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RESUMEN

La lengua azul es una enfermedad infecciosa viral causada por el virus de la lengua azul
(VLA), un Orbivirus transmitido principalmente por dipteros del género Culicoides, que
afecta a rumiantes domésticos y silvestres y reviste relevancia sanitaria y econémica a nivel
mundial. Aunque la enfermedad clinica grave se observa con mayor frecuencia en ovinos,
la infeccién en bovinos desempefia un papel clave en la epidemiologia como reservorio y
centinela, lo que subraya la importancia de herramientas serologicas confiables para la
vigilancia. En Argentina, las limitaciones operativas y econdmicas de algunas técnicas
diagnésticas disponibles justifican la busqueda de métodos alternativos, rapidos y de bajo
costo que puedan aplicarse como pruebas de cribado. El presente trabajo tuvo como
objetivo evaluar la utilidad del Dot Blot como método alternativo para el diagnostico
serolégico de la infeccion por VLA. Para ello, se emple6 un panel de 10 sueros bovinos
control positivos y negativos provenientes de INTA Castelar. Se estandarizé un Dot Blot
indirecto utilizando dos antigenos: un antigeno nativo comercial y la proteina recombinante
no estructural NS1 (rNS1) expresada en sistema baculovirus. Se evaluaron distintas
concentraciones antigénicas (2, 3y 4 yuL) y diluciones séricas (1:25, 1:50 y 1:100), asi como
la capacidad de deteccion en sueros individuales y en pools 1/4 y 1/8. Los resultados
demostraron que la concentracién de 2 uL de antigeno y la dilucién sérica 1:50 fueron los
adecuados. Ambos antigenos mostraron concordancia total con el panel control, sin
observarse diferencias en el desempenfio diagndstico entre el antigeno nativo y la rNS1. En
el analisis de pools, la dilucién 1/4 permitié detectar reactividad positiva, mientras que en
1/8 no se evidencié senal. Nuestros hallazgos indican que el Dot Blot estandarizado
constituye una técnica sencilla, de bajo requerimiento tecnolégico y con adecuada
concordancia frente a sueros control, lo que respalda su potencial aplicacién como prueba
de cribado en programas de vigilancia seroldgica de lengua azul en Argentina. Si bien los
resultados son preliminares y requieren validacién con un mayor numero de muestras para
estimar parametros diagndsticos robustos (sensibilidad y especificidad diagnésticas), la
metodologia evaluada ofrece una alternativa prometedora para complementar las técnicas
moleculares de referencia, particularmente en contextos donde los recursos son limitados

y se requiere una respuesta diagnéstica agil.

Palabras clave: Lengua azul; Dot Blot; Diagndstico seroldgico; Proteina recombinante
NS1; Bovinos.



ABSTRACT

Bluetongue is a viral infectious disease caused by the bluetongue virus (BTV), an Orbivirus
primarily transmitted by dipterans of the genus Culicoides. It affects domestic and wild
ruminants and represents a major animal health and economic concern worldwide. Although
severe clinical disease is more frequently observed in sheep, infection in cattle plays a key
role in the epidemiology of the disease as a reservoir and sentinel species, highlighting the
importance of reliable serological tools for surveillance. In Argentina, the operational and
economic limitations of some available diagnostic techniques justify the search for
alternative, rapid, and low-cost methods that can be applied as screening tests. The aim of
the present study was to evaluate the usefulness of the Dot Blot assay as an alternative
method for the serological diagnosis of BTV infection. For this purpose, a panel of 10 positive
and negative bovine control sera provided by INTA Castelar was used. An indirect Dot Blot
assay was standardized using two antigens: a commercial native antigen and the
recombinant non-structural protein NS1 (rNS1) expressed in a baculovirus system. Different
antigen concentrations (2, 3, and 4 L) and serum dilutions (1:25, 1:50, and 1:100) were
evaluated, as well as detection performance in individual sera and in pooled samples at 1/4
and 1/8 dilutions. The results showed that an antigen concentration of 2 uL and a serum
dilution of 1:50 were optimal. Both antigens showed complete concordance with the control
panel, with no differences observed in diagnostic performance between the native antigen
and rNS1. In pooled serum analysis, the 1/4 dilution allowed detection of positive reactivity,
whereas no signal was observed at the 1/8 dilution. Our findings indicate that the
standardized Dot Blot assay is a simple technique with low technological requirements and
adequate concordance with control sera, supporting its potential application as a screening
test in bluetongue serological surveillance programs in Argentina. Although these results
are preliminary and require validation with a larger number of samples to estimate robust
diagnostic parameters (diagnostic sensitivity and specificity), the evaluated methodology
offers a promising alternative to complement reference molecular techniques, particularly in

resource-limited settings where a rapid diagnostic response is required.

Keywords: Bluetongue; Dot Blot; Serological diagnosis; Recombinant NS1 protein; Cattle;



ABREVIATURAS
AGID: Agar Gel Immunodiffusion

ARN: Acido ribonucleico

BTV: Bluetongue virus

BT: Bluetongue

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
HRP: Horseradish peroxidase

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
LA: Lengua azul

NS1: Proteina no estructural 1

OPD: Orto-fenilendiamina

PBS: Phosphate Buffered Saline

PVDF: Polyvinylidene difluoride

rNS1: Proteina recombinante no estructural 1
TBS: Tris-buffered saline

UNLP: Universidad Nacional de La Plata

VLA: Virus de la lengua azul
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INTRODUCCION

La lengua azul (LA) es una enfermedad infecciosa viral causada por el virus de la lengua
azul (Morel et al.,, 2024). Se describié por primera vez como “fiebre", "fiebre catarral
paludica" o "catarro epizodtico ovino" en las descripciones originales de investigadores
sudafricanos. El nombre "lengua azul" (en inglés bluetongue o BT) es la forma anglicanizada
del afrikdans "bloutong" o 'blaauwtong', acufiado por los ganaderos béer para describir la
distintiva lengua ciandtica de algunas ovejas gravemente afectadas por la enfermedad
(Saminathan et al., 2020).

La LA se informé por primera vez en ovejas en el sur de Africa en 1881 (Abraheem et al.,
2024), pero es probable que la enfermedad tuviera lugar mucho antes, tan pronto como se
introdujeron en el sur de Africa las razas ovinas europeas de lana fina, en particular las

ovejas merino (Saminathan et al., 2020).

El virus de la lengua azul (VLA, en inglés bluetongue virus o BTV) pertenece al género
Orbivirus, de la familia Reoviridae, ampliamente distribuido a nivel mundial. Es transmitido
principalmente por artrépodos hematéfagos del género Culicoides, y afecta a rumiantes
domésticos vy silvestre (Acevedo et al., 2020). Si bien parece infectar a todas las especies
conocidas de rumiantes, la forma severa de la enfermedad (incluso produciendo la muerte)
so6lo suele manifestarse en el ovino (Maclachlan et al., 2015). No existe riesgo conocido de

infeccion humana por este virus (OIE, 2021).

La enfermedad presenta una amplia distribucion geografica y, aunque histéricamente se
asociaba a regiones tropicales y subtropicales, en las ultimas décadas se ha detectado en
zonas templadas de Europa, América y Asia. Este fendmeno se debe, en parte, al cambio

climatico y la expansion de los vectores (Wilson & Mellor, 2009)

La LA representa un problema de gran relevancia no solo sanitaria, sino también econémica
y comercial. Su impacto trasciende la salud individual de los animales, afectando
directamente la productividad ganadera y el comercio internacional (Lear, 2025). La
enfermedad provoca pérdidas econdémicas significativas, tanto directas, derivadas de la
muerte de animales, la pérdida de peso, la disminucion de la fertilidad y la reduccioén en la
eficiencia de produccion de carne y leche; como indirectas, asociadas a la pérdida de
ingresos y a las restricciones comerciales impuestas a las regiones afectadas (Jiménez-
Cabello et al., 2020).



La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA/OIE) la clasific6 como una enfermedad
de declaracion obligatoria, (Lear, 2025; Rojas Anaya et al., 2023). Esta designacién global
implica que los paises afectados deben informar los brotes, lo que a su vez desencadena
restricciones al movimiento de animales vivos y sus productos derivados, generando

considerables pérdidas econémicas (Rojas Anaya et al., 2023).

AGENTE ETIOLOGICO

El VLA pertenece al género Orbivirus, que a su vez se incluye en la familia Reoviridae y
subfamilia Sedoreoviridae. Es un virus no envuelto, icosaédrico, de aproximadamente 80-
90 nm de didmetro. Posee un genoma formado por diez segmentos de ARN bicatenario
que codifican siete proteinas estructurales (VP1-VP7) y 5 no estructurales (NS1, NS2,
NS3/NS3A, NS4 y NS5) (Saminathan et al., 2020).

Presenta una organizacion compleja y altamente especializada, compuesta por una capside
de tres capas concéntricas que protegen el genoma viral y facilitan las funciones esenciales

del ciclo replicativo (Saminathan et al., 2020).

La capa mas externa esta formada por las proteinas VP2 y VP5. La VP2, codificada por el
segmento 2, se dispone en trimeros que forman estructuras denominadas triskeliones y
sobresalen de la superficie del virion. Esta proteina cumple un rol fundamental en el
reconocimiento y la union al receptor celular, ademas de ser el principal determinante
antigénico y responsable de la especificidad de serotipo del virus. Su importancia radica en
que induce la produccion de anticuerpos neutralizantes especificos y media la entrada viral
por endocitosis (Saminathan et al., 2020; Van den Bergh et al., 2018). La VP5, por su parte,
se organiza también en trimeros que completan la capa externa y actia como proteina de
fusidon viral, permitiendo la liberacién del viribn desde las vesiculas endosémicas al
citoplasma. Asimismo, contribuye en menor medida a la estimulacién de la respuesta

inmune (Saminathan et al., 2020).

La capa intermedia esta constituida por trimeros de VP7, que rodean el subnucleo interno
y confieren soporte estructural, rigidez y determinacion del serogrupo viral. Esta proteina
facilita la adhesién e infectividad del virus hacia los vectores Culicoides, aunque presenta

baja capacidad infectiva para las células de mamiferos (Saminathan et al., 2020).



El subnucleo interno esta compuesto por la proteina VP3, codificada por el segmento 3,
que se dispone en dimeros con simetria icosaédrica formando el armazoén donde se localiza
el complejo de transcripciéon. Este complejo incluye VP1, VP4 y VP6, que desempefan
funciones esenciales en la replicacion del genoma viral. La VP1, una ARN polimerasa
dependiente de ARN codificada por el segmento 1, es responsable de la transcripcion y
replicaciéon del ARN viral. La VP4, una enzima de recubrimiento y trans-metilasa codificada
por el segmento 4, se asocia al ARN mensajero recién sintetizado, protegiéndolo y
facilitando su maduracion. Finalmente, la VP86, codificada por el segmento 9, actia como
ATPasa y helicasa dependiente de ARN, desenrollando y re-hibridando el ARN bicatenario

durante la replicacién y transcripciéon (Van den Bergh et al., 2018; Saminathan et al., 2020).

En conjunto, las proteinas VP2 y VP5 conforman la capa externa, VP7 constituye la capa
intermedia y VP3, junto con VP1, VP4 y VP86, integran el ndcleo interno funcional del virion.
Cada una de estas capas cumple funciones estructurales y funcionales complementarias:
desde la proteccion del genoma y la transcripcion del ARN, hasta la determinacién del

serotipo, la unién al huésped y la entrada viral (Saminathan et al., 2020).

Ademas de las proteinas estructurales, el VLA expresa un conjunto de proteinas no
estructurales (NS) que, aunque no forman parte del virion maduro, desempenan funciones
criticas en la replicacion y en la interaccidén con la respuesta inmune del hospedador. La
NS1, codificada por el segmento 5, es la mas abundante en las células infectadas y forma
estructuras tubulares en el citoplasma. Esta proteina actua como un regulador positivo de
la expresion viral, incrementando la sintesis de proteinas del virus. La NS2, codificada por
el segmento 8, participa en el ensamblaje de proteinas y acidos nucleicos durante la

formacion del virion maduro (Van den Bergh et al., 2018).

Las proteinas NS3 y su isoforma NS3a, codificadas por el segmento 10, facilitan la
liberacion del virus desde la célula infectada y actuan como puente entre la proteina VP2 y
los componentes del citoesqueleto, permitiendo la salida del virus tanto por lisis celular
como por gemacion. Ademas, NS3 cumple un papel inmunomodulador al actuar como
antagonista del interferdn tipo I, bloqueando la respuesta antiviral tanto in vitro como in vivo.
La NS4, codificada por el segmento 9, también modula la respuesta inmune del hospedador
al reprimir la transcripcién de los genes del interferdn, lo que permite al virus evadir la
inmunidad innata y disponer del tiempo necesario para replicarse y propagarse eficazmente
(Van den Bergh et al., 2018).
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Cabe destacar que las proteinas no estructurales NS1, NS2 y NS3/NS3a también tienen
relevancia diagnoéstica. Los anticuerpos dirigidos contra ellas aparecen Unicamente tras la
replicacion viral, por lo que se utilizan como marcadores de infeccion natural. Este principio
ha sido aprovechado en el desarrollo de pruebas diagnésticas y vacunas con enfoque DIVA
(Differentiating Infected from Vaccinated Animals), que permiten distinguir animales
vacunados de aquellos infectados, herramienta esencial en programas de vigilancia y

control de la enfermedad (Anderson et al., 2014).

La estructura del VLA es esencial para su evolucion, ya que su genoma de diez segmentos
de ARN bicatenario le confiere una gran capacidad de generar variabilidad genética
(Coetzee et al., 2012). El virus aprovecha sus ciclos de infeccion alternantes entre sus
hospedadores insectos y mamiferos para diversificarse genéticamente. Esta dinamica
explica la marcada variacion y heterogeneidad genética que existe entre las cepas de
campo, incluso dentro del mismo serotipo y regién (Maclachlan, 2015). Dicha diversidad
surge principalmente por dos mecanismos: el intercambio genético (genetic shift), que
ocurre a través del reagrupamiento (o reordenamiento) de los segmentos génicos virales
cuando una célula es coinfectada por mas de un serotipo o cepa, favoreciendo la apariciéon
de nuevos serotipos (Coetzee et al., 2012; Maclachlan, 2015); y la deriva genética (genetic
drift), que se produce como resultado de la evolucidén de las cuasiespecies (un cumulo de
variantes genéticas relacionadas) durante los ciclos de replicacion en sus distintos

hospedadores (Maclachlan, 2015).

Hasta la actualidad, se han identificado al menos 36 serotipos del VLA, de los cuales 24
son transmitidos por vectores y de declaracién obligatoria (Limozin & Comtet, 2025), lo que
representa un desafio considerable para el disefio de estrategias de vacunacién y control,
ya que la inmunidad conferida por un serotipo puede no proteger contra otros (Saminathan
et al., 2020). Sin embargo, a pesar de existir un niumero elevado de serotipos descriptos,
no todos ellos existen en una misma region geografica. La distribucién del virus en todo el
mundo es paralela a la distribucion espacial y temporal de las especies de vectores que lo
transmiten (Lear, 2025).

EPIDEMIOLOGIA Y PATOGENIA DE LA LENGUA AZUL
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Los hospedadores vertebrados del VLA comprenden una amplia variedad de rumiantes
domésticos y silvestres, entre ellos ovejas, cabras, bovinos, bufalos, bisontes, yaks y
ciervos, asi como numerosos antilopes africanos y camélidos. También se han identificado
infecciones en diversos carnivoros africanos —incluidos guepardos, leones, chacales,
licaones, ginetas moteadas e hienas—, asi como en rinocerontes negros y blancos y
elefantes (Lear, 2025; Coetzee et al., 2012; MacLachlan et al., 2009; Saminathan et al.,
2020; OIE, 2021).

Si bien se han detectado anticuerpos frente al VLA en especies no rumiantes, su papel
epidemiolégico en la transmision y el mantenimiento del virus se considera minimo o de

escasa relevancia (OIE, 2021).

El VLA se transmite casi exclusivamente a través de la actividad hematéfaga de mosquitos
hembra adultos del género Culicoides (Coetzee et al., 2012), los cuales adquieren el virus

al alimentarse con sangre de vertebrados infectados (Lear, 2025).

Otras vias de diseminacién del virus incluyen la transmision venérea, mediante semen
contaminado durante el periodo de viremia infecciosa, y la transplacentaria. En este ultimo
caso, se destaca la cepa VLA-8 por su notable capacidad de atravesar la placenta y causar
abortos o el nacimiento de crias con graves deformidades del sistema nervioso central
(Coetzee et al., 2012). La transmisién por contacto directo o indirecto entre animales es
muy poco probable, ya que las concentraciones de virus en las secreciones y excreciones
son minimas (Lear, 2025), sin embargo se ha documentado esporadicamente la transmisién

mecanica iatrogénica a través de instrumental contaminado (OIE, 2021).

Los culicoides son mosquitos diminutos (1-3 mm) y se alimentan obligatoriamente de
sangre de mamiferos y aves. Son principalmente activos durante la noche, comenzando

justo antes del atardecer hasta justo después del amanecer (Saminathan et al., 2020).

Su distribucién esta determinada por las condiciones climaticas, son habitantes frecuentes
de areas calidas, humedas y pantanosas. Aunque histéricamente el VLA se limité a
regiones tropicales y subtropicales, el cambio climatico global ha facilitado su expansién
(Coetzee et al., 2012; Saminathan et al., 2020).

Los culicoides tienen la capacidad de volar distancias cortas (hasta 5 km), pero por su
pequeno tamano, pueden ser transportados pasivamente con el viento largas distancias

(hasta 100 km). Los mosquitos adultos promedio suelen vivir unos 20 dias; sin embargo,
12



dependiendo de las condiciones ambientales, podrian vivir mas de 90 dias. Las hembras
Culicoides adquieren el virus al alimentarse de huéspedes con viremia, y permanecen
persistentemente infectadas y competentes para la transmisién durante el resto de su vida
(Saminathan et al., 2020).

Aunque se han descrito mas de 1400 especies de Culicoides, solo unas 30 han demostrado

ser vectores competentes en la transmision del VLA (Coetzee et al., 2012).

Una vez que la hembra culicoide incorpora el virus, éste inicia su ciclo de replicacién dentro
del vector. El proceso comienza con la multiplicacion del virus en las células epiteliales del
intestino medio del insecto, luego atraviesa la barrera intestinal y migra hacia el hemocele
(cavidad corporal). Posteriormente, el virus se disemina hasta alcanzar las glandulas
salivales, donde completa su replicacion y convierte al insecto en un vector competente

capaz de transmitir la infeccién a nuevos hospedadores (Saminathan et al., 2020).

El intervalo comprendido entre la ingestion del virus y el momento en que el vector adquiere
capacidad infectante se conoce como Periodo de Incubacién Extrinseca. La duracion de
este periodo varia principalmente en funcion de la temperatura ambiental, dado que ésta
influye directamente en la actividad de la ARN polimerasa viral y, por ende, en la velocidad
de la virogénesis. En general, a mayor temperatura, mas rapida es la replicacién del virus

y mas corto el PIE (Saminathan et al., 2020).

El ciclo de la enfermedad en el hospedador vertebrado comienza con la picadura del
Culicoides infectado, momento en que el VLA es inoculado e inicia su interaccion con las
células de la piel. Una vez adentro, el virus es captado por las células dendriticas de la piel
y transportado hacia los ganglios linfaticos regionales, donde ocurre la replicacién primaria
(Saminathan et al., 2020; Lear, 2025). Esta fase inicial desencadena una viremia primaria
que se establece el 3° y 5% dia post infeccién, permitiendo la diseminacion del virus por
sangre y linfa hacia 6rganos como el bazo y los pulmones (Legisa, 2014; Schwartz-Cornil
et al., 2008).

Un aspecto epidemiolégicamente relevante es la elevada afinidad del virus por las células
sanguineas, particularmente por su capacidad de alojarse (secuestro) en las invaginaciones
de las membranas de los eritrocitos, situacién que favorece la persistencia de una viremia

prolongada aun en presencia de anticuerpos neutralizantes (Lear, 2025). Se describe una
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viremia de hasta 100 dias en rumiantes y, en el caso particular de cabras infectadas con el

serotipo VLA-25, esa viremia puede ser de por vida (Legisa, 2014; Maclachlan, 2015).

A nivel celular, el VLA exhibe un marcado tropismo por las células endoteliales que recubren
los vasos sanguineos, asi como por las células hematopoyéticas y mononucleares (Lear,
2025). Lareplicacién viral en estos tejidos provoca una vasculitis severa, considerada el eje

central de la enfermedad.

El dafio endotelial, sumado a la liberacion excesiva de citocinas y mediadores vasoactivos,
es responsable de los principales mecanismos patogénicos observados. Entre ellos se
incluyen el aumento de la permeabilidad vascular, la formacién de edemas y derrames,
hemorragias, estasis y trombosis vascular, oclusion capilar, infartos tisulares, necrosis y, en
los casos mas graves, coagulacién intravascular diseminada (Coetzee et al., 2012; Lear,
2025; Maclachlan, 2015; Saminathan et al., 2020; Schwartz-Cornil et al., 2008).

De esta manera, la patogenia del VLA se caracteriza por una combinacion de efectos
directos del virus sobre el endotelio y una respuesta inflamatoria exacerbada del
hospedador, cuyo resultado final es una alteracion sistémica de la microcirculacién y una
marcada disfuncion vascular. Estas alteraciones subyacen a un amplio espectro de
manifestaciones clinicas (Saminathan et al., 2020). En los ovinos, la sinologia aparece tras
un periodo de incubacion de 4 a 10 dias y se caracteriza por fiebre subita (40,5 °C a 42,5
°C), anorexia, letargo, depresién o apatia, pérdida de la condicién corporal y un edema
facial marcado, que puede progresar hasta comprometer toda la cabeza y el cuello. Se
observan también signos respiratorios asociados a neumonia y edema pulmonar, como
disnea, taquipnea, tos y estertores pulmonares, ademas de hiperemia de las mucosas,
salivacion excesiva y lesiones ulcerativas y hemorragicas en la cavidad oral, especialmente
en el paladar duro y el rodete dentario. La secrecion nasal seromucosa o mucopurulenta
suele formar costras alrededor de las narinas (Bianchi et al., 2017; Legisa, 2014, Lear, 2025;
Maclachlan, 2015; Saminathan et al., 2020). La inflamacién intensa y la cianosis de la
mucosa oral y de la lengua dan origen al eponimo “lengua azul” (Legisa, 2014). Asimismo,
la dermatitis en la banda coronaria y la laminitis provocan una cojera notable (Legisa, 2014;
Lear, 2025). Los animales que sobreviven pueden desarrollar dermatitis crénica y rotura de
la lana (Lear, 2025; Maclachlan, 2015). Los cuadros hiperagudos suelen ser fatales por
edema pulmonar y disnea, mientras que las formas crénicas conducen a la muerte por

infecciones bacterianas secundarias y agotamiento (Lear, 2025). Finalmente, vias de
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diseminacion venérea (a traves del semen) y transplacentaria, generan abortos, mortinatos
o el nacimiento de crias con graves malformaciones neurolégicas como hidranencefalia o

porencefalia (Lear, 2025).

A diferencia de los ovinos, en los cuales las infecciones pueden variar desde formas
subclinicas hasta cuadros agudos o fatales, con tasas de mortalidad que oscilan entre el
2% y el 90% (Coetzee et al., 2012; Lear, 2025), el ganado bovino y las cabras actuan como
huéspedes amplificadores y reservorios de la enfermedad en las regiones endémicas. En
estas especies, la infeccion cursa mayormente de manera subclinica, y solo entre el 2% y
el 10% de los bovinos manifiestan signos clinicos (Legisa, 2014; Lear, 2025). No obstante,
la cepa VLA-8 que emergid en Europa demostrd una virulencia inusual, causando

enfermedad clinica en un numero significativo de bovinos (Maclachlan, 2015).

Los hallazgos post mortem mas frecuentes evidencian la naturaleza sistémica y
hemorragica de la enfermedad. A nivel cardiovascular, se observan hemorragias
epicardicas y endocardicas, que son prominentemente visibles en el musculo papilar del
ventriculo izquierdo (cerca de la insercién de las cuerdas tendinosas) y en la base de la
arteria pulmonar y la valvula mitral. El sistema respiratorio muestra lesiones severas:
pulmones enrojecidos, brillantes, no colapsados y pesados, con impresiones costales, lo
que indica edema pulmonar. Es comun la consolidacion pulmonar craneoventral
(neumonia) y la presencia de liquido, espuma y, a menudo, fragmentos de alimento
(material aspirado) en la traquea y los bronquios. En el tracto digestivo superior, se
documentan edema y ulceraciones hemorragicas en los labios y el paladar duro, asi como
lesiones ulcerativas y hemorragicas en el rumen y el reticulo. También se observan
hemorragias petequiales en mdultiples 6rganos, incluyendo la mucosa del abomaso, la
musculatura pildrica, la unién ileocecal, los rifiones, la vesicula biliar, la mucosa de la vejiga,
la uretra, la vulva y la vaina del pene (Saminathan et al., 2020). En algunos casos, también
puede presentar enteritis. Otro hallazgo caracteristico es la linfoadenopatia, especialmente
en los nddulos linfaticos retrofaringeos, submandibulares y preescapulares, como asi

también mesentéricos y mediastinicos (Bianchi et al., 2017; Lear, 2025).

A nivel microscopico (histolégico), las lesiones confirman el dafio celular y vascular
subyacente. La vasculitis se manifiesta por la hipertrofia endotelial de los vasos sanguineos
en multiples tejidos (pulmén, eséfago, corazédn, lengua) y por necrosis vascular fibrinoide

en el corazén, eséfago, pulmones y lengua. El tejido muscular (esquelético, cardiaco y
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esofagico) sufre degeneracion y necrosis hialina y floculada de las fibras, con hemorragia
extensa en el miocardio y mineralizacién de las fibras necroéticas, rodeadas por un infiltrado
inflamatorio linfohistiocitico y neutrofilico. Las lesiones histoldgicas pulmonares incluyen
edema pulmonar (material hialino en alvéolos), bronconeumonia fibrinosupurativa con
neutrdfilos, y necrosis del parénquima pulmonar. En el rumen y el reticulo, se observa
erosion y ulceracién del epitelio cubiertas por fibrina. Finalmente, el sistema linfoide
presenta hiperplasia nodular linfoide en bazo y nédulos linfaticos, y con menor frecuencia,
se reportan necrosis tubular renal multifocal y necrosis hepatica centrilobular (Saminathan
et al., 2020; Bianchi et al., 2017).

LENGUA AZUL EN EL MUNDO Y EN AMERICA LATINA

En la década de 1940, se creia que la LA era una enfermedad confinada al sur de Africa y
que cualquier brote detectado en otras regiones reflejaba su emergencia desde el
continente africano. Sin embargo, esta suposicion fue rapidamente refutada por la aparicién
del virus en zonas geograficamente muy distantes: el primer brote conocido fuera de Africa
ocurrié en Chipre en 1943. Posteriormente, se identificd al VLA como el agente causante
del sindrome conocido como "hocico dolorido" en ovejas de California en 1952, y entre 1956
y 1957, se produjo un brote devastador en la Peninsula Ibérica que causé la muerte de
aproximadamente 180.000 ovejas. La severidad de ese brote puso en relieve la amenaza
potencial que la enfermedad representaba y, como resultado, la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE) clasificé al VLA como una enfermedad de la "lista A" a mediados de
los 60 (Coetzee et al., 2012). Incluso Australia, que se presumia libre del virus, registro el
aislamiento del serotipo VLA-20 de ejemplares de Culicoides en 1976. Desde entonces, el
virus se ha aislado en una amplia gama de regiones que incluyen Africa, América, Oriente
Medio, el subcontinente indio, China, el sudeste asiatico y la parte septentrional de Australia
y Europa, considerandose que solo la Antartida permanece libre de infeccién (Coetzee et
al., 2012; Legisa, 2014).

Se han identificado al menos 27 serotipos a nivel mundial, con circulacién de mudltiples

serotipos simultaneamente en algunas regiones (Maclachlan, 2015).

El continente africano es una zona endémica histdrica del VLA. Especificamente, en

Sudafrica se ha documentado la mayor diversidad, con 22 de los 28 serotipos conocidos.
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Entre ellos, los serotipos BTV-1 a BTV-6, -8, -10, -11 y -24 son los mas prevalentes y estan
asociados al desarrollo de enfermedad clinica en ovinos. Por otro lado, la actividad viral en
el Norte de Africa esta marcada por la presencia de BTV-1, -4, -10 y -12 en Egipto, mientras
que BTV-1, -2 y -4 han sido aislados en paises del Magreb como Libia, Argelia, Tunez y
Marruecos desde 2002 (Saminathan et al., 2020).

Pasando al continente asiatico, se observa una marcada diversidad de serotipos. La
circulacion viral en Pakistan incluye diez serotipos, entre ellos BTV-2, -3, -4, -6, -8, -9, -11,
-15, -16 y -18. China presenta una de las mayores variedades, con al menos 14 serotipos
notificados, destacando BTV-1, -2, -4 y -16 como los mas prevalentes y causantes de
enfermedad. En el Sudeste Asiatico (incluyendo Indonesia y Malasia), se han aislado
serotipos como BTV-1, -2, -3, -7, -9, -12, -16, -21 y -23. Los paises de Asia Occidental y
Oriente Medio, como Israel y Libano, presentan una mezcla de serotipos endémicos (BTV-
2,-4,-6,-10 y -16 en Israel) y de reciente notificacion (BTV-5, -8, -12, -15y -24 en Israel, y
BTV-1, -4, -6, -8, -16 y -24 en el Libano) (Saminathan et al., 2020).

La situacion en Europa cambié drasticamente a partir de 1998. Aunque histéricamente solo
se reportaron brotes esporadicos (como BTV-10), en la actualidad circulan once serotipos
distintos, incluyendo BTV-1, -2, -4, -6, -8, -9, -11, -14, -16, -25 y -27. El serotipo BTV-8 fue
responsable de brotes graves y de gran escala en paises como Alemania, Paises Bajos y
Francia a partir de 2006. Posteriormente, se notificé la apariciéon de BTV-6 en Alemania y

Paises Bajos, y BTV-11 en Bélgica (Saminathan et al., 2020).

En Australia, se han registrado un total de doce serotipos (desde BTV-1 hasta BTV-23 en
la serie analizada). A pesar de la presencia del virus desde 1975, la limitacion del vector
principal (Culicoides brevitarsis) en las zonas de pastoreo ha evitado el establecimiento de

brotes clinicos severos en rebafios comerciales (Saminathan et al., 2020).

En los continentes americanos, la presencia del VLA también es generalizada. En América
del Norte (Estados Unidos y México), los serotipos BTV-1, -2, -10, -11, -12, -13 y -17 son
endémicos, aunque se han aislado hasta 11 serotipos adicionales en zonas como Florida.
En América Central y la Cuenca del Caribe, circulan como endémicos BTV-1, -3, -4, -6, -8,
-12 y -17 (Saminathan et al., 2020).

Finalmente, en cuanto a América Latina, la evidencia seroldgica confirman la presencia del

VLA en la regién, habiendo podido ser reportado en paises como Ecuador (serotipos 9, 13
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y 18), Colombia (serotipos 1, 6, 12, 14 y 17), Venezuela, Trinidad y Tobago, Guyana
(serotipos 14 y 17), Surinam (serotipo 6, 14 y 17), Guyana Francesa (serotipo 1, 2, 6, 10,
12, 13, 17 y 24), Perq, Argentina (serotipo 4), Brasil (serotipos 4 y 12), Chile y México
(Acevedo et al, 2021). Brasil y Argentina son los Unicos paises sudamericanos donde se
aislé el VLA. En Brasil, solo se reportd un aislamiento del serotipo 12, mientras que en
Argentina se obtuvieron cinco aislamientos del serotipo 4 de bovinos sin signos clinicos
(Legisa et al, 2012; Saminathan et al., 2020).

LENGUA AZUL EN ARGENTINA

El VLA existe en una amplia franja que incluye regiones entre las latitudes 40°N y 35°S,
quedando la Argentina incluida desde la frontera norte hasta la mitad de la provincia de

Buenos Aires, norte de La Pampa y sur de Mendoza (Legisa, 2014).

En Argentina no se han registrado casos clinicos de enfermedad por el VLA; sin embargo,

se ha detectado serologia positiva desde 1996 (Morel et al., 2024).

La presencia del virus se ha documentado principalmente en el noreste del pais, donde se
han reportado aislamientos del serotipo 4 en bovinos de la provincia de Corrientes (Gorch
et al., 2002; Legisa et al., 2012) y evidencia serolégica en bovinos, ovinos y bufalos de
Corrientes (Morel et al., 2024), asi como en bovinos de Misiones (Ayala et al., 2018). Legisa
et al. (2012) realizaron un estudio basado en aislamientos del VLA-4 obtenidos de bovinos,
en el cual un andlisis filogenético confirmé el origen africano/europeo del virus (topotipo
occidental). No obstante, dicho analisis también revel que las cepas argentinas presentan
una identidad genética sudamericana, lo que sugiere una evolucion de linaje independiente

en la region.

Argentina se considera un pais de incursion esporadica (o de incursién aleatoria) del virus
de la lengua azul (VLA). Esto se debe a que la enfermedad no circula de manera continua

ni predecible en el territorio, a diferencia de los paises donde el virus es endémico.

La aparicion del VLA en la region suele estar relacionada con eventos aislados e
impredecibles, generalmente vinculados a la introduccién de vectores infectados

(Culicoides) desde paises vecinos o a condiciones climaticas excepcionales que favorecen
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temporalmente la replicacion y transmision del virus en poblaciones locales de vectores
(Legisa, 2014).

RIESGO DE PROPAGACION Y NECESIDAD DE CONTROL DE LA
ENFERMEDAD

Tradicionalmente, el VLA ha sido restringido entre los paralelos 53°N y 34°S. No obstante,
ha habido una expansion hacia latitudes mas al norte de Europa, lo que indica que los
limites geograficos convencionales no necesariamente detienen su expansion. Esto implica
que zonas hasta ahora consideradas “fuera de riesgo” podrian volverse susceptibles ante

cambios ecolégicos o climaticos que favorezcan a los vectores (OIE, 2011).

La distribucién de los jejenes del género Culicoides, vectores competentes del VLA,
presenta variaciones notables entre los continentes. En América Central y el Caribe se
identificaron especies como Culicoides insignis, C. filarifer y C. pusillus. En Sudamérica, las
condiciones climaticas son adecuadas para el desarrollo de estos insectos y la subsiguiente
transmision del VLA; de hecho, C. insignis ha sido reportado como el vector mas probable
en Argentina, y tanto esta especie como C. paraensis son dominantes en términos de
abundancia en el noroeste del pais. Sin embargo, mientras que el VLA ha sido aislado
directamente de mosquitos Culicoides en Centroamérica y el Caribe, esto no ha ocurrido

aun en Sudameérica (Veggiani Aybar et al., 2016).

La distribucién del virus en el subcontinente esta también marcada por barreras
geograficas. Se ha sugerido que la Cordillera de los Andes y el desierto de Atacama
funcionan como obstaculos naturales para la propagacion de la enfermedad, debido a que
sus condiciones climaticas extremas son inadecuadas para el ciclo de vida de los
Culicoides. Del mismo modo, se ha observado una correlacién negativa entre la altitud y la
deteccion del VLA en zonas de Brasil, Colombia y Venezuela, lo que indica que la altura
limita el ciclo del vector. Aunque estas barreras geograficas restringen actualmente los
patrones de distribucion, el cambio climatico global podria contribuir a la propagacién del

virus al crear ambientes mas propicios para el vector (Veggiani Aybar et al., 2016).

La expansion de la LA esta estrechamente vinculada a la distribucion y dinamica de sus

vectores (Navarro Mamani et al., 2023). El cambio climatico ha generado aumentos de
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temperatura y lluvias atipicas, modificando la estacionalidad y extendiendo la zona
geografica de los vectores, con un consecuente aumento en la probabilidad de transmisién
del virus (Navarro Mamani et al., 2023). La vigilancia activa es fundamental para anticipar
brotes, especialmente en zonas fronterizas y con alta densidad de ganado (Van Der Sluijs
et al., 2016).

La vigilancia del VLA debe ser permanente, sistematica y adaptada a la situacion
epidemiolégica de cada region. Esto se logra combinando la observacion clinica de los
animales, el muestreo serolégico (permite identificar la circulacion del virus aiin en ausencia
de signos clinicos) y virolégico (confirma la presencia de serotipos especificos mediante
aislamiento viral o PCR), el monitoreo de vectores del género Culicoides y la utilizaciéon de
animales centinela (animales susceptibles colocados estratégicamente para detectar

tempranamente la circulacioén del virus en zonas fronterizas o de alto riesgo) (OIE, 2011).

Para limitar la propagacién del virus, se recomienda la implementacion de medidas de
proteccion en explotaciones y durante el transporte, tales como barreras fisicas, mallas
antimosquitos, control ambiental de criaderos de vectores, transporte en horarios de baja
actividad de Culicoides, uso de cubiertas oscuras para vehiculos y repelentes especificos.
La cubierta oscura reduce la entrada de luz y crea un entorno menos favorable para los
mosquitos activos, disminuyendo asi la probabilidad de picaduras durante el transporte.
Estas medidas son especialmente importantes en zonas fronterizas o con alta densidad de
ganado, donde la introduccion del virus puede generar brotes significativos y afectar el

comercio internacional de animales y sus subproductos (OIE, 2011).

La vacunacion se presenta como la medida de control mas practica, eficaz y costo-eficiente
contra el VLA, con el objetivo de prevenir la enfermedad, limitar la dispersion viral, permitir
la erradicaciéon en areas especificas y posibilitar el movimiento seguro de animales entre
zonas afectadas y libres. Actualmente, las vacunas disponibles son atenuadas o
inactivadas; las primeras inducen inmunidad protectora con una sola dosis, pero pueden
generar viremia, transmision a vectores, efectos teratogénicos y no permiten diferenciar
animales vacunados de infectados, mientras que las inactivadas son seguras, no replican
el virus y permiten la diferenciacion, aunque requieren multiples dosis y adyuvantes.
Ademas, se han desarrollado vacunas experimentales a subunidades y recombinantes,
incluyendo particulas similares al virus (VLPs) y vectores virales recombinantes, basadas

principalmente en las proteinas VP2, VP5 y NS1, capaces de inducir anticuerpos
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neutralizantes y activar linfocitos T citotoxicos; sin embargo, presentan limitaciones de
inmunogenicidad, requieren dosis elevadas y repetidas, y enfrentan desafios de produccion,
estabilidad y costos. La efectividad de cualquier vacuna depende de la combinacién de la
respuesta humoral y celular, asi como del conocimiento de los serotipos presentes en la

region y del nivel de seguridad asociado a cada tipo de vacuna (Legisa, 2014).

Las vacunas disponibles son serotipo-especificas, por lo que la aparicion de un serotipo no
incluido puede ocasionar brotes incluso en regiones previamente vacunadas (Van Der Sluijs
et al., 2016).

Por estas razones, la combinacién de control vectorial, vacunacion estratégica y vigilancia
epidemiolégica constituye la estrategia mas efectiva para minimizar la propagacién y el

impacto de la lengua azul.

METODOS DE DIAGNOSTICO DE LA LENGUA AZUL

Las sospechas de la lengua azul pueden basarse en los signos clinicos caracteristicos y en
la prevalencia de los insectos vectores, en particular en las areas donde la enfermedad es

endémica. Para confirmar el diagnéstico se requieren pruebas de laboratorio.

Existen diversas técnicas diagnosticas para detectar el VLA, las cuales se clasifican segun
su objetivo en dos categorias principales: métodos directos, que buscan la presencia de la
particula viral o su material genético; e indirectos, que se centran en la deteccion de la

respuesta inmune del hospedador (Limozin & Comtet, 2025; Saminathan et al., 2020).

|. DETECCION DIRECTA (detecta el virus o su genoma)

Las pruebas de deteccion directa confirman la presencia activa del virus en el animal
infectado a partir de muestras de sangre, tejidos u otros fluidos bioldgicos. Estas técnicas
comprenden el aislamiento viral, las técnicas moleculares —que incluyen la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en sus distintos formatos: retrotranscripcién convencional
(RT-PCR), variante cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) y PCR multiplex, asi como los
meétodos de secuenciacion gendémica—, y los ensayos de deteccion de antigenos o
proteinas virales, entre los que se incluyen el ELISA de captura o tipo sandwich (s-ELISA),

la inmunofluorescencia (IFA) y la inmunohistoquimica (IHC). En conjunto, estos métodos
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permiten demostrar de manera directa la presencia del VLA en el animal infectado (OIE,
2021; Saminathan et al., 2020).

AISLAMIENTO VIRAL

El aislamiento viral es una técnica tradicional de referencia que permite recuperar virus
viables y cepas de referencia a partir de muestras clinicas, mediante la inoculacion en
huevos embrionados o cultivos celulares. Para su desarrollo se requiere de laboratorios
especializados, y se considera un proceso complejo y laborioso. Ademas, es costoso y
normalmente exige varias semanas para obtener resultados concluyentes (Maclachlan,
2015).

El proceso comienza con la recoleccién de muestras adecuadas: se utiliza sangre no
coagulada (tratada con EDTA o heparina) de animales con sospecha de viremia, y bazo o
ganglios linfaticos obtenidos de animales muertos. Las muestras deben conservarse
idealmente a 4°C a corto plazo, o a —=70°C para almacenamiento prolongado, ya que el virus
es inestable a —20°C (OIE, 2021).

Existen varios sistemas de aislamiento viral, siendo los mas sensibles aquellos que utilizan

sistemas biolégicos no mamiferos:

- HUEVOS DE GALLINA EMBRIONADOS (HGE)

El aislamiento se realiza mediante la inoculacion intravascular de la muestra en
HGE de 9 a 12 dias. Los huevos se incuban a 32°-33.5°C. La presencia del virus
se indica por la muerte del embrién (entre 2 y 7 dias) o por un aspecto hemorragico,

tras lo cual se homogeneiza el tejido para la identificacion viral (OIE, 2021).

- CULTIVOS CELULARES PRIMARIOS

El aislamiento primario es mas exitoso en lineas celulares derivadas de insectos,
como la linea KC (proveniente de Culicoides sonorensis). Esta linea celular es muy
sensible y se considera mas favorable éticamente que el uso de HGE. Aunque los
cultivos celulares de mamiferos (como BHK 21 o Vero) son adecuados para
pasajes posteriores, su probabilidad de éxito en el aislamiento primario es menor
(OIE, 2021). El virus aislado se amplifica mediante pases sucesivos, a menudo
usando lineas celulares de mamiferos (BHK 21 o Vero), lo que facilita una mayor

replicacién y la apariciéon del Efecto Citopatico (ECP), permitiendo la confirmacion
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visual. En casos donde el ECP no es visible, el antigeno viral puede detectarse
mediante inmunofluorescencia directa. Finalmente, la confirmacion de la deteccién
viral, o la verificacion de un resultado negativo, debe realizarse siempre mediante
técnicas sensibles como el ELISA de deteccién de antigeno o la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) (OIE, 2021).

Es importante sefialar que, si bien la inoculacion de ovejas sigue utilizandose para el
analisis in vivo y la amplificacién viral, su uso debe evitarse siempre que sea posible por

motivos éticos, de acuerdo con las directrices internacionales (OIE, 2021).

TECNICAS MOLECULARES

o REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Las técnicas moleculares han desplazado a la mayoria de las técnicas de hibridacién
tradicionales (Northern/Southern Blot), convirtiéndose en herramientas diagnésticas de
rutina por su rapidez, economia y especificidad (Saminathan et al., 2020). Actualmente, las
técnicas moleculares constituyen los métodos de referencia para la deteccién del VLA,
gracias a su alta sensibilidad y especificidad para la deteccién y cuantificacion del ARN
viral. Permiten identificar incluso cargas virales bajas y diferenciar entre serotipos o
variantes genéticas mediante andlisis de secuencias. La secuenciacion genomica
complementa estos métodos, aportando informacion inequivoca sobre el serotipo, genotipo
y topotipo del aislamiento, lo cual resulta de gran valor para el rastreo epidemioldgico y la
vigilancia molecular del VLA (OIE, 2021).

- PCR CON TRANSCRIPCION INVERSA (RT-PCR)

Permite detectar el acido nucleico del VLA en sangre y tejidos. Se basa en la conversion
del ARN viral a ADN complementario (cDNA) mediante la accion de la transcriptasa inversa,
seguida de la amplificacion de regiones especificas del genoma. Aunque es una técnica
sensible y especifica, su alta sensibilidad implica que puede detectar el genoma del virus
incluso cuando éste ya no es viable ni infeccioso, o cuando el ARN detectado proviene de

cepas vacunales. Por ello, los resultados deben interpretarse con precaucion,
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especialmente en zonas libres de circulacién viral o durante campafas de vacunacién
(Saminathan et al., 2020; OIE, 2021).

- PCR CON TRANSCRIPCION INVERSA EN TIEMPO REAL (RT-qPCR)

Actualmente se considera el método de referencia internacional para la deteccion del VLA,
ya que supera en eficiencia al aislamiento viral y ofrece resultados confiables en menor
tiempo (OIE, 2021; Limozin & Comtet, 2025). A diferencia de la RT-PCR convencional,
permite la deteccion y cuantificacion del genoma viral en tiempo real, reduciendo el riesgo
de contaminacion. Es capaz de detectar todos los serotipos conocidos del virus y sus
variantes, por lo que constituye la principal herramienta diagnéstica y de vigilancia
epidemiolégica. Los ensayos mas utilizados se dirigen a genes altamente conservados
como NS3 (segmento 10) y NS1, aunque también se han desarrollado métodos especificos
para genes estructurales como VP2, con el fin de identificar o diferenciar serotipos
particulares (Saminathan et al., 2020; OIE, 2021).

PCR MULTIPLEX

Utiliza multiples pares de cebadores, a menudo dirigidos a genes especificos como VP2, lo
que permite la identificacion simultanea de varios serotipos en una sola reaccion,
optimizando tiempo y recursos (Saminathan et al., 2020). Segun la OIE (2021), estos
enfoques moleculares han reemplazado en gran medida los métodos virolégicos e

inmunolégicos tradicionales, que requerian semanas para obtener resultados.

e SECUENCIACION GENOMICA
Aunque su aplicaciébn en diagnéstico rutinario sigue siendo limitada por el costo, la
secuenciacion del genoma viral, incluida la secuenciacion del genoma completo (WGS), es
fundamental para la identificacién inequivoca del serotipo, genotipo y topotipo (origen
geogréfico) de las cepas de VLA (Saminathan et al., 2020). La OIE (2021) destaca que la
variabilidad genética del virus segun su procedencia geografica puede aprovecharse para

estudios de genotipificacion y trazabilidad epidemiolégica.
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La creciente disponibilidad de bases de datos gendmicas internacionales, como GenBank,
y plataformas bioinformaticas especializadas como BTV-Glue, ha facilitado el disefio de
nuevos cebadores y sondas para actualizar los ensayos moleculares y detectar variantes
emergentes del virus (Saminathan et al., 2020; OIE, 2021). No obstante, la OIE (2021)
advierte que, debido a la sensibilidad extrema de la RT-PCR, pueden producirse falsos
positivos por contaminacién o falsos negativos por mala extraccion de ARN o disefio
inadecuado de cebadores, lo que resalta la importancia de la validacion y el control de

calidad en cada laboratorio.

DETECCION DE ANTIGENOS O PROTEINAS VIRALES
e ELISA SANDWICH

El ensayo ELISA de captura de antigeno (Ag-ELISA), también conocido como ELISA
sandwich (s-ELISA), es una técnica altamente sensible empleada para la deteccion directa
del VLA en sangre, tejidos o vectores. Se basa en la captura del antigeno viral entre dos
anticuerpos especificos dirigidos a distintos epitopos: uno inmovilizado en la placa
(anticuerpo de captura) y otro marcado con enzima (anticuerpo de deteccion). El s-ELISA
destaca por su alta especificidad, rapidez, bajo costo y facilidad de aplicacion, lo que lo
convierte en una herramienta eficaz para el cribado de grandes volimenes de muestras y

para estudios epidemiolégicos (Saminathan et al., 2020).

Se han desarrollado versiones basadas en anticuerpos policlonales y monoclonales, siendo
estas ultimas las mas sensibles y especificas para la deteccién del antigeno VP7 del VLA.
Los ensayos basados en anticuerpos monoclonales permiten identificar multiples serotipos
del virus y detectar el antigeno en muestras clinicas a partir de los primeros dias
postinfeccion, demostrando su utilidad tanto en diagnéstico como en vigilancia

epidemiolégica (Saminathan et al., 2020).

e INMUNOFLUORESCENCIA
Varios investigadores han desarrollado anticuerpos monoclonales, principalmente contra la
proteina VP7, que pueden utilizarse para la deteccion de serotipos del VLA. El ensayo de
inmunofluorescencia es una técnica convencional en la que los anticuerpos monoclonales

o antisueros (anticuerpos primarios) se unen a anticuerpos secundarios especificos
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marcados con diferentes fluorocromos, como el isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(Saminathan et al., 2020).

o INMUNOHISTOQUIMICA
La técnica de inmunoperoxidasa o inmunohistoquimica (IHC) permite detectar el antigeno
del VLA en secciones de tejidos infectados, ya sean fijadas en formalina o congeladas,
directamente en el sitio de la lesion. Esta metodologia posibilita no solo la identificacion del
virus, sino también la determinacion de su distribucion en distintos tejidos y tipos celulares.
El procedimiento se basa en el uso de anticuerpos primarios especificos contra el VLA,
generalmente obtenidos en conejos u ovejas, que reaccionan con un anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa, generando una coloracion positiva caracteristica. Mediante esta
técnica, se demostrd la presencia de la proteina VP7 del VLA en células endoteliales
arteriolares y capilares, macrofagos vy linfocitos del bazo, ganglios linfaticos y pulmones de

ovinos y caprinos infectados naturalmente (Saminathan et al., 2020).

Il. DETECCION INDIRECTA (detecta la respuesta inmune del hospedador):

Las pruebas indirectas no detectan al virus en si, sino la respuesta inmunoldgica generada
por el hospedador tras la exposicion al VLA. Estas técnicas se basan en la deteccién de
anticuerpos séricos especificos, lo que permite determinar si un animal ha estado en
contacto con el virus o0 ha sido vacunado. Las pruebas serolégicas mas empleadas son /os
ensayos de inmunodifusion en gel de agar (AGID), los ensayos de inmunoabsorcion ligados
a enzimas (ELISA) en sus formatos indirecto y de competencia, y la prueba de
neutralizacion viral (VNT) (OIE, 2021).

DETECCION DE ANTICUERPOS (SEROLOGIA)

o INMUNODIFUSION EN GEL DE AGAR (AGID)
Representa una técnica histérica en el diagndstico del VLA. Aunque actualmente ha sido
reemplazada por los ensayos ELISA debido a su baja sensibilidad y reacciones cruzadas

con virus relacionados, como el de la enfermedad hemorragica epizoética (EHE), aun se
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utiliza en algunos laboratorios como método complementario o de verificacion basica (OIE,
2021).

e ELISA DE COMPETENCIA (C-ELISA)
Se basa en la deteccién de anticuerpos monoclonales, dirigidos contra la proteina VP7, una
proteina estructural altamente conservada y especifica del serogrupo. Es muy sensible y
especifica (en comparacion con la inmunodifusién en gel de agar), rapida, barata y fiable.
Es considerada por la OIE (2021) la prueba de referencia para certificar animales como
libres de infeccidn por el VLA antes de los desplazamientos. Ademas, es adecuada para

cribado masivo y vigilancia rutinaria.

e ELISA INDIRECTO (I-ELISA)
Constituye una alternativa util en estudios seroldgicos y de vigilancia, permitiendo la
deteccién de anticuerpos especificos de serogrupo o frente a proteinas no estructurales
como la NS3. Este ultimo formato tiene una aplicacién especial en el enfoque DIVA
(Differentiating Infected from Vaccinated Animals), ya que posibilita distinguir los animales
infectados naturalmente de los inmunizados mediante vacunas inactivadas (Limozin &
Comtet, 2025).

o NEURALIZACION VIRAL (VNT)
Es considerada el método de referencia para la identificacion del serotipo del virus, dado
que mide la capacidad de los anticuerpos neutralizantes presentes en el suero para inhibir
la replicacién viral en cultivos celulares. Aunque laboriosa y demandante en tiempo, su alta
especificidad la convierte en una herramienta valiosa para caracterizar la respuesta

inmunitaria y evaluar la eficacia de la vacunacion (Saminathan et al., 2020).

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

El diagndstico del virus de la lengua azul (VLA) requiere una evaluacion cuidadosa de los
signos clinicos, la especie afectada y los antecedentes epidemiolégicos, ya que varias
27



enfermedades pueden presentar manifestaciones semejantes. Entre las principales
patologias infecciosas a considerar se incluyen la enfermedad hemorragica epizodtica, la
fiebre aftosa, la fiebre catarral maligna, la enfermedad de las mucosas, la rinotraqueitis
infecciosa bovina, la fiebre del Valle del Rift , la peste de los pequefios rumiantes, la viruela
ovina y caprina, la estomatitis vesicular y el ectima contagioso, todas ellas con lesiones o
signos compatibles en mucosas, piel o extremidades (Coetzee et al., 2012; Lear, 2025 ;0IE,
2021).

En el caso de los sindromes neonatales, particularmente el sindrome del ternero débil debe

contemplarse la diarrea viral bovina como diagnéstico alternativo (OIE, 2021).

Por otro lado, es necesario descartar etiologias no infecciosas, como los cuadros de
fotosensibilizacion por intoxicacion por plantas y micotoxinas, que pueden originar lesiones
cutadneas y orales semejantes a las observadas en la lengua azul (Coetzee et al., 2012;
OIE, 2021). En este contexto, la confirmacion diagndstica mediante pruebas de laboratorio
especificas resulta indispensable para diferenciar el VLA de otras enfermedades
vesiculares o hemorragicas de los rumiantes y establecer un diagnéstico definitivo (OIE,
2021).

MEDIDAS DE MANEJO Y CONTROL

El control de la enfermedad de la LA se enfoca primordialmente en la aplicacién de
estrategias preventivas o profilacticas, dado que el tratamiento de los rumiantes
clinicamente afectados durante los brotes es a menudo poco satisfactorio y se limita a
cuidados de soporte inespecificos (Maclachlan et al., 2015; Saminathan et al., 2020). La
piedra angular de estos programas es la vacunacién, complementada con medidas
rigurosas de vigilancia epidemiolégica (Jiménez-Cabello et al., 2020). La profilaxis mediante
inmunizacion ha demostrado ser fundamental para reducir las pérdidas econdmicas,
disminuir la morbilidad y la mortalidad, y posibilitar el movimiento seguro de animales
(Saminathan et al.,, 2020; OIE, 2021). Sin embargo, es vital que las estrategias de
vacunacion se adapten a los serotipos locales circulantes, ya que la proteccion es
especifica y existe una escasa inmunidad cruzada entre los distintos serotipos del virus de

la VLA (Saminathan et al., 2020). Por lo tanto, el control sostenible requiere un monitoreo
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continuo de la distribucion y evolucion genética de los serotipos en cada region (Jiménez-
Cabello et al., 2020).

En el plano vacunal, tradicionalmente se han utilizado dos tipos principales: las vacunas
vivas atenuadas (VVA) y las vacunas inactivadas. Las VVA, aunque son de bajo costo y
capaces de inducir una inmunidad robusta y protectora con una sola dosis (Saminathan et
al., 2020; OIE, 2021), conllevan riesgos biolégicos significativos. Estos incluyen la posible
reversion a formas virulentas, la transmisién por el vector Culicoides, la potencial
recombinacion con cepas de campo, y efectos adversos como abortos o teratogénesis en
animales gestantes (Jiménez-Cabello et al., 2020; OIE, 2021; Saminathan et al., 2020). Por
esta razon, su administraciéon debe ser restringida a épocas de baja actividad vectorial,
evitando la temporada de cria para prevenir pérdidas fetales (Saminathan et al., 2020). En
contraste, las vacunas inactivadas ofrecen un perfil de bioseguridad superior, eliminando el
riesgo de diseminacién o de efectos teratogénicos, y han demostrado ser eficaces en
campanas de control, como en la erradicacion del serotipo VLA-8 en Europa (OIE, 2021;
Saminathan et al., 2020). No obstante, su desventaja radica en su mayor costo, su menor
inmunogenicidad y la necesidad de dosis multiples para alcanzar una proteccion duradera
(Jiménez-Cabello et al., 2020; Maclachlan et al., 2015; Saminathan et al., 2020).

Los avances en biotecnologia han impulsado el desarrollo de vacunas recombinantes
vectorizadas, catalogadas como de "nueva generaciéon". Estas formulaciones utilizan
vectores virales modificados para expresar antigenos del VLA, lo que permite inducir una
respuesta inmunoldgica robusta sin el riesgo asociado a la replicacion del virus completo.
Su principal ventaja funcional, ademas de la seguridad, es la capacidad de posibilitar la
estrategia DIVA (Differentiating Infected from Vaccinated Animals), que es crucial para
distinguir entre animales que han sido vacunados y aquellos que han adquirido la infeccién
de forma natural (Jiménez-Cabello et al., 2020). Esta herramienta es esencial para la
vigilancia, el control de brotes y, fundamentalmente, para el mantenimiento de la
certificacion sanitaria necesaria para el comercio internacional. Si bien estas vacunas
recombinantes aun se encuentran en gran medida en fase experimental y no han sido
aprobadas para uso comercial en todos los casos, representan una herramienta clave para
reducir el impacto sanitario y econdémico de la enfermedad a nivel global (Jiménez-Cabello
et al., 2020; OIE, 2021).
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Aunque la vacunacion es la estrategia central, las medidas de control del Culicoides son un
complemento esencial. La eliminacion total de estos vectores en el ambiente no es
generalmente viable, en particular en entornos de pastoreo extensivo. Sin embargo, la
proteccion fisica de los animales en riesgo es una medida efectiva: alojar a las ovejas en
edificios protegidos, especialmente durante el pico de actividad del vector (desde el
anochecer, al amanecer), minimiza la exposicién a las picaduras (Saminathan et al., 2020).
Esta medida es mas util contra especies que se alimentan al aire libre (exofagia)
(Maclachlan et al., 2015). Para animales de alto valor, se pueden utilizar recintos
completamente cerrados o mallas finas impregnadas con piretroides sintéticos en ventanas
y puertas de los establos (Maclachlan et al., 2015; Saminathan et al., 2020). Otras medidas
incluyen la aplicacién directa de repelentes como el DEET, aunque su efecto es temporal y
su uso continuo en rumiantes es logisticamente complejo. Finalmente, la destruccién de
criaderos mediante el drenaje de charcas o la eliminacion regular de montones de estiércol
y paja es crucial para reducir las poblaciones larvarias, un enfoque que debe formar parte

de un control vectorial integrado y multidisciplinario (Saminathan et al., 2020).

JUSTIFICACION DE LA PROPUESTA

A pesar de los avances alcanzados en el desarrollo de técnicas diagnésticas para la
deteccion del VLA, aun persisten limitaciones, en ciertos contextos econdémicos, que
evidencian la necesidad de optimizar estos métodos. La mayoria de las pruebas disponibles
presentan tiempos de respuesta prolongados o costos operativos elevados, sobre todo en
Argentina, lo que restringe su aplicacion rutinaria. Un diagndstico rapido, preciso y
econdmico resulta fundamental, ya que permite a las autoridades competentes implementar
de manera oportuna las medidas de control necesarias ante la aparicion de brotes,

reduciendo asi la diseminacion del virus (Rojas et al., 2019).

En este sentido, las estrategias futuras para mejorar el diagnéstico del VLA deben
orientarse al desarrollo de ensayos de laboratorio mas rapidos, sensibles y especificos,
capaces de detectar antigenos o anticuerpos del virus con un requerimiento minimo de
equipamiento, lo que favorece su utilizacion tanto en laboratorios como en contextos de

diagndstico en campo (Rojas et al., 2019).
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Alineado con este propodsito, el Dot Blot (0 Ensayo de Inmunounion de Punto o
Inmunoperoxidasa de Punto emerge como un método posible que aborda directamente

estas limitaciones.

El Dot Blot es una de las maneras mas sencillas de determinar la presencia de una proteina
de interés en una muestra. También resulta util para comprobar la especificidad de los
anticuerpos y optimizar los titulos de anticuerpos antes de realizar un Western Blot. Si bien
ambas técnicas comparten una metodologia similar, el Dot Blot es significativamente mas
rapido porque evita la separacion de proteinas (Jackson ImmunoResearch Laboratories,
2022).

Los Dot Blots son similares a los Western Blots, pueden ser disefadas para pruebas
directas o indirectas, ya que implican la deteccion de proteinas unidas a una membrana
mediante anticuerpos. Sin embargo, la principal diferencia entre ambas técnicas radica en
que el Dot Blot no requiere separacion electroforética. En el caso de un Dot Blot directo,
durante el procedimiento, la muestra (normalmente un lisado celular o tisular, o una proteina
recombinante) se aplica directamente sobre una membrana de nitrocelulosa o PVDF, la
cual se bloguea antes de la incubacion con el anticuerpo primario. Tras realizar el lavado
para eliminar el exceso de antigeno a detectar no unido, se afiade un anticuerpo secundario
marcado con una molécula de deteccion, como la peroxidasa de rabano picante (HRP) o
un colorante fluorescente, que permite visualizar la proteina diana. En el caso de la prueba
de Dot Blot indirecta, el elemento que se inmoviliza en la membrana es el antigeno reactivo,
al que se enfrenta con el suero del animal sospechoso, y para su deteccion se agrega un
anticuerpo secundario que permite visualizar la presencia del anticuerpo primario presente

en la muestra sérica problema (Jackson ImmunoResearch Laboratories, 2022).

HIPOTESIS

El Dot Blot es una técnica de buen rendimiento analitico para ser utilizada en el diagndstico

seroldgico de la lengua azul en Argentina.

OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la utilidad del Dot Blot como método alternativo para el diagnéstico seroldgico de

lengua azul.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estandarizar la técnica Dot Blot como prueba de cribado para la deteccion de anticuerpos
contra el virus de la lengua azul.

- Implementar y evaluar el Dot Blot para la deteccion de anticuerpos contra el virus de la
lengua azul con antigeno nativo comercial, determinando su rendimiento diagndstico
frente a un panel de sueros control positivos y negativos de bovinos.

- Implementar y evaluar el Dot Blot para la deteccion de anticuerpos contra el virus de la
lengua azul, con la proteina recombinante no estructural NS1 como antigeno, analizando
su potencial para la deteccion serolégica.

- Comparar la sensibilidad y aplicabilidad del método empleando ambos antigenos en
sueros individuales y en pools de sueros.

- Generar evidencia preliminar que respalde investigaciones futuras con un mayor nimero
de muestras, orientadas a la estandarizacion del Dot Blot y a su aplicacion en estudios

de prevalencia seroldgica de la enfermedad en Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de suero

Se empled un panel de 10 sueros bovinos control positivos y negativos a infeccion por VLA

chequeados por ELISA indirecto e Inmunodifusion y provenientes del INTA Castelar.

Estandarizacion del Dot Blot

Con el propésito de identificar el antigeno mas adecuado para la deteccidon serolégica del
virus de la lengua azul, se evalu6 dos alternativas: un antigeno nativo comercial
(Bluetongue Virus Antibody Test Kit AGID-VMRD®) y la proteina no estructural NS1

recombinante (rNS1) a una concentracién de 300 pg/ml, obtenida previamente en un
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sistema de expresion Baculovirus por el equipo de la Catedra de Inmunologia Veterinaria
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP (Mortola et al., 2022).

La estandarizacion de la técnica comprendio la determinacion de la concentracion éptima
de cada antigeno para la sensibilizacién de las membranas de nitrocelulosa, utilizando el
panel de sueros bovinos control. Este proceso permitid establecer las condiciones
experimentales que aseguren una adecuada sensibilidad y especificidad analiticas del

ensayo.

Las membranas se recortaron en secciones de dimensiones uniformes y fueron
manipuladas con pinzas y guantes estériles a fin de evitar contaminaciones.
Posteriormente, se colocaron sobre superficies hidréfobas y se sometieron a un proceso de
sensibilizacién con 2, 3y 4 yuL de los dos antigenos empleados (el antigeno comercial nativo
y la recombinante NS1 del VLA). El bloqueo de las membranas se llevo a cabo durante una
hora a temperatura ambiente en tampoén TBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, pH 7,5)
suplementado con Tween 20 al 0,1% y leche en polvo descremada al 5%, con el objetivo
de reducir las uniones inespecificas. Tras la etapa de bloqueo, las membranas se incubaron
por 45 min a 372C con los sueros bovinos individuales y pooles de sueros 1/4y 1/8 (1 suero
positivo y 3 sueros negativos; y 1 suero positivo y 7 sueros negativos, respectivamente). Si
bien no existe un numero unico universal, pero la practica comun en el diagnéstico es no
superar los 8-10 sueros en un pool para mantener la sensibilidad diagndstica (Jain et al.,
2023). Tanto los sueros individuales como los pooles se diluyeron, para su analisis por Dot
Blot 1/25; 1/50 y 1/100 en TBS con Tween 20 al 0,1% y leche en polvo al 5%. La incubacion
se realiz6 durante una hora a temperatura ambiente bajo agitacion constante.
Posteriormente, las membranas fueron sometidas a tres lavados sucesivos de cinco
minutos cada uno en TBS con Tween 20 al 0,1%. A continuacion, se procedid a la
incubacién por 45 min a 37°C con el conjugado anti-IlgG bovina unida a peroxidasa
(Immunoresearch Lab. Inc., PA, USA) diluido 1:1000 en PBS. Una vez completada esta
etapa, se efectuaron nuevamente tres lavados de cinco minutos cada uno. El revelado de
la reaccion se llevd a cabo mediante la adicion del sustrato/cromégeno (orto-fenilendiamina
(OPD) combinados con perdxido de hidrégeno), deteniéndose el proceso con agua
destilada una vez evidenciada la aparicion de color en los controles positivos, a fin de

prevenir reacciones inespecificas.
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Finalmente, la interpretacion de los resultados se basé en la evaluacion visual de las
membranas, registrando la presencia o ausencia de sefal como indicador de la reactividad

seroldgica frente a los antigenos empleados.

A continuacion, se presentan imagenes (1, 2, 3 y 4) que ilustran los procesos de la prueba

de Dot Blot.

Imagen 1: Sensibilizacion de la membrana con los

antigenos

Imagen 2: Bloqueo de la membrana para luego recortar
la membrana en cuadrados. En los pocillos de la placa

ya estan los sueros controles diluidos en buffer.
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Imagen 3: Introduccién de la membrana sensibilizada y
bloqueada en los pocillos para su incubacién con los

sueros controles.

Imagen 4: Lavados e incubaciones con el anticuerpo

., secundario (Conjugado).

e e e
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RESULTADOS

La concentracion de antigeno contenida en 2 pL resulto ser el elegido para el desarrollo de
la prueba, ya que proporcioné los mejores resultados para la visualizacién en la membrana
y una perfecta distincidn entre los resultados de muestras positivas y negativas (Imagen A

y B respectivamente); no hallandose diferencias entre los dos antigenos empleados.

Imagen A: Sueros control positivos

r 2] lfjh“

Imagen B: Sueros control negativos

El soporte que permitié la mejor agitacion, sin competir con la membrana, fue la placa de
cultivo celular de 48 pocillos de fondo plano.

La diluciéon que mostroé los mejores resultados para el suero fue de 1:50 y para el conjugado
empleado en esta experiencia de 1:1000 (la dilucién del conjugado depende del producto
empleado y de sus condiciones y tiempo de almacenamiento).

En la Tabla 1 se resumen los resultados obtenidos del analisis por Dot Blot de los sueros
bovinos control, empleando los dos antigenos diagnésticos, con una concentracion de

antigeno de 2 pL y una dilucion de los sueros de 1/50.

Tabla 1: Resultados obtenidos del analisis por Dot Blot de los sueros bovinos control
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Muestras de suero Antigenos diagndsticos
Comercial Recombinante
Nativo rNS1

Controles Positivos

1 + +

2 + +

3 + +

4 + +

5 + +

Controles Negativos

1 - -

3 - -

4 - -

5 - -

Pooles

1/4 + +

1/8 - -

Los resultados de este estudio empleando los dos antigenos en forma independiente,
arrojaron una concordancia total (kappa = 1\) con los sueros del panel control. En el analisis
de los pooles, las diluciones de sueros de 1/4 resultaron ser capaces de arrojar resultados

positivos, no asi la diluciéon 1/8 (Imagen C y D respectivamente).
&
Imagen C: Pool de sueros 1/4 Imagen D: Pool de sueros 1/8

En todos los casos, las membranas presentaron puntos bien definidos y facilmente

distinguibles entre reactivos y no reactivos, sin aparicion de senales dudosas o artefactos.
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La claridad de las reacciones permitio interpretar los resultados de forma rapida y confiable,

destacando una vez mas la sencillez operativa del método.

DISCUSION

El presente trabajo evalud la aplicacion de la técnica Dot Blot como herramienta serolégica
para la deteccién de anticuerpos contra el VLA, con énfasis en su potencial uso como

prueba de cribado dentro de sistemas de vigilancia epidemioldgica.

La ventaja del Dot Blot reside en la capacidad de verificar de forma rapida y directa la
presencia de una proteina blanco en una matriz biolégica. A diferencia del Western Blot
convencional, el método aqui estudiado omite la separacion electroforética, lo cual optimiza
los tiempos operativos y reduce la complejidad del equipamiento, al prescindir de la
polimerizacion de geles y de los sistemas de transferencia de alta corriente (Jackson

ImmunoResearch Laboratories, 2022).

Esta propuesta se fundamenté en diversos estudios que han demostrado la aplicabilidad
del Dot Blot en el diagndstico serolégico de enfermedades infecciosas. En el ambito
veterinario, Bastos et al. (2018) evaluaron el uso del Dot Blot para el diagnéstico serologico
de la brucelosis bovina, observando valores de sensibilidad y especificidad comparables a

los de técnicas de referencia, asi como un alto grado de concordancia diagndstica.

En medicina humana, la técnica ha sido aplicada con éxito en el diagnéstico de
enfermedades parasitarias y bacterianas. Eamsobhana et al. (2004) desarrollaron un Dot
Blot ELISA para el diagndstico especifico de la parastrongiliasis humana, demostrando una
sensibilidad y especificidad del 100 % al emplear antigenos bien caracterizados, lo que
subraya la relevancia de la correcta seleccidon antigénica en el rendimiento del ensayo. De
manera mas reciente, Blanco et al. (2025) desarrollaron y estandarizaron un Dot Blot IgM
in-house para el diagnéstico seroldgico de leptospirosis humana, concluyendo que la
técnica presenta un desempefio adecuado como prueba de cribado, con buena

reproducibilidad y facilidad de interpretacion.

En el presente estudio, la implementacion del Dot Blot permitid6 demostrar la factibilidad
técnica del método, empleando tanto antigeno nativo comercial como la proteina

recombinante rNS1. El uso de un antigeno recombinante de produccion local podria tener
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una ventaja econdmica a nivel regional a diferencia del antigeno nativo comercial La
estandarizacion de variables criticas —concentracion antigénica, eleccién y diluciones de
sueros controles y conjugados, condiciones de bloqueo— fue determinante para obtener
sefales claras y reproducibles, en concordancia con lo sefialado por Eamsobhana et al.
(2004) y Blanco et al. (2025), quienes destacan que el rendimiento del Dot Blot depende en
gran medida de una adecuada calibracion de los reactivos frente a estandares y

optimizacién del protocolo.

Si bien el numero de muestras analizadas en este estudio piloto no permite realizar un
analisis estadistico robusto, los resultados obtenidos constituyen una evidencia preliminar
solida respecto al potencial del Dot Blot como herramienta diagnéstica para la infeccién por
VLA.

El uso de proteinas recombinantes representa un aspecto particularmente relevante, ya que
aporta ventajas en términos de estandarizacion, bioseguridad y reproducibilidad
interlaboratorial. La bibliografia indica que los antigenos recombinantes permiten reducir la
variabilidad asociada a preparaciones biolégicas complejas y minimizar reacciones
inespecificas (Bastos et al., 2018; Blanco et al., 2025), lo que resulta especialmente valioso.
La ventaja de control epidemiolégico en el uso de la rNS1, al ser una proteina no estructural
del virus, radica en su potencial uso para diferenciar animales infectados de vacunados, de
particular interés cuando las medidas de control en Argentina recomienden el uso de una

vacuna inactivadas o vacunas a particulas virales sintéticas

Al comparar conceptualmente el Dot Blot con técnicas serolégicas de referencia como
ELISA, es importante remarcar que ambas no deben entenderse como excluyentes. El
ELISA ofrece una elevada sensibilidad y especificidad, asi como la posibilidad de
procesamiento masivo, pero requiere infraestructura, equipamiento y costos que no siempre
son accesibles. El Dot Blot, en cambio, se destaca por su simplicidad, bajo requerimiento
instrumental y rapidez, caracteristicas que lo convierten en una herramienta

complementaria ideal para una estrategia diagndstica escalonada.

Como limitaciones del Dot Blot se debe mencionar su caracter cualitativo o semicuantitativo
y la interpretacion visual de los resultados, lo que puede introducir cierto grado de
subjetividad, especialmente en muestras con reactividad débil. No obstante, esta limitacién
ha sido sefalada también en otros estudios y puede ser mitigada mediante el uso

sistematico de controles adecuados y criterios de lectura estandarizados (Blanco et al.,
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2025). Asimismo, la técnica no permite discriminar el momento de la infeccién, limitacién

compartida con la mayoria de las pruebas serolégicas convencionales.

En conjunto, los resultados obtenidos y su analisis a la luz de la bibliografia disponible
permiten posicionar al Dot Blot como un método alternativo, simple, preciso y rapido que
permita evaluar un gran numero de muestras para facilitar el diagnéstico de la infeccion por
el VLA, con un rol definido dentro del diagnéstico seroldgico del VLA, particularmente

orientado al cribado y a la vigilancia epidemioldgica.
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