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1. Introduccion

El seguimiento de la salud de los animales de laboratorio es una parte esencial del proceso de
investigacion y sienta las bases sélidas para preservar la salud animal, garantizar que los
experimentos produzcan resultados confiables, precisos y la validez de los datos de
investigaciéon biomédica.

Durante el siglo pasado, se han realizado enormes avances en materia de alojamiento de
animales y procesos de derivacion de gnotobidticos, con el objetivo de mejorar la calidad
microbiolégica de los roedores de laboratorio criados en instalaciones de investigacion.
Revisando los ultimos 140 afios, la condicién microbiolégica de los animales utilizados con fines
cientificos evolucioné desde una fase temprana de domesticacion (1880-1950) en el que se
establecieron planteles reproductores con animales naturalmente infectados con diversos
patégenos, a lo largo de extensos procesos de rederivacion gnotobiotica (1960-1985), hasta
un periodo en el que se eliminaron los virus y otros patégenos especificos de las colonias de
ratones y ratas de laboratorio (1980—1996). Esta linea de tiempo puede extenderse a la
situacién mas reciente y aun en curso, que es la fase de una produccién de animales aislados
y limitados a una exposicion a microorganismos. Aunque este desarrollo sigue un camino
I6gico intrinseco, resulta que la situacién actual también trae sus propios desafios (Roble et al.,
2012; Baker, 1998; Weinsbroth, 1996).

Hoy en dia, los programas de salud y los procedimientos sanitarios ampliamente utilizados
conducen a una enorme mejora de la calidad microbiol6gica de los animales de laboratorio,
produciendo colonias de reproduccion libres de patégenos e incluso libres de la mayoria de los
agentes oportunistas. Junto con el alojamiento de barreras estrictas en las instalaciones de
proveedores comerciales y usuarios experimentales, permite un control eficiente del desarrollo
de enfermedades infecciosas.

Sin duda, la gestién moderna de la investigacion con roedores ha mejorado el estado de salud
general de las colonias, de acuerdo con las 3R, y ha permitido la reproduccién de modelos
animales incluso gravemente inmunocomprometidos sin enfermedades inducidas por
microorganismos. Es importante mencionar que, dado que las funciones de los genes y las
regiones del genoma no codificantes ain se desconocen en gran medida, la inmensa
produccion e incluso en rapido crecimiento de animales genéticamente alterados da como

resultado un nimero aun desconocido de mutantes con defectos inmunolégicos, lo que hace



que el alojamiento con barreras estrictas sea inevitable (Hansen & Franklin, 2019; Faley &
Olekszak, 2015, Williams et al., 2005).

Sin embargo, este concepto de mayor aislamiento también dio forma a una diversidad limitada
del microbioma intestinal de los animales, que difiere drasticamente entre las distintas
instalaciones o bioterios para animales (Ericsson et al., 2015; Ericsson et al., 2018; Rausch et
al., 2015). Los métodos moleculares de rapido desarrollo, que permiten analisis sensibles y
especificos de varios tipos de muestras, han revelado una influencia sorprendente de las
composiciones del microbioma en modelos animales, por ejemplo, que influyen en la
maduracién del sistema inmunitario y los fenotipos de enfermedades y, por lo tanto, en la
validez de la investigacion biomédica (Bleich & Fox, 2015; Bleich & Hansen, 2012; Hansen et
al., 2014; Hansen et al., 2015).

Trabajos de investigacion han informado esta caracteristica y se han desarrollado propuestas
para superar esta situacion, especialmente en investigaciones donde los "ratones demasiado
limpios" no producen resultados cientificamente validos. Estos enfoques van desde el uso de
ratones de proveedores de mascotas hasta la reconstruccion intencional de modelos de
investigacion (Masopust et al., 2017).

A primera vista, existe un dilema obvio de dos objetivos divergentes, ambos fundamentales en
la investigacion basada en animales. Por un lado, esta el objetivo deseado de mantener los
animales de investigacion estandarizados libres de enfermedades infecciosas, siguiendo el
principio basico del bienestar animal con las 3R como base. Por otro lado, los cientificos
buscan producir hallazgos que puedan ser reproducidos y finalmente extrapolados al humano,
siguiendo el principio de asegurar el valor cientifico. Este Gltimo se ha establecido
recientemente en el concepto de las 6R, que tiene en cuenta tanto el bienestar animal como el
valor cientifico (Strech & Dirnagl, 2019).

2. El paradigmadelas3alas 6 R’s

Enunciadas por Russel y Burch hace mas de 60 afios, las 3R (Reemplazo, Reduccion y
Refinamiento) se han convertido en los principios rectores para el uso ético de animales en
la investigacion.1 Aunque universalmente aceptado, existe una discusion continua sobre su
mejora, adopcién e implementacién. En un enfoque actual en el bienestar animal se
observa que las 3R carecen de una dimensioén ética, en particular, si genera valor para la
ciencia y la sociedad (Vogt et al., 2016; Strech & Dirnagl, 2018).



La investigacion con animales solo es ética si genera valor para la ciencia y la sociedad,
conceptos que no estan representados en las 3R actuales. Los proyectos de investigacion
individuales solo son valiosos si permiten la adquisicion de conocimientos, aplican disefios de
estudios sélidos o robustos e informan sus resultados de manera no selectiva. Es dificil
evaluar si un proyecto de investigaciéon contribuird en lltima instancia a la innovacion en el
cuidado de la salud por varias razones. Una de las razones es que los avances cientificos
pueden tardarafos en manifestarse. La robustez, por otro lado, se puede juzgar a nivel del
proyecto de investigacion. Sise desea comprender mejor qué preguntas de investigacion
aun no se abordan lo suficiente, es necesario que los proyectos individuales sean
accesibles a través de registros de estudios con animales de laboratorio y solo si los
protocolos se registran prospectivamente entonces se podra identificar informes selectivos
de los resultados del estudio. En este contexto entonces si bien las 3R actuales son
importantes para mantener el bienestar animal, la dimensién del valor cientifico debe
tenerse en cuenta al planificar, revisar y realizar investigaciones con animales. Por lo tanto,
se ha propuesto la adiciéon de tresR adicionales, es decir, Robustez, Registro e Informes, a
los principios rectores para el uso ético de animalesen la investigacion (Figura 1)

Durante los ultimos afios, varios estudios empiricos y analisis de expertos han demostrado que
tres desafios ponen en peligro el valor de la investigacién con modelos animales. En primer
lugar, la investigacion con animales a menudo carece de medidas para reducir las amenazas a
la validez, los sesgos o la falta de poder estadistico. En segundo lugar, la investigacion con
animales enfrenta un importante sesgo de publicacion, es decir, los resultados nulos y
negativos a menudo terminan archivados o desechados. Tercero, la publicacién de resultados
a menudo carece de informacién importante que se necesitapara una evaluacion critica (p. €j.,
informacién sobre el disefio del estudio o |la pérdida de animales). Estos desafios afectan
negativamente la reproducibilidad y relevancia de los estudios con animales en investigacion,
lo que puede dar lugar a una asignacion ineficaz de los fondos publicos, a una
investigacion clinica desacertada y al uso y sufrimientoinnecesarios de los animales de
experimentacion (Russel & Burch, 1959; Vogt et al., 2016; Strech & Dirnagl, 2018; Macleod
et al., 2015; Sena et al., 2010; Mueller et al., 2014; Kilkenny et al., 2010; Holman et al.,
2016; Begley & Ellis, 2012).
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para la
investigacion
Reemplazo — Reduccién — Refinamiento— €tica animal

Principios bdsicos Principios Rectores

3 R clasicas

Figura 1: Las 6 “Rs” como nuevo paradigma (Strech & Dirnagl, 2018).

Ademas del principio basico “valor cientifico” cada uno de los principios rectores adicionales de
las 3R (robustez, registro e informacién) son importantes y no reemplazables. Los estudios en
animales, por ejemplo, pueden ser solidos pero si se informan de manera sesgada o
inapropiada alternativamente, o si son informados apropiadamente pero no de manera sélida,
entonces se decanta que ambos escenarios comprometen el valor del estudio. En la actualidad
aproximadamente el 50% de los estudios con animales no se informan y solo el registro previo
de los protocolos de estudios con animales permite identificar resultados sesgados, retrasados
o no informados.

La investigacién con animales es ética sélo cuando tiene valor cientifico y social. Los
ultimos afos han demostrado que este valor de la investigacion con animales y, por lo tanto,
su capacidad para mejorar la salud humana se ven amenazados por la falta de solidezy los
resultados sesgados o no informados. Tres principios éticos (Robustez, Registro e
Informes) ayudan a salvaguardar el valor de la investigacion con animales. La corriente del
marco ético ampliamente establecido para la investigacion con animales (3Rs =
Reemplazo, Reduccion y Refinamiento) pasa por alto esta dimension de valor al centrarse
unicamente en la dimensionigualmente importante del bienestar animal. En este contexto
es recomendable complementar el marco actual de 3R para el bienestar animal con el
segundo conjunto de 3R para valor cientifico (Kilkenny et al., 2009).

En los animales que se utilizan en experimentacién es fundamental establecer y mantener su
calidad sanitaria, para ello debe llevar un registro y control de su estado de salud y
particularmente de su condicidon microbioldgica. Esta ultima esta determinada por un complejo

multifactorial en el que interactuan la biologia del animal, el perfil genético, las condiciones



ambientales del alojamiento, asi como las practicas y manejo al que son sometidos estos
animales y sus insumos (Baker, 1998; Casebold et al., 1997; Goto et al., 2009).

Segun los estandares internacionales y de acuerdo con la presencia o ausencia de
microorganismos Los animales de experimentacion se clasifican en animales convencionales,
que son los que no estan infectados con patdégenos zoonéticos, los Libres de Patégenos
Especificos (SPF, segun la sigla en inglés), aquellos en los cuales estan ausentes una lista de
microorganismos consensuada internacionalmente, los axénicos o libres de gérmenes (GFA)
en los que no se detecta ningliin microorganismo por los métodos hasta ahora conocidos,
incluso su flora intestinal normal que esta ausente y los gnotobiotes que son animales GFA
infectados con uno, dos 0 mas microorganismos, es decir que en estos Ultimos se conocen
precisamente los patdgenos presentes (Goto et al., 2009).

Los agentes microbianos patdgenos presentes en las colonias de animales de laboratorio
causan alteraciones en los resultados experimentales y en la interpretacion de los mismos. No
solamente existe el riesgo de transmisién de enfermedades a los humanos sino que también se
han podido observar muertes de animales en bioterios; cambios en los parametros fisiologicos
normales; contaminacion de materiales biolégicos tales como sueros, vacunas y anticuerpos
monoclonales; y pérdida de las colonias de animales inmunodeficientes (Hendriksen, 2009).
Asimismo deben considerarse los aspectos concernientes a la actitud ética y moral frente al
uso de modelos animales. En este sentido la estandarizacién sanitaria, la ausencia de
contaminaciones y la preservacion de un buen estado de salud forma parte del principio de las
tres erres de Russel y Burch que son: la reduccion del nimero de animales que se utilizan en
investigaciones y ensayos, el refinamiento de los procedimientos experimentales a los que se
los somete y el reemplazo de los mismos por métodos alternativos siempre que sea posible
(Balls, 2009).

En la actualidad entre los investigadores se plantea una discusion entre el significado de
infeccion versus enfermedad pues no se interesan Unicamente en la salud del animal sino en
aquellos patégenos que contaminan a los animales en forma asintomatica pero que igualmente
interfieren con los resultados experimentales. Debido a la resistencia innata o adquirida, la
mayoria de los animales infectados con microorganismos no muestran signos clinicos
aparentes de enfermedad. Por lo tanto, la infeccion puede pasar desapercibida por el personal
que cuida y utiliza los animales en el laboratorio durante una experiencia o por aquellos que

trabajan en areas de produccion. Por ese motivo actualmente, es importante el uso de animales
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de laboratorio libres de patégenos especificos (SPF) para utilizarse como modelo en
investigacion, productos farmacéuticos humanos y veterinarios y reactivos biolégicos (Fentener
Van Vlissinger, 2015).

Para el control de calidad de los animales de laboratorio se estan desarrollando normas por
parte de los centros que los producen, las que se van actualizando en forma continua. Como ya
se ha mencionado, se debe tener en cuenta que al igual que los productos quimicos, los
animales de laboratorio son reactivos bioldgicos y su nivel de calidad siempre debe ser un
requisito para aquellos que los utilizan. Se los puede comparar con instrumentos de medida
que deben estar calibrados para obtener resultados precisos. Con el avance de la investigacion
biomédica, la sofisticacion de los experimentos con animales estd aumentando rapidamente y
se requieren resultados experimentales cada vez mas exactos. Por lo tanto, se necesita
establecer esta estandarizacion para confirmar y en lo posible, asegurar la reproducibilidad de
los resultados de las investigaciones utilizando un numero minimo de animales (Smith et al.,
2007).

Desde el punto de vista histdrico la vigilancia de la salud de los animales de laboratorio ha
transitado por diferentes etapas. En sus inicios (1880-1960) el objetivo era evitar la muerte de
los animales. Luego se sumd el interés por el desarrollo de técnicas como la derivacién por
cesarea para la obtencién de animales gnotobiéticos (1960-1985) y lograr de esta manera
minimizar los patégenos en las colonias. Posteriormente (1980-1996) el objetivo fue la
erradicacion de virus murinos endégenos a través del la optimizacion de técnicas de
diagnodstico como las pruebas seroldgicas y mejoras en la cria y mantenimiento de animales de
laboratorio. En la actualidad el interés se centra en el desarrollo de nuevos modelos animales
como los ratones transgénicos, lo cual trajo como consecuencia la aparicion de enfermedades
emergentes como las infecciones por Helicobacter spp, nuevos parvovirus y norovirus murinos
(Fentener Van Vlissinger, 2015).

Los métodos utilizados para determinar la calidad sanitaria de los animales incluyen los
programas de controles sanitarios, los controles microbiolégicos esporadicos u ocasionales y la
encuesta microbioldgica.

Los programas sanitarios se realizan segun las necesidades de cada bioterio y refieren a la
planificacion y ejecuciéon de un proceso que se lleva a cabo continuamente en las colonias y

que puede incluir diferentes formas o técnicas para evaluar la presencia de microorganismos.
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El control microbiolégico hace referencia a la practica de pruebas repetitivas estandarizadas,
previamente descritas y programadas para mostrar la presencia de ciertos agentes microbianos
en una colonia animal. Es el principal mecanismo para asegurar en forma continua la calidad
microbioldgica de los animales y forma parte de los programas de controles sanitarios.

Los controles esporadicos u ocasionales, son pruebas especificas con el fin de identificar los
probables patbgenos causantes de los cambios clinicos y las lesiones observadas. Estas
pruebas no estan programadas como en los controles microbiolégicos y se realizan
generalmente, después de determinados hallazgos como por ejemplo aparicién de animales
enfermos o muertos. Las infecciones se evidencian cuando se observan signos clinicos de
enfermedad o a través de los resultados obtenidos de una necropsia. Cuando un patégeno
contamina una colonia y los animales se enferman, se observan signos clinicos y/o lesiones
caracteristicas del agente etiologico tales como diarrea, secrecion nasal, conjuntivitis, letargo,
paralisis de los miembros, pérdida del equilibrio, pelo hirsuto, emaciacion, disminucién de la
productividad, muerte de lactantes, neumonia, hepatitis, enteritis y muerte subita de animales
adultos (Besselsen et al. , 2008).

Los relevamientos microbioldgicos se refieren al resultado de pruebas que se realizan para
conocer la prevalencia de agentes infecciosos en los animales de laboratorio y proporcionan
informacién sobre la incidencia de contaminaciones microbianas en las colonias durante un
periodo (Besselsen et al., 2009).

La calidad sanitaria es el resultado directo del programa de gestion del bioterio y de las
practicas de control sanitario en los animales. Esto es de gran importancia cuando se
implementa en las colonias que se mantienen bajo un sistema de barreras sanitarias de
proteccion, que impiden o minimizan el ingreso de microorganismos y donde el estricto control
sanitario garantiza la eficiencia de los sistemas de bioseguridad adoptados. En estas
condiciones, los microorganismos que se someten a control incluyen una amplia lista de
potenciales patdgenos especificos de cada especie. En las colonias que se mantienen en
condiciones convencionales con minimas barreras sanitarias, el control de los microorganismos
se limita obligatoriamente a todas las zoonosis y a los agentes de alta patogenicidad
especificos de la especie animal alojada que puedan afectar de manera significativa el curso de
los experimentos. En el caso de los animales SPF se controlan ademas de los anteriores, una
lista de patdgenos (Tabla 1) consensuada y en correspondencia con los estandares

internacionales en la que se incluyen los microorganismos de alta prevalencia y distribucion
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mundial capaces de infectar a la colonia y de producir alteraciones en las investigaciones y
ensayos. En el caso de este trabajo se considero la lista de la Federacion Europea de
Sociedades de Ciencia de Animales de Laboratorio (FELASA) (Malher et al., 2014).

Cada 3 meses Anual

Virus

Virus de la hepatitis del raton

Rotavirus del ratén x
Nerovirus murinos b4
Parvovirus:

Virus diminuto del raton x
Parvovirus del ratén x
Virus de la Encefalomieltis de Theiler

Virus de la Linfocoriomeningitis

Adenovirus del ratén tipo 1 (FL)

Adenovirus del raton tipo 2 (K87)

Virus E ctromelia

Virus de la Neumonia del raton

Reovirus tipo 3

Virus Sendai

X X X X X X X

Bacterias

Helicobacter spp. x
(se recomienda H. hepaticus, H. bilis and H. typhionius)
Pa steurelia pne umotropica

Streptococa b-haemolytic (not group D)

Streptococcus pneumoniae x
Cirobacter rodentium

Clo stridium piliforme

Corynebacterium kutscheri

My coplasma pulmonis

Saimonelis spp

Streptobacillus moniformis

x

X %X X X X X

Parasitos
Endo y ectoparasitos (hasta nivel de género) x

Tabla 1: Lista de agentes patégenos que deben ser controlados segin FELASA (Malher et al.,
2014).

La precision y confiabilidad de los resultados que se obtienen mediante los controles
microbioldgicos depende fundamentalmente de la muestra que se tome de la colonia o grupo
de animales. Esta debe ser significativa, cientifica y estadisticamente valida y debe responder
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al tamario de la colonia. Los animales deben ser elegidos al azar de cada unidad dentro de la
colonia. Las pruebas serologicas para deteccion de anticuerpos deben realizarse en los
animales adultos inmunocompetentes que han permanecido en la colonia el tiempo suficiente
requerido para estar en contacto, contaminarse con el posible agente patégeno y desarrollar
anticuerpos. Por lo tanto, los animales elegidos deben ser mayores de ocho semanas,
obtenidos de los nicleos de fundacién y de expansion de las colonias (FELASA, 2014)..

Para los estudios histopatolégicos y para los que se realizan a través de la técnica de PCR, se
aconseja utilizar animales jévenes debido a que son mas susceptibles a contraer la infeccién,
ademas, en ellos las lesiones son mas evidentes y en estos se pueden multiplicar mayor
nimero de patégenos. Los estudios mencionados se pueden utilizar para observar los ratones
con inmunodeficiencias graves que producen poco o ningun anticuerpo como el caso de los
ratones Scid y nude (nu/nu). Una alternativa para el control de salud de los animales
inmunodeficientes es el uso de animales centinelas. Un animal centinela es aquel que posee
una condicion sanitaria y genética conocida, que se pone en contacto directo o indirectamente
con los animales a controlar y actiia reemplazando a los individuos de la colonia. Pueden ser,
segun el caso, inmunocompetentes y/o inmunodeficientes. Para control de ratones que
presenten algun tipo de inmundeficiencia se utilizan centinelas inmunocompetentes. Es
importante tomar precauciones en el uso de animales centinelas, ya que pueden albergar
microorganismos no patégenos u oportunistas que pueden resultar peligrosos para las cepas
con inmunodeficiencia severa como la Scid y en algunos animales de lineas transgénicas y
knock-out. En estos animales un microorganismo considerado oportunista o perteneciente a la
flora normal puede transformarse en patégeno y causar lesiones o incluso una enfermedad
mortal. Por lo tanto, se recomienda realizar controles en una muestra del animal completo
proveniente del nucleo de fundacion de estas colonias una vez al afio, de manera de asegurar
la identificacién de microorganismos patégenos que no se hubieran aislado en los centinelas
(Nicklas et al, 2002; Graham & Prescott, 2015).

Las muestras para desarrollar las pruebas serolégicas deben ser de animales adultos jovenes
(8 a 12 semanas de edad) y adultos mayores (mas de 6 meses). Si el bioterio tiene mas de una
especie animal, cada especie debe controlarse por separado (Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, 2011).

El tamafio de la muestra para detectar la presencia de un agente infeccioso depende del grado

de infeccion de la poblacion animal y el nivel de confianza deseado. El grado de infeccion esta
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influenciado por varios factores, como la capacidad de infeccion del patégeno, cepa y la edad
del animal, la etapa de la infeccion, la densidad de poblacion, las técnicas de gestion que se
hayan implementado y la instalacion de barreras sanitarias. En la siguiente tabla (Tabla 2) se
muestra, la relacién entre el grado de infeccion de la poblacién y el tamafio de muestra
necesario para detectar la infeccion con diferentes limites de confianza. La siguiente ecuacién
permite calcular el tamario de la muestra en una poblacién: A = log a/log N, donde A es el
numero de animales a ser examinados, a= 0,05 (95% de nivel de confianza) y N es porcentaje

de animales no infectados (Armitage et al., 1992).

LIMITE DE CONFIANZA
59% (3= 0,01) 95% {3 = 0,05)

GRADD DE INFECCION] % ) Nimero de Animales (N) NGmerc de Animales (M)
10 a4 29

20 21 14

20 12 9

40 5 [

50 7 5

&0 5 4

70 4 3

80 3 2

90 2 2

Tabla 2: Tamafio minimo de la muestra para la detecciéon de una infeccién en una colonia de

100 o mas animales (Armitage et al., 1992).

La toma de muestras para los controles sanitarios debe cumplir con criterios de ejecucién en
forma permanente y segura. La frecuencia de los controles depende de la condicién sanitaria
de los animales. En animales Germ Free, libres de gérmenes o axénicos que estan libres de
todo organismo detectable por los métodos hasta ahora conocidos, la frecuencia debe ser cada
15 dias mientras que en animales convencionales (libres de zoonosis) puede limitarse a una
vez al afio. El método tradicional utilizado para controles sanitarios de ratones, ratas (SPF),
cobayos y hamsters consiste en tomar una muestra de 8 a 10 animales de cada unidad de
alojamiento integrada y distribuida en animales recién destetados, adultos jévenes y viejos. En
las especies mencionadas se aconseja realizarlo con una frecuencia de 3 meses, excepto en

las colonias de conejos que se puede realizar cada seis meses (Nicklas et al., 2002).
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Actualmente se esta imponiendo el uso de racks ventilados para la produccién y mantenimiento
de animales. En este caso al momento de la toma de muestra para realizar un control sanitario
debe considerarse a cada rack como una unidad o colonia independiente. Los rack ventilados
se utilizan habitualmente en el mantenimiento de animales transgénicos. Estos animales
ademas de no ser en general numerosos, son costosos y es frecuente que no se pueda
disponer de un numero suficiente de animales para realizar el control microbiolégico de rutina,
lo cual obliga a considerar otras alternativas. Una opcidn es el uso de animales centinelas los
cuales deben provenir de colonias cuyo estado sanitario sea conocido. Los mismos se
introducen en el mismo rack donde se mantienen los animales problema durante 3 meses,
luego de este periodo se les realiza el control sanitario, reemplazando asi a los transgénicos
(Cagliada et al., 2016).

Otra alternativa para el control de los animales alojados en racks ventilados es tomar muestras
de sangre de los animales (gota de sangre) y/o muestras de polvo acumulado en los filtros de
salida del aire para luego procesadas por métodos sensibles de deteccion de patégenos
(Compton et al., 2004). Las instalaciones de producciéon de animales con sistemas de barreras,
deben tener un disefio que permita en el caso de detectarse una contaminacioén en un area,
tener la posibilidad de aislar el lugar en forma rapida y evitar la propagacion de los agentes
infecciosos a otras unidades y es por ese motivo que los intervalos entre los controles
sanitarios de los animales no deben ser demasiado espaciados (Clough, 1988).

Los agentes infecciosos de los animales de laboratorio incluyen los de alta y baja
patogenicidad incluyendo las zoonosis, los oportunistas y los comensales. La planificacion de
un programa de control sanitario debe incluir los agentes que se controlaran en las pruebas
de diagnostico y aquellos consensuados en los estandares internacionales. Por razones
practicas es casi imposible controlar todos los agentes infecciosos o todos aquellos que
pueden interferir con un estudio en particular. En la seleccién de microorganismos patdégenos
se debe tener en cuenta el estado de la salud de la colonia y el proposito del experimento en el
que se utilizan los animales. Los diferentes ensayos pueden ser afectados de diversas maneras
por patégenos tales como virus, bacterias, hongos y parasitos. Cuando un patdgeno infecta a
los animales, su sistema inmunoldgico se activa y puede producirse tanto la estimulacion como
la depresidn funcional, por lo tanto con animales en estas condiciones no es posible obtener

resultados experimentales confiables y precisos (Ayala et al., 2004).
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En la actualidad se han descripto cientos de potenciales patégenos para ratones, ratas,
cobayos, conejos y hamsters. Con el desarrollo de nuevos métodos de diagndstico para la
deteccion e identificacion de patégenos en animales de laboratorio, la tendencia es el
incremento del numero de agentes de este listado (Besselsen et al 2009; Buer & Balling, 2003).
Los microorganismos patégenos para los animales de laboratorio deben controlarse teniendo
en cuenta su prevalencia, el impacto en los resultados de la investigacion, la relevancia del
agente a nivel internacional y la disponibilidad de pruebas de diagndstico. La contaminacion de
una colonia por un agente infeccioso, se puede afirmar una vez que se lo aislé e identificd
correctamente, de lo contrario debe declararse que fueron detectados anticuerpos contra dicho
agente en uno o mas animales examinados. Una vez detectada la presencia del agente en la
colonia, este debe ser informado como presente en el seguimiento posterior, hasta que se haya
erradicado por métodos de histerectomia, transferencia de embriones o en caso de la
sustitucién de la colonia por animales libres de patégenos especificos (Buer & Balling, 2003;
Nicklas et al., 2012).

Los virus murinos que afectan a los animales de experimentacion son el mayor problema en la
investigacion inmunoldgica y oncolédgica porque los ensayos para investigar los efectos
adversos o contraindicaciones en la administracién de un farmaco a largo plazo, se apoyan en
las valoraciones de la sangre, de histopatologia y en los cambios de los parametros
bioquimicos normales y otros que se produzcan en el cuerpo de los animales causados por
agentes infecciosos y que pueden afectar los resultados (Compton, 2001; Nicklas et al., 2012;
Nicklas et al., 2002).

Los procedimientos utilizados para la certificaciéon de la sanidad animal incluyen pruebas
serologicas, cultivo y pruebas bacterioldgicas, técnicas moleculares, parasitolégicas y
examenes clinicos e histopatologicos. Cada prueba puede incluir varios procedimientos para
detectar diferentes agentes infecciosos u otros procesos patoldgicos. Los programas de
certificacion sanitaria de los animales dependen de la clasificacién sanitaria de los mismos,
infraestructura, equipamiento, nimero de agentes controlados, la variedad de pruebas de
diagnéstico y la frecuencia de dichos controles. Algunos de estos programas se limitan a un
unico tipo de pruebas, ya sean parasitolégicas, bacterioldgicas, seroldégicas o moleculares. Sin
embargo, se recomienda utilizar procedimientos estandar dentro de las buenas practicas de
laboratorio (BPL), integrados en un programa de control de calidad (Shek, 2000). Es importante

tener en cuenta que solamente el resultado del conjunto de pruebas puede dar una informacion
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confiable sobre la condicién sanitaria de un grupo de animales en un momento determinado.
De todas maneras se considera que en la planificacion de programas de control sanitario de
animales de experimentacion no existe la certeza absoluta sobre su eficiencia y precision que
asegure la identificacién de microorganismos que estén contaminando la colonia (Nicklas et al.,
2012; Nicklas et al., 2002; Buer & Balling, 2003).

3. Infecciones virales

Muchos agentes virales producen infecciones enzooticas y asintomaticas que pueden estar
presentes en las colonias de animales de laboratorio y pasan desapercibidas por el técnico
encargado de la produccién o cuidado de los animales del bioterio. Por lo tanto, se deben elegir
métodos que puedan demostrar la presencia de estos microorganismos en una colonia.

Al interpretar el estado microbiolégico de los animales de laboratorio, debe entenderse que
infeccion y enfermedad no son sinonimos. La infeccion se refiere a la invasion y multiplicacion
de microorganismos en los tejidos corporales y puede ocurrir con o sin enfermedad

aparente. La enfermedad se refiere a la interrupcién o desviacion de la estructura y funcion
normales de cualquier tejido, érgano o sistema. Muchas de las infecciones que nos preocupan
pueden no causar una enfermedad observable en muchas cepas de ratones. Sin embargo,
pueden causar cambios no aparentes o subclinicos que pueden interferir con la

investigacion. A menudo, dicha interferencia no se detecta y, por lo tanto, se pueden obtener y
publicar resultados alterados. Los tipos de interferencia de un agente en los resultados
experimentales pueden ser diversos, pero no hay duda de que las complicaciones de la
investigacion, debidas a una enfermedad infecciosa manifiesta son importantes y que los
animales con signos clinicos de enfermedad no deben utilizarse para experimentos

cientificos. Las infecciones clinicamente inaparentes también pueden tener efectos graves en
las experiencias con animales, pues existen numerosos ejemplos de influencias de
microorganismos en la fisiologia del huésped y, por tanto, de la interferencia de infecciones
inaparentes con los resultados de ensayos con animales. Muchos microorganismos tienen el
potencial de inducir la activacion o la supresion del sistema inmunolégico, o ambos al mismo
tiempo, pero en diferentes partes del sistema inmunolégico independientemente del nivel de
patogenicidad. Todas las infecciones, aparentes o inaparentes, es probable que aumenten la
variabilidad y, por lo tanto, den lugar a un mayor nimero de animales necesarios para obtener

resultados estadisticamente confiables. Los microorganismos, en particular los virus, presentes
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en un animal pueden contaminar materiales biol6gicos como sueros, células o tumores y esto
puede interferir con los experimentos in vitro realizados con dichos materiales y también puede
provocar la contaminacion de los animales. La prueba de produccién de anticuerpos de raton
(MAP) o la prueba de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de los productos biolodgicos
que se van a inocular en ratones es un componente importante de un programa de prevencion
de enfermedades. Finalmente, las infecciones latentes pueden ser activadas por factores
ambientales, por procedimientos experimentales o por la combinacién e interaccién entre varios
microorganismos. Por todas estas razones es esencial la prevencién de la infeccién y no
simplemente la prevencién de la enfermedad clinica. Desafortunadamente, las complicaciones
de la investigacion debidas a agentes infecciosos generalmente se consideran artefactos y se
publican solo de manera excepcional y por lo tanto la informacién sobre las influencias de los
microorganismos en los experimentos son dificiles de encontrar ya que se encuentra dispersa
en diversas revistas cientificas y muchos articulos (Nicklas et al., 2012)

El diagnéstico viral se basa en el examen directo de material biolégico para detectar virus o
antigenos virales. Algunos virus o sus antigenos pueden detectarse en el citoplasma o en el
nucleo de las células de 6rganos diana, lesiones, exudados, heces, orina, secreciones
respiratorias, sangre y liquido cefalorraquideo. La eficacia de este procedimiento en la posible
deteccion viral depende de la recoleccién, conservacion y el procesamiento correcto del
material clinico. Las técnicas seroldgicas de ELISA como también inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia directa (IFA) o indirecta (IFl) y las técnicas moleculares como la PCR, son
ejemplos de métodos de diagnodstico rapido. Esta técnica permite detectar directamente la
presencia del acido nucleico del agente (Besselsen, 1998; Nicklas et al., 2002).

Para el aislamiento del virus se puede realizar la técnica de PCR o utilizar el material biolégico
bajo sospecha para realizar una inoculacion en sistemas sensibles y obtener la replicacion
viral. Estos pueden ser: cultivos celulares, huevos embrionados o animales lactantes. Los

signos de la multiplicacion del virus en estos sistemas incluyen:

- Efecto citopatico caracteristico en cultivos de células: la formacioén de sincicios (MHV,

ectromelia, citomegalovirus), o muerte celular (Sendai, TMEV, REO, parvovirus).

- Muerte del embrién, presencia de placas en formacién en la membrana corioalantoidea de
huevos embrionados inoculados con la muestra o hemaglutinacién del liquido amniético o

membrana corioalantoidea (Sendai, Ectromelia).
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- Signos neurolégicos (TMEV) y muerte de los animales lactantes inoculados.

La efectividad de la prueba depende del momento de la toma de muestra (etapa infecciosa de
la enfermedad) y del tiempo de procesamiento de la misma. Asimismo, posteriormente deben
realizarse otras pruebas directas como la microscopia electrénica o técnicas serologicas
adicionales, tales como IHA, ELISA, IFA, IFl o seroneutralizacion para identificar el virus
aislado. La técnica de PCR permite detectar directamente la presencia del acido nucleico del
agente (Kraft et al., 1994).

Las infecciones virales son la mayor preocupacion para los responsables de la salud de los
animales de laboratorio y el personal de las instalaciones de animales, debido a su potencial de
propagacion en una instalacion, las enfermedades que pueden causar y su impacto en la
investigacion. Existen muchos virus y muchos de los cuales tienen subcepas o serotipos
adicionales que infectan a los animales. Sin embargo, la prevalencia de estos virus varia
mucho, y algunos ya es muy poco probable de detectar en las instalaciones de animales de
laboratorio. Algunas infecciones virales, como el citomegalovirus murino (MCMV), el virus
timico de raton (MTV), el poliomavirus murino (MPyV), el virus de la ectromelia (ECTRO), el
reovirus (REO) han disminuido significativamente desde la década de 1990 y se han vuelto
raras o inexistentes en las colonias de ratones. Con base en datos seroldgicos o de reaccion en
cadenade la polimerasa (PCR) de los ultimos quince afios (Weisbroth, 1999; Prichett-Corning
et al., 2009; Mahler et al., 2014), los agentes virales mas prevalentes en las instalaciones
actuales son los norovirus de ratéon (MNV), virus de la hepatitis de raton (MHV), parvovirus de
ratén (MPV) y rotavirus de ratéon (MRV, conocido como diarrea epizodtica de ratones lactantes,
EDIM). Los agentes como MNV y MPV se eliminan en las heces de los ratones hasta por 2
meses, incluso en ratonesinmunocompetentes. Ademas, los virus pequefios sin envoltura (es
decir, MPV, MNV, MRV) son muy resistentes a la inactivacion quimica o ambiental. Por el
contrario, aunque el MHV no permanece activo durante periodos prolongados en el medio
ambiente, es muy contagioso y, por lo tanto, sigue siendo un importante agente infeccioso en
las instalaciones para ratones, especialmente en los ratones alojados de forma convencional.
Es probable que algunos agentes prevalezcan simplemente porque se han reconocido
recientemente es decir, MNV y MuAstV. Recientemente descubiertos, el astrovirus murino
(MuAstV) y el parvovirus del rifién (MKPV) aun no han sido objeto de vigilancia generalizada,
por lo que la prevalencia de estos virus en las instalaciones con animales de investigacion se

desconoce actualmente. La importancia de estas infecciones virales para los cientificos es su
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impacto potencial en la investigacién, que varia segun la via de infeccién (es decir, infeccion
natural versus experimental), factores del huésped (es decir, cepa de ratén, edad,
caracteristicas inmunologicas, etc) y factores virales (es decir, cepa virulenta versus avirulenta;
Fox et al., 2006; Pritchett-Corning et al., 2009; Besselsen et al., 2008; Mahler et al., 2014). En
la actualidad se clasifican los virus murinos en grupos de riesgo segun la importancia de la
interferencia con la investigacion, la infectividad y el potencial de propagacion y las dificultades
de detecciodn y eliminacion. Un esquema de clasificacion simple de la A a la D se basa en estos
criterios. Los virus de los grupos A y B tienen mas probabilidades de afectar negativamente a la
investigacion y, para el grupo A, presentan el riesgo de infeccion humana.

Los virus del grupo C tienen un impacto minimo en la investigaciéon y no son comunes, mientras
que los del grupo D son virus descubiertos recientemente cuyo impacto en la investigacién no
es bien conocido. Por ejemplo, el virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV) y el hantavirus
se encuentran en el nivel de riesgo A debido a su potencial zoonético, es decir, su capacidad
para infectar a humanos y animales. Algunos otros agentes virales, incluidos el adenovirus
murino-1 (MAdV-1), ECTRO, cepas politrépicas de MHV y el virus Sendai (SV), también se
clasifican como nivel deriesgo A porque son capaces de causar enfermedades clinicas tanto en
el sistema inmunolégico de ratones adultos competentes e inmunodeficientes. Los virus en el
nivel de riesgo B pueden interferir con experimentos especificos que involucran el sistema
inmunitario del huésped (parvovirus, MCMV, MTV, virus elevador de la lactato deshidrogenasa
[LDEV], cepas enterotrépicas de MHV, el sistema nervioso central (virus de la encefalomielitis
murina de Theiler, TMEV), o sistemas gastrointestinales (MAdV-2, MRV).

La transmision natural de virus murinos ocurre con mayor frecuencia a través de la via oral fecal
o fomites (p. ej., MAdV, ECTA, MNV, MuAstV, EDIM, TMEV, MHV, REQ). Otras vias de
transmision incluyen el contacto directo (p. €j., parvovirus, MTV, MCMV, LCMV), respiratorio (p.
€j., virus polioma MPyV, virus de la neumonia de ratones PVM, SV, MHV)y transmision vertical
(p. €., LCMV, LDEV) (Fox et al., 2006; Percy & Barthold, 2007; Nicklas et al., 2002).

4. Alcance de la Gestion en el control de la Salud

A medida que la calidad microbiol6gica de los animales de laboratorio evolucioné con el tiempo,
también lo hicieron los alcances de los conceptos de control sanitario (Figura 2). En la fase
inicial del mantenimiento de roedores, los animales reproductores infectados de forma natural

albergaban potencialmente varios patdgenos, lo que provocaba enfermedades clinicas graves y
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muertes repentinas de cohortes enteras de animales de la colonia. Durante este tiempo, la tarea
principal era simplemente mantener animales vivos y, posteriormente, identificar los agentes
causales. Con la ayuda de los procedimientos de rederivacion gnotobiética llevados a cabo
mediante una histerectomia o transferencia de embriones de las crias de animales donantes
infectados y la posterior crianza por madres adoptivas no infectadas, se eliminaron los
patogenos tipicos de las colonias. Con el desarrollo de métodos de diagnéstico (deteccién)
confiables y mas sensibles, la comunidad cientifica se volvié cada vez mas consciente de que
incluso las infecciones subclinicas con ciertos patégenos tienen un impacto pronunciado en
diferentes modelos animales, cambiando el enfoque de la estandarizacién microbiolégica hacia
aspectos de asegurar la calidad en la investigacion (Pritchett-Corning et al., 2009; Besselsen et
al., 2008).

Recomendaciones concretas para programas sistematicos de control sanitario destinados a un
alto nivel de estandarizacion higiénica mediante la definicion de patdgenos especificos, se
fueron incluyendo en los procedimientos y esta "exclusion" maxima de agentes en las colonias, y
los repetidos ciclos de derivacion llevaron a una situacién en la que algunos roedores albergan
un microbioma artificialmente limitado. La mejora adicional de los métodos de diagnéstico y el
rapido desarrollo de las técnicas moleculares crean actualmente una mayor conciencia de la
sorprendente influencia de la composicion del microbioma en los modelos animales. Los
conceptos modernos de control sanitario deben tener en cuenta este impacto para garantizar el
valor de la ciencia biomédica. Esto requiere, entre otras, la inclusién de técnicas
metagenomicas asi como una vision diferenciada del manejo de salud animal (Rahman et al.,
2020; Balls et al., 2019).
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«Cronologia de los ultimos 140 afios de trabajo experimental con
roedores»
Los controles de salud evolucionaron de manera analoga a la
mejora de la calidad microbiolégica

Calidad Microbiolégica
Fase 3 Fase 4
| Erradicacién de virus Alojamiento en
Aisladores/Racks
i Ventilados
= ~ 1980-19%6 Actualidad

S

Como mantenerlos vivos?

Como mantenerlos saludables?

Como asegurar la calidad?

Como garantizar la validez de los resultados?

Desafios

Figura 2: Cronologia de los ltimos 140 afos en relacion a la condicién microbioldgica de los

animales de experimentacion (Buer & Balling, 2003).

En principio, todas estas etapas histéricas aun deben respetarse en los programas modernos
de monitoreo de la salud, ya que los impactos de los patégenos, por un lado, y el microbioma,
por el otro, son igualmente importantes. Por lo tanto, el personal responsable debe dominar las
competencias y habilidades subyacentes, que van desde el conocimiento de los agentes
microbianos criticos para la salud animal o la investigacion, las técnicas de necropsia y
diagnostico, la comprensién béasica de la epidemiologia, hasta el impacto del microbioma en los
modelos de investigacion. En relacién al proceso de la Fase 1 a la 2 mencionado en la figura 2
se conoce que antes de que las técnicas de rederivacion estuvieran disponibles, los roedores
de laboratorio se infectaban naturalmente con varios patégenos, lo que afectaba su estado
general de salud. Las muertes debidas a enfermedades infecciosas se volvieron ocasionales
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con la mejora de las técnicas de cria y la disminucién de la prevalencia de los agentes. Sin
embargo, los brotes enzodticos siguen representando un riesgo para las colonias
experimentales y de reproduccioén, ya que las fugas o rotura de una barrera nunca se puede
excluir por completo y ademas ocurre que los animales vivos se transportan internacionalmente
para el intercambio entre instituciones y la situaciéon se puede complicar con aquellos modelos
inmunocomprometidos que son muy susceptibles incluso a los patégenos oportunistas
predominantes. La introduccién accidental de patégenos también ocurre a través de material
bioldgico, que se inyecta o se aplica intencionalmente a los animales durante los experimentos
(Buer & Balling, 2003).

Agentes Microbianos que afectan la supervivencia de las colonias de animales con alta
tasa de mortalidad era de esperarse en escenarios de una infeccién epizoética (aguda) con
agentes virales, como el Respirovirus Murino, también conocido como Virus Sendai (SeV),
Virus de la Linfocoriomeningitis (LCMV), variantes enterotropicas del virus de la Hepatitis del
raton (MHV) o virus de la Ectromelia. Los dos ultimos virus solo infectan coloniasde ratones
y por el contrario, SeV y LCMV tienen un espectro de huéspedes mas amplio, causando
enfermedad en la mayoria de las especies de roedores y, en el caso de LCMV, también se
pueden transmitir a los primates, incluidos los humanos considerandose una zoonosis. Si
bien la mayoria de las infecciones bacterianas no provocan una mortalidad aguda, la
infeccion por Clostridium piliforme, el agente causante de la enfermedad de Tyzzer, puede
provocar la muerte subita de animales jovenes, especialmente en la fase de bacteria
formadora de endosporas. C. piliforme es infeccioso durante largos periodos de tiempo en el
medio ambiente, lo que, junto a la capacidad de infectar a la mayoria de las especies de
mamiferos, posee una alta prevalencia en las colonias de roedores de laboratorio, inclusive en
los jerbos mongoles que son muy susceptibles a la enfermedad de Tyzzer y donde las
infecciones de animales adultos provocan sintomas clinicos graves. La neumonia bacteriana es
una causa comun de muerte aguda estacional en cobayos de laboratorio, ocasionada por
Bordetella bronchiseptica y que puede aislarse con frecuencia de tejido pulmonar o traqueal
infectado, a menudo asociado con otros patdgenos oportunistas como Pasteurella multocida,
Rodentibacter pneumotropicus o Streptococcus pneumoniae. Teniendo en cuenta que las
colonias de ratones y ratas muy a menudo se infectan de forma subclinica con las bacterias
antes mencionadas, las diferentes especies de animales deben alojarse por separado dentro

de una instalacién o bioterio (Tannenbaum et al., 2015; Curzer et al., 2016).
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5. Control de enfermedades en animales de laboratorio

Para un control eficaz de las enfermedades en las instalaciones para animales de laboratorio,
deben realizarse regularmente controles sanitarios que constan de examenes clinicos y
necropsias de animales de la colonia, centinelas, enfermos o muertos, como también a través
de muestras de heces, sangre, escaras, pelos, exudados, etc. La evaluacién
anatomopatoldgica dela morfologia de los érganos sirve como una poderosa herramienta para
identificar fenotipos de enfermedades comunes y discriminar aquellos probablemente causados
por una etiologia infecciosa de los trastornos tipicos inducidos genética o ambientalmente, como
la hidronefrosis, la dermatitis ulcerativa o alteraciones del ileon asociado a la lactancia. Por lo
tanto, la capacitacion del personal en habilidades basicas de diagnéstico y la posibilidad de
realizar examenes in situ es esencial y debe ser parte sustancial de todo programa sélido de
vigilancia de la salud. También debe realizarse controles sanitarios en los materiales biologicos
utilizados en la investigacion in vivo, ya que pueden portar agentes patdbgenos que ponen en
riesgo a los animales e incluso por las potenciales zoonosis que pueden contaminar las
colonias de investigacion. Esta situacion es también de riesgo cuando los investigadores o
colaboradores comparten o donan tejidos infectados y de esa manera contribuir
involuntariamente a la propagacién de agentes entre las instalaciones de todo el mundo. En
dos encuestas diferentes analizaron sistematicamente material biolégico (en este caso:
tumores) en USA y Europa donde encontraron consistentemente que mas del 50% de todos los
tumores de raton analizados albergaban patdgenos, principalmente virus, pero también
micoplasmas y protozoos. Los datos reales indican que actualmente la prevalencia esta
disminuyendo; sin embargo, el material contaminado que permanece en los congeladores
puede transmitir infecciones al utilizarlo en nuevos ensayos, como por ejemplo el virus
Ectromelia a través de suero contaminado comprado comercialmente y que fue utilizado en
algunas experiencias en instituciones de U.S.A, sefialando que la deteccion prospectiva de
todo el material biolégico que se va a introducir en un animal es indispensable. Ademas del
riesgo de causar enfermedades graves en los animales, también existen importantes problemas
en la salud humana, ya que hay varios informes de infecciones accidentales de los empleados
de investigacion de las instalaciones con agentes zoondéticos como Hantavirus y El virus de la
Linfocoriomeningitis debido al manejo de animales de investigacion infectados subclinicamente.
El material biolégico puede examinarse mediante técnicas moleculares como ensayos de reaccién

en cadena de la polimerasa (PCR) o el uso de las llamadas pruebas serolégicas de produccion
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de anticuerpos (raton/MAP o rata/RAP) que se basan en el andlisis serolégico de los animales,
varias semanas después de que se les inyectod el material biolégico respectivo. En esta ultima
técnica de prueba in vivo no solo requiere el uso de animales, sino que también puede fallar
potencialmente ya que se basa en una respuesta inmune completa de los animales inoculados
por lo que actualmente es reemplazado casi por completo por el andlisis directo del material
biolégico mediante ensayos de PCR para patégenos definidos (Pritchett-Corning et al., 2009;
Besselsen et al., 2008).

En respuesta al desafio de mantener saludables a los animales (Figura 2) se entiende que muy
pocos patégenos presentan altas tasas de mortalidad en animales inmunocompetentes, pero
pueden causar formas clinicas de enfermedad, con sintomas que se manifiestan cuando los
individuos son susceptibles a una infeccién con los respectivos patégenos. Hoy en dia existe un
numero elevado de modelos de ratones y ratas que estan disponibles en una amplia variedad
de fuentes comerciales y no comerciales. Debido a los avances en las técnicas transgénicas y
especialmente al desarrollo de tecnologias de edicion del genoma, su nimero aumenta
constantemente. Estos modelos pueden diferir sustancialmente en su respuesta inmunologica
segun sus antecedentes genéticos y/o sus alteraciones genéticas y, por lo tanto, pueden
mostrar diferentes sintomas y variar en la gravedad del desarrollo de la enfermedad después
de la infeccion. De hecho, la mayoria de los roedores experimentan formas subclinicas de
infeccion, lo que significa que se convierten en portadores de patégenos, sin desarrollar
sintomas clinicos. Cuando los animales con infeccion subclinica no se diagnostican, pueden
diseminar agentes infecciosos en el medio ambiente sin control e infectar a otros individuos de
la colonia. La infeccién puede volverse entonces enzoética, lo que resulta en la persistencia del
patégeno. La introduccién de nuevas cepas en la sala de animales conducira entonces a una
infeccion epizoodtica de los animales no infectados, provocando formas mas o menos graves de
enfermedades, dependiendo de su susceptibilidad al respectivo patégeno (Carty, 2008; Liang et
al., 2009).

6. Agentes patogenos en colonias de roedores de laboratorio

Entre los agentes que afectan la salud de los animales encontramos que la mayoria de los
agentes infecciosos causan los sintomas mas pronunciados en animales muy jovenes,
generalmente en la fase de destete, cuando otros factores estresantes y la ausencia de

anticuerpos maternos permiten la proliferacion descontrolada de patégenos. Un ejemplo
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clasico del desarrollo de una enfermedad dependiente de la edad es una infecciéon con
Rotavirus, que resulta en la diarrea epizooética de ratones lactantes (EDIM), que es causada
por el rotavirus de ratén tipo A, o la diarrea infecciosa de ratas lactantes (EDIR), causada por
el rotavirus de rata tipo B. Aunque los animales de todos los grupos de edad son susceptibles,
la enfermedad clinica en forma de heces acuosas, letargo y abdomen distendido ocurre
exclusivamente en animales infectados entre el nacimiento y alrededor de las dos semanas de
edad, lo que diferencia a EDIM/EDIR de otras infecciones asociadas con diarrea, como
enfermedad de Tyzzer o formas enterotrépicas de MHV. Esas diferencias sustanciales
dependientes de la edad con respecto a la susceptibilidad al virus son ventajas importantes en
términos de procedimientos sanitarios, ya que la erradicacion del virus puede lograrse de
manera relativamente simple mediante un cese prolongado de la reproduccion y estrictas
medidas higiénicas. Debido a los procedimientos de desinfeccion y las estrictas medidas
higiénicas, la prevalencia real de los rotavirus de ratén y rata es actualmente baja; sin
embargo, pueden ocurrir brotes, como se informé recientemente después de la exposicion de
ratones transportados en cajas de envio contaminadas (FELASA, 2014; Feng et al., 2005;
Fermér et al., 2002; de Bruin et al., 2016).

Generalmente, la mayoria de los roedores son relativamente propensos a desarrollar
enfermedades respiratorias crénicas. Las ratas son especialmente susceptibles a las
infecciones por Filobacterium rodentium, anteriormente conocido como bacilo respiratorio
asociado a cilios (CAR) o Mycoplasma pulmonis, que pueden causar infecciones graves de las
vias respiratorias, especialmente cuando los animales estan susceptibles debido a malas
condiciones de alojamiento o coinfecciones con otros patégenos (oportunistas). Dado que los
patégenos virales fueron erradicados en su mayoria de las colonias de roedores de laboratorio,
las bacterias oportunistas son probablemente la amenaza mas comun para el estado de salud
de los animales. En este contexto, los miembros de la familia Pasteurellaceae pueden
considerarse patobiontes, ya que a menudo forman parte de la flora normal de las mucosas,
pero también algunas cepas pueden inducir afecciones inflamatorias como conjuntivitis,
dacrioadenitis o multiples formaciones de abscesos en ratones y ratas susceptibles.
Recientemente, las especies de Pasteurellaceae de los roedores se reclasificaron en el nuevo
género Rodentibacter, con Rodentibacter pneumotropicus y R. heylii (anteriormente conocida
como Pasteurella pneumotropica) como las especies mas prevalentes en las colonias de

ratones y ratas de laboratorio. Staphylococcus aureus y Klebsiella sp. también son oportunistas
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muy prevalentes en roedores de laboratorio y como ambos son agentes zoonéticos, la infeccion
se puede dar de animales a humanos y viceversa. Sin embargo, dos estudios encontraron
aislamientos de Staphylococcus aureus adaptados al huésped en colonias de ratones y ratas de
laboratorio, que eran sensibles al tratamiento con meticilina. Aunque ambos agentes no son
necesariamente dafinos para los animales, las cepas susceptibles pueden desarrollar sintomas
clinicos debido a la colonizacién bacteriana natural. El desarrollo de otitis media causada por
Klebsiella oxy toca se describio repetidamente en ratones C3H/HeJ, que expresan un receptor
tipo Toll 4 (TLR4) disfuncional y, por lo tanto, exhiben mecanismos inmunitarios innatos
deteriorados debido al reconocimiento insuficiente de patdbgenos. Ademas, Klebsiella indujo
infecciones urogenitales y neumonia en ratas LEW.1AR1iddm, que son propensas a desarrollar
diabetes mellitus tipo 1 mediada por poblaciones de células T autorreactivas. Si bien en estos
casos el desarrollo de la enfermedad se produjo en animales de alguna manera
inmunomodulados, dos estudios describieron el desarrollo de botriomicosis inducida por
Staphylococcus aureus y abscesos faciales en cepas exogamicas de ratones susceptibles.
También se ha informado que algunos animales son altamente susceptibles a infecciones con
Helicobacter sp. y entonces las cepas de ratones y ratas inmunodeficientes sufren inflamacion
intestinal grave, en especial Helicobacter hepaticus que también puede inducir otras patologias
como hepatitis y carcinogénesis de colon inducida por inflamacién. Hasta ahora, se aislaron al
menos nueve especies distintas de Helicobacter (H. hepaticus, H. typhlonius, H. bilis, H.
rodentium, H. ganmani, H. muridarum, H. mastomyrinus, H. rappini, H. trogontium), del tracto
gastrointestinal de roedores de laboratorio, razéon por la cual las coinfecciones son frecuentes
y pueden empeorar el desarrollo de la enfermedad. Debido a que la mayoria de las cepas de
ratones y ratas inmunodeficientes modificadas genéticamente carecen de suficientes
mecanismos de defensa contra los patégenos, esos animales son generalmente propensos a
desarrollar enfermedades infecciosas y, como resultado, puede ocurrir espontaneamente una
inflamacién intestinal inespecifica después de la exposicion a agentes oportunistas mixtos. Por
las mismas razones, los roedores inmunodeficientes pueden desarrollar otras patologias tras la
infeccion con microorganismos, que generalmente no son perjudiciales para los animales
inmunocompetentes. En este contexto, se describid recientemente que los ratones NSG y NRG
desarrollaron una pielonefritis ascendente después de la cirugia, que podria seguirse hasta
una infeccién por Candida albicans. Otros informes describen el desarrollo de dermatitis

hiperqueratésica inducida por Corynebacterium bovis, otitis media causada por Ralstonia
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picketii. Una de las mayores amenazas para la salud de los animales inmunodeficientes,
cuando son alojados junto con cepas inmunocompetentes, es sin duda la enfermedad
respiratoria y la emaciacion crénica debido a la infeccidén por Pneumocystis sp., un hongo que
causa neumonia intersticial grave. Aunque la inflamacién pulmonar también puede ocurrir
ocasionalmente en animales inmunocompetentes, una respuesta inmunitaria adaptativa intacta
normalmente evitara el desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, los animales colonizados de
forma subclinica pueden transmitir agentes infecciosos a huéspedes susceptibles, lo que
provoca sintomasclinicos graves en miembros inmunodeficientes de la colonia, mientras que
las coinfecciones con otros agentes oportunistas pueden empeorar la patologia general (Bauer
et al., 2004; FELASA, 2014; Feng et al., 2005; Fermér et al., 2002; de Bruin et al., 2016; Costa
& Wesse, 2019).

7. Agentes prevalentes en colonias de roedores

Las infecciones por el parvovirus de ratén (MPV1-5), virus diminuto del raton (MMV)) y los
parvovirus de la rata como el virus Kilham (KRV), virus diminuto de la rata (RMV), parvovirus de
la rata (RPV), y el virus Toolan's (H-1) son las contaminaciones virales naturales mas
frecuentes, pero también subestimadas, de las colonias de ratones y ratas de laboratorio pues
en muchos casos son subclinicas. Como la mayoria de los Parvoviridae, los parvovirus de
roedores requieren células que se dividen o diferencian activamente para poder sobrevivir y,
por lo tanto, se replican predominantemente en células endoteliales, linfocitos y precursores
hematopoyéticos. La replicacion viral ocurre en el nicleo celular y requiere que la célula
hospedadora se encuentre en fase S del ciclo de division celular. Esto se debe a que el virus
posee un genoma pequefio y por lo tanto una limitada capacidad de codificacién, por lo que no
produce las enzimas necesarias para la replicacion de su propio ADN y necesita utilizar la
maquinaria enzimatica de la célula hospedadora (Bauer et al., 2004; Blank et al., 2004; Macy et
al., 2011).

Aunque las infecciones naturales suelen permanecer asintomaticas, hay varios informes de
alteraciones reproductivas cuando la infeccion se produce durante el desarrollo fetal. Ademas,
las infecciones experimentales con MVM pueden provocar mielosupresion vy lisis de linfocitos T
en animales recién nacidos e inmunodeficientes, que incluso se volvieron letales dependiendo

de la dosis de virus administrada. También se descubrié que el virus H-1 Toolan inducia
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experimentalmente malformaciones del SNC y deformaciones del sistema esquelético, asi
como un aumento de la necrosis hepatocelular después de una lesion hepatica provocada.

A pesar de esas manifestaciones clinicas, el impacto de las infecciones por parvovirus en los
resultados de la investigacion es enorme, ya que influird de forma masiva en los procesos
relacionados con la proliferacion celular. Mientras que algunos autores observaron propiedades
inmunomoduladoras y mielosupresoras, los parvovirus de ratén y rata también revelaron un
fuerte potencial oncosupresor, lo que provocé una disminucién de la tasa de crecimiento y el
rechazo de las células tumorales. Dado que los parvovirus pueden causar infecciones
persistentes en una colonia, es preciso conocer el estado sanitario de los animales y la notable
influencia que puede tener en sus resultados, especialmente en el campo de la inmunologia y
la oncologia. Sin embargo, la eliminacién de estos agentes de una colonia infectada puede ser
un desafio, debido a su alta persistencia en el ambiente y el riesgo residual de infeccion
después de los procedimientos higiénicos de derivacion y las dificultades en el diagnéstico. La
seroconversion es dependiente de la cepa de ratones y ratas y la intermitencia de la
diseminacion viral dan como resultado prevalencias aparentemente bajas dentro de una colonia
determinada, lo que requiere la prueba de un nimero bastante grande de animales para revelar
con éxito infecciones en curso. Sin embargo, las encuestas de condicidn sanitaria de varias
instituciones en el mundo mostraron que la seroprevalencia de parvovirus en roedores de
laboratorio, asi como en animales de tiendas de mascotas, es generalmente alta, lo que indica
que las infecciones siguen siendo endémicamente persistentes en la mayoria de las
instalaciones. El virus mas frecuente dentro de las colonias de ratones es el norovirus murino
(MNV), probablemente debido a su descubrimiento relativamente reciente en 2003. Hasta
entonces, las infecciones por MNV permanecieron sin diagnosticar y, por lo tanto, en su
mayoria no se vieron afectadas por los procesos de rederivacién. En general, las infecciones
por MNV son asintomaticas en cepas de ratones inmunocompetentesy las formas clinicas de la
enfermedad son muy raras, incluso en animales inmunodeficientes. Sin embargo, la infeccion
por MNV puede conducir a una patologia gastrointestinal en modelos de ratones susceptibles,
por ejemplo, MNV causa la interrupcién de la barrera epitelial intestinal en cepas de ratones con
deficiencia de interleucina-10, que dependiendo del estimulo, desarrollan espontaneamente
tiflocolitis crénica y son utilizados como modelo murino para la enfermedad inflamatoria
intestinal. En un estudio que utilizé6 un modelo de ratén gnotobiodtico se demostré que MNV

exacerbo el fenotipo inflamatorio, generando un potente estimulo colitogénico e indicando
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su posible impacto en los datos de investigacion gastrointestinal. Por lo tanto, es
imprescindible que los investigadores sean conscientes del impacto potencial de ciertos
agentes en su campo especifico y controlar el estado sanitario de su colonia. Dentro del
grupo de bacterias, Helicobacter sp., Staphylococcus aureus y Rodentibacter spp. son los
agentes mas prevalentes en las colonias de roedores de laboratorio, que no solo afectan la
salud animal al causar infecciones oportunistas en cepas susceptibles, sino que también
pueden interferir con los resultados de la investigacion en el caso de formas subclinicas de la
enfermedad. Otros agentes, como Filobacterium rodentium y Mycoplasma pulmonis, se
encuentran con menos frecuencia, pero pueden interferir fuertemente con las respuestas
inmunitarias, si estan presentes en la colonia. Las infecciones parasitarias también son
comunes en los roedores de laboratorio, y en su mayoria incluyen endoparasitos como oxiuros
o protozoos. En general, deberian surgir preocupaciones con respecto a los agentes
zoonodticos, que hoy en dia rara vez, pero ocasionalmente, se detectan en el laboratorio y
también en roedores de tiendas de mascotas. Las infeccionesreales de humanos ocurren
especialmente en personas involucradas en el cuidado y manejo de animales subclinicamente
infectados o después de lesiones con material contaminado. En este contexto, los hantavirus
pueden ser los mas preocupantes, ya que las infecciones agudas son una grave amenaza para
la salud humana. Un estudio bibliografico sistematico, basado en la serologia del personal,
determiné que 180 personas sufrieron manifestaciones clinicas de la enfermedad y 85 personas
estaban infectadas de forma subclinica y, sin saberlo, adquirieron infecciones por Hantavirus al
trabajar con colonias de ratas. El mismo estudio investig6 la prevalencia de infecciones con
LCMV y concluyé que miles de empleados y clientes de tiendas de mascotas probablemente
desconocian su posible exposiciéon a animales infectados. Ocurre que la infeccion por ambos
agentes puede ser por via aérea, lo que hace indispensables las medidas de proteccion,
especialmente cuando las personas estan expuestas a excreciones de roedores. Las
infecciones por Streptobacillus moniliformis, el agente causal de la llamada “fiebre por
mordedura de rata”, también son relevantes, pero se pueden diagnosticar mas faciimente,
ya que la mayoria de las infecciones implican antecedentes positivos de mordedura de rata
(Hsu et al., 2006; Bauer et al., 2016; Bootz et al., 1998; Compton et al., 2004; Compton &
Riley, 200; Fornefett et al., 2018; Gaertner et al., 2007).
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8. Recomendaciones de alojamiento para mantener la calidad sanitaria de los roedores
de laboratorio

Actualmente en los animales de laboratorio y especialmente aquellos con funciones
inmunitarias reducidas se alojan dentro de sistemas de barrera estrictos, para preservar una
biocontencién, que permite mantenerlos. Sumado a esto, es de gran importancia establecer
programas sanitarios de rutina, con el objetivo de detectar patégenos en un momento temprano
de la infeccién. Aqui, el uso de métodos tradicionales de diagndstico bacterioldgico,
parasitologico y virolégico en combinacion con procedimientos de muestreo prospectivo e
indicativo permite la deteccion rutinaria de agentes patdgenos y oportunistas, asi como la
deteccion y posible eliminacién de anomalias en el funcionamiento de barreras sanitarias
observadas dentro de una colonia. En este contexto, la eutanasia de los animales enfermos y
posterior necropsia, junto con los analisis anatomopatolégicos clasicos, es de gran importancia,
ya que es la base para el descubrimiento de nuevos patdégenos, especialmente agentes virales,
que de otro modo permaneceran sin identificar. Un ejemplo de ello es norovirus (MNV), asi
como el parvovirus del rifion de raton (MKPV), que se descubrieron recientemente como los
agentes causantes de la nefropatia por cuerpos de inclusién en cepas de ratones
inmunodeficientes.

Estos agentes podrian identificarse como nuevos virus murinos y dado que se desconoce y, por
lo tanto, no se han incluido en los diagnésticos de rutina durante mucho tiempo, la prevalencia
de ambos suele ser alta en los establecimientos y es posible que aln sea necesario volver a
realizar una limpieza de las colonias mediante transferencia embrionaria para establecer
colonias libres de virus.

Al mejorar el estado general de salud de los animales de laboratorio,también permite
estandarizar y minimizar las variables de los experimentos para garantizar la calidad de los
datos de investigacion biomédica.

En muchas publicaciones se informa sobre la influencia de los agentes infecciosos en los
resultados experimentales, pero es mas problematico en animales con infeccién subclinica
cuando la infecciéon permanece sin diagnosticar. Por lo tanto, es imprescindible la
implementacion de estrategias de control de salud actualizadas en las instituciones donde
se producen o trabajan con de animales de experimentacion (Kérner et al., 2019; Henderson et
al., 2013; Fredricks & Relman, 1999).
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9. Programa de control sanitario

Federacion de Asociaciones Europeas de Ciencias de los Animales de Laboratorio
(FELASA) ha publicado una serie de recomendaciones para el control sanitario de los
animales utilizados con fines cientificos. Esas recomendaciones se actualizan
periddicamente y estan disponibles para diferentes especies, incluidos roedores, cobayos
y conejos rumiantes y cerdos y primates no humanos. La primera publicacién sobre
roedores se publicé en 1994 con la intencién principal de armonizar los procedimientos de
control sanitario entre las instalaciones de animales, especialmente para facilitar el
intercambio de animales entre los investigadores que cooperan. A medida que aumenta el
conocimiento sobre los agentes infecciosos con el tiempo, esas recomendaciones se
revisaron dos veces con la ultima versién publicada en 2014 por Mahler et al. Aquise
definen criterios de calidad, que sirven como una valiosa orientacion para programas
sistematicos de control sanitario en establecimientos destinados a la cria o uso
experimental de animales de laboratorio, facilitando la armonizacion de procesos y el
informe del estado de salud de los mismos. De acuerdo con esas recomendaciones, los
principales objetivos de un programa de control sanitario deben incluir el bienestar animal
(evitar las infecciones clinicas), mejorar la bioseguridad general (evitar las infecciones
zoonaticas), asi como la prevencién de la interferencia del estatus sanitario con los
resultados de la investigacion (evitar las infecciones subclinicas). Por lo tanto, la lista de
FELASA menciona anteriormente proporciona un informe de virus, bacterias, hongos y
parasitos relevantes, incluidas recomendaciones concretas para sus frecuencias de
prueba, segun el riesgo respectivo de infectar una colonia. Ademas, se discuten
criticamente los métodos de prueba comunmente utilizados, la selecciéon de animales/
centinelas y la interpretacion de los resultados, con el objetivo de mejorar el estatus
sanitario y la redaccién de certificados de salud apropiados. Una colonia controlada de
acuerdo con estas recomendaciones puede denominarse "libre de patégenos especificos"
(SPF) si la misma esta libre o es negativa para los agentes controlados.
Desafortunadamente, se hizo mas y mas mas comuin malinterpretar la intencién de esta
publicacion y utilizarla como una simple lista de exclusiéon de agentes. Por el contrario, los
autores pretenden aportar informacion compacta del conocimiento actual en medicina de
animales de laboratorio y enfatizan que los programas de control sanitario deben ser

complejos, disefiados y supervisados por una persona competente en el campo de la biologia y
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de las enfermedades. La parte mas critica de un enfoque del control sanitario sistematico es
probablemente la eleccion de los agentes, que deben definirse principalmente por su potencial
zoonodtico, patogenicidad (patégenos obligados, oportunistas y patobiontes) y el posible
impacto en los resultados. Las recomendaciones antes mencionadas sirven aqui como una
herramienta valiosa, ya que consideran a los agentes relevantes en su riesgo individual. Por lo
tanto, los patégenos que se encuentran con frecuencia, como los parvovirus o el MHV, deben
monitorearse al menos trimestralmente, mientras que una frecuencia de monitoreo anual
deberia ser suficiente para los agentes menos prevalentes, como el LCMV o la Ectromelia.
Ademas de esos agentes obligatorios, en la lista de FELASA también definié algunos agentes
adicionales, que no necesariamente tienen que ser incluidos en un programa de control
sanitario, dependiendo de su relevancia individual para la instalaciéon o ensayo a realizar. Lo
que es mas importante, los autores de la lista también sefialaron que el panel de agentes
controlados debe adaptarse criticamente a la situacion actual y que por lo tanto se deben
incluir mas agentes, si se considera relevante. Entonces, la lista proporcionada no debe
interpretarse como tallada en piedra, sino mas bien como una base soélida sobre la que
trabajar. Otra consideracién esencial es el tamafio adecuado de una colonia, para lo cual se
deben resumir los resultados del control sanitario. Por lo tanto, se deben definir unidades
muestrales, que se caracterizan como aquellas partes de una instalacion en las que los
animales, el personal y el material se trasladan libremente, sin medidas sanitarias, y que, en
consecuencia, se puede suponer que albergan el mismo espectro de gérmenes. El tamafio de
una unidad muestral de este tipo puede variar enormemente, dependiendo de las medidas
sanitarias aplicadas. Puede ser simplemente una habitacién para uno o muchos animales, si
los animales se alojan en sistemas de jaulas abiertas y cada habitacién tiene su equipo
individual de proteccion (ropa, guantes, barbijo, cofia, etc). Sin embargo, también puede ser un
piso completo, que consta de varias salas para animales, si se permite que el personal cambie
de sala sin cambiarse la ropa de proteccion. El tamafio minimo puede ser incluso de una sola
jaula, si los animales se mantienen en condiciones de microaislamiento, como las que existen
en los sistemas de alojamiento en rack o cabina individual ventilada (IVC) y realizando el
manejo de cambio de cama, alimentacién y apareamiento de animales utilizando una cabina
de seguridad de flujo laminar o también llamada estacion de cambio y los procedimientos de
desinfeccion implicitos. Los sistemas de jaulas IVC pueden prevenir de manera efectiva la

transmision de infecciones dentro de una colonia, pero también pueden complicar los
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procedimientos de control sanitario de rutina, ya que el mismo obviamente no se puede realizar
en el nivel de contencion de cada jaula o caja. Para resolver este problema, entre de los
métodos tradicionales de control de la salud se utilizan animales centinelas que se detalla mas
adelante Dado que este enfoque tiene sus limitaciones y no es adecuado para todos los
agentes, es esencial incluir pruebas directas en animales de colonia, especialmente cuando
muestran signos clinicos de enfermedad, para mejorar el éxito del diagndstico de agentes
infecciosos (FELASA, 2014; Dubelko et al., 2018; Compton et al., 2004; Bruggeman et al.,
1989; de Souza & Smith 1989).

10. Descripcion general de las infecciones prevalentes

La calidad de los animales utilizados en la investigacién tiene un impacto directo en el valor de
esa investigacion. En el contexto de los ratones de investigacion, esto significa utilizar animales
genéticamente apropiados para una investigacion especifica y libre de la variabilidad inducida
por infecciones. Desde una perspectiva genética, los investigadores abordan los problemas de
calidad de los animales analizando la consistencia de los antecedentes genéticos en sus
ratones y, en el caso de los ratones mutantes modificados genéticamente (Genetically
Engineered Models o GEM, por sus siglas en inglés), buscando evidencia directa de la
presencia de genes especificos de interés (o ausentes en el caso de los Nocauts). Es prudente
realizar esta prueba antes de comenzar un proyecto de investigacion costoso (Fahey et al.,
2013). Del mismo modo, es prudente verificar el estado de salud de las colonias de ratones de
investigacion para excluir los ratones comprometidos por infecciones. Incluso en ausencia de
signos clinicos de enfermedad, las infecciones en ratones son bien conocidas como una fuente
de variabilidad que puede tener efectos adversos en la investigacion o presentar un peligro
para la salud del personal de laboratorio (es decir, infecciones zoonéticas de ratones) y, por lo
tanto, deben evitarse al realizar la investigacién. Encuestas de prevalencia de agentes
infecciosos murinos realizadas en instituciones de investigacion de América del Norte (Carty,
2008), Europa (Mahler y Kohl, 2009), Japén (Hayashimoto et al., 2013), Australasia (Mclnnes et
al.,, 2011) y Taiwan (Liang et al., 2009) durante la ultima década han demostrado una
prevalencia consistente de los agentes infecciosos en las colonias de ratones de laboratorio.
Las especies y la prevalencia de los agentes (virus, bacterias, parasitos y hongos)
consideradas dependieron de las areas geograficas e instituciones seleccionadas. Sin

embargo, estos datos indican que a pesar de los esfuerzos realizados en muchas instituciones
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de investigacion en todo el mundo para eliminar los agentes infecciosos y elevar el estado de
salud de sus instalaciones de animales, los agentes infecciosos aun persisten, ademas, de
aquellos que se estan descubriendo y se encuentran con mas frecuencia ahora que el control
sanitario se realiza por métodos moleculares y de secuenciacion del genoma, se vuelve
mas rapido, especifico, sensible y menos costoso. El Astrovirus murino (MuAstV) es un ejemplo
ya que el virus fue identificado por primera vez en 1985 por microscopia electronica después
de un brote de enterocolitis en una colonia de ratones desnudos y no fue caracterizado hasta
2013 mediante el uso de metagendmica viral. La disponibilidad de técnicas sofisticadas de
diagnostico molecular, el mayor uso de ratones inmunodeficientes, transgénicos y humanizados,
asi como el creciente intercambio de animales de investigacion y productos animales entre los
laboratorios, garantizan a nivel nacional e internacional que esta tendencia de enfermedades
infecciosas emergentes/reemergentes continuaran. Entonces para evitar o minimizar los
problemas generados por infecciones en los animales de laboratorio, las colonias deben
someterse a pruebas periddicas para detectar agentes patégenos y establecer las medidas
adoptadas para prevenir, controlar y eliminar infecciones (Blank et al., 2011, Macy et al., 2011).
Los programas de control sanitario ofrecen los medios éptimos para detectar brotes de
enfermedades en instalaciones para animales. La Federacion de Asociaciones Europeas de
Ciencias del Laboratorio (FELASA) enfatiza regularmente este hecho al describir
meticulosamente directrices de control sanitario para roedores de laboratorio mantenidos en
instalaciones de produccion e investigacién (Mahler et al., 2014). Los programas de control
sanitario generalmente se basan en listas estandarizadas establecidas desde hace mucho
tiempo, sin embargo, es comun que las instituciones que trabajan con animales de laboratorio
adapten estos programas para satisfacer las necesidades especificas de sus instalaciones y
ensayos, de manera rentable, ya que la prevalencia de patdgenos murinos varia segun la
institucién. Comprender los programas de control sanitario también es esencial para el bienestar
de los animales como la preservacién de la integridad de los datos y por eso, es importante,
especialmente para estudiantes graduados, becarios posdoctorales, nuevos investigadores y
otros con experiencia limitada que son responsables de controlar las infecciones en colonias de
animales de laboratorio, que conozcan los programas sanitarios de sus propias instalaciones.
Cuando se realiza con regularidad, el control sanitario animal proporciona a los responsables
de las instalaciones de animales un flujo continuo de datos de prueba que les permite evaluar y

ajustar los programas sanitarios preventivos disefiados para reducir y eliminar agentes
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patégenos. Por ejemplo, en la década de 1960 y 1970, fue el inicio del desarrollo de programas
de control sanitario en instalaciones para animales de laboratorio, en donde los patégenos
murinos eran muy frecuentes y el objetivo del control sanitario era principalmente identificar
los agentes patdgenos que causan enfermedades y muertes en las instalaciones de
animales. Hoy en dia, muchos de estos agentes de enfermedades han sido completamente
eliminados o severamente reducidos en colonias de ratones y el seguimiento de los ratones es
dirigido al control de infecciones de agentes no deseados en la investigacion debido a su
posible interferencia en los resultados. Un programa de control sanitario debe contener una
seleccion de agentes infecciosos, métodos de diagnostico, medidas preventivas y planes de
respuesta para hacer frente a alteraciones en la bioseguridad delas barreras sanitarias y brotes
de infecciones o enfermedades Existen pautas basicas para el establecimiento de programas
estandarizados de control de salud (Mahler et al., 2014). Sin embargo, el disefio de dichos
programas requiere una evaluacion de riesgos en la exposicion potencial de los animales a
agentes infecciosos relevantes para cada institucion en particular y, porlo tanto, deben ser
adaptables y flexibles. Se debe tener en cuenta una variedad de factores: los tipos de estudios
que se realizan, sistemas de alojamiento, niUmeros y cepas/stock de animales, prevalencia local
de agentes infecciosos especificos, practicas de cuidado de los animales, historial de salud,
infraestructura de las instalaciones, presencia de modelos animales no murinos y presupuesto
disponible. Por lo general, como parte del proceso de planificacién de un programa de control
sanitario, el responsable de la produccion y el cuidado de los animales debe establecer un
diadlogo con los investigadores para adquirir informacion detallada sobre las necesidades
individuales de los mismos, pues son esenciales para desarrollar e implementarun programa
eficiente y rentable (Besselsen 2009; FELASA, 2014)..

Con el auge del intercambio mundial de ratones mutantes modificados genéticamente (GEM) y
materiales biolégicos, se ha propuesto la armonizacion internacional de las normas para el
control sanitario junto con la promocion de las 3R (reemplazo, reduccién y refinamiento) en
animales de laboratorio. Las instituciones y laboratorios que comercializan estos animales para
usar en experimentacion, se han esforzado por lograr dichos estandares basados en las
recomendaciones de FELASA y otras instituciones internacionales. Sin embargo, los programas
de control sanitario en instituciones de investigacion y universidades son mas complejos que

los utilizados por proveedores comerciales, debido a los multiples factores que se deben
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considerar, como se mencioné anteriormente y por lo tanto, los estandares universales no

siempre son aplicables y viables (FELASA, 2014; Compton et al., 2017).

11. Cultivo microbiolégico e identificacion de bacterias, hongos y parasitos

El examen microscopico directo de muestras frescas se utiliza con frecuencia como el principal
método de deteccion para la identificacién de endo y ectoparasitos. Los endoparasitos
como Trichomonas spp. pueden identificarse en el ciego y tejidos de colon triturados en
solucion salina, al igual que para otros parasitos protozoarios. La identificacion de oxiuros
y huevos de oxiuros también se puede hacer mediante un proceso, en donde los huevos
se pueden concentrar mediante el pretratamiento de muestras de contenido intestinal con
zinc o sulfato de sodio cuyas gravedades especificas permiten que los huevos "floten"
sobre el medio después de la centrifugaciéon. Luego, los huevos se adhieren a un
cubreobjetos de vidrio, se unen a un portaobjetos para poder observar bajo un
microscopio. Los ectoparasitos, como los acaros de la piel, también se identifican mediante
la evaluacién microscopica directa de animales o de muestras del pelaje arrancadas de la
cabeza y el cuello. En todos los casos, se requiere experiencia en la identificacion
microscépica de parasitos para confirmar de manera confiable la presencia de parasitos.
Actualmente, la tendencia en el diagnéstico de parasitos se inclina hacia el uso de PCR en
aquellas cepas inmunodeficientes y GEM, ya que las mismas,tienen una mayor
susceptibilidad a los agentes infecciosos que sus contrapartes inmunocompetentes. Ocurre
de igual manera en el caso de los hongos en donde Pneumocystis murina que es un
patdgeno oportunista ubicuo en ratones inmunocompetentes produce una infeccion
clinicamente silenciosa controlada por una respuesta inmune mediada por células T. Sin
embargo, en muchas cepas de ratones inmunodeficientes, P. murina produce infecciones
pulmonares letales (Weisbroth, 2006). Dado que muchas cepas de GEM son
"inmunovagas" (Treuting etal., 2012), es decir, tienen una capacidad desconocida o
variable para generar una respuesta inmune adquirida eficaz, estas cepas deben
considerarse potencialmente susceptibles a las infecciones letales por Pneumocystis.
Actualmente, el mejor método para identificar este agente en ratones es mediante PCR en
una muestra de tejido pulmonar de animales potencialmente afectados. Esto requiere que
los ratones sean sacrificados humanitariamente y que se envie una muestra de pulmén a

un laboratorio de diagnéstico. Por lo tanto se recomienda para la vigilancia de la salud de
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las colonias de ratones inmunodeficientes, que los ratones inmunodeficientes sean
tomados directamente de las poblaciones o sino los ratones centinela inmunodeficientes,
para detectar la presencia de Pneumocystisen una colonia. Los ratones inmunodeficientes
también son generalmente mas susceptibles a infecciones con bacterias oportunistas que
sus contrapartes inmunocompetentes. Pueden observarse abscesos, infecciones por
mordeduras, otitis media y falta de desarrollo. El desarrollo de una enfermedad debida a
infecciones internas puede deberse a la exposicidon de cepas de ratones inmunodeficientes
a bacterias oportunistas que, de lo contrario, podrian no ser patégenas en ratones
inmunocompetentes como es el caso de Helicobacter spp., K. oxytoca, Klebsiella
pneumoniae, S. aureus, algunas especies de Staphylococcus coagulasa negativo,
Rodentibacter pneumotropicus y Corynebacterium bovis que se encuentran entre las
bacterias oportunistas mas comunmente identificadas en ratones inmunodeficientes
infectados. Las fuentes de estas bacterias incluyen el ambiente local, técnicos del bioterio
y el personal de investigacién, asi como también materiales no esterilizados (p. €j.,
alimento, jaulas, lecho) que no han sido esterilizados. Los agentes virales infecciosos
suelen causar una infecciéon aguda en ratones inmunocompetentes, seguidade una
recuperacién completa sin signos clinicos. Por el contrario, las infecciones en ratones
inmunodeficientes pueden ser asintomaticas y persistentes. Los ratones se convierten en
portadores cronicos de la colonia, especialmente si el virus se elimina a través de las heces
(Effler et al., 2008; Dole et al., 2013; Charles Rivers, 2020; Buchheister et al., 2008; Bootz
et al., 1998).

12. Prevencion de infecciones

Las medidas disefiadas para prevenir las infecciones enlos animales de investigacion
garantizan la salud y el bienestar de los mismos y se consideran inversiones valiosas tanto
desde el punto de vista experimental como econdmico. Las medidas de bioseguridad, es
decir, la suma de las practicas de gestion de riesgos, emplean sistemas de barrera para
minimizar el riesgo de introduccion (bioexclusién) y propagacién (biocontencién) de
agentesinfecciosos dentro o entre unidades de animales de laboratorio y pueden
implementarse en todos los niveles de una instalacion de animales de investigacion o
produccion, desde el disefio del edificio hasta la actividad del personal en una sala con

animales. Ejemplos de bioseguridad aplicados a nivel de edificio son la filtracién de aire de
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particulas de alta eficiencia (HEPA) del ambiente de la sala y pasillos, como también los
controles de acceso al “area limpia” para el personal de modo que solo las personas
aprobadas puedan ingresar a una sala de animales mediante procedimientos detallados
para el movimiento del personal y los animales de una sala a otra. Otro aspecto es el uso
de materiales de construcciéon que puedan resistir la desinfeccién quimica repetida y la
separacion fisica de las areas donde se preparan y manipulan los materiales de insumo
limpios y esterilizados, lejos de los desechos de los animales y elementos de descarte.

En términos generales, los investigadores, becarios doctorales y los estudiantes de
posgrado no participan en la supervision o el uso de medidas de bioseguridad en este
nivel. En realidad estos deberian ser supervisados por el personal de administracion de las
instalaciones. No obstante, es preciso que conozcan y cumplan las medidas de
bioseguridad a nivel de edificio en su institucion en donde se encuentran las instalaciones con
los animales. En otros casos, como la bioseguridad a nivel de la sala de los animales es muy
critica, puede darse una oportunidad para que los usuarios de ratones participen en la
proteccion de sus animales contra la exposicion a agentes infecciosos. Los animales de
laboratorio (por ejemplo rata y ratén) generalmente se alojan en jaulas convencionales con o
sin tapa de filtro y se colocan en estantes de un rack abierto en una sala (sin filtro HEPA) o
puede ser, sistemas de racks con estantes y jaulas (con o sin filtro) en los que la sala esta
conectada de forma segura a un sistema que proporciona aire de entrada y salida filtrado por
HEPA | sin exposicion al aire exterior y generalmente con presién positiva en el ambiente, o
también en jaulas ventiladas individualmente (IVC). Los sistemas de jaulas IVC se consideran
muy seguros con respecto a la exposicion de los animales a agentes infecciosos adventicios.
Aunque el alojamiento en IVC ofrece una mayor proteccién contra la exposicién inadvertida a
agentes infecciosos (independientemente si los animales alojados son convencionales o
SPF), los riesgos reales estan asociados con el manejo de los animales durante los cambios
de jaula, lecho, asi como el uso experimental y otros manejos que presentan oportunidades
para la exposicion a los agentes infecciosos. Por lo tanto, la aplicaciéon de medidas estrictas de
bioseguridad en estos momentos criticos es imprescindible para minimizar el riesgo de un
brote, como por ejemplo el contacto humano directo con ratones no es aconsejable ya que
aumenta el riesgo de transmisidén de bacterias oportunistas humanas a los ratones por
exposicién a la piel humana, aliento, secreciones nasales u orales. Para recoger y manipular

ratones se deben usar guantes desinfectados o pinzas o férceps que hayan sido tratados con
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un desinfectante. Actualmente en concordancia con el bienestar animal se recomienda
recoger los ratones en una disposicion en copa (utilizando las manos) para el cambio de
jaula. La combinacion especifica de equipo de proteccion personal (EPP) varia segun la
institucion; sin embargo, en general, el personal que trabaja de forma rutinaria con animales
siempre debe usar guantes y una bata/guardapolvo de laboratorio o un uniforme limpio o
estéril. En las salas con una condicion microbiolégica mas estricta (SPF) se deben usar
mascaras, gorros y cubrezapatos o zapatos exclusivos para la sala de los animales. Los
ratones inmunodeficientes y GEM alojados en salas o en aisladores con muchas barreras de
bioseguridad absolutas, generalmente requieren un EPP mas estricto. Se recomienda seguir
las practicas institucionales de bioseguridad, ya que cada uno de los articulos de PPE
mencionados sirve para reducir la exposicion de los ratones a la microflora humana y a los
patégenos de losanimales, ya que los humanos también pueden servir como fomites no
intencionales para los agentes que se adquirieron en el ambiente fuera de las instalaciones de
los ratones. Se deben tomar medidas de bioseguridad adicionales durante la manipulacion
experimental de los animales y el movimiento de ida y vuelta al laboratorio, o durante el
movimiento entre salas. Lo ideal es que los procedimientos de investigaciéon se realicen en un
area de procedimiento asociada a la sala de los animales para evitar transportar a los mismos
fuera de la sala de alojamiento. Los usuarios deben desinfectar periédicamente la sala de
procedimientos y el equipo para evitar la transmision de agentes infecciosos entre animales de
diferentes proyectos o salas donde se alojan. La separacién fisica de los animales segun el
estado de salud (grupo en cuarentena y residente) y la regulaciéon del movimiento de los
mismos y el trafico humano es otra medida de bioseguridad que se emplea en muchas
instituciones. Por esta razén, no se recomienda el movimiento de animales entre salas a
menos que sea necesario. Ademas, cada habitacién de animales puede tener su propia
microflora ambiental, de la misma manera que la presente en los mismos. Por esta razon,
mover animales a diferentes salastiene el potencial de alterar esa microflora y constituir un
cambio que podria afectar los resultados de la investigacion. También es importante tener en
cuenta que controlar todos los productos bioldgicos utilizados en los animales (p. €j., células,
anticuerpos, proteinas, otras moléculas biolégicas) por la potencial presencia de patégenos
y evitar una transmision involuntaria de enfermedades infecciosas. Aunque los métodos
modernos de deteccion y los programas de control sanitario han facilitado la erradicacion

de muchos agentes infecciosos que eran comunes hace décadas en las colonias de
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investigacion, en la actualidad requieren de esfuerzos de colaboracién para prevenir brotes
inesperados. En términos generales, el personal responsable del cuidado de los animales
esta integrado por veterinarios, biélogos, biotecnélogos, técnicos de bioterio y directivos de
las instalaciones quienes comparten el objetivo comun de garantizar la integridad de la
investigacién a través del cuidado adecuado de la investigaciéon con animales. Para lograr
este objetivo, el personal debe estar familiarizado con los modelos animales y objetivos de
investigacion de cada ensayo. La comunicacioén entre el personal investigador y los
responsables del cuidado de los animales juegan un papel fundamental en el
mantenimiento apropiado de los programas de control sanitario, practicas de bioseguridad
y procedimientos de cuarentena que sirvan para prevenir brotes infecciosos y que las
pruebas de salud se realicen correctamente, asi como los resultados de las mismas se
interpreten correctamente y los eventos imprevistos dentro de las instalaciones de
animales sean atendidos con prontitud. Cuando eventos inesperados surgen, como el
descubrimiento de animales enfermos o muertos o problemas con las salas de alojamiento
de animales (p. €j., variaciones de temperatura, luz y humedad), se recomienda que el
personal de investigacion discuta los problemas con el personal de la instalacion de
inmediato para obtener asesoramiento y asistencia en el tratamiento de la situacién. El
personal del cuidado de los animales también puede ayudar a los nuevos miembros de la
comunidad cientifica en familiarizarse con eluso de los animales en su investigacién. Por
ejemplo, las instituciones de investigacion han requerido programas de entrenamiento para
nuevos usuarios de animales. Estos programas presentan una oportunidad para que los
investigadores obtengan informacion pertinente sobre la instalaciéon en general, los
animales, programas de salud y el marco legal e institucional (Fontaine et al., 2015;
FELASA 2014; Dubelko et al., 2018).

13. Programa de control sanitario

El control sanitario de las colonias consiste en un programa definido de test repetitivos y
estandarizados, para evidenciar la presencia de determinadas infecciones y/o patégenos
presentes en una colonia de animales y es el principal mecanismo para asegurar en forma
continua, la calidad microbioldgica de los mismos. Es de gran valor cuando se lo utiliza en
colonias de animales que se mantienen bajo un sistema de barreras sanitarias donde puede

aplicarse un riguroso control microbiolégico y de esta forma, asegurar la eficiencia de los
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sistemas de barrera, las técnicas de manejo adoptadas, asi como los informes sobre morbilidad
y mortalidad que permiten la identificacion anticipada de infecciones presentes y potenciales.
Las investigaciones exhaustivas de enfermedades, muertes y resultados experimentales
erroneos o inesperados, son componentes esenciales de este programa de salud en las
colonias de animales. (Besselsen et al., 2008; Voipio et al., 2008; Fox et al., 2006; Rehbinder et
al., 2000; Nicklas et al., 2002; Nevalainen ef al., 2000).

En primer lugar, se debe entender la razén por la cual se debe realizar un control de salud y
también considerar que es fundamental disefiar un control sanitario en base a las necesidades
de cada institucién o bioterio. En el caso de ser un bioterio de produccién de animales de
laboratorio es necesario certificar que la colonia esta libre de patégenos y Gnicamente es
posible hacerlo mediante un control sanitario; ademas de considerar que este requisito es muy
importante para un centro productor de animales SPF. También hay controles de salud
disefiados para aquellos casos en los cuales se van a recibir animales provenientes de otras
instituciones que ayudan a prevenir la introduccion de patégenos en las colonias. En estos
casos se recomienda realizarlos como parte de la cuarentena.

Se pueden disefiar programas para diagnosticar la causa de enfermedades y eliminar rebrotes
de infecciones en la colonia. Como también para ayudar a interpretar resultados dudosos o
confusos de ensayos, donde se sospecha que las variables experimentales podrian deberse a
la presencia de microorganismos en los animales y este control de salud podria ser la
respuesta al problema (Besselsen et al 2009).

El objetivo es implementar un programa de control sanitario que sea adecuado, que permita
obtener resultados Utiles y no sea demasiado costoso. En muchos casos el costo es el factor
determinante frente al presupuesto con que cuenta el bioterio. Obviamente, este es muy
significativo, pero también debemos considerar la importancia que tiene el poder contar con un
programa de salud que apoye a los investigadores, la investigacion y a las experiencias que se
realizan de las que se espera la obtencién de resultados confiables. Es asi que en un programa
de control sanitario es importante considerar los siguientes factores: el costo, la experiencia
que se va a realizar, el tipo de bioterio y los animales que se van a utilizar. También en las
decisiones que se deben tomar al momento de disefiar un programa de salud adecuado, hay
que considerar los siguientes aspectos: los patégenos que se van a incluir en el diagndstico, la

frecuencia con que se va a realizar el control, si se van a utilizar o no animales centinela, la
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eleccion del laboratorio que va a realizar este control y el tipo de muestra a enviar (Hsu et al.,
2006; Prichett-Corning et al., 2009; Hayashimoto et al., 2013; Mahler et al., 2013).

14. Tecnicas moleculares RT pcr y PCR

El uso de técnicas moleculares (PCR y RT-PCR) para diagnosticar infecciones
bacterianas, virales, fingicas y parasitarias en animales de laboratorio, se ha vuelto comun
como metodologias de reemplazando a los métodos serolégicos, microscopicos y basados
en cultivos. 24 Debido a que la mayoria de los animales de laboratorio son roedores, este
libro se centrara en la deteccion de agentes infecciosos en roedores y su entorno, pero las
pruebas de PCR y RT-PCR de muchas otras especies de laboratorio cominmente
utilizadas, como conejos, perros, gatos, hurones, cerdos, peces, ranas y Los primates no
humanos estan disponibles comercialmente. Organizaciones como FELASA y AALAS han
desarrollado recomendaciones sobre qué agentes infecciosos analizar y excluir de las
colonias de ratones y ratas, y la frecuencia con la que se deben realizar las pruebas. La
PCR se utilizapara monitorear mas de 60 agentes infecciosos de roedores (Figura 3).
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Microorganismo

Bacterias, Protozoos y Hongos

Técnica

Corynebacterium kutscheri PCR/cultivo
Corynebacterium bovis PCR
Bordetella bronchiseptica PCR/cultivo
Heficobacter spp (H. hepaticus, H. bilis y H. rappini) PCR
Pasteurello pneumotrdpica PCR/cultivo
Mycoplasma pulmonis PCR
Filobacterium rodentium (Car-Bacillus) PCR
Clostridium pififorme (Tyzzer) PCR
Streptococcus pneumoniae cultivo
Streptococcus beta hemolitico cultivo
Streptobacillus moniliformis cultivo
Citrobacter rodentium PCR/cultiva
Klebsiello oxytoca PCR/cultivo
Klebsiella pneumonioe PCR/cultivo
Proteus mirabilis cultivo
Pseudomonas aeruginosa cultivo
Salmonella spp. PCR/cultivo
Staphilococcus aureus cultivo
Pneumocystis carinii PCR
Cryptosporidium spp. PCR

Métodos parasitoldgicos (flotacion, sedimentacion, cinta engomaday observacion directa en MO) para la

investigacién de ecto y endoparasitos:

Polyplax spinulosa, Polyplax serrata, Radfordia affinis, Radfordia ensifera, Myobio musculi, Myocoptes
musculinus, Spironucleus muris, Giardia muris, Tritrichomonas muris, Trichomonas minuta, Himenolepis
diminuta, Himenolepis nana, Chilomastix bettencourt, Entamoeba muris, Eimeria sp, Hexamastix
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Virus J

e

Microorganismo Técnica ]

Virus diminuto del raton (MVM)

Parvovirus del ratén (MPV) PCR/IFI
Parvovirus del rifidn (MKPV) PCR

Virus de la Hepatitis del Ratén (MHV-3) RT-PCR/IFI
Virus de la Sialodacrioadenitis RT-PCR/IFI
Rotavirus del ratén (EDIM) RT-PCR/IFI
MNorovirus murino RT-PCR
Virus de la encefalomielitis del raton (TMEV GD VII) RT-PCR/IFI
Virus Theilerde la rata RT-PCR/IFI
Adenovirus delraton (tipol y 2) PCR
Reovirustipo 3 RT-PCR/IFI

Parvovirus de la rata:
(Virus Kilham, Virus H-1 (Toolan)
Parvovirus de larata (RPV)y

Virus diminuto de la rata (MVR) PCR/IFI
Virus de la viruela del ratdn (Ectromelia) PCR
Virus de la Pneumoniadelratdn RT-PCR
Virus Sendai RT-PCR/IFI
Astrovirus del ratén RT-PCR

Figura 3: Agentes controlados y técnicas utilizadas en el control sanitario del
LAE.FCV.UNLP.

También se han publicado guias de seguimiento de la salud de FELASA para hamsters,
cobayos, conejos y primates no humanos.

La PCR o la RT-PCR pueden superar muchas de las limitaciones de otros métodos de
deteccion de patdgenos vy, por lo tanto, representan un perfeccionamiento del control de la
salud en el bioterio. Dicho en forma breve, los métodos de diagnéstico basados en PCR
amplifican el genoma de los virus presentes o liberados de células infectadas o el ADN de
bacterias, hongos o parasitos. Existen varias ventajas de la PCR y que son su velocidad,
sensibilidad y especificidad. A diferencia de las técnicas serolégicas o microbioldgicas, el
diagnéstico molecular puede amplificar una regién especifica de un gen desde unas pocas
copias hasta billones en unas pocas horas. Sin embargo, la alta sensibilidad de la PCR
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puede dar lugar a falsos positivos si las muestras o reactivos estan contaminados con
acidos nucleicos del agente infeccioso (controles positivos) o productos de ensayos de PCR
recientes. Por otro lado, debido a que el ARN es propenso a la degradacién por las
RNasas, la RT- PCR puede ser propenso a falsos negativos si no se tiene cuidado para
evitar la degradacion del ARN durante la recoleccion de muestras y la extraccién de ARN.
De todas maneras, lo atractivo de utilizar la PCR es su versatilidad, ya que se puede utilizar
en muestras de tejido o excrementos de cualquier especie de animal o de muestras
tomadas del entorno de animales de laboratorio. La recoleccion de muestras para las
pruebas de PCR requiere saber qué tejidos se infectan con el agente de interés y dénde se
elimina el patégeno. Los cebadores de ADN seleccionados para la PCR determinan su
especificidad y se disefian basandose en los datos de secuencias disponibles y pueden
ser especificos al amplificar una sola especie de un agente (por ejemplo, Mycoplasma
pulmonis) o genéricos al amplificar varios agentes relacionados (todas las especies de
Mycoplasma). Para agentes que evolucionan rapidamente, como los virus de ARN, un
cambio de nucleétido en la region del cebador puede provocar un resultado falso negativo
en el sentido de que el agente esta presente en la muestra, pero el gen objetivo no esta
amplificado, es por eso que conviene conseguir cebadores que amplifican regiones mas
conservadas y no aquellas variables. Por mencionar un ejemplo se observa en los Norovirus
una variabilidad genética que hace dificil el desarrollo de una prueba de amplificacién simple y
genérica. Por ello, se recomienda efectuar esta diferenciacién por técnicas de secuenciacion
gendmica para su confirmacion (Bauer et al., 2016; 2004; Besselsen et al., 2003; Blank et al,,
2004).

15. PCR en infecciones virales

Los signos clinicos y/o histopatologia producidos por algunos virus son especificos de un
solo virus. Por ejemplo, las lesiones dérmicas caracteristicasdel virus Ectromelia, la
cromodacriorrea y los estornudos provocados por el coronavirus de rata, los sincitios de
enterocitos en ratones jovenes provocados por el virus de la hepatitis murina (MHV) o las
inclusiones intranucleares acidéfilas en las glandulas salivales provocadas por el virusde la
Ectromelia. y el citomegalovirus de la rata. Todos pueden usarse para hacer un diagnéstico
presuntivo. Sin embargo, los virus que causan lesiones distintivas graves esencialmente se

han eliminado de las colonias de roedores de laboratorio, lo que ha resultado en centrarse
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en virus que causan poca o hinguna patologia o morbilidad. Por lo tanto, el diagnostico de
infecciones virales en roedores mediante serologia se ha convertido en el método de
diagnostico mas comun. Los métodos seroldgicos detectan anticuerpos especificos del
agente infeccioso en la sangre extraida de un animal. La serologia es un método indirecto
para detectar infeccion; por lo tanto, no es necesario conocer el tejido que alberga la
infeccion. Debido a que en la mayoria de las pruebas serolégicas se utilizan anticuerpos
secundarios especificos de especie, se limitan a aquellas especies para las cuales se
encuentran disponibles fuentes comerciales de anticuerpos especificos de especie. Los
anticuerpos especificos del virus se detectan por primera vez en animales
inmunocompetentes entre 5 y 7 dias después de la infeccion y los niveles maximos de
anticuerpos se detectan entre 10 y 20 dias después de la infeccion. Debido a que los
anticuerpos pueden persistir durante meses, es posible que un animal seropositivo no sea
diagnosticado de infectado y es posible que el agente infeccioso ya haya sido eliminado. La
presencia de anticuerpos virales en un ratdn o rata de destete, puede representar una
transferencia de anticuerpos maternos de una madre infectada, en lugar de una infeccién
del animal destetado. Las pruebas seroloégicas no son apropiadas para animales
inmunocomprometidos o previamente neonatos que no generan una respuesta de
anticuerpos adecuada. Aunque se pueden cuantificar las respuestas serolégicas, una
respuesta de anticuerpos mas fuerte no se correlaciona con la presencia de cargas virales mas
altas en el animal. La serologia en animales centinela se utilizaen muchas instalaciones de
roedores de laboratorio para monitorear la salud, ya que el suero de un unico animal centinela
se puede usar para determinar si se produjo una infeccién en cualquiera de las jaulas de
ratones o ratas experimentales de las cuales se recogié el lecho sucio de cama. Una limitacion
de los centinelas es que los virus que no se transmiten por via fecal-oral, como el virus Sendai,
el virus de la coriomeningitis linfocitaria y el coronavirus de rata, no se detectaran eficazmente.
El crecimiento de virus en cultivos de células comerciales se puede utilizar para la deteccion
de infecciones virales en las primeras etapas de la infeccion, antes de que se produzca una
respuesta inmune contra el virus en los animales. Sin embargo, los métodos de deteccion viral
basados en cultivos estan limitados por el hecho de que no todos los virus pueden cultivarse
en células y pocos laboratorios con animales de laboratorio estan equipados para cultivo de
virus. Ademas, muchos virus no producen efectos citopaticos visibles en los cultivos de células

o deben realizarse varios pasajes del cultivo antes de que los efectos citopaticos sean
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evidentes, lo que dificulta determinar si se ha producido una infeccién. Ademas, si se analiza
una muestra en busca de multiples virus, es posible que se necesiten varios tipos de células
diferentes para cultivar todas las especies virales que estan presentes. Una vez que se ha
aislado un virus de un cultivo de células, se utilizan otros métodos, como la serologia o la
PCR, para especificar el virus. La PCR de acidos nucleicos virales extraidos de tejido infectado
puede detectar la presencia de un virus mucho mas rapidamente que los métodos basados en
cultivos. Los métodos de diagndstico basados en cultivos solo detectan formas infecciosas del
virus, y pueden ser necesarios dias o semanas de incubacion antes de que el virus sea
detectable. En cambio, la PCR detecta virus infecciosos, formas no infecciosas del virus y
transcripciones virales presentes en células infectadas. Para la deteccion por PCR, es crucial
saber qué tejidos estan infectados por el virus, para tomar muestras de los sitios correctos. La
PCR cuantitativa (QPCR o qRT PCR) se puede utilizar para medir la cantidad de acidos
nucleicos virales presentes en la muestra. Si bien la cantidad de genomas virales y la cantidad
de particulas virales infecciosas generalmente no son iguales, la PCR se puede utilizar para
comparar los titulos virales en reservas o tejidos virales. La PCR es util para determinar el titulo
relativo de virus que no pueden cultivarse in vitro (por ejemplo, el virus elevador de lactato
deshidrogenasa y el astrovirus murino). Durante un brote, la PCR seguida de la secuenciacion
del producto amplificado se puede utilizar para determinar si la cepa del virus es la misma en
dos grupos de animales (por ejemplo, animales de colonias residentes o establecidas en
comparacion con animales recién llegados o en cuarentena). La capacidad de la PCR para
detectar tempranamente infecciones virales antes de que se produzca la seroconversion
puede ser de ayuda y se utiliza para determinar qué animales deben retirarse de la sala, para
disminuir el riesgo de transmision viral dentro de una poblaciéon de animales de laboratorio.
Para algunos virus, como el parvovirus del ratéon, no todas las cepas de ratones son
igualmente susceptibles a lainfeccion, asi como también la duracién de la infeccion y la
cantidad de virus eliminado varia entre cepas, por lo que puede ser necesario realizar pruebas
en multiples cepas de ratones para detectar la presencia de un agente infeccioso. Por lo tanto,
se recomiendan varios controles de pruebas de salud en el afio, antes de considerar una
instalacion libre de un agente infeccioso. La PCR también se puede utilizar para detectar virus
en especies animales para las cuales los ensayos serolégicos no son factibles debido a la falta
de anticuerpos secundarios especificos de la especie o para las cuales no se dispone de

lineas celulares adecuadas para el crecimiento y la titulacién del virus. Por ejemplo, se han
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detectado viruela del simioen ratas gigantes (Cricetomys gambianus) y perros de las praderas
de cola negra (Cynomys ludovicianus) mediante PCR (Bootz et al., 2003; Dillehay et al., 1990;
Charles River, 2020; Compton et al., 2004).

16. PCR en infecciones bacterianas

Tradicionalmente, las infecciones bacterianas se han diagnosticado mediante el cultivo en
medios nutritivos o selectivos en condiciones aerdbicas, microaerdfilas o anaerdbicas. El
cultivo de bacterias puede variar, en donde puede darse algunas de crecimiento lento, como
las micobacterias, que pueden tardar hasta 6 semanas o en sitios donde prevalece la flora
normal puede provocar un crecimiento excesivo de bacterias normales no patégenas que
puede enmascarar la presencia de bacterias patégenas. Si se analiza una muestra para
detectar multiples bacterias, es posible que se requieran multiples tipos de medios de cultivo y
condiciones de cultivo. Una vez que se ha cultivado una bacteria, se puede realizar una
coloracion bacteriana para determinar la morfologia bacteriana.

La espectrometria de masas o desorcion/ionizacion laser asistida por matriz-tiempo de vuelo
(MALDI-TOF) se puede realizar en un aislado bacteriano para especificar las bacterias.
También se puede determinar la susceptibilidad a los antibiéticos de un aislado bacteriano. Las
infecciones bacterianas también se pueden detectar en muestras de tejido tefiidas, como por
ejemplo, Filobacterium rodentium (anteriormente: bacilo respiratorio asociado a cilios o CAR-
Bacillus) y Helicobacter sp. que se pueden visualizar en el tracto respiratorio o gastrointestinal
usando una tincién a base de plata como Warthin-Starry. Existen métodos serologicos
disponibles para la deteccién de infecciones con algunas especies bacterianas como puede ser
la Microaglutinacién en placa (MA) para detectar anticuerpos contra Corynebacterium kutscheri
y Bordetella bronchiseptica.

Las infecciones respiratorias bacterianas son dificiles de detectar utilizando animales
centinelas, ya que las bacterias generalmente no estan presentes en el lecho de cama sucia,
en concentraciones suficientes para causar infeccion y la posterior seroconversion del
centinela. Por ejemplo, F. rodentium no se detecta eficazmente utilizando centinelas de ropa de
cama sucia, pero puede detectarse mediante PCR en tejidos respiratorios congelados o fijados
de roedores infectados, o a partir de hisopos orales o nasales. Se han desarrollado ensayos de
PCR para detectar una amplia gama de agentes bacterianos de roedores, y la PCR puede ser

muy eficaz para diferenciar patdgenos de especies bacterianas no patégenas estrechamente
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relacionadas. Por ejemplo, las pruebas bioquimicas de bacterias cultivadas de la piel de
ratones desnudos infectados con C. bovis pueden revelar varias bacterias del género
Corynebacterium con el mismo perfil bioquimico, mientras que MALDI-TOF o un ensayode
PCR dirigido al gen de virulencia de C. bovis detectara especificamente esa especie.

No todas las bacterias se pueden cultivar. Del mismo modo, las diferentes tasasde
crecimiento de las bacterias presentes en la muestra, pueden provocar un crecimiento
excesivo de especies bacterianas de crecimiento mas rapido y, por tanto, dificultar o evitar
la deteccién de especies bacterianas de crecimiento mas lento y de interés en el
diagnostico. Ademas, es posible que no se detecten bacterias en la muestra que requieren
medios o condiciones de crecimiento especiales, si no se utilizan los medios
correspondientes o las condiciones de crecimiento durante la deteccion. Un excelente
ejemplo de esta limitacion del cultivo como técnica de diagnéstico es Helicobacter, en
donde mas de 10 especies de Helicobacter pueden infectar a los roedores. y consideradas
bacterias fastidiosas o dificiles de cultivar y por lo tanto, estos factores crean un desafio a la
hora de determinar la especie de Helicobacter presente en los animales infectados. Por el
contrario, si se utiliza la PCR como método de diagnéstico, se pueden utilizar cebadores
genéricos de Helicobacter que detectan la mayoria de las especies, o se pueden disenar
cebadores para detectar solo una especie, como por ejemplo, Helicobacter hepaticus.
Alternativamente, se pueden usar multiples conjuntos de cebadores para detectar varias
especies de Helicobacter en un solo ensayo (PCR multiple). La PCR multiple, al igual que
otros ensayos multiplexados como los inmunoensayos fluorométricos multiplexados, utiliza
menos reactivos y menos material de muestra que los ensayos individuales multiples y por
lo tanto es masrentable. Cuando se utilizan cebadores genéricos de Helicobacter, el
producto de la PCR puede secuenciarse para determinar la especie de Helicobacter que
se amplificd. La PCR también se puede utilizar para detectar rapidamente otras bacterias
que crecen lentamente en medios de cultivo bacterianos, como Mycobacterium 'y
Mycoplasma, incluso para bacterias que pueden cultivarse facilmente, como
Rodentibacter, la PCR es mas sensible y mas rapida que el cultivo.

Para las bacterias zoonéticas, como Streptobacillus moniliformis, el uso de PCR en lugar de
métodos de deteccidn basados en cultivos tiene laventaja adicional del beneficio de
disminuir el tiempo y el riesgo para el personal de laboratorio (Fornefett et al., 2018; Fermér
et al., 2002).
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17. PCR en infecciones parasitarias

La infestacion de roedores con acaros del pelaje (Myobia musculi, Myocoptes musculinus 'y
Radfordia affinis) se ha diagnosticado tradicionalmente mediante la visualizacién de acaros
adultos, sus larvas y ninfas, o sus huevos mediante microscopia, debido a que la
transmision de los acaros del pelaje a través del lecho sucio de las jaulas no es
confiable.Por lo tanto se recomienda utilizar directamente ratones ratones de la colonia
para el muestreo. La PCR del ADN extraido de hisopados de piel fue mas sensible que las
pruebas de pelaje y piel en cinta adhesiva, y su sensibilidad fue similar a los examenes de
pelaje y piel para deteccion de acaros por PCR. Esta técnica permite también detectar el
ADN de los acaros en todas las etapas de su ciclo de vida. Debido a que los genes de
ARNr de M. musculis y R. affinis son 99% homologos, ambos acaros pueden amplificarse
utilizando los mismos cebadores. También se ha utilizado la PCR de heces para detectar la
presencia de M. musculinus ingerida por los ratones. La capacidad de detectar la
infestacion por M. musculinus en una colonia de ratones mediante PCR se puede ver
afectada por la edad de los ratones evaluados, ya que los ratones mas viejos tienen
menores cargas de huevos y acaros. Para una deteccion 6ptima, se debe considerar el sitio
de muestreo en el raton, ya que M. musculinus adulto se detecta con mayor prevalencia en
muestras de piel del abdomen y la base dorsal de la cola, pero el nimero de huevos por lo
general es mayor a lo largo de la linea mediadorsal. Debido a que la PCR detecta ADN de
acarosvivos y muertos, los resultados positivos de la PCR con hisopo de piel de ratones
tratados con Los antiparasitarios pueden indicar una infeccion activa residual, asicomo la
presencia de acaros muertos residuales en el ratén. Los acaros foliculares como Demodex
musculi generalmente se consideran comensales, pero pueden causar enfermedades en
ratones inmunodeprimidos y se ha detectado D. musculi en muestras de piel de ratones
inmunodeprimidos mediante PCR. Es de esperar que la deteccién antemortem de D.
musculi en ratones inmunocompetentes sea un desafio debido a la muy baja carga de
acaros presente en los animales y tanto los métodos convencionales como los basados en
PCR de prueba de acaros pueden no detectar D. musculi en ratones en cuarentena, lo que
conlleva a laintroduccién involuntaria de este acaro en colonias de ratones residentes o
establecidas.

Los oxiuros de los roedores (Aspiculuris tetratraptera, Syphacia obvelata y Syphacia muris)

se han diagnosticado tradicionalmente mediante el examen de heces, contenidos
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intestinales o muestras de cinta adhesiva de la region perianal mediante microscopia; estas
especies se pueden distinguir morfolégicamente.La PCR para oxiuros es muy especifica
para diferenciar las tres especies de oxiuros, incluso cuando los roedores estan infectados
con mas de una especie de oxiuros.También se puede utilizar la PCR de ADN fecal para
detectar huevos y gusanos de A. tetraptera. Varios estudios han comparado la sensibilidad
de la PCR para A. tetraptera con métodos de concentarcion y flotacion fecal, con
resultados divergentes.En algunos casos, la flotacion fecal, la concentracion por
centrifugacion fecal o la deteccion directa de adulto en las pruebas de deteccion fueron
positivas para A. tetratraptera, mientras que la PCR fecal de A. tetratraptera fue negativa. Si
bien cientos de A. tetraptera adultos pueden estar presentes en el intestino de un solo ratén
infestado, y cada gusano hembra adulto puede arrojar huevos varias veces durante su vida
reproductiva de 21 a 26 dias, el numero de huevos presentes en el intestino y, por lo tanto,
en las heces, puede variar ampliamente. Debido a que el nimero de huevos aislados de las
heces fue mayor en ratones de 8 a 12 semanas de edad, se recomienda realizar pruebas
en las heces de ratones adultos jovenes cuando se analiza una colonia para detectar A.
tetraptera.

La PCR del ADN fecal se puede utilizar para detectar huevos de Syphacia obvelata o
Syphacia muris y gusanos adultos. La PCR es mas sensible que las pruebas con cinta
perianal o la deteccion directa de gusanos desde el intestino, debido a que las hembras
adultas de S. obvelata migran al ano y liberan sus huevos en una sola rafaga, las pruebas
con cinta adhesicva pueden dar resultados falsos negativos si las pruebas se realizan
entre periodos de la liberacién de huevos asi como también la liberacion intermitente de
huevos puede dar lugar a resultados falsos negativos de la PCR para oxiuros si las heces
se recolectan en momentos en que no se estan eliminando los huevos. Puede ser
necesaria la recoleccioén y analisis repetidos de muestras fecales para confirmar la
presencia o ausencia de infeccién por oxiuros. Syphacia muris muestra una periodicidad
de eliminacion de huevos de 2 a 3 semanas, siendo los huevos eliminados en mayor
numero a media tarde.Otros parasitos intestinales como Entamoeba muris, Giardia muris,
Spironucleus muris'y Tritrichomonas muris se pueden visualizar en el contenido intestinal y
también se han desarrollado pruebas de PCR para estos parasitos intestinales que se

realizan de forma rutinaria como parte de los procedimientos de control sanitario y de
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cuarentena (Gerwin et al., 2017; MetcalfPate et al., 2011; Dole et al., 2011; Effler et al., 2008;
Fain et al., 2008).

18. PCR en infecciones por hongos

En general, los hongos crecen lentamente en cultivo y las infecciones fungicas a menudo se
diagnostican mediante histologia. Los hongos patégenos mas comunes presentes en
roedores, Pneumocystis murina y Pneumocystis carinii, se han diagnosticado
tradicionalmente mediante PCR de muestras de pulmones, lavados o aspirados
broncoalveolares. Se utiliza también lavados nasofaringeos e hisopos orales para detectar
ADN de Pneumocystis spp.

Otro agente a considerar es Batrachochytrium dendrobatidis considerado un patégeno
fangico de gran preocupacioén en los anfibios (anuros, urodelos y cecilias). Para la
deteccion de dicho agente por PCR se han utilizado hisopos de muestras de piel de
ajolotes (Ambystoma mexicanum) y de tritones de piel rugosa (Taricha granulosa).34 Se
pueden utilizar cebadores especificos de los patdgenos cuando se sospecha de una
especie de hongo en particular. Si se busca una infeccién por hongos en un animal y
ninguna especie de hongo en particular cultivada o identificada morfolégicamente, entonces
usando cebadores flingicos genéricos y/o cebadores especificos de género por PCR, seguido
de una secuenciacion del producto de la misma, se puede utilizar para especificar los
hongos que se detectan (Del Valle & Eisthen, 2019; Feldman & Ramirez, 2014; Davidson
et al., 2003; Feldman et al., 1996; Icenhour et al., 2001).

19. PCR en pruebas de contaminantes biolégicos

Todas las muestras (tumores, lineas celulares, etc.) que se vayan a inocular en roedores
deben analizarse para detectar la presencia de virus de roedores y M. pulmonis. Los
tumores, tejidos y cepas de xenoinjertos derivados de pacientes humanos destinados a ser
introducidos en ratones desnudos también deben analizarse para detectar C. bovis.

La prueba de produccion de anticuerpos en raton (MAP) se desarrollé6 hace mas de 70 afios
e implica la inoculacion del material bioldégico en ratones a través de varias vias
(intraperitoneal, intranasal y oral), seguida varias semanas después por la extraccién de
sangre de los ratones para pruebas serolégicas. Las pruebas MAP requieren de un area

especifica para el aislamiento de los ratones inoculados y separados del resto de la colonia.
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Una vez que se desarrollaron métodos basados en cultivos celulares para cultivar la
mayoria de los agentes que debian controlarse, entonces se comenzé a utilizar pruebas
basadas en cultivos celulares para detectar contaminantes biolégicos. Este método implica
la inoculacién de varias lineas celulares susceptibles con la sustancia de prueba y luego
tincion de las células inoculadas con anticuerpos antivirales para determinar si las células han
producido antigenos virales.

Las pruebas MAP y los métodos de cultivo celular ahora han sido reemplazados por PCR/RT-
PCR para detectar acidos nucleicos virales y bacterianos presentes en las muestras de
células, tejidos o tumores cultivados. Las pruebas moleculares de materiales biolégicos
tienen una sensibilidad equivalente o mayor que las pruebas MAP tradicionales y las pruebas
de contaminantes biolégicos basadas en PCR son mas rapidas que las pruebas basadas
en inoculaciones en animales o cultivos celulares, como también son coherentes con el
principio de las 3R en el sentido de que los animales se sustituyen por un método alternativo.
La PCR se puede utilizar para detectar agentes que no pueden cultivarse faciimente en
cultivos celulares, como el virus de la lactato deshidrogenasa. Ademas, las pruebas de PCR
no dan como resultado una produccion de virus en células o animalesy que pueden infectar a
roedores o humanos; y esto es importante para virus zoonéticos como el virus de la

coriomeningitis linfocitaria (Henderson et al., 2013; Ike et al., 2007).

20. PCR de muestras recolectadas de forma no invasiva de roedores

La deteccion de infecciones mediante muestras recogidas con métodos no invasivos tiene
varias ventajas; en primer lugar, es probable que proporcione un mejor bienestar animal que
la recoleccion invasiva y en segundo lugar, pueden realizarse con mas frecuencia. En tiempos
pasados, la realizacion de multiples pruebas seroldgicas requeria mas de 100 uL de sangre
que se extraia del seno retroorbitario de animales anestesiados y era posible realizarlo
semanalmente si se alternaban los ojos de los cuales se tomaban las muestras. Los métodos
serolégicos comerciales mas nuevos (ELISA Multiplex) requieren menos sangre, de modo
que a animales no anestesiados se les puede tomar muestras de sangre de la vena facial,
safena o de la cola; sin embargo, se necesita sujecion y también puede ser necesario realizar
una sedacion, vasodilatacion y rasurado del pelaje. Por el contrario, la recoleccion de heces,
hisopos de muestras de piel se puede realizar diariamente sujetando al animal con la mano.

La capacidad de recolectar multiples muestras durante un periodo corto del mismo, permite
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determinar el curso temporal de la infeccién, desarrollo de la enfermedad y posible
eliminacién del agente. Se pueden usar muestras secuenciales para determinar cuando un
animal ha eliminado la infeccién y, por lo tanto, ya no esta disponible y no representa un
riesgo de transmision a otros animales de la colonia. Los agentes que se diseminan sélo
durante un corto periodo de tiempo (como el rotavirus murino) o que se eliminan de forma
intermitente (como los oxiuros), la infeccion puede pasar desapercibida si se recoge una
sola muestra. Para este tipo de agentes infecciosos, la PCR debe utilizarse junto con los
meétodos tradicionales (serologia, bacteriologia o parasitologia). La PCR de muestras
tomadas de colonias individuales de ratones para el seguimiento de la salud es menos
rentable debido a la gran cantidad de muestras que tendrian que analizarse, en comparacion
con la serologia o las pruebas basadas en PCR de animales centinela. Sin embargo,
debido a la alta sensibilidad de la PCR, se pueden combinar (pool) hasta 10 heces fecales
de varios animales o hisopos fecales antes de la extraccion del acido nucleico y aun asi
producir un resultado positivo. Por lo tanto, todos los animales de una jaula se pueden
analizar como una sola muestra. El efecto de la combinacion de muestras sobre la
sensibilidad de la PCR no se ha probado para todos los agentes, y la combinacion de
muestras podria complicar la deteccién de agentes que se eliminan de manera deficiente o
intermitente. Una sola muestra fecal puede producir suficientes acidos nucleicos para
detectar un panel de mas de 20 virus, bacterias y parasitos intestinales de roedores. Las
muestras también se pueden combinar para otros métodos de diagnéstico (serologia,
cultivo y microscopia). El uso de cebadores del gen 16S rRNA bacteriano puede dar como
resultado la amplificacion de varias especies bacterianas estrechamente relacionadas (como
multiples especies de Helicobacter) en muestras fecales. Por el contrario, parala deteccion
de una Unica especie patogena de bacteria en las heces y se utilizan cebadores
especificos. A menudo se utilizan genes del factor de virulencia. Por ejemplo, se pueden
utilizar cebadores especificos para el gen espB de Citrobacter rodentium para pruebas de
PCR en heces de ratdn. Agentes respiratorios, como el virus Sendai, F. rodentiumy
Rodentibacter pneumotropicus/Rodentibacter heylii (anteriormente Pasteurella pneumotropica
biotipos Jawetz y Heylii) han sido dificiles de detectar usando centinelas de lecho sucio. Es
probable que la cantidad de estos agentes que se eliminan en lecho sucio y que siguen
siendo infecciosos sea muy baja. La PCR de muestras fecales se puede utilizar para

detectar agentes respiratorios porque los animales tragan secreciones respiratorias que
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contienen formas infecciosas y no infecciosas del agente. Sin embargo, la sensibilidad de la
deteccion de agentes respiratorios en las heces es menor que aquellos agentes del
sistema digestivo. Alternativamente, se pueden usar hisopos orales o nasales minimamente
invasivos para detectar patégenos respiratorios. Es recomendable utilizar una combinacion de
heces, piel e hisopos orales para analizar animales en cuarentena en busca de un panel de
mas de 30 virus, bacterias, hongos y parasitos de roedores. Por lo tanto, las pruebas
directas en animales en cuarentena mediante PCR son consistentes con el principio de las
3R, en el sentido de que elimina la necesidad de centinelas de contacto (mejor que la
variante de lecho sucio) en cuarentena y el riesgo de tener camadas no deseadas cuando
las parejas reproductoras se alojan con ratones centinelas hembra (Fredricks et al., 1999;
Manuel et al., 2016; Mailhoit et al., 2020; Hoggatt et al., 2016; Henderson et al., 2013)

21. PCR de muestras ambientales

La recoleccion de muestras ambientales es incluso menos estresante que la recoleccion
de heces o muestras de piel, ya que no requiere manipulacién de los animales. Aunque el
cultivo de agentes infecciosos de superficies ambientales tiene un uso limitado, ya que la
desecacion disminuye drasticamente la infectividad de muchas bacterias y virus.

Sin embargo, se pueden recolectar muestras de sitios del ambiente, incluido el lecho sucio,
las tapas de los filtros de las jaulas y las rejillas de las jaulas con ventilacion individual
(IVC), para realizar pruebas de PCR. Un inconveniente del control de la salud mediante
PCR con hisopos, heces o piel y pelaje es que solo detecta agentes infecciosos que se
encuentran en ese momento o mas reciente en un aspecto temporal, dentro o sobre el
animal. El uso de PCR de muestras ambientales como parte de un programa de monitoreo
de salud permite la deteccién de agentes depositados durante un periodo mas largo, ya que
cada muestra representa la acumulacién de agentes infecciosos y desechos no infecciosos
depositados en el medio ambiente desde la tltima vez que se limpio el sitio de muestra. Se
debe considerar de cual lugar tomar la muestra, con qué frecuencia y con qué desinfectar
el ambiente si se detecta un agente es importante al disefiar un programa de monitoreo
ambiental basado en PCR para agentes infecciosos en colonias de investigacion o cria.
Los agentes infecciosos diseminados por multiples vias (fecal, oral, respiratoria, piel,
pelaje) pueden detectarse mediante PCR en las superficies de las jaulas y/o en el lecho

sucio. Un estudio demostré que durante un brote de coronavirus en ratas (que se
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derraman con lagrimas y estornudos), la RT-PCR con hisopo de la superficie de la jaula
fue mas sensible que la RT-PCR de las glandulas salivales y de Harder y se pudo obtener
resultados de la infecciéon antes que los obtenidos por pruebas serolégicas.

Otro estudio revel6 que durante un brote de parvovirus de ratén (MPV), que se elimina en
las heces, la PCR del ADN extraido de hisopos de la parte de la jaula que incluia el lecho
sucio fue mas efectiva para detectar MPV en una infeccién tardia que en los animales
centinelas, pero menos efectivo que las PCR de materia fecal. También se han utilizado
muestras de hisopos de jaulas o de lecho sucio para detectar acaros del pelaje. En jaulas
que contienen animales infectados/infestados con varios agentes infecciosos (como ser
ratones silvestres o aquellos obtenidos en tiendas de mascotas), los hisopos de jaula,
lecho sucio y heces representan las muestras que se puede analizar para detectar
multiples agentes mediante PCR.

Se han desarrollado varios métodos para controlar el polvo presente en el aire expulsado
de las jaulas y estantes del IVC. Estos métodos se pueden utilizar para controlar colonias
de animales de laboratorio en busca de agentes infecciosos, aunque las diferencias en el
flujo de aire en diferentes modelos de los equipos pueden afectar la sensibilidad del
método. Para los sistemas IVC en los que el aire se filtra a medida que sale de la jaula, las
pruebas se realizan mejor al nivel de la jaula. El control a nivel de jaula se puede lograr
colocando trozos de gasa o papel de filtro en la parte inferior de la tapa de las jaulas de los
animales de la colonia o de los centinelas. En un estudio de control sanitario mediante PCR
de acidos nucleicos extraidos del material de recoleccién después de 1 a 90 dias pudo
detectar MHV, MPV, norovirus murino (MNV), virus Sendai, Helicobacter spp.,
Rodentibacter spp., M. musculi, M. musculinus, A. tetratraptera, R. affinis, S. obvelata,
Spironucleus muris'y E. muris. Los filtros colocados en las tapas de las jaulas centinela
durante 3 meses, en comparacién con 1 mes, tuvieron una mayor tasa de deteccion
probablemente porque estuvieron expuestos a 12 muestras de lecho sucio en lugar de solo
4 muestras. En la PCR de ADN extraido del filtro con hisopos también fueron eficaces para
detectar acaros, oxiuros y C. bovis. Un estudio reciente demostré que el material de filtro
colocado en la parte inferior de una jaula IVC que no contenia ratones centinela pero que
recibia lecho sucio cada dos semanas durante 1 a 3 meses fue eficaz para detectar MNV,
Helicobacter spp., Rodentibacter spp. , Spironucleus muris 'y E. muris si las jaulas se

agitaban durante 15 segundos dos veces por semana para aerosolizar pequenas particulas

58



del lecho sucio. Para los sistemas de estantes IVC en los que el aire de salida se filtra al
nivel del estante superior, el polvo del aire de salida se puede controlar mediante una PCR
del material filtrante colocado en el prefiltro de salida. Varios estudios han investigado las
pruebas del prefiltro de salida de los IVC utilizando varios modelos de equipos, la
permanencia del material a controlar y la prevalencia de agentes infecciosos en los
equipos IVC.

En un estudio que utilizé la PCR para muestras de gasa colocadas en el prefiltro de salida
del IVC durante 1 a 42 dias fue eficaz para detectar MHV, MPV, virus Sendai y
Helicobacter spp. y que fueron extraidas de 4 jaulas de ratones infectados
experimentalmente con cada agente. La PCR de acidos nucleicos extraidos de una gasa
colocada en el prefiltro de escape del IVC durante 1 a 12 semanas detecté MHV, MPV,
Helicobacter spp., Rodentibacter spp., E. muris, T. muris, M. musculinus, R. affinis, A.
tetratraptera y S. obvelata, Klebsiella oxytoca y Proteus mirabilis pero no MNV,
provenientes de 1 a 5 jaulas de ratones infectados con cada agente.

Varios estudios han informado el uso de hisopos para monitorear el polvo del aire de salida
de una variedad de IVC en los que el aire de salida no se filtra al nivel de la jaula y se pudo
detectar ADN de acaros de la piel (M. musculi, A. tetraptera y R. affinis), incluso en el caso
de existir una sola jaula de ratones infestados con acaros. En otro estudio se detecté ADN de
C. bovis en las conexiones de aire de salida de un IVC a una semana de haber sido
infectados con ese agente una unica jaula del rack ventilado. En un estudio reciente, se
controlaron mediante PCR mas de 1700 hisopos de las conexiones de aire de salida de
varios |VC para detectar 14 bacterias oportunistas y P. murina; Staphylococcus xylosus,
Staphylococcus aureus, R. pneumotropicus, R. heylii, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella oxytoca y Klebsiella pneumoniae. Los resultados dieron positivo en
al menos el 1% de los hisopos. Con esta informacién se observa que la duracion de la
exposicién al polvo del aire de salida necesaria para detectar un agente, parece depender
de la cantidad de agente infeccioso liberado al flujo de aire. Entonces es necesario un
tiempo mas corto, si la mayoria de las jaulas del estante albergan ratones
infectados/infestados o durante infecciones agudas cuando se producen altos niveles del
agente. Varios fabricantes de equipos IVC han realizado un disefio para facilitar el control
del polvo del aire de salida mediante la incorporacion de filtros y portafiltros especialmente

disefiados. Un estudio reciente comparé 2 de estos sistemas y demostré que Entamoeba

59



spp., Helicobacter spp. y Rodentibacter spp. podian detectarse con cualquiera de los
sistemas de filtro. En otro estudio, el control del polvo del aire de salida utilizando filtros
especialmente disefiados fue mas sensible que los centinelas de lecho sucio para detectar
infecciones endémicas con Helicobacter spp. y Rodentibacter spp. Un aspecto esencial a
tener en cuenta del uso de pruebas de PCR a partir de componentes de un IVC, es la
descontaminaciéon completa de la gradilla de muestra, antes de realizar pruebas en la
misma, ya que el arrastre de acidos nucleicos que pueden persistir puede dar lugar a
resultados falsos positivos. También pueden ocurrir falsos positivos si los cebadores
utilizados amplifican especies estrechamente relacionadas, como ocurrié con la deteccién
de nematodos rabditidos en lechos de marlo de maiz no esterilizados en autoclave usando
cebadores de Aspiculuris. También debe considerarse que cualquier lugar de una
instalacion para animales de laboratorio, en el que se acumulen desechos generados por
los mismos, puede analizarse para detectar acidos nucleicos de agentes infecciosos. La
PCR de los desechos de cama recolectados del prefiltro de una estacién de cambio para
animales de laboratorio, detectd varios agentes infecciosos endémicos en la colonia de
ratones (MNV y Helicobacter spp.) y varios agentes infecciosos presentes en un pequefo
numero de jaulas de ratones infectados experimentalmente (MPV, M. pulmonis, S.obvelata
y M. musculinus). Después de la descontaminacién con peréxido de hidrégeno vaporizado
en una instalacion que habia alojado ratones infectados con C. bovis, se utilizé la técnica
de PCR en muestras de hisopos de equipos, superficies en la sala y en los pasillos
adyacentes para validar el proceso de descontaminacién y no hubo resultados positivos.
Para especies acuaticas, el agua o el sedimento del acuario o tanque se pueden analizar
también mediante PCR para investigar el ADN de agentes infecciosos. Existen trabajos
que informan que la PCR de hisopos de agua de salida con detritos de los acuarios es mas
sensible que la PCR del pez cebra para detectar micobacterias y microsporidios. También
se detecté ADN de Pseudoloma neurophilia en 6vulos y espermatozoides del pez cebra y
del agua del acuario si la muestra se sonicaba para disgregar las esporas. En pruebas de
PCR de muestras de filtros de agua y sedimentos en acuarios que albergan pez cebra se
detectaron Mycobacterium spp., Myxidium streisingeri, P. neurophilia, Pseudocapillaria
tomentosa y Mycobacterium spp.. Pseudocapillaroides xenopi fue detectado mediante PCR
de sedimentos de acuarios que alojan ranas africanas (Dubelko et al., 2018; Compton et al.,
2004; Jensen et al., 2013; Mahabir et al., 2018; Mocho, 2016).
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22. PCR en animales libres de gérmenes y analisis del microbioma

Ademas de los controles de salud de rutina y otras pruebas de diagnostico en animales de
laboratorio inmunocompetentes e inmunodeficientes que estan colonizados con una amplia
gama de organismos comensales, muchas instalaciones también mantienen colonias de
animales gnotobidticos (incluidos los libres de gérmenes) que requieren un seguimiento de la
salud especializado. La técnica de PCR que utiliza cebadores bacterianos de ARNr 16S,
ademas del cultivo bacteriano, se utiliza para confirmar la ausencia de bacterias en animales
libres de gérmenes. La PCR en heces de animales libres de gérmenes puede revelar rastros
de ADN bacteriano de dietas basadas en ingredientes naturales, incluso después de que la
dieta se haya esterilizado en autoclave, dando la impresiéon de que el animal y/o el aislador han
visto comprometida su bioseguridad. Por lo tanto, no se debe utilizar la PCR por si sola para
determinar si se ha producido una violacién de las barreras de bioseguridad.

Dentro de los usos de los animales libres de gérmenes encontramos el estudio del rol de los
diferentes microbiomas en modelos animales utilizados para enfermedades como el cancer,
enterocolitis y la diabetes. El microbioma de los animales libres de gérmenes puede
reconstituirse en algunos ensayos con un unico agente bacteriano o con una mezcla compleja
de agentes bacterianos para estudiar como estos afectan el fenotipo de la enfermedad. Tanto
los factores de cria (alojamiento, dieta, lecho de cama) como los animales (genotipo, edad,
sexo y origen) pueden alterar el microbioma fecal del raton. Si bien en la actualidad el analisis
del microbioma no se realiza de forma rutinaria como herramienta de diagnéstico en la
medicina de los animales de laboratorio, comprender co6mo se analiza el microbioma y qué
puede alterarlo, es esencial para este campo. Un método que se utiliza para analizar el
microbioma es la PCR de ARNr 16S, seguido de la secuenciacion del conjunto de productos de
PCR generados. El nuevo método de secuenciacion metagendmica no requiere PCR, sino que
implica romper el ADN microbiano presente en la muestra en pequefios fragmentos para la
secuenciacién y mediante el analisis bioinformatico de los millones de secuencias generadas
por estos métodos, es posible determinar la abundancia relativa de cada especie microbiana
en la poblacion. A medida que la secuenciacion del microbioma completo (bacterias, virus,
hongos y parasitos) se vuelve mas asequible, esta metodologia puede reemplazar los métodos
de diagndstico actuales para identificar agentes infecciosos conocidos en roedores y otros
animales de laboratorio y tiene el potencial de identificar nuevos agentes causantes de

enfermedades.
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En relacién al control sanitario, la PCR tiene muchos usos en la ciencia de los animales de
laboratorio y se observa que en algunas situaciones, las pruebas basadas en PCR han
reemplazado a otros métodos, mientras que en otros casos, el uso de PCR junto con otros
métodos mejora la capacidad de controlar agentes infecciososen colonias de animales de
investigacion y su entorno. La alta especificidad de la PCR es ventajosa porque puede usarse
para diferenciar cepas patdgenas y no patdégenas, estrechamente relacionadas de un agente
infeccioso. Sin embargo, pequefios cambios en los sitios de los cebadores de nuevas cepas
de un agente pueden dar lugar a falsos negativos. La segunda ventaja de la PCR es su
sensibilidad (la capacidad de detectar sélo unos pocos agentes infecciosos); sin embargo, esta
alta sensibilidad puede producir falsos positivos si los reactivos de extraccion de ADN o
elementos utilizados durante la PCR, se contaminan con niveles bajos de acidos nucleicos
extrafios. Los diagndsticos moleculares son rapidos y, cuando se utilizan ante un brote, es
posible detectar rapidamente qué animales estan eliminando el agente y representan un riesgo
de transmision a otros animales en la colonia. La PCR se puede utilizar en una amplia gama de
especies, tipos de tejidos, heces y muestras ambientales. Una faceta importante del uso de la
PCR es saber en qué parte del animal es mas probable encontrar el agente infeccioso y
recolectar muestras so6lo durante la infeccién activa. Por el contrario, las pruebas de PCR de
muestras ambientales revelan infecciones tanto actuales como pasadas, ya que detecta todos
los agentes depositados en el sitio de muestreo desde la ultima vez que se desinfecto el sitio.
La PCR detecta una amplia gama de agentes infecciosos (virus, bacterias, hongos y parasitos)
y puede usarse para detectar agentes que no pueden cultivarse o que se transmiten de forma
deficiente a los centinelas, como son los agentes respiratorios. La minima invasividad del
muestreo y la reduccion del nimero de animales necesarios y de los procedimientos de
muestreo son coherentes con los principios éticos de las 3R (Fontaine et al., 2015; Montonye et
al., 2018; Thoene-Reineke et al., 2014; Parker et al., 2018; Ooi et al., 2014; Jovel et al., 2016;
Hansen et al., 2014; Bidot et al., 2018; Costa y Weese, 2019).

23. Muestras para control sanitario

A continuacion se detallan los procedimientos técnicos para la obtencién de muestras en
funcion de que se trate de tejidos, heces, células o fluidos, como también los tiempos a
considerar para un correcto mantenimiento de la muestra. La calidad de las muestras depende
en gran medida de la rapidez y de la forma de obtencién, asi como del procesamiento y del tipo

de transporte hasta llegar al banco de muestras. Ademas, debido a la enorme variabilidad
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bioldgica, algunos tipos de muestras (tejidos, tumores, heces, etc) pueden necesitar un
tratamiento individualizado. Estas variables son especialmente importantes cuando se pretende
la extraccion y el posterior uso del ARN. Por ello, es recomendable un inmediato traslado de las
muestras, en especial las obtenidas por procedimientos quirtrgicos, punciones y biopsias,
desde el lugar de obtencion hasta el servicio en el que se van a realizar los estudios
diagnosticos.

Los tiempos desde la extraccién a la conservacion deben establecerse con un maximo de
tiempo desde la extraccién quirirgica hasta la congelacion a partir del cual el material se
rechazara. Este tiempo puede variar con el tipo de tejido y el objetivo para el cual se ha
obtenido (extraccion de ARN, ADN, proteinas, histologia, etc.). Como regla general, toda
muestra que haya tardado mas de dos horas en este proceso y que haya estado a temperatura
ambiente debe ser descartada. En el caso de extraer ARN, el estandar de calidad se situa en
un tiempo menor de 30 minutos. Estos tiempos varian con el tipo y el tamafio del tejido (Hoggat
et al., 2016; Regan et al., 2016; Compton et al., 2017; Hsu et al., 2016; Kérner et al., 2019).

Los procedimientos técnicos para la preparacion de cualquier tipo de muestras serian los

siguientes:

. Se aconseja el uso de guantes estériles a lo largo de todo el proceso para evitar la
contaminacién de la muestra por manipulacién y para minimizar el riesgo de infecciéon causado
por la misma, ya que no siempre se conocera su capacidad infecto-contagiosa.

Si se dispone de una camara de flujo laminar, se debe llevar a cabo el procesamiento de la
muestra en la misma para mantener la deseada esterilidad.

. Se debe utilizar una base limpia para el manejo de las muestras.

. Asimismo, en el caso de muestras soélidas, es recomendable tomar improntas y/o
extensiones sobre portaobjetos de cada muestra, algunos de los cuales se pueden fijar en
alcohol o acetona y almacenar para su uso en diferentes estudios, o bien tefiir para un control
rapido de la calidad del tejido/muestra seleccionada.

. Se recomienda el uso de cuchillas de bisturi desechables y nuevas, tijeras bien afiladas y
limpias, asi como pinzas en las mejores condiciones, preferentemente esterilizadas. En caso de
que se utilice una misma pieza del instrumental para tejidos normales y aquellos con
alteraciones, entonces, resulta aconsejable realizar primero la toma de tejido normal.

. La toma de los fragmentos tisulares se hara en las areas donde no se sospeche la

existencia de fenomenos de necrosis o isquemia que redunden en una pobre preservacion.
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24. Técnicas moleculares en el procesamiento de muestras (ADN y ARN)

Para estudios moleculares en el diagnostico de enfermedades de los animales de laboratorio,
se puede utilizar tanto el ADN como el ARN, pero hay que saber en cada momento cual de
estas moléculas es la necesaria para una investigacion determinada. Actualmente, en la
mayoria de los controles se parte de la PCR o de la reaccion en cadena de la polimerasa,
capaz de amplificar el ADN de una sola célula. Esta extraordinaria sensibilidad introduce un
riesgo de contaminacion por otra muestra de otra procedencia, por lo que es necesario de
forma general una esterilidad y un cuidado riguroso en la manipulaciéon de las mismas.

Para la preparacién y extraccion del ADN se debe considerar que existe una gran variedad de
fuentes a partir de las cuales se puede obtener el mismo, por lo cual se han desarrollado
protocolos muy diversos que se pueden llevar a cabo mediante sistemas automaticos o
manuales. Las técnicas de extraccion de acidos nucleicos son relativamente sencillas vy,
basicamente, las mismas para todo tipo de células. En todos los casos, el objetivo es obtener la

maxima cantidad de ADN y de éptima calidad y pureza.

25. Protocolo para el tratamiento de las muestras en la técnica de PCR para la extraccion
de ADN y ARN

* En primer lugar, empieza por romper o lisar las células, ya sea por métodos mecanicos o
quimicos.

» Posteriormente, se incuban las células con una proteinasa para extraer las proteinas del ADN.
* A continuacion, se separan el ADN y el ARN del resto de los constituyentes de la célula,
utilizando una mezcla con fenol, o sino una solucién salina sobresaturada. La forma de
extraccion mas habitual es mediante el sistema llamado de precipitacion con fenol-cloroformo,
donde los acidos nucleicos se distinguen de las restantes sustancias bioquimicas que no se
disuelven en fenol. Por este motivo, tras una centrifugacion, el fenol se separa de la fase
acuosa; las proteinas y las grasas permanecen en el fenol, y el ADN y el ARN en la fase
acuosa. Los restos de fenol se eliminan con cloroformo, porque el fenol se disuelve en el
cloroformo, mientras que los acidos nucleicos permanecen en la fase acuosa.

* Finalmente, una vez conseguida una solucion relativamente pura de acidos nucleicos, la
adicion de sal y etanol frio hasta elevar la concentracion de etanol al 66% hara que el ADN se
vuelva insoluble y precipite. EIl ADN gendmico tiene tal peso molecular que ese precipitado es

visible, semejante a un trozo de algodon (si hay suficiente material), y puede ser extraido
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facilmente de la solucién con una punta curva de vidrio y disuelto de nuevo en una disolucién
de agua y acido etilendiaminotetracético (EDTA), listo para su analisis o conservacion.

Los tejidos humanos o animales son una fuente excelente de ADN gendmico por su alta
densidad celular. Por ejemplo, un gramo de tejido hepatico contiene un numero de células tal
que, para obtener un nimero equivalente de células nucleadas sanguineas, se requeriria
aproximadamente un litro de sangre. Sin embargo, presentan el inconveniente de la facilidad
de degradacion de los acidos nucleicos, pero se soluciona procesandolos tan pronto como sea
posible después de su extraccion, o bien congelandolos de inmediato como ya se ha descrito.
Para la extraccion de ADN de los tejidos, se requieren unos procesos preliminares para romper
el tejido en trozos finos a partir de los cuales las células se pueden lisar y el ADN queda
liberado. Esto se puede realizar, bien disgregando finamente la muestra por homogeneizacién
o en un mortero en el caso del tejido congelado. Si la muestra es fresca y no muy grande, se
puede cultivar. Muchos tejidos conservados en Patologia estan generalmente embebidos en
parafina. EI ADN en estas muestras es estable durante muchos afios, aunque esta
fragmentado. Para trabajar con estas muestras y antes de extraer el ADN, hay que realizar
secciones con un microtomos y, a este material, se le ha de quitar la parafina mediante un
tratamiento con xileno. El resto de la técnica es idéntica a la descrita anteriormente. Existen
publicaciones con numerosos protocolos de variantes de la técnica general que intentan
recuperar el ADN lo menos degradado posible. Por ejemplo, se ha descrito una técnica en la
que no hace falta la desparafinacion previa de la muestra y que da resultados bastantes
buenos, simplemente modificando el protocolo de extraccion mediante incubacién con
proteinasa K entre 24 horas y cinco dias. La cantidad de ADN que se obtiene es éptima y de un
tamano que puede alcanzar las 5 kb. Existen en el mercado muy diversos kits de extraccion
comercializados que también facilitan el proceso. Generalmente, se obtiene con ellos una
pureza muy buena de ADN, si bien menor cantidad que con las técnicas manuales, por lo que
su uso depende del tipo de laboratorio y del tipo de material que se esté procesando.

El ARN mensajero se encuentra sélo en aquellos tejidos en los que se expresa; en
consecuencia, si se quiere estudiar como incide una mutacion en la funcionalidad de una
célula, se tendra que acudir al 6rgano especifico. Por esta razon, se deberia saber extraer ARN
de todo tipo de tejidos aunque muchos genes se expresen también en sangre periférica. Hay
que tener en cuenta, no obstante, una particularidad muy especial del ARN: la facilidad de

degradacion enzimatica de esta molécula por medio de las ribonucleasas. Las ribonucleasas
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son enzimas muy estables y activas presentes en multiples sistemas bioldgicos (incluidas
bacterias y hongos ambientales) que, por lo general, no requieren cofactores. Por lo tanto, las
precauciones que han de tomarse a la hora de extraer una muestra para obtener ARN deben
ser extremas. Todo el material que entre en contacto con la muestra (tubos, frascos, jeringas,
agua, soluciones, etc.) ha de estar libre de RNAsas y completamente esterilizado. Como
precaucion adicional es bueno, ademas, que los materiales y las soluciones hayan sido
tratadas con los inhibidores de las RNAsas, como el dietil pirocarbonato (DEPC) al 0,1%.

Con respecto a la sangre, primero se ha de anticoagular para realizar una buena obtencion del
ARNmMm, lo que hasta hace poco se lograba, igual que para el ADN, simplemente con EDTA.
Recientemente, han salido al mercado diversos tubos especiales de varias casas comerciales,
para la toma de muestras, que combinan el anticoagulante con reactivos que mantienen la
estabilidad del ADN y que, ademas, se encuentran libres de RNAsas. En cuanto a los tejidos
solidos, se debe hacer la extraccion del ARN de inmediato o congelar dichos tejidos antes de la
extraccion. En este Ultimo caso y para obtener el ARN, el método de congelacion de eleccién
es la inmersién directa en nitrégeno liquido de la biopsia de tejido o colocar en frezzer a -80°C.
Como en el caso del ADN, si el procesamiento es inmediato, el tejido se coloca en tubos con
suero fisiolégico, pero ademas se afiaden inhibidores de las RNAsas. En la preparacion del
ARN total el aislamiento y el almacenamiento del ARN son herramientas de suma importancia
dentro de la investigacion en Biologia Molecular. Debido a la facilidad de degradacion del ADN
es indispensable que, en el proceso de extraccion y en cualquier tipo de muestra o tejido, se
tomen todas las precauciones necesarias en el laboratorio valorando las posibles fuentes de
contaminacion con RNAsas y actuando en consecuencia para evitarlas:

» Las superficies de trabajo: representan una fuente de contaminacion al estar expuestas al
ambiente (bacterias, hongos y células humanas) y, por ello, es necesario tratar todas las
superficies con soluciones inhibidoras de la RNAsa. En general, suele servir la limpieza con
etanol al 70% o aplicar algun producto comercial. Esta limpieza se ha de hacer en todas
aquellas superficies de contacto, tales como la cabina de flujo, los materiales a usar como ser
las pipetas, la centrifuga, etc. Para una mayor esterilizacion de la superficie de trabajo, antes y
después de la manipulacion, se debe dejar actuar ademas una luz UV durante mas de tres
horas.

» La contaminacion corporal: puede suceder tanto por los fluidos (saliva o sudor) como por la

piel, ya que contienen una elevada concentracion de RNAsas, por lo que es necesaria la
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utilizacién de guantes estériles durante cualquier manipulacién del ARN. Asimismo, deberian
cambiarse frecuentemente a lo largo del proceso y siempre que se entre en contacto con
cualquier otra superficie.

» El material con el que se realiza la extraccion (epppendorff y tips): son también una fuente de
RNAsas que se debe evitar, para lo cual se debe utilizar en todo momento materiales libres de
nucleasas, puesto que no es suficiente el autoclave en estos casos por tratarse de enzimas
termorresistentes que se mantienen estables a temperaturas superiores de 100 °C.

« Las soluciones Buffery agua utilizados deben estar libres de nucleasas. Ademas de la posible
contaminacién por RNAsas, es indispensable evitar la contaminaciéon por ADN, ya que los
extractos de acidos nucleicos contienen también nucleasas y ribonucleasas en altas
concentraciones. Igualmente, al evitar el contacto con el ADN se evitan falsos positivos en la
extraccion de ARN. Para ello, es necesario tomar también las siguientes medidas:

*» Separar, en la medida de lo posible, la zona de trabajo del ADN de la del ARN.

« Utilizar un juego de pipetas automaticas exclusivas para la manipulacion del ARN.

» Usar tips o puntas estériles con filtro para evitar la contaminacién del extremo de la pipeta.

* Incubar con DNAsa durante la extraccion del ARN para eliminar los posibles restos de ADN.
Los acidos nucleicos, que son estables en la célula intacta, llegan a ser muy vulnerables a la
digestion por las nucleasas endogenas.

Siguiendo todas estas precauciones, las técnicas de extraccién de ARN, en general, consisten
en un primer paso para obtener células lo mas limpias posibles que, posteriormente, se lisaran
para obtener el ARN. Estas células una vez homogeneizadas, se pueden congelar a -80 °C sin
que la diferencia afecte significativamente a la extraccion del ARN. Es aconsejable el proceso
de la congelacion en alicuotas, dada la inestabilidad del ARN, para asegurar tener muestras de
respaldo. A partir de ahi, hoy en dia se aconseja aislar el ARN con algun kit comercial a tal
efecto que permita asegurar las extremas condiciones de seguridad del protocolo de trabajo
descrito. Existen diversos kits en el mercado, todos los cuales basicamente comprenden los
mismos pasos esenciales:

* En la lisis eficaz de las células y desnaturalizaciéon de los complejos de nucleoproteinas
presentes en los extractos celulares se utiliza para ello una combinacién de detergente (SDS)
con tiocianato de guanidina (TCG), que inactiva las RNAsas y permite asi que el ARN quede en

solucién y aislado de las proteinas.
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* Para la inactivacién de la actividad de las ribonucleasas presentes en la célula se lleva a cabo
con la combinacién de TCG y beta-mercaptoetanol.

» Para la eliminacién de las proteinas se realiza gracias a la precipitacién de las proteinas
celulares a altas concentraciones de TCG mientras el ARN permanece en solucion. Acto
seguido, una centrifugacion limpia el lisado celular de proteinas y restos, logrando que el ARN
precipite selectivamente.

« Para la eliminacién del ADN contaminante de las células se suele incubar con la enzima
DNAsa | libre de RNAsas.

* Para la diluciéon del ARN se disuelve en agua libre de RNAsas.

En el caso de tejidos, la extraccion de ARN es algunas veces mas dificil, ya que la RNAsa
enddgena es activa mientras la muestra esta siendo procesada. Dos tejidos, en particular,
contienen una elevada actividad catalitica de RNAsa: el pancreas y el bazo; mientras que el
higado y el intestino presentan una menor actividad de dicha enzima. De cualquier modo, como
se ha expuesto anteriormente, se recomienda usar tejidos tan frescos como sea posible,
cortados en trozos pequefios (menos de un gramo cada uno), y congelarlos rapidamente en
nitrégeno liquido o a -80C hasta que se vaya a comenzar la extraccién.

Las mejores condiciones de conservacion de las muestras de ADN son conservar congeladas
por debajo de 20 °C. Tedricamente, la mejor opcion es a -80 °C, pero existen laboratorios que
prefieren conservarlas a -20 °C y que manifiestan que nunca han tenido problemas de
degradacion. En el caso del ARN, el almacenamiento es un paso critico para la integridad del
ARN extraido, puesto que pequefias cantidades de RNAsas pueden deteriorar el ARN
guardado si no se mantiene a temperaturas de refrigeraciéon extremas de -70 a -80 °C que
inhiban la actividad enzimatica. Independientemente de la técnica usada, las muestras de ARN
se pueden conservar mas de un afio congeladas en agua que contenga un inhibidor de
RNAsas, como el isotiocianato de guanidina, entre otros. Si el destino es la realizaciéon de RT-
PCR, una buena alternativa es congelar la muestra después de su retrotranscripcion a ADNc,
molécula que es mucho mas estable que el ARN (Buchheister et al., 2019; Compton & Macy,
2015; Jensen et al., 2015; Macy et al., 2009; Zorn et al., 2016).

26. Consideraciones claves del monitoreo de salud de rutina
En general, dos factores afectan el éxito general del diagnostico (implica la idoneidad del

método elegido): la precisién de la prueba y el tamarfio de la muestra. La precision de una
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prueba diagnéstica se puede describir por su sensibilidad y especificidad (Figura 4), siendo la
primera ciertamente mas importante para la probabilidad de encontrar simplemente un
determinado agente infeccioso y la segunda definiendo la relevancia diagnostica de los
resultados. Cuanto mayor sea la sensibilidad del diagndstico, menor sera la cantidad de
resultados falsos negativos, manteniendo al minimo el nimero de casos positivos erréneos en
un diagnéstico. La especificidad diagndstica sera mayor cuanto menor sea la cantidad de
falsos positivos, manteniendo al minimo el nUmero de casos negativos erréneos en el
diagnéstico. Ambos parametros son cruciales para la interpretacion de los resultados, ya que
definen el valor predictivo positivo y negativo de un procedimiento de prueba. El tamafio de la
muestra determina el nimero requerido de animales, que deben analizarse para encontrar de
manera confiable un patégeno dentro de una colonia, y puede calcularse estadisticamente. La
ecuacion subyacente (como se muestra en la Figura 4 consta del intervalo de confianza
deseado (que expresa el mayor riesgo de un resultado falso negativo), la sensibilidad de la
prueba, la prevalencia esperada del patégeno monitoreado, asi como el tamafio (nimero de
animales) de la colonia Mailhoit et al., 2020; Macy et al., 2009; Zorn et al., 2016).
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Dos factores afectan el éxito general del diagnédstico que
implica la idoneidad del método elegido:

O La precision de la técnica o prueba elegida == sensibilidad (VP) y especificidad (VN

4 E/tamafio de la muestra ™P  intervalo de confianza deseado (95%)

Muestras/Animales
Resultados T 1
Infectados | No Infectados

Verdaderos | Falsos Positivos Valer predictive positive

Precisién de la prueba Positivo Positivos (VP) (FP) =VP/(VP+FP)
Negativo Falsos Negativos| Verdaderos Valor predictivo negativo
(FN) Negativos (VN}) =VN/(VN+FN)

Sensibilidad Especificidad

=VP/(VP+FN)  =VN/(VN+FP)
Determinacidn del J3riables

tamafio de la muestra | el de Confianza | Prevalencia | Prueba de Tamafio de la muestra
deseado (C) esperada (P) sensibilidad () | =LOG(C)/LOG[1-P*5]

Figura 4: Cuadros de sensibilidad, especificidad e intervalo de confianza.

Es importante tener en cuenta que esta ecuacién solo es valida en los casos en que los
agentes infecciosos pueden infectar aleatoriamente a todos los animales dentro de una unidad
de cria, lo que es bastante improbable en las condiciones modernas de alojamiento en
cajas/jaulas con ventilacién individual (IVC). Por lo tanto, las formas de cria, que mantienen a
los animales dentro de contenciones a nivel de caja/jaula, requieren alternativas a la eleccion
aleatoria de animales de la colonia, lo que puede realizarse mediante el uso de los llamados
animales centinela. Los centinelas estan expuestos intencionalmente al material infeccioso, con
el objetivo de causar una infeccién con (todos) los patégenos presentes en una colonia. El
control sanitario de esos centinelas puede entonces revelar de manera representativa el estado
de salud de la colonia. Existen diferentes tipos de sistemas centinela, que difieren en el tipo de

exposicion al patégeno. El método mas comun es exponer a los centinelas al lecho sucio de los
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animales de la colonia, lo que se describié como un sistema de control adecuado para los
agentes infecciosos que se diseminan en las heces, la orina o fomites de los animales. Para
aumentar la carga de patégenos, se puede evitar la “diluciéon” involuntaria de agentes
infecciosos alojando a los animales centinela directamente en las jaulas usadas de la colonia
(centinelas convivientes), donde también entran en contacto con material de anidacién, comida,
picos y botellas de agua. Aunque este enfoque requiere un periodo de tiempo mas largo para
monitorear sistemas completos de estantes IVC, la tasa de éxito del diagndstico probablemente
sera mayor, ya que se demostré que los agentes criticos como Rodentibacter spp. fueron
detectables usando este método. Sin embargo, independientemente de la variante utilizada, los
centinelas de lecho sucio no son adecuados para la deteccion confiable de ectoparasitos (p.

ej., acaros de la piel) o patégenos, que se transmiten Unicamente a través de aerosoles (p. €j.,
SeV). En esos casos, son obligatorios otros tipos de centinelas (centinelas convivientes o
también llamados de contacto directo o sino centinelas de polvo de aire de extraccién), pruebas
directas de animales de colonia o enfoques de pruebas ambientales (Mahabir et al., 2018;
Mailhoit et al., 2020).

27. Avances recientes en el monitoreo estandar de la salud

En las ultimas décadas, el uso de la PCR y, en el caso de los virus de ARN, las técnicas de
transcripcién inversa (RT) PCR se han validado ampliamente como una alternativa valiosa a los
métodos tradicionales de deteccién de patdgenos por cultivo bacterioldgico, parasitologicos y
serolégicos. Dado que las pruebas de PCR se basan en la deteccion molecular de secuencias
genéticas especificas de los agentes infecciosos, este método se puede utilizar para detectar
incluso cantidades muy pequefas de acidos nucleicos en varios tipos de muestras, lo que no
solo mejora la sensibilidad diagnéstica sino que también facilita el uso de material demuestra
ambiental como alternativa a las pruebas directas con animales Dado que los animales
infectados eliminan los agentes infecciosos a través de multiples vias (heces, orina, saliva,
piel/pelo, etc) en el entorno de su cajal/jaula, este material se puede analizar en lugar de
analizar muestras obtenidas directamente de los animales. Dependiendo de los patogenos
respectivos, se pueden usar diferentes tipos de muestras, ya sea a nivel de jaula individual
(lecho y/o material de anidacion, heces, hisopos de caja/jaula o material de filtro de las tapas
de cajal/jaula) o también muestras a nivel de los estantes. Una solucion alternativa,

especialmente en términos de deteccion de cohortes de animales mas grandes, es el andlisis
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del material de polvo del aire de salida o extraccion (EAD), que también se puede muestrear al
nivel de la cajal/jaula, pero también es posible para un sistema completo de estantes IVC,
dependiendo de la ubicacién del procedimiento de filtracion de aire. En caso de filtracion de
aire, las muestras se pueden obtener limpiando directamente la camara de salida o analizando
el material del prefiltro de la corriente de aire de extraccién. Para el dltimo método, hay
disponibles diferentes sistemas comerciales que son igualmente eficientes para los métodos de
deteccion de patdégenos basados en PCR. Sin embargo, también hay informes de
implementacién exitosa de técnicas alternativas que utilizan material de gasa, colocado
manualmente en los prefiltros o en las tapas de las cajas/jaulas o el analisis directo del
material de la parte superior del filtro. Cada vez hay mas publicaciones que describen que el
analisis de material de muestra ambiental, y aqui especialmente el uso de EAD, es superior en
comparacion con los sistemas centinela tradicionales y cada vez mas instalaciones informan
que han reemplazado por completo el uso de animales centinela por implementacién de
pruebas EAD. Este cambio de paradigma esta particularmente en linea con las 3R, ya que la
mayoria de los programas de control sanitario clasicos implican sacrificar ratones centinela
(segun los tipos de muestra), mientras que el muestreo ambiental puede conducir a una
reduccion de los animales utilizados para los programas de control de salud o incluso
reemplazarlos por completo. Ademas, existe evidencia comun de que la deteccién basada en
PCR de material de muestra ambiental puede aumentar significativamente el éxito diagnostico
del procedimiento de control sanitario, lo que puede reducir aun mas la cantidad de animales
necesarios para Iss experiencias, ya que esto mejora significativamente su estandarizacion
sanitaria. Finalmente, las técnicas de muestreo ambiental también pueden refinar la
experimentacion con animales en términos de una mejora general de la salud de la colonia
debido a la prevencion de enfermedades infecciosas. Hasta ahora, los enfoques de monitoreo
basados en EAD demostraron ser adecuados para una amplia variedad de agentes
infecciosos, como MNV, MHV, Astrovirus murino Virus Elevador de la Lactato
Deshidrogenasa (LDEV), Rodentibacter sp., Helicobacter sp., Mycoplasma sp. Pneumocistis
sp., acaros de la piel, oxiuros y protozoos entéricos. Sin embargo, las infecciones con
parvovirus murinos y Klebsiella oxytoca no han podido ser confirmadas por este método hasta
el momento, y en el caso de Staphylococcus aureus existen resultados contrastantes. Pero
podria complementarse con muestras de heces para la deteccion de esos agentes. De

todas maneras, se necesitan estudios futuros para cerrar esta brecha de conocimiento y
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validar la idoneidad de las pruebas basadas en EAD para todos los patégenos relevantes para
los roedores de laboratorio, especialmente para aquellos con concentraciones de diseminacion
mas bajas, como los parvovirus. La principal ventaja de las pruebas basadas en PCR
(sensibilidad mejorada del método y una marcada reduccion de resultados falsos negativos)
también puede ser uno de sus inconvenientes, ya que la contaminacion de la muestra puede
ocurrir facilmente. Los resultados falsos positivos pueden tener efectos dramaticos en términos
de consecuencias debido a la toma de decisiones sanitarias (por ejemplo, la eliminacién de
toda una colonia), por lo que un Unico resultado positivo de PCR siempre debe conducir a la
confirmacion posterior de una infeccion. Esto es especialmente importante, ya que la deteccién
molecular de acidos nucleicos de patégenos no implica automaticamente que la colonia esté
realmente infectada, por la razén de que este método no puede distinguir entre organismos
vivos y muertos y aun pueden ocurrir resultados positivos después de la deteccion de ADN
residual. /ARN presente en el material de muestra. Los acidos nucleicos residuales ain pueden
estar presentes después de los procedimientos de descontaminaciéon comunes, como la
esterilizacion en autoclave o la irradiacion, por lo que los procedimientos de lavado de las
jaulas y los sistemas completos de estantes IVC desempefiaran un papel esencial para evitar la
identificacion errénea concurrente. En general, para superar esto, los resultados positivos
siempre deben confirmarse utilizando métodos de deteccion tradicionales, por ejemplo,
serologia, si es posible, para asegurarse de que la colonia esté realmente infectada. Ademas
del riesgo de resultados falsos positivos, también pueden ocurrir resultados falsos negativos,
especialmente cuando los cebadores utilizados para la amplificacién génica no son adecuados,
por no ser genéricos, para detectar todos los resultados como ser subcepas de un agente.
Por lo tanto, un ensayo de PCR solo puede ser tan bueno como su disefio molecular, que
depende principalmente de la precision y actualidad de las bases de datos subyacentes.
En particular, los patégenos que evolucionan rapidamente obtienen con frecuencia
mutaciones puntuales dentro de sus genomas, lo que puede conducir a la falla de la union
del cebador y, en adelante, a resultados falsos negativos. Por lo tanto, debe tenerse en
cuenta la deriva genética de los agentes y los ensayos utilizados deben adaptarse
permanentemente a la investigacion actual. Ademas, la PCR solo detecta secuencias
genéticas definidas, mientras que el uso de cultivos o métodos microscépicos puede
exponer la totalidad de los agentes (cultivables) presentes en el material de muestra y

revelar cambios dinamicos dentro de una colonia. Esto es de gran valor ya que podria
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indicar una fuga dentro de una barrera sanitaria, lo que requiere el inicio inmediato de
medidas preventivas. El presupuesto también puede desempefar un papel, ya que los
métodos de deteccidn molecular pueden ser costosos, especialmente cuando el analisis de
muestras lo realizan laboratorios comerciales. Sin embargo, hay informes de que las
pruebas basadas en PCR del material de EAD son en realidad menos costosas que el
enfoque centinela tradicional. En conjunto, el uso de material de prueba de PCR de
muestra ambiental es beneficioso en los conceptos modernos de control de salud y debe
usarse como una herramienta valiosa, que complementa los métodos de diagnéstico
basicos, particularmente en términos de bienestar animal (Buchheister et al., 2019; Compton
& Macy, 2015; Jensen et al., 2015; Macy et al., 2009; Zorn et al., 2016).

28. Cuando la PCR es siempre la respuesta, entonces quizas las preguntas sean
equivocadas

Algunas empresas han optado cada vez mas por ofrecer servicios completos de deteccion
basados unicamente en un panel de pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
realizadas principalmente en heces. Aunque esto parece ofrecer una oportunidad fantastica
para examinar una unidad completa con solo enviar algunas muestras fecales combinadas y
posiblemente algunos hisopos de piel para buscar acaros, aunque es de preocuparse que esta
metodologia esté dando a algunas instalaciones una falsa sensacion de seguridad de que estan
limpias, cuando, en realidad, los patdgenos estan presentes pero se pasaron por alto, y no se
controlaron varios de los mismos.

El uso de PCR para detectar multiples virus y bacterias se realizé por primera vez de forma
regular para detectar contaminacion en lineas celulares y tejidos trasplantables. Esto se
consideré el reemplazo perfecto para las pruebas de produccién de anticuerpos de raton (MAP)
y de produccion de anticuerpos de rata (RAP), en las que se inyectaban células en un raton o
rata para infectar al animal con cualquier patégeno murino presente en las células. Luego se
dejo6 al animal durante algunas semanas para que se seroconvirtiera a cualquier infeccién que
se hubiera transmitido y luego se le realizaron pruebas serolégicas para buscar anticuerpos. La
PCR tiene dos ventajas importantes sobre los métodos tradicionales MAP y RAP. En primer
lugar, no se utilizan animales y, en segundo lugar, el tiempo de respuesta se reduce de
semanas a dias. Este sigue siendo un uso perfecto para la tecnologia de PCR: probar una
alicuota de lo que deberia ser unamuestra homogénea, de modo que cualquier muestra sea

representativa de todo el vial de células. Bolitas fecales: individuales, agrupadas, quizas
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ninguna.

La principal diferencia entre esto y la prueba de pellets fecales es que un solo pellet fecal de un
roedor puede o no ser representativo del ratén o rata que lo produjo. Puede contener o no
material gendmico de cualquier patégeno con el que esté infectado el animal. Las posibilidades
de encontrar virus o bacterias en las heces dependen de a qué érgano o tejido en particular se
dirige el organismo. Es mucho mas probable que un agente que afecta al intestino se excrete
en las heces que un agente que reside en los pulmones. Algunos agentes se eliminan en las
heces sélo durante un breve periodo de tiempo después de la infeccion y otros se eliminan de
forma intermitente. Es posible que otros no se excreten de forma fiable en las heces.

Muchos protocolos de detecciéon basados en PCR sugeriran que se pueda combinar un
sedimento de cada una de las diez jaulas en una muestra que cubra a todos los animales en las
diez jaulas. Estos protocolos también sugieren que se envien hisopos orales y de piel para
detectar toda la gama de patodgenos incluidos en el panel. Esta muestra por jaula no sirve como
muestra fiablemente representativa de esas diez jaulas de animales, especialmente si sélo se
analizan las heces, como suele ser el caso. Hay otras razones para preocuparse de que las
pruebas basadas en PCR no detecten todos los agentes infecciosos presentes. Cuando se
examina un animal en busca de ectoparasitos, se recolectaran e identificaran todos los
artropodos observados. Las pruebas de PCR de acaros disponibles actualmente detectaran
muchos acaros comunes, incluidos Myobia y Mycoptes, pero no Ornithonyssus. Un resultado
de PCR negativo podria dar una falsa sensacion de seguridad de que los animales estaban
libres de acaros, cuando no lo estaban. De manera similar, al utilizar una mezcla de agares
especificos y no especificos. La bacteriologia de rutina detectara cualquier bacteria
posiblemente patégena, no sélo una lista estrictamente definida. Un ejemplo de esto es que
muchas pruebas basadas en PCR buscan Unicamente Pasteurella pneumotropica, mientras
que la Federacion de Asociaciones de Ciencia de Animales de Laboratorio (FELASA) sugiere
reportar cualquier bacteria de la familia Pasteurellaceae (Ouellet et al., 2011; Parel et al., 2008;
Parkinson et al., 2011).

29. Lo positivo no siempre es positivo y viceversa

En el otro extremo del espectro, con la PCR siempre existe la posibilidad de que resultados
intrascendentes se eleven al nivel de resultados positivos. Algunas empresas afirman ahora que
sus pruebas de PCR pueden detectar tan solo un solo organismo. ¢ Cual es la importancia

clinica de un solo organismo, especialmente cuando ese organismo podria estar muerto? En un
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trabajo se comparaba el servicioy resultados de dos laboratorios para Helicobacter por PCR. Se
encontraron positivos donde el otro laboratorio no los encontraba. Esto puede dejar perplejo al
cliente, ya que ambos laboratorios fueron coherentes en sus conclusiones. El cliente realizé
una prueba ciega en la que a ambos laboratorios se les envié muestras. Un laboratorio encontro
la mitad fuertemente positiva y la otra mitad débilmente positiva; el otro laboratorio sélo detecté
los positivos fuertes. Las muestras consistian en duplicados de muestras positivas, una de las
cuales habia sido esterilizada en autoclave y la otra no. ¢ Este resultado significa que?

Un laboratorio poseia una metodologia superior, ya que aun podia detectar ADN de
Helicobacter en niveles mucho mas bajos encontrados en las muestras esterilizadas en
autoclave, o que nuestra prueba era inferior porque era demasiado sensible? ;Realmente es
importante detectar lo que podrian ser niveles clinicamente insignificantes de material
gendmico de organismos no viables, particularmente cuando esto podria conducir a busquedas
costosas de posibles infecciones inexistentes?

Mucha gente piensa que la PCR dara una respuesta "en blanco y negro", pero, como ocurre
con muchas otras técnicas, los resultados aparecen en tonos de gris. La experiencia y los
conocimientos de la persona que interpreta los resultados pueden marcar la diferencia.

La deteccion basada en PCR es una herramienta importante que se desarroll6 por muy buenas
razones. Pero no se debe confiar completamente en ningin método para obtener los resultados
mas precisos. El cribado tradicional también tiene limitaciones: puede que no siempre sea
posible sacrificar animales para el cribado, y no todos los agentes se transfieren facilmente a los
animales centinela en programas de lechos sucios en jaulas con ventilacion individual. La PCR
puede brindar una instantanea del estado actual de un animal, por ejemplo, si esta eliminando
virus y, por lo tanto, representa una amenaza importante para una instalacion. Es inmediato y
puede detectar nuevas infecciones, pero puede pasar por alto infecciones mas antiguas en las
que la eliminacion ha disminuido o se ha detenido. Las técnicas serolégicas, por otro lado, dan
una perspectiva histérica de a qué ha estado expuesto el animal durante todo el periodo de
deteccion, pero no son apropiadas para detectar infecciones que tienen solo unos dias. El uso
de métodos de deteccion basados en PCR como complemento de la deteccion convencional,
cuando sea necesario y apropiado, brindara a los resultados de la deteccién un nivel adicional
de confianza y debe considerarse el estandar de oro (Nicklas et al., 2012; Nicklas et al., 2002;
Buer & Balling, 2003).
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30. Como garantizar la validez

En general, los ensayos en animales deben ser reproducibles, replicables y registrables para
garantizar el valor traslacional de la investigacion respectiva. Dado que el estado sanitario de
los animales de laboratorio puede mostrar un factor de confusién importante que afecta los
resultados del estudio, es necesario controlarlo. Si bien los programas de control sanitario de
rutina, segun lo recomendado por FELASA, incluyen la deteccién de patégenos tipicos, existe
evidencia clara de que otros agentes, asi como la composiciéon del microbioma o el historial
microbiano de un animal, también pueden influir en distintos fenotipos, segun el modelo animal.
El conocimiento sobre los impactos potenciales es esencial para garantizar la validez de los
datos de la investigacion; sin embargo, los agentes causales a menudo no forman parte del
programa de control de salud de rutina de las instalaciones. Por lo tanto, el control de estos
agentes o del microbioma de los grupos experimentales actualmente debe ser solicitado
explicitamente o realizado por los investigadores responsables (Nicklas et al., 2012; Buer &
Balling, 2003; Strech & Dirnagl, 2018).

31. Impacto microbiano en los fenotipos modelo y la validez de la investigacion
Algunos agentes, que colonizan las superficies mucosas de los animales como
comensales tipicos, se consideran patobioticos (patobiontes) y exacerban ciertos fenotipos
de enfermedades o incluso pueden inducir patologias de forma independiente en cepas
susceptibles. En este contexto, se demostré que Proteus mirabilis induce dafos en las
neuronas dopaminérgicas y las funciones motoras en ratones, por lo que influye
fuertemente en los modelos de la enfermedad de Parkinson. Del mismo modo, los
animales con deficiencia de interleucina-10libre de gérmenes desarrollaron inflamacion
intestinal después de la monocolonizacién con Enterococcus faecalis, un microorganismo
intestinal comun de animales y humanos. Las listas completas de otros ejemplos ya estan
informados y se debe acceder de manera critica en la fase de planificaciéon del proyecto para
tener en cuenta el posible impacto y/o implementar nuevos procedimientos de deteccién de
colonias de reproduccion o grupos de animales para experiencias.

Con la creciente utilizacién de métodos de deteccién molecular de alto rendimiento, como el
analisis de secuenciacion del gen 16S rRNA u otras técnicas metagendmicas, la cantidad de
estudios que demuestran la influencia de los comensales comunes en los modelos animales

esta aumentando rapidamente, debido a que algunos agentes tienen efectos perjudiciales
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sobre los fenotipos de la enfermedad y, por lo tanto, aumentan la susceptibilidad a la
enfermedad, mientras que otros podrian identificarse como factores protectores, mejorando
ciertas funciones inmunitarias. Por ejemplo, Akkermansia muciniphila demostré confundir los
datos de investigacion inmunolégica, ya que su abundancia controla la obesidad inducida por
la dieta en ratones con deficiencia de leptina , asi como la autoinmunidad de los islotes
pancreaticos o de Langerhans en el modelo NOD que protege a los animales de los fenotipos
diabéticos. Por otro lado, Akkermansia muciniphila exacerbd la inflamacion intestinal inducida
por Salmonella typhimurium en un modelo de ratén gnotobiético, mientras que protegio a los
ratones del desarrollo de inflamacién intestinal inducida por DSS, revelando efectos
contrastantes en los fenotipos de colitis. Del mismo modo, las bacterias filamentosas (SFB)
podrian identificarse como factores protectores durante la infecciéon por Salmonella enteriditis y
también se demostré que mejoran la inflamacion intestinal en ratones gnotobiéticos deficientes
en 1110 después de la coinfeccion con MNV y comunidades microbianas definidas, dependiendo
de su capacidad de colonizacion intestinal. Sin embargo, también se pudo demostrar que SFB
indujo inflamacion intestinal en un modelo de colitis por transferencia de células T y provoco
artritis autoinmune, estimulando una respuesta inmunitaria impulsada por Th17.
Faecalibacterium prausnitzii y Bacteroides sp. también se consideraron relevantes,
particularmente en modelos experimentales de colitis, donde principalmente protegen a los
animales del desarrollo de inflamacién intestinal. En un excelente articulo de revisién, publicado
por Hansen et al., se resumieron las especies bacterianas relevantes y su impacto potencial en
los modelos animales, lo que sirvi6 como base valiosa para la consideracion individual y la
inclusién en los protocolos de control sanitario. Para comprender el impacto de los
comensales en modelos animales e investigar su posible papelen el desarrollo de
enfermedades, la gnotobiologia es un instrumento poderoso. Después de la rederivacion
libre de gérmenes mediante histerectomia o transferencia de embriones en condiciones
estériles, los animales pueden asociarse con microorganismos definidos para estudiar
interacciones microbianas-huésped complejas durante experiencias con animales.

Sin embargo, la influencia en los modelos animales no siempre estd mediada
exclusivamente por agentes individuales, sino que esta influenciada por comunidades
completas microbianas, que colonizan una parte diferente del animal. Especialmente, la
mucosa gastrointestinal es un habitat importante para una gran cantidad de bacterias,

protozoos, hongos, arqueas y virus, que forman una comunidad compleja de mas de 100
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mil millones de microorganismos por gramo de contenido intestinal, también conocida
como " microbiota intestinal" o "microbioma intestinal". Estos microorganismos son
esencialespara las funciones fisiolégicas del huésped, como la digestion de las fibras y el
suministro de vitaminas, pero también pueden estar asociados con el desarrollo de ciertas
enfermedades. Los avances recientes en el uso de técnicas moleculares como la
secuenciacién genética y los andlisis cuantitativos a gran escala, que pueden denominarse
analisis de microbiomas, revelan la sorprendente influencia de las composiciones de
microbiotas individuales en modelos animales y correlacionan esos datos con ciertos
fenotipos de enfermedades. Dado que los enfoques de secuenciacion basados en rRNA
16S se restringenal analisis de comunidades bacterianas, las técnicas denominadas “Next
generation Sequencing” hacen uso de la amplificacion aleatoria de fragmentos de genes
mas cortos (shotgun sequencing) y el posterior alineamiento utilizando bases de datos
bioinformaticas, lo que facilita la deteccion simultanea de todo tipo de agentes infecciosos,
incluidos también los virus. La inmunologia intestinal probablemente constituya la mayoria
de las areas de investigacion afectadas por las composiciones del microbioma, ya que la
inflamacion intestinal puede ser desencadenada por varios factores microbiolégicos. En
este contexto, es bien sabido que los ratones deficientes en interleucina-10 difieren en la
gravedad del desarrollo de la enterocolitis, dependiendo de las condiciones de alojamiento
e incluso cuando se mantienen en diferentes instituciones y que la composicion del
microbioma intestinal es un determinante principal de la gravedad de la enfermedad. Este
modelo también podria usarse para demostrar la influencia de diferentes comunidades
bacterianas minimas, a saber, Altered Schaedler Flora (ASF) y el llamado Oligo Mouse
Microbiota12 (OMM12), en el nivel de inflamacion intestinal después de la induccién de
enterocolitis desencadenada por MNV, demostrando que la gravedad de la enfermedad
depende del contexto microbiano. Otros modelos de enterocolitis murina también
dependen de la composicion de la microbiota, ya que el desarrollo de enterocolitis después
de la transferencia de células T virgenes a receptores inmunodeficientes también depende
en gran medida del microbioma. Ademas, también hay varios informes sobre la influencia de
la composicién de la microbiota en los fenotipos en modelos de enterocolitis que utilizan
inflamacién intestinal inducida quimicamente. Asimismo, la susceptibilidad a la infeccién por
Salmonella esta fuertemente influenciada por Enterobacteriaceae endégenas y la adherencia

epitelial intestinal y la subsiguiente supervivencia colénica de Citrobacter rodentium, un modelo
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comun para el estudio de la infeccion con Escherichia coli enteropatégena y enterohemorragica
(EPEC y EHEC) en humanos], sefialando la estricta dependencia de los enayos de infeccién en
toda la microbiota. Ademas, las composiciones del microbioma también modulan la
tumorigénesis del colon, los fenotipos diabéticos y también afectan los modelos de enfermedad
hepatica, como se informé en otros estudios. Ademas de las areas de investigacion en el
sistema gastrointestinal, el microbioma de un animal también desempefia un papel
importante en los procesos neurolégicos, lo que influye en los comportamientos autistas o
relacionados con la ansiedad y también en el resultado de la encefalomielitis autoinmune
inducida experimentalmente. Por lo tanto, el analisis del microbioma o los analisis
selectivos de los factores de interferencia conocidos del estudio deben complementar cada
enfoque de un control sanitario sélido (Thoene-Reineke et al., 2014; Parker et al., 2018; Ooi et
al., 2014; Jovel et al., 2016; Hansen et al., 2014; Bidot et al., 2018; Costa y Weese, 2019).

32. La validez de los resultados del control de salud en la actualidad

El beneficio de los repetidos procedimientos de re-derivacion higiénica y la estricta crianza
de barrera facilitd la exclusién de patdégenos, con el objetivo de mejorar la salud general de
los animales y aumentar el nivel de estandarizacion higiénica. Sin embargo, la cria aislada
también dio forma a una diversidad limitada del microbioma intestinal. Esto resulté en una
variacion significativa de las composiciones de la microbiota intestinal, no solo entre
distintas instalaciones para animales, sino posiblemente también dentro de una instalacion,
cuando las cepas se alojan individualmente en diferentes barreras o biocompartimentos.
Esto induce involuntariamente una falta de controles “complementarios” de estandarizaciéon
microbiolégica, que puede desempefiar un papel crucial en el creciente nimero de informes
de datos de investigacién que no se pueden replicar cuando los llevan adelante diferentes
grupos de investigacion, y que actualmente se conoce como la llamada "crisis de
reproducibilidad”. Una solucién es mejorar el nivel de estandarizacién del microbioma, ya
que mejorara la capacidad de los investigadores para reproducir los resultados de los
estudios con animales y, por lo tanto, es una medida para garantizar la validez interna. Sin
embargo, existe una creciente preocupacion de que esos hallazgos solo sean ciertos para
el tipo de estudio que se realiza en esa instancia, pero que potencialmente tiende a
disminuir la generalizacion de los resultados. En este contexto, algunos estudios proponen

introducir intencionalmente un cierto nivel de variacién controlada, para probar la robustez
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de un fenotipo frente a los variantes factores naturales y, por lo tanto, aumentar el valor de
traduccién para estudios clinicos adicionales. En una revision publicada por Witjes et al. se
informa los pros y los contras de la estandarizacion en el contexto de la variacién del
microbioma y concluyé que la estandarizacion debe aumentar cuando se realizan estudios
fundamentales, especialmente aquellos que tienen como objetivo identificar los
mecanismos de la enfermedad, para reducir los factores de confusién del estudio, mientras
que mas estudios traslacionales requieren pruebas de robustez utilizando ratones con
diferentes microbiomas para garantizar la generalizacién y aumentar la validez externa de los
resultados del estudio. Las posibles soluciones para inducir la variaciéon son la diversificacion
intencional del microbioma utilizando medidas mas bien extremas, como una nueva generacién
de roedores de laboratorio o el uso del microbioma como cofactor en estudios cientificos, por
ejemplo, en estudios que se realicen en varias instituciones al mismo momento (Nicklas et al.,
2012; Buer & Balling, 2003; Strech & Dirnagl, 2018; QOuellet et al., 2011; Parel et al., 2008;
Parkinson et al., 2011).

33. La estandarizaciond el Microbioma

Dado que la reproducibilidad esta estrechamente relacionada con la validez de la investigacion,
puede verse como una medida y valor de traduccion de los resultados, loque determina la
relevancia de los hallazgos. Volver a mejorar el nivel de estandarizacion microbiolégica
aumenta la llamada "validez interna", que se puede lograr al tener en cuenta las interacciones
reciprocas entre el microbioma y el huésped con el objetivo de minimizar la variacion debida a
factores de confusion microbioldgicos. Sin embargo, los factores que influyen en el microbioma
del animal son innumerables y van desde factores relacionados con el alojamiento, como
alimentos, agua, sistemas de jaulas, material de cama y los tratamientos descontaminantes,
como autoclave, irradiacion o acidificacion hasta factores relacionados con el huésped, como la
genética, la edad y el sexo del animal . Ademas, también las infecciones con patégenos
primarios o el estrés psicolégico conducen a una enorme variacion del microbioma fecal, lo que
da forma a una variabilidad masiva del microbioma entre las diferentes instalaciones de
proveedores de animales. Existen diferentes fuentes de variabilidad del microbiomaintestinal
y medidas para abordar esta variabilidad para mejorar la reproducibilidad de la
investigacion. Estos factores haran que sea practicamente imposible ajustar exactamente el

microbioma de varias colonias en las instalaciones aun con barreras. Sin embargo, dentro de
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las barreras eincluso dentro de los estudios, se puede lograr la estandarizacién del
microbioma. La estandarizacion del microbioma dentro de los estudios requiere hacer
coincidir la composicion dela microbiota entre los grupos de animales, lo que se vuelve
particularmente critico cuando los animales modificados genéticamente (p. €j., una cepa de
ratén con un determinado gen knockout), que se crian en una instalacién de animales, se
comparan con los animales silvestres respectivos. Esta tarea se puede abordar mediante el
uso de dos estrategias diferentes, que tienen como objetivo hacer coincidir los microbiomas
de cohortes de animales separadas y, por lo tanto, facilitar el uso de grupos de control
apropiados: (1) camada o (2) método de convivencia. Ademas, se estan desarrollando
colecciones bacterianas y enfoques gnotobidticos que permitiran a los cientificos
seleccionar microbiomas definidos para sus modelos en estudio. El enfoque de
compafieros de camada es principalmente una estrategia de cria, basada en obtenertodos
los animales experimentales del mismo plantel reproductor. Dependiendo de los genotipos
requeridos, las parejas reproductoras (obtenidas a través de un cruzamiento P1 aleatorio
de las cepas homocigotas de tipo salvaje y mutantes) que tienen alelos heterocigotos para
genes de tipo salvaje y mutados (wt/mut) produciran descendencia (= comparieros de
camada) que tienen composiciones de microbiomas similares mientras expresan diferentes
combinaciones de genes. Debido a la ley de Mendel, el 25 % de la camada expresara
alelos homocigoticos para los genes de tipo silvestre y mutante (wt/wt y mut/mut) y podra
utilizarse posteriormente para los siguientes experimentos. La principal ventaja de este
método es que los hermanos tendran una microbiota similar desde el nacimiento, lo que
garantiza una maduracién analoga de las funciones inmunitarias en el desarrollo temprano
de la vida. Ademas, también habra automaticamente el nivel mas alto posible de
estandarizacién genética, ya que todos los animales tendran un de homologia de
antecedentes genéticos. Sin embargo, desafortunadamente, el 50 % de las crias no se
puedenusar para experimentos, ya que esos animales expresaran alelos heterocigotos
(wt/mut), lo que conducira a un niumero relativamente alto de exceso de reproduccion.
Ademas, este método requiere procedimientos constantes de determinacién del genotipo
de la colonia, lo que puede resultar costoso y consumir mucho tiempo, y hace que sea
necesario realizar una biopsia (invasiva). Mientras que convivencia o covivienda de grupos
experimentales también facilitara la disminucion de la variacién del microbioma. Por lo tanto, los

animales deben permanecer juntos durante al menos cuatro semanas, ya que se demostré que
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este periodo es mas eficiente y da como resultado los niveles mas altos de similitud de
microbiomas. Este método es probablemente la forma mas facil de lograr la adaptacion del
microbioma; sin embargo, el momento de iniciar el procedimiento de alojamiento compartido
sigue siendo critico, ya que funciona mejor en animales muy jovenes y finalmente no funcionara
para machos (agresivos). En este caso, la cria cruzada seria una mejor estrategia, pero
requiere el marcado de los animales en un momento muy temprano o, como el método de
comparieros de camada, el genotipado constante después del destete. También hay que tener
en cuenta que el alojamiento compartido conducira a la transmision asimétrica de microbiota
entre dos poblaciones de ratones, ya que se demostr6 que la microbiota de ratones obtenida
de Jackson Laboratories era mas abundante que la microbiota de Taconic, después de
terminar co -procedimiento de vivienda. En un estudio compararon los métodos de covivienda y
comparieros de camada y demostraron que el uso de comparieros de camada F2 era la
estrategia superior para la estandarizacion del microbioma (Fontaine et al., 2015; Montonye et
al., 2018; Thoene-Reineke et al., 2014; Parker et al., 2018; Ooi et al., 2014; Jovel et al., 2016;
Hansen et al., 2014; Bidot et al., 2018; Costa y Weese, 2019).

34. Gnotobiologia

La gnotobiologia o microbioma a eleccion sirve como un poderoso instrumento para estudiar
las interacciones microbianas y huésped complejas durante experimentos con animales.
Ademas, el uso de animales gnotobidticos asociados a una microbiota definida es sin duda la
estrategia mas estricta y definitiva para estandarizar el microbioma de un animal. Para este
propésito, estan disponibles varios consorcios microbianos definidos que se pueden usar para
asociar colonias reproductoras de ratones y ratas dentro de sistemas de aislamiento. La
llamada "flora de Schaedler" fue establecida por primera vez por Russel W. Schaedler, quien
asoci6 animales libres de gérmenes con cinco cultivos bacterianos aislados de ratones
convencionales. El contenido original fue modificado mas tarde por RP Orcutt, lo que resulté
en la "Flora de Schaedler alterada" (ASF, por sus siglas en inglés), que ahora se usa
comunmente y consta de ocho microorganismos. La "Microbiota intestinal humana simplificada”
(SIHUMI) consta de siete especies bacterianas, segun la importancia numérica y las
capacidades fermentativas en el intestino humano. Sin embargo, esos consorcios minimos no
pueden compensar la complejidad de las comunidades microbianas naturales. En este

contexto, Norin y Midvedt ya demostraron en 2010 que los ratones colonizados con ASF son

83



mas similares a los animales libres de gérmenes que a los animales colonizados
convencionalmente, lo que indica que los consorcios minimos definidos pueden provocar
reacciones artificiales y la pérdida de fenotipos de la enfermedad. Incluso pueden ocurrir los
mismos problemas cuando se utilizan animales alojados en sistemas de barrera estrictos, ya
que su microbioma también carece de su diversidad natural y se transformé en un estado
bastante limitado, indicado por una diversidad alfa reducida (riqueza) de especies bacterianas
consistentes. Por lo tanto, seria éptimo tener acceso a comunidades microbianas mas
complejas, pero definidas, para crear un "microbioma a eleccion o pedido" donde los cientificos
puedan elegir la composicién del microbioma ideal, con perfiles de inclusién o exclusion
individuales. Existen proyectos como el establecimiento de la " recoleccién de bacterias
intestinales de raton" que serviran como un recurso esencial, ofreciendo acceso a bacterias y
comunidades microbiolégicas definidas, que representa a 12 miembros de los principales filos
bacterianos en el intestino murino y que brindan resistencia a la colonizacién contra Salmonella
typhimurium Este consorcio bacteriano esta modificando actualmente para mejorar la
complejidad o para seleccionar ciertas caracteristicas de la comunidad que podria representar
un sistema modular ideal para el futuro. En la diversificacién intencional del microbioma que se
menciond anteriormente, la pérdida de fenotipos resistentes a enfermedades pueden ocurrir en
animales que albergan un microbioma limitado o menos diverso, como suele ser el caso enla
actualidad en colonias reproductoras con estado "SPF" o incluso "SOPF" (especificado
oportunista y libre de patégenos). Esta situacion artificial puede tener efectos dramaticos en las
funciones inmunolégicas, como Beura et al, demostré que los ratones de laboratorio "SPF"
carecen de ciertas células T de memoria, lo que se parece mas a los humanos recién nacidos
que a los adultos. Luego, los autores hicieron uso de ratones silvestres y también de comercios
de venta de mascotas, que tenian una experiencia microbiana mas diversa, y pudieron probar
que estos animales no solo expresaban un perfil de células T mas similar al de los adultos
humanos, sino que también eran capaces de inducir esas poblaciones de células en los
ratones de laboratorio después de co-alojarlos con los animales salvajes. Asimismo, otros
también demostraron que el sistema inmunitario celular de los ratones silvestres se encuentra
en un estado mas activo ya que la alta exposicion a patégenos induce una activacion de las
células mieloides, lo que ayuda a mantener la homeostasis inmunitaria natural y también que
los experiencias con ratones que viven en un entorno mas natural con enriquecimiento del

habitat, y con el uso compartido de picos y botellas de agua de bebida con ratones de

84



comercios de venta de mascotas, pueden generar fenotipos inmunitarios dramaticamente
diferentes. El analisis de la “microbiota de raton silvestre” reveld que su composicién muestra
una variacion interindividual relativamente alta, que puede explicarse principalmente por la
ubicacion geografica, y que sufre una marcada variacion estacional. Sin embargo, la mayoria
de las bacterias permanecen relativamente estables al entrar en cautiverio.En general, se
puede afirmar que el estado de salud de los roedores silvestres es mas sélido y que los
animales se benefician de la gran diversidad de microbiota, lo que mejora la aptitud del
huésped y la resistencia. En un estudio donde utilizaron la técnica de transferencia de
embriones con ratones capturados en la naturaleza como madres para transferir los genotipos
deseados a la condicién de microbioma "silvestre" deseada. En el estudio se consider6 el
estado patdégeno de los animales silvestres capturados y fueron usados solo aquellos que
estaban libres de patégenos conocidos. Por lo tanto, el grupo demostré que la microbiota de los
animales salvajes fenocopiaba de manera excelente las respuestas inmunitarias humanas y
que la reproducibilidad de los estudios preclinicos podia mejorarse utilizando un modelo
compuesto por microbiota natural y ciertos patégenos. Graham ha publicado recientemente una
excelente revisién sobre el efecto de la "naturalizacién de modelos de ratones", que va mucho
mas alla del microbioma, ya que incluye factores bidticos y abiéticos. Aunque la diversificacion
intencional con estrategias bastante extremas, como el volver al estado silvestre o re-wilding,
ofrece grandes oportunidades para la investigacion inmunolégica, también presenta grandes
desafios, especialmente con respecto a la presencia de patdgenos potencialmente dafinos.
Dado que existe un compromiso ético, que también se ve reforzado por la legislacién europea
de bienestar animal, para mantener a los animales sanos, el alojamiento en habitats naturales
debe combinarse con la garantia clasica de salud y calidad, como se describe anteriormente.
Esto incluye estrategias clasicas de control de la salud, medidas de bioseguridad para excluir
zoonosis y control de brotes de enfermedades, como también, tareas de bienestar y puntos
finales humanitarios debido a enfermedades infecciosas. Como se estudian animales
modificados genéticamente con un estado inmunitario poco claro, entonces se exige
inspecciones sanitarias diarias de cada animal, asi como alojamiento a prueba de ingreso y
escape. Especialmente el ultimo se vuelve muy relevante para los modelos de ingenieria
genética. La liberacion intencional de organismos modificados genéticamente esta
estrictamente regulada y estos animales deben separarse de las poblaciones silvestres locales.

Por lo tanto, los estudios que utilicen esas técnicas de diversificacion deben proporcionar
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descripciones claras y completas de todas las medidas preventivas para abordar las
preocupaciones pendientes con respecto a los aspectos del bienestar animal y los conceptos
generales de genética y bioseguridad. Las diferencias en el microbioma se pueden usar para
inducir variaciones intencionalmente al realizar estudios multiinstitucionales, que se han vuelto
estandar en los estudios clinicos y estan evolucionando también en la investigacion preclinica, o
al estudiar modelos en diferentes sistemas de barreras en un lugar de investigacién. Si bien
ambos enfoques son factibles con la infraestructura disponible, tienen sus propios costos:
todavia se basan en fenotipos que son validos en el mundo clasico "SPF" que aumentan
considerablemente la complejidad del estudio, el nimero de animales para un estudio
determinado y controlar los entornos experimentales, entonces es necesario establecer un
control rutinario del microbioma y estandarizarlo. Los enfoques de barreras multiples son
mucho mas faciles de realizar dado que en una instalacion hay diferentes sistemas de barreras
con cepas de roedores idénticas (que requieren estandarizacion genética), pero es poco
probable que este enfoque se realice de forma rutinaria, sino mas bien para la validaciéon, como
se describe anteriormente. Ademas, el control del microbioma en diferentes sistemas de
barreras supondria un nuevo paso en el disefio de una estrategia de vigilancia de la salud. Dado
que los conceptos comunes del control de salud solo tienen como objetivo controlar una lista
de patégenos definidos, obviamente existe una falta de conocimiento sobre la composicion
general de la microbiota de las colonias. Incluir el control o andlisis del microbioma en los
procedimientos de control de la salud de rutina podria ofrecer excelentes oportunidades para
hacer frente a los proximos desafios. Las técnicas moleculares, como la secuenciacién del
genoma, podrian ser herramientas poderosas para lograr tanto la deteccion de patdgenos
como el control de las composiciones de microbiomas dentro de sistemas de barrera
complejos. Especialmente, los sistemas de cabinas o racks ventilados (IVC) podrian mejorar
aun mas con los métodos de secuenciacién, ya que los filtros de polvo del aire de salida
pueden servir como objetivos potenciales para la deteccidén prospectiva y retrospectiva de
comunidades de microbiota completas dentro de una colonia. Dado que casi todos los agentes
infecciosos contienen acidos nucleicos especificos, la secuenciaciéon es un enfoque atractivo
para la deteccion de patégenos. En un estudio de medicina veterinaria, la secuenciacién
metagenomica se usé con éxito para analizar la resistencia a los antimicrobianos en criadores
de cerdos, usando muestras fecales del piso del corral. Los autores del estudio concluyeron

que el mapeo de lectura metagendmico supero a las técnicas basadas en cultivo en términos
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de prediccién de la resistencia esperada a la tetraciclina. Los principales desafios de este
método son las necesidades de los llamados métodos de agotamiento del huésped, que deben
usarse para disminuir la sefial de fondo genético del huésped en los datos de secuenciacion,
para que no interfieran con el analisis de datos. También pueden surgir desafios a resolver
del problema que puede ser la potencial contaminacién de la muestra, lo que complica la
interpretacion de los resultados. Independientemente de todos los conceptos y métodos de
control de la salud utilizados para el seguimiento, la tarea mas importante es, sin duda, la
notificacion adecuada de los resultados. Compartir informacion sobre el estado higiénico de un
animal y, en el futuro, sobre su microbioma, es la base esencial para crear un entorno en el
que la reproducibilidad sea al menos posible. Desafortunadamente, una gran cantidad de
trabajos de investigacion retiran esa informacion de las partes de materiales y métodos, a
veces por falta de espacio, a veces por otras razones. Mientras tanto, a medida que la
mayoria de las revistas se hicieron mas conscientes de la necesidad de una filosofia de
informacién estandarizada, se publicaron pautas para ayudar y promover la transferencia
sistematica de informacion sobre los protocolos de estudio, incluido el estado higiénico de los
animales.

El control sanitario de los roedores de laboratorio evolucion6 durante el siglo pasado, a medida
que la competencia creciente cambié el enfoque de los procedimientos de control. Al principio
de la domesticacién de roedores, los patégenos primarios que causaban enfermedades
infecciosas mas o menos graves eran la principal preocupacién de los veterinarios e
investigadores. Los extensos procesos de re-derivacion eliminaron la mayoria de los patégenos
de las colonias infectadas de forma natural, no solo mejorando la salud animal en general, sino
también haciendo que el trabajo con animales sea seguro con respecto a las enfermedades
zoonoticas. Las estrategias clasicas en forma de examenes clinicos y procedimientos
completos de necropsia son habilidades basicas para mantener saludables a los animales. Los
métodos tradicionales de diagnéstico microbiolégico, virolégico y parasitoloégico respaldan esas
habilidades basicas y ayudan a definir sistematicamente la calidad higiénica de los animales.
Las recomendaciones concretas para el control de salud de roedores de laboratorio
publicadas por FELASA condujeron a la armonizacién del proceso y ayudaron a definir el
estado sanitario de las colonias de reproduccion y experimentales, mejorando la calidad
general de los ensayos. Las recomendaciones sirven como una base sélida para una

definicién orientada al riesgo de deteccién de patégenos, que debe ajustarse individualmente al
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incluir otros agentes que puedan ser relevantes para los respectivos proyectos de
investigacion. Aqui, las habilidades basicas de diagnostico deben unirse con las tecnologias
moleculares para complementar los programas de control sanitario tradicionales al incluir el
analisis de material de muestra ambiental, como el EAD de los sistemas de racks IVC. Con un
conocimiento cada vez mayor sobre la relevancia de las composiciones completas de
microbiota para los datos de investigacion biomédica, se debe respetar la influencia de los
microbiomas individuales al estandarizar las composiciones de microbiomas dentro de los
estudios de investigacion y al incluir técnicas de secuenciacién metagenomica en los
programas modernos de control de salud. Dado que la cria aislada dentro de sistemas de
barrera estrictos condujo al desarrollo de colonias muy limpias con una diversidad limitada de
microbiota intestinal, los investigadores pueden tener que enfrentarse a la pérdida de ciertos
fenotipos de enfermedades en modelos animales. La introduccién de una variacién controlada
del microbioma utilizando diferentes sistemas de barreras o la diversificacion microbiologica
utilizando cohortes de animales silvestres puede mejorar el valor de traduccién de los estudios
de investigacion biomédica. Sin embargo, quedan preocupaciones con respecto a las medidas
genéticas y de bioseguridad cuando se trabaja con colonias alojadas en entornos mas
naturales. Ademas, el compromiso ético general de los veterinarios e investigadores en el
cuidado de los animales les obliga a mantener las colonias sanas y libres de patégenos,
especialmente cuando se trabaja con animales inmunocomprometidos. Un enfoque de control
sanitario mejorado que utilice el método de secuenciacion metagenodmica, podria combinar la
deteccion de patégenos con el andlisis de microbiomas, aumentando el valor informativo de un
método de prueba de una muestra.

En conclusion, existe evidencia acumulada de que “cuanto mas limpio no siempre es mejor”, y
que diferentes modelos requieren diferentes necesidades para las composiciones de
microbiota. Dado que algunas investigaciones inmunoldgicas se beneficiaran de la presencia
de ciertos agentes oportunistas que estimulan poblaciones especiales de células inmunitarias,
entonces esos los factores de confusién conocidos deben excluirse para garantizar la validez
del estudio. Se considera que los animales inmunodeficientes tienen que ser alojados dentro
de estrictas barreras libres de oportunistas para garantizar su integridad sanitaria general. Esos
aspectos ya deben considerarse en la etapa de planificacion del proyecto y deben ser
abordados explicitamente por los respectivos investigadores e instituciones de financiacion. Sin

embargo, es aun mas importante mejorar la rutina general de notificacion o informacion del
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estado de salud de los animales, asi como los posibles impactos de las composiciones de
microbiomas individuales en los resultados del estudio. Por lo tanto, se supone que el control
de salud debe incluirse como un elemento esencial en todas las recomendaciones relevantes,
pues esto aumentara la conciencia de la comunidad cientifica de que modelar escenarios
coincidentes para las necesidades de estudio individuales es un desafio y requiere estrategias
complejas. Sin embargo, esta es una tarea necesaria para combinar medidas clasicas de
calidad centradas en el bienestar y con la demanda de una creciente validez cientifica. Por lo
tanto, los expertos en animales de laboratorio deben adquirir una competencia sobresaliente
en los conceptos modernos de control de salud, continuando su progreso (Besselsen et al.,
2008; Voipio et al., 2008; Fox et al., 2006; Rehbinder et al., 2000; Nicklas et al., 2002;
Nevalainen et al., 2000; Nicklas et al., 2012; Buer & Balling, 2003; Strech & Dirnagl, 2018;
Ouellet et al., 2011; Parel et al., 2008; Parkinson et al., 2011).

35. Patégenos de los animales de laboratorio

Se describen a continuaciéon los agentes patdgenos mas relevantes segun los sistemas que
afectan (Nicklas et al., 2012; Buchheister et al., 2019; Compton & Macy, 2015; Jensen et al.,
2015; Macy et al., 2009; Besselsen et al., 2008; Voipio et al., 2008; Fox et al., 2006; Rehbinder
et al., 2000; Nicklas et al., 2002; Nevalainen et al., Martinez et al., 2010; 2000; Keely et
al.,2012; Nicklas et al., 2012; Buer & Balling, 2003).

35.1. Patogenos del Sistema Respiratorio

35.1.1. Virus de Sendai (SV)

El virus Sendai (SV) es uno de los mas importantes patogenos de ratones y ratas. Los
hamsters también pueden ser infectados, aunque su infecciéon es asintomatica. EI SV es un
virus ssRNA de la familia Paramyxoviridae, género Paramyxovirus, y de la especie
parainfluenza 1 aunque multiples cepas han sido descritas. SV es extremadamente contagioso;
la transmision es a través del contacto y la infeccién por aerosoles del tracto respiratorio. La
infeccion natural de las ratas con SV es generalmente asintomatica, con efectos menores sobre
la reproduccion y el crecimiento de las crias. Infecciones naturales en ratones se presentan
como enzodticas o infecciones epizooticas. Las infecciones enzobticas son aquellas endémicas
de una colonia, donde el suministro constante de animales susceptibles mantiene la infeccion.

Los ratones se infectan poco después del destete a medida que disminuyen los niveles de

89



anticuerpos maternos y muestran poca sefiales o signos. Dado que no hay estado portador, el
cese de la reproduccién eventualmente resulta en la eliminacion de la infeccién, aunque los
titulos de anticuerpos permanecen en animales previamente infectados. Las infecciones
epizodticas ocurren con la primera introduccién del virus a una colonia.

Los signos clinicos pueden incluir rechinamiento de los dientes, disnea prolongada, problemas
en la gestacion como crecimiento deficiente y muerte de ratones jévenes. Mientras exista
reproduccion en la colonia, el patrén enzodtico se mantiene. El SV contiene activa la proteina
HN (espiculas de hemaglutinina y neuraminidasa) y la glicoproteina F, que produce fusion
celular que permite la entrada y actividad hemolitica. La conversion a la forma activa de la
glicoproteina F depende de las proteasas del huésped y es inhibida por el surfactante
pulmonar. Existen diferencias considerables en la susceptibilidad a SV entre cepas de ratas y
ratones. Entre las cepas de ratas, LEW, Brown y Noruega (BN) son mas susceptibles que las
cepas de ratas F344. Entre las cepas de ratén, 129 / J y DBA son las mas susceptibles
mientras que SJL/Jy C57BL / 6J estan entre las mas resistentes. Debido a esto existen
diferencias en la susceptibilidad y las lesiones patoldgicas varian en su severidad. La
caracteristica distintiva de la infeccién por SV es la hipertrofia transitoria, necrosis y la
reparacion del epitelio de las vias respiratorias a medida que el virus desciende por el tracto
respiratorio. La reparacion del epitelio de la via aérea en epitelio genera hiperplasia, metaplasia
escamosa y formacion de células sincitiales. Al llegar a los pulmones produce neumonia
intersticial focal que si va acompariado de infecciones por Mycoplasma pulmonis produce
cambios inflamatorios e hiperplasicos que son mas severos alrededor de los bronquiolos
terminales, que afecta mas vias aéreas y los pulmones aparecen enrojecidos focalmente. La
replicacion viral ocurre en el tracto respiratorio Unicamente por 1 semana postinfeccion, por lo
que las lesiones se resuelven rapidamente y eventualmente consiste en aparicion de linfocitos
peribronquiolares y perivasculares. Las lesiones son mas severas y variadas cuando se
adicionan otros patégenos tales como M. pulmonis.nLos ratones y ratas inmunodeficientes
infectados con SV desarrollan una forma grave de neumonia, con depuracion viral tardia
(clearance). La inmunidad a SV es tanto celular como mediada por anticuerpos. Infeccion
natural con SV podria interferir profundamente con una amplia variedad de trabajos de
investigacion que involucren ratones y ratas, ya que se ha demostrado que la SV afecta a
roedores en muchas maneras. Los efectos reportados incluyen interferencia en principio en el

desarrollo embrionario y crecimiento fetal; alteraciones de macréfagos, células asesinas
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naturales (NK) y la funcion de las células T y B; citoquina y producciéon de quimioquinas;
alteraciones en las poblaciones de mastocitos bronquios; hipersensibilidad pulmonar y rechazo
de isoinjertos; fisiologia de las vias respiratorias; respuesta a tumores transplantables y
aloinjertos pulmonares; respuesta a carcindégenos; tasas de apoptosis y cicatrizaciéon de
heridas.

35.1.2. Virus de la Pneumonia del ratéon (PVM)

La especie huésped son ratdn, rata, hamster y cobayo. Organotropismo por el tracto
respiratorio.

Enfermedad clinica: asintomatico en inmunocompetentes pero produce neumonia crénica y
muerte en ratones inmunodeficientes. La patologia se manifiesta como rinitis necrosante
atenuada, bronquiolitis necrozante y neumonia. La morbilidad es de 20% en ratones y hasta
50% en ratas y hamsters y la mortalidad no se ha informado ninguna excepto en ratones
inmunodeficientes. PVM produce una marcada morbilidad (encorvamiento y arrugamiento de la
piel), pérdida de peso y mortalidad (solo en inmunodeficientes). Inflamacién profunda y edema
pulmonar en con la cepa altamente patégena PVM J3666. La infeccién por PVM en adultos
jovenes (de 8 a 12 semanas) hasta de edad (hasta 78 semanas) no produce cambios en la
cinética de la replicaciéon. Curiosamente, no hay datos publicados sobre la replicacién de la
PVM y la patogenia de la enfermedad en ratones neonatales. La interferencia en la
investigacion puede darse con un incremento en el desarrollo de diabetes en tratamientos o
experiencias con estreptomicina, y pérdida de peso en las ratas. También neumonia en el
epitelio bronquial de ratones. EI PVM tiene la ventaja de experimentar una replicacion robusta y
provocar una enfermedad sintomatica en ratones inmunodeficientes. Aunque el interés en este
patégeno ha reaparecido recientemente, PVM fue descubierto originalmente en 1939 por los
investigadores Horsfall y Hahn. Se aislé PVM a partir de tejido pulmonar de ratones. En la
estructura genémica de PVM junto con RSV humano y bovino, se los clasifica como virus de la
familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae, género Pneumovirus, que son virus de
ARN monocatenario envueltos, de sentido negativo. Existen cepas patégenas de PVM siendo
dos cepas patdgenas principales caracterizadas pero no producen muerte (excepto en
inmunodeprimidos). La cepa 15, que es altamente patdgena en casi todas las lineas de
ratones. La cepa PVM 15 provoca una respuesta inflamatoria en la cepa BALB / c, pero

produce poca o ninguna enfermedad en la cepa C57BL / 6 que es menos susceptible a dosis
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de inoculacion similares. Una segunda cepa, la cepa PVM J3666, es altamente patdgeno en
casi todas las lineas de ratones. Las diferencias mas notables estan en las regiones
seleccionadas de la G (proteina de unién) que pueden contribuir a su virulencia diferencial, y en
toda la secuencia de la glicoproteina hidréfoba pequefia SH. La transmision es via aerosol y la
exposicién por contacto al tracto respiratorio. Las infecciones son de corta duracién y
generalmente sin signos clinicos en ratones y ratas eutimicos, y no hay estado portador. En
contraste, los ratones atimicos nude (nu / nu) desarrollan neumonia crénica y pueden morir.
Las lesiones patolégicas no han sido reportadas en ratones o ratas infectados naturalmente.
Infecciones intranasales experimentales en ratones han dado lugar a rinitis leve y neumonia
intersticial. La susceptibilidad en ratones y ratas puede incrementarse por una variedad de
factores estresantes locales y sistémicos, y la capacidad de respuesta inmune es dependiente
del estrés. Los ratones atimicos infectados experimentalmente desarrollan una neumonia
intersticial persistente mientras que las infecciones naturales que generan neumonia parecen
ser de poca importancia en roedores inmunocompetentes. El agente antiviral, ribavirina, es muy
eficaz para bloquear la replicacion del PVM tanto en el cultivo de tejidos como en ratones. El
modelo de PVM replica este escenario, ya que la ribavirina en concentraciones de> 10 ug / ml
es eficaz para bloquear la replicacién del virus en cultivos de tejidos y en concentraciones de
75 ug/ kg / dia, al bloquear la replicacion del virus en tejido pulmonar de ratén in vivo. Sin
embargo, analogamente a las observaciones realizadas en estudios clinicos, la administracion
de dosis efectivas de ribavirina sola a ratones sintomaticos infectados con PVM tiene poco
impacto en el resultado final de la enfermedad, cuando se mide en términos de morbilidad y
mortalidad]. Junto con esta observacion, encontramos que, aunque la ribavirina fue bastante
eficaz para bloquear la replicacion del virus, no tuvo impacto en la produccién en curso de
quimiocinas proinflamatorias y el reclutamiento asociado de granulocitos en el tejido pulmonar.
Claramente, existe una cierta desconexion entre la replicacion del virus y la respuesta
inflamatoria resultante, ya que la inflamacién no se controla necesariamente de manera efectiva
en un momento dado reduciendo o eliminando el estimulo primario. La serologia (MFIA, ELISA,
IFA o HI) es el medio principal para analizar colonias de ratones para determinar la exposicion
a PVM. Se ha aplicado inmunohistoquimica para detectar antigenos virales en secciones de
pulmon; sin embargo, un muestreo adecuado (consulte el Capitulo 4.4, "Gestiéon y seguimiento
de la salud") es fundamental para establecer el diagnostico debido a la naturaleza focal de la

infeccion. También se ha informado de un ensayo de RT-PCR para detectar ARN viral en
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tejidos del tracto respiratorio. Sin embargo, el uso de métodos directos requiere un buen
momento porque el virus esta presente sélo hasta unos 10 dias en ratones
inmunocompetentes. La transferencia de embriones o la derivacion por cesarea seguida de
mantenimiento de la barrera se pueden utilizar para criar ratones que estan libres de

PVM. Dado que la infeccidn activa esta presente en el ratdn inmunocompetente individual
durante un periodo breve, el aislamiento estricto de unos pocos ratones (preferiblemente
seropositivos) con el cese temporal de la reproduccién también podria tener éxito en la
eliminacion del virus. La infeccion por el virus en los ratones podria alterar la arquitectura
pulmonar e interferir con los estudios inmunolégicos. La infeccién natural de ratones atimicos

produce la muerte y, por lo tanto, interferir los estudios con estos animales.

35.1.3. Filobacterium rodentium o CAR-Bacillus (Bacilo Asociado a las Cilias
Respiratorias)

Este un bacilo es un patédgeno de ratas salvajes y de laboratorio y, en menor medida, ratones y
conejos. También se ha utilizado en infecciones experimentales de cobayo, cerdos y hamsters.
El bacilo CAR es un agente gramnegativo como una varilla filamentosa de incierta clasificacion.
Por el andlisis de las pequefias subunidades de las secuencias de ARNr indican que el bacilo
CAR de la rata puede estar estrechamente relacionado con Flavobacterium ferrugineumy
Flexibacter sancti. Estudios recientes sugieren que el bacilo CAR de rata y conejo pueden ser
cepas distintas y se sugiere que, el CAR de ratas en ratones, puede ser mas virulento que las
de origen de los conejos. La transmision es probablemente a través de una exposicion por
contacto al sistema respiratorio. La informacién sugiere que el bacilo CAR suele ser un
patdbgeno mas importante que M. pulmonis en ratas, y que exacerba las lesiones de
micoplasmosis respiratoria murina. Sin embargo, la infeccion primaria en ratas con CAR
presenta signos clinicos similares a las de las vias respiratorias murinas graves por
Micoplasmosis que incluye postura encorvada, letargo, pelaje aspero y exudado periocular de
porfirina. Las lesiones de infeccién por el bacilo CAR son similares a las de Mycoplasma. La
infeccion produce bronquiolectasias severas, abscesos pulmonares,y atelectasia de I6bulos
pulmonares enteros. Estas lesiones se deben principalmente a la acumulacién de pus en las
vias respiratorias y se pueden observar grandes cantidades de bacilos CAR entre los cilios de

las superficies epiteliales respiratorias y causan el borde ciliado de consistencia densa. Las
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lesiones también se pueden encontrar en el epitelio de las superficies de las fosas nasales,

laringe, traquea y oido medio.

35.1.4. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es una bacteria gramnegativa que habita normalmente el tracto
intestinal de ratas, ratones y muchos otros animales. La enfermedad en roedores
inmunocompetentes son raras y K. pneumoniae por lo tanto se considera un patégeno
oportunista. La prevalencia en colonias de roedores es alta y puede aumentar si se realiza un
tratamiento con antibi6tico que elimina otras bacterias. La transmisién es principalmente fecal-
oral pero la transmisién de aerosoles es efectiva también. Los signos clinicos en ratones
incluyen disnea, estornudos, linfoadenopatia cervical, desorientacién, postura encorvada y
pelaje aspero y en ratas incluye ademas abscesos cervicales e inguinales, luego de una
diseminacion hematégena con formacién de abscesos focales. Esto puede ocurrir en cualquier
6rgano y en el caso de los pulmones de ratones, resulta en una neumonia granulomatosa. Los
signos clinicos en ratones inmunocomprometidos son los mencionados con anterioridad pero
mas severos. K. pneumoniae produce un polisacarido capsular de alto peso molecular y que es

uno de los factores de virulencia dominantes.

35.1.5. Mycoplasma pulmonis

M. pulmonis es uno de los patégenos mas importantes que infectan ratas y ratones de
laboratorio. La célula de M. pulmonis carece de pared y tiene actividad hemolitica asociada a la
membrana. Las tasas de prevalencia pueden ser altas dentro de las instalaciones de los
animales. La transmision es principalmente intrauterino y por aerosoles. El organismo establece
facilmente la infeccién colonizando la nasofaringe y oido medio. La infeccién suele ser
asintomatica, causando que algunos investigadores consideren a M. pulmonis una bacteria
comensal en condiciones ideales. Sus efectos patologicos varian, dependiendo de una
variedad de hospedadores, organismos, y factores ambientales, incluida la infeccion
concurrente con copatdgenos. Los niveles de susceptibilidad difieren segun el stock y la cepa.
En este sentido, las cepas de ratdbn mas resistentes incluyen C57BR / cdJ, C57BL / 6NCr,
C57BL / 10ScNCry C57BL / 6J. Los signos clinicos suelen seguir a una infeccion crénica e
incluyen rales, en ratas y ratones, disnea, pérdida de peso, xifosis o postura encorvada, letargo

y, en ratas, puede aparecer porfirina periocular y perinasal. Los ratones pueden ser
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asintomaticos. M. pulmonis coloniza preferentemente las superficies luminales del epitelio
respiratorio y el revestimiento de las vias respiratorias proximales. Esta caracteristica dio
ascender a la designacion anterior de "enfermedad de la via aérea proximal". En general, los
pulmones aparecen consolidados focalmente y las vias respiratorias contienen un exudado
altamente viscoso. Microscépicamente, el espectro de los cambios patolégicos puede incluir
rinitis, otitis media, laringitis, traqueitis, bronquitis supurativa, bronquiectasias, abscesos y
alveolitis pulmonar. M. pulmonis es un mitégeno (factores que actuan en el ciclo celular
estimulando la divisién celular) para los linfocitos de rata e induce la hiperplasia de tejido
linfoide asociado con bronquios que histolégicamente es algo distintivo en ratas. La gravedad
de la enfermedad de la via aérea puede estar influenciada por los perfiles de produccién de
citoquinas, por interacciones con las fibras nerviosas sensoriales, y por la viabilidad de los
macrofagos alveolares. Los ratones inmunodeficientes son igualmente susceptibles a
neumonia y muerte en comparacion con los inmunocompetentes y pueden desarrollar artritis
severa después de una infeccién por M. pulmonis.

La micoplasmosis genital también ocurre, particularmente en ratas LEW. Un estudio reciente
demostré que el momento de la infeccion juega un papel importante en la determinacion del
resultado de la prefiez y la propagacion de la infeccion del tracto genital al tracto respiratorio.
En los ratones, las respuestas humorales contribuyen pero no garantizan una proteccién de la
infeccion sistémica, mientras que en ratas, la inmunidad celular es mas importante. La
capacidad de respuesta del sistema inmune esté relacionada con la edad. M. pulmonis puede
diseminarse ampliamente en todo el huésped y por lo tanto puede alterar los resultados
experimentales que incluyen alteraciéon de carcinégeno pulmonar e inmunitario, en las
respuestas de la funcion ciliar y cinética celular; funcién y eficiencia reproductiva, artritis

inducida por adyuvante y colageno.

35.1.6. Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae es un diplococo grampositivo que se encuentra comiunmente en
colonias de roedores de laboratorio. Existen mas de 80 cepas, agrupadas por tipo capsular. La
transmision es principalmente a través de aerosoles de humanos infectados. El organismo es
considerado un comensal en la mayoria de las condiciones, aunque depende de las diferencias
de susceptibilidad de la cepa del huésped. Un estado portador es tipicamente establecido en

las fosas nasales y oido medio.

95



Los signos clinicos no son frecuentes, aunque se han informado brotes naturales de la
enfermedad. Cuando estan presentes, los signos clinicos son inespecificos y puede incluir
disnea, pérdida de peso, postura encorvada o xifosis. La virulencia va acompafiada muchas
veces con varias bacterias.

Los componentes de la bacteria son principalmente neumolisina, que es una toxina
multifuncional con distintas actividades citoliticas y activadoras del complemento. La infeccion
comienza con un cuadro broncopulmonar y la infeccién se propaga del pulmoén a la pleura,
pericardio y por via septicémica difunde al resto del cuerpo. El pulmén afectado se presenta en
primer lugar de tipo edematoso, luego se consolida y finalmente se eliminan los residuos
celulares. Puede haber lesiones supurativas o fibrinosas en todo el tracto respiratorio y
estructuras adyacentes. Estas incluyen cominmente rinitis supurativa y otitis media, pero
también puede incluir cambios similares en y alrededor de los tejidos mas profundos del tracto
respiratorio. Una septicemia puede resultar en el establecimiento de lesiones supurativas en
practicamente cualquier érgano, siendo la muerte una etapa final comdn. Los ratones atimicos
no son mas susceptible a la enfermedad ya que la inmunidad del huésped es principalmente
humoral, con considerable ayuda del complemento y el sistema de fagociticos mononucleares,
TNF-a y surfactante pulmonar. La produccion de IL-10 se induce después de una infeccién con
S. pneumoniae y atenua la respuesta de la citocina proinflamatoria dentro de los pulmones,
dificulta la eliminacion de la enfermedad efectiva de la y acorta la supervivencia. Los infectados
con S. pneumoniae presentan alteraciones del metabolismo de la funcioén hepatica, niveles de
bioquimicos en suero, pH sanguineo y electrélitos, funcion tiroidea y parametros respiratorios
que podria esperarse que interfiera con una variedad de estudios. Dependiendo de la
distribucion bacteriana posterior a la septicemia, el costo de eliminar el organismo de las

colonias debe evaluarse a la luz del uso previsto de los animales.

35.1.7. Pasteurella pneumotropica

P. pneumotropica es una bacteria gramnegativa, no hemolitica. Mientras que la mayoria de las
especies de roedores pueden albergar el organismo, informes de brotes naturales son raros y
generalmente se limitan a ratas y ratones inmunocomprometidos. Se han reportaron otitis
media en ratones CBA / J utilizados en la investigacion de la audicion. P. pneumotropica fue
aislado de los conductos auditivos infectados. Sin embargo, es frecuentemente aislado de

varios sitios de ratas y ratones sanos y por lo tanto se considera un agente patégeno
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oportunista. La transmision es probablemente por contacto directo y fomites. La enfermedad
clinica, cuando es aparente, es limitada a lesiones de la piel y estructuras anexas, aunque la
oftalmitis, la conjuntivitis y la mastitis también se han informado. Las lesiones se caracterizan
por ser supurativas y con inflamacion. Y la infeccién natural de ratas con P. pneumotropica

podria comprometer la investigacion que involucra tejidos como la piel y pulmones.

35.1.8. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un coco grampositivo coagulasa-positivo que cominmente habita en
la piel, tracto respiratorio superior y tracto digestivo inferior de muchos animales, incluidos los
roedores de laboratorio, en los que ocasionalmente causa enfermedad. La transmision es
directa, y la entrada en el cuerpo es a través de roturas en las barreras normales. La
enfermedad ocurre con frecuencia siguiendo los cambios fisiolégicos en el huésped (por
ejemplo, estrés e inmunosupresion). Una variedad de presentaciones clinicas se ha reportado
en ratas y ratones. Estas incluyen lesiones en la cola, dermatitis ulcerativa y pododermatitis
traumatica en ratas; también abscesos faciales y de la glandula prepucial; como automutilacién
del pene en ratones. Las lesiones son mas graves en huéspedes inmunocomprometidos. Las
ratas infectadas tienen alteraciones a nivel del fibrinbgeno en plasma, el nivel de glucosa en
suero, recuento total de leucocitos y de histologia de las heridas. El sello de la infeccién por S.
aureus es la inflamacion supurativa, con formacion de abscesos en practicamente cualquier
érgano. Comunmente, la infeccién ocurre en la piel y en los tejidos subcutaneos, pero también
se puede encontrar en las vias respiratorias superiores, los pulmones, la conjuntiva y en otros
tejidos. La inmunidad a S. aureus se realiza principalmente a través del complemento por
neutréfilos. La inmunidad mediada por células también puede ser importante y contribuir de
manera secundaria a la patogenia. En las lesiones S. aureus produce varios productos
biolégicamente activos, incluyendo hemolisinas, leucocidinas,nucleasa, coagulasa, lipasa,
hialuronidasa, exotoxinas, proteinas de unién a fibronectina y colageno, proteina Ay
enterotoxinas. Muchos de estos pueden ser degradados por las células fagociticas en otros
productos activos. Los efectos de estos productos son numerosos e incluyen la lisis celular;
aumento en la permeabilidad microvascular pulmonar; shock y fallo multiorganico; epidermolisis
e induccion de exceso de suefio y fiebre. Se ha demostrado que la infeccion con S. aureus

altera la respuesta del sistema inmunitario.
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35.1.9. Bordetella bronchiseptica

El motivo para mantener a B. bronchiseptica en listas de agentes patdogenos proviene
principalmente de su asociacion histérica con instalaciones de animales de laboratorio. Faltan
informes actualizados de infecciones por Bordetella adquiridas naturalmente en ratas y ratones.
Se clasificé a B. bronchiseptica entre los agentes "no demostrados de manera concluyente
como patdgenos naturales de ratones o ratas”. Un sistema de seleccién japonés clasifico a B.
bronchiseptica como un patégeno oportunista, no letal, que puede afectar factores fisiolégicos y
funciones y para las cuales se recomendé el monitoreo de rutina en ratas, pero no en ratones.
En una revisién reciente de patégenos naturales de ratones, ratas y conejos de laboratorio, B.
bronchiseptica fue notablemente ausente en las revisiones de ratas y ratones. Claramente es
diferente para animales inmunodeficientes y axénicos que para animales SPF
inmunocompetentes; sin embargo, la incertidumbre que rodea el estado de B. bronchiseptica
como un patégeno natural de ratones y ratas de laboratorio han planteado interrogantes sobre
su control, como por ejemplo si la infeccién subclinica o colonizacién por B. bronchiseptica
interferira con los usos de investigacion de estos animales. En relacion a la biologia del género
se conoce que son bacilos no fermentativos, gramnegativos. Actualmente ocho especies de
Bordetella estan clasificadas en la familia Alcaligenaceae, junto con géneros estrechamente
relacionados de Achromobactery Alcaligenes. Bordetella pertussis, B. parapertussis, B.
bronchiseptica, y B. avium se asocian con enfermedad del tracto respiratorio Bordetella
pertussis causa tos ferina en humanos. Las cepas especificas de hospedador de B.
parapertussis causan enfermedad similar a la tos ferina en humanos y neumonia no progresiva
en corderos. Bordetella bronchiseptica se asocia con infecciones infecciosas como
traqueobronquitis (tos de las perreras) en perros, rinitis atréfica en cerdos y enfermedades del
tracto respiratorio en varios otros mamiferos. Bordetella avium causa coriza en pavos € infecta
varias otras especies aviares. Bordetella hinzii, B. holmesii y B. trematum se han aislado de
infecciones oportunistas de diversos tejidos en humanos. Bordetella hinzii es una comensal en
el tracto respiratorio de los pollos y también se lo encuentra en roedores junto con B.
pseudohinzii, mientras que B. holmesii y B. trematum han sido aislados solo de humanos. La
nueva especie, B. petrii, es inusual en eso, a diferencia de las otras especies estrictamente
aerobias asociadas con animales, donde esta es facultativamente anaerébica y se aisl6 del
medio ambiente. Bordetella pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica comparten muchos

rasgos. Representan una sola genomospecie, con diferencias de subespecies en la
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especificidad del huésped y la virulencia que generan a través de la evolucién independiente de
un progenitor de B. bronchiseptica. Bordetella avium y B. petrii son especies genéticamente
mas divergentes. Los principales factores de virulencia de B. bronchiseptica pueden ser
clasificados en dos grupos: los que promueven la colonizacién, y los que habilitan la bacteria
para escapar de la destruccion en el huésped. La colonizacién se logra mediante la unién por
adherencias bacterianas fimbriales y no fimbriales y por la capacidad de replicarse en el
ambiente restringido de la mucosa del tracto respiratorio. Son al menos cinco tipos de fimbrias
bacterianas proteicas (FIM) producidas por B. bronchiseptica, y dos no fimbriales, adhesinas de
proteinas de membrana externa, hemaglutinina filamentosa (FHA) y pertactina (PRN). La
replicacion en el tracto respiratorio es ayudado por la preferencia de B. bronchiseptica por
aminoacidos facilmente disponibles como fuentes de crecimiento y energia y por la produccién
de sideroforos de hidroxamato y de union; proteinas que movilizan el hierro de la transferrina, la
lactoferrina y hemo. Las propiedades de B. bronchiseptica que le permiten escapar de la
destruccion en el huésped incluyen: toxina dermonecrética (DNT), una citotoxina mitogénica
vasoconstrictora que inhibe los osteoblastos y otras células al alterar la funcién de pequefias
proteinas de unién a GTP involucradas en las vias de sefializacién celular; toxina adenilato
ciclasa, (ACT), una hemolisina que forma poros bifuncionales y toxina adenilato ciclasa que
inhibe las funciones de los fagocitos; citotoxina traqueal (TCT), un dipéptido de muramilo
secretado que estimula el acido nitrico. Produccion de 6xido e interfiere con la funcién
mucociliar; productos de secrecioén tipo lll, productos no definidos que requieren una secrecién
dependiente del contacto para desactivar el factor de transcripcion. NF-kB y causan efectos
moduladores en la respuesta inmune del huésped; lipopolisacarido (LPS), un endotoxina y
antigeno O con efectos biologicos similares a los encontrados en otras bacterias
gramnegativas; y la invasion celular y la supervivencia intracelular, propiedades in vitro que
involucran al epitelio, células dendriticas y fagociticas que pueden jugar un papel en la
persistencia de la infeccion. Bordetella bronchiseptica es principalmente un patégeno
extracelular. Las propiedades de invasion celular y supervivencia intracelular que se estan
investigando actualmente no se han observado in vivo y no son comparables a los de las
bacterias intracelulares facultativas bien conocidas como Mycobacterium spp. o Brucella spp.
La caracteristica mas consistente de la infecciéon por B. bronchiseptica es la colonizacion
prolongada del epitelio de la via aérea ciliada. Muchos de los animales infectados no

desarrollan enfermedad clinica. Los animales jovenes son mas susceptibles, y la enfermedad a
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menudo involucra coinfeccién con otros agentes. La tos es un signo clinico comin de
enfermedad; sin embargo, signos que reflejan una inflamacién neutrofilica. El término
“patdgeno oportunista” ha sido utilizado para B. bronchiseptica es cominmente es aislada de
animales que no tienen signos clinicos de enfermedad, pero no siempre se detalla si su
presencia representa infeccion primaria, recrudecimiento de la infeccion, reinfeccién o
persistencia como flora autéctona. B. bronchiseptica es una infeccién y enfermedad natural en
ratas, que fue reportada en un resumen de Borden y Kulp en 1939, de Beer en 1959, y por
Winsser en 1960. Borden y Kulp la aislaron de los pulmones y la sangre del corazén de un
numero no especificado de ratas en la "etapa aguda de la neumonia". También afirmaron que
la instilacion intratraqueal de cultivos de B. bronchiseptica reproducia las lesiones
macroscopicas e histolégicas de la enfermedad original. Sin embargo, no se dieron detalles ni
el estado de salud de las ratas donantes o receptoras conocidas con respecto a virus u otras
bacterias Beer, concluy6 que B. bronchiseptica no era un patogeno primario. Winsser menciono
que aisl6 a B. bronquiséptica del tracto respiratorio y bulla de una de ratas que tenian una
neumonia mortal con frecuencia. Aunque creia que B. bronchiseptica era responsable de las
muertes, fue incapaz de reproducir la condiciéon. Desde 1960, no se encontraron informes de
enfermedad adquirida de forma natural por B. bronchiseptica y también ha habido poca
informacién para confirmar la presencia continua de infeccién por B. bronchiseptica en ratas.
Se han utilizado pruebas serologicas para monitorizar B. bronchiseptica y encontraron que el
39% de las ratas de colonias usuarias eran positivas mientras que menos del 6% de los ratones
analizados en colonias reproductoras fueron positivos para anticuerpos contra B.
bronchiseptica. Estos informes proporcionan evidencia de que las ratas pueden servir como
huésped para B. bronchiseptica, pero no indica que sea patégeno. En infecciones
experimentales de la rata con B. bronchiseptica ha tenido éxito en la creacion de lesiones del
tracto respiratorio y donde suspensiones o diluciones de cultivo de caldo mataron ratas jévenes
dentro de 24 horas después de la inyeccion intraperitoneal, pero no tuvo ningtin efecto después
de la inyeccion subcutanea. Similarmente altas dosis de organismos indujeron bronconeumonia
en el 100% de las ratas inoculadas por via intratraqueal. Los efectos patologicos que los
investigadores observaron en ratas son dificiles de atribuir por completo a la infeccion por B.
bronchiseptica ya que otros agentes, especialmente micoplasmas y virus, no estaban
monitoreados en todos los casos y las dosis altas utilizadas pueden haber contenido

cantidades abrumadoras de endotoxinas. En condiciones normales y después de exposicion
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intranasal experimental, las ratas tuvieron alta resistencia a la infeccién clinica, pero
desarrollaron un estado portador. En ratones, el Unico informe publicado sobre la enfermedad
adquirida naturalmente debido a la infeccion por B. bronchiseptica es de Keegan en 1920. Las
lesiones incluyeron bronconeumonia, con bronquiectasias marcadas, hiperplasia epitelial
bronquial e infiltracién de linfocitos perivasculares. Estas lesiones son, sin embargo, también es
compatible con micoplasmosis y / o infeccion por Car-bacillus asociada a cilios. B.
bronchiseptica debe ser considerado un invasor secundario. También se ha informado que los
ratones albergan una infeccién subclinica de B. bronchiseptica, aunque parecen mas
resistentes que las ratas a la infeccién, La infeccion por B. bronchiseptica puede propagarse a
ratones en proximidad a cobayos, ratas y otros animales en los que se produce una infeccién
por B. bronchiseptica, aunque los ratones son relativamente insensibles a la infecciéon natural.
Los resultados sugieren que B. bronchiseptica es ocasionalmente aislado de ratones. También
se informd que neumonia espontanea por B. bronchiseptica en ratones SCID. La prevalencia
de B. bronchiseptica es baja en colonias de ratones de laboratorio. Informes que describen las
lesiones patologicas macroscépicas y microscopicas asociadas con infecciones experimentales
en ratas y ratones han sido pocos. Infecciones no letales en ratas inmunocompetentes y en los
ratones se caracterizan por la infiltracién de neutréfilos y en menor medida, células
mononucleares en la mucosa del tracto respiratorio. La severidad ha variado dependiendo de la
dosis y la virulencia de la cepa B. bronchiseptica infectante. En casos mas severos,
microabscesos intraepiteliales y acumulaciones intraluminales de exudados purulentos han sido
acompafados por la pérdida de cilios e hiperplasia. Se cree que la transmisién de B.
bronchiseptica se produce principalmente por contacto directo o gotas de aerosol de animales
infectados. Poco se sabe sobre el estado del portador. Se ha dicho que las ratas infectadas
experimentalmente pueden convertirse en portadoras de por vida y con baja sensibilidad de
deteccion, las tasas de infecciéon dentro de una colonia podria llegar a ser alta antes de ser
detectada. B. bronchiseptica puede sobrevivir en materiales inanimados, como lecho de cama,
basura y agua, por periodos cortos, y potencialmente puede hacerlo. Lo mismo en las
superficies de los animales, como el pelo y la piel. Aunque no hay evidencia de que los
humanos hayan introducido B. bronchiseptica en instalaciones de roedores de barrera. La
eliminacién de B. bronchiseptica de una colonia de roedores es solamente garantizada por la
eliminacién de los animales infectados y la desinfecciéon de todos los materiales, equipos y

superficies estructurales dentro de la instalacion. En la actualidad, no es posible identificar a
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todos los animales infectados debido a la baja prevalencia de portadores en la poblacion y bajo
nivel de desprendimiento en portadores. Aunque el tratamiento con antibiéticos puede parecer
una alternativa atractiva para grupos pequefios de animales. En los efectos sobre la
investigacion se debe poner mayor énfasis en el monitoreo de animales inmunocompetentes
infectados de manera subclinica para determinar qué efectos que la infecciéon pueden tener en
la investigacién y propagacion a otros animales. Es de esperar que, durante el apogeo de la
infeccién aguda, los efectos fisiopatoldgicos de la bacteria pudieran tener efectos adversos en
investigaciones. Se espera que los animales inmunodeficientes sean mas susceptibles a B.
bronchiseptica que los animales inmunocompetentes, pero no hay informacion estadistica
publicada sobre los aislamientos recuperados de animales inmunodeficientes para indicar que
estan mas susceptible a B. bronchiseptica que a otros patdgenos menos considerados. En
hospedadores totalmente inmunocompetentes, al igual que con ratones y ratas
inmunodeficientes mutantes y los roedores modificados genéticamente, B. bronchiseptica no
parece ser un problema importante Por ejemplo, un laboratorio importante de diagnéstico de
roedores con una clientela internacional nunca ha aislado B. bronchiseptica de
inmunodeficientes o ratones o ratas modificados genéticamente, a pesar de procesar cientos
de estos animales cada semana, utilizando medios y técnicas adecuados. Entonces se debe
considerar la falta de evidencia convincente de enfermedad natural en ratas o ratones, aunque
ambas especies son susceptibles de colonizacion persistente. En conclusién los informes de
enfermedad adquirida naturalmente atribuibles a B. bronchiseptica en ratones o ratas han sido
pocos desde 1960. Tampoco esta claro si los ratones y las ratas son hospedadores naturales

de este agente y existe una aparente baja prevalencia del mismo en bioterios.

35.1.10. Pneumocystis carinii

Pneumocystis carinii, clasificado como hongo que habita las vias respiratorias de ratones y
ratas de laboratorio. Es un agente patdgeno solo en condiciones de inmunodeficiencia inducida
o inherente. La transmisién es a través de la inhalacién de quistes infecciosos y no ocurre en
forma transplacentaria. Los signos estan ausentes en animales inmunocompetentes excepto si
han sido inducidos con corticosteroides. Los signos en animales inmunodeprimidos o
inmunodeficientes incluyen actividad reducida, pelaje aspero, disnea, cianosis y muerte. Los

pulmones estan agrandados, oscuros y gomosos. La neumonia puede exacerbarse por una
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coinfeccién de otros patégenos neumotropicos. La recuperacién de infeccié con P. carinii
puede mejorarse con proteina A asociada a surfactante.

La inmunidad (esta relacionada con la edad) se produce tanto a través de mecanismos
humorales y mediados por células, con macréfagos y neutrofilos. La glicoproteina A es el
antigeno inmunodominante de P. carinii y ha demostrado alterar la permeabilidad de la
membrana capilar de los alveolos. Los animales infectados son propensos a desarrollar
neumocistosis severa después de la inmunosupresion y el modelo animal se volvera
inadecuado para la mayoria de los experimentos que involucren el sistema respiratorio.
Pneumocystis murina fue aislado por primera vez de ratones de laboratorio, de ahi su nombre.
P. murina es una especie de hongo perteneciente al género Pneumocytis, caracterizado por su
morfologia multinucleada tipo quiste y asociacién con el tracto respiratorio de los mamiferos. P.
murina es particularmente notable por su infeccion exclusiva de ratones de laboratorio y su
papel como modelo importante para estudiar enfermedades humanas,

especificamente infecciones por Pneumocystis jirovecii en pacientes

inmunocomprometidos. Pneumocystis murina fue identificada filogenéticamente y descrita por
primera vez como una especie distinta por Keely, SP, Fischer, JM, Cushion, MT y Stringer, JR
en 2012. Es unico por varias razones. En primer lugar, s6lo se encuentra en ratones de
laboratorio, no en entornos naturales. En segundo lugar, es un patégeno que causa la
formacion de quistes en el tracto respiratorio de ratones de laboratorio inmunocomprometidos,
lo que provoca signos clinicos de infeccion como disnea, pérdida de peso, postura encorvada
y piel escamosa . P. murina no es comestible ni cultivable, y no se puede cultivar in vitro. [ El
hongo se transmite entre ratones por inhalacion o mediante la eliminacién de P. murina de un
huésped a otro. Sirve como un modelo importante para estudiar enfermedades humanas, en
particular las infecciones por Pneumocystis jirovecii , que son una causa importante de
morbilidad y mortalidad en personas inmunocomprometidas, como aquellas con VIH/SIDA o
pacientes que reciben terapias inmunosupresoras. Los aspectos Unicos de Pneumocystis
murina lo convierten en un modelo invaluable para estudiar el patégeno humano Pneumocystis
Jirovecii, ya que ambos patégenos comparten caracteristicas biolégicas y moleculares similares.
La investigacion sobre P. murina ha contribuido al desarrollo de nuevas estrategias de
tratamiento y prevencién de infecciones por P. jirovecii en pacientes inmunocomprometidos.
Uno de los desafios criticos en el estudio de P. murina y P. jirovecii es su incapacidad para

cultivarse in vitro, lo que ha dificultado la comprensién de sus ciclos de vida y el desarrollo de

103



terapias dirigidas. Sin embargo, los avances recientes en biologia molecular y técnicas de
imagenes han permitido a los investigadores obtener mas informacién sobre la biologia

y patogénesis de estos organismos. Las infecciones por P. murina en ratones de laboratorio
sirven como una herramienta esencial para comprender la interaccion huésped-patdgeno , la
respuesta inmune y los posibles tratamientos para la neumonia por P. jirovecii (PJP) en
humanos. A medida que la incidencia de PJP continia aumentando debido al creciente
numero de personas inmunocomprometidas, la necesidad de estrategias efectivas de
tratamiento y prevencién es primordial. La investigacion sobre P. murina y sus caracteristicas

Unicas es muy prometedora para abordar este importante desafio de salud publica.

35.2. Patogenos del Sistema Digestivo

35.2.1. Citomegalovirus del raton (MCMV)

El citomegalovirus de raton (MCMV) es un virus DNA de la familia Herpesviridae que se
encuentra principalmente en las glandulas salivales submandibulares de los ratones. Se cree
que su prevalencia en colonias de ratones de laboratorio es baja, aunque los resultados del
diagnéstico se ven afectados por el método de deteccidn pues persisten en las glandulas
salivales de los animales infectados.

La transmisién es a través del contacto con saliva infectada, generando infecciones latentes
pueden darse en los rifiones, prostata, pancreas, testiculos, corazén, higado, pulmones, bazo,
neuronas de la corteza cerebral e hipocampo, y células del tejido mieloide. Puede ocurrir
transmision vertical transplacentaria. Las infecciones naturales de ratones inmunocompetentes
con MCMYV son de naturaleza subclinica y los cambios patolégicos se limitan a encontrar en
células de glandulas salivales agrandadas (citomegalicas) inclusiones intranucleares. En una
infeccion experimental puede generar adrenalitis aunque sin compromiso de la funcion
suprarrenal. Los efectos de una infeccidén experimental dependen de una variedad de factores
del huésped; en ratones recién nacidos e inmunocomprometidos es mas severo y los ratones
de la cepa BALB / ¢ son mas susceptibles a la infeccion que C57BL / 10 y CBA/J. Aunque los
ratones C57BL / 6 infectados con MCMV desarrollan una inflamacién mas notoria con lesiones
que afectan la aorta ascendente y la arteria pulmonar que los ratones BALB / c. La inmunidad
es mediada principalmente por células T CD81 y células NK que desempefian papeles criticos
controlando la replicacion de MCMV. La infeccién natural por MCMV no se ha demostrado que

pueda interferir con los resultados de la investigacién, sin embargo una la infeccion
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experimental puede alterar una variedad de funciones fisioloégicas del huésped, incluyendo
depresion de anticuerpos y produccion de interferon, aumento del nimero de linfocitos CD41
en lavado de fluidos broncoalveolares, proliferacion de linfocitos y rechazo alogénico de injertos
de piel; disminucién de la fecundidad; trombocitopenia; exacerbacién de la calcificacion
cardiaca normal. Los casos naturales de citomegalovirus de rata (RCMV) han sido reportados
en ratas salvajes pero no de laboratorio. La biologia y la fisiopatologia de las infecciones por
RCMV de forma experimental son similares a la de una infecciéon por MCMV. La infeccién
natural de ratones y ratas de laboratorio podrian interferir en la investigacion a través de

alteraciones de una variedad de funciones inmunolégicas.

35.2.2. Parvovirus

El estudio de los parvovirus que infectan a los roedores tiene su origen cuando el MVM, virus
Kilham de la rata (KRV) y virus Toolan (H-1) fueron descubiertos como contaminantes de
cultivos de células, al igual que la mayoria de las especies de parvovirus. Dos especies infectan
naturalmente a los ratones de laboratorio: MVM y el parvovirus del raton (MPV, del inglés

mouse parvovirus).

Familia Parvoviridae, subfamilia Parvovirinae, Género Protoparvovirus, Virus que infectan a los

roedores. Clasificacion propuesta por el Comité internacional de taxonomia viral.

Rodent protoparvovirus 1

H-1 parvovirus
H-1 parvovirus (H1)

Kilham rat virus
Kilham rat virus (KRV)

Lulll virus
Lulll virus (Lulll)

Minute virus of mice
Minute virus of mice (prototype) (MVMp)
Minute virus of mice (immunosuppressive) (MVMi)
Minute virus of mice (Missouri) (MVMm)
Minute virus of mice (Cutter) (MVMc)

105



Mouse parvovirus 1
Mouse parvovirus 1 (MPV1)
Mouse parvovirus 2 (MPV2)
Mouse parvovirus 3 (MPV3)
Mouse parvovirus 4 (MPV4)
Mouse parvovirus 5 (MPV5)
Hamster parvovirus (HaPV)
Tumor virus X
Tumor virus X (TVX)
Rat minute virus 1 (RMV1)
Rodent protoparvovirus 2
Rat parvovirus 1 (RPV)

35.2.3. Virus diminuto del Raton (MVM)

El virus diminuto del ratén (MVM, del inglés Minute virus of mice) forma parte de la familia
Parvoviridae (del latin parvus = pequefio) que incluye a virus que infectan a vertebrados e
invertebrados, estan filogenéticamente relacionados y probablemente derivan de un ancestro
comun ya que comparten propiedades biolégicas. Esta familia viral se encuentra actualmente
en proceso de reclasificacion y sus miembros se agrupan en dos subfamilias, la subfamilia
Densovirinae (virus de los invertebrados) integrada por cinco géneros y la subfamilia
Parvovirinae (virus de los vertebrados) constituida por ocho géneros. Los parvovirus que
infectan a los roedores, entre ellos el MVM se encuentran dentro del género Protoparvovirus.
Actualmente son descritos el MVMCR (la cepa original de Crawford -1966-), MVMp (cepa
prototipo obtenida por purificacion en placa de MVMCR), MVMi (variante inmunosupresora
descubierta en 1976), MVMc (cortador) aislada durante la década de 1980 como contaminante
de células BHK-21 que eran utilizadas para producir una proteina recombinante en un
laboratorio comercial y MVMm (Missouri), aislado de ratones NOD homocigotas infectados de
la Universidad de Missouri. En conclusion, desde el descubrimiento de MVM a la actualidad,
solo dos cepas han sido estudiadas extensamente, el MVM(p) y el MVM(i) y mientras que
MVM(c) y MVM(m) no han generado interés en la investigacién debido a que presentan las
mismas caracteristicas que MVM(p). Esta estructura y la ausencia de envoltura hacen que el

MVM al igual que el resto de los parvovirus sea extraordinariamente resistente a las
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condiciones ambientales. El virus es inactivado después de someterlo a 100°C por 15 minutos,
80°C por 2 horas 0 40°C en un maximo de 60 dias. También es resistente a la desecacion, al
pH entre 2 y 11, al cloroformo, éter y al alcohol.

Algunos autores demostraron que la transmision de MVM entre animales infectados y
susceptibles ocurre en forma horizontal principalmente y puede producirse por contacto directo
0 por contacto nasal-oral, como también por contaminacién urinaria o fecal, fomites, comida
contaminada y el lecho de la cama sucia. Se demostr6 que los aerosoles no son importantes en
la transmision.

La infeccién transplacentaria del feto en desarrollo, fue demostrada por infeccion experimental
para MVM vy otros parvovirus en varias especies de roedores, por ende también la transmision
vertical es una posibilidad de propagacion de virus en las colonias. En experiencias posteriores
se demostr6 que los embriones de ratén con la zona pelusida intacta no son susceptibles a la
infeccion por MVM, sin embargo, se encontré la infeccién de embriones con MVM y MPV en
experiencias de transferencia embrionaria de rutina. Esto sugiere que en la técnica de
transferencia embrionaria utilizada para la limpieza de colonias contaminadas, podrian existir
alteraciones en la zona pelusida de los embriones y los mismos se infectarian con parvovirus.
Se ha demostrado que la sensibilidad de infeccién por MVM es genotipo y en algunas cepas
también género dependiente y se han citado casos de sensibilidad y seroconversiéncon a MVM
en tres fenotipos diferentes de ratones, por ejemplo ratones C57BL/6N, FVB/N (endocriados) y
NMRI (exocriados) son resistentes a la infeccion, requiriendo dosis infectivas del orden de 10 a
100 veces mayores comparadas con las necesarias para infectar a ratones de las cepas
BALB/c o CD1. También se demostré que en neonatos de la cepa DBA/2 este virus genera una
hemorragia intestinal letal al igual que en la BALB/c y en la C3H. Otros autores también afirman
que algunas cepas de ratones heterogénicas e isogénicas como ser SW, ICR, BALB /c y C3H
son mas susceptibles a la infeccién por MVM. Los anticuerpos (Ac) maternos de madres no
infectadas durante la gestacion, protegen a los neonatos durante el periodo de lactancia hasta
6 a 8 semanas de edad, pero la mayoria de los ratones nacidos en colonias infectadas se
infectan luego a los dos o tres meses de edad. El MVM causa una enfermedad aguda y
autolimitante a diferencia del MPV que puede causar una infeccion persistente en ratones
jovenes y adultos y siendo el virus eliminado de forma intermitente durante mas de seis
semanas. La inmunidad pasiva declina alrededor de las cuatro semanas y los ratones jovenes

son mas propensos a contraer la infeccion por MVM en comparacion con los adultos, ademas
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no se produce proteccion cruzada de inmunidad humoral para MVM o MPV. Los animales
infectados con MVM eliminan el virus por periodos relativamente largos y de forma transitoria.
MVM puede ser eliminado durante cuatro semanas. Se detecto la eliminacion de MVM a través
de las heces por la técnica de PCR en muestras de ratones provenientes de una colonia
infectada naturalmente y en el 70% de los ratones controlados mostraron que MVM era
detectado en los animales a partir de las 5 semanas de edad y declinaba progresivamente
hasta llegar a la 13 semana de edad, periodo en el cual todos los animales fueron negativos
para el virus. Los porcentajes mas altos de los animales positivos para MVM (70% a 60%) se
observaron cuando estos eran de 6 a 9 semanas de edad. Estos datos implican que los ratones
jovenes estan protegidos en las primeras semanas de vida por los Ac de la madre. Cuando
esta proteccion pasiva disminuye para el final del primer mes, los animales se vuelven
susceptibles y son infectados con el virus. MVM es capaz de establecer una infeccién enzoética
en colonias de laboratorio, siendo asintomatica la infeccién en animales adultos
inmunocompetentes y en ausencia de manipulacién experimental. No hay, por lo tanto,
procedimientos fiables de inspeccion externa para un diagnostico clinico o morfolégico de
infeccion por MVM. La infeccion por MVMp en ratones adultos es restringida al tracto intestinal
y se han citado esplenomegalias en inoculaciones experimentales; mientras que MVMi produce
infeccion sistémica con necrosis renal papilar y alteraciones hematopoyéticas. Numerosos
estudios sobre la patogenia de MVM han demostrado que, en general, causan anormalidades
fetales y neonatales, destruyendo poblaciones especificas de células que proliferan
rapidamente durante el curso normal del desarrollo. En los animales adultos esto no ocurre, ya
que son resistentes porque los tejidos estan mitéticamente inactivos y en consecuencia no hay
una enfermedad manifiesta. Un estudio asociado a una infeccién de origen natural con MVM
produjo retraso del crecimiento, reduccién de la fecundidad y muerte prematura en ratones
NOD homocigotos. Ratones deficientes en linfocitos B (Igh-6-/-) naturalmente infectados con
MVM mostraron un sindrome de enanismo, fecundidad reducida prematura, anemia y
leucopenia, indicando que MVM habia infectado células progenitoras hematopoyéticas en el
bazo y la médula 6sea. Los ratones inmunodeprimidos son particularmente sensibles a la
infeccion de MVVM en los primeros dias de vida. En las infecciones causadas por MVM en
ratones adultos, encontramos que pueden estar restringidas al tracto entérico sin lesiones
excepto en animales inmunodeprimidos, o producir efectos inmunomoduladores por una

induccién débil de interferdn in vivo y de IFN-beta, TNF-alfa e IL6 in vitro. También puede
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producirse una infeccién sistémica en neonatos asociada con necrosis papilar renal y la
interrupcion hematopoyética. En infecciones experimentales con MVMi en los neonatos de
C57BL/6 se observa que son muy resistentes a la infeccion letal, mientras que neonatos de las
cepas BALB / c, SWR, SJL, CBA y C3H desarrollan infarto renal con sangrado papilar. La cepa
C3H también puede presentar sangrado intestinal y acelerar la involucién de la hematopoyesis
hepatica. Otra caracteristica de la infeccién por MVM en forma experimental en ratones
neonatos es la hipoplasia cerebelar que con frecuencia conduce a una ataxia crénica. De esta
manera, se demostrd que esta condicion era a causa de un agotamiento de origen viral en una
poblacién de células que esta proliferando rapidamente y en este caso, en células de la corteza
granular del cerebelo. Posteriormente se demostré que estas lesiones caracteristicas ocurren
en infecciones naturales por MVM en ratones durante el periodo prenatal mostrando también
hipoplasia cerebelar y ataxia debido a la accién viral selectiva con rapida proliferacién de la
capa germinal externa del cerebelo. El endotelio vascular y sistemas hematopoyéticos y
linforreticulares (que comprenden diferentes tipos de células) que proliferan y se diferencian en
el adulto y en el recién nacido, son por lo tanto blancos comunes de MVM y las lesiones y
signos clinicos de la enfermedad se deben a la infeccién de esos tejidos. Asi como sucede en
los ratones recién nacidos, también aquellos que se infectan en el Gtero son susceptibles a la
enfermedad, ya que poseen un gran nimero de células en divisiéon para la replicacién del virus
debido a que MVM traspasa la placenta y establece infecciones del feto. Un numero de factores
afectan el resultado de infecciones fetales experimentales, tales como la ruta de inoculacion,
dosis y cepa viral, la especie huésped prefiada y los ratones infectados durante la gestacion.
En algunos casos, la inoculacién temprana con una gran dosis de MVM durante la gestacion,
dara lugar a una infeccién letal en forma generalizada y devastadora, con una participacion de
gran parte del tejido mesodérmico del embrion que resulta en una reabsorcion o momificacion
fetal. La infeccidn en tiempos finales de la gestacion puede producir descendencia viable pero
ademas del desarrollo de una hipoplasia cerebelar mencionada anteriormente, se puede
también desarrollar una encefalopatia hemorragica o enteritis y hepatitis neonatal. Ademas, la
participacion de poblaciones de células con alta actividad mitética durante o después de la
infeccion es una caracteristica consistente de estas enfermedades. Por lo tanto, en las
infecciones experimentales se observa que tanto el genotipo del ratén huésped, la dosis viral y
la via de inoculacion, afectan el curso de una infeccion exitosa como también el desarrollo de

una enfermedad en el caso que el virus alcanzara al feto en desarrollo. Los efectos del tiempo
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de infeccion por MVM durante la gestacion sugieren que diferentes tipos de células en
diferentes tejidos embrionarios pasan por un estado de sensibilidad y estan secuencialmente y
transitoriamente “en riesgo” durante el desarrollo fetal. Este “periodo de riesgo” se corresponde
con el tiempo de proliferacion rapida de determinado tipo celular durante el proceso de
organogénesis. El requerimiento de la transicion Fase-S celular para la infeccion productiva
mencionada anteriormente ha sido propuesto como base para el tropismo del tejido especifico
observado durante la infeccién por MVM y para explicar la resistencia de un animal adulto en
comparacion con el feto o neonato. En los roedores neonatos murinos se demostr6é que son
incapaces de recuperarse de una infecciéon por MVM debido a la inmadurez de su sistema
inmune como consecuencia del virus. Una infeccion prenatal puede causar la pérdida parcial o
completa de la camada debido a la necrosis de los tejidos linfaticos, hematopoyéticos y
trombocitopenia, mientras que los progenitores permanecen aparentemente normales. Aunque
la actividad proliferativa celular parece ser un pre-requisito para érganos diana, esta claro que
no todos los tejidos que crecen rapidamente, estan necesariamente sujetos a una infeccion por
MVM. La mayoria de los tejidos en un adulto estan mitéticamente inactivos en comparacién con
los del feto o neonato, pero varios tejidos como el epitelio intestinal y el sistema
hematopoyético que contienen grandes nimeros de células en una activa mitosis es de esperar
que estas células, las cuales son esenciales para la supervivencia y el bienestar del organismo
huésped, sean el blanco del ataque del parvovirus en el adulto que le permiten mantenerse en
la colonia en forma latente o en ausencia de lesiones. En la actualidad no existen estudios
suficientes en animales transgénicos y que son utilizados en gran namero en investigaciéon que
pueden ser susceptibles de infecciones a MVM, sin embargo en ratones SCID adultos con
inmunodeficiencia combinada grave, produce un agotamiento de los precursores
hematopoyéticos en la médula 6sea, que conduce a leucopenia grave y la eritropoyesis
acelerada, que afecta la repoblacion, de células madre hematopoyéticas a largo plazo.
Estudios in vitro proporcionan evidencia para las variaciones de la cepa de MVM en el genotipo
animal, tropismo tisular y el potencial de cambios a ocurrir por mutacion en el rango de los
diferentes tipos de células que una determinada cepa viral puede infectar. Por lo tanto, una
simple explicacién de la posible aparicion de cepas de virus patogénicas para un huésped
adulto transgénico o no, es que dichos virus han mutado para incluir, dentro de su repertorio de
los tipos de células productivas, a algunas que proliferan rapidamente en el animal maduro,

pero también se podria predecir que la presion evolutiva hacia un estilo de vida enzooético y de
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aislamiento en poblaciones de hacinamiento, tales como son los bioterios con colonias de
roedores de laboratorio, pueden llevar a la eliminacion del repertorio de las cepas comunes
estudiadas de los parvovirus de roedores. Estudios in vitro sobre la especificidad de la célula
diana han proporcionado significante apoyo para la hipo6tesis de que el crecimiento del virus
litico se modula por componentes regulados por el desarrollo realizado en el huésped a un

nivel celular han reportado que las células activamente en divisiéon de un embrién temprano de
ratén son resistentes a la lesiéon y muerte por MVM. Células de carcinoma embrionario murino y
las células madre de teratocarcinoma son también resistentes a MVM al igual que muchos de
sus diferentes derivados celulares. Sin embargo, cuando estas células son inducidas a
diferenciarse in vitro, dan lugar al menos a un tipo de célula diferenciada, parecida a un
fibroblasto, el cual permite la replicacién productiva de MVM. Estos estudios demostraron que
el ciclo celular, aunque es necesario, no es suficiente para la replicacién litica, productiva de los
parvovirus, y que el tipo y estado de diferenciacion celular de la célula huésped es de suprema

importancia.

35.2.4. Parvovirus de raton tipo 1-5

El MPV-1, anteriormente conocido como parvovirus huérfano, es un patégeno reconocido y
muy prevalente en colonias de ratones de laboratorio. Son virus de la familia Parvoviridae. El
MPV-1 requiere de células en activa divisién mitética (S1) para su replicacion. El virus se
elimina por via urinaria, fecal y, tal vez, por vias espiratorias. La transmision directa a partir de
elementos, tejidos contaminados o cama sucia o también puede ocurrir después de una
exposicidn experimental a lineas seleccionadas de células T infectadas. Las infecciones
naturales de los ratones son generalmente asintomaticas y apatogénicas, incluso en ratones
neonatos e inmunocomprometidos pero cuando los animales son sometidos a experiencias que
impliquen un stress, el MPV-1 afecta los procesos vinculados a proliferacion celular,
modulacién directa y disfuncién de los linfocitos T y alteraciones en los patrones de rechazo de
tumores y aloinjertos cutaneos. En ratones inmunocompetentes, se produce replicacién viral en
el pancreas, bazo, intestino delgado, los érganos linfoides y el higado. El virus puede persistir
durante varias semanas y la replicacion viral es mas extendida en ratones inmunodeficientes.
MPV-1 tiene alguna reactividad cruzada antigénica con el virus diminuto del raton, debido a dos

proteinas no estructurales altamente conservadas que no permite la discriminacion viral en
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técnicas serolégicas como IFl y ELISA estandar. El parvovirus de rata, designado RPV-1puede

suprimir el desarrollo de tumores linfoides.

35.2.5. Rotavirus murinos (Virus EDIM y EDIR)

La enfermedad causada por el rotavirus del raton, es conocida como diarrea epizodtica de
ratones neonatos y es comunmente diagnosticada en ratones de laboratorio jovenes con
diarrea. Los rotavirus son virus dsRNA de la familia Reoviridae. El rotavirus del ratén es un
miembro del grupo A de los rotavirus, que infectan una variedad de hospedadores vertebrados,
incluyendo los humanos Se han identificado mdltiples cepas de rotavirus de ratén y la infeccion
es muy contagiosa y se adquiere a través de la exposiciéon a cama sucia contaminada o en el
aire y por contacto con ratones infectados. No es de transmisién transplacentaria. Los ratones
son los mas susceptibles desde el nacimiento hasta las 2 semanas de edad, posiblemente
debido a las caracteristicas transitorias de los enterocitos intestinales. El virus se elimina a
través de las heces por aproximadamente 10 dias postinfeccién. No se conoce un estado
portador, con diseminacion fecal persistente, de bajo nivel. Los signos clinicos generalmente se
ven solo en ratones infectados dentro de las primeras 2 semanas de vida que incluyen una
deposicién acuosa, color mostaza, letargo y abdomen distendido. La infeccién y patologia
progresan desde el intestino proximal al distal. Los enterocitos vellosos apicales se ven
afectados principalmente y pueden ser de aspecto vacuolados y contienen nucleos picnéticos.
Desarrollan una mala absorcion y una diarrea osmética con un gran desarrollo de Escherichia
coli que puede contribuir al patron clinico-patolégico. Los ratones atimicos nude no son mas
susceptibles a la enfermedad del rotavirus que las cepas inmunocompetentes. En cambio, los
ratones con inmunodeficiencia (ratones scid / scid) se ve afectados mas severamente. El
rotavirus se une a las células intestinales del raton a través de unas glicoproteinas que
contienen restos de acido sialico. Pero se conoce que las mucinas intestinales pueden inhibir la
infeccion del rotavirus siendo una barrera a la infeccion. La inmunidad a la infeccion por
rotavirus en ratones se produce por anticuerpos, células presentadoras de antigenos y
linfocitos T. La proteccion puede estar relacionada con la replicacion intestinal del virus en
lugares de caracteristicas inmunogénicas especificas. Cuando ocurre una infeccion por
rotavirus puede alterar la fisiologia del huésped de muchas maneras y por lo tanto interferir en
la investigacion de estudios que involucran el sistema gastrointestinal produciendo cambios en

la fisiologia intestinal alterar los resultados de estudios de dieta y nutricionales. El rotavirus de
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la rata (RVLA), también es un virus dsRNA en la familia Reoviridae. A diferencia del rotavirus
de ratén, RVLA ha sido clasificado provisionalmente como un rotavirus del grupo B que afectan
a ratas y humanos. La transmision es probablemente por contacto directo, con heces
contaminadas y fémites. Los signos clinicos se observan en ratas de 1 a 11 dias de edad y
consisten en crecimiento deficiente, diarrea y dermatitis perianal. Estos signos condujeron a la
designacion "diarrea infecciosa de ratas lactantes”.

Los cambios patolégicos incluyen deposiciones acuosas, descoloridas; atrofia vellosa y
necrosis epitelial del intestino delgado; mayor profundidad de las criptas; y la formacién de
células sincitiales.

La infeccién por RVLA da como resultado un estado de diarrea y absorcion deficiente de sodio.
Poco se sabe acerca de los mecanismos inmunes en la infeccion por RVLA, pero es probable
haya similitudes con la inmunidad que ocurre en el ratén, entonces ademas de la inmunidad

adquirida, intestinal, estan las mucinas que pueden inhibir la replicacion del rotavirus.

35.2.6. Norovirus murino (MNV)

Es un Caliciviris. Después del descubrimiento del MNV-1, en 2003 se han descrito tres nuevas
cepas de MNV: MNV-2; MNV-3 y MNV-4, que son capaces de inducir una infeccion persistente,
mientras que el MNV-1 induce a una infeccioén transitoria. El tropismo celular del norovirus aun
no esta bien aclarado, aunque hay evidencias de que los enterococos de la porcion proximal
del intestino delgado representan el sitio de replicacién. Los datos recientes reportan que los
norovirus son capaces de infectar, especificamente, células inmunes, érganos linfoides,
incluyendo placas de Peyer, como se demuestra en ratones, y que también se replican en
células presentadoras de antigenos, como células dendriticas, macrofagos y células B. Las
particulas virales son altamente resistentes, mantienen la infectividad en pH 2,7 por hasta 3
horas a temperatura ambiente. La viabilidad también se mantiene después del tratamiento con
éter 20% a 4 ° C durante 18 horas o aun a la incubacién a 60 ° C durante 30 minutos. Las
concentraciones de hipoclorito de sodio de 5.000ppm por 1 minuto o 3.000ppm durante 10
minutos se consideraron eficientes en la inactivacion de Norovirus, junto con la utilizacién de
glutaraldehido y yodo. Son resistentes a la desinfecciéon por amonio cuaternario, disolventes
organicos, etanol 75% e hipoclorito de sodio a 300ppm. La irradiacion ionizante (ultravioleta) y
no ionizante (gamma) mostré inactivar algunos calicivirus, aunque no hay informes especificos

de la eficiencia de este método para el norovirus murino (MNV). Los ratones inmunodficientes
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son capaces de hacer la infeccién persistente con excrecion de particulas virales infecciosas
por periodos prolongados pero ocurre un clearance viral en ratones inmunocompetentes. La
infeccion por MNV-1 en ratones inmunocompetentes demuestra que el virus es capaz de
replicar y diseminar por varios érganos como: bazo, pulmén, higado y ganglios mesentéricos.
En los efectos sobre la investigacion se conoce que tiene una alta prevalencia de infeccién en
ratones utilizados en experiencias. En analisis histolégicos se observo la presencia de una
enteritis ligera, hipertrofia de la pulpa roja y pulpa blanca del bazo e infiltrado inflamatorio en
hepatocitos. Es importante destacar que el MNV tiene un tropismo para infectar a los
macrofagos y las células dendriticas, y mas recientemente se ha informado que infecta las
células B. La infeccién de las células inmunes por lo tanto plantea la posibilidad de que el MNV
pueda ser un factor de alteracion de resultados en modelos de ratén de enfermedad
inflamatoria. La infeccién de ratones inmunodeficientes con MNV-1 revelé neumonia, hepatitis,
encefalitis, meningitis y vasculitis de los vasos cerebrales. En general, las lesiones hepaticas
asociadas a MNV son significativas solo en ratones inmunodeficientes.

El virus puede causar infecciones persistentes en ratones de laboratorio y se elimina en las
heces por tiempo prolongado. Como se describi6é anteriormente, la infeccién por MNV puede
alterar algunos modelos de enfermedad en ratones, pero puede tener poco o ningtin impacto
en otros modelos. Esta respuesta variable puede deberse a una serie de factores que incluyen

el modelo de enfermedad particular en estudio o las diferencias en la patogenicidad.

35.2.7. Virus timico del ratéon (MTV)

Se sabe relativamente poco del virus timico (MTV) debido a la incapacidad de cultivar el virus in
vitro.

MTV es considerado un miembro de flia Herpesviridae y son virus dsDNA. La transmision es
por contacto y via directa y posiblemente por via transmamaria. Las infecciones naturales son
subclinicas. Los cambios patolégicos son limitados a una necrosis linfoide transitoria del timo,
ganglios linfaticos y en bazo de ratones neonatales. El timo se ve mas gravemente afectado,
especialmente los linfocitos T, los linfocitos CD8 son lisados selectivamente por MTV. Los
linfocitos T auxiliares y T citotdxicos pueden estar involucrados. El virus también infecta y
persiste en las glandulas salivales. Se ha demostrado que la infeccion por MTV reduce la
capacidad de respuesta de las células T. Por lo tanto, las infecciones con este virus podrian

interferir temporalmente con el sistema inmunolégico.
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35.2.8. Reovirus tipo 3 (Reo-3)

Los reovirus de mamiferos estan agrupados en los serotipos 1, 2 y 3. El reovirus tipo 3 es el
mas patdgeno de los reovirus de roedores de laboratorio. La importancia primaria del reovirus
tipo 3 es como contaminante de trasplante tumoral y de lineas celulares. El Reovirus tipo 3 es
un dsRNA de la familia Reoviridae. La transmisién es principalmente a través del contacto
directo. Sin embargo, también existe la transmision del virus por apareamiento aunque no se da
por via transplacentaria. Las infecciones con el Reovirus-3 es casi siempre asintomatica. Los
efectos de la infeccién natural con Reovirus tipo 3 se limitan a lisis de tumores asciticos
trasplantables, inhibir la sintesis de ADN celular e inducir apoptosis, causa afluencia de
neutréfilos pulmonares y miocarditis aguda Los ratones atimicos (nu / nu) no son mas
susceptibles a la enfermedad que los ratones inmunocompetentes. En menor medida, las ratas
infectadas con Reovirus tipo 3 desarrollan pancreatitis y efectos similares que en ratones. Los
signos clinicos pueden darse en las camadas de crias de ratones infectados con Reovirus tipo
3: retraso del crecimiento, diarrea, pelo hirsuto, alopecia abdominal e ictericia. Los cambios
patolégicos consistieron en aumento de tamario de drganos, necrosis hepatica; y rifiones de
color amarillo. La inmunidad a la infecciéon por Reovirus tipo 3 es principalmente humoral pero
también involucra a los linfocitos T. Los anticuerpos protectores pueden actuar al menos
parcialmente inhibiendo el ingreso y desprendimiento proteolitico intracelular del virion. Una
infeccion natural de Reovirus 3 en roedores de laboratorio podria alterar los estudios

intestinales y multiples funciones de respuesta inmune.

35.2.9. Hantavirus

La Fiebre Hemorragica con Sindrome Renal (FHSR) y el Sindrome Cardiopulmonar por
Hantavirus (SCPH) son enfermedades emergentes transmitidas por roedores que son
causadas por los miembros del género Hantavirus, familia Bunyaviridae. Los hantavirus son
principalmente transmitidos a humanos a través de la inhalaciéon de aerosoles contaminados
provenientes de las excretas de roedores; sin embargo, la transmision persona a persona
también ha sido descrita. EI genoma de los hantavirus consiste de tres segmentos de ARN
monocatenario de polaridad negativa: largo (L), medio (M) y S (pequefio). Estos segmentos
codifican una ARN polimerasa viral, un precursor de glicoproteinas que es procesado en dos

glicoproteinas de envoltura (G1y G2), y una proteina de la nucleocapside (N),

115



respectivamente. Cada hantavirus esta predominantemente asociado a un huésped roedor
especifico en una region geografica determinada; sin embargo, la infeccion de huéspedes
roedores relacionados mediante el fendmeno del spillover puede ocurrir. La estrecha
asociacion entre cada uno de los hantavirus y una especie de roedor particular y el analisis
filogenético de los hantavirus sugiere que éstos coevolucionaron con sus huéspedes. Las
restricciones geograficas y ecolégicas de los roedores divide estos virus dentro de dos grupos
filogenéticamente distintos, uno en Eurasia (viejo mundo) asociado con FHSR y el otro en las
Américas (nuevo mundo) asociado con SCPH. En Norte y Sur América, estos hantavirus
asociados a SCPH incluyen algunos genotipos distintos, donde han sido clasificados en grupos
denominados “linajes”.

El primer hantavirus asociado con brotes epidémicos respiratorios agudos fue el virus Sin
Nombre (SNV) que aparecié en el sudoeste de EE.UU. en 1993. Desde entonces, mas de 15
variantes de hantavirus se han notificado en todo el Hemisferio Occidental. En Argentina, los
casos de SCPH fueron identificados retrospectivamente a principio de los afios 80. Desde
entonces, han sido reconocidas tres areas endémicas de SCPH geogréfica y ecolégicamente
distintas: la zona noroeste subtropical de Oran, entre las Provincias de Salta y Jujuy, cerca de
la frontera con Bolivia; la regidén templada central de las pampas, entre las provincias de
Buenos Aires, Santa Fe y Entre Rios, y la regién boscosa y fria de El Bolsén, Provincia de Rio
Negro en el suroeste Argentino, cerca al rango Andino (Patagonia). Durante la primavera de
1996, un brote importante en El Bols6n, Rio Negro, afecté a 18 personas, cuatro de ellas eran
médicos que vivian en la zona. Antes que este brote sucediera, un caso fatal de SCPH ocurrié
en esta misma regién en 1995 y un nuevo hantavirus denominado virus Andes, distinto al virus
Sin Nombre, fue parcialmente caracterizado. Durante este brote, los datos epidemiologicos,
moleculares y ecolégicos confirmaron la transmision persona a persona, particularmente
cuando un médico que habitaba una regién no endémica se infect6 al estar en contacto con
pacientes de SCPH. Esta infeccién no ha sido previamente notificada con otros miembros del
género Hantavirus. Sin embargo, nueva evidencia epidemiolégica y molecular apoya la
transmision persona a persona del linaje AND Sout. Desde 1997 hasta 2001, las notificaciones
de casos compatibles con SCPH se mantuvieron en un rango de 51 a 82 casos, que ocurrieron
particularmente en las provincias de Salta y Jujuy en el noroeste, Santa Fe y Buenos Aires en
la zona central, y las provincias de Rio Negro, Chubut y Neuquén en el sur. Salta continda

siendo la provincia de Argentina con el nUmero més alto de casos de SCPH notificados por
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afio, excepto para 1995, cuando un evento de transmisién intrahumana de SCPH que involucré
16 casos ocurrié en el sur de este pais. Actualmente, Argentina posee el mayor numero
notificado de casos de SCPH en las Américas, el cual hasta finales del afio 2004 se habia
incrementado a mas de 500 casos, con tasas de letalidad que variaron de acuerdo a la region;
norte:19%; sur (21%) y centro (28.1%). Un incremento en el nimero de casos de SCPH fue
hallado entre 1995 y 1999. Sin embargo, los porcentajes de letalidad identificados durante este
periodo disminuyeron notablemente desde que el primer brote de SCPH fue observado en El
Bolsén en 1995. Quizas el numero de pacientes curados seria la causa principal de la
disminucién de las tasas globales de letalidad identificadas durante este periodo. Hasta 1995,
no se habian detectado en Argentina casos de SCPH en nifios menores de 12 afios. Sin
embargo, posteriormente una proporcion de casos en nifios, mayor que la observada en los
EE.UU., ha sido notificada en este pais. Los estudios ecologicos y de serovigilancia en
roedores del centro de Argentina confirmaron la presencia de anticuerpos para hantavirus en
dos especies sigmodontinas: Akodon azarae (9.3%) y Oligoryzomys flavescens (13.5%) (Tabla
1).

El analisis filogenético del genoma de ARN viral hallado en A. azarae y O. flavescens determin6
la circulacion de dos hantavirus previamente conocidos: Pergamino y Lechiguanas,
respectivamente. En el noroeste de Argentina se ha hallado evidencia serolégica de infeccién
por hantavirus en las dos especies mas comunes de roedores atrapadas en todos los habitat
rurales analizados: Calomys callosus (5.1%) y Akodon simulator (2.8%). Otro estudio genético
de muestras de casos de SCPH y roedores positivos en esta area, identifico tres hantavirus
diferentes: los anteriormente conocidos virus Bermejo y Oran, y una variante del virus Laguna
Negra paraguayo, recuperado por primera vez en Argentina en casos de SCPH y C. callosus.
Una positividad del 31% hallada en roedores capturados en areas circunvecinas a la ciudad de
Buenos Aires evidencié la circulacion del virus Seoul y adiciond mas evidencia a la presencia
de este virus, detectado por primera vez en la Argentina en los afios 80. Aun asi, ninglin caso
de fiebre hemorragica con sindrome renal ha sido diagnosticado en Argentina. Se han hallado
variaciones estacionales en la prevalencia de infeccién por hantavirus en O. longicaudatus del
sur de Argentina: 13.7% en la primavera de 1996, 59.3% en el verano de 1996, 2.1% en otofio
de 1997, 12.4% en invierno de 1997 y 3.1% en la primavera de 1997.

En la Argentina existirian por lo menos siete genotipos de hantavirus vinculados con diferentes

roedores reservorios: Bermejo y Oran en la zona norte; Lechiguanas, Hu39694, Maciel y
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Pergamino en la zona central; y Andes en la zona sur. Andes, Lechiguanas, Hu39694 y Oran
han sido asociados con enfermedad humana, y los reservorios putativos de tres de estos
genotipos son O. longicaudatus del sur de Argentina para Andes, O. longicaudatus del norte
Argentino para Oran, y O. flavescens en la region central, para Lechiguanas. Recientemente, el
reservorio putativo para el virus Bermejo, O.chacoensis fue asociado con enfermedad humana.
El reservorio para Hu39694 es desconocido, aunque su similitud genética a los virus Andes,
Oran y Bermejo sugiere que podria ser otra especie de Oligoryzomys de Argentina central. En
la zona central, dos genotipos ain no asociados con SCPH fueron hallados en dos especies
sigmodontinas: Maciel, a partir de Necromys benefactus (previamente Bolomys obscurus), y
Pergamino, a partir de Akodon azarae. En el centro y sur de Argentina, donde los genotipos
Lechiguanas, Hu39694, y Andes son los mas importantes, se han identificado seroprevalencias
que oscilan entre 0.1% a 1.5%. Contrario a esto, en el norte de Argentina, donde el virus Oran
es el genotipo hantaviral mas importante, se han registrado seroprevalencias de mas del 20%.
El analisis filogenético del segmento M del genoma de los siete genotipos de hantavirus
circulantes en la Argentina, mostré una diferencia de nucleotidos del 11.5% al 21.8% entre los
genotipos de este grupo y de al menos 23.8% respecto al segmento M del genoma de los virus
Bayou, Black Creek Canal, y Sin Nombre. Lo anterior indica que todos los hantavirus de la
Argentina forman un nuevo linaje que diverge del mismo nudo ancestral que los otros grupos
de hantavirus del nuevo mundo transmitidos por roedores sigmodontinos: Peromyscus,
Oryzomys, Sigmodon y Reithrodontomys. Asi, en la Argentina actualmente circulan 6 linajes del
virus Andes asociados con enfermedad humana (i) AND Sout, caracterizado a partir de casos
del Sur de Argentina y Chile, (i) AND Nort Oran en las provincias de Salta y Jujuy de Argentina
y el sur de Bolivia, (iii) AND Nort Bermejo, en el norte argentino y sur de Bolivia, (iv) AND Cent
Bs. As, asociado al 80% de los casos de la provincia de Buenos Aires que incluye al genotipo
Hu39694, (v) el linaje AND Cent Lec en las zonas riberefias de la misma provincia, el cual
incluye al genotipo Lechiguanas (LEC), (vi) y un nuevo linaje denominado AND Plata,
caracterizado a partir de casos de un lado y otro del Rio de la Plata (Argentina y Uruguay). La
identidad nucleotidica y de aminoacidos de los linajes del virus Andes oscila entre el 76.5% al
86.6% y del 91.9% al 96.6%, respectivamente. Un estudio reciente informo la existencia de
sub-linajes entre los virus AND Nort obtenidos de 18 casos de SCPH, 2 O. chacoensisy un O.

flavescens.
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35.2.10. Helicobacter spp.

Helicobacter spp. son bacterias gramnegativas que varian en su morfologia. Afecta a ratas y
ratones. También algunas especies a hamster y meriones. Afecta principalmente a lactantes
pero al ser cronico genera lesiones aun en adultos.

La transmision de Helicobacter spp. depende en gran medida de las especies involucradas y
de los factores ambientales, incluidas las practicas de manejo.

La propagacion fecal-oral es la via principal de adquisicién natural de infeccién en

roedores. Una vez adquiridas, las infecciones por Helicobacter son persistentes, con excreciéon
a largo plazo de los organismos en las heces. Por lo tanto, las infecciones endémicas son muy
comunes.

En Canada, Europa, Asia, Australia y los Estados Unidos poseen un 88% de colonias
contaminadas. En Argentina mas del 90%.

Aunque la infeccién por Helicobacter puede causar una enfermedad clinica que depende del
huésped y es posible que no se reconozca clinicamente. Los efectos de las infecciones

por Helicobacter no se limitan al sistema gastrointestinal y pueden afectar la reproduccién, el
desarrollo de cancer en los 6rganos gastrointestinales y érganos como las mamas, interfiere en
las respuestas a las vacunas y otras areas de investigacion.

H. hepaticus causa de la hepatitis cronica y el carcinoma hepatocelular en ratones ya sea solo
0 en combinacion con otras. También prolapso rectal, colitis e inflamacion intestinal.
Helicobacter spp. Ademas, H. typhlonius causa inflamacion intestinal en ratones con
inmunodeficiencia o defectos en la regulacion inmunitaria; H. muridarum se ha asociado con
gastritis y H. bilis se ha asociado con hepatitis y colitis. Aunque, H. rodentium parece ser
relativamente no patégeno en ratones, infeccidén combinada con H. rodentiumy H.

typhlonius da como resultado una alta incidencia de neoplasia asociada a inflamacién.

Varios Helicobacter spp. ( H. pylori, H. hepaticus , H. bilis, H. muridarum ) son ureasas
positivas, es decir, capaces de producir amoniaco para neutralizar el acido gastrico, mientras
que otras (por ejemplo H. ganmani , H. rodentium , H. trogontum , H. typhlonius , y otros) son
ureasas negativas. La produccion de ureasa permite que los microorganismos sobrevivan en
un ambiente gastrico muy acido. Un estudio reciente ha demostrado que H. hepaticus la ureasa
no es necesaria para la colonizacion intestinal pero promueve la inflamacién hepatica en

ratones. La mayoria de las especies de Helicobacter en roedores son ureasas negativas y, por
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lo tanto, colonizan preferentemente el intestino, aunque en algunos casos pueden translocarse

al higado y al sistema biliar, el estdmago, u otros tejidos.

35.2.11. Citrobacter rodentium

Citrobacter rodentium, anteriormente Citrobacter freundii, es el agente etioldgico de la
Hiperplasia colénica murina transmisible. C. rodentium es un bacilo gramnegativo,
facultativamente anaerobia. Las ratas no son susceptibles a la infeccion. La transmision es por
contacto directo oa través de alimentos o de lecho contaminado. C. rodentium es
generalmente un patégeno oportunista. Por ejemplo, el uso de antibiéticos efectivos
principalmente contra gramnegativos pueden permitir un crecimiento excesivo de C. rodentium
en el intestino del ratdn. Los signos clinicos, cuando estan presentes, son inespecificos; pero
puede observarse pérdida de peso, depresion, retraso del crecimiento, tincion fecal perianal y
prolapso rectal. Los ratones lactantes son los mas susceptibles. Existen diferencias en la
susceptibilidad. Los ratones C3H / HeJ son mas susceptibles que DBA / 2J, NIHS (Swiss), o los
ratones C57BL / 6J. La infeccidn es transitoria, y no hay estado portador. El sello patolégico de
lesién por infeccion por C. rodentium es hiperplasia colonica. En general, la porcién
descendente donde el colon es el mas afectado. Sin embargo, todo el colon y el ciego pueden
estar involucrados, con elongacion de las criptas, mucosa variable, inflamacién, abscesos de la
cripta, erosiones ocasionales y ulceras e hiperplasia de células caliciformes. En forma
transitoria puede darse la colonizacion de la mucosa del intestino delgado del raton, seguido de
la colonizacién del intestino grueso. Una vez colonizado, C. rodentium provoca lesiones. La
infeccion natural de ratones de laboratorio podria severamente, aunque solo sea de forma

transitoria, alterar las citocinéticas intestinales.

35.2.12. Clostridium piliforme

Clostridium piliforme anteriormente Bacillus piliformis, es el agente causal de la enfermedad de
Tyzzer, Es una bacteria gramnegativa, filamentosa, con endospora. La prevalencia sigue
siendo alta en colonias de roedores de laboratorio. Posibles explicaciones para esto incluyen la
naturaleza moderadamente contagiosa del organismo y la amplia gama de especies
huéspedes susceptibles y naturalmente infectados. La transmisién se piensa que es por
ingestién de endosporas infecciosas en alimentos o lechos contaminados, como también la

esterilizacion inadecuada de los componentes de alimentacién o de cama puede facilitar la
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entrada de este patégeno en una colonia de roedores. La mayoria de las infecciones son
subclinicas pero bajo estres se puede precipitar la enfermedad clinica. Los signos clinicos
ocurren mas comunmente en roedores lactantes y destetados que incluyen muerte subita,
diarrea acuosa, letargo y pelaje hirsuto. Los cambios patolégicos implican tres fases
principales. Primero el establecimiento de la infeccién en el ileon y el ciego, luego la ascension
del patdégeno al higado a través de la circulacion portal y la propagaciéon hematégena a otros
tejidos como el miocardio. Esta triada de 6rganos comprometidos es el sello distintivo de la
enfermedad de Tyzzer. En ratones, el intestino afectado es de paredes engrosadas,
edematosas e hiperémicas. Los focos necréticos se desarrollan en el intestino afectado, el
higado y el miocardio. Las lesiones son similares en las ratas, excepto que la megaloileitis es
un hallazgo comun.

Los ratones son mas susceptibles y la inmunidad humoral es la mas eficaz. Los efectos en la
investigacion pueden incluir una mayor mortalidad, alteracién de la farmacocinética de

warfarina y trimetoprima. También alteracién de la actividad de las transaminasas hepaticas.

35.2.13. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo gramnegativo que normalmente habita en la
nasofaringe, orofaringe y tracto digestivo inferior de muchas especies de vertebrados.

La importancia primordial de P. aeruginosa es como patdgeno oportunista. P. aeruginosa se
encuentra comunmente en el suelo y residuos organicos y como un habitante normal de la piel.
También se aisla frecuentemente de los sistemas de agua y en las instalaciones. Una exclusién
activa del organismo de las colonias de animales es alcanzable pero requiere mucho esfuerzo.
La transmisién es por contacto con agua contaminada, alimentos, lecho de cama, roedores y
humanos infectados.

Los signos clinicos generalmente no se observan en hospedadores inmunocompetentes,
aunque la respuesta del hospedador a la infeccién por P. aeruginosa varia entre las cepas de
ratones consanguineos. Por ejemplo, ratones de la cepa BALB / ¢ son resistentes a la infeccién
pulmonar por P. aeruginosa mientras que los ratones de la cepa DBA / 2 son susceptibles.
Algunos ratones y ratas inmunocomprometidos pueden desarrollar posturas encorvadas,
apatia, pelo hirsuto, falta de apetito, emaciacion, movimientos circulares alrededor de su eje

longitudinal y postura de la cabeza oblicua, y es posible que mueran. La enfermedad clinica se
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debe a la invasion de tejidos profundos, resultando en la propagacion hematégena de las
bacterias a multiples érganos.

La entrada en el sistema vascular puede ser facilitada por proteasas y bradicininas generadas
en focos infecciosos. Las lesiones patologicas se encuentran en los tejidos afectados y constan
de necrosis multifocales, formacién de abscesos y supuracion. Las lesiones suelen ser mas
graves en los pulmones. Se pueden encontrar lesiones en las valvulas cardiacas de animales
con catéteres vasculares infectados. Las infecciones provienen de infecciones inducidas
experimentalmente. Estudios de las respuestas inmunes a P. aeruginosa presentan evidencia
de contribuciones tanto humorales como celulares a inmunidad, que se ve reforzada por la
vitamina B2 y IL-1. Las células T-helper (Th1) tipo 1 pueden participar en parte por una
hipersensibilidad mediada por TNF-a a P. aeruginosa. Los macréfagos y los neutréfilos son
células efectoras importantes. Ademas, las cepas de ratones consanguineos difieren en la
susceptibilidad. Se ha demostrado que los ratones susceptibles tienen un defecto en la
produccion de TNF-a. Adicionalmente, las cepas de P. aeruginosa difieren ampliamente en la
virulencia. Los flagelos bacterianos, pioverdina (que puede competir directamente con
transferrina para hierro, piocianina, elastasa y potentes exotoxinas juegan un papel importante
en la determinacion de la virulencia. La mas destacada entre las exotoxinas es exotoxina A.
La mayoria de los informes son de infecciones experimentales. Efectos que incluyen muerte
prematura después de la exposicion a la radiacion, tratamiento con ciclofosfamida, infeccién
por CMV, o estrés por frio, o después de un traumatismo de las vias respiratorias; sensibilidad
de contacto a la oxazolona; estimulacion de la proliferacion de células T dentro de los
esplenocitos de ratones desnudos; induccién del timo, atrofia por apoptosis; inhibicién de la
cicatrizaciéon de heridas; inactivacion de citoquinas por proteasas bacterianas; posible
dependiente de células T y supresion del sistema inmunitario. A partir de estos informes, es
evidente que una infeccion natural de ratones y ratas inmunocomprometidos podria afectar a

una variedad de proyectos de investigacion, dependiendo del érgano o sistemas afectados.

35.2.14. Salmonella enteritidis

Salmonella enteritidis y los aproximadamente 1,500 serotipos de esa especie son
gramnegativos y no forman endosporas. Son bacterias que colonizan el tracto intestinal de una
amplia variedad de hospedadores animales. La importancia primordial de Salmonella spp. es

como agente zoonético y como patdgeno en ratones y ratas inmunocomprometidos. S.
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enteritidis serotipo typhimurium es el serotipos mas comun en roedores de laboratorio, aunque
la prevalencia de portadores asintomaticos es desconocida pero probablemente baja. La
transmision es a través de la ingestion de ingredientes alimentarios contaminados y agua.
También por contacto con lechos contaminados y personal de instalaciones animales. Los
brotes naturales de la enfermedad son raros en la literatura, probablemente porque la mayoria
de las infecciones son asintomaticas en ratones inmunocompetentes. Cuando se observan los
efectos clinicos, la reproduccion se ve méas prominentemente afectada, mientras que otros
signos son inespecificos. La diarrea es un hallazgo poco frecuente. El patdgeno y los factores
ambientales determinan la patologia, hallazgos y gravedad de la infeccién, incluida la edad del
huésped y el genotipo. También la flora intestinal; estado nutricional; estado inmune, presencia
de infecciones concurrentes; serotipo bacteriano y estresores ambientales como alimentos y
agua, encierro, temperatura, deficiencia de hierro, y manipulaciones experimentales. Las cepas
de ratones consanguineos tienen una amplia gama de susceptibilidad a S. enteritidis. Las
cepas susceptibles incluyen DBA /1, BALB /¢, C57BL /6 y C3H / HeJ. Las relativamente
resistentes son las cepas C3H / HeN, A/ J y DBA /2 (475). La susceptibilidad esta determinada
por tres loci genéticos distintos. Tras la ingestion, la mucosa y las placas de Peyer en el ileon
distal son sitios iniciales de invasion. Desde esos sitios los el organismo llega a los ganglios
linfaticos mesentéricos y accede al sistema vascular, para ser distribuido por todo el cuerpo. El
desarrollo de la lesion depende de la distribucion del patégeno. Los 6rganos mas cominmente
infectados incluyen el intestino delgado terminal y el intestino grueso, ganglios linfaticos, higado
y bazo. Los distintivos de la infeccion incluyen hiperemia local, necrosis focal e inflamacion
pirogranulomatosa, consistente con enfermedad septicémica; También incluyen hiperplasia en

el intestino. En ratones inmunodeficientes se ven mas gravemente afectados.

35.2.15. Astrovirus

El astrovirus murino (MuAstV) es una infeccion generalizada recientemente identificada entre
ratones de laboratorio. MuAstV se encuentra predominantemente en el tracto gastrointestinal
de los ratones. Los astrovirus son pequerios virus de ARN monocatenario de sentido

positivo, sin envoltura que se identificaron por primera vez en 1975 en nifios con diarrea y
luego se describieron en una amplia variedad de animales. Los astrovirus infectan una amplia
gama de especies de mamiferos, como vacas, ovejas, cerdos, pavos, gatos, perros y ratas, que

causan diarrea y enteritis autolimitadas o no presentan signos clinicos. Los astrovirus causan

123



muy poca inflamacién y dafio celular, y se ha demostrado que la diarrea es causada por la
interrupcién del complejo de unién estrecha celular en el epitelio intestinal por la proteina de la
capside del astrovirus, generando una mayor permeabilidad intestinal. El mecanismo de
aumento de la permeabilidad intestinal asociado con MuAstV se debe probablemente a la
ruptura de las células epiteliales intestinales, dado que se ha demostrado que el astrovirus
interrumpe la ocludina, la proteina de la unién estrecha, y disminuye el nimero de fibras de
estrés de actina de las células epiteliales intestinales, dando como resultado diarrea Una
infeccion por astrovirus se asocié con un brote de gastroenteritis en ratones consanguineos. La
diseminacion del virus se realiza a través de las heces y hasta 56 dias post infeccion de los
animales en caso de ser infectados experimentalmente con una Unica dosis (hasta 98% de
positivos a MuAstv). La alta prevalencia en animales asintomaticos podria sugerir que los
ratones podrian portar AstV y desarrollar enfermedades cuando estan inmunodeprimidos.

La patogenicidad y los patrones genéticos de estos virus no se investigaron mas y hasta la
fecha no se han documentado informes adicionales en ratones de laboratorio. Recientemente,

se identificaron astrovirus en las heces de ratas.

35.2.16. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes ha sido reconocida como un patégeno transmitido por los alimentos en
humanos desde la década de 1980, pero aiin sabemos muy poco sobre la transmision oral

de L. monocytogenes.o los factores del huésped que determinan la susceptibilidad a la
infeccion gastrointestinal, debido a la falta de un modelo apropiado de pequefios animales de
listeriosis oral. Los primeros ensayos de alimentacién sugirieron que muchos animales eran
muy resistentes a la infeccion oral, y pronto se favorecieron las vias de inoculacion intravenosa
o intraperitoneal mas reproducibles. Hay un buen nimero de estudios publicados anteriormente
que utilizan una ruta de infeccién oral, pero el trabajo varia ampliamente en términos de la
eleccion de la cepa bacteriana, los métodos utilizados para la transmision oral y diversas
manipulaciones utilizadas para mejorar la infectividad. Esta mini revisién resume la literatura
publicada utilizando las rutas orales de la infeccién por L. monocytogenes y destaca los
avances tecnoldgicos recientes que hacen de la infeccién oral un sistema modelo mas
atractivo. La transmision de L. monocytogenes a través de los alimentos ocurre cuando los
alimentos listos para el consumo se contaminan durante el procesamiento, las bacterias se

multiplican durante la refrigeracién los alimentos se consumen sin calentarlos. Se desconoce la
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incidencia real de la infeccién intestinal, pero la tasa de ataque de los alimentos muy
contaminados es probablemente alta. La mayoria de los pacientes no buscan tratamiento
médico para la gastroenteritis autolimitada y L. monocytogenes no se aisla facilmente de las
heces sin el uso de caldo de enriquecimiento especifico. Después de una breve incubacion, L.
monocytogenes puede diseminarse sistémicamente y atravesar la barrera hematoencefélica o
la placenta. Un analisis reciente de varios brotes encontr6 que los sintomas gastrointestinales
aparecian dentro de las 24 h posteriores a la ingestion y la bacteriemia ocurria dentro de los 2
dias. Sin embargo, tomé un promedio de 9 dias para que aparecieran los sintomas del SNC y
mucho mas tiempo (17 a 67 dias) para notificar los casos asociados con el embarazo. Incluso
con tratamiento con antibiéticos, la forma invasiva de listeriosis tiene una alta tasa de
mortalidad, particularmente en individuos inmunodeprimidos. Un modelo animal ideal de
listeriosis deberia imitar todas las fases de la enfermedad humana. Se prefiere la transmision
oral para permitir la investigacion de los factores ambientales que promueven la infectividad, los
mecanismos de resistencia del huésped en el intestino y las propiedades de virulencia
bacteriana que promueven la colonizacion y la posterior diseminacion. Sélo un pequefio
subconjunto de seres humanos expuestos a L. monocytogenes desarrollan gastroenteritis,
bacteriemia 0 meningoencefalitis graves; por lo tanto, la propagacion sistémica deberia ser un
paso limitante de la velocidad. Idealmente, los animales resistentes deberian poder contener
rapidamente el crecimiento bacteriano, y deberia haber un periodo de retraso antes de que L.
monocytogenes cruce la barrera hematoencefalica o la interfaz materno-fetal en animales

susceptibles.

35.2.17. Leptospira spp.

El género Leptospira, junto con los géneros Leptonema'y Turneriella, pertenece a la

familia Leptospiraceae. Por sus determinantes antigénicos, el género Leptospira esta
constituido por dos especies: L. biflexa y L. interrogans. L. biflexa es una espiroqueta saprofita
de vida libre sin capacidad patogénica. Leptospiras patdgenas: Leptospira interrogans;
Leptospira kirschneri; Leptospira noguchii; Leptospira alexanderi; Leptospira weilii; Leptospira
alstonii; Leptospira borgpetersenii; Leptospira santarosai.

Las leptospiras son organismos muy delgados, dificiles de observar en un microscopio de luz
corriente. Aunque se han descrito a mas de 200 serotipos de leptospiras, todos ellos tienen

caracteristicas similares. Su caracteristica apariencia es en forma de espiral 6-20 ym de largo y

125



0.1 pm de diametro, con una distancia promedio entre crestas consecutivas de unos 0.5 ym.
Por lo general, uno o ambos extremos del organismo esta curvado en forma de gancho. Por ser
tan delgadas, son bacterias que se visualizan con mayor facilidad con un microscopio de
campo oscuro. Las leptospiras son organismos aerobios obligatorios, moéviles por el uso de
filamentos axiales llamados axostilo y se dividen por fisién binaria. En virtud de su estructura en
espiral alrededor de su eje axial, puede haber hasta 20 enrollamientos en funcién de su
longitud total. La capacidad de invadir tejidos esta también facilitada por la produccion de

la enzima hialuronidasa, la cual altera la permeabilidad del tejido conjuntivo al hidrolizar el acido
hialurénico.

Las leptospiras, tanto patégenas como saprotroficas, pueden ocupar diversos ambientes,
habitats y ciclos de vida. Generalmente se reconoce que estas bacterias son virtualmente
ubicuas en términos de su distribucion geografica, estando presentes en todo el planeta con
excepcion de la Antartica. La mayoria de las leptospiras, sin embargo, son hidrofilicas, es
decir, una alta humedad y pH neutral (6.9-7.4) son esenciales para su supervivencia

en reservorios naturales en aguas estancadas, pantanos, lagunas, estanques, y charcos,
preferidos por las leptospiras. Se ha implicado con frecuencia a los roedores. Es muy frecuente
en ratas,y ratones, los Unicos roedores que no contienen esta bacteria son los hamster y de su
familia los cuyes. Otros mamiferos (cobayos, caninos y vacunos, por ejemplo) participan en la
diseminacion de leptospiras por razén del trofismo del microorganismo por el rifién, liberandose
al ambiente en la orina del animal.

Tipicamente, las leptospiras se cultivan a 30 °C en el medio Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris (EMJH), el cual puede ser suplementado con 0,2-1% de suero de conejo para
favorecer el crecimiento de cepas muy exigentes. La proliferacion de leptospiras patégenas en
un medio nutritivo artificial, como el medio EMJH, se hace notable a los 4-7 dias; el crecimiento
de las cepas saprofiticas ocurre a los 2 o 3 dias. La temperatura minima de crecimiento de
especies patogénicas es de 13-15 °C. Debido a que la temperatura minima del crecimiento de
las especies saprofiticas es de 5-10 °C, la habilidad de las leptospiras de proliferar a 13 °C
puede ser usada para distinguir entre los organismos patogénicos de las que son flora
saprofiticas. El pH 6ptimo para el crecimiento de leptospiras esta entre 7,2 y 7,6.

Por sus caracteristicas de aerobiosis, las leptospiras usa como fuente principal

de carbono y energia durante el crecimiento in vitro los acidos grasos de cadena larga, los

cuales son metabolizadas por medio de B-oxidacion. Los acidos grasos son suministrados en
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medios como el EMJH en la forma de polisorbato. Las moléculas de acido graso estan ligadas
a albumina en EMJH y son lentamente liberadas al medio de cultivo para prevenir su
acumulacién téxica.

Como la mayoria de las bacterias, las leptospiras requieren hierro para su crecimiento. L.
interrogans y L. biflexa tienen la habilidad de obtener hierro en diferentes formas. Se requiere
de un receptor TonB-dependiente para la utilizacion de la forma ferrosa del hierro, el cual se ha
encontrado en L. biflexa y un homologo del receptor es codificado en el genoma del L.
interrogans. L. interrogans puede también obtener hierro del grupo hemo, el cual contiene casi
todo el hierro en el cuerpo humano. La proteina de unién a la hemina HbpA, que puede estar
involucrada con la obtenciéon de hemina, ha sido identificada sobre la superficie de L.
interrogans. Aunque otras cepas patogénicas de Leptospira y L. biflexa carecen de HbpA, otra
proteina de unién a la hemina, LipL41, puede ser la que les permita la habilidad de usar hemina
como su fuente de hierro. Aunque L. biflexa y L. interrogans no secreten sideréforos, si tienen
la capacidad de obtener hierro de sideréforos secretados por otros microorganismos.

La espiroqueta Leptospira interrogans produce la enfermedad de Weil, una

enfermedad zoonotica de distribucién mundial pero que afecta con mas impetu a las

zonas tropicales y subtropicales y transmitida por la orina de animales salvajes y domésticos,
en especial ratas y perros. La infeccién, en el hombre se produce por contacto directo con

la orina o los tejidos del animal infectado o por medio del agua y el suelo contaminados. Se
observan ictericia, hemorragia cutanea, fiebre, escalofrios y dolor muscular. Las leptospiras son
muy invasivas y difunden por via sanguinea y asociadas a la endotoxina fibrolisina. En el
estado agudo se puede aislar la espiroqueta en la orina y en la sangre. Durante la
convalecencia se encuentran anticuerpos. Con mucha frecuencia es confundida con otras
enfermedades febriles que por lo general también abundan en las regiones en cuestion, como
el dengue y otras enfermedades virales e incluso el resfriado comun. Es por ello que el
diagnostico por PCR es confirmatorio debido a su especificidad, capacidad de detectar
genomo-especies y rapidos resultados -aproximadamente 3 horas.

La misma sintomatologia estan presentes en animales, como el perro, bufalo, equinos,
vacunos y otros 160 mamiferos. La infeccion por leptospiras genera inmunidad, sin embargo,
por razon de las variaciones en la composicion de lipopolisacaridos, refleja una diversidad

antigénica entre un serotipo y el otro, incluyendo en la misma especie de leptospiras
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patogénicas. Por ello, la inmunidad es especifica solo contra el organismo infectante y no

contra otros serotipos.

35.2.18. Giardia muris

Giardia muris es una flagelado protozoo intestinal. Las infecciones se detectan ocasionalmente
en el laboratorio de colonias de roedores. Las cepas de ratones infectados con G. muris y las
ratas pueden ser especificas del hospedador.

El ciclo de vida es directo. Quistes infecciosos y resistentes al medio ambiente pasan a través
de las heces. La infeccion se produce después de la ingestion. El minimo de dosis infecciosa
para un raton es de aproximadamente 10 quistes.

Poco después de la infeccion, los trofozoitos se dividen longitudinalmente y colonizan la
superficie de la mucosa del intestino delgado proximal, y se adhiere a las células columnares
cerca de las bases de las vellosidades intestinales. Se mueven dentro de la capa de mucina
sobre la mucosa. Las infecciones son asintomaticas. Cuando son evidentes, los signos clinicos
no son especificos pero incluyen pérdida de peso, retraso en el crecimiento, pelo hirsuto y
abdomen agrandado.

En animales huéspedes atimicos o inmunocomprometidos, los signos clinicos pueden ser mas
graves y puede incluir diarrea y muerte. La eliminacién de quistes puede ser por tiempo
prolongado. Los cambios patolégicos incluyen alteraciones de las vellosidades; aumento en el
numero de linfocitos intraepiteliales, mastocitos; y alteraciones en la disacaridasa intestinal.

Se han observado diferencias en la susceptibilidad. Son resistentes las cepas de ratén DBA / 2,
B10.A, C57BL /6y SJL / 2; las cepas relativamente mas susceptibles incluyen BALB / ¢, C3H /
He, A/JyCrl: ICR.

Ademas, los ratones machos arrojan quistes en sus heces por mas tiempo que las hembras y
los trofozoitos estan presentes en sus intestinos por un periodo mas largo que en las hembras.
La inmunidad puede celular como mecanismos humorales, con IFN-g de alguna manera
desempefiando un papel en la eliminacién de trofozoitos.

Los efectos reportados de G. muris incluyen alteraciones en los niveles de disacaridasa
intestinal y respuestas inmunitarias de la mucosa intestinal. La infecciéon natural de ratones y
ratas de laboratorio con G. muris podria interferir con los estudios que involucran el aparato

digestivo y sistema inmune.
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35.2.19. Spironucleus muris

Spironucleus muris (anteriormente Hexamita muris) es un segundo protozoo flagelado que
infecta cominmente a los ratones y ratas de laboratorio. Las cepas especificas de hospedante
de S. muris. La biologia de S. muris parece ser muy parecido al de G. muris; sin embargo,
debido a la incapacidad de cultivo de S. muris, se sabe mucho menos sobre este organismo.
Los quistes infecciosos se pasan en las heces. La dosis infecciosa minima para un ratén es 1
quiste. Después de la ingestion, se produce una excistacion o liberacion y los trofozoitos
colonizan las criptas de Lieberkuhn en el intestino delgado. Las infecciones por S. muris son
asintomaticas en ratones y ratas inmunocompetentes, adultos. Sin embargo, los ratones
destetados e inmunodeficientes pueden desarrollar sintomas clinicos. Varios investigadores
han informado que los ratones jévenes pueden desarrollar diarrea, deshidratacion, pérdida de
peso, letargo, distension abdominal, postura encorvada y puede morir aunque no hay casos
reportados.

En ratones atimicos (nu / nu) y letalmente irradiados, S. muris causa enteritis cronica severa 'y
pérdida de peso. En infecciones severas, el intestino esta enrojecido, lleno de liquido y gas.
Las criptas son hiperplasicas y pueden distenderse con los trofozoitos, microvilos y
vellosidades pueden acortarse, y enterocitarse. Se ha demostrado que S. muris interfiere con la
investigacion en varias formas, incluyendo el aumento de la gravedad de la infeccién por
copatdgenos; aumentando la mortalidad asociada al tratamiento con cadmio; y alterando la
funcioén de los macrofagos y la capacidad de respuesta de los linfocitos, mitégenos y toxoide

tetanico.

35.2.20. Oxyuriasis

Son gusanos que infectan a los roedores de laboratorio incluyen a Syphacia muris en rata 'y, en
ratones, Syphacia obvelata y Aspicularis tetraptera. También se ha informado que S. obvelata
infecta a humanos. Los ciclos son directos, con gusanos adultos que habitan el ciego y colon.
Los huevos se depositan en la regién perianal del huésped. (Syphacia spp.) O se excreta con
las heces (A. tetraptera).

Los huevos son muy ligeros y se aerosolizan, resultando en una generalizada contaminacién
ambiental. Los huevos embrionados son infecciosos para otro roedor y puede sobrevivir por
periodos prolongados a temperatura ambiente. La prevalencia de infeccién permanece, incluso

en colonias de animales bien manejadas. La carga en una poblacion de roedores infectados es
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en funcién de la edad, sexo y estado inmune del huésped. En colonias infectadas
enzodticamente, los animales destetados desarrollan las mayores cargas de parasitos. Los
machos estan mas parasitados que las hembras, y el nimero de oxiuros disminuye a medida
que aumenta la edad del huésped. Mientras que las infecciones suelen ser subclinicas, puede
haber prolapso rectal, impactacién fecal, poco aumento de peso y pelaje aspero. Las cargas
parasitarias pueden provocar enteritis catarral, granulomas hepaticos, e irritacién perianal. Los
ratones atimicos (nu / nu) son reportados como mas susceptible a la infecciéon. La inmunidad es
probablemente y principalmente humoral, como para muchas otras helmintiasis. A este
respecto, los anticuerpos especificos contra Sphacia han sido demostrados en ratones
infectados con oxiuros. Hay algunos informes que documentan que los efectos de las lombrices
intestinales en la investigacion resultan en una produccién de anticuerpos significativamente

mayor, artritis y electrdlito intestinal de transporte deteriorado.

35.2.20. Cryptosporidium spp.

Son parasitos protozoarios apicomplexos que infectan a una amplia gama de vertebrados,
incluidos los humanos. La criptosporidiosis es aguda y autolimitante en huéspedes
inmunocompetentes, pero amenaza la vida en individuos inmunodeprimidos. Los seres
humanos y los animales pueden contraer la infeccion por Cryptosporidium a través del contacto
directo con personas infectadas o fomites contaminados o por el consumo de alimentos o agua
contaminados. Los roedores, que son abundantes y diseminados, se han considerado
reservorios de criptosporidiosis en humanos y animales de granja. Estudios previos basados en
la morfologia de los ooquistes mostraron que muchos roedores silvestres podrian servir como
hospedadores de especies similares a Cryptosporidium parvum y C. muris como parasitos. Las
tasas de prevalencia notificadas de Cryptosporidium en roedores oscilaron entre el 5,0% vy el
39,2%. Cerca de 40 especies de roedores pertenecientes a 11 familias (Sciuridae, Muridae,
Cricetidae, Castoridae, Geomyidae, Hystricidae, Erethizontidae, Myocastoridae, Caviidae,
Hydrochoeridae y Chinchillidae) han sido reportadas como hospedantes

de Cryptosporidium spp.

Recientemente, se han utilizado herramientas de genotipificacion y subtipificacion basadas en
PCR para evaluar el potencial infeccioso humano de Cryptosporidium spp. en animales y el
grado de transmisién entre especies de la criptosporidiosis en animales. Cinco de

Cryptosporidium especies y casi 20 de Cryptosporidium genotipos de estado de las especies
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incierto se han identificado en roedores a nivel mundial en estudios recientes. Entre ellos, C.
parvum, C. meleagridis, el genotipo de cervine, C. muris, C. andersoni, el genotipo | de la ardilla
y el genotipo de la mofeta se han asociado con la criptosporidiosis en humanos, aunque las
ultimas cuatro especies y genotipos son cada uno responsable de solo una o algunos casos. La
subtipificacién basada en el analisis de secuencia del gen de la glicoproteina de 60 kDa (gp60)
se ha utilizado para rastrear la transmisién de seis especies y genotipos de Cryptosporidium,
incluidos C. hominis, C. parvum, C. meleagridis ,C. fayeriy los genotipos de conejo y

caballo. Hay al menos 10 familias de subtipos de gp60 de C. parvum, dos (lla y Ild) de las
cuales estan implicadas en la transmisién zoonética. En roedores, la infecciéon natural por C.
parvum es rara, y solo se ha informado de un subtipo de C. parvum (11aA15G2R1) en capibaras
(Hydrochoerus hydrochaeris) en Brasil.

Hasta hace poco no se ha realizado una caracterizacién genética de Cryptosporidium spp. en
roedores en China. A nivel mundial, también existen poca informacion de datos genéticos de
Cryptosporidium spp. en roedores mascotas. El proposito de este estudio fue determinar la
prevalencia de Cryptosporidium en algunos roedores silvestres, de laboratorio y mascotas en

China y evaluar el potencial zoonético de Cryptosporidium spp. de roedores.

35.2.21. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii es un parasito zoono6tico coccidiano intracelular y obligado. Los huéspedes
definitivos del parasito son miembros de la familia Felidae (principalmente gatos domésticos) y
los huéspedes intermedios son vertebrados de sangre caliente que incluyen humanos,
roedores, aves, ganado y mamiferos marinos.

Los félidos con excrecion de ooquistes resistentes al medio ambiente son los huéspedes mas
importantes en el ciclo de vida de T. gondii. Los gatos se infectan con T. gondii al comer tejidos
infectados de huéspedes intermediarios. Mientras se alimentan en el suelo, los roedores
pueden infectarse con Toxoplasma gondii. La toxoplasmosis es una de las infecciones
oportunistas que en personas con inmunocompetencia es en gran parte asintomatica, pero en
personas inmunodeprimidas, el parasito puede diseminarse ampliamente, causando
toxoplasmosis severa. Es muy importante la evaluacion de la infeccion por Toxoplasma en los
roedores como presa principal para los gatos con un papel clave en la cadena alimentaria
ecoldgica y también en la transmision de parasitos a otros animales. Estudios en Iran revelaron

la existencia de diferentes especies de roedores incluyendo la rata marrén (Rattus.
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Norvegicus), la rata negro (R. Rattus), la rata del Himalaya (R. angina), y los ratones casa, Mus
musculus.

Las pruebas serologicas son el método principal para el diagnéstico de rutina de

la toxoplasmosis . La mayoria de las pruebas se basan en la deteccidn de anticuerpos

IgM , IgA e IgG especificos contra Toxoplasma gondii en inmunoensayos ligados a

enzimas (ELISA). Sin embargo, las pruebas serolégicas pueden no detectar anticuerpos
especificos contra el Toxoplasma durante la fase inicial de la infecciéon porque es posible que
no se produzcan anticuerpos hasta que hayan transcurrido varias semanas de parasitemia. Las
pruebas también pueden no detectar T. gondii infeccién en pacientes inmunocomprometidos
porque los titulos de anticuerpos IgG o IgM podrian no aumentar en estos pacientes. La
demostracion histolégica de taquizoitos de T. gondii en cortes de tejido o frotis de fluidos
corporales se ha utilizado con éxito para detectar la presencia del parasito en el sistema
nervioso central de pacientes con SIDA. Sin embargo, este método requiere antisueros de alta
calidad, que no estan facilmente disponibles para los laboratorios de los paises en

desarrollo. La deteccién del ADN de T. gondii y del parasito mediante métodos moleculares es
una herramienta de laboratorio Gtil para la detecciéon de T. gondii, especialmente durante las

primeras infecciones agudas.

35.3. Patogenos del Sistema Dérmico

35.3.1. Virus de tumor mamario de ratén

El virus tumoral (MMTV) es un retrovirus ssRNA tipo B de la familia Retroviridae con al menos
cuatro variantes principales del virus que se han identificado en ratones de laboratorio,
incluyendo MMTV-S ("estandar"), MMTV-L ("bajo oncogénico"), MMTV-P ("embarazo"), y
MMTV-O ("oculto"). Mas recientemente, hay variantes descriptas adicionales, incluyendo
MMTV-SW y MMTVC4. Los mecanismos de transmisién difieren entre las principales variantes.
MMTV-O es enddgeno y el genoma del MMTV-S se transmite a través de la leche, y MMTV-L
se transmite a través de células germinales, y MMTV-P se transmite a través de la células
germinales. Las células T son necesarias para la transmisién de MMTV transmitido por la leche
desde el intestino hasta la glandula mamaria. Las variantes también difieren en la
oncogenicidad, con MMTV-S y MMTV-P que son altamente oncogénicos mientras que MMTV-
L y MMTV-O lo son menos. El virus, se puede expresar MMTV en tejidos mamarios y muchos

otros tejidos, incluyendo tejidos linfoides, o pueden existir como provirus en el ADN del
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huésped. Los signos clinicos de infeccién son los tumores mamarios, que pueden surgir varios
meses después de la infeccion, aunque las metastasis a distancia también pueden ocurrir con
posterior compromiso del érgano. La mayoria de los virus inducen tumores que son
adenocarcinomas. Se desconoce la induccion tumoral, se cree que MMTV induce nédulos
hiperplasicos que eventualmente se vuelven neoplasicos. Las cepas de ratén difieren en su
susceptibilidad a MMTV.

La seleccién de cepa se puede utilizar como medida de control. La ilnmunidad implica
componentes tanto celulares como humorales y las células son los principales objetivos de
infeccién para MMTV. Sin embargo para la infeccién retroviral productiva, la estimulacién de
células T a través del superantigeno codificado viralmente (SAg) es necesario. SAg es
expresado en linfocitos; se une a las moléculas MHC de clase Il y estimula las células T a
través de la interaccion con el dominio Vb del receptor de células T. También activa las células
B, conduciendo a la division celular y diferenciacién viral. EI MMTV es transmitido por la leche
infectada con virus en el intestino hasta el tejido de la glandula mamaria diana; y destruir una
gran parte de las células T CD4. Ademas, MMTYV afecta las respuestas de las células T y de las
células B, activa NK. Reduce la cantidad de prolactina requerida para provocar la produccion
de a-lactoalbumina de las células epiteliales mamarias. MMTV se utiliza como modelo para la
carcinogénesis viral. La infeccién de ratones de laboratorio con MMTYV interferira con estudios

de carcinogénesis y resultados en una vida mas corta.

35.3.2. Corynebacterium bovis

Las corynebacterias son bacilos difteroides grampositivos.

En ratones atimicos hay informes de hiperqueratosis en ratones desnudos infectados
naturalmente con Corynebacterium spp. O mas presisamente y basado en perfiles bioquimicos
es Corynebacterium bovis.

La transmision es por contacto directo, lecho de cama y guantes contaminados.

Los signos clinicos incluyen descamacién de la piel, principalmente a lo largo del dorso y, en
algunos animales, prurito. La patologia se caracteriza como hiperqueratosis ortoqueratésica,
queratosis folicular y marcada acantosis. Los ratones desnudos naturalmente infectados con
este patodgeno serian inadecuados para estudios dermatolédgicos y posiblemente otros

proyectos de investigacion.
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35.3.3. Acariasis

Mientras muchas especies de acaros infestan roedores silvestres, solo tres especies de acaros
se encuentran cominmente en ratones y ratas de laboratorio. Myobia musculi y Myocoptes
musculinus infectan ratones, mientras que Radfordia affinis infecta a ratas. Los ratones son
mucho méas comunes de ser Infectados que las ratas. Los ciclos de vida de los tres &caros son
directos, con todas las etapas (huevo, ninfa y adulto) presentes en el huésped. En
consecuencia, los ratones sin pelo no son susceptibles. Los ciclos requieren aproximadamente
3 semanas para completarse. La transmision es a través del contacto directo. Una vez
contaminada una instalacion, la erradicacién de los parasitos es alcanzable pero laboriosa. Los
signos clinicos varian en gravedad dependiendo de los factores del hospedador y las especies
de acaros. La cepa C57BL y las cepas relacionadas son mas susceptibles a enfermedades
graves, debido a reacciones de hipersensibilidad tipo 1. M. musculi es considerado el mas
patégeno de las tres especies porque solo se alimenta de secreciones de la piel y liquido
intersticial (pero no de la sangre) mientras que M. musculinus y R. affinis se alimentan mas
superficialmente. La infestacién puede ser asintomatica o puede causar pelo hirsuto;
desalifiado; prurito; alopecia en parches que pueden ser extensos. También autotraumatismo
hasta el punto de excoriacién 0 amputacion; y pioderma secundaria. Las lesiones son mas
comunes en el dorso, principalmente en la parte posterior del cuello y la regién interescapular.
Las lesiones patolégicas incluyen hiperqueratosis, eritema, infiltracion de mastocitos, dermatitis
ulcerosa, hiperplasia del ganglio esplénico y ganglio linfatico, eventualmente amiloidosis
secundaria y comportamiento alterado. También aumentos selectivos de las inmunoglobulinas
IgG, IgE e IgA y agotamiento de niveles de IgM e IgG3 en suero; linfocitopenia; granulocitosis;

aumento de la produccién de IL-4; y disminucion de la produccion de IL-2.

35.4. Patogenos del Sistema Hematopoyético

35.4.1. Virus de la coriomeningitis linfocitaria

El virus de la coriomeningitis (VMCM) es un virus no citopatico. Es un virus ARN de la familia
Arenaviridae. La importancia primaria del LCMV es que es una zoonosis y un contaminante de
tumores trasplantables y lineas celulares cultivadas. Las infecciones naturales en los ratones
con LCMV son poco frecuentes, y se sabe que los hamsters transmiten la infeccion, aunque
también las ratas y muchos otros mamiferos (aves como pollos) también son susceptibles.

Como también la implantaciéon de tumores infectados. La transmisién es a través de la
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exposicién de las membranas mucosas, piel, orina, saliva y leche infectada con el virus, y
posiblemente también a través de la ingestién. Ademas, infecta ovarios y Uteros. Los patrones
de infeccion varian segun el huésped y el patégeno, en relacion a factores como el estrés, la
edad del raton, la dosis del inéculo, la ruta de inoculacién y cepa de virus. Los signos clinicos
incluyen patrones de una infeccién tolerante persistente, que sigue con una infeccion en el
Utero o en neonatos. La viremia y derramamiento viral es de por vida. Los signos clinicos
incluyen retraso del crecimiento inicial y eventual glomerulonefritis inmune acompafnada de
emaciacion, piel rizada, postura encorvada, ascitis y, ocasionalmente, muerte. Caracteristicas
patolégicas de este patron, incluyen IgG, que provienen de la actividad de células B sin cesar,
incluida la produccién de cantidades patolégicas de anticuerpos anti-LCMV, hiperplasia linfoide,
y acumulacion de linfocitos perivasculares. En contraste, la actividad de las células T esta
disminuida. Con el tiempo, la tolerancia inmune se descompone, dando lugar a una
enfermedad cronica con Infiltracion linfocitica y vasculitis generalizada. Otro patrén clinico es el
de la infeccidn no tolerante. Esta infeccion aguda ocurre en ratones postneonatales. Viremia
que ocurre sin derramamiento viral. Los ratones infectados mueren y eliminan el virus,
frecuentemente sin mostrar signos de enfermedad. Las caracteristicas patolégicas de este
patrén incluyen hepatitis necrotizante y deplecién linfoide generalizada. La coriomeningitis
linfocitica se observa generalmente solo después de una inoculacién intracerebral experimental
y no es una caracteristica de la infeccién natural. En una eventual eliminacién, los linfocitos
intraepiteliales intestinales también son activados. También se induce un anticuerpo especifico
contra virus. Varios investigadores han reportado los efectos de LCMV en la investigacion; sin
embargo, casi toda esta informacién proviene de infecciones experimentales. LCMV ha
demostrado alterar la plasticidad sinaptica y funciones cognitivas. Causa hepatitis y anemia
hemolitica; alteracion del comportamiento sistema inmunolégico; aumenta la susceptibilidad a
otros patdgenos, endotoxina bacteriana, y radiacién; y altera el curso de tiempo de una
diabetes natural. En una infeccién natural en el laboratorio los ratones pondrian en peligro la
salud humana e interferirian con una variedad de esfuerzos de investigacion, especialmente

aquellos que involucran el sistema inmunoldgico y sistema nervioso central (SNC).

35.4.2. Virus elevador de la lactato deshidrogenasa
El virus de elevacion (LDEV) es un virus ssRNA de la familia Togaviridae. Existen multiples

cepas. Los ratones y los cultivos celulares de ratén son los Unicos hospedadores. Las ratas no
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son susceptibles. La mayor importancia de LDEV es como contaminante de tumores
trasplantables y de inoculos de otros agentes infecciosos. La transmision es a través del
trasplante de tumores contaminados, células o suero, pero también puede ocurrir por contacto
directo, heridas por mordeduras y pasaje transplacentario o transmamario; sin embargo, dado
el periodo corto cuando se produce la propagacion viral, las ultimas rutas son menos
importantes. Los signos clinicos se limitan a signos o trastornos neurolégicos que se observan
en cepas de ratén que han sido inmunosuprimidas. Sin embargo, en general, no hay signos. No
se han descrito cambios patoldgicos en infecciones naturales y el virus se encuentra
principalmente en 6rganos linfoides en infecciones experimentales. La replicacién del virus
ocurre para un ciclo celula de una pequefia poblacion de macréfagos. El virus esta por lo tanto
concentrado en érganos con altas poblaciones de macréfagos. Una necrosis timica transitoria,
esplenomegalia y linfocitopenia ocurren en el inicio de las infecciones. EI LDEV causa viremia
persistente, que induce anticuerpos antivirales y eventualmente, complejos antigeno-anticuerpo
circulantes que puede resultar en una glomerulonefritis membranosa leve. El sello de
diagnostico de la infeccidon por LDEV es la elevacion de los niveles de lactato deshidrogenasa
(LD) en suero, que se produce debido a la reduccion de la eliminacién de una isozima LD.
Niveles de otras enzimas en suero también se elevan aunque no a la misma medida.

LDEYV altera varias funciones corporales, incluyendo las de macréfagos afectados; provoca
aumentos transitorios en la citoquina y actividades receptoras celulares; depresioén transitoria
de la inmunidad; crecimiento tumoral aumentado (o suprimido) (ambos en espontaneos y
trasplantados); supervivencia prolongada de aloinjertos; inmunidad alterada a los copatégenos;
aumentos en los niveles de varias enzimas y gamma globulinas en suero; inmunidad humoral
alterada; suprime la insulina inducida por estreptozotocina, migracion de neutrofilos, desarrollo
de anticuerpos y glomerulonefritis. Claramente, la infeccion de ratones de laboratorio con LDEV
podria alterar seriamente los resultados de la investigacion, especialmente en casos de
estudios de inmunidad. La funciéon del sistema esta involucrada, sin ninguna evidencia externa

de infeccién.

35.6. Patogenos del Sistema Nervioso Central
35.6.1. Virus de la encefalomielitis murina de Theiler
El virus de la encefalomielitis murina (TMEV) es un virus ssRNA de la familia picornaviridae.

TMEYV se ha encontrado con poca frecuencia en ratones de laboratorio y atiin menos
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frecuentemente en ratas. La principal importancia es como un modelo de poliomielitis,
esclerosis multiple y enfermedad desmielinizante inducida por virus. Existen multiples cepas y
se clasifican de acuerdo a la virulencia. El virus de la encefalomielitis murina de Theiler (TMEV)
es un patogeno entérico natural de los ratones que se ha demostrado experimentalmente que
produce una infeccién persistente en sistema nervioso central (SNC). En forma experimental
produce una la patologia similar a la poliomielitis donde se producen cambios en las
poblaciones neuronales de la materia gris del SNC (enfermedad temprana). Después de este
tiempo, los animales supervivientes desarrollan una infeccién persistente del SNC. Como
consecuencia de la infeccion, los ratones crénicamente desarrollan infiltrados de células
mononucleares en sus leptomeninges, materia blanca y desarrollan lesiones de
desmielinizacién. Puede dares un tipo de infeccion del SNC (aguda frente o cronica). Se
encontré que hay siete cepas de TMEV, los virus GDVIl y FA mas virulentos y los virus DA,
TO4, WW, Yale y BeAn8386 menos virulentos. Los virus GDVII y FA causan regularmente una
encefalitis fatal mientras que las demas variantes del virus producian en gran parte infecciones
asintomaticas durante el primer mes. Sin embargo, todos los virus persisten en el SNC y los
ratones desarrollaron una médula espinal prominente, lesiones leptomeningeas y de materia
blanca, consistentes en inflamacién de células mononucleares y desmielinizacion. Estos
cambios patolégicos fueron similares a las lesiones descritas en detalle del virus DA. Se
muestra la virulencia de las siete cepas de TMEV, GDVIl y FA, son por lo menos de 100 a
60000 veces mas virulentas que las otras. Debido a que el virus infecta naturalmente la mucosa
intestinal, la transmision es principalmente fecal-oral, aunque la infeccién no es altamente
contagiosa. El derramamiento viral se produce durante aproximadamente 2 meses. Ademas, se
ha documentado la transmision transplacentaria, como también es posible los cultivos celulares
de ratdn y rata pueden estar infectados.

En general, no se observan signos clinicos de infeccion. Sin embargo, la viremia puede
diseminar en el virus del intestino a muchos tejidos, incluyendo el higado, el bazo y el SNC,
donde se diseminan a través de la extensién directa y en ocasiones resulta en una paralisis
flacida unilateral o bilateral de las extremidades posteriores y, raramente, se observan otros
signos neurolégicos. La replicacién del virus en el SNC de ratones se determiné que para el
virus GDVII los ratones infectados con el virus GDVII pueden morir a los 5 a 9 pos infeccién.

Los ratones infectados con el virus DA se mantienen bien durante este periodo.
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Tras la diseminacién del virus, que es raro, pero ocurre con mayor frecuencia alrededor de las
6 a 10 semanas de edad, se pueden observar cambios patolégicos en la médula espinal y el
cerebro que consisten en poliomielitis con necrosis, no supurativa. También meningitis,
microgliosis, perivasculitis y desmielinizacion, posiblemente mediada por linfocitos T CD4, TNF-
a e IL-1. Las cepas de ratén difieren en su susceptibilidad a la enfermedad de desmielinizacion,
que generalmente se induce a través de experimentos por inoculaciéon. Ademas, la inoculacion
intraperitoneal resulta en miositis aguda que progresa a un proceso inflamatorio crénico en los
musculos dando una enfermedad que puede estar mediada por el sistema inmunitario. Las
respuestas inmunes del huésped normales a este agente permite la eliminacién de esta
infeccion del SNC en el dia 21. Por lo tanto, los ratones que tienen este virus presente
después de este tiempo pueden considerarse como una infeccién persistente y por lo tanto,
son todos capaces de establecer una infeccion persistente del SNC en ratones.

Hay evidencia de que la infeccién no letal no se induce tan facilmente con virus altamente
virulentos, debido a la dificultad de inducir infecciones no letales con dosis bajas de GDVII pero
parece que no pueden persistir en el SNC de los ratones. Dos cepas, los virus GDVIl y FA, son
altamente virulentas y producen encefalitis aguda, pero se eliminé de los sistemas nerviosos de
los animales que sobreviven. En contraste, cinco pequenas cepas menos virulentas, DA, WW,
TO4, Yale y BeAn8386 generalmente no producen enfermedad durante el primer mes después
de una infeccién, pero la infeccion del SNC es persistente y que finalmente resulta en una
enfermedad desmielinizante y es menos probable que sean letales.

La eliminacién del virus depende de la participacion del virus, linfocitos T citotoxicos e IL-2. En
infecciones naturales en ratones ha interferido en el estudio de otras infecciones virales.
Ademas, TMEV ralentiza la conduccién del motor espinal y potenciales evocados

somatosensoriales y podria comprometer estudios que involucren al SNC.

35.7. Patogenos en Multiples Sistemas

35.7.1. Adenovirus (MAd1 / MAd2)

Los adenovirus de raton son dsADN. Virus de la familia Adenoviridae. Se han reportado dos
cepas, las cepas FL-1 (actualmente MAd-1) y K87 (MAd-2), las cuales son probablemente
especies distintas. Generan infecciones en el el ratén, el principal huésped, y se ha reportado
solo en raras ocasiones infecciones de ratas por serologia. La transmision de ambas cepas es

por contacto. MAd-1 tiene un patron de distribucién sistémico y puede ser eliminado en la orina
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por hasta 2 afios. Esta habilidad de persistir del MAd-1. Los signos clinicos nunca han sido
observados durante infeccion natural con cualquiera de las cepas. Sin embargo, los signos
clinicos y / o cambios patolégicos en ratones se han observado de manera dependiente de la
cepa después de una infeccion experimental con MAd-1. La infeccion por MAd-1 tiene tropismo
para el SNC y causa una enfermedad fatal en adultos de ratones C57BL / 6 pero no en ratones
BALB / ¢ adultos. Los ratones muestran sintomas de enfermedad aguda del SNC, incluidos
temblores, Convulsiones, ataxia y paralisis. Examen microscépico de luz del tejido del SNC
revel6 hemorragias petequiales, edema, neovascularizacion, e inflamacion leve en el cerebro y
la columna vertebral. En otros estudios, las lesiones patologicas fueron en los rifiones, corazén,
bazo, glandulas suprarrenales, pancreas, higado e intestinos. MAd-2 se puede ser eliminado
en las heces durante 3 semanas en ratones inmunocompetentes y durante al menos 6 meses
en atimicos. En contraste con MAd-1, la infeccion con MAd-2 es localizada en el intestino, no
causa signos clinicos y da como resultado cambios patolégicos que se limitan a inclusiones
intranucleares en criptas y vellosidades del intestino delgado. La inmunidad a los adenovirus es
principalmente humoral. La infeccién por adenovirus del ratén, aunque poco frecuente, puede
interferir con una variedad de estudios, particularmente aquellos que involucran el sistema

nervioso central, renal y gastrointestinal.

35.7.2. Ectromelia virus (viruela del raton)

El virus de la ectromelia es el agente causal de mousepox. Es un virus dsDNA en la familia
Poxviridae. Los ratones son los hospedadores naturales. Las ratas pueden estar infectadas en
forma transitoria solamente en ensayos experimentales. Segun informes de infeccién natural
en laboratorios de ratones son de baja prevalencia y muy poco frecuente (raros) en los Estados
Unidos pero no es asi en Europa donde se mencionan mas infecciones. Sin embargo, la
mousepox clinica fue recientemente reportado en ratones en una instalacion del gobierno de
los Estados Unidos en ratones habian que habian sido inyectados con suero comercial
contaminado. Encuestas seroldgicas realizadas en los Estados Unidos ocasionalmente revelan
ratones seropositivos, confirmando ademas que el agente esta presente en las colonias. La
importacién de animales y / o tejidos de Europa representan oportunidades adicionales para la
introduccion en las instalaciones de animales de los Estados Unidos. La transmision viral es
principalmente por contacto directo y fomites, con piel. Las abrasiones que sirven como puerta

de entrada. La resistencia a las infecciones con mousepox varia entre las cepas de raton y
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depende de multiples genes. Las cepas C57BL / 6 y C57BL / 10 son altamente resistente y
generalmente no muestra signos de infeccion. En contraste, C3H, BALB / c, y DBA / 2 estan
entre las cepas con mayor frecuencia mostrando signos de enfermedad. En esas cepas los
signos clinicos son evidentes en casi todos los miembros de la colonia y consisten en
hinchazén de los pies, picaduras, letargo, depresion y repentina muerte. Tras la entrada a
través de la piel rota, el virus se replica localmente en la piel y en los ganglios linfaticos y luego
causa una viremia leve, primaria y se propaga al higado y al bazo donde se produce una
replicacion masiva en los macrofagos de estos 6rganos en una mayor viremia posterior o
secundaria. El virus entonces se localiza en muchos tejidos pero mas prominentemente en la
piel, la conjuntiva y ganglios linfaticos. Los cambios patolégicos incluyen necrosis esplénica,
ganglionar, timica y hepatica; intestino delgado en forma masiva, como también erosiones en
mucosas; e inclusiones citoplasmaticas en la piel e higado. Las porciones distales de la cola 'y
las extremidades pueden necrosarse y eso da lugar al nombre de ectromelia. El virus persiste
durante varios meses en los bazos de ratones infectados, y es diseminado en las heces
durante solo unas 3 semanas.

Hay varias cepas con nombre del virus de ectromelia que varian en virulencia, incluyendo NIH-
79, Wash-U, Moscu, Hampstead, St. Louis-69, Bejing-70 e Ishibashi I-lll. Pero la cepa de
Moscu es la mas virulenta. La virulencia parece depender de la presencia de una proteina
poxvirus. La eliminacién del virus por el sistema inmune depende absolutamente de las
funciones efectoras de las células T CD8, mientras que las células NK, las células T CD4 y los
macréfagos son necesarios para la generacion de una respuesta 6ptima. Como muchos otros
poxvirus, el virus de la ectromelia expresa un soluble homélogo del receptor de IFN-g capaz de
inhibir la accién de compuestos antivirales.La gravedad de la enfermedad y el resultado estan
determinados por factores como la cepa del virus, el genotipo, asi como la dosis y la ruta de
infeccién del virus. Los animales de todas las edades son sensibles a la enfermedad, sin
embargo, todas las sensibilidades de diferentes lineas de ratén son diferentes. Las cepas
resistentes existentes de ratones, como C57BL /6, C57BL / 10 y AKR, pueden no tener signos
clinicos de que los virus pueden causar a otros animales. Es importante tener en cuenta que el
fondo genético del raton puede afectar la infeccién, lo que significa que los factores del
huésped estan involucrados en la regulacion de la susceptibilidad y la resistencia al virus. Por
ejemplo, los ratones salvajes exhiben susceptibilidad variable, mientras que las cepas de

laboratorio fueron utiles para determinar los factores de resistencia del huésped. Se cree que la
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ruta natural de infeccién ocurre a través de abrasiones en la piel, lo que significa que la
transmision del virus ocurre de animal a animal o a través de fémites, como camas infectadas
en el lugar para mantener a los ratones. La infeccion se transmite por via alimentaria,
aerégena, por contacto. La enfermedad puede ocurrir latente, aguda y subaguda. Los animales
con una forma latente del virus no muestran signos de enfermedad. En este caso, la infeccién
puede ser activada por varios factores, por ejemplo, durante la irradiacién, el transporte, la
infeccién con otros patégenos y la carga experimental. Con una forma fulminante, los sintomas
clinicos no tienen tiempo para manifestarse, y la muerte de los ratones ocurre inesperadamente
y rapidamente. La forma subaguda representa la forma clasica de Ectromelia: en tales casos en
animales, principalmente en la cabeza, la cola y las piernas desarrollan lesiones cutaneas. La
piel es edematosa, hiperémica, con pequefias hemorragias focales, que estan cubiertas de
costras secas. Posteriormente, en los dedos, orejas y cola, se forman focos de necrosis,
cubiertos con costras de color marrén oscuro, que luego desaparecen. A veces se produce

la amputacién de extremidades o falanges de los dedos y la cola, de ahi el nombre

de ectromelia dado a este virus. Para evitar la infeccion de la colonia con el virus de la
electromelia, es necesario evaluar regularmente la colonia y controlar la salud de los

ratones. Para erradicar el virus en la colonia, se debe establecer la cuarentena y detener la
reproduccion. La vacunacién también ayuda a eliminar el problema de la infeccién por virus. La
caja del animal debe limpiarse y desinfectarse a fondo, preferiblemente con formalina gaseosa
o peroxido de hidréogeno vaporizado. El virus de Ectromelia puede sobrevivir durante 11 dias a
temperatura ambiente en la sangre. Todos los demas materiales de la casa de animales deben
desecharse como residuos peligrosos (incinerados) o esterilizarse en autoclave. La
esterilizacion en autoclave, el tratamiento con formalina y los desinfectantes comunes
inactivaran el virus de la ectromelia, al igual que la desecacion o los detergentes. Infecciones
natural de ratones de laboratorio con el virus de la ectromelia comprometeria severamente la

mayoria de las investigaciones.

35.7.3. Virus Toolan (H1)

El virus H-1 (el virus H-1 de Toolan) es un ssDNA Virus de la familia Parvoviridae. Se sabe
relativamente poco de la biologia natural del virus H-1. Su prevalencia es baja en ratas que es
el hospedador natural, y la infeccién natural no causa sintomas clinicos. La enfermedad y los

efectos en la investigacion son pocos. Puede producir malformaciones en el sistema nervioso
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central y esquelético de ratas. La transmision es a través de la exposicién a la orina infectada,
heces, secreciones nasales, y leche. Durante una infeccion natural con H-1, el virus no causa
enfermedad. Sin embargo, los cambios patolégicos observados por inoculaciéon experimental
del virus H-1 son evidentes. La infeccién se deriva de una necesidad de los parvovirus para
infectar células en divisién, en donde genera lisis celular. Los informes de virus H-1 que afectan
la investigacién son limitados a la necrosis hepatocelular en ratas expuestas a patégenos o
productos quimicos que causan dafio hepatico y posiblemente a una reduccién de la incidencia
de artritis asociada a Yersinia aunque en los ultimos estudios otros copatdégenos también
pueden tener estado presente a pesar de la escasez de datos incriminatorios de H-1. En las

ratas podria alterar los estudios de desarrollo fetal.

35.7.4. Virus Kilham (KRV)

El virus de la rata Kilham (KRV) es otro Virus ssDNA de la familia Parvoviridae. Mas se sabe de
la biologia natural del KRV que del virus H-1. Al igual que con el virus H-1, las ratas son el
huésped natural de KRV. La transmisién es via directa, contacto con orina infecciosa, heces,
secreciones nasales y leche. También por contacto con fomites contaminados. Este ultimo es
probablemente mas importante que para muchos otros virus de roedores, ya que los parvovirus
son altamente resistentes a las condiciones ambientales extremas y son altamente
contagiosos. Ademas, tumores trasplantables y los cultivos celulares pueden infectarse. En las
ratas puede permanecer en forma persistente infectando por tiempos variables dependiendo de
la edad del animal. Raramente se observan signos clinicos de infeccion pero se han reportado
en ratas con dia 13 de gestaciéon en donde las ratas en ese brote tuvieron anomalias
reproductivas, incluyendo aumento de las reabsorciones fetales, ataxia, hipoplasia cerebelosa
e ictericia de muchos descendientes. En otro informe, se observé cianosis escrotal, hinchazon
abdominal, deshidratacion y muerte que ocurrié en ratas jévenes expuestas a adultos
serolégicamente positivos al virus. Al igual que otros parvovirus, KRV infecta activamente
replicando las células y los resultados en la lisis celular y la destruccion del tejido. Por lo tanto,
el KRV causa lesiones principalmente durante el desarrollo fetal y vida neonatal. La infeccion
puede persistir por tiempos variables dependiendo en la edad de la rata en el momento de la
infeccién, pero generalmente no dura mas de 3 a 4 meses. Las lesiones pueden ocurrir en
multiples érganos, incluyendo el SNC y gastrointestinal y sistema reproductivo; y que consisten

en focos necroticos, frecuentemente en el higado; hemorragia; e hipoplasia. La infecciéon en
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ratas de laboratorio se ha reportado que resulta en una teratogénesis y supresion del
desarrollo, leucemia murina, alteracion de las respuestas de los linfocitos, induccién de la
produccion de IFN, induccion de diabetes tipo agudo | en ratas BB / Wor resistentes a la
diabetes, y alteracién del metabolismo lipidico tras la infeccion in vitro. Por dltimo, el KRV
puede alterar la adhesion de los leucocitos al endotelio adrtico de rata y puede reducir la
incidencia de artritis asociada a Yersinia, aunque en esos tres estudios otros copatdégenos
también pueden haber estado presentes. KRV podria profundamente interferir con la
investigacion que involucra una variedad de sistemas corporales, especialmente si la infeccion

ocurrié durante el desarrollo fetal.

35.7.5. Virus diminuto del raton (MVM) (ya descripto)

35.7.6. Virus de la hepatitis del raton (MHV)

El virus de la hepatitis del raton (MHV) es probablemente el patégeno mas importante de los
ratones de laboratorio. Las ratas también pueden infectarse pero solo en condiciones
experimentales. MHV es un virus ssRNA de la familia Coronaviridae. Es extremadamente
contagioso y se transmite principalmente a través de aerosoles, contacto directo, fomites y
experimentalmente, a través de tumores transplantables y pasajes transplacentarios. En
relacién a la susceptibilidad, tropismo tisular, signos clinicos y patologicos; las lesiones
dependen de varios factores como hospedadores, ambientales, y patégenos.
Aproximadamente 25 cepas fueron aisladas de MHV han sido descritas y han sido clasificadas
como respiratorias o enterotrépicas. Recientemente, se reportd un brote de una cepa de MHV
altamente hepatotrépica de una colonia de cria de ratones desnudos en Taiwan. La presencia o
ausencia del receptor del MHV, una glicoproteina de la familia de antigenos
carcinoembrionarios de la superfamilia de Ig determina el tropismo tisular. En las variantes
respiratorias (politrépico) las cepas se establecen en la mucosa nasal, descienden a los
pulmones, y pueden difundir hematégenamente por todo el cuerpo o ascender a lo largo de las
neuronas del SNC. Las lesiones intestinales suelen estar ausente. Las cepas politrépicas
incluyen MHV-1, MHV-2, MHV-3, A59, S y JHM. Las cepas enterotrépicas también pueden
establecerse en la mucosa nasal o en el tracto intestinal y diseminarse solo localmente al

higado, regién abdominal, ganglios linfaticos y, en algunos casos, el SNC.
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La infeccién pulmonar es poco frecuente. Las cepas enterotropicas incluyen LIVIM, MHV-D y
MHV-Y. Mientras que las cepas politropicas han sido histéricamente consideradas mas
comunes, en otras opiniones se cree que la situacion se ha invertido. Las lesiones estan
presentes por solo 7 a 10 dias después de la infeccion, y son dependientes de la cepa de virus,
y se caracterizan por necrosis multifocal. Adicionalmente, la formacién de células gigantes
sincitiales multinucleadas ocurre y puede estar asociado con la fragmentacién y reorganizacién
del aparato de Golgi. Lesiones en la mucosa olfatoria, cerebro, pulmones e higado se pueden
observarse en cepas politrépicas, mientras que por lo general, las lesiones del tracto intestinal
se deben a cepas enterotropicas. Las lesiones causadas por cualquiera de las cepas tienden a
ser mas severas y generalizadas en ratones inmunocomprometidos.

La mayoria de las infecciones siguen uno de tres patrones clinicos y que son: Infeccién
enzoodtica (subclinica), cominmente observada en la reproduccién de colonias que ocurre
cuando la infeccién es endémica en la colonia y es mantenida solo por la llegada continua de
animales susceptibles que son los recién nacidos. No existe un estado portador, aunque en un
estudio reciente se detectd ARN viral en el higado hasta 60 dias después de la infeccién. Los
adultos son asintomaticos, y sus crias se vuelven asintomaticamente infectadas por el tiempo
de inmunidad paterna pasivamente transferido que disminuye al destete. Infeccién epizootica
(clinica) que ocurre con menos frecuencia cuando se introduce el patégeno a una colonia
limpia y donde las infecciones en adultos suelen ser asintomaticas.

Los signos clinicos dependen del virus y de la cepa de ratén y son mas evidentes en ratones
lactantes; y es comun que presenten diarrea, crecimiento deficiente y muerte. Como la
infeccion se establece en la colonia, el patrén epizodtico es sustituido por el patron enzodtico.
Y por ultimo en los ratones inmunodeficientes, como los ratones atimicos (nu / nu), desarrollan
un sindrome de desgaste caracterizado por una enfermedad generalizada severa y eventual
muerte.La inmunidad al MHV es principalmente mediada pero no completamente por celulas.
Esta inmunidad es parcialmente protectora entre virus que son estrechamente relacionados; y
se sabe que involucra a linfocitos T, macroéfagos, IFN y células NK. Numerosos informes
documentan efectos de infecciones naturales o experimentales por MHV en fisiologia e
investigacion. En ratones inmunocomprometidos, estos efectos incluyen cambios necréticos en
varios érganos, incluyendo el higado, los pulmones, el bazo, intestino, cerebro, ganglios
linfaticos y médula ésea; diferenciacion de células portadoras de marcadores de linfocitos T;

enzima actividad alterada, concentracion de bilirrubina, rechazo de tumores de xenoinjerto; y
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mielopoyesis hepatoesplénica. En ratones inmunocompetentes, los efectos informados incluyen
inmunoestimulacién transitoria seguido de inmunodepresion; involucién timica; agotamiento de
macrofagos permisivos de LDEV; microcitico anemia y alteraciones en ferroquinética.
Disminuye la respuestas proliferativas de linfocitos, secrecién de anticuerpos, fagociticos,
actividad, regeneracién hepatica, produccion de células sanguineas, incidencia de diabetes
mellitus en ratones diabéticos no obesos y produccién de IFN durante la infeccion de la SV;
cambios apoptoéticos en el timo; incremento de la actividad tumoricida de los macréfagos
peritoneales, hepaticos, captacion de hierro inyectado, susceptibilidad o resistencia a
copatdgenos, y produccion de IFN e IL-12; hepatica alterada, ctividad enzimatica,
comportamiento de los mielomas asciticos y expresion de marcadores de superficie celular en
linfocitos T esplénico, desmielinizacién nerviosa; deterioro de la médula 6sea pre-B y células B.
Claramente, la infeccion por MHV natural de ratones de laboratorio con MHV puede afectar una
gran cantidad de estudios cientificos y seriamente comprometer el valor de estos animales

como sujetos de investigacion.

35.7.7. Virus de la sialodacrioadenitis

Virus de la sialodacrioadenitis (SDAV) es un patégeno comun, importante y altamente
contagioso de ratas de laboratorio. SDAV es un virus ssRNA de la familia Coronaviridae. La
transmision es via contacto directo y fomites. Los ratones neonatos, pero no adultos
inmunocompetentes o scid son susceptibles a la infeccién experimental y no se ha reportado
infeccion natural de ratones. En el SDAV las infecciones siguen patrones similares a los del
MHYV, que es otro coronavirus.

La infeccién enzooética ocurre en colonias reproductoras y se sostiene solo por la continua
introduccion de huespedes susceptibles (recién nacidos). Las ratas lactantes desarrollan
conjuntivitis transitoria mientras que las destetadas y los adultos son asintomaticos.

La infeccién epizoética ocurre cuando el agente se introduce en una poblacién totalmente
susceptible. Los signos clinicos son de nuevo transitorios y pueden variar en gravedad, e incluir
edema cervical, estornudos, fotofobia, conjuntivitis, secrecion nasal y ocular de porfirina y
ulceracién corneal y queratocono.

Existen multiples cepas de SDAV vy los tropismos tisulares difieren algo entre las cepas. SDAV
tiene un tropismo tisular para las glandulas tubuloalveolares de la serosa. por lo tanto, los

cambios inflamatorios consisten principalmente de necrosis difusa que se ven en el lagrimal,
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(incluyendo las glandulas de Harder), submandibular, orbital y glandulas salivales. Dafios
secundarios pueden ocurrir a las estructuras del ojo. Los ganglios linfaticos cervicales y el timo
también pueden presentar signos levemente necroticos. Algunas cepas de SDAV afectan el
sistema respiratorio, donde los cambios patolégicos pueden incluir parches necrotizantes,
rinitis, traqueitis, bronquitis y bronquiolitis, con neumonitis multifocal. SDAV causa lesiones
respiratorias mas graves en el tracto de las ratas LEW que en ratas F344. El virus esta
presente en los tejidos durante solo 1 semana. No hay estado portador, por lo que los signos
clinicos y los cambios patolégicos son transitorios. En ratas atimicas, la infeccion es mas grave,
es persistente y puede ser fatal. SDAV ha demostrado alterar los ciclos estrales, incrementa la
mortalidad embrionaria y postnatal, causa agotamiento del factor de crecimiento epidérmico en
glandulas salivales submaxilares. También causa anorexia y pérdida de peso, y reduce la
produccion de IL-1 por macréfagos alveolares. Adicionalmente, SDAV potencia las lesiones
causadas por M. pulmonis, de tracto pulmonar o intrapulmonar con enfermedad fatal. En
infecciones naturales de ratas de laboratorio con SDAV se esperaria que interfiriera con los
estudios que involucran el lagrimal, saliva, sistema respiratorio, ocular, olfativa, reproductiva y
los sistemas inmunolégicos y también puede interferir en el crecimiento de los recién nacidos

infectados.

35.7.8. Corynebacterium kutscheri

Corynebacterium kutscheri es un bacilo grampositivo que infecta ratones y ratas. La
transmision es fecal-oral. La cavidad bucal y el intestino grueso, mas comiunmente, sirven como
sitios de depdsito para una etapa de portador latente. Las infecciones naturales suelen ser
subclinicas y son reveladas solo por los efectos inmunosupresores de ciertas drogas,
manipulaciones experimentales u otros agentes infecciosos. Produce una pseudotuberculosis.
Los signos clinicos en ratas, cuando estan presentes, suelen incluir disnea con sonidos
anormales en los pulmones, pérdida de peso, postura jorobada y anorexia. La propagacion
hematdgena ocurre en ambas especies y explica la formacion de abscesos en diversos
érganos. En las ratas, los abscesos se desarrollan cominmente en los pulmones y se
extienden a la pleura, mientras que en ratones, los abscesos ocurren con mas frecuencia en los
rifones y el higado. Diferencias de susceptibilidad de infeccion se han reportado en las cepas
de ratones C57BL /6 yB10.BR/SgSn que estan entre las cepas mas resistentes, mientras

que Swiss, BALB / cCry A/ J se encuentran entre las cepas mas susceptibles. La
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susceptibilidad de la cepa puede reflejar diferencias en la eficiencia de los fagocitos
mononucleares o respuestas de citoquinas. Los procedimientos experimentales que causan
inmunosupresion en las ratas o ratones puede resultar en el desarrollo no deseado de una
infeccion activa por C. kutscheri, que podria comprometer una variedad de estudios, incluidos

los de las vias respiratorias.

35.7.9. Encephalitozoon cuniculi

Encephalitozoon cuniculi es un parasito protozoario microsporidio que infecta una amplia gama
de hospedadores, incluidos ratones y ratas de laboratorio. Al menos se han identificado tres
cepas basadas en la especificidad del huésped y otros criterios. La prevalencia sigue siendo
alta en muchos conejos y pueden servir como una fuente de infeccién para ratones y ratas. En
contraste, la prevalencia es baja en los modernas Instalaciones para roedores. El significado
principal de E. cuniculi en los roedores de laboratorio es como contaminante de tumores
trasplantables. Ademas de los tumores infectados, la transmision es a través de la exposicion a
la orina infectada. Tras ingestién, del esporoplasma de las esporas infecciosas ganan entrada
al epitelio intestinal del huésped, donde ocurre la multiplicaciéon continua que resulta en la
eventual ruptura de la célula huésped, con diseminacién a otros érganos, como el cerebro, los
riiones, el higado y los pulmones. La infeccion suele ser asintomatica en roedores
inmunocompetentes. Las lesiones se encuentran mas cominmente en los rifiones y cerebro.
En los rifiones, las lesiones consisten en parasitos intracelulares localizados en el epitelio
tubular renal y producen inflamacién, con eventual destruccion focal de los tibulos y reemplazo
por tejido conectivo fibroso que provoca manchas en la superficie renal. En el cerebro, las
lesiones consisten en meningoencefalitis. En las ratas, pero no en ratones, también hay
inflamacién granulomatosa multifocal. Las cepas de ratdn difieren en su susceptibilidad a la
infeccién, donde C57BL / 6, DBA /1y 129J son muy susceptibles, mientras que C57BL / 10,
DBA /2 y AKR son de susceptibilidad de nivel intermedio y BALB /¢, A/ Jy SJL son
relativamente resistentes. En contraste con los ratones inmunocompetentes, atimicos (nu / nu)
los ratones experimentan una alta mortalidad con infeccion con este agente. La infeccion con
E. cuniculi aumenta transitoriamente la actividad de las células NK, y la actividad microbicida de
los macrofagos puede involucrar nitrito (NO2). La infeccién con E. cuniculi causa
hepatoesplenomegalia con ascitis, altera la arquitectura del cerebro y el riién. También altera

las respuestas del huésped al trasplante de tumores, y reduce las respuestas celulares y
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humorales a una variedad de inmundégenos. La infeccion por E. cuniculi de ratones es utilizado
como modelo de microsporidiosis humana. La infeccién de ratones y ratas de laboratorio
comprometeria los estudios que involucran al sistema gastrointestinal, renal y nervioso central y

posiblemente otros.
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