MAPEO DE EPITOPOS NEUTRALIZANTES CONTRA EL
RABDOVIRUS DE LA SEPTICEMIA HEMORRAGICA
VIRICA (SHV) DE SALMONIDOS UTILIZANDO
MUTANTES RESISTENTES A ANTICUERPOS
MONOCLONALES. APLICACIONES EN LA PREVENCION
Y DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD

J. COLL
Centro de Investigacion en Sanidad Animal (CISA)-INIA
Valdeolmos. 28130 Madrid

RESUMEN

Actualmente, de cinco enfermedades de peces en estudio para su declaraci6n obligatoria a 1a OIE
(1995), tres son causadas por rabdovirus, de los que ¢l mds importante en Europa es el de la seplicemia
hemorrdgica virica (VSHYV). Existen muy pocos anticuerpos monoclonales (AcMS) neutralizantes
contra el VSHYV, a pesar de su importancia econdémica mundial para la acnicultura de salménidos.
Introduciendo mejoras técnicas para obtener ratones hiperinmunizados con alto tftulo de anticuerpos
policlonales (AcP) neutralizantes anti-VSHYV serfa posible obtener un panel de AcM neutralizantes
contra los distintos serotipos de este virus. Ello permitiria caracterizar las mutaciones resistentes en el
virus (mutantes MAR) y los epitopos virales contra los que se dirigen los AcP neutralizantes de la
trucha de cara a un mejor disefio de posibles vacunas, Asimismo, los reactivos generados podrin
aplicarse a la mejora del diagnéstico de VSHV

PALABRAS CLAVE: Anticuerpos monoclonales neutralizantes
Epfitopos
Septicemia hemorrégica viral (SHV)
Salménidos
Rabdovirus
Vacunas por subunidades
Diagndstico, mutantes resistentes
MAR, Anticuerpos neutralizantes de trucha

Importancia actual de los rabdovirus en acuicultura

Entre todas las patologfas de peces, las de mayor repercusién econémica son
las que provocan mortalidades bruscas, altas y padecidas por adultos. Entre ellas,
las causadas por rabdovirus (Basurco, 1990; Basurco et al., 1990; Estepa, Coll,
1992) son las mds importantes, ya que producen las mayores mortalidades bruscas
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en varias especies de importancia para la productividad (Estepa, Coll, 1993).
Actualmente, las cinco enfermedades de declaracién obligatoria segin los
borradores de la OIE, serdn viricas y de ellas tres son causadas por los rabdovirus
SHV, ITHN y VPC (OIE, 1995). Se estima entre un 20-40 p. 100 las pérdidas
anuales que provocan estas enfermedades en salmonicultura (Europa, Estados
Unidos y Japén). Las enfermedades md simportantes producidas por rabdovirus
son la septicemnia hemorrdgica viral (SHV), la necrosis hematopoiética infecciosa
(NHI) y la viremia primaveral de la carpa (VPC). Las dos primeras afectan
principalmente a los salménidos (ambas enfermedades estdn actualmente
catalogadas en la lista B de la OIE, pero también pueden afectar a la lubina
{Castric, De Kinkelin, 1984) y al rodaballo (Schlotfeldt et al., 1991).

Existen unas 1.700 granjas de salménidos en la CEE que en total producen
144.000 t/afio. S6lo en Francia la SHV causa el 35 p. 100 de pérdidas anuales en
adultos en las dreas infectadas, con una repercusién econémica de alrededor de
4.600 MECUS en 1986. El coste potencial de una vacuna para la SHV estd
estimado en unos 5 MECUS/afio (calculado sobre 7,2 x 10® dosis y un coste
estimado de 7 ECUS/1.000 dosis). Una repercusién econémica similar tendrfa la
posible vacuna contra la NHI, enfermedad que se estd extendiendo hacia Espafia e
Ttalia (Baudin, 1987; Bovo et al., 1987) desde Alemania y Francia, donde ya estéd
tan diseminada como el SHV. El primer brote de NHI en coinfeccién con IPN ya
se aslé en Espafia en 1993 (Vilas et al., 1994), y desde entonces se han realizado
més aislados (comunicacién personal). La amenaza de todos estos rabdovirus
sobre la produccién europea es tal, que se estd poniendo en marcha un programa
de erradicacién en la CEE (Doc. 90/1495/EF). El control de las patologias de los
peces cultivados estd ligado a las recomendaciones de la FAO/OIE (FAO report n.°
192, 1977; Oficina Internacional de Epizootias, OIE Int. Zoo-sanitary code 1986;
ICES Coop. Res., Report n.° 159, 1988), a las regulaciones de la CEE (Anon.
1990: 90/C84 y (1/C67) y a la mejora de la productividad de la agricultura y la
agroindustria. El mayor impacto de los resultados de estas investigaciones serd
para aquellas regiones donde la acuicultura pueda tener una gran importancia en el
desarrollo rural, ofreciendo un trabajo alternativo a las pesquerfas (CEE report
111/121/87). En Espafia la produccién de salménidos se sitdia entre 15.000-20.000
t/afio, siendo el potencial total espafiol (incluida la acuicultura marina) de unas
865.000 t/afio [revisado en Coll, 1988 #639]. Ello supone de 50 a 70 millones de
truchas, lo que implica una aportaciones de 200-400 millones de huevos debido a
las mortalidades por varias causas. Al abrir las fronteras con la CEE en 1993,
Espafia ha quedado todavia mds expuesta a la introduccién de estas enfermedades
hasta ahora exdticas.

En Espafia se diagnosticaron en el pasado hasta 22 infrecciones producidas
por VSHV (Basurco, 1990; Basurco et al., 1990), que afectaron a mds de 5.000 t
de salmén y trucha (producci6n anual total 15-20.000 t/afio). El Instituto Nacional
de Investigaciones Agrarias (INIA) aisl6, identificé y estudié cinco brotes de este
virus, pero el dltimo aislado es de 1987, por lo que esta enfermedad debe
considerarse actualmente ocasional en nuestro pais (Basurco, Coll, 1989a;
Basurco, Coll, 1989b; Basurco et al., 1989). Sin embargo, la VPC supone una
maneaza para la fauna piscicola de nuestros pantanos, como ya se ha demostrado
en Jos primeros brotes registrados en Espafia en los afios 1991 y 1992 (Marcotegui
etal., 1992).
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No existen vacunas ni métodos terapéuticos para ninguna de estas
enfermedades. Los métodos de deteccién de portadores resistentes estin todavia
en estudio (Estepa, Coll, 1993), Los métodos para serotipaje de aislados se basan
en anticuerpos policlonales (Pabs) que exhiben problemas de reactividad cruzada
(Basurco, Coll, 1992), ya que no existen apenas anticuerpos monocloonales
(AcMS) neutralizantes (Coll, Dominguez-Juncal, 1995) que pudieran ayudar a
clasificar estos brotes (Lorenzen, 1992; Mourton et al., 1990; Sanz, Coll, 1992a)
(Tabla 1).

TABLA 1

AcM NEUTRALIZANTES CONTRA VSHV DESCRITOS HASTA LA
FECHA

Neutralizing MABs against VHSV described to date

Dinamarca Lorenzen et al., 1991
C10 IgG,, Francia Mourton et al., 1990
1H10 IgG, Espafia Sanz, Coll, 1991

Estudio de epitopos relevantes en la proteccién de saiménidos

A pesar de las numerosas investigaciones en los complejos temas de la
inmunologfa celular y de la estructura/biologia virales, uno de los grandes
problemas en el desarrollo de las vacunas virales por subunidades, tanto humanas
como animales, es que no se conocen suficientemente los mecanismos
inmunolégicos defensivos (Estepa, 1992; Estepa et al., 1994). Este problema es
ain mayor en el caso de los peces, y en concreto de la trucha. Por ejemplo, los
salménidos sélo tienen inmunoglobulinas Ig tetraméricas (Sanchez et al., 1989),
no se les ha demostrado linfocitos B/T (Estepa, Coll, 1992; Estepa et al,, 1992), y
aungue se acaba de aislar el gen de la cadena B del receptor de linfocitos T
(Partula et al., 1994), y se ha demostrado citotoxicidad especffica (Evans et al.,
1990; Verlhac et al., 1990), no se han caracterizado diferentes grupos de
histocompatibilidad (Kaastrup et al., 1988; Stet, Egberts, 1991) y se desconocen
los epitopos virales contra Jos que se dirigen las respuestas de los salménidos que
les permiten resistir a estas enfermedades (Estepa et al.,, 1994). El estudio de los
AcP de truchas resistentes a infecciones de rabdovirus y la identificacién de los
epitopos viricos responsables de poner en marcha los mecanismos de defensa del
hospedador, no solamente ayudard al disefio de vacunas, sino que es un primer
paso para la mejora de los métodos actuales de diagnéstico (Mourton et al., 1990;
Mourton et al., 1992; Sanz, Coll, 1992¢).
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Los rabdovirus VHSV e VNHI

El VSHV (DeKinkelin, 1972) es similar al rabdovirus de la necrosis
hematopoyética infecciosa (NHI) (Koener et al., 1987) de los salmoénidos
originario de Norteamérica, pero no tienen reacciones cruzadas de
seroneutralizacién.

Ambos rabdovirus se caracterizan por su motfologia en forma de bala
(Basurco, 1990; Basurco et al.,, 1990), sus variantes antigénicas, su membrana
lipidica y sus proyecciones de glicoprotefnas (DeKinkelin, 1972). Su genoma es
de unas 11.000 bases de RNA de polaridad negativa, codificando cinco portefnas
virales (Basurco, Coll, 1989a; Basurco, Coll, 1989b; Basurco et al., 1989): la
polimerasa L (190 Kda), la glicoproteina G (65 Kda), las proteinas de la matriz M,
y M, (25 y 19 Kda, respectivamente) y la nucleocapsida N fosforilada (40 Kda).
Nuestro grupo ha descrito una proteina antigénicamente relacionada con la N (N,),
presente sélo en las nucleocdpsidas libres del VSHV (Basurco et al., 1991). Esta
sproteinas se han mapeado en el genoma del VNHI en el orden: 5T-G-M,-M-N
3. Ademds se ha descrito una protefna no presente en los viriones, que mapea
entre L y G (Kurath et al., 1985) y que est4d también presente en el VSHV
(Basurco, comunicacién personal).

La glicoprotefna G del VNHI parece ser el tnico antigeno capaz de inducir
una respuesta de anticuerpos neutralizantes in vitro conira el virus (Engelking,
Leong, 1989; Koener et al., 1987), si bien la nucleoprotefna N puede tener efecto
coadjuvante (Oberg et al., 1991). Tanto el VSHYV inacivado (Estepa, Coll, 1992;
Estepa et al., 1992), como las glicoprotefnas purificadas del VNHI (Engelking,
Leong, 1989) y del VSHV (Bernard et al., 1983) son capaces de inducir una
respuesta en salménidos que les protege de una exposicién a dosis letales del
virus. Ademds los AcM neutralizantes contra el VNHI (Ristow et al., 1991;
Ristow, Arnzen, 1991) y contra el VSHV (Sanz, Coll, 1992a) reconocen epitopos
localizados en la glicoproteina (Lorenzen et al., 1990; Sanz, Coll, 1992¢).

Antigenicidad de la glicoproteina G de rabdovirus

Se ha estudiado sobre todo en el virus de la rabia y un poco menos en el virus
de la estomatitis vesicular (VSV). La mayorfa de los 266 AcM neutralizantes
obtenidos contra el virus de la rabia se han mapeado por mutantes MAR en el sitio
II (72,5 p. 100), mientras que el resto se distribuye en los sitios III (24,8 p. 100) y
los sitios i y IV (Benmansour et al., 1991; Lafon et al., 1983) que no tienen
reactividad cruzada (Reagan et al., 1983). Los MAR del sitio II tienen aa mutados
en las posiciones entre aa 34-42 o aa 198-200, los MAR del sitio 111 tienen aa
mutados entre los aa 330-338. Sélo uno de los 266 epitopos es lineal, ya que el
AcM que lo define sélo reacciena con la glicoproteina G después de estar
desnaturalizada.

Sélo un par de estudios se han hecho en la glicoproteina G para mapear las
regiones inductoras de AcP neutralizantes (Dietzschold et al., 1982) o inductoras
de linfoproliferacién (MacFarland et al., 1984). La glicoprotefna G purificada se
fraccioné en ocho fragmentos mediante rotura con BrCN en sus metioninas. Cada
fragmento era capaz de inducir AcP, pero sélo los fragmentos comprendidos entre
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aa 20-63, aa 123-198 y 312-342 eran capaces de inducir AcP neutralizantes,
coincidendo con los sitios definidos por los MAR correspondientes. El fragmento
aa 123-198 era el tinico que se inmunoprecipitaba con suero hiperinmune.

El estudio también permitié la localizacién de algunos puentes disulfuro en la
glicoprotefna G. Por ejemplo, el péptido aa 208-255 estaba ligado a parte de los
péptidos aa 20-63 y aa 264-310, mientras que parte de estos péptidos tenfan
cistefnas libres. Estos resultados sugieren la existencia de dos conformaciones de
la glicoproteina G, probablemente en equilibrio. La primera conformaci6n estarfa
formada por un bucle grande (aa 20-63 ligado al aa 208-255) conteniendo el
péptido més antigénico (aa 123-198) y la segunda conformacién contendria un
bucle mds pequefio (aa 264-310 ligado al aa 208-255). Esta estructura también la
sugiere el hecho de que la mayorfa de los AcM no ligan péptidos lineales, la
reduccién de los puentes disulfuro de la glicoproteina G disminuye el 95 p. 100 de
su antigenicidad (Dietzschold et al., 1987) y el que 72,5 p. 100 de los AcM que
definen el sitio I mapeen en ambos péptidos aa 34-42 y aa 198-200 (ambos dentro
del bucle mayor) (Fig. 1). Existe una gran correlacién entre los fragmentos
inductores de AcP neutralizantes (Dietzschold et al., 1982), la localizacién de los
dos bucles generadores de dos conformaciones (Dietzschold et al., 1982), el
mapeo de los mutantes MAR (Benmansour et al., 1991) y las heptadas de aa
hidrofébicos detectadas recientemente (Coll, 1995) (Fig. 1).

La existencia de cuatro sitios no solapantes y no carentes de reactividad
cruzada definidos por AcM también se ha demostrado en VSV-Ind (Volk et al.,
1982) y en VSV-NJ (Nagata et al., 1992; Vandepol et al., 1986). La reduccién de
los puentes disulfuro de la glicoprotefna G de VSV también inhibe el ligamiento
de la mayorfa de los AcM neutralizantes. Sin embargo, de 19 AcM obtenidos
contra la glicoproteina G del VSV sélo cuatro fueron neutralizantes (Volk et al.,
1982) sugiriendo que la estructura responsable es mds l4bil en VSV que en rabia.

Anticuerpos monoclonales neutralizantes contra el VHSY

Ahora bien, a pesar de los esfuerzos por obtener AcM neutralizantes contra el
VSHY sélo existen actualmente AcM obtenidos en Dinamarca (Lorenzen et al.,
1990), Francia (Mourton et al., 1990) y nuestro grupo en Espafia (Sanz, Coll,
1992a, 1992b, 1992c). Posiblemente la labilidad del(los) epitopo(s) y la utilizacién
casi exclusiva de seleccién de hibridomas por ELISA (Lorenzen et al., 1988;
Lorenzen et al., 1990) han dificultado hasta ahora la obtencién de un mayor
nimero de AcM neutralizantes anti-VHSV (Coll, Dominguez-Juncal, 1995).

Esta situacién contrasta con la facilidad de la obtencién de AcM contra otros
rabdovirus (Benmansour et al.,, 1991). Por ejemplo, en rabia la mayorfa de los
AcM contra la proteina G que s eobtienen son neutralizantes (Benmansour et al.,
1991). Se han descrito mas de 250 AcM neutralizantes contra rabia (Benmansour
et al., 1991; Flamand et al., 1993) que detectan epitopos conformacionales en la
glicoprotefna G, mientras que sélo recientemente se han podido aislar AcM
neutralizantes que reconozcan epitopos lineales (Bunschoten et al.,, 1989 #67);
Kontsekova et al., 1992; VanderHeijden et al.,, 1993), situacién completamente
contraria a lo que sucede en VSHV. Aunque en el virus de la estomatitis
vesiculosa (VSV) e THN ha sido mds dificil, tampoco se han encontrado tantas

Invest, Agr.; Prod. Sanid. Anim. Vol. 10 (1), 1995




46 1.COLL

I | —
|z 7/ |
WA !
4 M 1’W Lﬁ | Y y
g
—” TT TTI1 TTTI T TTT rrTrrriid TT UJ-“F“! TTITT TTTH T [ TT
1(])0 200 3(10 4&’ 500

Fig. 1.—Mapa hidrofilico de la glicoproteina G de la rabia cepa ERA (RHRBGD)
Hydrophilic map of the glycoprotein G of the rabies ERA (RHRBGD)
El mapa estd confeccionado con el programa ANTIGEN del PCGene (Intelligenetics), de
acuerdo con la secuencia de aa (Anilionis et al., 1981). @, situacién de las cisteinas, B,
péptido sefial y zona transmembranal. £ C1, dominio de ligamento ai receptor de acetilcolina
(uno de los receptores de rabia). | , rotura con Bromuro de cianégeno (CNBr) por las {
metioninas (Dietzschold et al., 1982). S S, puentes disulfuro entre los framentos de |
CNBr que definen el bucle grande y el bucle pequefio. | | } |, situacién de las heptadas ‘
hidrofébicas de aa (Coll, 1995) 01, mutantes MAR sitios II y ITL EEEF, fragmentos de CNBr !
capaces de inducir AcM neutralizantes (Dietzschold et al., 1982),
The map has been made with the program ANTIGEN from the PCGene (Intelligenetics) from !
the sequence aa (Anilionis et al., 1981). @, localization of cysteins. B, signal peptide and i
trasmembrane domain. O O, binding domain to the acetylcholine receptor (one of the rabies i
virus receptors). |, breagking by the cainogen bromide (CNBr) by the metionines i
(Dietzschold et al., 1982). S S, disulphide bridges between the CNBr fragments 1
defining the big and the small loop. O, MAR mutants sites 11 and I11. EEEEE, CNBr fragmenis 5
inducing neutralizing PAbs (Dietzschold et al., 1982) g

dificultades como en VSHV y se han descrito varios AcM neutralizantes tanto en !
VSV (Keil, Wagner, 1989; LeFrancois, 1984; LeFrancois, Lyles, 1982; Nagata et g
al., 1992), como en VNHI (Eaton et al., 1991; Ristow et al., 1991; Xu et al., 1991).
Recientemente se ha publicado el mapeo de varios mutantes resistentes al VINHI

en posiciones 78, 218, 276, 408 y 419 (Kim et al.,, 1994).
Esta situacién puede ser debida a una menor proporcién de la protefna G en
; VHSYV purificados, bien sea debido al método de purificacién o bien a la labilidad de
k la proteina G del VSHV (Basurco, 1990; Basurco et al., 1990 (Tabla 2). De ofra parte, [
‘ cuando se estudian los protocolos utilizados con rabia, VSV o VNHI para obtener i
anticuerpos monoclonales y se comparan con los utilizados en el caso de VSHYV, se [
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TABLA 2
CANTIDAD DE LAS GLICOPROTEINAS G DE LOS RABDOVIRUS

Amount of glycoprotein G found in rhabdoviruses

‘Rebdovirss " G(%) | Referencia
Rabia 29,90 Flamand et al,, 1993
YSV 25,07 Wagner et al., 1972
THN 6,81 Hsu et al., 1985
VHSVY 4,39 Basurco, 1990

% Porcentaje molar (nimero de moléculas) por virién
Molar percentage (number of molecules) per virion

encuentra que siempre se inyecta el virus inactivado con 0,1 p. 100 -propiolactona
(Benmansour et al., 1991), o con 0,06 p. 100 formol (Bachmann et al., 1993), mien-
tras que para VNHI no se utilizan adyuvantes oleosos (Huang et al., 1994).

Proteccion contra VSHV

Se ha demostrado que el VSHYV atenuado por pases en cultivo a alta
temperatura pierde virulencia y puede proteger a las truchas contra la infeccion
con VSHYV virulento (Bernard et al., 1990). Por otra parte, se ha clonado y
secuenciado la proteina G del VNHI y se ha demostrado que la inmunizacién de
truchas con un lisado de E. coli expresando una regién no glicosilada compuesta
por 104 aminodcidos de la proteina G es capaz de proteger contra la infeccién de
VNHI (Gilmore et al., 1988). Sin embargo, esfuerzos similares en VSHV con E.
coli han dado resultados negativos (Estepa et al., 1994; Lorenzen et al.,, 1993).
Resultados preliminares de proteccién parcial (30-40 p. 100) sé6lo se han podido
conseguir en nuestro laboratorio mediante inmunizacién in vivo con las regiones
de N y G de VSHV obtenidas por DNA recombinante en levaduras, conteniendo
epitopos reconocidos por un AcM neutralizante e inductores de proliferacién
celular in vitro (Estepa et al., 1994). Estos resultados se han confirmado en otro
laboratorio (C. Lecompte, comunicacién personal).

Presente y futuro de la prevencién contra enfermedades producidas por
rabdovirus

El disefio y la mejora de métodos de prevencién (vacunas) y diagnéstico de
las enfermedades producidas por rabdovirus es necesario, ya que las vacunas
existentes actualmente para rabdovirus de peces se basan en cepas atenuadas que
no es posible comercializar y los métodos terapéuticos estdn tecnolégicamente
lejanos. Ademas los rabdovirus:

— Causan una mortalidad elevada en adultos, lo que implica una incidencia
econdémica importante. Es una enfermedad que puede dar al traste con toda la

Invest. Agr.: Prod. Sanid. Anim. Vol. 10 (1), 1995




48 J.COLL

produccidn en cualquier etapa del cultivo y no sélo en estadios juveniles, como
ocurre con otras enfermedades infeccionsas de salmodnidos (por ejemplo, la
extendida necrosis pancredtica infecciosa o IPN).

- Los rabdovirus no afectan sélo a los salménidos, sino también afectan a
otras muchas especies de peces {carpa, anguila, lucio, lubina, rodaballo, etc.), por
lo que los conocimientos obtenidos podrdn aplicarse a otras especies, cuyo cultivo
estd adquiriendo importancia en Espafia como el de rodaballo y lubina.

— La vacunacién de peces por subunidades antigénicas es un método de
prevencidén cada vez mds necesario conforme avanza la acuicultura intensiva. Sin
embargo, se desconocen los epitopos virales responsables de su neutralizacién,
debido a la escasez de AcMs neutralizantes obtenidos contra el VSHV (lo que no
ocurre con el VNHI, gracias a los esfuerzos desarrollados por los norteamericanos
en este drea),

~ Los avances en esta drea facilitardn reactivos para el desarrolio de nuevos
métodos de diagndstico y ayudard especialmente a resolver el problema de la
clasificacién de las cepas aisladas.

— La completa identificacién de los epitopos hipotéticamente protectores a
través de la secuenciacién de mutantes MAR y de la competicién con AcP de
trucha, para su posterior inclusién en las formulaciones inmunizadoras ayudaria a
mejorar la situacién actual de la proteccién parcial antes mencionada y podria
ayudar a entender los mecanismos de proteccién existentes en truchas resistentes a
la SHV.

SUMMARY

Neutralizing epitope mapping against the haemorrhagic septicaemia
rhabdovirus (VHS) of salmonids by monoclonal antibody resistant mutants.
Aplications to the prevention and diagnosis of the disease

Actually, of the five fish diseases of most possible obligatory certification in the OIE (1995), three
are cansed by rhabdoviruses, being the viral haemorrhagic septicaemia (VHS) the most important for
Europe. There are very few neutralizing monoclonal antibodies (MAbs) against the VHSV in contrast
to its major world economic impact to the salmonid aquaculture. By introducing technical refinements
to obtain hyperimmunized mice with a high titre of neutralizing polyclonal antibodies (PAbs) anti-
VHSYV it could be possible to obtain a panel of neutralizing MAbs against the VISV serotypes. That
would make possible to characterize MAb resistant (MAR mutations) and the viral epitopes against
which the neutralizing trout Abs are directed to help in the improvement of possible vaccines. At the
same time, the generated reagents could be used to improve VHSV serotyping and diagnosis.

KEY WORDS: Neutralizing monoclonal antibodies
Epitopes
Viral haemorrhagic septicaemia (VHS)
Satmonids
Rhabdovirus
Subunit vaccines
Diagnostic
MAR mutants
Neutralizing trout antibodies
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RESUMEN

En 33 ovejas Manchegas y 17 cabras Murciano-Granadina se han determinado, mediante
ecografia transrectal con sonda de 7,5 MHz, la precocidad y exactitud del diagndstico precoz de
gestacioén y la determinacién del nimero de embriones, asf como los signos de mortalidad embrionaria.

La gestacién se diagnostica el dfa 12 en ovejas y el dia 11 en cabras (dia 0 = dia del celo), por
observacion de la vesicula embrionaria; detecténdose el embrién a los diecinueve diasenlaovejaya
los dieciséis en la cabra,

La diferenciacién entre gestacjones simples y muiltiples presenta mayor fiabilidad en la oveja
entre los dfas 19 y 36, y en la cabra entre los dias 22y 30.

Las pérdidas embrionarias tempranas se detectan por la desaparicién de un embrién o de su latido
cardfaco, apreciandose cuatro de ellas en las ovejas y ocho en las cabras entre los dias 19y 36,

PALABRAS CLAVE: Cabra
Oveja
Ultrasonografia
Embrién
Gestacién
Vesicula embrionaria

INTRODUCCION

Los sistemas de diagndstico de gestacién en pequefios rumiantes han ido
evolucionando hacia aquellos mds precoces y a la vez en tiempo real, dadas sus
ventajas econdmicas y técnicas.

Frente a los sistemas desarrollados en la década de los 70, con la utilizacién
de métodos de diagnésticos basados en las determinaciones hormonales, como es
el caso de la progesterona plasmatica (Saumande, Thimonier, 1972); la ecografia
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