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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue demostrar la presencia de anticuerpos
contra el paramixovirus ofidico (PMVO) en el suero de 150 vipeéridos, en cautiverio, ubicados
en nueve establecimientos en Costa Rica, mediante la prueba de inhibicion de la
hemoaglutinacion (IHA) utilizando, para tal fin, las cepas Bush Viper (BV) y Neotropical
(NT) como antigeno. Ambas cepas fueron replicadas en células Vero y en huevos
embrionados de pollo a temperatura de incubacion de 28°C. Dos grupos de aves, tres aves en
cada grupo, fueron inmunizadas con cada cepa con el fin de preparar antisueros especificos
para ser utilizados como control positivo en la prueba de IHA. La interpretacion de los
resultados positivos se realizd de la siguiente forma: leves (1:20 a 1:80), moderados (1:160) y
fuertes (>1:160). La seroprevalencia de anticuerpos especificos a PMVO fue de 26% (n=39)
para la cepa BV y 28,6% (n=43) para la cepa NT. Ademas, se implemento la amplificacion en
cadena de la polimerasa (PCR) como prueba diagnostica del PMVO complementaria a la IHA.
Los datos de nuestra investigacion demuestran por vez primera en Costa Rica evidencia
serologica de la presencia de infecciones con dos cepas de PMVO en vipéridos mantenidos en
cautiverio. Adicionalmente, se logré diagnosticar un caso clinico como positivo al virus por

medio de PCR.
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ABSTRACT

The objective of the present investigation was to demonstrate antibodies against the
ophidian paramyxovirus (OPMV) in serum samples from 150 vipers belonging to nine captive
collections in Costa Rica. A hemaglutination inhibition (HAI) assay was used to evidence
antibodies against OPMV strains denominated Bush viper (BV) and Neotropical (NT). Each
strain was replicated in Vero cells and in embryonated chicken eggs using an incubation
temperature of 28°C. Two groups of three birds each were immunized with each strain
respectively, in order to obtain specific antiserum to use as positive control in the HI test. The
positive results were grouped as follows: low (1:20 to 1:80), moderate (1:160), and strong
(>1:160). The seroprevalence toward specific OPMV antibodies were: 26% (n=39) for the BV
strain and 28,6% (n=43) for the NT strain. Also, a polymerase chain reaction (PCR) technique
was implemented as a complementary diagnostic test for the OPMV. Our data prove, for very
first time in Costa Rica, serological evidence of infections with two strains of PMVO in vipers
in captivity. Additionally, using PCR assay, we were able to relate a clinical affected case with

OPMYV disease.
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1. INTRODUCCION

A lo largo de las ultimas décadas las colecciones de serpientes en cautiverio han
aumentado draméticamente y representan una de las poblaciones de reptiles con mayor
crecimiento en paises como Estados Unidos (Mader, 2006), Alemania (Pees et al., 2010),
Espafia (Ords et al., 2001), entre otros. En Costa Rica, los serpentarios se han utilizado como
una atraccion turistica, al igual que centros de investigacién y desarrollo de medicamentos, asi
como centros de educacion ambiental (Arguedas, 2009).

Cada dia, los serpentarios contienen mas animales y hay mayor traslado de especies de
un centro a otro, en algunos casos sin realizar una cuarentena adecuada del animal antes de
ingresar a la coleccion. Asimismo, la importacion y exportacion de animales puede resultar en
la mezcla de diferentes patdgenos al presentar enfermedades nuevas a poblaciones
susceptibles (Ritchie, 2006).

Las serpientes en cautiverio sufren de estrés e inmunosupresion por su captura,
transporte, manejo constante y, en algunos casos, por ser colocadas en ambientes poco
adecuados, disminuyendo asi su resistencia natural a enfermedades (Coborn, 1987; Mattison,
1992). En situaciones de estrés se van a ver disminuidas la respuesta inflamatoria y la
produccion de anticuerpos en el reptil haciendo al animal mas susceptible a la enfermedad
(Denardo, 2006).

Los micro-parasitos, entre estos los virus, son considerados agentes potencialmente
dafinos para las poblaciones de animales silvestres pues su efecto negativo se ha reportado en
animales tanto en vida libre como en cautiverio (Essbauer & Ahne, 2001). Ademas, las

enfermedades virales en el animal pueden predisponer a la entrada de otros patdgenos



secundarios como son bacterias, hongos y paréasitos, aumentando de esta manera la severidad
del cuadro clinico (Ritchie, 2006; Jacobson, 2002). Una pérdida de individuos producto de
enfermedades repercute como pérdida econdmica para los centros pues muchos de estos
individuos son de alto valor econdmico y genético (Essbauer & Ahne, 2001).

Las enfermedades del sistema nervioso y respiratorio son comdnmente encontradas en
los reptiles bajo condiciones de cautiverio y son responsables de pérdidas de individuos en
colecciones privadas, de zooldgico y en centros de investigacion en diferentes paises del
mundo (Jacobson et al., 1992). Agente virales, como el Paramixovirus ofidico (PMVO), son
los responsables de algunos casos (Jacobson et al., 1980; Jacobson et al., 1992).

Desde que el PMVO fue aislado por primera vez, se han documentado al menos diez
brotes importantes en colecciones en diferentes paises del mundo, destacando las colecciones
en Suiza, Estados Unidos, Brasil, Espafia, entre otros (Clark et al., 1979; Jacobson, et al.,
1981; Oros et al., 2001). Dos de los brotes més relevantes se asociaron con la importacion de
serpientes procedentes del sudeste asiatico y desde Costa Rica (Cranfield & Graczyk, 1996).
No se encontrd informacion relevante en lo referente a los animales exportados que resultaron
infectados ni sobre los brotes ocurridos.

El Unico caso de mortalidad por PMVO reportado en Costa Rica se presenté en una
serpiente en cautiverio en el afio 2005. En el estudio histopatolégico de los tejidos del animal
se constato infeccion con el PMVO mediante una prueba de hibridacion in-situ realizada al
tejido pulmonar (Quesada, 2005; Morales, 2008). A pesar de lo anterior, se desconoce la

situacién epidemioldgica del PMVO en serpientes de nuestro pais.



1. 2. Marco teérico
1.2.1. Paramixovirus ofidico (PMVO)

El PMVO fue aislado por primera vez en 1972 a partir del tracto respiratorio de un
vipérido brasilefio Bothrops moojeni (Fer-de-lance) perteneciente a un serpentario en Suiza
(Clark et al., 1979). El establecimiento reportd un cuadro respiratorio con una mortalidad del
25,0% de los 431 especimenes expuestos (Homer et al., 1995; Bronson, 2006; Kolesnikovas et
al., 2006; Jacobson, 2007). Posterior a este se dio la identificacion de este agente viral en
colecciones de serpientes en cautiverio en los Estados Unidos, Meéxico, Brasil, Alemania, y
Espafia (Jacobson et al., 1992; Oros et al., 2001). La prevalencia del virus en animales de vida
libre es desconocida pero se le considera una enfermedad emergente con efectos negativos en
las poblaciones de vipéridos en sus ecosistemas (Kurath, 2004).

En los Estados Unidos entre los afios 1980 y 1987, se reportaron, en colecciones de
zooldgicos del estado de Louisiana, dos brotes importantes causados por el PMVO, (Jacobson
et al., 1981; Jacobson et al., 1992). En el primero 35 vipéridos murieron, afectando el 8,0% de
la coleccion de 438 ejemplares. La morbilidad del virus no fue reportada (Jacobson et al.,
1981). En el segundo, 128 serpientes se expusieron al virus debido a contacto con animales
que fueron introducidos al serpentario sin un periodo de cuarentena adecuado. En un lapso de
cinco meses, 35 de los 53 vipéridos de la coleccion murieron; 26 (49,0%) de las muertes
fueron confirmadas como consecuencia del PMVO (Jacobson et al., 1992). En Espafa se
realizd un estudio retrospectivo donde se recolectaron muestras de tejidos de serpientes que
habian muerto en diferentes colecciones de las Islas Canarias. A los tejidos se les realizaron

examenes inmunohistoquimicos y se reportaron seis muertes por PMVO (Ords et al., 2001). A



pesar de que se dispone de informacién sobre diversos brotes por PMVO, se desconoce la
prevalencia de este agente en los paises donde los brotes ocurrieron.
1.2.2. Caracteristicas del PMVO

Como su nombre lo indica, taxondmicamente, el PMVO ha sido clasificado dentro de
la familia Paramyxoviridae, la cual se ubica en el orden Mononegavirales y se subdivide en
dos subfamilias Paramyxovirinae, con los géneros Abulavirus, Henipavirus, Respirovirus,
Rubulavirus, y Morbillivirus; y Pneumovirinae con los géneros Pneumovirus vy
Metapneumovirus (Murphy et al., 1999). El PMVO no ha sido agrupado a ninguna subfamilia
0 género en particular. Los viriones del PMVO son pleomorficos con un diametro de 150-
300nm, envueltos, peplomeros de 8-20nm de longitud y nucleocépside helicoidal. EI genoma
es de &cido ribonucleico (ARN) y consiste de una sola molécula lineal con polaridad negativa,
de 15.378 nucleodtidos (Clark et al., 1979; Murphy et al., 1999; Kurath, et al., 2004). La
organizacion y replicacion del genoma del PMVO es similar a otros paramixovirus (Kurath et
al., 2004), con excepcion del gen U no presente en otros miembros de la familia (Murphy et al,
1999; Kurath et al., 2004). Este gen puede representar la base filogenética que permita ubicar
al PMVO en un nuevo género (Kurath et al., 2004). El detalle y la funcién de las proteinas
virales se presentan en el cuadro 1.

Basandose en los genes L y HN, diferentes estudios moleculares agrupan a los
paramixovirus de reptiles en dos grandes grupos filogenéticos (A y B) y un grupo intermedio
(D los cuales son antigénicamente similares entre ellos y tienen baja especificidad de huésped
(Ahne, 1999b). Por su secuencia, la cepa Neotropical (NT) se encuentra en el grupo | y la cepa

Bush Viper (BV) ha sido agrupada en el grupo B (Kindermann, 2001). Estudios seroldgicos de



inhibicién de la hemoaglutinacion (IHA) reportan una reaccion cruzada entre paramixovirus
de reptiles y los paramixovirus aviares serotipo 1y 7 (Blahak, 1995).

Cuadro 1. Genes virales del PMVO con la proteina codificada y su funcion (Murphy et al.,

1999).
Genviral Proteina viral codificada Funcién

N N Formacion de la nucleocéapside.

U U Proteina de membrana, unica en la familia
Paramixoviridae.

P PV Interviene en la replicacion del genoma, la
proteina V es accesoria y sirve para bloquear al
interferén del huésped.

M M Proteina méas abundante, asociada a las
membranas.

F F Proteina de fusion de la envoltura del virus a la
célula del huésped. Media la patogenicidad.

HN HN Media la unién del virus a los receptores
glicolipidicos de la superficie celular

L L Polimerasa

El PMVO ha sido aislado en reptiles de las familias Elapidae, Boidae, Colubridae, y
Viperidae (Sand et al., 2004; Bronson, 2006; Jacobson, 2007). La infeccion puede transcurrir
de forma peraguda, aguda, crénica o subclinica (Aguilar et al., 2005; Bronson, 2006). Los
signos clinicos asociados con la enfermedad no son patognomonicos (Sand et al., 2004;
Bronson, 2006) e incluyen: anorexia, regurgitacion ocasional, disnea aguda, estridor,
emaciacion, desgaste muscular, diarrea mucoide, tremores de la cabeza, falta de equilibrio,
opistotonos, paralisis flacida aguda, enfermedad progresiva del sistema nervioso central,

convulsiones terminales, y/o posicionamiento anormal de la cabeza (Jacobson et al., 1980;



Jacobson et al., 1981; Jacobson et al., 1991; Jacobson et al., 1992; West et al., 2001;
Marschang & Chitty, 2004; Sand et al., 2004; Bronson, 2006; Jacobson, 2007). Los hallazgos
histopatologicos de serpientes afectadas por el PMVO incluyen neumonia proliferativa
intersticial, encefalitis, necrosis pancreatica, entre otros (Jacobson et al., 2007 ; Kolesnikovas
et al.,, 2006). Los animales también pueden ser encontrados muertos sin ninguna
sintomatologia previa o pueden morir desde una semana hasta meses luego de haber sido
expuestos al virus (Bronson, 2006; Kolesnikovas et al. 2006).

Este virus puede ser transmitido por secreciones nasales y descargas hemorragicas
mucopurulentas de la glotis infectando rapidamente a las serpientes que entran en contacto con
ellas (Jacobson et al., 1997; Francisco et al., 2001; Mitchell, 2003; Bronson, 2006). También
puede presentarse la infeccion en animales en contacto con fémites y jaulas contaminadas
(Bronson, 2006).

El PMVO es inmunosupresor por lo tanto los animales mueren de enfermedad
bacteriana secundaria por organismos gram-negativos principalmente (Jacobson et al., 1981;
Jacobson et al., 1991; Jacobson et al., 1992; Bronson, 2006; Kolesnikovas et al., 2006).
Durante una epidemia se debe reducir el contacto entre serpientes infectadas y sanas lo mas
rapido posible ya que no existe un tratamiento especifico contra el virus (Jacobson et al., 1981;
Jacobson et al., 1992; Bronson, 2006). La administracion de antibioticos de amplio espectro,
para minimizar la neumonia bacteriana secundaria en las serpientes afectadas, disminuye la
mortalidad en algunos casos (Jacobson et al., 1980; Jacobson et al., 1981; Jacobson et al.,
1991; Bronson, 2006).

Las medidas de bioseguridad son necesarias para disminuir el riesgo de infecciones en

las colecciones manteniendo asi un buen estado sanitario de las serpientes (Bronson, 2006). La



prevencién del contagio de enfermedades se logra realizando un periodo de cuarentena de los
animales nuevos de al menos 90 dias y hasta seis meses antes de ser introducidos a la
coleccion (Coborn, 1987; Marschang & Chitty, 2004; Rossi, 2006; Bronson, 2006).

El diagndstico de las infecciones por PMVO puede ser dificil en algunos casos, ya sea
por la falta de signos clinicos o por la ausencia de lesiones histopatoldgicas en el animal (Sand
et al., 2004), sin embargo, el diagndstico presuntivo puede realizarse basandose en la historia
de exposicidn al virus y los hallazgos clinicos (Bronson, 2006).

Para realizar el diagnostico definitivo se debe acudir a diversas pruebas de laboratorio,
que permitan la identificacion del agente causal, tales como el aislamiento viral en cultivos
celulares o huevos embrionados a partir de muestras de hisopados orales y/o cloacales (Heard
et al., 2004), identificacion de antigenos virales mediante inmunoperoxidasa (Jacobson, 2007),
inmunofluorescencia (Jacobson et al., 1997), o la deteccion del genoma viral mediante
hibridacién in situ o mediante la amplificacion en cadena de la polimerasa (PCR) (Mitchell,
2003; Sand et al., 2004; Heard et al., 2004; Aguilar et al., 2005; Bronson, 2006; Jacobson,
2007). También se puede confirmar el diagnostico poniendo en evidencia los anticuerpos
especificos al PMVO mediante IHA o ELISA (Kania et al., 2000). La seroconversion ocurre
entre 6 a 10 semanas post-infeccion por lo tanto los animales con enfermedad aguda podrian
tener o carecer de anticuerpos detectables (Heard et al., 2004; Bronson, 2006).

Un animal que sobrevive una infeccion activa puede continuar eliminando el virus por
periodos variables de tiempo, sin que necesariamente la infeccion persista de por vida, pero
convirtiéndose asi, temporalmente, en una fuente de infeccion para otras serpientes (Jacobson

& Origgi, 2007).



1.2.2. Familia Viperidae
La familia Viperidae se compone de 245 especies distribuidas en 32 géneros. En Costa
Rica se encuentran 16 especies en tres subdivisiones informales: Agkistrodontines
(Agkistrodon), Crotalines (Crotalus), y Lachesines (Atropoides, Bothriechis, Bothrops,
Cerrophidion, Lachesis, y Porthidium) (Savage, 2002; Sol6rzano, 2004). Su tamafio varia de
50cm hasta 3m en algunos casos, y se diferencian por sus dos colmillos retractiles en la parte
anterior de la maxila (dentadura solenoglifa), los cuales conducen veneno necrético y
hemolitico. Se caracterizan por tener cuerpo robusto, con la cabeza ancha y bien diferenciada
del cuello. Presentan un oOrgano termoreceptor especializado entre la fosa nasal y el ojo,
llamado foseta loreal, que es utilizado para su alimentacion y defensa. Su alimentacion
consiste de vertebrados pequerfios e invertebrados y suelen ser de habitos nocturnos y terrestres
(Savage, 2002; Soldrzano, 2004)
1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General
e Demostrar la presencia o ausencia de anticuerpos contra el PMVO en serpientes en
cautiverio en Costa Rica.
1.3.2. Objetivos Especificos
e Implementar la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion para el diagnostico de
anticuerpos especificos al PMVO en suero de serpientes mantenidas en cautiverio
en Costa Rica.
e Establecer la seroprevalencia del PMVO por género taxonémico Yy por
establecimiento.

e Cuantificar los casos positivos y negativos de la poblacién muestreada.



2. METODOLOGIA: METODOS Y MATERIALES

2.1. Animales y establecimientos

Todos los animales muestreados pertenecen a la Familia Viperidae. EI muestreo se
realizé en el periodo comprendido entre setiembre de 2009 y febrero de 2011 durante el cual
se visitaron nueve serpentarios a nivel nacional. El propietario o encargado de cada
establecimiento fue informado previamente sobre la naturaleza del proyecto y del
procedimiento que se iba a realizar con los animales. Un Consentimiento Previamente
Informado (CPI) del Consejo Nacional de Biodiversidad (CONAGEBIO), el cual pertenece al
Ministerio de Ambiente Energia y Telecomunicaciones (MINAET), fue revisado por los
encargados y el permiso de investigacion fue adquirido por medio de la resolucion R-011(bis)-
2010-OT-CONAGEBIO para el Instituto Clodomiro Picado, por medio de la resolucién R-
013-2010-OT-CONAGEBIO para Snake Garden, y por medio de la resolucion R-012-2010-
OT-CONAGEBIO para el Serpentario Exhibicion Cultural Movil, con el fin de cumplir con la
Ley de Biodiversidad N°7788. El Zoologico Simén Bolivar no requirié permiso ya que forma
parte del MINAET.

Los establecimientos visitados fueron: Instituto Clodomiro Picado (ICP), Refugio
Herpetoldgico de Costa Rica (RH), Reptilia de Costa Rica (RCR), Zooldgico Simén Bolivar
(ZSM), Serpentario Exhibicion Cultural Mévil (SM), Snake Garden (SG), Coleccion Privada 1
(P1), Mundo de las Serpientes (MS), y Coleccion Privada 2 (P2). Los animales muestreados
debian ser de la familia Viperidae y tener un tamafio adecuado que permitiera el sangrado de

su vena coccigea ventral o de su corazén.
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2.2. Nimero de muestra

Un total de 150 animales fueron seleccionados como nimero minimo para poder
realizar los andlisis de esta investigacion y poder contar con datos estadisticamente
significativos. A partir de una poblacion estimada de 500 animales en cautiverio, la muestra
permite determinar prevalencias inferiores o superiores al 25% y 75% respectivamente, con un
95% de confianza y un 6% de error aceptado. El calculo del tamafio de muestra se realiz6 con

el programa WinEpiscope (Thrusfield, M. et al., 2001).

2.3. Colecta y manejo de la muestra de sangre

La obtencion de las muestras de sangre se realizo a partir de la vena coccigea ventral o
mediante puncién intracardiaca (Redrobe & MacDonald, 1999; Heard et al., 2004; Campbell
& Ellis, 2007). La superficie corporal del sitio de venopuncion de los animales, inmovilizados
y sujetados por los encargados del establecimiento, fue desinfectada con un antiseptico
quirdrgico (Redrobe & MacDonald, 1999; Francisco et al., 2001) y la puncién se realizd con
equipo estéril apropiado para la especie, tamafio del animal y volumen de sangre a obtener
(Jacobson & Origgi, 2007; Campbell & Ellis, 2007). La muestra de sangre se coloco en un
tubo sin anticoagulante o en un vial Eppendorf de 1,8ml, en posicion vertical, y se dejé
coagular por una hora a temperatura ambiente hasta que se retrajo el coagulo. Posteriormente
se trasladd en una hielera al Laboratorio de Virologia de la Escuela de Medicina Veterinaria,
donde se centrifugdé a 4.000rpm durante cinco minutos y se separd el suero con una pipeta
Pasteur. EIl suero se almacend en un vial estéril a -20°C (Meneses, 1993; Jacobson & Origgi,
2007). De cada animal se obtuvo al menos 0,1ml de suero para realizar la prueba de IHA

(Bronson, 2006).
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2.4. Antigenos

Como antigeno de referencia de PMVO se adquirid, en la American Type Culture
Collection (ATCC®-USA), la cepa Neotropical (NT) (nimero de catadlogo VR-1408™)
originalmente aislada de una Crotalus simus, y la cepa Bush viper (BV) (nimero de catalogo
VR-1409™) aislada de una Atheris squamiger. Una vez en el Laboratorio de Virologia de la
Escuela de Medicina Veterinaria fueron divididas en alicuotas de 100ul y almacenadas a -

70°C.

2.5. Replicacion viral en cultivo celular

La replicacion viral en cultivo celular de ambas cepas, NT y BV, se realizo en la linea
celular Vero, a 28°C siguiendo un procedimiento descrito anteriormente (Mayr et al., 2000).
Los cultivos fueron observados diariamente para determinar el efecto citopatico y congelados
a -70°C al dia seis o siete post-inoculacion. Posteriormente fueron descongelados, clarificados
mediante centrifugacion y se repitié el proceso de inoculo en las células Vero. En total se
realizaron tres pasajes en cultivo celular para la cepa BV y cuatro pasajes con la cepa NT. La
actividad viral presente en el medio de cultivo de cada pasaje fue monitoreada mediante la

técnica de hemoaglutinacion como se describe posteriormente en 2.7.

2.6. Replicacion viral en huevo embrionado

La replicacion viral de ambas cepas con la técnica de huevo embrionado se realizd en
huevos fértiles de nueve dias de edad, provenientes de una compafiia nacional (Allan et al.,
1980; Herrero & Hun, 1995) mediante inoculacion del saco alantoideo siguiendo el

procedimiento descrito por Ahne et al. (1999a).



12

En total se utilizé 5 huevos, dos fueron inoculados con la cepa NT, dos con la cepa BV
y uno se emple6 como control. La incubacion se realiz6 a 28°C durante seis dias, tras los
cuales se cosechd los fluidos alantoideos y se observd cuidadosamente los embriones. La
actividad viral presente en el fluido fue monitoreada mediante la técnica de hemoaglutinacion

como se describe a continuacion.

2.7. Hemoaglutinacion

La titulacion viral mediante hemoaglutinacion se realizd en placas de 96 pozos con
fondo en V (Greiner, Ref 651101). En resumen, se colocd 50ul de solucién buferada de
fosfatos (PBS) en cada pocito de la placa, excepto en la primera fila donde se colocaron 100ul
de los antigeno obtenidos en 2.5 y 2.6. Se realizaron diluciones con la ayuda de una pipeta
multicanal (Eppendorf cat. 022452088) y se agreg6 50ul de una suspension de eritrocitos de
pollo al 1% (10ml de PBS, 100ul de SFB, y 100ul de eritrocitos empacados). Se incubd a 4°C

durante media hora y se procedio a la lectura (Herrero & Hun, 1995).

2.8. Inmunizacion de aves

A efecto de contar con sueros control para la IHA, tanto positivos como negativos,
especificos a las cepas de referencia de PMVO (Jacobson & Origgi, 2007) y aprovechando la
adaptacion de ambos virus al sistema de huevo embrionado, tres aves de cuatro semanas de
edad fueron inmunizadas con la cepa BV, tres con la cepa NT vy tres sirvieron de control
negativo.

Las aves, convencionales, de la raza Cobb fueron proporcionadas por una empresa

nacional, se recibieron al dia de edad, sin vacunas, y fueron ubicadas en jaulas de aislamiento
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dentro de las instalaciones del Bioterio de la Escuela de Medicina Veterinaria. La
inmunizacion de las aves se realizd mediante inyeccion intramuscular a nivel de la pechuga
con 0,5ml de una emulsion preparada con 1ml del fluido alantoideo de cada cepa, recuperado
de los huevos embrionados, y 1ml de Adyuvante Completo de Freund (ACF) (Carlander et al.,
1999; Tizard, 1995; Hodek & Stiborova, 2003). La inmunizacion se repitié una vez mas, sin el
adyuvante de Freund, después de 12 dias (Tijssen, 1985; Carlander et al., 1999; Hodek &
Stiborova, 2003), empleando 0,5ml de fluido alantoideo, administrado de forma IM, y 0,5ml
del tercer pasaje del cultivo celular de cada cepa, de forma IV.

Previo al procedimiento de inmunizacion, se colectd una muestra de sangre de cada ave
y se analizd, mediante ELISA (Idexx® y BioCheck®), para detectar anticuerpos a Virus de
Newcastle, Virus de Bronquitis Infecciosa, Virus de la enfermedad de Gumboro, Virus de
Laringotraqueitis infecciosa, Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma synoviae.

Los sueros hiperinmunes se obtuvieron mediante puncién de las venas cutanea cubital
y safena a la edad de 65 dias, en que las aves fueron sometidas a eutanasia. La sangre se
mantuvo a temperatura ambiente durante una hora, luego se centrifugd y el suero fue
almacenado en alicuotas a -20°C (Tijssen, 1985) hasta su andlisis mediante la prueba de IHA
utilizando el antigeno especifico de cada cepa.

Se contd con la aprobacion del Comité de Bienestar Animal de la Escuela de Medicina

Veterinaria (EMV-CBA-010-2010) para realizar este procedimiento.

2.9. Prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion (IHA)
La deteccion y cuantificacion de anticuerpos especificos a las dos cepas de referencia

del PMVO se realiz6 mediante la técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion (IHA). En
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forma resumida, los sueros, tanto de las serpientes como de las aves inmunizadas, fueron
descongelados e inactivados a 56°C durante 30 minutos. Luego fueron diluidos en una
proporcion 1:5 en solucién salina buferada con fosfatos (PBS) y adsorbidos con eritrocitos de
pollo, lavados y empacados, durante 12 horas a 4°C para remover aglutininas inespecificas
(Herrero & Hun, 1995; Jacobson & Origgi, 2007). Posteriormente, se agregé un volumen de
25ul de PBS con 0,1% de albumina de suero de bovino (BSA, Sigma cat. A 9418) conteniendo
8 unidades hemoaglutinantes (UHA) del antigeno PMVO a las placas de microtitulo. Luego se
agregaron 25ul de suero por duplicado y se diluyeron en base 2. Cada dilucion se incub6 a
temperatura ambiente durante una hora, tras la cual se agregd 25ul de una suspension de
eritrocitos de pollo al 1%. Luego las placas de microtitulo se incubaron a 4°C durante 30
minutos y después se procedio a la lectura de los resultados. El titulo de anticuerpos se estimé
como la dilucion més alta donde se encontrd inhibicion de la hemoaglutinacion (Mohanty &
Dutta, 1981 ; Herrero & Hun, 1995; Jacobson, 2002; Jacobson & Origgi, 2007).

En el presente estudio se clasificaron los positivos en tres categorias: positivos leves,
moderados y fuertes. Un resultado de positivo leve correspondi6 con titulos de 1:20 a 1:80
(Jacobson et al., 1991; Allender et al., 2006; Kolesnikova et al., 2006; Knotek et al., 2007,
Allender et al, 2008; Pees et al., 2010); el positivo moderado correspondié con un titulo de
1:160 (Allender et al., 2006; Allender et al 2008); y el positivo fuerte correspondio con los
titulos mayores a 1:160 (Allender et al., 2006; Allender et al., 2008). Un resultado fue
considerado negativo cuando los titulos fueron iguales o menores a 1:10 (Jacobson et al.,

1991; Allender et al., 2006; Kolesnikova et al., 2006; Allender et al, 2008; Pees et al., 2010).
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2.10. Extraccion de ARN, conversion a cDNA, prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y electroforesis

La prueba de PCR se utiliz6 para identificar las dos cepas de virus original enviado por
la ATCC®, el fluido alantoideo extraido de los huevos embrionados, y el tercer pasaje de
cultivo celular utilizado para realizar la prueba de IHA. Se extrajo el ARN de las muestras
utilizando las columnas de QlAamp® MiniElute Virus Spin Kit (Quiagen, cat. 57704). La
retrotranscripcion para el acido desoxirribonucleico complementario (cDNA) se realizd
utilizando el kit Revert Aid™ (Fermentas, cat. K1632).

Los primers utilizados para realizar el PCR fueron sintetizados por la compafiia
Invitrogen®. El producto esperado fue de 153 bp y la secuencia del primer de iniciacion
utilizado fue 5 -CGGATCTTATTCCTAGGGTA-3" y la del primer reverso 5'-
TGATGCAGTTGACTATCTGC-3" (Sand et al., 2004). Para la cepa Bush Viper se utilizaron
25ul de Master Mix, 1ul de cada primer, 2ul de cDNA de cada muestra y 21ul de H,0 libre de
nucleasas. Para la cepa Neotropical se modifico la cantidad de cDNA ya que se utilizaron 5ul
y 18ul de H,0 libre de nucleasas. EIl protocolo de amplificacion utilizado fue de 94°C por
cinco minutos, seguido de 40 ciclos de 94°C por un minuto, 50°C por un minuto de
anillamiento del primer, y 68°C por tres minutos de extension. La extension final fue de 10
minutos a 68°C seguido por 4°C tiempo infinito. La electroforesis se realizo utilizando un gel
de agar al 1,5% con bromuro de etidio (BrEt) a 80v durante una hora en una camara de
electroforesis (BioRad® Mini-sub Cell GT). Los productos fueron visualizados en un

transiluminador (Fotodyne, Pat USA, 4.657.655) y fotografiados (BioRad® Universal Hood

).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Animales y establecimientos

Un total de 150 muestras de suero de vipéridos fueron recolectadas en nueve
serpentarios en cuatro provincias de Costa Rica (Cuadros 2 y 3). Con excepcion del Mundo de
las Serpientes, en el resto de los establecimientos se muestre6, al menos, el 25% de los
vipéridos de la coleccion al momento de la visita (Thrusfield et al., 2001)

Los establecimientos se ubican en San José (n=5), Heredia (n=2), Alajuela (n=1), y
Cartago (n=1). La mayor cantidad de muestras proviene del ICP (n=65), seguido de MS
(n=16), SG (n=13), el ZSB, SM, y P2 (n=11), RCR (n=10), P1 (n=8), y por ultimo RH (n=5).
En el anexo 1 se detalla la identificacion de cada muestra, su especie y el serpentario de
origen.

La especie con mayor cantidad de muestras fue Crotalus simus (38,0%), seguido de
Bothrops asper (26,7%), Bothriechis lateralis (10,0%), Bothriechis schlegelii (8,0%),
Atropoides picadoi (4,6%), Crotalus adamanteus (3,3%), Cerrophidion godmani (2,7%),
Lachesis stenophrys (2,7%), Crotalus vegrandis (2,0%), Atropoides mexicanus (2,0%) y
Porthidium nasutum (0,7%) (Cuadro 3).

Los géneros muestreados fueron Atropoides spp., Bothrops spp., Bothriechis spp.,
Cerrophidion spp., Crotalus spp., Lachesis spp. y Porthidium spp., representando once

especies diferentes (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Establecimientos visitados con su ubicacién, y cantidad de vipéridos muestreados

por género.

Establecimiento

Provincia

NUmero de
muestras (%)

Géneros de vipéridos

muestreados (n)

Instituto Clodomiro Picado (ICP)

San José

Refugio Herpetoldgico de C.R. (RH) San José

Reptilia de C.R. (RCR)

Zoologico Simon Bolivar (ZSM)

Serpentario Exhibicién Cultural
Movil (SM)

Snake Garden (SG)

Coleccion privada (P1)

Mundo de Serpientes (MS)

Coleccién privada (P2)

Total

Heredia

San José

San José

Heredia

Cartago

Alajuela

San José

65 (43,4%)

5 (3,3%)

10 (6,6%)

11 (7,3%)

11(7,3%)

13 (8,7%)

8 (5,3%)

16 (10,6%)

11 (7,3%)

150 (100%)

Bothrops spp. (23)
Crotalus spp. (42)

Bothrops spp. (3)
Crotalus spp. (2)

Atropoides spp. (1)
Bothriechis spp. (6)
Lachesis spp. (3)

Bothriechis spp. (8)
Crotalus spp. (1)
Cerrophidion sp.(2)

Atropoides spp. (2)
Bothriechis spp. (2)
Cerrophidion spp. (2)
Crotalus spp. (5)

Atropoides spp. (4)
Bothriechis spp. (1)
Bothrops spp. (6)
Crotalus spp. (2)

Bothriechis spp. (8)

Atropoides spp. (1)
Bothrops spp. (4)
Crotalus spp. (10)
Lachesis spp. (1)

Atropoides spp. (1)
Crotalus spp. (5)
Bothrops spp. (2)
Bothriechis spp. (2)
Porthidium spp. (1)
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Cuadro 3. Cantidad de vipéridos muestreados por especie y nombre comun.

Especie de vipérido Nombre comun Cantidad de
Muestras (n)
Atropoides mexicanus Mano de piedra 1,3% (2)
Atropoides picadoi Mano de piedra 4,6% (7)
Bothrops asper Terciopelo 26,7% (40)
Bothriechis lateralis Lora 10,0% (15)
Bothriechis schlegelii Bocaraca 8,0% (12)
Cerrophidion godmani Toboba de altura 2,7% (4)
Crotalus adamanteus Cascabel 3,3% (5)
Crotalus simus Cascabel 38,0% (57)
Crotalus vegrandis Cascabel 2,0 % (3)
Lachesis stenophrys Matabuey 2,7% (4)
Porthidium nasutum Tamaga 0,7% (1)
Total 100% (150)

3.2. Colecta y manejo de la muestras

Referente al procedimiento de colecta de sangre, conviene resaltar que la técnica
intracardiaca s6lo fue utilizada en tres animales ya que sus colas eran demasiado pequefias
para permitir el sangrado de su vena coccigea. No se presentaron complicaciones en los
animales luego de la toma de muestra. En especies pequefias como las del género Bothriechis
se tomo aproximadamente de 0,5 a 1ml de sangre mientras que en especies mas grandes como
las del género Crotalus se tom6 de 1 a 3ml de sangre. La vena coccigea en las especies
Crotalus es mas grande y facil de ubicar por la irrigacion de su cascabel.

En algunos casos las muestras de sangre se contaminaron con fluido linfatico pero esto
no afecta el resultado de los examenes serologicos (Campbell, 2006). El suero usualmente fue
de color amarillo claro pero en algunos casos presentd un color verde-amarillento

posiblemente debido a presencia de riboflavina y carotenoides presentes en la sangre de
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algunos animales (Campbell, 2006). Una vez colectadas las muestras de sangre se incubaron a
temperatura ambiente durante, al menos, una hora debido a que en los reptiles la coagulacion
se prolonga por tiempo indefinido ya que tienen una baja actividad de la tromboplastina

intrinseca ademas de un factor antitrombo natural (Campbell, 2006).

3.3.  Replicacion viral en cultivo celular y huevo embrionado.

Ambas cepas del PMVO pudieron ser replicadas en cultivos de células Vero utilizando
medio de mantenimiento con antibiotico, antimicotico, y suero fetal bovino (SFB) 1% a una
temperatura de 28°C (Childress, 2010).

Tras su ingreso al pais, las dos cepas del PMVO se mantuvieron en la aduana a 4°C por
varios dias antes de ser retiradas. Esto pudo haber afectado el titulo de las mismas ya que la
temperatura Optima para su almacenamiento es de -70°C (ATCC®, 2010). Segun el
proveedor, el titulo de la cepa BV era de 1:512 pero al titularla en el laboratorio su titulo fue
de 1:32 el cual se mantuvo hasta su tercer pasaje. Por otra parte, el mismo proveedor reportd
un titulo de 10*° dosis infectantes medias en tejido celular por ml (TCDIse/ml) para la cepa
NT vy al titularla en el laboratorio se obtuvo 256 UHA. Al hacer los pasajes en cultivo celular
con esta cepa no se pudo alcanzar el titulo del virus original (Cuadro 4).

La replicacion de ambas cepas en cultivo celular se evidencid con la aparicion de
efecto citopatico, células redondas, sincitios y lisis celular, a partir del quinto dia post-
inoculacion.

En el cuadro 4 se presenta el comportamiento de ambas cepas en cultivo celular y su

titulo mediante la técnica de hemoaglutinacion.



Cuadro 4. Titulo de cada cepa de PMVO mediante hemoaglutinacién por pasaje en células

Vero.
Cepa PMVO Pasaje en Titulo del virus
Células Vero

Bush Viper Virus original 1:32
1° 1:16
2° 1:32
3° 1:32

Neotropical Virus original 1:256
1° 1:8
2° 1:64
3° 1:8
4° 14

20

Tanto la cepa BV como la cepa NT se replicaron en huevos embrionados incubados a
28°C, mostrando embriones de menor tamafio al control y con hemorragias cutaneas. Ademas,
se constato actividad hemoaglutinante en los fluidos alantoideos correspondientes a cada cepa
(Cuadro 5). Adicionalmente, la identidad de ambos virus, antes y después de su adaptacion a
huevo embrionado, pudo ser comprobada mediante la técnica de PCR (Capitulo 6). El bajo
titulo obtenido en el huevo infectado con NT pudo deberse a un embrién defectuoso o a error
humano al momento de realizar la infeccion.

Estos hallazgos coinciden con lo reportado por Ahne et al., 1999a, quien describid
titulos de 10782 TCIDso/ml del virus en la membrana corio-alantoidea y en el fluido
amnioético de huevos infectados con una cepa de PMVO y mantenidos a 28°C. Como signo

patoldgico se presentd hemorragias en la piel del embrion y en la membrana alantoidea. El
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cerebro, higado y piel fueron los 6rganos del embrién que presentaron los titulos mas bajos del
virus.

En concordancia con otros autores, los resultados obtenidos permiten resaltar la
utilidad del sistema huevo embrionado en la replicacion de PMVO (Ahne et al., 1999a),
sistema que, ademas, es una opcion barata y facil de manipular para el estudio viral (Genway
Biotech Inc., 1998). Al ser un sistema cerrado y no invasivo se pueden recuperar grandes
cantidades de antigeno o anticuerpo de un solo huevo de forma rapida y hace innecesario el
uso de animales de laboratorio (Genway Biotech Inc., 1998; Hodek & Stiborova, 2003).

Cuadro 5. Titulo de HA de fluido alantoideo de huevos embrionados segln cepa.

Huevo Cepa Titulo HA
1 Bush Viper 1:64

2 Bush Viper 1:64

3 Neotropical 1:16

4 Neotropical 1:2

5 Control Negativo <1:2

6 Control Negativo <1:2

3.4. Inmunizacion de aves

El andlisis del suero de las aves mediante ELISA, realizado previo a la inmunizacion,
revel6 ausencia de anticuerpos a los agentes considerados por lo que se les puede considerar
libres de ellos (Saif, 2003).

Utilizando la técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion, las aves inmunizadas
mostraron titulos fuertes de anticuerpos contra ambas cepas a los 35 dias posteriores a la
primera inoculacion (Cuadro 6). A los 35 dias posteriores a la inmunizacion, el suero de las

aves 2-NT y 3-NT presentaron los titulos mas elevados de 1:1280. Con la cepa BV, el ave 1-
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BV presento los titulos mas elevados de 1:640. Las aves control negativo no presentaron
anticuerpos contra el PMVO en ninguna de las pruebas de IHA. Los resultados obtenidos

demuestran la utilidad de las aves en la preparacién de antisueros (Hodek & Stiborova, 2003).

Cuadro 6. Titulo de anticuerpos (IHA) en suero de aves antes y después de la inmunizacion

con dos cepas de PMVO.

Identificacion  Resultado IHA Resultados IHA 35 dias

previo a posterior 1° inmunizacion
inmunizacion (eutanasia)
1-BV <1:10 1:640
2-BV <1:10 1:320
3-BV <1:10 1:160
1-NT <1:10 1:320
2-NT <1:10 1:1280
3-NT <1:10 1:1280
C- <1:10 <1:10
C- <1:10 <1:10
C- <1:10 <1:10

La inmunizacién de estas aves permitio darle validez a la prueba de IHA al contar con
controles positivos y negativos con anticuerpos especificos cada vez que esta era realizada
(Hodek & Stiborova, 2003; Lloyd et al., 2005). Los titulos finales obtenidos pueden
corresponder con las inmunizaciones cortas realizadas, las cuales suelen ser mas especificas
con la desventaja que producen titulos mas bajos de anticuerpos (Tijssen, 1985). La
inoculacién del antigeno de manera intravenosa puede ser utilizada en antigenos solubles o

que sean muy particulares como en este caso (Tijssen, 1985). Ademas, las aves tienen una
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mejor respuesta inmune que los mamiferos, produciendo mayor cantidad de anticuerpos con
poco antigeno inoculado (Hodek & Stiborova, 2003). Otra ventaja de la inmunizacién es que
raramente tiene efectos secundarios en las aves, como la inflamacion y la presencia de
abscesos (Hodek & Stiborova, 2003). La proteccion es fuerte y de larga duracién ya que se
produce la respuesta secundaria en el animal por inyecciones repetidas del antigeno (Tizard,
1995).

Se realizo la prueba de IHA en los sueros de las aves utilizando como antigeno el virus
homologo y heterdlogo en cada caso (Cuadro 7). En el caso de la cepa BV, los resultados con
ambas cepas se diferencian por una sola dilucion por lo tanto son muy similares. En el caso de
la cepa NT, los titulos son mayores al utilizar la cepa homéloga como antigeno.

Estos hallazgos demuestran la semejanza entre las dos cepas ya que producen una
reaccion cruzada al ser utilizadas en la prueba de IHA. Los resultados coinciden con
Kindermann et al., 2001, el cual demuestra que las dos cepas tienen una semejanza de 94,0%
entre las secuencias de aminoacidos de sus genes HN.

Cuadro 7. Titulo de anticuerpos (IHA) en suero de aves utilizando las cepas de PMVO
homologas y heter6logas como antigenos.

Identificacion ave  TituloBVY  Titulo NT

1-BV 1:640 1:320
2-BV 1:320 1:640
3-BV 1:160 1:320
1-NT 1:40 1:320
2-NT 1:320 1:1280

3-NT 1:160 1:1280
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3.5.  Prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion (IHA)

Los resultados de la prueba de IHA para ambas cepas de PMVO se presentan a
continuacién de la siguiente forma: prevalencia por establecimiento y porcentaje por grado de
positividad, prevalencia por especie de vipérido y porcentaje por grado de positividad v,

desglose de los resultados positivos por cepa viral, establecimiento y especie.

3.5.1. Prevalencia por establecimiento y porcentaje por grado de positividad

La presente investigacion demuestra por vez primera en Costa Rica la evidencia
seroldgica de infecciones con dos cepas de PMVO en vipéridos mantenidos en cautiverio. Tal
y como se observa en los cuadros 8 y 9, la prevalencia total en los serpentarios estudiados
oscil6 entre un 46,2% y un 0,0% para ambas cepas. En lo que respecta a la cepa BV, los
serpentarios ICP, SM y P1 poseen prevalencias de 46,2%, 37,3% y 25,0% respectivamente, en
tanto que en los establecimientos ZSB, MS y P2 la prevalencia fue de 0,0%. Por otra parte,
considerando la cepa NT, los serpentarios ICP, ZSB, SM y P1 poseen prevalencias de 46,2%,
27,3%, 27,3% y 25,0% respectivamente, mientras que los establecimientos MS y P2 poseen
prevalencias de 0,0%.

De los mismos cuadros se desprende que el porcentaje de positivos leves para la cepa
BV en el ICP, SM, y P1 fue de 20,0%, 18,2% y 12,5% respectivamente, mientras que los
serpentarios RH, ZSB, MS, y P2 presentaron un 0%. Para la cepa NT, el porcentaje de
positivos leves para los establecimientos ZSB, RCR, ICP y SM fue de 27,3%, 20,0%, 18,5% y
18,2% respectivamente, y el de los serpentarios RH, MS y P2 fue de 0,0%.

El RH y el ICP presentaron un porcentaje de positivos moderados de 20,0% y 15,4%,
respectivamente con la cepa BV. En contraste, el resto de los serpentarios presentan un 0,0%

de positivos moderados. Lo mismo se repite con la cepa NT, donde el RH y el ICP tienen un
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porcentaje de positivos moderados de 20,0% y 6,2% respectivamente, mientras que los demas
serpentarios tienen un 0,0%.

En relacion al porcentaje de positivos fuertes, el P1, ICP y SM presentaron un 12,5%,
10,8% y 9,1% respectivamente para la cepa BV mientras que el ICP, P1 y SM presentaron un
porcentaje del 21,5%, 12,5% y 9,1% para la cepa NT respectivamente. Los serpentarios RH,
RCR, ZSB, MS y P2 presentaron un 0,0% en los resultados de los positivos fuertes para ambas
cepas.

Un 74,0% de las 150 muestras analizadas resulto negativo en la prueba de IHA frente a
la cepa BV mientras que un 71,4% resultd negativo a la cepa NT. Las colecciones MS y P2
resultaron negativas a la prueba en la totalidad de sus muestras. EI ZSB resulto negativo a la
cepa BV pero tuvo un 72,7% de negativos para la cepa NT. Un 53,8% de las muestras

recolectadas en el ICP resultaron negativas a ambas cepas.
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Cuadro 8. Prevalencia por serpentario, y frecuencias absolutas y relativas de muestras positivas totales (PT), positivas leves
(PL), positivas moderadas (PM), positivas fuertes (PF) y negativas (N) a la cepa BV.

Serpentario  Total de PT (%) PL (%) PM (%) PF (%) N (%)
muestras
ICP 65 30 (46,2) 13 (20,0) 10 (15,4) 7 (10,8) 35 (53,8)
RH 5 1(20,0) 0 (0,0) 1(20,0) 0(0,0) 4 (80,0)
RCR 10 1(10,0) 1(10,0) 0(0,0) 0(0,0) 9 (90,0)
ZSB 11 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 11 (100,0)
SM 11 3(37,3) 2 (18,2) 0 (0,0) 1(9,1) 8 (72,7)
SG 13 2 (15,4) 1(7,7) 0 (0,0) 1(7,7) 11 (84,6)
P1 8 2 (25,0) 1(12,5) 0(0,0) 1(12,5) 6 (75,0)
MS 16 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 16 (100,0)
P2 11 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 11 (100,0)

Total 150 39 (26,0) 18 (12,0) 11(7,3) 10 (6,7) 111 (74,0)
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Cuadro 9. Prevalencia por serpentario, y frecuencias absolutas y relativas de las muestras positivas totales (PT), positivas

leves (PL), positivas moderadas (PM), positivas fuertes (PF) y negativas (N) a la cepa NT.

Serpentario  Total de PT (%) PL (%) PM (%) PF (%) N (%)
muestras

ICP 65 30 (46,2) 12 (18,5) 4(6,2) 14 (21,5) 35 (53,8)
RH 5 1 (20,0) 0(0,0) 1 (20,0) 0 (0,0) 4 (80,0)
RCR 10 2 (20,0) 2 (20,0) 0(0,0) 0(0,0) 8 (80,0)
ZSB 11 3(27,3) 3(27,3) 0 (0,0) 0(0,0) 8(72,7)
SM 11 3(27,3) 2 (18,2) 0(0,0) 1(9,1) 8 (72,7)
SG 13 2 (15,4) 1(7,7) 0(0,0) 1(7,7) 11 (84,6)
P1 8 2 (25,0) 1(12,5) 0 (0,0) 1(12,5) 6 (75,0)
MS 16 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 16 (100,0)
P2 11 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 11 (100,0)
Total 150 43(28,6)  21(14,0) 5 (3,3) 17 (11,3) 1071,4)
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3.5.2. Prevalencia por especie de vipérido y porcentaje de positividad por grado

La muestra analizada en este estudio se conformd por once especies de vipéridos.
Considerando los PT, frente a las dos cepas de PMVO utilizadas, la especie Crotalus simus
presentd la prevalencia mas elevada (54,4%), seguido de Crotalus adamanteus con 40,0% y
Atropoides picadoi con 28,6% (Cuadros 10 y 11).

La especie con mayor porcentaje de muestras positivas leves, frente a las cepas BV y
NT, fue Crotalus simus con un 24,6% y 22,8%, respectivamente. La mayor diferencia en los
resultados de esta especie se aprecia en las positivas moderadas donde present6 un 17,5% para
la cepa BV, y un 7,0% para la cepa NT. Por otra parte, en el grupo de positivas fuertes
presentd un 12,3% para la cepa BV y un 24,6% para la cepa NT segun se desprende de los
Cuadros 10 y 11.

La especie Atropoides picadoi presentd igual numero de positivas leves y fuertes hacia
ambas cepas con un 14,3% del total de sus muestras. Un 2,5% de las muestras de la especie
Bothrops asper resulté positivo moderado frente a ambas cepas. La especie Bothriechis
schlegelii presentd un 16,7% de sus muestras positivas leves y un 8,3% positivas fuertes hacia
la cepa BV. Con la cepa NT, se presento una diferencia en las positivas leves ya que presento
25,0% de la totalidad de sus muestras.

Las especies que resultaron negativas para ambas cepas fueron Atropoides mexicanus,
Crotalus vegrandis, Cerrophidion godmani, Lachesis stenophrys, y Porthridium nasutum. Las
muestras de Bothriechis lateralis resultaron negativas para la cepa BV pero presentaron un

20,0% de positivas leves para NT.



positivas moderadas (PM), positivas fuertes (PF) y negativas (N) a la cepa BV.

Cuadro 10. Especie de vipérido y frecuencias absolutas y relativas de muestras positivas totales (PT), positivas leves (PL),

Especie de vipérido Muestras PT (%) PL (%) PM (%) PF (%) N (%)
Atropoides mexicanus 2 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 2 (100,0)
Atropoides picadoi 7 2 (28,6) 1(14,3) 0(0,0) 1(14,3) 5(71,4)
Bothrops asper 40 1(2,5) 0 (0,0) 1(2,5) 0 (0,0) 39 (97,5)
Bothriechis lateralis 15 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 15 (100,0)
Bothriechis schlegelii 12 3 (25,0) 2 (16,7) 0 (0,0) 1(8,3) 9 (75,0)
Crotalus adamanteus 5 2 (40,0) 1(20,0) 0(0,0) 1 (20,0) 3 (60,0)
Crotalus vegrandis 3 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 3(100,0)
Crotalus simus 57 31 (54,4) 14 (24,6) 10 (17,5) 7 (12,3) 26 (45,6)
Cerrophidion godmani 4 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (100,0)
Lachesis stenophrys 4 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (100,0)
Porthidium nasutum 1 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1 (100,0)
Total 150 39 (26,0) 18 (12,0) 11 (7,3) 10 (6,7) 111 (74,0)
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Cuadro 11. Especie de vipérido y frecuencias absolutas y relativas de muestras positivas totales (PT), positivas leves (PL),
positivas moderadas (PM), positivas fuertes (PF) y negativas (N) a la cepa NT.

Especie de vipérido # PT (%) PL (%) PM (%) PF (%) N (%)
Muestras
Atropoides mexicanus 2 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (100,0)
Atropoides picadoi 7 2 (28,6) 1(14,3) 0(0,0) 1(14,3) 5(71,4)
Bothrops asper 40 1(2,5) 0 (0,0) 1(2,5) 0 (0,0) 39 (97,5)
Bothriechis lateralis 15 3(20,0) 3(20,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 12 (80,0)
Bothriechis schlegelii 12 4 (33,3) 3(25,0) 0 (0,0) 1(8,3) 8 (66,7)
Crotalus adamanteus 5 2 (40,0) 1 (20,0) 0(0,0) 1 (20,0) 3 (60,0)
Crotalus vegrandis 3 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 3 (100,0)
Crotalus simus 57 31 (54,4) 13 (22,8) 4 (7,0) 14 (24,6) 26 (45,6)
Cerrophidion godmani 4 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (100,0)
Lachesis stenophrys 4 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (100,0)
Porthidium nasutum 1 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 1 (100,0)

Total 150 43(28,6) 21(140)  5(33)  17(11,4) 107 (71,3)
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3.5.3. Desglose de los resultados positivos por cepa viral, establecimiento y especie

El 26,0% (n=39) de los 150 individuos analizados resulto positivo a la prueba de IHA
utilizando la cepa BV, mientras que el 28,6% (n=43) result6 positivo a la prueba utilizando la
cepa NT.

3.5.3.1. Positivos leves

Cepa Bush Viper

Un 12,0% (n=18) del total de 150 individuos resulto positivo leve a la prueba de IHA
utilizando la cepa BV como antigeno (Cuadro 12). Las serpientes pertenecen a cinco
colecciones diferentes distribuidas en tres provincias del pais. El 72,2% (n=13) de los 18
individuos positivos leves pertenece al mismo serpentario (ICP) y el 83,3% (n=15) proviene
de la provincia de San Jose.

Cuadro 12. Resultados positivos leves de la cepa BV por serpentario, nimero de
identificacion y especie.

Serpentario ID Especie Resultado BV
ICP 5 Crotalus simus 1:20
ICP 6 Crotalus simus 1:80
ICP 10  Crotalus simus 1:40
ICP 11 Crotalus simus 1:20
ICP 13 Crotalus simus 1:80
ICP 15  Crotalus simus 1:40
ICP 16  Crotalus simus 1:80
ICP 21  Crotalus simus 1:80
ICP 23 Crotalus simus 1:80
ICP 24 Crotalus simus 1:80
ICP 26  Crotalus simus 1:80
ICP 35  Crotalus simus 1:40
ICP 36  Crotalus simus 1:80
RCR 44 Bothriechis schlegelii 1:20
SM 67  Atropoides picadoi 1:80
SM 70  Crotalus simus 1:20
SG 112  Crotalus adamanteus 1:40

P1 117  Bothriechis schlegelii 1:40
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En lo que respecta al género, 83,3% (n=15) de los 18 animales positivos leves
pertenece al género Crotalus, 11,1% (n=2) al género Bothriechis, y 5,6% (n=1) al género
Atropoides. Un 22,2% (n=4) de las 18 serpientes resultd con titulos de 1:20, un 27,8% (n=5)
con titulos de 1:40, y un 50,0% (n=9) con titulos de 1:80.

Cepa Neotropical

Un 14,0% (n=21) del total de 150 individuos resultd positivo leve a la prueba de IHA

utilizando la cepa NT como antigeno (Cuadro 13).

Cuadro 13. Resultados positivos leves para la cepa BV por serpentario, nimero de

identificacion, y especie.

Serpentario ID Especie Resultado NT
ICP 5 Crotalus simus 1:40
ICP 6 Crotalus simus 1:80
ICP 11 Crotalus simus 1:80
ICP 13 Crotalus simus 1:80
ICP 16 Crotalus simus 1:80
ICP 21 Crotalus simus 1:80
ICP 23 Crotalus simus 1:40
ICP 26 Crotalus simus 1:40
ICP 28 Crotalus simus 1:80
ICP 29 Crotalus simus 1:80
ICP 35 Crotalus simus 1:80
ICP 36 Crotalus simus 1:40
RCR 44 Bothriechis schlegelii 1:20
RCR 47 Bothriechis lateralis 1:20
ZSB 57  Bothriechis schlegelii 1:20
ZSB 59 Bothriechis lateralis 1:20
ZSB 60 Bothriechis lateralis 1:20
SM 67  Atropoides picadoi 1:80
SM 70 Crotalus simus 1:20
SG 112  Crotalus adamanteus 1:20

P1 117  Bothriechis schlegelii 1:40
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Las serpientes pertenecen a seis colecciones diferentes distribuidas en tres provincias del
pais. EI 57,1% (n=12) de los 21 individuos positivos leves pertenece al mismo serpentario
(ICP) y el 90,5% (n=19) proviene de la provincia de San José. En lo que respecta al género,
66,7% (n=14) de los 21 animales positivos leves pertenece al género Crotalus, 28,6% (n=6) al
género Bothriechis, y 4,7% (n=1) al género Atropoides. Un 33,3% (n=7) de las 21 serpientes
resulté con titulos de 1:20, un 23,8% (n=5) con titulos de 1:40, y un 42,9% (n=9) con titulos

de 1:80.

El 10,0% (n=15) de los 150 individuos resulté positivo leve hacia ambas cepas
(Cuadro 14). EI 53,3% (n=8) de los 15 individuos resultd con el mismo nivel de anticuerpos en
ambas cepas, el 40,0% (n=6) se diferencia por una dilucion en base dos, mientras que el 6,6%

(n=1) se diferencia por dos diluciones.

Cuadro 14. Comparacién de resultados positivos leves a ambas cepas.

ID Resultados  Resultados
BV NT
5 1:20 1:40
6 1:80 1:80
11 1:20 1:80
13 1:80 1:80
16 1:80 1:80
21 1:80 1:80
23 1:80 1:40
26 1:80 1:40
35 1:40 1:80
36 1:80 1:40
44 1:20 1:20
67 1:80 1:80
70 1:20 1:20
112 1:40 1:20

117 1:40 1:40
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3.5.3.2. Positivo moderado

Cepa Bush Viper

Un 7,3% (n=11) del total de 150 individuos resultd positivo moderado a la prueba de
IHA utilizando la cepa BV como antigeno (Cuadro 15). Las serpientes pertenecen a dos
colecciones diferentes ubicadas en la provincia de San José. El 91,0% (n=10) de los 11
individuos positivos moderados pertenece al mismo serpentario (ICP). En lo que respecta al
género, 91,0% (n=10) de los 11 animales positivos moderados pertenece al género Crotalus, y
9,0% (n=1) pertenece al género Bothrops.

Cuadro 15. Resultados positivos intermedios para la cepa BV por serpentario, nimero de
identificacion, y especie.

Serpentario ID Especie Resultado BV
ICP 17 Crotalus simus 1:160
ICP 18 Crotalus simus 1:160
ICP 19 Crotalus simus 1:160
ICP 20 Crotalus simus 1:160
ICP 28 Crotalus simus 1:160
ICP 29 Crotalus simus 1:160
ICP 30 Crotalus simus 1:160
ICP 31 Crotalus simus 1:160
ICP 38 Crotalus simus 1:160
RH 42 Crotalus simus 1:160
ICP 77 Bothrops asper 1:160

Cepa Neotropical

Un 3,3% (n=5) del total de 150 individuos result6 positivo moderado a la prueba de IHA
utilizando la cepa NT como antigeno (Cuadro 16). Las serpientes pertenecen a dos colecciones
diferentes ubicadas en la provincia de San José. El 80,0% (n=4) de los 5 individuos positivos
moderados pertenece al mismo serpentario (ICP) y el mismo porcentaje pertenece al género

Crotalus. Un 20,0% (n=1) pertenece al género Bothrops.



Cuadro 16. Resultados positivos intermedio a la cepa NT por serpentario, nimero de

identificacién, y especie.

Serpentario ID Especie Resultado NT
ICP 10  Crotalus simus 1:160
ICP 17  Crotalus simus 1:160
ICP 24 Crotalus simus 1:160
RH 42  Crotalus simus 1:160
ICP 77 Bothrops asper 1:160
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El 2,0% (n=3) de los 150 individuos resultaron positivos leves hacia ambas cepas (Cuadro 17).

Cuadro 17. Comparacion entre los positivos moderados de ambas cepas.

ID Resultados
BV yNT

17 1:160

42 1:160

77 1:160

3.5.3.3. Positivos fuertes

Cepa Bush Viper

Un 6,7% (n=10) del total de 150 individuos resulto positivo fuerte a la prueba de IHA
utilizando la cepa BV como antigeno (Cuadro 18). Las serpientes pertenecen a cuatro
colecciones diferentes distribuidas en tres provincias del pais. EI 70,0% (n=7) de los 10
individuos positivos fuertes pertenece al mismo serpentario (ICP) y el 80,0% (n=8) proviene
de la provincia de San José. En lo que respecta al género, 80,0% (n=8) de los 10 animales

positivos fuertes pertenece al género Crotalus, 10,0% (n=1) al género Bothriechis, y 10,0%

(n=1) al género Atropoides. Un 60,0% (n=6) de las 10 serpientes resulto con titulos de 1:320,

un 10,0% (n=1) con titulos de 1:640, un 20,0% (n=2) con titulos de 1:2560 y 10,0% (n=1) con

titulos de 1:20480. EIl resultado de esta Gltima muestra (ID #14) indica que pudo haber

sobrevivido una infeccion con el PMVO (Jacobson & Origgi, 2007).
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Cuadro 18. Resultados positivos fuertes a la cepa BV por serpentario, nimero de
identificacién, y especie.

Serpentario ID Especie Resultado BV
ICP 12 Crotalus simus 1:320
ICP 14 Crotalus simus 1:20480
ICP 22 Crotalus simus 1:320
ICP 25 Crotalus simus 1:320
ICP 33 Crotalus simus 1:320
ICP 34 Crotalus simus 1:640
ICP 37 Crotalus simus 1:320
SM 68  Atropoides picadoi 1:2560
SG 111  Cotalus adamanteus 1:320
P1 114  Bothriechis schlegelii 1:2560

Cepa Neotropical

Un 11,4% (n=17) del total de 150 individuos resulté positivo fuerte a la prueba de IHA
utilizando la cepa NT como antigeno (Cuadro 19). Las serpientes pertenecen a cuatro
colecciones diferentes distribuidas en tres provincias del pais. EI 82,4% (n=14) de los 17
individuos positivos fuertes pertenece al mismo serpentario (ICP) y el 88,2% (n=15) proviene
de la provincia de San José y pertenece al género Crotalus. Un 5,9% (n=1) pertenece al género
Bothriechis y 5,9% (n=1) al género Atropoides. Un 47,0% (n=8) de las 17 serpientes resulto
con titulos de 1:320, un 23,5% (n=4) con titulos de 1:640, un 11,7% (n=2) con titulos de
1:1280, un 5,8% (n=1) con titulos de 1:2560, 1:10240, y 1:20480. La serpiente nimero 14 es
la que presenta los titulos mas altos con esta cepa de 1:20480.

El 6,6% (n=10) de los 150 individuos resultaron positivos fuertes hacia ambas cepas
(Cuadro 20). El 50% (n=5) de los 10 individuos resultaron con el mismo nivel de anticuerpos
en ambas cepas, el 30,0% (n=3) se diferencian solo por un titulo, mientras que el 20,0% (n=2)

se diferencia por dos 0 mas titulos.
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Cuadro 19. Resultados positivos fuertes a la cepa NT por serpentario, nimero de
identificacién, y especie.

Serpentario ID Especie Resultado NT
ICP 12 Crotalus simus 1:640
ICP 14 Crotalus simus 1:20480
ICP 15 Crotalus simus 1:320
ICP 18 Crotalus simus 1:320
ICP 19 Crotalus simus 1:320
ICP 20 Crotalus simus 1:320
ICP 22 Crotalus simus 1:640
ICP 25 Crotalus simus 1:320
ICP 30 Crotalus simus 1:320
ICP 31 Crotalus simus 1:640
ICP 33 Crotalus simus 1:640
ICP 34 Crotalus simus 1:10240
ICP 37 Crotalus simus 1:320
ICP 38 Crotalus simus 1:640
SM 68  Atropoides picadoi 1:2560
SG 111  Cotalus adamanteus 1:1280
P1 114  Bothriechis schlegelii 1:1280

Cuadro 20. Comparacién de titulos positivos fuertes con las dos cepas.

ID Resultados BV Resultados NT

12 1:320 1:640
14 1:20480 1:20480
22 1:320 1:640
25 1:320 1:320
33 1:320 1:320
34 1:640 1:10240
37 1:320 1:320
68 1:2560 1:2560
111 1:320 1:1280
114 1:2560 1:1280

La IHA es utilizada como prueba rapida y sencilla para diagnosticar casos positivos de
exposicion o infeccion con PMVO (Jacobson & Origgi, 2007); sin embargo, en la literatura

consultada, no se encontraron reportes de estudios de seroprevalencia del PMVO utilizando
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las cepas BV y NT como antigeno. La sensibilidad y especificidad de la prueba no han sido
determinadas ya que no hay informacion suficiente proveniente de animales experimentales
que hayan sobrevivido a la infeccion para calcular dichos parametros (Jacobson, 2009).
Tampoco se ha llegado a un consenso internacional para la linea de corte de la prueba para
diferenciar a los animales positivos de los negativos (Allender et al., 2008). Algunos autores
consideran los titulos > 1:160 como positivos (Jacobson & Origgi, 2007) en tanto que otros
sitlan la positividad a partir de 1:20 (Jacobson et al., 1991; Allender et al., 2006; Knotek et al.,
2007; Pees et al., 2010). Este ultimo criterio fue el que predomind en la presente investigacion,
debido ademas, a la experiencia previa con el PMV-1 aviar, que considera como positivos los
titulos > 1:8 0 1:16 (OIE, 1996).

Una desventaja de la IHA es su dificultad para distinguir reacciones cruzadas entre
cepas del PMVO antigénicamente similares (Lloyd et al., 2005; Allender et al., 2006; Allender
et al., 2008). Un estudio realizado para analizar las relaciones entre los PMV aviares y de
reptiles demostré que los PMVO presentan una reaccién cruzada con los PMV aviares tipo 1y
7 comprobando asi la relacion evolutiva entre los virus (Blahak, 1995). En nuestro caso se
utiliz6 como antigenos de PMVO las dos unicas cepas de referencia disponibles en el
ATCC®, de las cuales se desconoce su relacion antigénica, en particular lo referente a la
proteina HN. En general los resultados positivos obtenidos frente a ambas cepas son muy
similares, lo que podria interpretarse como que ambas cepas estan relacionadas
antigénicamente (Kindermann et al., 2001).

Varios factores influyen en los resultados de prueba de IHA y podrian llevar a falso
negativo. Algunos de estos son la afinidad del anticuerpo por el antigeno (exposicion anterior

al antigeno utilizado), el método de cultivo del antigeno, la presencia y calidad del anticuerpo,
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el manejo de las muestras, y la respuesta inmune del animal (Lloyd, et al., 2005; Allender et
al., 2008).

Tras una infeccion, las serpientes pueden tardar hasta diez semanas en montar una
respuesta inmunoldgica, por lo tanto, en situaciones de estudio de brotes, un titulo bajo de
anticuerpos hacia el PMVO en la prueba de IHA no refleja un resultado negativo definitivo a
la infeccion (Lloyd et al., 2005; Pees et al., 2010). La respuesta inmune del animal también es
influenciada por el ambiente y las condiciones en las que es mantenido (Lloyd et al., 2005). Es
por estas razones que, en caso de un brote, la prueba de IHA se debe realizar con sueros
pareados ya que un aumento significativo en los titulos del animal al segundo muestreo
demuestra una infeccion activa, una exposicion repetida al antigeno, o podria clasificar al
animal como persistentemente infectado (Jacobson et al., 1992; Lloyd et al. 2005).

Ademas de los sueros pareados se deben realizar examenes complementarios a la IHA
para un diagnostico definitivo de exposicion al PMVO (Jacobson et al., 1991; Allender et al.,
2008; Pees et al., 2010) como por ejemplo ELISA (Kania et al., 2000), inmunoperoxidasa
(Homer et al., 1995), inmunofluorescencia (Mayr et al., 2000), PCR con secuenciacion de
productos (Ahne et al., 1999b; Sand et al., 2004), aislamiento del virus en cultivo celular
(Mayr et al., 2000), hallazgos histopatoldgicos, y microscopia electrénica (Kolesnikovas et al.,
2006).

Idealmente, la prueba de inmunohistoquimica se debe realizar con muestras de cerebro,
pulmon, higado, y rifion siendo estos los drganos con mayor tropismo al virus (Sand et al.,
2004).

Al estudiar una poblacion se deben tomar en cuenta diferentes factores como la historia

clinica de los individuos, el manejo del serpentario y de los animales, las medidas de



40

cuarentena en los centros, entre otros (Allender et al., 2008). El origen del animal también es
importante ya que éste puede provenir de una coleccién que ya ha sido expuesta al virus
representando un riesgo para la coleccion a la que va a ser introducido (Pees et al., 2010).

Un periodo de cuarentena de 90 dias es esencial en animales nuevos en una coleccion
para evitar la infeccion no solo de virus sino de otros agentes infecciosos como bacterias,
hongos y paréasitos que pueden presentar una amenaza para los demas animales (Pees et al.,
2010). Se debe realizar una prueba de IHA al comienzo y otra al final de la cuarentena antes
de ser introducido y de ser posible complementar con una prueba de PCR (Jacobson et al.,
1991; Lloyd et al., 2005; Pees et al. 2010).

En un estudio de prevalencia realizado en Alemania (Pees et al., 2010), cien boas
aparentemente sanas, de catorce colecciones diferentes, fueron muestreadas para realizar las
pruebas de IHA y PCR utilizando hisopados traqueales y cloacales para diagnosticar el
PMVO. En la prueba de IHA se encontr6 un caso positivo fuerte (1:128) en la poblacion
muestreada, Yy tres casos con titulos menores a 1:20. Sin embargo, para la prueba de PCR, se
evidencié que nueve individuos estaban infectados. Esto demuestra la importancia de
examenes complementarios a la IHA con mayor sensibilidad para evidenciar casos de
infeccion por PMVO (Pees et al., 2010).

La presente investigacion se centr0 en muestrear serpientes en cautiverio
pertenecientes a la familia Viperidae pero el PMVO ha sido descrito en las demas familias del
suborden Ophidia (Sand et al., 2004; Bronson, 2006; Jacobson, 2007). También el PMVO ha
sido reportado en cascabeles en vida libre en los Estados Unidos donde la prevalencia fue
100% al realizar la prueba de IHA (Allender et al., 2006). Diferentes cepas de PMV han sido

aisladas de miembros del suborden Sauria (lagartijas e iguanas) y Testudines (tortugas)
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demostrando asi la facilidad con que los PMV se han adaptado a diferentes especies de reptiles
(Lloyd et al., 2005; Marschang et al., 2008). Por lo tanto, en Costa Rica son necesarios mas
estudios seroldgicos, tanto en cautiverio como en vida libre, para conocer la situacion de estas
especies frente a estos virus.

Diversas investigaciones han identificado méas de dieciocho cepas diferentes de PMVO
clasificadas molecularmente en los grupos A y B pero todavia son necesarios mas estudios
para determinar su similitud geneética y su reaccion en las pruebas de IHA (Ahne et al., 1999b;
Franke et al., 2001; Allender et al., 2008; Papp et al., 2010). Todavia no es posible hablar de
serotipos para los PMVO, por lo tanto las cepas pueden ser diferenciadas al secuenciarse hasta
que su género en la familia Paramyxoviridae y sus especies de virus sean determinados (Papp
et al. 2010).

A diferencia del PMV-1 aviar, se desconoce si el PMVO posee diferentes grados de
patogenicidad y por lo tanto se ignora la forma como puede afectar diferentes poblaciones de
reptiles (LlIoyd et al., 2005).

En este estudio se encontrd una relacion entre el afio en que las serpientes habian
ingresado a la coleccion del ICP y el resultado a la prueba. De las 65 serpientes muestreadas,
54 ingresaron entre los afios 1994-2006 y todas presentan titulos de positivo leves a positivos
fuertes, mientras que solo una serpiente que ingresé en el afio 2009 present6 un resultado
positivo moderado. Las serpientes muestreadas que habian ingresado entre el afio 2008 y 2009
resultaron negativas. La persistencia del virus en los animales infectados todavia no ha sido
confirmada (Pees et al., 2010) pero se necesita realizar mas estudios con esta coleccion para

determinar la posible fuente de infeccion de los animales que ingresan al centro.
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En un animal que responde a una infeccion por el PMVO, los anticuerpos comienzan a
declinar de tres a siete meses después de la exposicion, encontrandose susceptibles a nuevas
reinfecciones (Jacobson et al. 1992). Es por esta razén que las vacunas inactivadas del PMVO
estudiadas hasta el momento no han resultado efectivas como proteccion contra el virus

(Jacobson et al. 1992).

3.6. Extraccion de ARN, conversion a cDNA, prueba de reaccion en cadena de

la polimerasa (PCR) y electroforesis

La técnica de PCR permite el diagnostico ante mortem rapido y especifico del PMVO
utilizando muestras clinicas como lavados transtraqueales, fluido de la cavidad oral,
secreciones bronquiales, hisopados cloacales, y biopsias. También permite el diagndstico post-
mortem del virus utilizando muestras frescas de 6rganos, tejidos en formalina, y cultivos
celulares infectados. Ademas permitiria identificar a animales persistentemente infectados en
una coleccion y que excretan bajos niveles del virus (Sand et al., 2004).

El pulmédn es la muestra méas confiable para realizar el PCR aunque también ha sido
atil complementar con muestras de intestino y rifién (Papp et al., 2010). También se podria
aislar el PMVO de la orina, saliva y glandulas del veneno (Junqueira de Azevedo et al., 2001).

Utilizando los primers establecidos por Sand y colaboradores se obtiene un producto de
bajo peso molecular (153pb) (Sand et al. 2004). Esto es Util en el diagnéstico post-mortem del
PMVO ya que la presencia de ARNasas en el tejido pueden hacer que el ARN presente se
haya degradado a productos més pequefios que no serian detectados con secuencias mayores

(Sand et al. 2004).
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Todas las muestras fueron procesadas con el protocolo de PCR descrito por Sand y
colaboradores (2004). Los productos de 153pb fueron observados en el transiluminador de luz
UV en las seis muestras comprobando la presencia del virus durante los diferentes pasajes del

virus (Figuras 1y 2).

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de la cepa BV mostrando cinco bandas de 153pb:
primera banda virus original, segunda banda pasaje en huevo embrionado, tercera banda
duplicado del pasaje en huevo embrionado, cuarta banda cultivo celular tercer pasaje, y quinta
banda duplicado del cultivo celular tercer pasaje.

Figura 2: Electroforesis en gel de agarosa de la cepa NT mostrando tres bandas de 153pb:
primera banda virus original, segunda banda pasaje en huevo embrionado, y tercera banda
cultivo celular 3P. El tltimo espacio corresponde al control negativo.

Esta técnica diagndstica fue utilizada en el estudio de un caso clinico remitido por el

Dr. Randall Arguedas al Laboratorio de Patologia y al Laboratorio de Virologia de la Escuela
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de Medicina Veterinaria. La serpiente era una Bothriechis schegellii la cual presentaba una
sintomatologia nerviosa con ataxia y posicionamiento anormal de su cabeza. Provenia de una
coleccion privada en Tres Rios donde los sintomas se repetian en varios animales de la
coleccion por lo tanto se sospech6 de un agente infeccioso. Fue numerada con el consecutivo
#114 para el estudio y la eutanasia y necropsia, asi como el estudio histopatoldgico, se
realizaron en el Laboratorio de Patologia.

En los cortes histolégicos se observaron inclusiones intranucleares caracteristicas de
Adenovirus en higado (Figura 3), pancreas, y estomago, y se encontré6 Salmonella spp. en el
cultivo del higado realizado en el Laboratorio de Bacteriologia de la Escuela de Medicina

Veterinaria. No se encontraron lesiones en cerebro y pulmén.

Figura 3. Inclusiones caracteristicas de Adenovirus en higado de Bothriechis schlegelii
El suero de esta serpiente resultd positivo fuerte en la prueba de IHA hacia ambas
cepas de PMVO con titulos de 1:2560 con la cepa BV y 1:1280 con la cepa NT. Para realizar
el PCR se extrajo ARN de las muestras de pulmoén y cerebro siguiendo el protocolo de

Villegas, 2000, el cual utiliza SDS, Proteinasa K y Trizol (Villegas, 2000).
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La figura 4 muestra la electroforesis del caso donde se observa la banda de 153pb en el
primer y tercer pozo los cuales contienen los productos del PCR realizado a los 6rganos. Este

resultado representa el primer diagndéstico de PMVO en el pais proveniente de un caso clinico.

Figura 4: Electroforesis de los productos de PCR en gel de agarosa, muestra #114: la primera
banda corresponde al producto obtenido utilizando 2ul de cDNA, la segunda banda
corresponde al control positivo utilizando el cDNA del virus original BV, y la tercera banda
corresponde al producto obtenido empleando 5ul de cDNA

Una técnica de PCR mas especifica también ha sido descrita (Ahne et al., 1999b) con
productos de 518pb para el gen L y de 352pb para el gen HN. El gen L ha resultado mas
conservado dentro de las cepas de PMVO ya que codifica para una polimerasa interna y no
para una glicoproteina externa como el gen HN (Marschang, 2009; Papp et al., 2010). Se debe
considerar su uso para diagnosticar las cepas de PMVO presentes en el pais (Papp et al.,
2010). Utilizando esta técnica de PCR se ha podido demostrar la presencia de cepas de PMV
en lagartijas y tortugas que son molecularmente semejantes a las cepas encontradas en
serpientes. A pesar de que no se ha encontrado el PMV en cocodrilos, algunos autores
consideran que en realidad se deberia hablar de PMV de reptiles y no PMVO (Marschang,

2009).



46

. CONCLUSIONES

Los datos de prevalencia totales, utilizando la prueba de IHA, demuestran que un
26,0% (n=39) de los 150 vipéridos muestreados presentan anticuerpos contra la cepa
BV de PMVO, mientras que un 28,6% (n=43) de los animales presentan anticuerpos
contra la cepa NT.

La prueba de inhibicién de la hemoaglutinacién implementada permite detectar y
cuantificar los anticuerpos circulantes contra el PMVO en serpientes.

Los resultados de la prueba de IHA utilizando las dos cepas de PMVO, BV y NT, de
muestran que éstas estan antigénicamente relacionadas.

Las células Vero y los huevos embrionados de pollo, incubados a 28°C, constituyen
sistemas adecuados para la replicacion, estudio y produccion de antigenos de PMVO.
La inmunizacion de aves con PMVO constituye un sistema util y econémicamente
factible para la preparacion de antisueros.

La técnica de PCR permite la deteccién especifica de genoma viral de PMVO en

muestras de tejidos o fluidos.
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RECOMENDACIONES

Se encontro exposicién al PMVO en siete de los nueve establecimientos muestreados
por lo tanto se deben de tomar precauciones en los serpentarios para evitar la
exposicion de los animales a este virus, debiéndose llevar un registro de la coleccion
con la historia clinica de cada animal, control y cuarentena adecuada de los animales
nuevos que ingresan, deteccién de animales persistentemente infectados y la puesta en
practica de otras medidas de bioseguridad como la higiene y desinfeccion de las
instalaciones con detergentes, solventes organicos y desinfectantes.

Las condiciones de higiene y de manejo deben ser 6ptimas para evitar situaciones de
inmunosupresion en los animales lo cual puede predisponer a la entrada del virus y de
las infecciones concomitantes.

Se debe ampliar el estudio a méas familias de serpientes en cautiverio. Ademas se debe
realizar un estudio de prevalencia del virus en poblaciones en vida silvestre.

Por medio de la técnica de PCR y la secuenciacion de sus productos se pueden
identificar diferentes cepas del PMVO presentes en el pais.

Un resultado negativo a la prueba de IHA es posible en animales que no han montado
una respuesta inmune al momento de la toma de la muestra, por lo tanto es necesario
obtener una buena historia clinica del paciente, repetir la prueba en sueros pareados, o

complementar el diagnéstico con pruebas moleculares como PCR.
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Anexo 1. Serpientes muestreadas por numero de identificacién, serpentario de
procedencia, y especie.

ID Serpentario Especie

1 ICP Crotalus simus
2 ICP Crotalus simus
3 ICP Crotalus simus
4 ICP Crotalus simus
5 ICP Crotalus simus
6 ICP Crotalus simus
7 ICP Crotalus simus
8 ICP Crotalus simus
9 ICP Crotalus simus
10 ICP Crotalus simus
11 ICP Crotalus simus
12 ICP Crotalus simus
13 ICP Crotalus simus
14 ICP Crotalus simus
15 ICP Crotalus simus
16 ICP Crotalus simus
17 ICP Crotalus simus
18 ICP Crotalus simus
19 ICP Crotalus simus
20 ICP Crotalus simus
21 ICP Crotalus simus
22 ICP Crotalus simus
23 ICP Crotalus simus
24 ICP Crotalus simus
25 ICP Crotalus simus
26 ICP Crotalus simus
27 ICP Crotalus simus
28 ICP Crotalus simus
29 ICP Crotalus simus
30 ICP Crotalus simus
31 ICP Crotalus simus
32 ICP Crotalus simus
33 ICP Crotalus simus
34 ICP Crotalus simus
35 ICP Crotalus simus




36 ICP Crotalus simus

37 ICP Crotalus simus

38 ICP Crotalus simus

39 RH Bothrops asper
40 RH Bothrops asper
41 RH Crotalus simus

42 RH Crotalus simus

43 RH Bothrops asper
44 RCR Bothriechis schlegelii
45 RCR Bothriechis schlegelii
46 RCR Bothriechis lateralis
47 RCR Bothriechis lateralis
48 RCR Bothriechis schlegelii
49 RCR Lachesis stenophrys
50 RCR Lachesis stenophrys
51 RCR Lachesis stenophrys
52 RCR Atropoides picadoi
53 RCR Bothriechis schlegelii
54 ZSB Crotalus simus

55 ZSB Bothriechis schlegelii
56 ZSB Bothriechis schlegelii
57 ZSB Bothriechis schlegelii
58 ZSB Bothriechis schlegelii
59 ZSB Bothriechis lateralis
60 ZSB Bothriechis lateralis
61 ZSB Cerrophidion godmani
62 ZSB Cerrophidion godmani
63 SM Bothriechis lateralis
64 SM Bothriechis lateralis
65 SM Cerrophidion godmani
66 SM Cerrophidion godmani
67 SM Atropoides picadoi
68 SM Atropoides picadoi
69 SM Crotalus simus

70 SM Crotalus simus

71 SM Crotalus simus

72 SM Crotalus simus

73 SM Crotalus simus

74 ICP Bothrops asper
75 ICP Bothrops asper
76 ICP Bothrops asper
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77 ICP Bothrops asper
78 ICP Bothrops asper
79 ICP Bothrops asper
80 ICP Bothrops asper
81 ICP Bothrops asper
82 ICP Bothrops asper
83 ICP Bothrops asper
84 ICP Bothrops asper
85 ICP Bothrops asper
86 ICP Bothrops asper
87 ICP Bothrops asper
88 ICP Bothrops asper
89 ICP Bothrops asper
90 ICP Bothrops asper
91 ICP Bothrops asper
92 ICP Bothrops asper
93 ICP Bothrops asper
94 ICP Bothrops asper
95 ICP Bothrops asper
96 ICP Bothrops asper
97 ICP Crotalus simus

98 ICP Crotalus simus

99 ICP Crotalus simus
100 ICP Crotalus simus
101 SG Atropoides picadoi
102 SG Atropoides picadoi
103 SG Bothrops asper
104 SG Bothrops asper
105 SG Bothrops asper
106 SG Bothrops asper
107 SG Bothriechis lateralis
108 SG Atropoides mexicanus
109 SG Atropoides picadoi
110 SG Bothrops asper
111 SG Cotalus adamanteus
112 SG Crotalus adamanteus
113 SG Bothrops asper
114 P1 Bothriechis schlegelii
115 P1 Bothriechis schlegelii
116 P1 Bothriechis schlegelii
117 P1 Bothriechis schlegelii
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118 P1 Bothriechis lateralis
119 P1 Bothriechis lateralis
120 P1 Bothriechis lateralis
121 P1 Bothriechis lateralis
122 MS Bothrops asper hyp
123 MS Bothrops astper hyp
124 MS Bothrops asper
125 MS Atropoides mexicanus
126 MS Bothrops asper
127 MS Crotalus simus
128 MS Crotalus simus
129 MS Crotalus simus
130 MS Crotalus simus
131 MS Crotalus adamanteus
132 MS Crotalus adamanteus
133 MS Crotalus adamanteus
134 MS Crotalus vegrandis
135 MS Crotalus vegrandis
136 MS Crotalus vegrandis
137 MS Lachesis stenophrys
138 ZSB Bothriechis lateralis
139 ZSB Bothriechis lateralis
140 P2 Bothriechis lateralis
141 P2 Bothriechis lateralis
142 P2 Pothridium nasutum
143 P2 Crotalus simus
144 P2 Crotalus simus
145 P2 Bothrops asper
146 P2 Crotalus simus
147 P2 Atropoides picadoi
148 P2 Crotalus simus
149 P2 Crotalus simus
150 P2 Bothrops asper
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