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Clinical and biochemical effects of intra-articular autologous
conditioned serum and triamcinolone in an equine model of
synovitis

ABSTRACT

All metacarpo/metatarsophalangeal(fetlock) joints of six healthy, adult horses were randomly
assigned to treatment with the following: phosphatebuffered saline (PBS), IL-13 (100 ng), ACS, IL-13
+ACS, and IL-1B+TA. Clinical signs of lameness, heat, joint swelling, and synovial effusion were
scored and recorded for 72 hours after each treatment. Synovial fluid was collected at O-, 8-, 24-,
and 48 hours post-injection (PIH) for cytology and measurement of PGE2 and glycosaminoglycan.
Fetlock joints injected with IL-13+TA or PBS had lower heat, swelling, and effusion compared to
fetlock joints injected with IL-1B, ACS, or IL-1B+ACS groups (P<0.05). IL-1B+ACS produced a
significant reduction in lameness compared to IL-1B at 24, 36, and 72 PIH (P = 0.005, 0.005, and 0.01
respectively) and to IL-13+TA group at 36 and 72 hours (P = 0.02 and 0.03). IL- 1B+ACS had the
highest total nucleated cell count (TNCC) (40,625 + 11.01 cells/uL) and TP (3.73 = 0.63 g/dl) of all
groups. At 8 PIH, PGE2 concentrations were increased with IL-1B treatment but this peak was not
observed with IL- combined with TA or ACS (P < 0.001) treatment. The glycosaminoglycan (GAQ)
concentration in synovial fluid was higher at 24 and 48 PIH (P < 0.001) for the IL- 1B+TA group.
Overall, TA was effective in reducing joint effusion and swelling scores, while ACS reduced lameness
induced by IL-1B8. However, ACS treatment increased the TNCC without an increase in GAG
production while improving lameness, showing better chondroprotection than TA. In conclusion,
ACS treatment could improve joint homeostasis in the treatment of acute synovitis.

KEYWORDS

horse; synovitis; autologous conditioned serum.

INTRODUCTION

Synovitis, plays a critical role in the development and progression of OA (1-3). Cross-talk that occurs
between the articular cartilage and synovial membrane during synovial inflammation is important
for promoting the production of proinflammatory cytokines and catabolic enzymes, which destroy
articular cartilage (2). However, it has been shown that this initial inflammatory response by the
innate immune system is needed to promote restoration of synovial homeostasis, known as
inflammatory resolution (4, 5). Macrophages, especially those present within the synovial
membrane, play a key role in orchestrating this response through their production of synovial fluid,
anti-inflammatory cytokines, chemokines, and growth factors, released in response to the initial
inflammatory insult (4-6). Induced models of synovitis are essential to better understand how rapid and
effective treatment may promote innate immune cells in their response to reduce further damage to the



PREMIOS | LWSRECOLEGIO CATEGORIA VICENTE

ICOVYV | fEekinanos 2024 DUALDE PEREZ

synovial compartment. Currently, the mainstay of intraarticular therapeutics is focused on modifying the
signs of disease through temporary reduction of inflammation via intra-articular administration of
corticosteroids. However, there is concern regarding the use of these medications and potential
deleterious effects on articular cartilage metabolism (7,8). Given our current understanding of the critical
role that synovitis plays in the development of OA, treatment of synovitis should not only be directed to
the modification of clinical signs (i.e., lameness) but also be directed toward modification of the synovial
environment to reduce progression of disease. Synovitis is an important inflammatory condition of the
synovial environment in which appropriate therapeutic intervention could have positive long-lasting
effects on the long-term health of the joint (9, 10).

Autologous conditioned serum (ACS) is an intra-articularly administered biologic, derived from the
patient’s blood and used by many equine practitioners to treat OA. Incubation of blood with
activating surfaces (conditioning) results in increased production of important anti-inflammatory
cytokines, pro-resolving mediators, and growth factors (11). The conditioned serum contains
increased concentrations of several anti-inflammatory cytokines and growth factors including
interleukin-1 receptor antagonist protein (IL-1rap), interleukin-10 (IL-10), transforming growth
factor-B (TGF-B), and insulin-like growth factor (IGF-1) (12). In humans, ACS appeared to improve
synovial homeostasis better than platelet-rich plasma(13). Therefore, these anti-inflammatory
cytokines and growth factors contained in equine ACS may have the potential to modulate the
innate immune response of the synovium and support anabolic matrix metabolism of the articular
cartilage (2, 14).

In human and equine medicine, intra-articular treatment with corticosteroids remains the mainstay
of treatment for OA (15, 16). Due to the potent antiinflammatory effect of corticosteroids,
intra-articular administration is also common in the treatment of sterile synovitis. However, due to
the proposed deleterious time- and dose- dependent effects of corticosteroids on articular
cartilage, some clinicians may turn to other articular medications such as ACS to resolve acute
synovial inflammation without deleterious effects to the articular cartilage. A direct comparison of
these two treatments in the face of acute, sterile synovial inflammation (synovitis) has not been
performed. The objectives of this study were to compare the clinical and biochemical effects of
treatment with TA and ACS in a mild, temporary model of synovitis within the
metacarpo/metatarsophalangeal joints of six healthy horses using IL-1B. The hypotheses were: 1)
IL-1B8 would induce mild, self-limiting synovitis in normal metacarpo/metatarsophalangeal joints
(MCPJ/ MTPJ). Maximum severity of synovitis was expected at 8 post-injection hours (PIH) with
resolution within 24-36 PIH, and 2) ACS and TA would improve clinical signs of synovitis and
similarly protect the articular cartilage extracellular matrix, but ACS would cause a stronger
anti-inflammatory effect reducing concentration of PGE2 more efficiently than TA treatment.
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MATERIALS AND METHODS
Subjects

This study was performed in accordance with Institutional and NIH guidelines for the Care and Use
of Laboratory Animals, and the study was approved by the Institutional Animal Care and Use
Committee (IACUC) at Auburn University (protocol #2017-3043). Six adult male horses (3 Quarter
horses, 2 Warmbloods, and 1 Thoroughbred, aged 14.6 = 4.99 years) free of systemic disease were
used. Horses were not free of lameness, but pain was not localized to the
metacarpo/metatarsophalangeal joints (MCPJ/ MTPJ) based on negative response to fetlock flexion
tests using an objective analysis of gait before and after flexion tests (17). Baseline lameness
evaluations were performed using an inertial sensor system (The Lameness Locator® by Equinosis).
Horses that exhibited a positive response to fetlock flexion based on subjective and objective
assessment were excluded from the study.

Study Design

The study was a blinded, 5 sequence, 5 period, and 5-treatment crossover design. Each treatment
period was defined as 72 hours, followed by at least 2- weeks between study periods (18). The first 4
randomized treatments of MCP/MTP joints included: phosphate-buffered saline (PBS, negative
control), IL- 1B induced synovitis (positive control), IL-13 induced synovitis treated with ACS, and IL-1
B induced synovitis treated with triamcinolone acetonide (TA) (Figure 1). Each MCP/MTP joint
received only one of the 1st 4 treatments at each treatment period. Sequence and treatment were
randomly assigned using commercially available software. After analyzing raw data regarding the
synovial response to treatments by an unblinded investigator (LB), a fifth treatment group involving
the same horses was created. For this group, ACS alone was administered into a randomly selected
fetlock. This was elected to understand the effect of ACS without IL-1b within the joint. This
treatment was administered 3 months after the last study period. Investigators (FC, JS, AW, and LB
were not blinded to treatment), but investigators (AVA, SZ) that evaluated the clinical effects of
intraarticular treatment [objective lameness evaluation, and evaluating synovial response (heat,
effusion, circumference)] were blinded to treatment.
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Figure 1. Study design. Random assignment to groups: Negative control, positive control Autologous
Conditioned Serum (ACS) and Triamcinolone (TA).

Autologous conditioned serum (ACS) preparation

ACS (Orthokine®; Overland Park, KS) was prepared according to manufacturer’s instructions. Briefly,
blood was collected aseptically and processed according to the manufacturer’'s instructions to
produce ACS. ACS administered during the study was processed for each horse before starting the
study to avoid the possibility that stress might influence results of the study. Twenty-four hours
before initiation of the study, horses were restrained within stocks. Sixty ml of blood was withdrawn
aseptically into a commercially available syringe containing glass beads. Blood was incubated at
37°C for 24 hours, then centrifuged at 3,000 rcf for 10 min and serum was collected. ACS was
sterilely aliquoted into 6 ml syringes (4 ml ACS/syringe) and stored at -80 °C.

Intra-articular treatments
Intra-articular injections were administered in 4-4.5 ml volumes as follows by the unblinded
investigator (LB), each group was performed individually and a 2-week washout period was allowed
between treatments:
1) Negative control: 4 ml of sterile phosphate-buffered saline (PBS).
2) Positive control: 100 ng equine recombinant IL-1B (R&D Systems, Minneapolis, MN) diluted
in 4 ml of sterile PBS to a concentration of 25 ng/ml, in a sterile fashion. This dose of IL-1B8
used for study of equine synovitis caused well-documented in vivo response (19).
3) ACS: 4 ml of ACS injected intra-articularly.
4) IL-1B + ACS: 100 ng of IL-1B diluted in 500 pl of PBS injected immediately prior to injection
of 4 ml of ACS.
5) IL-1B8 + TA: 100 ng of IL-1B diluted in 500 pl of PBS injected immediately prior to injection
of 4 mg of TA (0.4 ml) mixed with 3.6 ml of sterile PBS.
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Evaluation of Clinical Response

During the 5 study periods, the clinical response was evaluated by two investigators blinded to
treatment (AVA, SZ).

1.- Physical examination:
Rectal temperature, heart rate, and respiratory rate were measured, and clinical signs of pain were
monitored. These parameters were recorded every 2 hours until PIH 8, every 4 hours until PIH 16, and
then every 12 hours until PIH 72.

2.- Metacarpo/Metatarsophalangeal (MCPJ/MTPJ) joint evaluation:

The MCPJ or MTPJ regions were subjectively scored for heat using digital palpation at PIH O, 8, 16,
24, 36, 48 and 72 hrs. Joint effusion and maximal degree of fetlock flexion were also measured at
these times. Heat was graded from O to 3 (O = none, 1 = minor, 2 = moderate, and 3 = severe). Joint
circumference and degrees of flexion were measured with a standard measuring tape and a
protractor, respectively. In addition, a digital infrared thermometer (ThermoPro, Toronto, ON) was
used to measure the temperature of the skin at the synoviocentesis site. Horses were kept for 10
minutes at room temperature inside a building to allow acclimatization before the measurements.
These temperatures were compared to skin temperature measured at the same site on the
contralateral limb.

Joint swelling was subjectively graded from O to 4 (O = no swelling; 1= minimal swelling localized to
the injection site; 2 = mild swelling localized to the MCP/MTPJ; 3 = moderate swelling extending
proximally toward the carpus or tarsus; and 4 = marked swelling extending to or above the carpus or
tarsus). Joint circumference (mm) was measured at the level of the proximal sesamoid bones, 2 cm
proximal to the ergot (20), using a standard cloth measuring tape. The site for circumferential
measurement was marked prior to intra-articular injection by clipping the hair away on a horizontal
line on the dorsal aspect of and palmar/plantar aspect of the joint. This ensured that joint
circumference was consistently measured at the same site on the limb during the study period.

Figure 2. Joint circumference measurement.
A) Initial landmarks (blue arrow) and B) measurement following the landmark.

12
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Passive flexion was done until obtaining a painful reaction and it was subjectively graded from O to
3 (0= none; 1= minor; 2= moderate; 3= severe). Additionally, a protractor (placed centered on the
MCPJ/MTPJ) was used to objectively measure the maximum range of flexion (Figure 3). The angle
measurement was obtained by flexing the fetlock until a painful response was noted and then

measuring the angle at that point.

Clinical evaluations were performed on each horse prior to each study period and prior to synovial

fluid collection.

Figure 3. Degree of the maximum flexion was measured objectively with a protractor placed over the center
of the fetlock joint. The protractor was placed over the lateral side of the joint in extension (A) and the joint
was flexed until a pain response was noted and then measured (B).

3.- Lameness evaluation:
Lameness was evaluated objectively using an inertial sensor system (Lameness locator, Equinosis
LLC, Columbia, Missouri, USA) at O, 8, 16, 24, 36, 48, and 72 hours PIH. The Vector Sum data, which
measures the intensity of the lameness (differences between the DiffMax and DiffMin in mm) was
compared to the baseline in all the treatment groups. Horses could show lameness on baseline
unrelated to pathology within the fetlock joint. Differences between baseline and treatment Vector

Sum was calculated.
Synovial fluid cytology

1.- Synovial Fluid collection:

At the start of each study period, horses were sedated with xylazine hydrochloride (0.02-0.8 mg/kg
V). The fetlock assigned for treatment during that study period was clipped and aseptically
prepared. The collateral sesamoidean ligament approach to the metacarpophalangeal joint was
used because synovial fluid is more readily obtained uncontaminated with blood from this site (21).
Approximately 3 ml of synovial fluid were collected. Treatment syringes were prepared by unblinded
investigators (LB, FC, JS) and placed in non-transparent syringes for administration. Without
removing the needle, the prepared treatment was injected into the fetlock joint. Synovial fluid was
collected using the same technique at PIH 8, 24, and 48 hrs by a blinded investigator (AVA).

13



PREMIOS | LWSRECOLEGIO CATEGORIA VICENTE

ICOVYV | fEekinanos 2024 DUALDE PEREZ

2.- Synovial fluid analysis:

Synoviocentesis was performed at each time point obtaining a maximum of 3 mlL.The samples was
divided and 500 pL of synovial fluid were transferred to a collection tube containing EDTA for
cytological analysis: Total nucleated cell count (TNCC) was measured on an automated processor
(Advia 2120 hematology analyzer; Siemens Healthcare Diagnostics, Erlangen, Germany) and
validated on direct cytology preparations. Total protein (TP) was measure on a handheld
refractometer. Cytological findings and differential cell counts were performed by two
board-certified veterinary clinical pathologists (ECG and TJT), who were blinded to the sample
treatments. The remaining synovial fluid was aliquoted into Eppendorf tubes, centrifuged (600 RMP
for10 minutes at 4°C), supernatant removed and stored at -80°C until further analysis.

PGE, concentrations in synovial fluid

Thawed samples (200 pL) were hyaluronidase-digested (10 pL of 100 IU hyaluronidase/mL acetate
buffer; Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ) for 30 minutes at 37°C, centrifuged
(12,000 RPM for 10 min; 4°C), and supernatant recovered. PGE2 was quantified by ELISA (R&D
Systems, Minneapolis, MN). Briefly, hyaluronidase-digested samples were solid-phase extracted
(500 pL synovial fluid in 490 pL 100% ethanol and 10 L glacial acetic acid incubated at 23°C for 5
minutes), centrifuged (600 RPM for 8 min; 4°C), and supernatant collected (22). Samples were
diluted at 1:20, and PGE, measurements were performed in duplicate according to the
manufacturer’s instructions. This colorimetric assay was not equine-specific; however, it has been
previously referenced and validated for cross-reactivity in equine synovial fluid (23-25). Standards
provided for the ELISA were used to prepare a standard curve following manufacturer’s instructions.

1,9-dimethyl methylene blue assay (DMMB)

DMMB assay was performed to measure GAG concentration in the synovial fluid. Synovial samples
were digested with hyaluronidase as previously described and the supernatant recovered. The
1,9-dimethyl methylene blue dye (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA) was prepared following the
method of Farndale et al (26). The standard curve was created by preparing solutions containing O
to 65 pg of chondroitin sulfate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Briefly, using a 96- well
flat-bottom transparent plate (Stellar Scientific, Baltimore, MD, USA) 50 pL of diluted digested
synovial fluid (1:10 dilution in distilled water) were mixed with 200 pL of DMMB dye (1 mN
hydrochloric acid, 0.06%. DMMB, 40 mM glycine, 27 mM NaCl pH 3) and the plate was shaken on a
horizontal orbital microplate shaker (0.12" orbit) at 500 RPM for 5s. Measurement of the total GAG
content was performed by a direct spectrophotometric method. Optical density was measured at
525 nm on a microplate reader (SpectraMax ID3, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) (27).
Samples were measured in triplicate.

Statistical analysis

Linear or generalized linear mixed models were used to analyze each clinical or biochemical variable.
Cell counts was not normally distributed, and it was natural log-transformed to obtain normality
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prior analysis. The generalized linear mixed models (GLMM) for heat, swelling, joint effusion and pain
to flexion included fixed factors for treatment, time, and a treatment by time interaction effect. The
linear mixed models (LMM) for angle, circumference, heart rate, temperature, respiratory rate, white
blood cell count, total protein, red blood cell count, specific gravity, front limb lameness, hind limb
push lameness and hind limb impact lameness included fixed factors for treatment, time and a
treatment by time interaction effect. The LMM for temperature on limb included fixed factors for
treated (yes/none), location, time, and treatment and all 2-, 3- and one 4-way interaction effects.
Random intercepts were included in all GLMMs and LMMs for each horse and fetlock within each
horse was included to account for within horse and within fetlock correlations. Model residuals for
LMMs were examined to evaluate the assumption of normality. Simple effects were tested to
compare treatments at each time and multiple comparisons were adjusted for using Tukey’s test.
Satterthwaite degrees of freedom method was used in all models.

RESULTS
Clinical parameters

No differences between treatments for respiratory rate (P = 0.431) or rectal temperature (P = 0.717)
were observed for all time points. Differences in heart rate between ACS alone and PBS, IL-13, IL-13
+ TA, and IL-1B + ACS groups were observed at 6, 8, 12 and 24 hours PIH (Figure 4). At 6, 8,12 and 24
PIH, the heart rate was lower in the group receiving ACS compared to IL-13 alone (P = 0.03, P = 0.001,
P =0.02 and P = 0.01, respectively). At 8 and 12 PIH, the ACS group had a lower heart rate compared
to IL-18 + TA group (P = 0.001 and P = 0.03).

PBS

IL-1
IL-1p+TA
IL-1p+ ACS
ACS

Heart rate
601

o
o
paonao

1 ab b
] 1 l “bablab ab ab?ap
ab

40|
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20+

0 LI T T T
DU NG BIPORSY OV % O BIPOBSAV OV © DAZAOPONY OV X © BWMODSV OV » © B DA
Post-injection hour

Figure 4. Heart rate after injecting a fetlock joint with phosphate-buffered saline (PBS), Equine recombinant

IL-1B (IL-1B), IL-1B + triamcinolone (TA), IL-1B + autologous conditioned serum (ACS), or ACS. Different letters

indicate a significant difference (P<0.05) between groups at 6, 8, 12 and 24 PIH. Bar graphs indicate the mean
and standard deviation.
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Metacarpo/Metatarsophalangeal joint (MCPJ/MTPJ) evaluation

The skin over the joints injected with IL-13, IL-18 + TA, and IL-1B + ACS had a higher temperature than
the skin of the contralateral joint at all the time points (P < 0.05). Differences in heat scores between
treatment groups were observed at 8, 16-, 36-, 48-, and 72-hours post-injection (Figure 5). Eight
hours postinjection, the cutaneous heat score in the ACS group was lower than the cutaneous heat
scores of PBS, IL-1B, and IL-1B + ACS groups (P = 0.001). At 16 hours, the IL-1B + TA group had a lower
cutaneous heat score compared to PBS (P = 0.04), IL-1B (P = 0.01) and IL-1p + ACS (P = 0.03) groups.
At 36- and 48- hours post-injection, the IL-1B + TA group still had lower cutaneous heat score than
all treatment groups (P = 0.001), though at 72 hours, the ACS group had a significantly lower
cutaneous heat score temperature than all the other groups (P= 0.001).

= PBS
= IL-1p
B IL-1p+TA
by B3 IL-1p+ACS
b b b =1 ACS
2.0 a

Heat score
25

1.5

Score
o

0.5

7T 17 17r17r1r T
0 81624364872 0 8 1624364872 0 8 1624364872 0 8 1624364872 0 8 1624364872
Post-injection hour

Figure 5. Cutaneous heat scores after injecting a fetlock joint with phosphatebuffered saline (PBS), Equine
recombinant IL-13 (IL-1B), IL-13 + triamcinolone (TA), IL-13 + autologous conditioned serum (ACS), or ACS.
Different letters indicate a significant difference (P<0.05) between groups at 8, 16, 36, 48 and 72
PIH. Bar graphs indicate the mean and standard deviation.

Swelling was more severe at 72 hours in the PBS, IL-163, IL-18 + TA, and IL- 1B + ACS compared to the
ACS group. Differences in swelling scores between treatment groups were observed at 8, 16, 24, 36,
48, 72 hours post-injection (Figure 6). Eight hours post-injection, the swelling score in the ACS
group was lowest compared to the rest of the groups (P = 0.001). At 16 hours, the ACS group had
decreased swelling compared to IL-1B (P = 0.03) and IL-1B + ACS (P = 0.04). At 24 and 36 hours
post-injection, IL-13 + TA had lower swelling scoresc ompared to IL-1B (P = 0.00Tand P = 0.003), IL-1
B + ACS (P = 0.001 for both time points), and ACS (P = 0.01and P = 0.03) groups. The groups IL-13 +
TA and ACS group had lower swelling scores compared to the IL-18 and IL-18 + ACS at 48 hours (P =
0.001) and 72 hours (P = 0.002).
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Figure 6. Swelling score after injecting a fetlock joint with phosphate-buffered saline (PBS), Equine
recombinant IL-1(3 (IL-1B), IL-1B + triamcinolone (TA), IL- 1B + autologous conditioned serum (ACS), or ACS.
Different letters indicate a significant difference (P<0.05) between groups at 8, 16, 24, 36, 48 and 72 PIH. Bar

graphs indicate the mean and standard deviation.

Differences in joint effusion scores between treatment groups were observed at 8, 16, 24, 36, 48, 72
hours post-injection (Figure 7). At all-time points postinjection, the IL-1B and IL-13 + ACS had more
joint effusion than other groups (P = 0.001). IL-1B + TA group had the lowest joint effusion scores at
36, and 48 PIH (P = 0.001). No differences in pain response to flexion were found between groups at

any time point. When measuring the range of flexion with a protractor, the IL-18 group had a reduced
range of flexion compared to IL-13 + TA (P = 0.04) and ACS (P = 0.03) at 48 hours.
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Figure 7. Joint effusion scores after injecting a fetlock joint with phosphatebuffered saline (PBS), Equine
recombinant IL-13 (IL-1pB), IL-13 + triamcinolone (TA), IL-13 + autologous conditioned serum (ACS), or ACS.
Different letters indicate a significant difference (P<0.05) between groups at 8, 16, 24, 36, 48 and

72 PIH. Bar graphs indicate the mean and standard deviation.
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Lameness evaluation

The lameness score (vector sum value) obtained for each time point was compared to baseline, and
each treatment group was compared at 8, 16, 24, 36, 48 PIH (Figure 8). In the groups where IL-13 was
injected alone or combined with TA or ACS, a mild to moderate increase in lameness was observed
(12.5 = 3.22 mm). Injection of IL-1B + ACS induced less lameness than injection of IL-1B alone at 24,
36, and 72 PIH (P = 0.005, 0.005, and 0.01 respectively). Curiously, for all horses whose joints were
injected with ACS alone lameness improved from baseline compared to each time point. When
comparing IL-1B + TA and IL-1B + ACS groups, lameness was less marked with the addition of ACS to
IL-18 compared to the addition of TA to IL-1B at 36 and 72 PIH (P = 0.02 and 0.03).
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Figure 8. Lameness measured objectively compared to baseline after injection of phosphate-buffered saline
(PBS), Equine recombinant IL-13 (IL-1B), IL-13 + triamcinolone (TA), IL-13 + autologous conditioned serum
(ACS), or ACS treatment groups. The symbols represent the mean, and the error bars the standard deviation.
*Denotes significant difference between groups at the same time point, p < 0.05.

Synovial fluid cytology

Synovial fluid was obtained from all horses for all study periods and time points (Figure 9). At 8 and
24 PIH, the TNCC was higher in all groups compared to PBS (P = 0.01). At 8 PIH horses injected with
IL-1B, IL-1B + ACS, and ACS alone had a significant increase in TNCC compared to PBS and IL-18 + TA
(P < 0.001) that gradually decreased over time, with no significant difference noted at 48 PIH. This
increase was primarily owing to an increase in neutrophils, which were significantly lower in the PBS
treatment group compared to remaining treatments (P < 0.001). At 24 and 48 PIH, the percentage
of monocytes was increased in the ACS treatment group compared to IL-1B, IL-18 + TA, and IL-13 +
ACS group (P = 0.001). When comparing between groups, the IL-13 + ACS group produced the
highest TNCC (40,625 * 11.01 cells/uL; P = 0.001). Similarly, IL-1B, IL-1B + ACS, and ACS alone had a
significant increase in TP in synovial fluid at 8 PIH compared to baseline (P < 0.001). This increase in
TP remained in the IL-1B + ACS and ACS groups at 24 PIH (P = 0.001 and 0.01 respectively), but no
differences between groups were observed at 48 PIH.
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Figure 9. Synovial fluid analysis parameters after injection phosphate-buffered saline (PBS), Equine
recombinant IL-13 (IL-183), IL-13 + triamcinolone (TA), IL- 1B + autologous conditioned serum (ACS), or ACS
treatment groups. The symbols represent the mean, and the error bars the standard deviation. *Denotes

significant difference between groups at the same time point, p < 0.05.

PGE, concentrations in synovial fluid

PGE, synovial fluid concentration was evaluated at O, 8, 24, and 48 PIH (Figure 10) for all the groups.
PGE, was increased by 1.6-fold in the IL-18 group (P < 0.001) compared to baseline, but no significant
increase in PGE, concentration was observed for all other treatments at any time point. One horse,
after injection of IL- 1B, had an increase of PGE, 5.7 times higher at 8 PIH than the average PGE, of
five other horses in the same group.
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Figure 10. PGE2 concentrations in the synovial fluid at O, 8, 24, and 48 hours after injecting a fetlock joint
with phosphate-buffered saline (PBS), Equine recombinant IL-13 (IL-1B), IL-13 + triamcinolone (TA), IL-13 +
autologous conditioned serum (ACS), or ACS. The boxplots represent the interquartile range (IQR) of n = 6.
The black lines represent the median values, the black dot represent the mean, and the whiskers represent
the values outside the IQR. *Denotes significant difference between IL-13 group at 8 PIH compared to the
rest of the groups at the same time point, P < 0.05.
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1,9-dimethyl methylene blue assay (DMMB)

GAG concentration was measured in synovial fluid at O, 8, 24, and 48 PIH (Figure 11). No significant
difference was observed in the median GAG concentration in the PBS, IL-1B, IL-1B + ACS, and ACS
groups during any time points. When comparing treatment groups, an increased concentration of
GAG was measured in the IL-1B + TA group at 24 and 48 PIH (P<0.001).
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Figure 11. GAG concentrations in the synovial fluid at O, 8, 24, and 48 hours after injecting a fetlock joint with
phosphate-buffered saline (PBS), Equine recombinant IL-1p (IL-183), IL-13 + triamcinolone (TA), IL-13 +
autologous conditioned serum (ACS), or ACS. The boxplots represent the interquartile range (IQR) of n = 6.
The black lines represent the median values, black dot represent the mean, and the whiskers represent the
values outside the IQR. *Denotes significant difference between IL-13 + TA group at 24 and 48 PIH compared
to the rest of the groups at the same time point, P < 0.05.

DISCUSSION

The joint innate immune system responds to a pathogen with an initial rapidonset inflammatory
response in which an increased number of neutrophils, macrophages, monocytes, and dendritic cells
are observed (5). The problem arises when this initial high cell count and synovial response becomes
overwhelmed maintaining a low-grade inflammation, that might lead to the establishment of OA (6,
9, 28). As hypothesized, the combination of IL-1B with ACS or TA decreased inflammation
demonstrated by decreasing PGE2 concentration in synovial fluid at 8 PIH. However, the effects on
clinical signs, synovial fluid cellularity, and GAG concentration were different upon each treatment.
IL-13 + ACS induced the most marked neutrophilic response in synovial fluid, yet this treatment
produced the most significant reduction in lameness. TA combined with IL-13 decreased heat,
swelling, and effusion from the fetlock joint, but GAG concentration was higher at 24 and 48 hours
in joints treated with IL-1B and TA indicating possible cartilage damage. Because an increase in CAG
was not seen in joints injected with IL-18 and ACS, ACS may be superior to TA in providing
chondroprotection, despite a relative increase insynovial fluid cellularity.
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Synovitis leads to activation of the inflammatory cytokine cascade that can produce articular
destruction of cartilage matrix leading to OA. Response from the synovial membrane following an
injury can initiate synovitis and promote OA (3, 29). The effects of intra-articular treatment with TA
or ACS have been evaluated in both disease-free and OA-afflicted joints in horses (23, 30-32), but
no studies have evaluated the effect of these therapeutics in an in vivo model of synovitis. Different
synovitis models have been described in the horse, but IL-18 was selected for this model since it is
one of the most important pro-inflammatory cytokines participating in the development of OA, and
IL-1B has been validated in the horse as a synovitis model for the middle carpal joint (19). The
intra-articular injection of IL-1B produced mild synovitis that could be observed clinically,
cytologically, and by production of a peak in PGE, concentration at 8 PIH.

The primary goal of intra-articular therapies is to modify the inflammatory cascade to reduce
cartilage destruction. ACS was shown to have diseasemodifying properties in human and equine
studies by reducing clinical signs of joint disease and reducing the cellular response in synovial fluid,
increasing the concentration of IL-Trap in synovial fluid, and improving histologic scores in the
synovial membrane (23, 33-35). In this study, the injection of IL-13 with ACS produced the highest
TNCC and total protein in synovial fluid, but ACS alone produced an increase in the TNCC and total
protein similar to IL-1B alone. An increase in TNCC and total protein have been considered an
undesired combination for a healthy synovial environment (36). However, previous research has
demonstrated that intra-articular injection of platelet-rich products or mesenchymal stem cells into
joints of horses produced a transient inflammatory reaction that can be seen both clinically (increase
synovial effusion) and cytologically (increased TNCC, neutrophil population, and total protein in
synovial fluid), not only without deleterious effects but associated with inflammation resolution
(37-39). Injection of TA produced a less marked increase of TNCC and reduced the clinical signs of
joint disease such as heat and synovial effusion compared to other treatments but caused
detrimental cartilaginous effects. In a previous study where synovitis was induced with
lipopolysaccharide, TA did not reduce the TNCC and total protein but significantly improved the
lameness and synovial effusion (20). Despite the induction of mild yet temporary synovitis, PGE,
concentration in the ACS alone group was not elevated at any time point. PGE, is considered a
pro-inflammatory mediator within the joint (40). Because the concentration of PGE, in synovial fluid
did not increase after injecting IL-1B combined with ACS or TA in joints indicates a beneficial effect
of these intraarticular treatments.

According to a meta-analysis evaluating the effects of intra-articularly administered corticosteroids
in people and other species, a low dose of TA may have chondral protection effects on articular
cartilage, but the effect became detrimental when the dose of TA in a joint equaled or exceeded an
18-mg cumulative dose per joint (41). In vivo, TA administration produced an increase of catabolic
cartilage biomarkers and downregulation of collagen and aggrecan gene expression (30, 42),
leading to the conclusion that TA could have detrimental effects when repeatedly administered
intra-articularly. In our study, the combination of IL-1B with TA improved heat, swelling, and joint
effusion scores, without an increase in PGE2 concentration in synovial fluid. However, the increased
concentration in GAG at 24 and 48 hours indicates that the administration TA in inflamed joints is
possibly chondrodestructive. In two human studies, where TA was compared to ACS for treatment
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of hip OA or lumbar radicular compression, ACS significantly ameliorated the patient’s pain
compared to similar treatment with TA (43, 44). In our study, the addition of ACS produced a cellular
response, but improved lameness compared to baseline. When comparing treatments, TA did not
abolish the effect of IL-1B to generate lameness and lameness was significantly improved in the IL-1
B+ACS group. Although no other studies have compared effects of TA and ACS in a synovitis model,
Jostingmeir et al. reported that lameness scores in horses with naturally occurring OA of the distal
interphalangeal joint improved more substantially when injected with ACS compared to a
combination of betamethasone and hyaluronic acid (45).

Previous synovitis studies in horses with lipopolysaccharide or IL-18 have measured PGE2 and GAG
concentration in synovial fluid as outcome measurements for synovitis (19, 46-48). Increased
concentration of PGE, and GAG in synovial fluid correlates with repeated arthrocentesis in a
previous study (49). However, in the current study, the group injected with PBS received the same
number of arthrocentesis, and the synovial fluid cytology, PGE,, and GAG concentrations in synovial
fluid were not affected. A previous study showed treatment of IL-18 stimulated synovial and
cartilage explants in co-culture with ACS, significantly decreased PGE2 concentration in media,
while TA did not (50). An increased concentration of PGE2 and GAG was correlated with OA changes
in experimentally induced OA in horses (50). In this study, the intra-articular injection of ACS also
reduced lameness scores and PGE2 concentration compared to the control group (PBS) (23). In the
present study, reduced lameness was correlated with decreased PGE2 concentration.

Previous studies using an IL-1B synovitis model in the middle carpal joint showed higher synovial cell
concentrations at 8 hours (170.70 * 37.58 cells/ul) than the same model in the fetlock used in this
study (17.80 = 5.12 cells/uL) (19). Previously, Colbath et al. reported that the same intra-articular
dose of IL-1 B elicits a significantly different response in the middle carpal joint compared to the
tarsocrural joint. There is only one study in which IL-1B was used to stimulate synovitis in the
metatarsophalangeal joint of the horse (46). However, in this study, the model was used to evaluate
the efficacy of perineural local anesthetics, and synovial fluid was not analyzed after stimulation.
Pain (lameness) was used as a positive indicator for induction of synovitis (51). The metacarpo/
metatarsophalangeal joint may respond differently than the middle carpal and tibiotarsal joints,
possibly explaining our lower TNCC compared to previous studies performed on different synovial
joints. Other indicators of synovial inflammation, including an increase in clinical parameters
(lameness, joint effusion, and heat) and synovial fluid biomarkers (PGE2 and GAQG), indicated
induction of mild synovitis in the present study.

This study had limitations that warrant further discussion. Inflammatory resolution is a novel
concept described as an active process orchestrated primarily by macrophages to restore joint
homeostasis (52). In particular, IL-10 production by the macrophages seems to play an essential role
in establishing synovial homeostasis (53). The inflammatory process resulting in production of IL-10
is necessary for a joint to recover from an inflammatory insult, which makes researchers question if
total inhibition of the inflammatory reaction could be detrimental. Measurement of IL-10 in synovial
fluid was not performed in this study and could have helped better determine if the inflammatory
process occurring after ACS injection was beneficial rather than detrimental (6, 10).
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The initial experimental design did not include the use of ACS alone, but because of a marked
increase in the TNCC and TP observed in the IL-13 + ACS group, unblinded investigators chose to
evaluate the intra-articular effect of ACSwhen administered alone. Variation in the treatment effect
of ACS could have been affected by the inherent variation of ACS cytokine composition that has
been described in horses (12). As an example, surgical stress after castration has been shown to
interfere with the cytokine concentration in ACS (11). Therefore, ACS in the current study was
processed on each horse before starting the study to avoid any possible interference due to stress.
The model induced a short and mild synovitis in the metacarpo/metatarsophalangeal joint of the
horses compared to previous studies using the same dose in the middle carpal or tarsocrural joint,
making the evaluation of outcomes measured during the study difficult. Additionally, variability in
response to IL-1B between individuals and manufacturing concerns such as different lots, methods
of reconstitution, and storage has been reported to lead to varying levels of activity of
intra-articularly administered IL-1B (18, 19, 46, 54). For the present study, all IL-1B administered were
from the same lot and stored and reconstituted identically. Future studies evaluating different
dosages of IL-1B to stimulate synovitis in the metacarpo/metatarsophalangeal joint are warranted.
Also, measurement of more specific anabolic cartilage biomarkers such as CPIl and CS-846 or
different proinflammatory cytokines in synovial fluid could aid our understanding of the
intraarticular effects of TA and ACS in horses with synovitis.

CONCLUSIONS

Intra-articular administration of ACS alone produces a mild, but transient inflammatory response
with increased heat over the joint, joint swelling and effusion, increased TNCC in synovial fluid
without producing lameness. In horses with synovitis, intra-articular treatment with ACS might be
more beneficial than treatment with TA. Both treatments appeared to decrease production of PGE,,
but ACS treatment did not produce an increase in GAG concentration in synovial fluid, thus having
the potential to decrease cartilage catabolism compared to the potentially deleterious effect of
intra-articularly administered corticosteroids. A deeper understanding of how biological
therapeutics modify the acutely inflamed synovial environment is needed.
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Coinfecciones en perros de la Comunidad Valenciana: epidemio-
logia e implicaciones clinicas

RESUMEN

El cambio climatico, las modificaciones del terreno y de los hdbitats han hecho que se produzca un
incremento del movimiento de los reservorios, lo que ha llevado a un aumento de las enfermedades
caninas transmitidas por vectores. Hay enfermedades emergentes y reemergentes siendo algunas
de ellas zoondsicas. Por su prevalencia y gravedad, tanto para los perros como para las personas, en
el levante espanol cabe destacar la leishmaniosis, transmitida por flebotomos, la babesiosis,
borreliosis (enfermedad de Lyme), anaplasmosis y ehrlichiosis, estas cuatro ultimas transmitidas
por garrapatas ixodidas. La infeccion de un patdgeno no excluye de la infeccidn de otro, pudiéndose
dar co-infecciones de dos o mas patdégenos al mismo tiempo. Los érganos del animal pueden ser
atacados por uno o més patdgenos a la vez, pudiendo la patogenia ser aditiva de cada uno de los
patdgenos o incrementarse de manera exponencial, siendo mucho mas grave para el animal. El
objetivo de este estudio es doble, por una parte, conocer la seroprevalencia en perros de las
co-infecciones transmitidas por vectores en el levante espanol, y por otra parte, conocer si la
co-infeccién altera los pardmetros bioquimicos de manera significativa respecto a la infeccién por
un Unico patdgeno. Las co-infecciones que se han observado son muy elevadas, 82,7 % (144/174). El
proteinograma es el biomarcador que se afecta con mas frecuencia, estando méas alterado cuantos
mas patdgenos coinciden en el mismo animal.

PALABRAS CLAVE

Leishmania, Ehrlichia, Babesia, Anaplasma, Borrelia

INTRODUCCION

Las enfermedades de los perros transmitidas por vectores (Canine vector-borne diseases-CVBDs)
son actualmente un problema emergente y presentan un cardacter zoondsico, por lo que los perros
pueden servir de centinelas de las infecciones humanas (1, 2). Las CVBDs estan causadas tanto por
bacterias como por parasitos. Los pardsitos mas importantes pertenecen al phylum Protozooa y son
Leishmania infantum y Babesia canis, y las bacterias mas frecuentes e importantes que afectan a
estos canidos son Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi y estan
transmitidas por garrapatas y mosquitos (1,2,3,4). Estas infecciones son muy frecuentes en climas
tropicales, subtropicales y en regiones templadas (5).

30



PREMIOS | Wemecolsslo CATEGORIA VICENTE

|COVYV | 5EHERSA DUALDE PEREZ

Principales agentes patdgenos transmitidos por vectores en perros
1.- Leishmania infantum
a) Etiologia y ciclo bioldgico

El protozoo Leishmania produce la leishmaniosis, enfermedad zoondsica de amplia distribucion
mundial. La infeccidn se produce principalmente por la picadura del mosquito Phlebotomus (6). Son
varias las especies que componen el género, siendo Leishmania infantum la mas frecuente y
distribuida por todo el mundo (7). También, cabe destacar que es la especie que predomina en el
Mediterraneo (8). En zonas endémicas, existe una poblacidn reservorio que no presenta signos
clinicos evidentes y el riesgo de transmisién estd ligado al ciclo bioldgico del Phlebotomus, que
necesita temperaturas calidas y materia organica, estos factores estan relacionados con las
condiciones climéaticas locales (9, 10, 11).

El ciclo bioldgico de Leishmania spp. es de tipo indirecto, en el hospedador vertebrado se encuentra
en forma de amastigote, dentro de los macrdfagos. La hembra del flebotomo cuando pone huevos
necesita un aporte de proteina extra y consume sangre. En la succién, la hembra ingiere macréfagos
infectados por amastigotes de Leishmania, y estos en el aparato digestivo del mosquito se
convierten en promastigotes. En pocos dias migran a las piezas bucales y se transforman en
promastigotes metaciclicos, y, cuando la hembra vuelve a ingerir sangre los inocula en el
hospedador vertebrado. En el tejido subcutaneo los promastigotes se transforman en amastigotes
y son fagocitados por los macrdfagos, el parasito se multiplica dentro de la vacuola parasitarila
digestion (figura 1) (12).
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Figura 1.- Ciclo biolégico Leishmania infantum (7).
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b) Patogenia y signos clinicos

La leishmaniosis es una enfermedad multisistémica con una gran variedad de mecanismos
patdgenos implicados en su evolucién. El elemento patdgeno primario es la supervivencia y
multiplicacidon del parasito en el sistema fagocitico mononuclear. Esta parasitaciéon produce la
alteracién funcional, con disminucién de la capacidad fagocitica y de la actividad como células
presentadoras de antigenos (13). Tradicionalmente, los perros infectados se han clasificado como
sensibles o resistentes. Respecto a los primeros, el parasito se multiplica sin restricciones en
multiples drganos. Por el contrario, en los perros resistentes se produce la muerte del parasito en el
interior de los macrdéfagos (14). El mecanismo patdgeno primario no justifica por si solo la clinica ni
las lesiones producidas, existe un segundo mecanismo patdgeno, responsable de gran variedad de
alteraciones con respuesta inmunitaria ineficaz, en la que los mecanismos celulares y humorales
constituyen elementos inmunopatoldgicos. Los mecanismos inmunitarios celulares dan lugar a un
proceso reactivo tisular, mas o menos generalizado, cuyo componente fundamental es una reaccién
inflamatoria proliferativa. Esta reaccion esta caracterizada por un infiltrado celular, compuesto por
macréfagos (parasitados o no), linfocitos, y células plasméaticas, que crea un proceso degenerativo
y necroético que va causando de manera progresiva una alteracion estructural y funcional de los
o6rganos afectados (15). La mayoria de los perros afectados presentan anorexia, apatia,
adelgazamiento y debilidad, signos poco especificos (16). Habitualmente, se ve una alteracion en el
proteinograma caracterizada por hipergammaglobulinemia con hipoalbuminemia y reduccidén del
cociente albumina/globulina (16,17).

c) Diagnostico

La presentacion de signos clinicos compatibles con leishmaniosis en animales en zonas endémicas
debe llevar a realizar pruebas de diagndstico etiolégico, ya sean métodos directos, para confirmar la
presencia del pardsito en el hospedador, o métodos indirectos que midan la respuesta del
hospedador mediante test seroldgicos (18).

Los métodos directos van desde la confirmaciéon de la presencia del pardsito en un aspirado de un
nodulo linfatico y posterior tincion, hasta técnicas moleculares como PCR, pero estos métodos no
son usados habitualmente (19). La interpretacidn de los resultados de las pruebas directas hay que
realizarla con cuidado, ya que la correlacidon entre infeccidon y enfermedad debe basarse en la
presencia de signos clinicos y anormalidades laboratoriales (18).

Las técnicas méas comunes son la inmunofluorescencia indirecta (IFAT o |IFl), la
inmunocromatografia y test de ELISA. La inmunocromatografia es muy rapida, pero solo indica
presencia o ausencia de anticuerpos, mientras que las otras son mas sensibles y proporcionan
concentracion de anticuerpos, sirviendo para poder evaluar la gravedad de la infeccién, asi como
valorar el éxito de los tratamientos (7, 22).
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2.- Babesia canis

a) Etiologia y ciclo biolégico

Las babesias son hemoparasitos del orden Piroplasmida y junto al género Theileria se agrupan bajo
el término de piroplasmidos, que reciben este nombre por su caracteristica forma de pera dentro de
los eritrocitos (23).

Gracias a los estudios moleculares se distinguen distintas especies y subespecies de Babesia,;
Babesia canis, de mayor tamano que se subdivide en tres subespecies; B. canis canis, B. canis vogeli
y B. canis rossi y Babesia gibsoni de pequeno tamano (23).

El ciclo bioldgico es indirecto y consta de tres generaciones: gametogonia y esporogonia que se
desarrollan en el hospedador invertebrado, en este caso en las garrapatas. La esquizogonia, tercera
fase que se desarrolla en el mamifero, en el interior de los eritrocitos integramente.

La garrapata se infecta cuando ingiere sangre con eritrocitos parasitados, los merozoitos aspirados
realizan la gametogonia en el intestino y el ooquineto, migra a glandulas salivares y se produce la
esporogonia. En el caso de Babesia spp. se coloniza el aparato reproductor, infectando asi, todos los
huevos de la garrapata y también estard presente en cada una de las mudas que realice la
garrapata, transmision transovarica y transestadial, respectivamente (figura 2) (24).

Estas piroplasmosis se transmiten por distintas garrapatas; Dermacentor reticulatus es el vector
mas importante de Babesia canis, y prefiere climas frios y hUmedos. Rhipicephalus que transmite
Babesia canis vogeli y B. canis rossi; muy abundante en el area mediterranea. (25, 26).

b) Patogenia y signos clinicos

La severidad de la infeccidn viene determinada por la especie y cepa del pardsito, por la edad,
estado inmunitario y también por la presencia de enfermedades concomitantes.

El mecanismo patdégeno primario es la lisis eritrocitaria por la multiplicaciéon del parasito en el
interior de los hematies, esto provoca una anemia hemolitica. La anemia conduce a anoxia,
originando lesiones en higado y bazo, y un aumento del metabolismo anaerobio celular que puede
desencadenar en acidosis metabdlica (23).

Los zoitos presentan enzimas proteoliticos que ayudan a la transformacién de la precalicreina a
calicreina y esto, por una parte, provoca la liberacién de bradiquinina que ocasiona hipotension,
aumento de la permeabilidad vascular y edema. Por otro lado, se favorece la coagulacion
intravascular diseminada, pudiendo llegar en los casos mas graves a muerte por shock
hipovolémico (23, 27).

33



PREMIOS | LWSRECOLEGIO CATEGORIA VICENTE

ICOVYV | fEekinanos 2024 DUALDE PEREZ

Los signos clinicos de la enfermedad pueden ir desde infecciones subclinicas con animales
asintomaticos (28) y cuadros no patognomonicos de leve apatia y trombocitopenia hasta un fallo
renal agudo, coagulopatias, ictericia y hemolisis autoinmune con alteracion del SNC (29).

c) Diagnédstico

En las zonas endémicas, la apariciéon de signos como fiebre, depresién, palidez de mucosas y
anorexia es suficiente como para incluir la babesiosis en los diagnodsticos diferenciales (23).

En casos agudos con hipertermia se puede realizar el diagndstico parasitoldgico, haciendo una
extension de sangre y posterior tincidn. Morfoldgicamente, se pueden distinguir las babesias
grandes, que corresponderia a B. canis y las babesias pequenas que corresponderia a Babesia
microti-like. Los test seroldgicos, como el IFAT o ELISA ponen en evidencia la presencia de
anticuerpos. No obstante, se debe tener en cuenta la duracion de los anticuerpos en sangre, que
pueden ser de hasta un ano. Las pruebas moleculares han contribuido enormemente a descubrir la
diversidad de especies y subespecies de Babesia. La PCR es Util para detectar la infeccion cuando la
parasitemia es leve (26).

3.- Borrelia burgdorferi
a) Etiologiay ciclo bioldgico

B. burgdorferi, es una espiroqueta transmitida por garrapatas del género Ixodes, y produce la
enfermedad de Lyme tanto en humanos como en perros (30, 31). B. burgdorferi es transmitida
principalmente por I. ricunus, la duracion del ciclo de estas garrapatas es de hasta dos anos. Las
garrapatas del género Ixodes prefieren climas frios y hUmedos con abundante vegetacion (32). También
se ha documentado la transmisién por Rhipicephalus sanguineus (33, 34). La infeccion de los perros
también puede ser ocasionalmente transplacentaria, por fluidos como sangre, orina o leche (30).

b) Patogeniay signos clinicos

La accion patogena de B. burgdoferi se debe a la multiplicacion de la espiroqueta. La bacteria
empieza a multiplicarse en el punto de inoculacidn de la garrapata, y crea una lesiéon redondeada y
enrojecida con el centro blanquecino, desde alli migra a los linfonodos regionales y se produce una
septicemia, pudiendo colonizar todos los érganos del individuo (35).

Los signos clinicos en el perro son fiebre esporddica, artritis aguda, dolor articular, cojera y
glomerulopatia (30). Estos, pueden desarrollarse entre dos y cinco meses después de la infeccion, y
pueden persistir mas de un ano en perros no tratados, sobre todo, la cojera (36). Se calcula que sélo
entre el 5y el 10 % de los animales seropositivos desarrollan signos clinicos (35, 37).
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c) Diagndstico

En perros, la serologia es la Unica forma de evaluar la exposicidn a B. burgdorferi, histéricamente
han sido detectados anticuerpos mediante técnicas de ELISA, IFAT y Western Blot. Pero, mediante
ELISA e IFAT no se ouede discriminar si los anticuerpos son resultado de una exposicién natural o
por vacunacion (tabla 1) (38,30).

Uso Diferencias Cualitativo  Cuantitativo Diferencias
comun anticuerpos entre infeccion
vacunales vs aguda vs
anticuerpos infeccion
exposicion natural cronica
Células enteras No X
IFA o ELISA
IgM and IgG No X Posiblemente
SNAP4Dxplus® X Si X
(IDEXX)
Quant Cs X Si X
VetScan Rapaid X Posiblemente X
® (Abaxis)
Accuplex4 ® X Posiblemente X Posiblemente
(Antech)
Multiplez ® X Posiblemente X Posiblemente
(Cornell)

Adaptado (38)

Tabla 1.- Test disponibles para Borrelia burdorgferi.

4.- Anaplasma phagocytophilum

a) Etiologia y ciclo biolégico

La anaplasmosis es una enfermedad zoondsica emergente transmitida por garrapatas,
ampliamente distribuida. El agente etioldgico de esta enfermedad es A. phagocytophilum, una
bacteria gram-negativa que se desarrolla dentro de los granulocitos de manera estricta. La bacteria
es transmitida por garrapatas del género Ixodes (39). Las garrapatas transmiten la bacteria entre las
24y 48 horas después de la succién de sangre (40, 41).

b) Patogenia y signos clinicos

La bacteremia aparece en menos de 28 dias, generalmente entre el cuarto y séptimo dia (42). A.
phagocytophilum se multiplica en los primeros dias en las células endoteliales. Parece que estas
células juegan un papel muy importante en el desarrollo y persistencia de la infeccidn, ya que son
estimuladas para expresar moléculas de superficie y citoquinas de manera que induzcan una
respuesta inflamatoria (43). Posteriormente, A. phagocytophilum muestra un desarrollo bifasico,
por una parte, las formas infectantes se unen a las células diana del hospedador y entran en los
neutrdéfilos por endocitosis. Por otra, las células que se multiplican por fisidn binaria en los
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fagosomas hasta formar mérulas. Tras la lisis celular, se inicia otra oleada de infeccidn y se extiende
a otros organos, A. phagocytophilum presenta mecanismos para evitar o reducir la accidn
antimicrobiana del hospedador, por ejemplo, disminuyendo la adherencia endotelial, la movilidad, la
transmigracion, la fagocitosis y la degranulacién, también pueden alterar la actividad oxidativa de
los neutroéfilos y retrasar la apoptosis (40, 44).

La infeccion por A. phagocytophilum alcanza rapidamente cualquier parte del organismo, provocando
poliartritis que se traduce en cojera, fiebre, anemia y leucopenia que ocasiona debilidad, pérdida de
peso, edemas, etc. y una linfadenopatia generalizada con esplenomegalia y hepatomegalia (39).

c) Diagndstico

La anamnesis, los signos clinicos y los hallazgos laboratoriales son necesarios para confirmar el
diagndstico de la anaplasmosis. Las pruebas mas utilizadas son test seroldgicos, IFAT o ELISA, pero
hay que tener en cuenta que estos test se deben realizar a partir del décimo dia post-infeccion.
También se pueden realizar métodos directos como el frotis sanguineo o métodos de diagndstico
molecular, como PCR (45).

5.- Ehrlichia canis

a) Etiologia y ciclo biolégico

La ehrlichiosis estd ampliamente distribuida por todo el mundo, menos en Australia (46). Fue
identificada por primera vez en Argelia en 1935, en perros que presentaban fiebre y anemia (47). E.
canis es una bacteria gram-negativa intracelular obligatoria, tipica de los miembros de la familia
Anaplasmataceae, orden Rickettsiales (39). E. canis es transmitida por la garrapata Rhipicephalus
sanguineus tanto transestadialmente como intraestadial (45, 48). Se ha demostrado
experimentalmente la transmisién por Dermancentor variabilis (49).

b) Patogenia y signos clinicos

Las bacterias infectan células y generan un proceso inflamatorio. Signos clinicos como fiebre,
depresién o letargia, anorexia, linfadenopatia generalizada, esplenomegalia, palidez de mucosas,
hemorragias y anormalidades oculares son manifestaciones tipicas en una infeccion natural por
Ehrlichia canis (50). El periodo de incubacion oscila desde los 8 a los 20 dias, la enfermedad se
manifiesta de tres formas, aguda, subaguda y crénica. La fase aguda tiene una duracion variable de
una a cuatro semanas, las demas fases pueden durar de meses hasta anos (50, 51). Entre las
anormalidades clinicas se puede observar una hipergammaglobulinemia y una elevacién de las
transaminasas (GPT y GOT) en sangre como resultados de la hepatoxicidad (51).
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c) Diagndstico

Existen diferentes técnicas de diagndstico, que difieren en la especificidad, sensibilidad, precio,
rapidez, etc. Las principales técnicas utilizadas son la citologia, técnicas para evidenciar la presencia
de anticuerpos (ELISA e IFAT), Western Blot y técnicas moleculares (PCR). También existen técnicas
rdpidas, los SNAP test basadas en la tecnologia de los test de ELISA. El aislamiento de E. canis
permite la aplicacidon de diferentes técnicas como la secuenciacidon del ADN (51).

Importancia de las co-infecciones

Las coinfecciones por varios patégenos son mas frecuentes de lo que se piensa. Estas pueden
inducir manifestaciones clinicas mas graves que las infecciones simples, lo cual presenta un reto
tanto para el diagndstico como para el tratamiento (4). En la clinica veterinaria de zonas endémicas
de leishmaniosis se infradiagnostican otros procesos sistémicos como babesiosis, ehrlichiosis, etc.,
ya que al propietario cuando le comunican el positivo a Leishmania no permite que sigan haciéndose
mas pruebas y pide que se administre el tratamiento y solucionar esa patologia (1, 5).

OBJETIVOS

Conocer la seroprevalencia de las co-infecciones de agentes patdgenos transmitidos por vectores
(L. infantum, B. canis, B. burgdorferi, A. phagocytophilum, E. canis,) en perros (Canis familiaris) en el
levante espanol.

Conocer si la co-infeccidn altera los parametros bioquimicos de manera significativa respecto a la
infeccién por un Unico patdégeno.

MATERIAL Y METODOS
Caracteristicas climaticas del area de estudio

La Comunidad Valenciana presenta un clima mediterrdneo, con veranos secos y calurosos e
inviernos suaves. Segun la clasificacién de Koppen-Geiger (52) la Comunidad Valenciana presenta
tres tipos de clima mediterrdneo, el mediterrdneo seco (Bsh-BsK), mediterraneo tipico (Csa) y
mediterraneo continental (Csa-BsK) (figura 3). Los perros muestreados habitaban en zonas de clima
mediterraneo tipico (Csa) entre la latitud de 40° 08’ 27" Ny 38° 50’ 39”N.
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40° 08' 27"

Figura 3.- A.- mapa del clima mediterraneo segun la clasificacion de Koppen-Geiger (52) Bsh-BskK
mediterraneo seco; Csa mediterrdneo tipico; Csa-BsK mediterraneo continental. B. distribucién geografica de
las comarcas de procedencia de los animales.

Muestras

Se obtuvieron 174 muestras de suero y plasma de perros (Canis familiaris), el 50 % (87/174) de los
animales fueron machos y el otro 50 % fueron hembras, el rango de edad fue de entre los 10 meses
hasta los 20 anos. Todos los animales se les podria considerar outdoor (que viven o estan gran parte
del dia en el exterior), la mayoria 97,12 % (169/174) viven en colectividades, en protectoras
principalmente, y los otros cinco restantes viven en parcelas al exterior. En la provincia de Valencia,
61 animales pertenecian a la protectora VEDAMA en Oliva, 15 de la protectora SVPAP (Sociedad
Valenciana de Animales y Plantas) en San Antonio de Benagéber, 16 de Alzira de varios refugios, 57
de Sueca de los cuales 37 de la protectora Can Tirolina en Sueca y 20 del Refugi Els Angels en Sueca
y ocho animales de propietarios que salen con frecuencia al campo por la Sierra Calderona. En la
provincia de Castelldn, 17 animales en la protectora Manada Feliz de Castelldon.

Todos los animales cumplian la condicién de vivir en colectividad o salir con mucha frecuencia al
campo. Se extraia entre 2 y 3 mL de sangre, 1 mL de sangre se colocaba en un tubo con heparina-litio
y el resto se introducia en un tubo sin aditivo. Las muestras se transportaron refrigeradas a 4 °C
hasta el laboratorio y se mantenian refrigeradas hasta el dia siguiente. Las muestras se
centrifugaban a 3500 rpm durante 10 minutos, para separar el suero y plasma. El suero se colocd en
una caja de serologia y el plasma se guardd en un ependorff, todas las muestras se conservaron
hasta su analisis a -80 °C.

La investigacién se ha llevado a cabo con la autorizacién del Comité Etico de Experimentacion
Animal de la Universidad CEU Cardenal Herrera, el nUmero de expediente es el CEEA 22_044.
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Pruebas laboratoriales
1.- Pruebas seroldgicas

Se realizaron pruebas seroldgicas, en concreto test de ELISA comercial, para la determinacién de
anticuerpos, IgG. Se seleccionaron estas pruebas por dos razones, la primera proporciona un
histérico de la infeccién y la otra razdn es de tipo funcional se puede procesar gran numero de
muestras en poco tiempo y con menor coste econdmico. Para la determinacion de anticuerpos para
los diferentes patdgenos se utilizaron kits de test comerciales (tabla 2). En todos los test se
siguieron las instrucciones del fabricante, tanto para la realizacion como para el calculo de los
resultados.

Patégeno Kit y laboratorio Sensibilidad  Especificidad
Leishmania LeiSscan ® 925 % 100 %
infantum Hipra (Amer, Girona, Spain)

Babesia canis BABESIA-ELISA DOG® 91,6 % 95,4%
Afosa (Blankenfelde-Mahlow,
Germany)

Borrelia burgdorferi  VetLine Borrelia® 95 % 92,9 %
NovaTec (Dietzenbach,
Germany)

Anaplasma VetLine Anaplasma® NovaTec 92 % 94.1 %

phagocytophilum (Dietzenbach, Germany)

Ehrlichia canis MegaELISA® EHRLICHIA canis 97 % 100 %
Diagnostik MEGACOR

(Horbranz, Austria)

Tabla 2.- Relacién de los kits de ELISA utilizados para los diferentes patégenos objeto de estudio con la
sensibilidad y especificidad de cada uno de ellos.

2.- Pruebas bioquimicas

Para la evaluacion del estado de cada animal se utilizaron biomarcadores para determinar el estado
del rindn (urea, creatinina, SDMA) y del higado (GPT, GOT, ALP, bilirrubina total) asi como de un
proteinograma. Debido a la imposibilidad de realizar la medicion de estos parametros en todos los
animales, se decidié realizarlo en una muestra representativa de 70 animales, la mitad de los
animales negativos a Leishmania y la otra mitad con anticuerpos frente a Leishmania. Y con el fin de
poder comparar resultados se establecieron varios grupos (tabla 3).
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Acrénimo Descripcidn del grupo

Cero No tener anticuerpos para ningun patégeno estudiado

L1 Tener anticuerpos para Leishmania y no para el resto de patégenos
estudiados

L2 Tener anticuerpos para Leishmania y otro patdbgeno

L345 Tener anticuerpos para Leishmania y dos, tres y/o cuatro patégenos mas

LN1 No tener anticuerpos para Leishmania y si para otro patégeno

LN2 No tener anticuerpos para Leishmania y si para dos patégenos

LN34 No tener anticuerpos para Leishmania y si para tres o0 mas patégenos

Tabla 3.- Grupos de animales segun la presencia de anticuerpos y el numero de patégenos

3.- Andalisis estadistico

Con la finalidad de conocer la existencia de diferencias significativas entre los datos obtenidos se
aplicé la prueba de X? en el programa Excel del paquete de Microsoft 365. Y para la determinacién
de los intervalos de confianza, se realizé mediante el programa Quantitative Parasitology 3.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Seroprevalencias

La mayoria de los perros del presente trabajo presentan anticuerpos para uno o dos patdgenos de
los cinco. Las muestras con anticuerpos frente a E. canis son las mas frecuentes con casi el 46 %

(80/174; 1C95% 30,7-45,6 %) junto a B. burgdorferi 43,68 % (76/174; 1C95% 36,2-51,4 %), no
existiendo diferencias significativas entre dichas proporciones (figura 4).

50% 45,98%
5% 43,68%
10% 37,93%
35%
30% 25,299
25% 22,99%
20%
15%
10%
5%
0%

Leishmania Babesia Borrelia Anaplasma Ehrlichia

Figura 4.- Seroprevalencias obtenidas para los diferentes patégenos estudiados.
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Los animales del estudio habitaban en el area biogeogréafica cinco en un clima mediterraneo tipico
segun la clasificacion de Koppen-Geiger (52) y entre la latitud 40° 08" 27" Ny 38° 50’ 39" N (figura
3B). Es conocido que existen pequenas modificaciones en el clima que pueden influenciar la
distribucion de los patdgenos o de los hospedadores intermediarios. Con el objetivo de conocer si
influia la distribucién geografica, se agruparon a los animales segun su origen en comarcas,
estableciéndose cinco grupos segun la comarca de procedencia, de norte a sur, comarca de La Plana
Baja, L'Horta, La Ribera Alta, La Ribera Baja y La Safor (figura 3B).

La seroprevalencia mas elevada para Leishmania se ha presentado en la comarca de La Ribera Alta
(62,5 %; 1C95%: 35,4-84,8 %), existiendo diferencias significativas con el resto de las comarcas, y la
seroprevalencia mas baja para este patdégeno se encontrd en la comarca de La Plana Alta (23,5 %;
[C95%:10,7-42,2 %) (tabla 4).

La seroprevalencia de B. canis mas elevada se encontrd en la comarca de L'Horta (62,5 %; 1C95%:
40,6-81,2 %), con diferencias significativas con todas las comarcas excepto con la Ribera Alta (50,0
%; 1C95%: 24,7-75,3 %). B. burdorgferi presentd mayor seroprevalencia en la comarca de La Safor
(71,7 %; 1C95%: 58,6-82,5 %) y sélo presentd diferencias significativas con las seroprevalencias de La
Plana Alta y La Ribera Baja, siendo esta ultima la mas baja (17,5 %; IC95%: 8,7-29,9 %). Las
seroprevalencias de A. phagocytophilum no presentaron diferencias significativas entre las
distintas comarcas, considerandose todas semejantes, siendo la mas elevada en L'Horta (29,2 %;
[C95%: 12,6-51,1%) y la mas baja en La Ribera Alta (18,8 %; IC95%: 1-45,6 %). E. canis presentd mayor
seroprevalencia en los perros de la comarca de La Ribera Baja (66,7 %; 1C95%: 52,9-78,6 %) y
estableciéndose diferencias significativas con las muestras de todas las comarcas excepto con La
Plana Alta. La seroprevalencia mas baja para E. canis se encontré en La Ribera Alta con ningun caso
positivo (tabla 4).

Leishmania Babesia Borrelia Anaplasma Ehrlichia
Total 25,3% 37,9% 43,7% 23,0% 46,0%
estudio 44/174 66/174 76/174 40/174 80/174
19,0-32,4%  30,7-45,6% 36,2-51,4% 17,0-30,0% 38,4-53,7%
33,3%° 38,3% ' 71,7%%! 21,7% 43,3%"
La Safor 20/60 23/60 43/60 13/60 26/60
21,7-46,7% 26,1-51,8% 58,6-82,5% 12,1-34,2% 30,6-56,8%
La Ribera 62,5% ¢ 50,0% " 56,2% ™" 18,8% 0% "ty
Alta 10/16 8/16 9/16 3/16 0/16
35,4-84,8%  24,7-75,3% 29,9-80,2% 4-45,6% 0-20,6%
La Ribera 10,5% < 31,6%! 17,5% <mp 26,3% 66,7% "
Baja 6/57 18/57 10/57 15/57 38/57
4-21,5% 19,9-45,2% 8,7-29,9% 15,5-39,7% 52,9-78,6%
, 20,8%¢ 62,5% " 35,3% P4 29,2% 33,3% "
L'Horta 5/24 15/24 13/24 7/24 8/24
7,1-42,2% 40,6-81,2% 19,7-53,5% 12,6-51,1% 15,6
La Plana 23,5%°¢ 47,1%¢8" 35,3% "9 20,6% 38,2%"
Alta 3/17 3/17 2/17 1/17 8/17
10,7-41,2% 29,8-64,9% 19,7-53,5% 8,7-37,9% 22,2-56,4%

abcdefghiiklmnpanstuvX relacion de diferencias estadisticas significativas (p<0,05)

Tabla 4.- Resultados de las seroprevalencias de los patégenos estudiados seglin grupo de edad
(%, n/N, IC95%).
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La leishmaniosis en la regidn mediterranea, en Espana se considera endémica y las prevalencias
oscilan entre el 3,7 % y el 46,6 %, siendo las mas elevadas en el sury en el este de la Peninsula Ibérica
(6, 53). Concretamente en la Comunidad Valenciana en el 17,11 % (53) bastante inferior que en el
presente trabajo que se cifra en el 25,29 % (IC95%: 19,0-32,4 %). Aunque en ambos trabajos se ha
realizado serologia, en este estudio se ha realizado test de ELISA mientras que en el trabajo de
Montoya-Alonso et al. (2020) se realizé test rapidos de inmunocromatografia.

Las piroplasmosis se consideran enfermedades endémicas del area mediterrdnea por la presencia de
garrapatas. En este estudio se ha obtenido una prevalencia relativamente elevada (37,9 %; IC95%:
30,7-45,6 %) para B. canis comparada con otro trabajo del area mediterrdnea. En Argelia se obtuvo
una seroprevalencia en perros del 17,98 % (34/198), mediante IFAT, a diferencia del presente trabajo
que se utilizo test de ELISA (54). En el centro y norte de Italia la seroprevalencia obtenida fue del 34
% utilizando test de inmunofluorescencia siendo semejante a la del presente estudio (55). En
Rumania la seroprevalencia obtenida en perros de areas rurales es semejante al presente estudio, un
28,4 % (19/67) frente al 15,4 % (20/130) de zonas urbanas (56). En este estudio se pone en evidencia
la importancia del ambiente rural u outdoor como riesgo para la babesiosis, y podria explicar el
porque en nuestro trabajo la prevalencia es mas elevada, ya que todos los animales son de
colectividad y outdoor, ademas que el clima de la Comunidad Valenciana es mucho mas favorable
para la supervivencia de las garrapatas.

La seroprevalencia para B. burgdorferi encontrada (43,7 %; IC95%: 36,2-51,4 %) es mas alta que la
que han presentado otros trabajos en Espafa, posiblemente debido a la técnica utilizada,
inmunocromatografia o IFl, y el area de muestreo, que se ha centrado en el norte de Espana. De
hecho, en la provincia de Ledn la seroprevalencia con pruebas IF| se cifra en un 2,10 % (2/95) (57). Y
en la provincia de Soria la prevalencia de B. burgdorferi es del 21,9 % (32/146) (58). En el norte de
Espana (Galicia, Asturias, Cantabria, Pais Vasco, Navarra, Aragén y Cataluna), la prevalencia con
test rdpidos basados en técnicas de inmunocromatografia se establece en un 0,72 % (4/556) (33). En
el noroeste de Espana, en la provincia de Ourense y Pontevedra, la seroprevalencia obtenida
mediante IFAT fue del 6,9 % (45/649). En este trabajo se establecieron dos grupos de perros, los de
un estilo de vida urbano y los de protectoras o colectividades, este segundo grupo la prevalencia fue
mas elevada, 8,8 % (45/649) frente al 6,26 % (30/479) del primer grupo (59). Este ultimo trabajo
podria explicar la causa de que en el presente estudio la seroprevalencia para Borrelia es mas
elevada que en otros trabajos, ya que todos los perros del estudio son de estilo de vida de exterior.
No se debe olvidar que la Comunidad Valenciana presenta mejores condiciones climaticas para el
hospedador intermediario, y la técnica de diagndstico son test ELISA. Algunos trabajos consideran
que los test de ELISA son méas sensibles y especificos que los IFl o IFAT (60, 61).

La anaplasmosis se considera también enfermedad endémica en la regién mediterrdnea. En el
presente trabajo la prevalencia es mas elevada (23 %; IC95%: 17,0-30,0 %) que en otros estudios
similares en Espana que es del 506 % y en la Comunidad Valenciana en el 6,95 % (53), en esta
diferencia posiblemente influyan tres factores; por una parte, la técnica realizada, en el presente
trabajo es un test de ELISA, mientras que en la investigacion de Montoya-Alonso et al. (2020) es un
test rapido de inmunocromatografia. Por otra parte, la procedencia de los animales se podrian
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considerar de colectividad, mientras que en el trabajo referenciado son animales que acuden a los
hospitales clinicos veterinarios y no se indica el habitat de los mismos. Y la tercera causa, podria ser
el aumento de la poblacidon de garrapatas que se ha evidenciado en los Ultimos anos.

La ehrlichiosis también se puede considerar una enfermedad endémica en la Peninsula Ibérica,
relacionada con la infestacién por garrapatas. En el presente trabajo la seroprevalencia es superior
a la reportada por Montoya-Alonso et al. (2020) en la Comunidad Valenciana (46 %; 1C95%:
38,4-53,7 % y 9,09 %, respectivamente). Las causas de estas diferencias podrian ser las mismas que
se han mencionado en relacién a la anaplasmosis. Ehrlichia presenta la prevalencia mas alta en este
trabajo y entre los patdgenos transmitidos por garrapatas, este podria deberse a que su vector mas
importante, Riphicephalus sanguineus, esta mas extendido y aclimatado al clima mediterraneo que
otros vectores como Demacentor e Ixodes, (3, 26).

EL115 % (2/174; 1C95%: 0,1-4,1 %) presentd anticuerpos frente a todos los patdégenos estudiados en
el presente trabajo. En el 17,24 % de los animales (30/174; IC95%: 11,9-23,7 %) no se han encontrado
anticuerpos frente ninguno de los cinco patdgenos estudiados (figura 5y tabla 5). EL 82,7 % (144/174;
IC95%: 76,3-88,1 %) presentaban algun tipo de co-infecciones. Las co-infecciones de otros trabajos
son inferiores, seguramente porque incluyen menos patdgenos en el estudio y por las técnicas de
diagnostico (test rapidos) por ejemplo, en un estudio en Espafa para cuatro patdégenos (Leishmania,
Dirofilaria immitis, Anaplasma y Ehrlichia) la seroprevalencia de co-infeccion es del 15 % (53). En
Chipre para perros urbanos-mascota se hallé una seroprevalencia del 12 % (6/50) para la
co-infeccidn Leishmania y Ehrlichia (62), En Brasil, zona endémica de leishmaniosis, el 6,7 % (6/96)
presentaban anticuerpos frente a Leishmania+Ehrlichiay el 9,3 % (9/96) para Babesia+Ehrlichia, y no
se encontrd ningun caso positivo a Leishmania+Babesia+Ehrlichia al mismo tiempo (5). Este
resultado es diferente al que se ha encontrado en el presente trabajo que tres perros mostraron
anticuerpos para los tres patdgenos.

60 27,59% 28,16% 30%

25%

° °
40 17,24% 17,27% 20%
e] [
30 15%
8,62%

20 5 10%

10 ﬁ 1,15% gy
0 d 0%

0 patégenos 1 patégeno 2 patégenos 3 patégenos 4 patégenos 5 patégenos

mnimerode animales @ %

Figura 5.- Valores absolutos y relativos de las coinfecciones.
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Babesia Borrelia Anaplasma Ehrlichia
Leishmania canis burgdorferi  phagocytophilum canis

25,28% 14,36% 14,36 % 6,89 % 9,77%

Leishmania 44/174 25/174 25/174 12/174 17/174
37,93% 19,54 % 12,06% 18,39 %

Babesia canis 66/174 34/174 21/174 32/174
Borrelia 43,67 % 13,79 % 10,91 %
burgdorferi 76/174 24/174 19/174
Anaplasma 22,98 % 10,34 %
phagocytophilum 40/174 18/174
45,97 %

Ehrlichia canis 80/174

Tabla 5.- Prevalencia de co-infecciones de los patégenos objeto de estudio (en negrita) y la prevalencia de
infecciones simples
Las seroprevalencias obtenidas entre machos y hembras para cada patdgeno estudiado no
mostraron diferencias significativas, no siendo el sexo un factor que pudiera influenciar en los
resultados (tabla 6). Resultados semejantes a los obtenidos por otros grupos de investigadores, que
no encontraron diferencias significativas entre las prevalencias en animales de diferente sexo (1, 62).

Leishmania Babesia Borrelia Anaplasma Ehrlichia
28,74% 34,48% 42,53% 26,44% 42,53%
25/87 30/87 37/87 23/87 37187
19,5-39,4% 24,6-454%  32,0-53,6% 17,6%-37,0% 32,6-53,6%
6\ 21,84% 41,38% 44,83% 19,54% 49,43%
19/87 36/87 39/87 17/87 43/87

13,7-32,0% 30,9-52,4%  34,1-55,9% 11,8-29,4% 38,5-60,4%

Tabla 6.- Resultados de las seroprevalencias de los patdgenos estudiados segin el sexo (%, n/N, IC95%).

Con el fin de valorar si la edad pudiera influir en los resultados se establecieron tres grupos de edad,
animales de menos de dos anos, animales entre los dos y ocho afos, y animales de mas de ocho afos. Las
seroprevalencias entre los distintos grupos de edad para cada patdgeno son semejantes, de hecho, solo se
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas en la seroprevalencia para Leishmania entre los
animales de menos de dos anos y los de mas de ocho anos, es decir entre los jovenes y los seniors (tabla 7).
Estos resultados son semejantes a otros estudios donde se estudiaba la edad como un factor de riesgo
(62). La media de niumero de patdgenos por edad es menor en los animales mas jévenes, 1,5 patégenos por
animal, mientras que en los adultos y seniors fue de 1,85 y 1,83, respectivamente, no existiendo diferencias
significativas entre ellos.

Leishmania Babesia Borrelia Anaplasma Ehrlichia
. 14,29%° 28,57% 50,00% 14,29% 42,86%
< 2 afios 6/42 12/42 21/42 6/42 18/42
5,4-28,5% 15,7-44,6% 34,2-65,8% 5,4-28,5% 27,7-59,0%
2-<8 22,78% 37,97% 46,84% 30,38% 46,84%
anos 18/79 30/79 37/79 24/79 37/79

14,4-33,6% 27,3-49,6% 35,5-58,4% 20,5-41,8% 35,5-58,4%

+8 afios 37,74% 45,28% 33,96% 18,87% 47,17%
20/53 24/53 18/53 10/53 25/53
24,8-52,1%  31,6-59,6% 21,5-48,3% 9,4-32,0%  33,3-61,4%

2 Existen diferencias significativas entre estos dos grupos

Tabla 7.- Resultados de las seroprevalencias de los patégenos estudiados segun grupo de edad
(%, n/N, 1C95%).
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Parametros bioquimicos

El proteinograma parece ser que se altera con mayor facilidad cuando los animales presentan
alguna de las infecciones objeto de estudio (tabla 8).

Como se ha mencionado en el apartado de material y métodos, son animales aparentemente sanos,
pero a pesar de ello se pueden observar valores de los pardmetros bioquimicos fuera de rango y
diferencias entre los distintos grupos. Los animales que tienen mayor numero de infecciones
presentan mayores alteraciones del proteinograma. Las alteraciones son mayores en los grupos de
animales que tienen dos o mas patdgenos que en el grupo que no presenta infeccion, presentando
diferencias significativas. Sin embargo, no existen diferencias significativas entre los distintos
grupos de animales en marcadores de dano renal y hepatico.

Se han evidenciado diferencias significativas entre el nimero de pardmetros alterados del
proteinograma en el grupo de animales con anticuerpos para Leishmania, mas tres, cuatro y/o cinco
patdégenos (L345) con el resto de los grupos (tabla 8).

Cuando se observa la media y los rangos de los valores de los marcadores estudiados para dano
renal y dafo hepatico se evidencia que el grupo que tiene anticuerpos frente a Leishmania mas otros
patdégenos (L345) presenta mas valores fuera de rango. ELl grupo que sélo tiene anticuerpos frente a
un patdgeno y que no es Leishmania (LN1) presenta también muchos valores fuera de rango. Pero,
esto se debe a que dos animales tienen valores muy alterados, y a que este grupo son pocos
animales y no ha sido posible compensar estos valores tan elevados (tabla 9). Los valores de GOT
estdn en rango en todos los grupos y no muestran diferencia significativas.

Nam.
parametros
Marcadores de dafio renal  parcadores proteinograma
Urea y/o dedafio  Proteinograma  alterados
SDMA creatinina hepatico® alterado Media
% % % % Rango
n/N n/N n/N n/N
12,50 % 12,50 % 35,50% 37,50% 11’_3,:’
cero 1/8 1/8 3/8 3/8
L1 25,0 % 0,00% 25,0% 50,00% 2,5
1/4 0/4 1/4 2/4 2-3
L2 7.14% 0,00% 28.57% 85,71% 25
1/14 0/14 4114 12/14 1-6
L345 5,88% 11,76% 17,65% 100,00% 3,5
117 2117 317 17117 2-5
LN1 22,22% 11,11% 33,33% 66,67% 2
2/9 119 319 6/9 1-3
LN2 0,00% 11,11% 44.44% 88,89 1,75
0/9 1/9 4/9 8/9 1-3
LN34 22,22% 11,11% 22,22% 100,00% 2
2/9 1/9 2/9 9/9 1-4

Cero: animales seronegativos para todos los patégenos; L1: animales con anticuerpos para Leishmania y no para el
resto de los agentes patégenos; L2: grupo de animales con anticuerpos para Leishmania y otro patégeno objeto de
estudio; L345: grupo de animales con anticuerpos contra Leishmania y con més de dos patdégenos objeto del
estudio; LN1: grupo de animales negativo a Leishmania y con anticuerpos contra un patégeno; LN2: Grupo de
animales negativo a Leishmania y con anticuerpos contra dos patégenos objeto del estudio. LN34: grupo de
animales negativo a Leishmania y con mas de dos tipos de anticuerpos contra patégenos objeto del estudio.

" Marcadores de dano Hepéatico (GPT, GOT, ALP, bilirrubina total)

Tabla 8.- Frecuencia de anormalidades en la bioquimica.
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Como se ha mencionado anteriormente, el proteinograma aparece mas alterado cuantos mas
patégenos estén involucrados, existiendo muchas diferencias significativas entre los grupos
estudiados y los pardmetros del proteinograma (tabla 10). El grupo L345 es el que méas diferencias
significativas expone con el resto de los grupos y en todos los pardmetros los valores estan fuera de
rango excepto en la a-2 globulina.

Grupos cero L1 L2 L345 LN1 LN2 LN34
Valores X X X X X X X

referencia | Rango Rango Rango Rango Rango Rango Rango

10,1 10,4 8,4 10,2 13,6 8,8 1,3
SDMA 013 77126  72-135 51117 405163 42230 68109  9,1-135

- 1,07 1,11 1,03 1,05 1,63 1,05 1,08
creatinina | - 0,6-1.4 | go421 0961,05 079127 068142 034291 077-1,33 087130

40,3 33,8 35,1 434 54,78 36,4 29,7
urea 1758 | 138.669 21,8456 238465 104765 471143 282447 20.8-385

bilirrubina 0-0.3 0,25 0,22 0,15 0,14 0,43 0,4 0,21
total ’ 0,06-044  0,1-033  012:0,19 007021 (5104, 012092 0,08-0,34

ALP 0-135 67,1 39,5 61,1 46,8 39,9 64,7 38,8
6,1-1281 284-50,7 10,7-1328 97-839 08790 26,7-1028 4,5-73,1

GPT 13-88 80,75 69 40,9 25,2 32,9 73,7 28,3
17,0-1444 109-1270 17,5-644 174-331 223434 2731746 18,8379

X: promedio; R Rango: en rojo los limites fuera de los rangos normales

Tabla 9.- Resultados de marcadores de dafio renal y hepatico segin grupo de animales.

grupos  cero L1 L2 L345 LN1 LN2 LN34
Valores X X X X X X X

referencia| Rango Rango Rango Rango Rango Rango Rango

abumina | 2939 3,17 3,46 3,23 3,12 3,52 3,52 3,15
93, 2,76-3,57  310-381 260-387 228396 324380 334370 2,85346

al 02.04 0,36 0,4 0,42 0,49 0,39 0,41 0,34
globulina s 032041 035045 032052 027072 033045 0,34-0,48 0,24-0,45

02 0642 0,8 0,72 0,90° 0,82 0,67 0,81 0,692
globulina o 0,60-0,99 045098 064-115 068096 038096  0,64-0,98 0,62-0,77

. 1,140 1,00 1,33¢ 1,9904 1,38 1,47 1,58
pglobulina | 0813 | (a3 145 081136 006170 108290 077199  1,00-1,94 100215

obuli 0.4 0,61%f 0,779 0,96" 1,539ii 0,82 0,86 1,00%9
v globulina s 0,36-0,85  0,62-0,92 047-145 066-240 051-1,13  0,61-1,10 0,83-1,18

AG 0816 1,19 1,224 0,94™  0,71<mnP 111" 1,01° 0,90'
7% 1 071167 0,88-1,56 0,63-126 0,40-1,03 0,81-1,42 0,82-1,20 0,71-1,09

X: promedio; R Rango, abedefahiikimnp diferencias significativas (p<0.05)

Tabla 10.- Valores de los parametros del proteinograma por grupo de animales.

Las alteraciones del proteinograma, como la hiperglobulinemia policlonal, la hipoalbuminemia y la
disminucién de la ratio A/G estan asociados a la progresion de la enfermedad (63, 64, 65). En los
grupos de dos patdogenos o mas se observa hiperglobulinemia policlonal y disminucion de la ratio
A/G, se podria deducir que en estos animales son mas evidentes las alteraciones.
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La hipoalbuminemia se puede deber a un déficit en la ingesta de alimento, a una disminucién de la
produccion por sintesis hepatica insuficiente, a una pérdida de proteinas por enteropatia perdedora
de proteinas, por ejemplo. Y de manera menos frecuente, por un secuestro de albumina por
peritonitis o por aumento del catabolismo. Las a-1-2 globulinas se elevan por respuestas de fase
aguda en caso de lesion tisular, neoplasia, inflamacion aguda e infeccion o a consecuencia de un
sindrome nefroético. Las B-globulinas aumentadas representan una inflamacién mas crdnica que en
los casos de hiperalfaglobulinemia, enfermedad hepatica activa o sindrome nefrético de nuevo. Las
y-globulinas aumentadas en la mayoria de los casos es debido a una gammapatia policlonal como
respuestas a procesos infecciosos o inmunomediados, pero en ocasiones, se debe a gammapatia
monoclonal normalmente causada por neoplasias de linfocitos B o células plasméaticas (66).

También es importante evaluar la grafica del proteinograma (figura 6). La grafica A corresponde a un
animal sano, sin alteraciones bioquimicas y negativo a enfermedades. En la grafica B se observa un
aumento de las B-y y globulinas que puede deberse a un proceso infeccioso activo, este animal
resultd positivo a cuatro patdgenos. La grafica C pertenece a un perro con valores renales muy
alterados y presenta una hipoalbuminemia severa y aumento de las fracciones a y B globulinas
compatibles con un sindrome nefrdtico, gammapatia policlonal por proceso infeccioso activo y una
ratio A/G disminuida que es signo de mal prondstico.

abu akn1 afaz  Ben Gamma

albu Hfal Afa?  Bets  Gamma b

Figura 6.- Electroforesis capilar de proteinas séricas. A: perteneciente a un animal del grupo cero; B:
perteneciente a un animal del grupo LN34; C: perteneciente al grupo L345.

CONCLUSIONES

Las co-infecciones son muy elevadas en perros que habitan en el este de la Peninsula Ibérica,
habiéndose encontrado co-infeccion a los cinco patégenos muy baja.

El proteinograma es el marcador que se afecta con mas frecuencia, siendo mayor en funcién del
numero de patdgenos el mismo animal, seguido de los valores renales y hepéaticos.
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Aplicabilidad de un sistema de sensores inerciales para la optimi-
zacion del rendimiento en caballos de doma clasica

RESUMEN

En equitacién, el tempo consiste en el nimero de apoyos por minuto (apm) que las extremidades
tocan el suelo. Este parametro puede ser medido de forma objetiva empleando sensores inerciales
de movimiento. Los objetivos de este estudio fueron: 1) caracterizar de forma objetiva el tempo, 2)
evaluar la precisién del binomio jinete/caballo en la ejecucidn de los aires paso, trote y galope y sus
respectivos subaires (medio y alargado) y 3) evaluar el efecto del jinete. Se incluyeron 6 binomios
(categoria alevin y juvenil) incluidos en el Plan Nacional de Tecnificacion Deportiva. El tempo
determinado con el sistema de sensores inerciales fue en el paso medio y alargado de 108 apm y 109
apm respectivamente, en el trote medio y alargado de 160 apm y 164 apm respectivamente y en el
galope medio y alargado de 98 apm y 100 apm respectivamente. Estos tempos comparados con los
optimos fijados mediante metrénomo, mostraron una mayor precision al galope (-1% medio y +1%
alargado) respecto al paso (+3,7% medio y +4,3% alargado) y al trote (+1,7% medio y +3,6%
alargado). El tempo fue estadisticamente diferente (p<0.050) entre los distintos binomios
demostrando la influencia del jinete en la ejecucién de los aires. Estos resultados sugieren que los
jinetes tienden a ser mas precisos al galope, aunque la precision del tempo es mas dependiente del
binomio que del aire del caballo. El uso de sensores inerciales durante los entrenamientos permite
una valoracion del tempo y asi dotar al jinete de informacion objetiva inmediata para facilitar una
mayor precision en la ejecucién de sus movimientos.

PALABRAS CLAVE
tempo; duracién tranco; precisién; competicidn
INTRODUCCION

La doma clasica es una disciplina ecuestre con gran seguimiento mundial. Se caracteriza por buscar
una union elegante y armoénica entre el jinete y su caballo durante la realizacion de una prueba o
reprise consistente en la realizacidn de una serie de ejercicios complejos y preestablecidos, que se
ejecuta en una pista de 20 m x 60 m. En su nivel mas alto se realizan los movimientos de mayor
complejidad, como los desplazamientos laterales, las piruetas, los cambios de pie al galope o la
ejecucion de aires como el Piaffé o el Passage. Para ello es necesaria una gran preparacion atléticay
psicoldgica del binomio jinete/caballo.

La ejecucion de la reprise es evaluada por varios jueces considerando tanto la calidad técnica como
artistica del binomio (1).
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La ejecucion de estos movimientos exige al caballo coordinaciéon y regularidad en los diferentes
aires y el uso de su propio impulso de forma elegante y equilibrada. La regularidad del movimiento
se valora por el “tempo” del caballo, siendo éste la frecuencia a la cual sus cascos tocan el suelo.

Es importante diferenciar entre tempo y ritmo, siendo este Ultimo en el contexto ecuestre una
secuencia recurrente y caracteristica de la sincronizacion de fases de apoyo y fases aéreas. De esta
manera, se dice que el paso tiene un ritmo a 4 golpes, el trote un ritmo a 2 golpes y el galope un ritmo
a 3 golpes (2). El tempo puede ser valorado de forma objetiva con un metronomo. Cuando un
entrenador experimentado reconoce el momento en el cual el binomio jinete/caballo esta
transmitiendo esa armonia tan buscada en doma clasica, puede medir el tempo del caballo con un
metronomo que marcara la frecuencia por minuto de un evento determinado dentro del ciclo del
movimiento. El jinete debe de entrenar la capacidad de interiorizar el tempo dptimo puesto que en
competicion no dispone de dicha herramienta. La forma de valorar los movimientos en doma clasica
es subjetiva. Sin embargo, ciertos pardmetros que componen el movimiento del caballo no son
visibles a simple vista de manera adecuada (3) y la evaluacion visual del movimiento en caballos
depende en gran medida del evaluador (4). Por ello aquellos métodos que objetivizan el movimiento
resultan de especial interés para la optimizacion del rendimiento especialmente en la alta
competicion.

El avance de los métodos de analisis del movimiento equino

Actualmente, existen varios métodos de andlisis del movimiento que permiten su valoracién de
forma objetiva, para establecer rangos normativos y proporcionar datos empiricos. Estos métodos
se utilizan de forma complementaria a los métodos subjetivos, para ayudar a los entrenadores y
jueces en la deteccidn y correccién de errores en los movimientos del binomio jinete/caballo (5).
Existen varias modalidades para medir de forma objetiva el movimiento en los caballos. La primera
fue descrita en 1870 con el analisis fotografico imagen por imagen (6) y que fue origen de la
cinematografia. Mas tarde, llegaron nuevos métodos de andlisis que se pueden diferenciar en dos
grandes grupos: 1) los que estudian la cinematica del movimiento (estudio del movimiento del
cuerpo o de puntos sin considerar la masa o las fuerzas del movimiento) y 2) los que estudian su
cinética (estudio de las fuerzas que ejercen el movimiento) (7).

El método cinematico mas importante es la optoelectréonica 3D (8). Este se caracteriza por la
colocacion de marcadores retroreflectantes sobre el cuerpo del caballo mientras varias cadmaras
graban su desplazamiento. Posteriormente con un programa informatico se analiza el movimiento
de dichos puntos de referencia, permitiendo el estudio tridimensional de pardmetros cinematicos
(longitud de los segmentos corporales, angulos de las articulaciones, etc.) (9,10). En cuanto a los
métodos cinéticos, para el andlisis de los trancos y el andlisis de las cojeras, el método de referencia
son las placas de fuerza (11). Consiste en un método cinético basico que mide el tiempo de apoyo y
el pico de fuerza vertical al apoyo y despegue de la extremidad en los distintos aires (12). En la misma
linea conceptual, se han desarrollado diferentes modelos de herraduras, mas o menos ligeras y con
mas o0 menos sensores capaces de medir la fuerza de reaccidn terrestre (13).
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Otros métodos de analisis del movimiento equino se basan en la deformacion o estiramiento de los
tejidos corporales. Entre ellos destacan, la implantacién de fibras unidireccionales sobre los tejidos
para medir las fuerzas ejercidas en apoyo de los tendones y ligamentos (14). Asimismo, la
electromiografia se puede emplear en un caballo en movimiento para estudiar la funcién fisioldgica
y patoldégica de los musculos ya que permite medir la actividad eléctrica producida por la
contraccidén muscular (13).

Los sensores inerciales

En los ultimos anos se han desarrollado las unidades de medicion inercial (IMUs) también conocidos
como sensores inerciales (8). Los IMUs estan compuestos de un acelerometro (miden la aceleracion
linear), un giroscopio (miden la velocidad angular), un reloj interno y un magnetémetro. Los
acelerometros y giroscopios pueden ser uni- o triaxiales siendo mas precisos los triaxiales. El
tamano miniatura de sus componentes hacen de los sensores un material muy ligero y portéatil pero
robusto. Esto les confiere la ventaja respecto a los sistemas optoelectréonicos de poder ser
colocados sobre las extremidades del caballo sin interferir en su cinética ni cinematica (13).

En funciéon del tipo de sensor y de su posicidn, se puede analizar distintos pardmetros. El desarrollo
de un sistema con dos acelerémetros uniaxiales, dispuestos uno de ellos en la cresta nucal y otro
sobre la grupa en la linea media equidistante de ambos tubérculos coxales, permite el estudio del
desplazamiento vertical de la cabeza y de la pelvis. Esto, combinado con el uso de un giroscopio
sobre la zona distal de una de las extremidades anteriores, permite determinar la duracién y la
sincronizacidn del tranco vy, por lo tanto, detectar asimetrias en el movimiento y deducir de qué
extremidad cojea el animal (15). Los sistemas inerciales también pueden instalarse sobre la silla para
analizar la aceleracion de los trancos, esto permitid la creacion de un caballo mecanico con

simulacion de paso, trote, galope y salto (16).

En el &mbito de la investigacion, existe un sistema de sensores compuesto por un GPS y 8 sensores
que llevan cada uno un acelerémetro triaxial y tres giroscopios distribuidos en tres ejes ortogonales.
Dos sensores se disponen sobre los metacarpos, 2 sobre los metatarsos, 2 sobre los radios y 2 sobre
las tibias. Este sistema permite el analisis de las regiones metacarpianas y metatarsianas durante el
ciclo completo de un tranco (17), asi como el rango de flexion y de extension de los corvejones y
carpos. Por lo tanto, el uso de los IMUs permite un estudio mas completo del movimiento del caballo
respecto a los demas métodos. Su aplicabilidad es amplia, ya que permite la determinacién de
variables espaciales y temporales de los trancos.

Las nuevas tecnologias son cada vez mas utilizadas en el mundo del deporte, ya sea para
monitorizar la salud de los atletas, dotar de un arbitraje justo durante un partido o mejorar el
rendimiento de los entrenamientos entre otros. En la hipica, lo que hace que este deporte sea
diferente de los demas es la existencia de un binomio entre animal y humano. La relacién entre los
dos puede ser dificil de entender y de medir. Sin embargo, en doma clasica, se pide una precision
extrema en la ejecucion de los diferentes ejercicios, y los IMUs pueden contribuir en este dmbito.
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Los Planes de Tecnificaciéon Nacionales de Doma

La Real Federacion Hipica Espanola (RFHE) es el organismo deportivo responsable de la
coordinacién y regulacion de las distintas disciplinas ecuestres en Espana. Dentro de sus
competencias, estan el desarrollar el deporte al nivel nacional y la representacion a nivel
internacional.

La RFHE organiza un total de 12 Planes Nacionales de Tecnificacién Deportiva (PNTD) de doma para
ayudar a los jinetes a mejorar su nivel, ganar precision y mejorar su rendimiento con el objetivo de
promocionar de nivel hasta alcanzar el nivel profesional/elite. Estos se desarrollan durante
determinados periodos a lo largo de la temporada y en distintas localizaciones geograficas
(Valencia, Andalucia, Madrid y Cataluna). Los PNTD estan dirigidos por un equipo de profesionales
gue consta de: un director técnico (exjinete olimpico), un preparador fisico (Licenciado en Ciencias
de la Actividad Fisica y el Deporte) y un psicélogo (Licenciado en Psicologia). Durante varios dias,
generalmente en fin de semana, el equipo al completo desarrolla talleres y un simulacro de
competicién con los jinetes y amazonas asistentes. Se trata de una concentracién deportiva para
proveer de las mejores condiciones de entrenamiento y asi optimizar el rendimiento de los atletas.

Durante la reprise ejecutada en el simulacro de competicion, el equipo al completo evalua la calidad
técnica (director), la salud mental del jinete (psicélogo) y la correlacién entre su frecuencia cardiaca
y la del caballo (preparador fisico). Por su parte, el equipo veterinario y el presente estudio se ha
incorporado como parte del PNTD para optimizar el rendimiento de los binomios a través del estudio
de variables biomecanicas del movimiento del caballo.

OBJETIVOS

Los objetivos de este estudio fueron:

1. Caracterizar de forma objetiva y cuantitativa la duracién del tranco del caballo a distintos aires:
paso, trote y galope y sus correspondientes subaires (medio y alargado) mediante el uso de
sensores inerciales.

2. Determinar el nivel de precisién alcanzado por los binomios jinete/caballo, en condiciones de
simulacidn de competicion.

3. Estudiar el efecto del jinete sobre la variacion del tempo en los diferentes aires y subaires.

MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio

Para la realizacion del presente trabajo, se llevd a cabo un estudio observacional transversal
analitico durante el desarrollo del Plan Nacional de Tecnificacion Deportiva (PNTD) de Doma Clasica

de la Real Federaciéon Hipica Espanola (RFHE) para jovenes jinetes desarrollado en Cataluna y la
Comunidad Valenciana durante los anos 2019 y 2020.
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Jinetes-Amazonas y caballos

En total se evaluaron 28 parejas correspondientes a 12 binomios jinete/caballo (Tabla 1). En cuanto
a los caballos participantes, se incluyeron distintas razas, todos presentaban una buena condicién

corporal y una conformacion de acuerdo con su estandar racial.

Caballo Jinete/Amazona PNTD
Binomio Raza Edad* Sexo | Edad* Categoria  Sexo | Localizacion
1 Poni B 18 M.E 12 Alevin M BCN
2 Poni D 16 M.C 12 Alevin M VLC
3 CDE 6 Y 15 Juvenil H VLC
4 PRE 9 M.C 15 Juvenil M VLC
5 Oldenburgo 13 Y 14 Juvenil M VLC
6 PRE 7 M.C 15 Juvenil M VLC

* En afios en la fecha de realizacién del PNTD. CDE; Caballo de Deporte Espafiol. PRE; Pura
Raza Espafiola. M.E; Macho Entero. M.C; Macho Castrado. Y; Yegua. M; Mujer. H; Hombre.
BCN; Barcelona. VLC; Valencia.

Tabla 1. Variables demograficas de los binomios jinete-caballo incluidos en el estudio

Ante la naturaleza no invasiva de las pruebas a realizar no se precisé la aprobacién de un comité
ético, sin embargo, se solicitd a los padres o tutores legales de los participantes la firma de un
consentimiento informado dado que todos los jinetes-amazonas eran menores de edad donde se
plasmé por escrito los objetivos del estudio y el personal implicado en el mismo.

Criterios de inclusion

* Para participar en el estudio los binomios jinete-caballo debian haber sido seleccionados y haber
formado parte del PNTD de Doma Clasica celebrado en Barcelona (mayo 2019) o bien en Valencia
(marzo 2020).

* Los jinetes o amazonas debian pertenecer a las siguientes categorias: alevin (9-12 anos), infantil
(12-14 anos) o juvenil (14-18 anos).

* Los binomios debian ejecutar una reprise previamente conocida por los jueces, entrenadores y
evaluadores del estudio. Las reprises eran diferentes para cada binomio pero se debian ejecutar
como minimo 5 trancos en linea recta para cada uno de los aires (paso, trote y galope) a valorar.

* Ninguno de los caballos mostrd ningun signo de cojera previamente a la realizacion de la prueba
segun el criterio del equipo veterinario del presente estudio (siendo uno de los miembros
especialista diplomado por el colegio americano en Medicina Deportiva Equina y Rehabilitacion).

Adquisicion de datos
La recoleccion de los parametros cinematicos fue obtenida con el sistema patentado (Whalley A,

Hodgins D. Assessment of gait. Patent number US 8,715,208 B2, May 6, 2014, United States of
America) Gait Smart TM Pegasus (European Technology for Business Ltd., ETB, Hertfortshire, UK).
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Dicho sistema cuenta de unas unidades inerciales de medicién (Inertial Measurement Units, IMU) o
sensores de movimiento con los que los caballos fueron instrumentados previamente a la
realizacion de la reprise, un programa informatico propio (Poseidon 9.0, European Technology for
Business Ltd., ETB, Hertfortshire, UK) y un ordenador. Los IMU, son unos pequenos dispositivos de
54 g con unas dimensiones de 19 (profundidad) x 36 (anchura) x 73 (altura) cm que constan de un
GPS, un acelerémetro triaxial 5g y 3 giroscopios ortogonales (1200 deg/s), un reloj de precision, un
magnetdmetro y un dispositivo de almacenamiento interno de memoria (tarjeta SD).

Para ello se colocaron unos protectores especificos con sujecion de velcro que aseguran la fijacion a
la extremidad y que constan de un bolsillo ajustado y cerrado donde se alojan los dispositivos, sobre
la regidon proximo-lateral metacarpiana y metatarsiana de las cuatro extremidades (Figura 1) y
alineados mediante apreciacion visual con el eje largo del segmento dseo.

Figura 1. Detalle del protector Figura 2. Momento de la instrumentacion de cada
de la extremidad empleado en una de las extremidades. previo al inicio de la
el estudio donde se alojan los simulacién de competicion.

sensores

En cuanto a la equipacidn, los participantes montaron sus propios caballos y utilizaron sus propias
monturas y embocaduras de doma correctamente ajustadas. Ademads, todos los caballos, se
montaron de forma estandarizada, es decir, tan sdélo llevaron los protectores especificos descritos
anteriormente y las vendas de trabajo o protectores propios fueron retirados y sustituidos en el
momento de la instrumentacién de los animales (Figura 2).

Los binomios calentaron de forma habitual (30 minutos aprox.) en la pista asignada para ensayo y
la colocacién de los protectores se realizd de 3 a 5 minutos antes de la salida a pista del binomio
para permitir la adaptacidn de los caballos a los protectores empleados en el estudio. En el
momento de la colocacién en el interior del bolsillo los IMU se encendieron y se solicitd a los
jinetes-amazonas un periodo de 10 segundos de parada, para ayudar a los sensores a encontrar un
periodo estacionario para autocalibrarse y asi permitir la sincronizacién con el programa informatico
del ordenador donde se registran los datos cinematicos.
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Los binomios realizaron la reprise acordada con sus entrenadores en condiciones de simulacion de
competicién; casco homologado, vestimenta aprobada por la RFHE, silla y embocaduras
autorizadas, presencia de 3 jueces en posicion reglamentaria, uno de ellos pertenecientes a la FEl y
pista de dimensiones 60 x 20 metros.

Durante los ensayos previos a las jornadas del PNTD y bajo el criterio conjunto de los entrenadores
y el director técnico del PNTD (L.L. jinete Olimpico de Doma Clasica, JJOO Atlanta 1996 y Sydney
2000) se fijaron los tempos éptimos de cada binomio con un metrénomo en cada uno de los aires a
ejecutar en la simulacion de la competicion. Estos valores éptimos eran conocidos por los jinetes y
amazonas, asi como por los entrenadores y el objetivo durante la simulacién de competicidon era su
reproduccion con la mayor exactitud posible. Durante la realizacion del presente estudio y por lo
tanto de la simulacién de la competicién, cuando el binomio estaba ejecutando el aire requerido
(paso, trote o galope) al tempo 6ptimo, el director técnico del PNTD hacia una sefal al inicio y fin del
ejercicio al equipo investigador para proceder a su registro.

Procesamiento y andlisis de datos

Una vez terminada la reprise, dos miembros del equipo investigador se acercaron a los caballos,
apagaron y retiraron los sensores. A continuacion, estos fueron conectados al ordenador con el
sistema informatico Poseidon 9.0 para proceder a la descarga de los datos recogidos en la tarjeta
de memoria de cada uno de los IMU a través de una conexion USB.

El programa informatico captura simultaneamente todo el ciclo de movimiento de las regiones
metacarpiana y metatarsiana de los caballos. Los sensores se programaron para determinar el ciclo
asociado con cada tranco a través de un algoritmo patentado y especifico. El sistema ha sido
validado previamente (17, 18).

El programa analiza los datos e ilustra en una grafica el movimiento del caballo. De este modo, el
sistema es capaz de identificar el aire del caballo y codificarlo por colores. Gracias a la sincronizacion
temporal realizada entre el programa informatico y los IMU cuando éstos se colocaron y con los
tiempos registrados, se pudieron localizar los tramos de interés en las graficas que genera el
sistema. La seleccidon de la secuencia de los trancos generada por el programa informatico para cada
aire fue realizada siempre por el mismo evaluador entrenado. Una vez seleccionados todos los
tramos de interés, el programa selecciona el tranco mas representativo y detalla sus caracteristicas.
De los parametros obtenidos se extrajeron los datos correspondientes a la duraciéon del tranco, su
valor minimo y su valor maximo. Con estos datos y los valores de tempo 6ptimo previamente
establecidos se disenaron unas hojas de calculo con el programa Microsoft Excel (Anexo), donde se
registraron las variables para su posterior analisis estadistico.
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Analisis estadistico

Las variables cuantitativas fueron descritas utilizando la media * desviacion estandar (DE) y el
rango (minimo y méaximo). La precision del binomio se expresé en numeros absolutos (n) y en
frecuencias relativas (%). El sistema Pegasus determina los valores correspondientes a la duraciéon
del tranco (stride duration) (DT) expresada esta, en segundos. Para poder ser comparados y
analizados respecto a los valores determinados por el metrénomo, los resultados fueron
transformados a “apoyos” por minuto para normalizar las mediciones. En cuanto al paso y al trote
donde hay dos “apoyos” por tranco correspondientes a cada diagonal, la medicién del tempo se
realizé a través de la siguiente férmula:

60 (s)

Tempo (N2 apoyos por minuto) = 2 *
duracion (s) de un tranco

Sin embargo, para el galope, donde solo existe un “apoyo” en cada tranco, la
medicion del tempo se hizo a través de la férmula siguiente:

60 (s)
Tempo (N2 apoyos por minuto) =

duracién (s) de un tranco

Se aplicé un Modelo Lineal Generalizado (GLM) para cada medida y relacién entre estas (descritas
usando medias marginales estimadas * errores residuales) usando el aire (paso, trote y galope), el
subaire (medio o alargado) y el binomio como efectos fijos y también las interacciones entre el aire
y el subaire. Los GLM permiten evaluar variables cuantitativas, datos expresados como
proporciones, variables de densidad, tasas de incidencia acumulada o variables con respuesta
binaria que presenten distribuciones de probabilidad diferentes a la normal y varianzas inconstantes
(20). Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa informéatico SPSS 19.0 para
Windows (IBM Corp., Armonk, NY, EE.UU.).

RESULTADOS

Se evaluaron un total de doce binomios (7 Valencia, 5 Barcelona) jinete/caballo. De ellos, 6
cumplieron el criterio de 5 trancos consecutivos registrados en linea recta en los siguientes aires:
paso medio y alargado, trote medio y alargado, galope medio y alargado, y por tanto fueron
incluidos en el estudio (Tabla 1). EL 83.3% (n=5) de los binomios los compusieron amazonasy el 16.6%
(n=1) jinetes, con una media de edad de 13.83 * 1.47 anos (rango 12-15 anos). De los caballos
participantes el 50% (n=3) eran machos castrados, 33.3% (n=2) eran yeguas y el 16,6% (n=1) eran
machos enteros con una media de edad de 11,5 £ 4,93 (rango 7-18 anos).

La duracién del tranco obtenida durante la simulacidén de competicién mediante el uso de IMUs al
paso, trote y galope con sus correspondientes subaires (medio y alargado) se presenta en las Tablas
2,3y 4. Asimismo se muestran los tempos equivalentes calculados (segun la formula mencionada
anteriormente), expresados como apm, para cada una de las mediciones obtenidas.
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DT DT
P medi . Tempo P
I B Tempo Paso Medio P egassy Alargado
Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min  Max
(s) (s) (s) (apm) (apm) (apm) (s) (s) (s) (apm) (apm) (apm)
1 1,05 1,02 1,09 | 114 109 17 1,01 097 1,04 19 15 124
2 1,07 1,04 1,11 112 108 115 1,07 0,96 1,09 112 110 125
3 114 1,11 124 | 105 97 108 115 1,13 1,2 104 100 106
4 118 114 12 1 102 100 105 1,17 1,07 1,22 103 98 12
5 118 117 12 | 102 100 103 119 1,12 1,22 101 98 107
6 1,04 09 108 | 115 111 125 1,04 1,01 1,06 15 13 119
Medias | 1.11  1.07 1.5 | 108 104 112 093 0.88 0.96 109 105 115

*DT: Duracioén del Tranco; Med: Medio; Min; Minimo; Max: Maximo; s: segundos; apm: apoyos
por minuto

Tabla 2. Duracién del tranco medido por el sistema Pegasus al paso medio y paso
alargado y su tempo equivalente una vez trasformado a apoyos por minuto.

DT DT
Trote medio . Tempo Trote
Binomio (Pegasus) Tempo Trote Medio Tro(t:ezlaasrugjido Alaprgado

Med Min  Max Med Min Max Med Min Max | Med Min  Max
(s) (s) (s) | (apm) (apm) (apm) (s) (s) (s) | (apm) (apm) (apm)

1 0,65 0,63 0,70 185 171 190 0,58 0,56 0,61 207 197 214

2 0,74 0,73 0,74 162 162 164 0,72 0,69 0,74 167 162 174

3 0,77 0,74 0,78 156 154 162 0,76 0,70 0,73 158 164 171

4 0,76 0,74 0,76 158 158 162 0,76 0,61 0,62 158 194 197

5 0,84 0,84 0,86 143 140 143 0,87 0,74 0,9 138 133 162

6 0,78 0,76 0,8 154 150 158 0,78 0,76 0,79 154 152 158
Medias 0,75 0,73 0,77 158 155 162 0,73 0,67 0,72 161 164 177

*DT: Duracién del Tranco; Med: Medio; Min; Minimo; Max: Maximo; s: segundos; apm: apoyos
por minuto

Tabla 3. Duracién del tranco medido por el sistema Pegasus al trote medio y trote
alargado y su tempo equivalente una vez trasformado a apoyos por minuto.

DT DT
I g Tempo Paso Medio P egassy T alargado”
Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min  Max
(s) (s) (s) (apm) (apm) (apm) (s) (s) (s) (apm) (apm) (apm)
1 1,05 1,02 1,09 | 114 109 17 1,01 097 1,04 19 15 124
2 1,07 1,04 1,11 112 108 115 1,07 0,96 1,09 112 110 125
3 114 1,11 124 | 105 97 108 115 1,13 1,2 104 100 106
4 118 114 12 | 102 100 105 117 1,07 1,22 103 98 112
5 118 117 12 | 102 100 103 1,19 1,12 1,22 101 98 107
6 1,04 09 108 | 115 111 125 1,04 1,01 1,06 15 13 119
Medias | 111  1.07 1.5 | 108 104 112 093 0.88 0.96 109 105 115

*DT: Duracioén del Tranco; Med: Medio; Min; Minimo; Max: Maximo; s: segundos; apm: apoyos
por minuto

Tabla 4. Duracién del tranco medido por el sistema Pegasus al galope medio y galope
alargado y su tempo equivalente una vez trasformado a apoyos por minuto.
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El analisis de la precision de cada binomio fue evaluado sustrayendo el valor de tempo dptimo
(determinado previamente por el equipo técnico del PNTD usando un metrénomo) del valor del
numero de apm calculado a partir de los datos obtenidos con el sistema Pegasus (Tablas 5, 6, 7).

Teniendo en cuenta que un valor de precision de “0” indica ausencia de diferencia/variacién entre el
tempo optimo y el medido durante la competicién, cuanto mas cerca de O apm es la diferencia de

tempos, mas preciso es el binomio en ir a su tempo éptimo en los aires correspondientes.

De los tres aires analizados, la precision de forma global y de la mayoria de los binomios fue mayor
durante la ejecucidn de los movimientos al galope (desfase de -1% y 1% al galope medio y alargado
respectivamente). Seguido del trote (desfase de 1,7% y 3,6% al trote medio y alargado
respectivamente). El paso fue el aire donde menor precision se alcanzé (desfase de 3,7% y 4,3% al
paso medio y alargado respectivamente).

. . (ngg:wgg‘:o) r::flﬁ) Precision aI:rijsa‘:io Precision
Binomio (Pegasus) (apm) (Pegasus) (apm)
Paso (apm) I\(/l;%()) n % Medio (apm) n %

1 120 114 -6 5.0 119 -1 -0.8
2 104 112 8 7.7 112 8 7.7
3 100 105 5 5.0 104 4 4.0
4 100 102 2 2.0 103 3 3.0
5 100 102 2 2.0 101 1 1.0
6 104 115 1" 10.6 115 11 10.6

Medias 105 108 4 3.7 109 4 4.3

*apm,; Apoyos por minuto.

Tabla 5. Diferencias absolutas y relativas en el n® de apoyos por minuto entre los tempos éptimos
determinados con metrénomo y los tempos medidos con el sistema Pegasus durante el paso medio
y alargado.

Tempo Trote medio Trote alargado
(metrénomo) (Pegasus) Precision (Pegasus) Precision
Binomio (apm) (apm)
Trote (apm) | Medio (apm) Medio (apm)
n % n %
1 192 185 -7 -3.6 207 15 7.8
2 152 162 10 6.6 167 15 99
3 152 156 4 26 158 6 3.9
4 152 158 6 3.9 158 6 3.9
5 144 143 -1 0.7 138 -6 4.2
6 152 154 2 1.3 154 2 1.3
Medias 157 160 2 1.7 164 3.8

*apm; Apoyos por minuto.

Tabla 6. Diferencias absolutas y relativas en el n°® de apoyos por minuto entre los tempos éptimos
determinados con metréonomo y los tempos medidos con el sistema Pegasus durante el trote medio
y alargado.
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e Galope medio Precision a(I?,aarloap:o Precision
Binomio (e (Pegasus) (apm) (Peggasus) (apm)
Galope (apm) Medio (apm) n % Medio (apm) n %
1 112 113 1 0.9 125 13 | 11.6
2 92 95 3 3.3 95 3 3.3
3 96 98 2 2.1 97 1 1.0
4 96 98 2 21 98 2 2.1
5 96 87 -9 94 90 -6 6.3
6 100 97 -3 -3.0 97 -3 |[-3.0
Medias 99 98 -1 -1.0 100 2 1,0

*apm; Apoyos por minuto.

Tabla 7. Diferencias absolutas y relativas en el n°® de apoyos por minuto entre los tempos optimos
determinados con metréonomo y los tempos medidos con el sistema Pegasus durante el galope medio
y alargado.

Por ultimo, los resultados del analisis multivariante muestran que la variacidn en el tempo fue
similar (p>0.050) entre los distintos aires y subaires y que la precision del tempo depende del
binomio (p < 0,05) (Tabla 8).

Variacion Absoluta Variacion Relativa

Variable Categoria n x*s P x*ts P
Paso 12 4.00 £4.99 0.04 + 0.05
Aire Trote 12 4.33+7.02 0.170 | 0.03 +0.04 0.131
Galope 12 0.50 + 5.50 0.00 + 0.05
. Medio 18 1.78 £ 5.48 0.02 £ 0.05
Subaire Alargado 18 | 411+641 | %%°1| 003+005 | 9273
Paso medio 6 3.67 £ 5.89 0.04 £ 0.05
Paso alargado 6 4.33 +£4.46 0.04 £ 0.04
. Trote medio 6 2.33+£5.89 0.02 £ 0.04
Combinado | 1. .ie alargado 6 6.33+802 |974®| 0oa+005 | 0870
Galope medio 6 -0.67 + 4.59 -0.01 £ 0.05
Galope alargado 6 1.67 + 6.50 0.01 £ 0.06
1 6 2.50+9.42% 0.02 £0.072
2 6 7.83+4.54° 0.06 + 0.03°
. . 3 6 3.67 £1.86 0.03 +0.01°
Binomio | 4 6 | 350+1.97 | 0048 | g03:0010 | 0028
5 6 -3.17 £ 4.45° -0.03 £ 0.04°
6 6 3.33+6.35% 0.03 + 0.06°
TOTAL 36 2.94 * 5.99 0.02 + 0.05

Superindices diferentes en la misma columna indican diferencias significativas usando la
prueba de contraste de Duncan (p<0,005)

Tabla 8. Analisis multivariante de la influencia del efecto del aire, subaire y binomio en la variacién absoluta
y relativa del tempo.
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DISCUSION

Caracterizacion objetiva del tempo del caballo a distintos aires y subaires mediante el uso de
sensores inerciales.

El uso de sensores para el analisis de pardmetros espaciotemporales del tranco del caballo como su
tempo ha sido validado por varios estudios (17, 18). Sin embargo, este es el primer estudio donde
esta caracterizaciéon se ha hecho en condiciones de simulacién de competicién y con
jinetes/amazonas jovenes. A pesar de que el uso del metrénomo siempre se ha utilizado en doma
clasica, éste carece de validez cientifica para su uso en el mundo ecuestre, mientras que los sensores
aportan fiabilidad y cuantificacion objetiva del movimiento.

De acuerdo con lo descrito en estudios previos de cinematica en caballos de elite de doma clasica
(21,22,23), nuestros resultados confirman que a medida que aumenta la velocidad entre los aires, se
reduce la duraciéon del tranco y aumenta la frecuencia de estos (24), siendo la inversa de la duracién
de los trancos. Sin embargo, los valores para la duraciéon del tranco obtenidos en este estudio son
superiores tanto al paso (21, 25), trote (22) y galope (23) a los descritos en estudios precedentes.
Esta diferencia se puede deber a los caballos empleados en nuestro estudio y a su genética. En este
contexto, se ha visto que existe una heredabilidad alta para ciertos pardmetros de los trancos, como
el tempo, al trote y galope (26). Asimismo, se han descrito diferencias en la frecuencia del tranco
segun laraza del caballo (27, 28). De esta forma, la heterogeneidad en las razas de nuestros caballos
podria ser responsable de la variacidon de sus tempos. Los caballos de doma clasica de alto nivel se
entrenan para conseguir variar su longitud del tranco entre los subaires sin modificar su duraciéon del
tranco ni su tempo (23). Por ello otro pardmetro importante a considerar y que podria explicar las
diferencias es el nivel de entrenamiento de los caballos (23) ya que los caballos de nuestro estudio
no eran de élite como los utilizados en estudios previos (21, 22, 23, 25).

Evaluacidon de los tempos y su precisién segun los aires y subaires

En cuanto a las variabilidades de precisidn intra-aires, nuestros resultados muestran diferencias no
significativas entre los subaires medio y alargado de cada aire, concordando con lo requerido por la
FEI (29). La velocidad tiene una relacién significativa con la longitud del tranco, indicando que los
mejores caballos tienen la capacidad de cambiar de velocidad y por lo tanto de subaire solo
modificando la longitud de su tranco, sin cambiar su duracidn (22), ni su tempo (25). Nuestros
resultados concuerdan con el estudio realizado por Clayton (21) en el cual a medida que la velocidad
aumenta, la duracion del tranco disminuye, y por lo tanto el tempo aumenta, sin presentar
diferencias significativas entre el paso medio y alargado.

Ninguno de los binomios fue perfectamente preciso en ninguno de los aires de su reprise respecto a
su propio tempo éptimo. No obstante, presentaron un menor desfase entre el tempo realizado en la
simulacion de competicion y el tempo éptimo al galope, comparado con el paso y el trote. Esta
diferencia se puede explicar debido al caracter asimétrico del galope. Gracias a la protraccién
simultanea de los posteriores y la capacidad de flexion y extension de la columna vertebral, el
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caballo es capaz de aumentar o acortar la amplitud del tranco existiendo un cambio de distancia
entre el apoyo de la extremidad anterior lider y la diagonal posterior (22). Asi, el galope presenta
aceleraciones y deceleraciones longitudinales mas suaves en el tranco comparado con el trote (30),
permitiendo al jinete focalizarse mas en su caballo que en su posicidon. Por lo que el galope es el aire
con el movimiento mas facil de acompanar para el jinete comparado con el paso o el trote (31) y
consecuentemente tendrd una mejor precision.

Efecto del jinete sobre la variacidon del tempo en los diferentes aires y subaires

Segun los resultados obtenidos en este estudio, existe una diferencia significativa en la precisién del
tempo segun el binomio. Esta diferencia puede deberse a varios parametros, dependientes del jinete
o del caballo. En primer lugar, la situacidn de simulacion de competicién en la cual se realizé el
estudio puede generar un estrés tanto para el jinete que para el caballo (20, 32).

La falta de precision observada también puede deberse al nivel atlético del jinete y del caballo. Se
considera que un jinete sabe montar cuando es capaz de seguir los movimientos del caballo e
influenciarlos (2). La posicidon de la cabeza y del cuello del caballo, pedida por el jinete, influye sobre
la duracién del tranco y por lo tanto del tempo (33).

En el mismo sentido, la posicidon del jinete tiene una influencia sobre el caballo y su movimiento.
Asimismo, se ha visto que, los movimientos de un jinete de elite son mas constantes y en mejor
armonia con el caballo comparado con un jinete de nivel intermedio (34, 35, 36, 37). En este estudio,
aunque los jinetes eran de alto nivel para su categoria de edad, eran ninos. La experiencia de un nino
de 12-15 anos como en este estudio podria explicar una imperfeccién en sus movimientos. De la
misma manera, el estado mental y la madurez también difiere entre los jinetes. Los jinetes con
menos experiencia presentan mas confusién al montar y pueden no entender las senales del caballo,
provocando momentos de desacuerdo (38).

Sin embargo, hay una escasa disponibilidad de estudios tanto acerca de ninosjinetes en el deporte
ecuestre que acerca del efecto de las competiciones sobre los jinetes y los caballos, por su
complejidad en realizar. Por lo tanto, seria interesante confirmar y ampliar los datos encontrados en
este estudio con diferentes categorias de nivel hasta el nivel elite para ver la evolucién en la
precision del jinete durante une simulacion de competicion.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones de este estudio fueron las siguientes:

1. Los sensores inerciales son un sistema eficaz y fiable para el analisis objetivo y cuantitativo del
tempo del caballo a distintos aires (paso medio y alargado, trote medio y alargado y galope medio
y alargado). Permiten monitorizar los entrenamientos con el fin de mejorar el rendimiento
deportivo.

2. Las condiciones especiales reunidas durante una competiciéon no afectan a la precision del tempo
del jinete y caballo en comparacidn con el entrenamiento.

3. Los binomios tienen tendencia a ser mas precisos al galope comparado con el paso y el trote. Al

contrario, parecen tener mas dificultades en ajustar el tempo de su trote alargado comparado con
los otros subaires, aunque estas diferencias no son significativas.
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Historia de la Veterinaria y Salud Publica y Seguridad alimentaria
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1°" premio

PRIMER PREMIO

La vida se abre paso.
Autor: Vicente Soriano Benet (1301).

79



PREMIOS CATEGORIA FOTOGRAFIA

ICOVYVY VETERINARIA

1°" premio

La vida se abre paso
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2° premio

SEGUNDO PREMIO

Escherichia coli, de la huerta a la placa.
Autor: Carlos Martinez Gil (1771).
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2° premio

Escherichia coli, de la huerta a la placa
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3" premio

TERCER PREMIO

Pasando lista.
Autora: Patricia Carulla Pascual (2990)
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3°" premio

Pasando lista
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