografia 3
Pulmén PCR 2
Papilomavirus canino Papilomas Autovacuna 12
Total de analisis 17

Tal y como se observa en el cuadro 5, la elaboraciéon de autovacunas para
papilomatosis canina represent6 la mayor parte de los procedimientos realizados
a muestras de origen canino, con un total de 12. Otras técnicas realizadas fueron

3 inmunocromatografias y 2 PCR.
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3.1.8 Otras técnicas realizadas

Durante la pasantia se realizaron seis tripsinizaciones y una titulacion de

vacuna.

3.2 Implementacion de protocolos

3.2.1 Implementacién del PCR para el diagnostico del virus del Distemper canino

Tal como se observa en la linea 2 de la Figura 1, se obtuvo un resultado
positivo (287 pb) (vacuna de distemper canino) mediante el protocolo de PCR
descrito por Frisk (199

Figura 1. PCR para distemper canino: M: marcadores, 1.
muestra MAG 1966-12, 2: vacuna, 3: control negativo.

3.2.2 Implementacion PCR anidado para el diagnostico del Virus de la Encefalitis
Equina del Este

En la figura 2, lineas 1, 2 y 4, se observa los resultados positivos de todas
las diluciones de cDNA (262 pb), descritas en el Cuadro 6, mediante el protocolo
de PCR anidado descrito por Linssen y colaboradores (2000).
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EEE-4 ycEEE-7 EEE-4 vy cEEE-6

-

1

o LR e

464 pb

3 4 M1 2

3 4

Figura 2. PCR anidado para Encefalitis equina del este: M: marcadores, 1: cDNA puro, 2:
cDNA (1: 100), 3: control negativo, 4: cDNA (1: 10).

Cuadro 6: Resultados de PCR de Encefalitis Equina del Este.

Numero de muestra | Dilucién de ADN
1 cDNA puro
2 cDNA 1:100
3 Control negativo
4 cDNA 1:10

3.2.3 Implementacién del PCR para el diagnéstico de Reovirus Aviares

Tal como se observa en la linea 1 de la Figura 3, se obtuvo un resultado

positivo (532 pb) mediante el protocolo de PCR descrito por Xie y colaboradores

(1997).

Para implementar este PCR, se utilizé una vacuna de Reovirus aviar, cepa

1133 de la empresa Intervac.
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Figura 3. PCR para Reovirus aviar: M: marcadores, 1: vacuna reovirus aviar, 2: control
negativo.

4. DISCUSION

El objetivo de la pasantia en el Laboratorio de Virologia fue mejorar
destrezas y habilidades en diferentes analisis de laboratorio, y por ende el
desempeiio profesional, al tener conocimiento de la amplia variedad de pruebas
disponibles ante la sospecha de una enfermedad viral y asi colaborar en la toma
de decisiones relacionadas con el control y erradicacion de estas enfermedades.

La primera parte de la pasantia consistié en observar lo que se hacia en el
laboratorio, su organizacion, funcionamiento, y desde que llegaba la muestra,
hasta que se almacenaba, para luego realizar las pruebas necesarias para su
diagnéstico. En ese transcurso se tomd en cuenta el tipo de muestra, la
preservacion de la misma hasta llegar al laboratorio, el estado en el que se recibe
y la temperatura a la que se debia almacenar en el laboratorio de acuerdo al
analisis a realizar. Simultdneamente se aprendié a protocolizar e identificar cada
una las muestras y la obligacion del remitente de llenar adecuadamente el

formulario de ingreso.
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Al empezar la segunda semana se comenzaron a leer los protocolos
laboratoriales y a aplicar dichos procedimientos a las muestras almacenadas o las

gue iban ingresando al laboratorio, de acuerdo a lo que se ocupara realizar.

4.1 Casuistica

4.1.1 Area Aviar

De acuerdo a lo observado en el Cuadro 1, se logra rescatar que el
Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA) autoriz6 como Unico laboratorio de
diagnostico al Laboratorio de Virologia de la Escuela de Medicina Veterinaria
(LVEMV) en el marco del Programa Avicola Nacional, para realizar vigilancia
activa y pasiva del virus de Laringotraqueitis infecciosa aviar e Influenza aviar (en
el caso de influenza aviar, la vigilancia la comparte con el Laboratorio Nacional de
Servicios Veterinarios (LANASEVE) (OIE, 2008; SENASA, 2010).

En Costa Rica no ha habido reportes de influenza aviar, y la enfermedad de
Newcastle ya habia sido erradicada de nuestro pais, pero se realizan analisis de
laboratorio cada cierto tiempo, o cuando se presenta sintomatologia en las aves,
para confirmar que no estén enfermas. En el caso de bronquitis infecciosa aviar y
Micoplasma gallisepticum, se realiza estrictamente la vigilancia activa (SENASA,
2012). Los agentes mencionados anterioriormente son de reporte obligatorio, y los
laboratorios que se utilizan para el diagnostico, son el Laboratorio de Virologia de
la Escuela de Medicina Veterinaria y LANASEVE (SENASA, 2012).

Para confirmar que no existan virus de campo, el analisis que mas se utiliza
es el ELISA indirecto, ya que es rapido, sensible y especifico (Dinter, 1989;
MacLachlan & Dubovi, 2011).

4.1.2 Area Bovinos
De acuerdo con lo descrito en el Cuadro 2, se logra rescatar que en el caso

de leucosis viral bovina, ademas de ser de reporte obligatorio ante el SENASA, el
proposito del muestreo de los sueros analizados en su gran mayoria (92%) son
para exportaciones o diagnostico en general, y el 8% restante es para

saneamiento (SENASA, 2012). Por lo tanto los analisis se realizan tanto como
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requisito para la comercializacion de animales como por voluntad de los
ganaderos y veterinarios.

En el caso de rinotraqueitis infecciosa bovina y diarrea viral bovina, los
paises importadores generalmente exigen certificados de salud que contemplar
descartar infecciones con HVB-1 y VDVB en los animales comercializados. Estos
virus también son de reporte obligatorio ante el SENASA (Deregt, 1998).

Los analisis serologicos como el ELISA y la seroneutralizacion en muchos
paises constituyen la base de politicas acertadas y eficaces de erradicacion de
enfermedades (OIE, 2012) y constituyen de las técnicas mas frecuentemente
empleadas por el LVEMV.

4.1.3 Area Porcinos

El Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino es una enfermedad de los
cerdos que es de interés sanitario y comercial (Rojas, 2013). EIl SENASA, como
autoridad competente requiere que las pruebas de laboratorio realizadas y los
resultados que se emitan, cuenten con caracter oficial para su reconocimiento por
parte de las autoridades competentes de otros paises (Rojas, 2013).

Se hacen analisis laboratoriales toda vez que diversos paises, en su
condicion de socios comerciales, requieren una certificacion de laboratorio donde
se garantice de que los cerdos a exportar a dichos destinos por parte de Costa
Rica, se encuentren libres de dicha enfermedad (Rojas, 2013), también en
aguellos casos en que productores nacionales importen animales vivos como pie
de cria.

El diagnostico serologico es facil de realizar y presenta una adecuada
especificidad y sensibilidad, especialmente a nivel de rebafo (OIE, 2012). La
principal ventaja de los métodos seroldgicos; dentro de los cuales esta el ELISA,

es el manejo rapido de gran nimero de muestras (OIE, 2012).

4.1.4 Area Felinos

De acuerdo con la informacion presentada en el Cuadro 3, se infiere que
las pruebas de inmunocromatografia son de facil acceso y econémicas, es por

esto que tanto veterinarios como propietarios de mascotas las prefieren sobre
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otras pruebas laboratoriales. Son pruebas que detectan anticuerpos o antigenos
en la sangre o suero del gato (Gerardi & Hernandez, 1998). Segun Cornell
University College of Veterinary Medicine (2001), esta prueba la realizan la
mayoria de los laboratorios veterinarios de muchos paises, tanto universitarios
como comerciales, e incluso esta disponible en un kit que se utiliza en clinicas
veterinarias privadas.

Los analisis laboratoriales que mas se realizaron fueron los de leucemia e
inmunodeficiencia felina, segun Cornell University College of Veterinary Medicine
(2001), esto es porque los kits comerciales de inmunocromatografia que se
fabrican, permiten analizar a ambos agentes a la vez, y por esta caracteristica los
propietarios demandan mas este tipo de analisis.

La diferencia entre la medicina de las especies productivas y las mascotas
tales como los felinos, radica en que los ultimos son llevados al veterinario por los
propietarios debido al interés personal de mantener la salud de su mascota,
mientras que en las especies productivas se trata mas de beneficios econémicos

y comerciales (Kahn, 2007).

4.1.5 Area caprinos

El SENASA a través del Programa Nacional de Salud en Rumiantes
Menores, establecio estrategias con posibilidades de expandir el mercado a nivel
de la region; ademas de realizar actividades técnicas, de prevencion, control y
vigilancia epidemiolégica de las enfermedades de declaracion obligatoria (tal
como la Artritis Encefalitis Caprina) y de interés econdémico de acuerdo con las
exigencias del mercado nacional por medio de sus muchos laboratorios
oficializados (SENASA, 2013). Entre los programas de control y prevencion
instaurados por el SENASA se encuentra el diagnéstico seroldgico y sacrificio de
animales seropositivos (Dolz et al., 2009).

El ELISA es una técnica econdmica, conveniente y cuantitativa para el
analisis a gran escala, ya que es fiable para demostrar anticuerpos frente a

lentivirus de pequefios rumiantes (OIE, 2008).
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4.1.6 Area equinos

De la informacion presentada en el cuadro 4 se desprende que los
examenes para diagnosticar infecciones con el virus de la anemia infecciosa
equina tienen una gran demanda. Esto se explica porque para la participacion de
equinos en ferias, exposiciones y competencias o bien, con fines reproductivos,
es necesario portar el certificado que los acredite como negativos a AIE. Este
certificado puede ser emitido por el Laboratorio del SENASA (LANASEVE) u
alguno otro particular acreditado por el MAG. Existen varios laboratorios privados
autorizados (SENASA, 2012).

La prueba de inmunodifusibn en gel de agar (AGID) ademéas de ser
prescrita para el comercio internacional y oficializada por el SENASA, es una
prueba precisay fiable para la deteccion de la AIE en los caballos (OIE, 2013).

El diagndstico de las Encefalitis Equinas Venezolana (EEV), Este (EEE),
Oeste (EEO) y Fiebre del Nilo Occidental (FNO) se realiza en el LVEMV de la
Universidad Nacional (SENASA, 2012) mediante ELISA de captura de IgM en
equinos con sintomatologia neuroldgica en el marco de proyectos de investigacion
financiados por CONARE.

4.1.7 Area caninos

De acuerdo con los datos presentados en el cuadro 5, se desprende que
los analisis para diagnosticar Distemper Canino y la preparacion de vacunas
autdlogas para el tratamiento de la papilomatosis representan la principal
demanda de los usuarios del laboratorio que remiten muestras de origen canino.

El Distemper es una de las enfermedades infectocontagiosas caninas mas
conocidas por los médicos veterinarios, por lo tanto cuando un animal no esta
vacunado, presenta mucosidad nasal y/ o sintomas neuroldgicos, es una de las
primeras enfermedades virales en las que piensan (Appel & Summers, 1999).

Existen numerosas pruebas para el diagnostico del Distemper de acuerdo a
diferentes variables, como la historia previa vacunal del animal, el estado
evolutivo de la enfermedad, la presencia de signos neurologicos, el acceso a
laboratorios de referencia que cuenten con la tecnologia adecuada y la capacidad

econdémica del propietario para afrontar pruebas onerosas. Dentro de los analisis
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favoritos por los propietarios se encuentra la inmunocromatografia, ya que existen
estas pruebas en casi todas las clinicas veterinarias, y son una prueba eficaz y
rapida que detecta antigenos especificos; tiene una especificidad del 100% y una
sensibilidad del 98,6% (Arali et al. 2009).

En cuanto al Papilomavirus se puede decir que los propietarios estan
solicitando con mayor frecuencia la autovacuna como tratamiento, ya que parece
ser muy eficaz para combatir los tumores. La misma desarrolla inmunidad a las

pocas semanas (Kahn, 2007).

4.1.8 Otras técnicas realizadas

La Tripsinizacidn es una técnica utilizada para el mantenimiento de lineas
celulares (Herrero et al., 2004). La técnica utiliza métodos enzimaticos, quimicos o
mecanicos para disociar tejidos y preparar cultivos primarios (Herrero et al.,
2004). En el LVEMV de la Universidad Nacional la técnica de tripsinizacién se
emplea rutinariamente, al menos una vez por semana, para la preparacion y el
mantenimiento de lineas celulares y cultivos primarios o bien para disponer de
células en suspension empleadas en los procedimientos de titulacién viral y
seroneutralizacion entre otros.

La Unica vacuna a la que se le realizo titulacién fue a una de la especie
aviar (Newcastle); el virus se incubd en huevos embrionados.

Los biolégicos a virus vivo son imprescindibles para el mantenimiento de la
salud de los animales y el funcionamiento satisfactorio de los programas de
sanidad animal. Es de mucha importancia estar seguros de su administracion
fiable, que sean vacunas puras, inocuas, potentes y eficaces. La inmunizacién de
los animales con vacunas de buena calidad es el principal medio de control de
muchas enfermedades animales. En otros casos, las vacunas se emplean
conjuntamente con el control nacional de las enfermedades o de los programas
de erradicacién (OIE, 2008).

La titulacion se llevdé a cabo con el proposito de verificar la calidad del

bioldgico.
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4.2 Implementacion de protocolos

Se logr6 implementar con éxito los protocolos de Distemper canino,
Encefalitis Equina del Este y Reovirus aviar mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa, utilizando como base protocolos descritos por Frisk (1999), Linssen et
al., (2000) y Xie et al., (1997), respectivamente.

4.2.1 Implementacion del PCR para el diagndstico del virus del Distemper canino

Se logré implementar con éxito el protocolo descrito por Frisk (1999) cuyo

producto fue de 287 pb tal como se presentoé en la Figura 1.

4.2.2 Implementacién PCR anidado para el diagndstico del Virus de la Encefalitis
Equina del Este

Se logré implementar con éxito el protocolo descrito por Linssen et al.
(2000), donde los primeros productos de PCR para el virus de la Encefalitis
Equina del Este utilizando los primers EEE- 4 y cEEE- 7 fueron de 464 pb; y los
productos del PCR anidado utilizando los primers EEE- 4 y cEEE- 6 fueron de 262
pb, tal como se observé en la Figura 2, donde se presentaron las muestras

utilizadas para esta implementacion.

4.2.3 Implementacion del PCR para el diagnéstico de Reovirus Aviares

Se logré implementar con éxito el protocolo descrito por Xie et al. (1997)
cuyo producto fue de 532 pb tal como se observé en la Figura 3.

Los reovirus aviares son frecuentes entre las aves de corral. Aunque la
infeccion suele estar presente sin la enfermedad, los reovirus en ocasiones
pueden estar involucrados en varios sindromes de enfermedades de las cuales la
artritis viral/ tenosinovitis (cepa 1133) en los pollos es el mas importante, sobre

todo en las razas de pollos de engorde (Jons, 2000).
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5. CONCLUSIONES

Se particip6é en 2855 analisis de muestras, lo que supera los 2000 analisis
gue se tenian como objetivo durante la pasantia; ademas de participar en
la recepcion y el montaje de los mismos; esto contribuyd con el desarrollo
de destrezas y habilidades que esto conlleva.

Se logré6 mayor eficiencia al desarrollar las actividades cotidianas de
laboratorio, asi como entender su metodologia, mediante la practica
continua de las mismas. Esto mejor6 la optimizacion de la dinamica de
trabajo en el laboratorio.

El realizar la pasantia en el laboratorio, permitié ver otras areas de interés
como complemento a los conocimientos adquiridos a lo largo de la carrera
y que pueden representar areas a desempenfar y contribuir con la sociedad.
El ejercicio del trabajo en el laboratorio permite comprender la importancia
del mismo, en particular el impacto que tienen los resultados de los andlisis
sobre la toma de decisiones del médico veterinario dedicado a la clinica y
medicina preventiva tanto a nivel individual como colectivo.

Gran parte de las técnicas utilizadas para diagnéstico se basaron en
pruebas seroldgicas como el ELISA.

Al participar en el desarrollo de nuevas técnicas diagndsticas, como la
implementacion del PCR para Distemper canino, Encefalitis Equina del
Este, y Reovirus aviar, se aprendidé como aplicar la técnica del protocolo
basico para este, ademas de ver la importancia que esta tiene en el ambito

del diagndstico.
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6. RECOMENDACIONES

Instar a la EMV de la UNA a que se utilice la casuistica que presenta el
laboratorio, como base para el desarrollo de futuras investigaciones, ya sea
para trabajos de los estudiantes o de los particulares.

Motivar a los estudiantes a que realicen sus trabajos finales de graduacion
en el area de laboratorio ya que dicha experiencia es muy importante para
aprender a dar soluciones a los diferentes problemas que aquejan a la
poblacion (humana y animal).

Adicionar valor a la bitacora en futuras pasantias, ya que esto demuestra la
labor real que el pasante realiza diariamente.

Para los estudiantes de la EMV de la UNA, considerar que el area de

laboratorio es una buena opcion de trabajo.
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