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EDITORIAL

La AAVLD concreta su XXI Reunién Técnico Cientifica en la provincia de Jujuy. Este
libro de Memorias compila la presentacion de trabajos cientificos y resumenes de
conferencias, plasmando el esfuerzo de la comunidad de colegas, que orientan el ejercicio
de la profesion al aporte cientifico y al apoyo diagnostico en salud animal y la cadena
agroalimentaria.

Sin dudas que el desafio de ofrecer este evento en una provincia tan distante y en
un afio econdmicamente dificil, nos colocé en la situaciéon de redoblar esfuerzos para
alcanzar el éxito con el nivel organizativo y académico adecuado. La desinteresada
colaboracion y el alto compromiso puesto de manifiesto por los integrantes de la Comisién
Directiva en la organizacion, planificacién y concrecion de nuestra Reunién bienal, merece
mi mayor reconocimiento y agradecimiento a cada uno de ellos.

El planteo de una opcion interesante para la region en cuanto a las tematicas
propuestas, con el aporte de destacados especialistas nacionales e internacionales,
consideramos que seguramente propiciara un espacio de intercambio de conocimientos y
discusion, para una region con un gran potencial ganadero, en la que el diagndstico de las
enfermedades animales conforma un punto critico para el desarrollo exitoso de la
produccion pecuaria.

En ésta oportunidad en que la historia de la AAVLD recala en Jujuy, tierra natal de
quien fuera socio fundador y primer Presidente de la misma, nos congratula brindar un
merecido reconocimiento a un hombre de bien, que supo marcar sendas que muchos
convirtieron en camino, encontrando un alentador ejemplo para seguir. Por estas razones
nominamos “Dr. Bernardo Jorge Carrillo a ésta XXI Reunion Técnico Cientifica.

Finalmente, me queda agradecer a cada uno de los asistentes, disertantes y
auspiciantes, que sin dudas también se esforzaron para estar presentes y colaborar dentro
de sus posibilidades, y a cada una de las personas que de alguna manera aportaron para
la concrecion de este evento, esperando que todos disfruten también de nuestra provincia
y Sus paisajes.

Raul Eduardo Marin

Presidente de la AAVLD
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ENFERMEDADES NEUROLOGICAS EN BOVINOS

Franklin Riet Correa
Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA)
La Estanzuela, Colonia, Uruguay
Email: frcorrea@inia.org.uy

Se describen las enfermedades del sistema nervioso central (SNC) de bovinos. Tres enfermedades
gue causan signos cerebrales y ceguera tienen signos clinicos y patologia semejante: polioencefalomalacia
por intoxicacién por azufre, intoxicacién por sal y carencia de vitamina B1 (acidosis crénica); encefalitis por
herpesvirus bovino-5; e intoxicacién por plomo. Las 3 causan polioencefalomalacia, pero la encefalitis por
HVB-5 causa también encefalitis. En el caso de intoxicacion por plomo el diagndstico es por la epidemiologia
y la determinaciéon del metal. La encefalopatia hepatica causada por plantas que contienen alcaloides
pirrolizidinicos que causan fibrosis hepatica se caracteriza por agresividad, diarrea y tenesmo rectal y cuando
es causada por plantas que causan necrosis hepética se observan materias fecales con muco o sangre. En
la histologia se observa vacuolizacién de la mielina. También la babesiosis por Babesia bovis causa signos
cerebrales. La lesion caracteristica es la congestion de la corteza cerebral y la presencia de Babesia bovis en
los eritrocitos presentes en los capilares. Dentro de las enfermedades que afectan el cerebelo y/o tronco
encefdlico se encuentran la hipoplasia y la abiotrofia cerebelar, la listeriosis. Las intoxicaciones por plantas
gue contienen swainsonina causan vacuolizacion de diversas células del SNC y otros 6rganos. La intoxicacion
por Solanum spp. causa vacuolizacion de las neuronas de Purkinje y la intoxicacion por Prosopis juliflora
causa vacuolizacion de neuronas motoras de los nucleos de los nervios craneanos, principalmente el facial.
En la intoxicacién por closantel, que causa edema intramielinico, el signo clinico mas frecuente es la ceguera
por degeneracién del nervio ptico. Entre las enfermedades que afectan la médula se encuentran la carencia
de cobre que causa degeneracion de la mielina en corderos y cabritos y la leucosis bovina, ambas con paresia
progresiva y paralisis. Otras enfermedades son la intoxicacion por Ramaria flavo-brunnescens y la amebiasis
cerebral. Las intoxicaciones tremorgénicas caracterizadas por temblores de intensién (cerebelares) o
generalizados, reversibles, incluyen las intoxicaciones por Claviceps paspali, Cynodon dactylon, y raigras
staggers, que deben ser diferenciadas de las intoxicaciones por Phalaris spp, que causa pigmentacion del
encéfalo y la diplodiosis, causada por Stenocarpella maydis, que ocasiona, en algunos casos, degeneracion
de la mielina. Otra micotoxicosis de importancia es la intoxicacién por toxinas de Aspergillus clavatus (patulina
y otras micotoxinas) que infecta subproductos de cebada. Dentro de las enfermedades que causan encefalitis
y mielitis difusas del sistema nervioso la mas conocida es la rabia, principalmente la forma paralitica,
transmitida por murciélagos. Algunas enfermedades que causan signos nerviosos y no presentan lesiones
incluyen el botulismo que presenta paralisis flacida, el tétano y la intoxicacién por urea que tiene que ser
diagnosticada por los datos epidemiolégicos. La intoxicacion por algunas lactonas macrociclicas ocurre en
animales jévenes y es generalmente reversible. En el nordeste del Brasil, Talisia esculenta e Hybanthus
calceolaria causan signos nerviosos sin lesiones histologicas y deben ser diagnosticadas principalmente por
los signos clinicos, ausencia de lesiones y presencia de las plantas. Los signos clinicos de los abscesos
cerebrales, la criptococosis, y la coenurosis son progresivos y variables, dependiendo de la localizacion de
las lesiones. En el caso de traumatismos los signos aparecen repentinamente con tendencia a permanecer
estables o mejorar gradualmente. En areas donde la tuberculosis tiene frecuencia alta las infecciones pueden
afectar el sistema nervioso causando, principalmente meningitis granulomatosa. La tripanosomiasis por
Tripanosoma vivax causa brotes en algunas regiones de Brasil donde los Tabanideos, que son los vectores
mecanicos del parasito, no ocurren todo el afio. Los signos mas marcados son adelgazamiento y anemia,
pero algunos animales presentan signos nerviosos con severa encefalitis. Otras enfermedades que, a pesar
de no afectar directamente el SNC causan signos nerviosos son la cetosis y la hipocalcemia, que deben ser
diagnosticadas por la patologia clinica.



ENFERMEDADES NEUROLOGICAS EN EQUINOS

Franklin Riet Correa
Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA)
La Estanzuela, Colonia, Uruguay
Email: frcorrea@inia.org.uy

Se describen las enfermedades del sistema nervioso central (SNC) de equinos. De las enfermedades
viricas la mas frecuente en Brasil es la rabia transmitida por murciélagos hematéfagos que puede causar
signos clinicos variados, con lesiones inflamatorias de encéfalo y médula. En aproximadamente 50% de los
casos se observan corpusculos de Negri. También ocurre la encefalomielitis equina del este, que aparece en
épocas de abundancia de mosquitos. Los signos son de andar en circulo y otras manifestaciones cerebrales
y, en menor grado, signos de tronco encefalico o médula. Las lesiones histolégicas muestran encefalitis
severa, con necrosis neuronal, neuronofagia y hemorragias. Otra enfermedad virica de ocurrencia esporadica
es la mielitis por Herpesvirus equino-1, que generalmente tiene un curso agudo con lesiones severas de la
médula que causan paralisis e incontinencia urinaria. La leucoencefalomalacia causada por Fusarium
verticillioides (monoliforme), que crece en maiz y subproductos del mismo, es una enfermedad aguda que en
la mayoria de los casos causa la muerte en 12-24 horas. Las lesiones de malacia de la substancia blanca del
encéfalo y con menor frecuencia del tronco encefalico son caracteristicas de la intoxicacion, que ocurre
principalmente en invierno cuando es mas frecuente la administraciéon de maiz. La mieloencefalitis por
Sarcocystis neurona es una enfermedad cronica, esporadica, con signos clinicos caracteristicos de lesiones
asimétricas focales de los nucleos de los nervios craneanos y médula. El diagnéstico debe ser realizado por
la presencia de anticuerpos en el liquido cefalorraquideo. Las lesiones histologicas son caracteristicas y el
agente causal puede ser identificado por inmunohistoquimica. Tripanosomiasis por Trypanosoma evansi
causa una enfermedad caquectizante progresiva con evolucion clinica de varios meses. Algunos animales, 2
a b dias antes de la muerte, presentan signos clinicos cerebrales y, con menor frecuencia, de la médula. Otros
equinos desarrollan solamente signos nerviosos y mueren en hasta 7 dias. Las lesiones macroscépicas del
SNC se caracterizan por malacia y edema semejantes a las observadas en la leucoencefalomalacia. Se
diferencia de esta Ultima por ser de evolucién clinica mas prolongada y por presentar, histolégicamente,
severa encefalomielitis con células de Mott. La enfermedad mas frecuente en caballos del nordeste de Brasil
es la intoxicacion por Crotalaria retusa que causa lesiones hepaticas y encefalopatia hepatica con ceguera,
movimientos involuntarios, presion de la cabeza contra objetos y ataxia. El diagnéstico se realiza por las
lesiones histolégicas hepaticas. Signos reversibles de lesiones de los nudcleos de los nervios craneanos son
observados en la intoxicacion por Bambusa vulgaris. La intoxicacién por Hypochoeris radicata es frecuente
en Uruguay Yy Brasil. El principal signo clinico es arpeo bilateral en caballos por lesiones de desmielinizacion,
regeneracion y remielinizacion de los nervios periféricos, principalmente los de los miembros posteriores.
Abscesos del sistema nervioso son raros en caballos, pero los traumatismos son frecuentes. Los signos
clinicos dependen de la localizacién de las lesiones. Los abscesos tienen un curso clinico subagudo o crénico
y los traumatismos aparecen en forma subita y los signos se mantienen estables o regresan lentamente. El
tétano es una enfermedad frecuente en equinos y otros équidos no vacunados. Para veterinarios la
vacunacién o utilizacion de suero o antibidticos es imprescindible para la practica de castracion u otras
practicas quirdrgicas.



TOXOPLASMOSIS EN PEQUENOS RUMIANTES
Mota Rinaldo A.1,Venturini M.C.2 Universidad Federal Rural do Pernambuco. Brasil. 2LAINPA, FCV, U.N.L.P.
Argentina, cventuri@fcv.unlp.edu.ar

La toxoplasmosis es una protozoosis sistémica producida por un parasito de localizacion intracelular denominado
Toxoplasma gondii. La infeccion por este parasito es cosmopolita y la principal repercusion clinica de la toxoplasmosis
caprina es el aborto, lo que produce severas pérdidas econdmicas a los productores rurales. Los felinos son los
hospedadores definitivos de este parasito y son considerados el principal factor de riesgo para la diseminacion de la
toxoplasmosis. Los felinos eliminan ooquistes en las heces que contaminan los alimentos y agua, siendo la ingestion de
ooquistes la principal forma de infeccién de la cabra. En la cabra gestante, el parasito llega al Gtero por la via sanguinea
y se multiplica en los tejidos fetales dando origen a reabsorcion embrionaria, aborto, momificacion fetal o nacimiento
prematuro, lo que dependera del grado de inmunocompetencia fetal. El impacto en la salud publica de la toxoplasmosis
caprina suele ser mas relevante en los paises o regiones con alta densidad de cabras y con habitos de consumo de carnes
poco cocidas contaminadas con quistes y leche con taquizoitos del parasito. El diagnéstico en los casos de abortos es
dificil, siendo necesario enviar el material a laboratorios especializados. El control de la toxoplasmosis caprina es posible
mediante la implementacion de medidas adecuadas de manejo del rebafio, la utilizacion de farmacos y la vacunacion. En
las ovejas la presentacion de esta enfermedad es muy parecida, pero en las cabras, pueden ocurrir abortos a repeticién.
La presencia de T. gondii puede determinarse con diferentes métodos de diagnéstico. Entre los directos, la presencia de
quistes tisulares o taquizoitos se puede observar en fresco o en muestras de tejidos obtenidas post-mortem o mediante
estudios histopatoldgicos en los que es posible asociar la presencia del parasito a determinadas lesiones. Con técnicas
inmunohistoquimicas como la prueba del complejo avidina biotina y estreptavidina biotina y sueros hiperinmunes anti-
T.gondii se puede confirmar el diagndstico diferenciando de protozoos de morfologia similar como N. caninum. El
aislamiento de parasitos se realiza in vivo e in vitro a partir de material sospechoso. Mediante nested PCR RFLP, en la
actualidad se utilizan entre 9 y 11 marcadores para identificar los diferentes clonotipos o genotipos. Los indirectos detectan
anticuerpos en el suero, liquido fetal, liquido cefalorraquideo y humor acuoso. La sensibilidad y especificidad de estas
pruebas varia de acuerdo a las caracteristicas del antigeno. En algunas de ellas éste consiste en taquizoitos enteros, por
lo que los epitopes superficiales son los que estan expuestos; en otras se utilizan taquizoitos fragmentados, por eso
pueden estar mayormente expuestos los epitopes citoplasmaticos. Se ha difundido el uso de la prueba de
inmunofluorescencia indirecta con taquizoitos completos. También se utilizan diferentes pruebas de ELISA.Es importante
tener en cuenta que en estas pruebas indirectas se debe emplear un conjugado anti especie especifico de acuerdo a las
indicaciones del laboratorio elaborador. Las pruebas de aglutinacién directa utilizan taquizoitos inactivados completos,
gue se enfrentan con el suero problema. En las de aglutinacion indirecta, las fracciones antigénicas de los taquizoitos son
adsorbidas a particulas utilizadas como soporte. Si bien pueden utilizarse para estudios de prevalencia serolégica, no son
aconsejables para el diagnostico y seguimiento serolégico ya que por sus caracteristicas no detectan estados iniciales de
la infeccién. Todas las pruebas de aglutinacion que han sido creadas para el diagnéstico en humanos, deben validarse
antes de utilizarlas en animales. La identificacion de anticuerpos en los liquidos fetales y la presencia de anticuerpos,
previo a mamar el calostro, indican la infeccién transplacentaria. Por lo tanto, la posible relaciéon con el aborto y/o el
nacimiento de animales infectados congénitamente, pero clinicamente sanos. Es aconsejable la determinacion de
anticuerpos en grupos de animales con y sin abortos de una misma explotacién. La seroprevalencia de este protozoo en
cabras es variable, en diferentes zonas geograficas de Argentina. En estudios recientes Gos y col. analizaron 2187 sueros
de cabras de 76 hatos de la provincia de Cdrdoba detectando anticuerpos para T. gondii en el 33,3% y en el 4,2% para
N. caninum. En la provincia de Buenos Aires se detectaron anticuerpos para T. gondii en el 63% de 735 caprinos de 17
establecimientos lecheros. Hecker y col. analizaron 6 tambos ovinos de la regién de la pampa humeda para determinar la
presencia de anticuerpos para T. gondii y N. caninum, detectando un 17,3% (n=704) y 3% de animales seropositivos,
respectivamente. Sin embargo, en ambas especies, no se conoce la relacién entre estas seroprevalencias con la
frecuencia en la aparicion de abortos en este tipo de explotaciones, como tampoco la posible relacion con las
caracteristicas geograficas.

- Gos M.L, Manazza J, Moré G, De Felice L, Unzaga J, Spath E, Venturini M.C. Seroprevalence of toxoplasmosis
and neosporosis in goats from Cérdoba, Argentina. Apicomplexa 2012: International Meeting on Apicomplexan Parasites
in Farm Animals, Lisboa, Portugal.

- Gos M.L, Manazza J, Moré G, Pardini L, Unzaga J, Spath E, Venturini M.C. Seroprevalence of toxoplasmosis and
neosporosis in dairy goats from Buenos Aires, Argentina. Apicomplexa 2012: International Meeting on Apicomplexan
Parasites in Farm Animals, Lisboa, Portugal.

- Hecker Y.P, Moore D.P, Manazza J.A, Unzaga J.M, Spath E.J.A, Pardini L. L., Venturini M. C, Roberi J.L, Campero
C.M. First report of seroprevalence of Toxoplasma gondii and Neospora caninum in dairy sheep from humid pampa. Trop
Anim Health Prod. 2013. 45 (7):1645-7.



VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE LA BESNOITIOSIS BOVINA

G. Alvarez-Garcia, L.M. Ortega-Mora, C. Diezma-Diaz, J. Moreno-Gonzalo, A. Jiménez-Meléndez, P.
Garcia-Lunar, D. Gutiérrez-Expdsito, |. Ferre-Pérez

Grupo SALUVET. Dpto. de Sanidad Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid,
28040 Madrid, Espafia. saluvet@vet.ucm.es

La besnoitiosis bovina, ocasionada por el protozoo apicomplejo Besnoitia besnoiti, es una enfermedad
de curso crénico y debilitante que ocasiona importantes pérdidas econémicas. Aunque muchos animales
pueden permanecer asintomaticos, la gravedad es variable, pudiendo ocasionar una pérdida de la condicién
corporal, esterilidad en los toros y, ocasionalmente, abortos e incluso la muerte de los animales enfermos.
Por tanto, esta enfermedad origina pérdidas economicas importantes, ya que afecta negativamente a los
parametros productivos y reproductivos en explotaciones extensivas o semi-extensivas de carne.

La enfermedad esta muy extendida en paises del Africa sub-sahariana y diversas zonas de Asia. Ademas,
en las dos Ultimas décadas, se ha observado un aumento del nimero de casos y una notable expansion
geografica de la enfermedad desde paises donde la enfermedad es endémica (Francia, Portugal, Espafia e
Italia) a paises del centro y este de Europa. Recientemente, la enfermedad también se ha descrito en las Islas
Britanicas, por lo que en la actualidad esta considerada como una enfermedad re-emergente en Europa y
cuya expansioén contindia. Probablemente, este hecho se deba a que su transmision se ve favorecida por las
practicas de manejo que habitualmente se realizan en explotaciones de vacas nodriza: monta natural, uso de
pastos compartidos, incorporacion de animales sin controles sanitarios previos y un incremento en el comercio
y circulacion de reproductores. Este hecho ha facilitado la difusion de la enfermedad por la adquisicion de
animales infectados, que en muchos casos no muestran signos clinicos o lesiones evidentes (portadores
asintomaticos).

En el continente americano se desconoce, hasta el momento, si la enfermedad esta presente. Por tanto,
los veterinarios deben familiarizarse con la enfermedad para identificar casos sospechosos, confirmar la
presencia de la enfermedad y evitar su entrada en zonas libres, ya que esta zona del mundo cuenta con el
mayor censo vacuno de carne del mundo y donde se comparten practicas de riesgo. En la actualidad, no
existen farmacos ni vacunas eficaces y, por tanto, las medidas de control deben basarse en un diagnéstico
preciso en combinacién con medidas de manejo adaptadas a la situacién epidemiol6gica de la granja. El
programa de control deberia tener dos objetivos principales: por un lado, evitar la entrada de la infeccion al
rebafio (bioseguridad) y, por otro, evitar su diseminacion (biocontencidn). Para ello, es importante evaluar la
situacion de partida de la granja mediante un diagndstico conjunto clinico y seroldgico del rebafio completo,
ya que el porcentaje de infecciones subclinicas puede ser elevado y existe un bajo porcentaje de animales
seronegativos que permanecen como portadores del parasito.

Agradecimientos: se agradece la financiacién recibida de la Red CYTED-Protozoovac y del MINECO
(proyecto AGL2013- 46442-R).



IMPORTANCIA DE LA TRICOMONOSIS BOVINA'Y EFICACIA DE LOS PROGRAMAS
DE CONTROL EN ESPANA

Collantes-Fernandez E. !, Moreno-Gonzalo J. !, Rojo-Montejo, S. 2, Sdnchez-Sanchez R. !, Osoro K. 2,
Ortega-Mora, L.M. *

1Grupo SALUVET. Dpto. de Sanidad Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid, 28040 Madrid,
Espafa. saluvet@vet.ucm.es. 2Area de Sistemas de Produccion Animal, Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo

Agroalimentario (SERIDA), Consejeria de Medio Ambiente y Desarrollo Rural, E-33300 Villaviciosa, Asturias, Espafia.

La tricomonosis bovina es una enfermedad de transmision sexual (ETS) de etiologia parasitaria que
produce fallo reproductivo temprano. Esta enfermedad es frecuente en los sistemas extensivos donde se
utiliza la monta natural, causando importantes pérdidas econémicas. En Europa gracias a la implantacién de
medidas eficaces, la enfermedad se ha controlado en la mayoria de los paises y Unicamente se notifica de
forma esporadica y solo en algunas zonas. Sin embargo en los Ultimos afios, el censo de vacuno de carne
criado en condiciones extensivas en Espafia se ha incrementado notablemente. En estos sistemas estan
presentes diversos factores de riesgo para las ETS, como el uso de pastos comunales y la monta natural, la
existencia de toros compartidos o el comercio de animales cuyo estado sanitario se desconoce. Varios
estudios realizados por el grupo SALUVET (Universidad Complutense de Madrid) han puesto de manifiesto
la re-emergencia de la tricomonosis bovina en explotaciones donde se usa la monta natural. Los datos
obtenidos en los Gltimos afios por el servicio de diagnostico del grupo SALUVET, indican que esta enfermedad
es frecuente en las explotaciones de vacas nodrizas en nuestro pais, detectandose en el 15-20% de los toros
analizados. Asimismo, la prevalencia en las areas de montafia fue mayor que en las zonas de dehesa,
posiblemente relacionado con el uso de pastos comunales. Concretamente, en muestreos realizados al azar
en una raza autéctona representativa del sistema de montafia en Espafia, se observaron prevalencias de
rebafio del 41,5%. En relacién a las repercusiones de la tricomonosis bovina en Espafia, se ha estimado que
los rebafios infectados presentaron un alargamiento del intervalo entre partos de 80 dias y disminucion del
17,2% en el nUmero de terneros/afio, suponiendo casi un 70% menos de ingresos anuales. Estos resultados
indican la necesidad de implementar planes de control eficaces en Espafia para disminuir las pérdidas
econdmicas causadas por la enfermedad. En este sentido, las Unicas medidas de control en nuestro pais se
basan en el diagnéstico y sacrificio voluntario de los toros infectados. En estudios recientes, se evalu6 la
eficacia de esta medida de control en explotaciones de vacuno de cria en zonas de montafia. Después del
diagnéstico y sacrificio de los toros infectados, se observd una mejora de los parametros reproductivos y una
disminucién de la prevalencia. Sin embargo, esta medida no es siempre totalmente eficaz y su éxito es variable
dependiendo de la presencia de factores de riesgo. Ante esta situacion, la vacunacién de las hembras podria
ser una medida de control beneficiosa, pero en Europa no existe ninguna vacuna comercial disponible. En
estudios recientes realizados por el grupo SALUVET, se han desarrollado y probado diferentes formulaciones
vacunales y vias de administracién en un modelo bovino experimental que podrian ser Utiles para el control
de esta enfermedad en Espafia.

Agradecimientos: se agradece la financiacion recibida de la Red CYTED-Protozoovac y los proyectos
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La neosporosis es una enfermedad parasitaria del ganado bovino que cursa con aborto y mortalidad
neonatal, causada por un protozoo, Neospora caninum, de morfologia similar a Toxoplasma gondii, aunque
ambos presentan caracteristicas bioldgicas bien diferenciadas. El ciclo biolégico de N. caninum es heteroxeno
facultativo. El perro y otros canidos silvestres se han identificado como hospedadores definitivos pudiendo
eliminar ooquistes con sus heces, que tras su esporulacion en el ambiente actuarian como fase infectante
para los hospedadores intermediarios. Diversas especies de ungulados, incluida la especie bovina actuarian
como tal, no pudiéndose descartar el papel de otras especies domésticas y silvestres como potenciales
hospedadores intermediarios. Desde su primera descripcion en un feto bovino abortado en 1989, N. caninum
se ha considerado como una de las principales causas de aborto en esta especie doméstica, originando unas
pérdidas econdmicas cuantiosas que incluyen unos costes directos -alteracion de los parametros
reproductivos- y unos costes indirectos (diagnéstico, reposiciéon del ganado que aborta y alteracion de los
parametros productivos). En general, se observan diferencias importantes entre las tasas de seropositividad
obtenidas en diversos paises en bovinos de leche y de carne y en animales con y sin antecedente de abortos.
En los estudios realizados en el ganado de diversos paises sudamericanos se indican prevalencias
individuales en ganado de leche del 11,2% al 80,9% y en ganado de carne del 4,7%-24,9%. Desde hace mas
de una década se tiene un profundo conocimiento de la importancia de la transmision vertical via
transplacentaria (TT) de N. caninum en el ganado bovino. Este modo de transmisién se produce cuando en
la hembra gestante los taquizoitos atraviesan la placenta e invaden al feto. El otro modo de transmisién de
importancia en la neosporosis bovina es el horizontal o postnatal. Aunque su presentacion es menos
frecuente, sus repercusiones clinicas y econémicas pueden ser mucho mayores. En la practica, se produce
por ingestién por parte del ganado de los ooquistes que son eliminados por los perros y que contaminan el
alimento o el agua. Segun su origen, la TT puede ser endégena (TTEnN) o exdgena (TTEX). La TTEn ocurre
tras la recrudescencia de una infeccion crénica en la hembra durante la gestacién, asociada a un patrén
endémico de aborto. Por su parte la TTEx tiene lugar tras una primoinfeccion de la hembra gestante con
ooquistes eliminados por el perro (transmision horizontal) y esta asociada a un patrén epidémico de aborto.
Clinicamente, la neosporosis se manifiesta con la produccion de aborto principalmente entre los meses 4y 7
de gestacion. El punto de partida en el disefio de un programa de control de la neosporosis es conocer la
situacion inicial de la granja sobre el grado de diseminacion de la infeccion o la implicacion de la enfermedad
en los abortos. Un diagnoéstico correcto y completo no sélo debe incluir el conocimiento de la prevalencia de
la infeccién y su implicacién en el aborto, sino también el modo predominante de transmisién puesto que de
ello dependen las consecuencias clinicas y econémicas de la infeccion y, por tanto, las medidas de control a
adoptar en cada caso. Agradecimientos: se agradece la financiacion recibida de la Red CYTED-Protozoovac
y del MINECO (proyecto AGL2013-44694-R).
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La eficacia reproductiva es, sin duda, uno de los principales aspectos que influyen en la viabilidad del sector bovino.
Las enfermedades venéreas transmisibles y entre ellas la Tricomonosis genital bovina (TGB) son responsables de una
parte importante de las pérdidas producidas en los bovinos durante la concepcién y la gestacion. La TGB fue descripta por
primera vez en 1888 por Kunstler, sin embargo su descubrimiento fue atribuido a un cientifico Italiano Mazzanti (1900). Esto
ocurrio por la misma época en que se descubria la brucelosis, lo cual probablemente haya desviado la atencion hacia esta
enfermedad en detrimento de la investigacion sobre Tritrichomonas foetus. Los reportes siguientes relativos a la enfermedad
recién ocurrieron en Alemania entre 1924 y 1929 (Drescher, Riedmdller y Albein). A partir de este momento el conocimiento
de la enfermedad se dispara, registrandose informes en muchas partes del mundo. En Argentina la TGB es descripta por
primera vez en 1939 por Rosenbusch. Sin embargo a pesar del tiempo transcurrido, Tritrichomonas foetus sigue estando
presente en rodeos de EE.UU, Argentina, Espafia, Australia, Republica de Transkei, Brasil, Turquia, Argelia, Sudafrica,
China. Del mismo modo la TGB podria estar presente en otros paises con ganaderia extensiva en donde esta enfermedad
no ha sido investigada. A pesar de la inclusién de la TGB en la Lista de enfermedades de declaracion obligatoria
establecida por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), no existen actualmente programas nacionales de
monitoreo para determinar la incidencia y prevalencia de la misma. Esta falta de monitoreo y reporte, conjuntamente con las
inconsistencias encontradas en el desarrollo de las técnicas de diagnoéstico utilizadas, ha causado que la produccion
bovina en gran parte del mundo haya subestimado los efectos adversos de esta enfermedad. En la medida de nuestros
conocimientos solo en algunas regiones de Argentina y EEUU existen regulaciones para el control obligatorio de los toros.
Sin embargo, estas son solo para la venta de toros en remates publicos, mientras que los toros vendidos en forma privada y
aquellos existentes en los propios establecimientos no estan alcanzados por el control. Solamente la Provincia de La Pampa
viene desarrollando durante los dltimos 10 afios un programa obligatorio para el control y erradicacion. Los resultados son
concluyentes: mas del 82% de los toros bajo control, la erradicacién de las enfermedades venéreas en mas de 1100 rodeos
sobre un total de 7500 existentes, una caida significativa de los toros infectados con una incidencia anual inferior al 0,7%. Si
bien podemos decir que de acuerdo a los indices epidémicos la enfermedad esta controlada en La Pampa, es importante
continuar avanzando hacia la erradicacion de la misma, para luego poder transferir la metodologia hacia otros territorios. Sin
embargo para lograr su erradicacion, es indispensable mejorar entre otros, aspectos referidos al diagnéstico, mejorando la
sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnésticas usadas actualmente. En este sentido los vinculos con otros actores
como el que nos ocupa de la Red CYTED-Protozoovac y a través de la misma la realizacion de cursos y talleres, son
herramientas importantes para el logro de los distintos objetivos. Esto es de importancia no solo para el control de las
enfermedades en la Argentina, sino también para la trasferencia tecnolégica de las técnicas y programas aplicados en

distintos paises, hacia otras regiones y paises de Iberoamérica.
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La neosporosis es una enfermedad causada por el protozoo apicomplexa Neospora caninum.
Desde la descripcion de anticuerpos especificos en bovinos y su identificacion en tejidos de fetos bovinos
naturalmente abortados, se realizaron numerosos estudios seroepidemioldgicos en diversas especies
domésticas incluyendo bovinos, ovinos, caprinos y equinos. Asimismo, se demostré que los zorros y liebres
silvestres desarrollan anticuerpos contra N. caninum desconociéndose su implicancia epidemiolégica.

Esfuerzos sustanciales para lograr el aislamiento de cepas locales han tenido su fruto mediante el
hallazgo de 3 nuevas cepas denominadas: NC-6 Argentina, aislada desde las heces de un perro
naturalmente infectado, NC-LP1, aislada de un ternero congénitamente infectado y NC Axis, aislada de un
ciervo. Los abortos en bovinos y casos de enfermedad neuromuscular en caninos que han sido informados
en nuestro pais ocasionaron que los laboratorios privados de diagnoéstico veterinario implementen técnicas
seroldgicas, histopatologicas y moleculares para la identificacion del parasito.

Para la deteccion de anticuerpos en suero sanguineo, leche o en fluidos fetales disponemos de
técnicas seroldgicas (inmunofluorescencia indirecta, ELISA indirecto, ELISA para avidez, inmunoblot,
inmunocromatografia, microaglutinacion). La prevalencia real de la enfermedad en el pais es parcialmente
conocida, aunque se sigue acumulando evidencia acerca de su amplia distribucion en las principales zonas
ganaderas del pais incluyendo el Noroeste, Noreste y centro. La seropositividad en una hembra que aborto
no es elemento suficiente para interpretar que el agente causal fue N. caninum. Tampoco tiene validez
establecer un titulo final porque hembras bovinas que paren terneros infectados sin signos clinicos pueden
desarrollar altos titulos de anticuerpos. Lo recomendado es recolectar muestras de vacas que han abortado
y también muestras de vacas del mismo rodeo que mantengan aun la prefiez. La comparacion de las
proporciones de animales seropositivos en ambos grupos nos permitird inferir si N. caninum estuvo
involucrada en los abortos observados. Ejemplo 1: 6 de 10 vacas que abortaron resultan seropositivas y 5
de 10 vacas prefiadas resultan seropositivas: hay infeccion en el rodeo pero N. caninum no estaria asociada
a la presentacion de los abortos. Ejemplo 2: 8 de 10 vacas que abortaron resultan seropositivas y sélo 2 de
10 vacas prefiadas resultan seropositivas: N. caninum estaria asociada a la presentacion de los abortos.
Igualmente, el hecho de encontrar anticuerpos en fluidos fetales o incluso la deteccién de ADN por PCR
demuestran la infeccidn congénita pero no deberia interpretarse que el aborto fue causado por N. caninum
siendo este hecho muy frecuente debido a la alta eficiencia que tiene este protozoo para transmitirse en
forma congénita. La histopatologia adquiere relevante valor diagnéstico cuando se observan las lesiones
patolégicas caracteristicas de meningoencefalitis necrotizante multifocal no supurativas.

Aungque se han realizado estudios para desarrollar inmundgenos, obteniendo resultados
alentadores, alin se encuentran en etapa de experimentacion. Sin escapar a la realidad de otras vacunas, el
desafio es buscar un balance entre inocuidad y eficacia. En el pais, no existen estudios que hayan evaluado
la utilizacién de drogas en bovinos para evitar la infeccion o el aborto.

Las pérdidas econdémicas ocasionadas han sido estimadas en 33 y 13 millones de ddlares para la
industria lechera y carnicera, respectivamente. La implementacion de medidas integrales de manejo
tendientes a interrumpir el ciclo de vida parasitario en establecimientos comerciales para leche permitié
observar beneficios reproductivos y productivos. Estas medidas incluyeron: a) evitar que perros y otros
potenciales huéspedes definitivos contaminen con sus heces las pasturas y otras fuentes de alimento y
agua; b) los caninos no debian tener acceso a material posiblemente infectado de huéspedes intermediarios
como fetos, membranas fetales u otros tejidos; c) control de la poblacion de roedores reduciendo el
potencial riesgo de infeccion para los huéspedes definitivos; d) compra de animales seronegativos d) evitar
factores que probablemente favorezcan la reactivacion de la enfermedad en los bovinos infectados
cronicamente (alimentos con micotoxinas, condiciones de estrés o infecciones concomitantes con el virus de
la DVB); e) la transferencia embrionaria desde madres infectadas a hembras receptoras no infectadas; f)
utilizacién de semen de toros de razas carniceras en vacas seropositivas puede ser una alternativa para
producir carne en los tambos; g) destinar a faena las hembras que sufran aborto y sean seropositivas; h)
debido a la gran fluctuacion del nivel de anticuerpos se recomienda su evaluacion en dos oportunidades
antes del primer servicio (6 y 15 meses de edad).
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Los hemoparasitos son agentes infecciosos parasitarios transmitidos por vectores hematofagos que requieren
de la localizacion permanente de al menos una de sus formas evolutivas en el sistema circulatorio o el tejido sanguineo.
En la practica esto significa que la sangre entera es una muestra esencial para el diagnéstico. En un sentido mas amplio
esta definicion podria también incluir a ciertos patégenos bacterianos que infectan las células de la sangre y poseen el
mismo mecanismo de transmision. De todas maneras, resulta mas conveniente hablar de “patégenos transmitidos por
vectores” a fin de englobar a todos estos agentes de transmision vectorial, aunque no encajen perfectamente en la
definicion de hemoparasitos. Estos patdégenos son transmitidos de diversas maneras por una amplia variedad de
artrépodos hematoéfagos (garrapatas, vinchucas, mosquitos, fleb6tomos), mediante la picadura, la ingestion o las
deyecciones del vector competente. En los perros, en general nos referimos a enfermedades transmitidas por vectores
(siglas en Inglés CVBDs canine vector borne diseases) cuando hablamos de aquellas afecciones sistémicas con
caracteristicas clinico-patolégicas similares que afectan la sangre y otros érganos y tejidos hemolinfaticos, producidas por
patégenos de transmisidn vectorial. Existen diversos factores como la deforestacion, el cambio climatico y la continua
variacion en los habitos de las personas que multiplican las oportunidades de aparicion de estas enfermedades en zonas
anteriormente libres. En nuestro pais, las enfermedades reportadas hasta ahora en perros son: filariasis (Dirofilaria immitis,
Acanthocheilonema reconditum), piroplasmosis (Babesia vogeli, Rangelia vitalii), hepatozoonosis (Hepatozoon canis),
trombocitopenia ciclica (Anaplasma platys), ehrlichiosis monocitica (Ehrlichia canis), tripanosomiasis (Trypanosoma cruzi,
T. evansi) y leishmaniosis (Leishmania infantum chagasi). En lo que sigue se presenta muy resumidamente una
aproximacion diagndstica de algunas de estas afecciones.

Dirofilariasis canina: el diagnéstico de D. immitis se realiza de manera directa mediante el hallazgo de microfilarias en
sangre periférica. Se utilizan las siguientes técnicas: (1) observaciéon de sangre anticoagulada en “gota gruesa” o en la
interfase del capilar microhematocrito luego de la centrifugacion y (2) concentracion de microfilarias por filtracién o test de
Knott modificado. La confirmacion de especie (necesaria en ciertas situaciones donde pueden coexistir otros filaridos)
puede realizarse mediante la demostracién de la actividad de fosfatasa acida en determinadas regiones del cuerpo de las
microfilarias 0 mediante diagnéstico molecular. La infecciéon por D. immitis también puede diagnosticarse utilizando kits
inmunocromatograficos comerciales que permiten la demostracion rapida en el suero del paciente del antigeno uterino
sintetizado por las hembras adultas del parasito. Tanto los métodos directos como la inmunocromatografia carecen de la
capacidad de detectar a todos los animales infectados. En consecuencia, algunos perros con sospecha de infeccién
pueden requerir diferentes métodos complementarios de diagnéstico.

Piroplasmosis canina: enfermedad transmitida por garrapatas que se diagnostica usualmente mediante técnicas directas
gue demuestran la presencia de merozoitos intraeritrocitarios en extendidos sanguineos tefiidos con coloraciones
habituales (ej. May Griinwald — Giemsa). Este procedimiento permite identificar la parasitemia (expresada en porcentaje
de glébulos parasitados) y tiene un limite de deteccion de alrededor de 0,001 %. El tamafio de los merozoitos permite la
diferenciacion entre piroplasmas “pequefios” (<2,5 um) o “grandes” (>2,5 pm) si bien no es posible definir la especie de
piroplasma actuante usando microscopia 6ptica. En este sentido, el diagnéstico molecular ha permitido la identificacion
de varias especies de piroplasmas que afectan al perro en todo el mundo. En nuestro pais, la piroplasmosis es producida
por B. vogeli (reportada en Buenos Aires y Cérdoba) y R. vitalii (presente en las provincias de la Mesopotamia). La primera
es una especie relativamente poco patdgena que en muchas oportunidades no se presenta con manifestaciones clinico-
patoldgicas de importancia. En algunos casos puede producir cuadros importantes de anemia, especialmente cuando el
proceso esta asociado a otras patologias o coinfecciones. Rangelia vitalii produce una afecciéon muy peculiar que se
presenta clinicamente con sangrado espontaneo de las orejas (lo que le da el nombre de Nambiuvu: orejas sangrantes
en guarani). Los merozoitos de ambas especies afectan los eritrocitos y en el caso de R. vitalii también los leucocitos y
las células endoteliales. Existe evidencia de la presencia de B. gibsoni (un piroplasma pequefio descripto en Sudamérica
solamente en Brasil), en perros de la provincia de Salta (datos no publicados).
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Los camélidos sudamericanos (CS) son afectados por distintos parasitos, de importancia equivalente
a la de aquellos que infestan a las especies mas difundidas de rumiantes domésticos. Aunque son
primariamente parasitados por especies propias, también resultan infestados por parasitos de otros tipos de
ganado, sobre todo pequefios rumiantes con los que suelen compartir areas de pastoreo. Algunos estudios
en el NOA aportaron datos sobre los parasitos internos presentes y mas prevalentes, como los nematodes
gastrointestinales y los protozoarios especificos (Eimeria y Sarcocystis) en CS domésticos (llamas) y
silvestres (vicufias y guanacos). Entre los nematodes se reconocen seis especies de las cuales solo tres
fueron diagnosticadas hasta ahora en Argentina: Camelostrongylus mentulatus, Lamanema chavezi y
Trichuris tenuis, el primero en llamas y los dos Ultimos en llamas, vicufias y guanacos. Ademas, son
parasitados por una especie aun indeterminada de Capillaria. L. chavezi constituye per se el nematode mas
deletéreo de los CS, dado su ciclo biolégico con migracién entero-hepatica. Entre los helmintos mas nocivos
pero no propios de los CS destacan Haemonchus contortus y el trematode Fasciola hepatica, que a veces
aparecen en conjunto y sumados a nematodes especificos de los CS. Cinco especies de Eimeria se
reconocen como propias de los CS: E. lamae, E. alpacae, E. punoensis, E. macusaniensis y E. ivitaensis,
todas diagnosticadas en Argentina, tanto en llamas como en vicufias y, en el caso de E. macusaniensis,
también en guanacos. Este Ultima representa per se la especie de coccidio mas nociva para los CS. La
presencia de Sarcocystis sp. fue documentada en la musculatura de llamas, vicufias y guanacos de la
Argentina. Trabajos recientes basados en serologia informaron amplia distribucién y elevada prevalencia de
la sarcocystosis por S. aucheniae en llamas de la provincia de Jujuy. Respecto de los parasitos externos los
CS son parasitados por tres especies de piojos picadores del género Microthoracius (M. praelongiceps, M.
mazzai y M. minor), y un piojo masticador, Bovicola (Damalinia) breviceps, todos diagnosticados en la
Argentina. En cuanto a las garrapatas, sélo dos especies infestan a los CS del NOA: los estadios adultos de
Amblyomma parvitarsum (Ixodidae) y larvas y ninfas de Otobius megnini (Argasidae), las que también
parasitan a otras especies de ganado. Los acaros de la sarna constituyen sin duda los ectoparasitos de mayor
importancia sanitaria para los CS del NOA. La ocurrencia de brotes de sarna por Sarcoptes scabiei var.
aucheniae muestra relativa frecuencia tanto en llamas como en vicufias, alcanzando mayor gravedad en las
Ultimas dadas las dificultades para su control en las poblaciones silvestres. Ademas, estudios locales recientes
sugieren la ocurrencia de cuadros patoldgicos diferentes en cada especie como resultado de la infestacion
por S. scabiei. Finalmente, la sarna psoréptica, causada por Psoroptes sp., no fue confirmada en CS del NOA
hasta donde los autores estan informados. En términos generales, es limitado el conocimiento disponible en
relacién con la epidemiologia de las infestaciones parasitarias en los CS del NOA. Y pese a ciertos avances
recientes tampoco es demasiado el desarrollo y estandarizacion de técnicas para el diagnéstico de las
parasitosis en estas especies. Se requieren mas esfuerzos para revertir esta falta de conocimientos en un

aspecto considerado critico para el crecimiento de la produccion de CS en la region.
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En el noroeste Argentino los camélidos representan el 95% de la poblacion nacional de llamas y el
93%de vicufias, teniendo ademas poblaciones redictuales de guanacos. Estas especies y en
particular las domésticas, son fuente de fibra, carne, de trabajo y de muchos productos indispensables
para la subsistencia de un amplio sector de la poblacién de la puna. La produccién de llamas en la
zona, la llevan a cabo productores familiares con modalidades particulares como la crianza de varias
especies juntas, tipo pastoril y con escasa tecnologia de manejo. En el caso de la vicufia coexisten
dos formas de manejo, la de criaderos de vicufias en cautiverio y la de captura, esquila, liberacién de
poblaciones en silvestria. El impacto del estado sanitario del ganado doméstico y de las especies
silvestres impacta de diferentes maneras en la produccion y en la salud comunitaria. Se han reportado
un amplio espectro de enfermedades infecciosas y parasitarias en camélidos. Alguna de ellas se
corresponde a patdégenos especie especificos y en otros casos enfermedades propias de otras
especies domesticas con las que cohabitan. La mayor parte de la informacién generada sobre sanidad
en CSA proviene de paises vecinos con mayor poblacion camélida (distribucién natural) o de
casuisticas respecto a individuos criados en otros lugares del mundo como Australia y Estados
Unidos. En la region NOA de nuestro pais se han realizado algunos estudios aislados con variadas
metodologias de muestreo sobre enfermedades infecciosas y parasitarias tanto en llamas como
vicufia que han aportado datos sobre agentes patégenos circulantes. La informacion se basa
principalmente en relevamientos serolégicos y en general representan infecciones interespecie. En el
caso de Rotavirus se encontraron prevalencias altas tanto en silvestres como domésticos y se
identificaron cepas. En llamas de la puna jujefia se reportaron prevalencias de 70 % para el virus
Parainfluenza-3 Bovina, mientras que Herpesvirus Bovino 1 fueron mas bajas y sin reactores positivos
para Influenza A Humana e Influenza Equina. Hay reportes de vicufias seropositivas a Herpesvirus
Bovino 1 en las provincias de Salta y Catamarca. En llamas y vicuiias hay datos de prevalencia para
Diarrea Viral Bovina de hasta 15% y 30% respectivamente, en zonas donde hay solapamiento de
habitat con otras especies. Para Fiebre Aftosa los resultados fueron negativos sosteniendo hasta el
momento la baja susceptibilidad de la especie a esta enfermedad. Las enfermedades bacterianas
como Brucelosis y Paratuberculosis otorgaron resultados negativos. La seroprevalencia detectada en
Leptospirosis analizando diferentes serogrupos fue variable, en llamas de Catamarca y Jujuy entre
53, 3% a 96,2%, vicufias de Salta y Catamarca mas de 60% (afio 2002) y titulos bajos en estudio en
llamas de la provincia de Jujuy, afio 2009. El andlisis serologico para Rinotraqueitis Infecciosa Bovina
en llamas de Jujuy arrojo como resultado una prevalencia de 0,23%. Toda la informacién relevada no
es concluyente puesto que el conocimiento sobre las enfermedades de los camélidos sudamericanos
en el NOA sigue siendo insuficiente y existe en algunos casos disparidad o diferencia con
antecedentes en otras regiones. Las investigaciones epidemiolégicas amplias y con muestras mas
importantes son dificultadas por la atomizacién de las unidades productivas y el tipo de manejo del
ganado doméstico y de poblaciones silvestres. En el caso de enfermedades especificas la
incertidumbre es mayor debido a escasa casuistica debidamente estudiada. Las técnicas diagnosticas
son variadas incluso para un mismo agente etiolégico, en algunas situaciones no estan
estandarizadas y especificadas para camélidos y otras se encuentran en etapa de desarrollo.
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B1- DESCRIPCION DE UN BROTE DE BRUCELOSIS CAPRINA, A PARTIR DE UN BROTE EN
HUMANOS
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INTRODUCCION

La Provincia de San Luis es reconocida como provincia
endémica en brucelosis caprina, con una baja a mediana
prevalencia. Desde el afio 2011, el Gobierno de la Provincia ha
implementado un Plan de Control de la brucelosis, caracterizado
por una modalidad abarcativa, obligatoria y extensiva en el
tiempo. Inicialmente, el Plan comenzé en el Departamento
Belgrano, posteriormente se extendi6 a Gral. San Martin y
actualmente se encuentra en ejecuciéon en los departamentos
Ayacucho y Junin.

Ante una denuncia proveniente de salud publica, acerca de 8
casos confirmados de brucelosis en humanos, con una
procedencia comun: periferia del paraje La Botija (Departamento
Ayacucho); técnicos del Programa PAyAR?, visitaron la zona
recabando informacién de interés epidemiolégico y recolectando
muestras de sangre de especies susceptibles, a partir de los
establecimientos involucrados. El objetivo de esta intervencion
fue por un lado relacionar el brote de brucelosis en humanos con
el posible diagnéstico en animales de idéntico origen, mensurar
el problema, delimitando su alcance y fundamentalmente
controlar y limitar su extension.

MATERIALES Y METODOS:

Teniendo en cuenta la procedencia de las 8 personas afectadas,
3 menores de 4- 8 afios, 4 mujeres y 1 un adulto, residentes en
3 establecimientos, se comenzaron las acciones que incluyeron
encuestas y la extraccion de sangre en el ganado,
fundamentalmente caprino; extendiendo los muestreos a 7
establecimientos mas, total: 10, relacionados
epidemiolégicamente. Los datos recolectados incluyeron
caracteristicas de la enfermedad en las personas: tiempo
transcurrido desde los primeros  sintomas, diagndsticos,
posibles fuentes de infeccion y en cuanto a los animales,
pastoreo comunitario, intercambio -préstamo — comercializacién
de reproductores, presencia de signos reproductivos: abortos,
muerte perinatal, otros.

Se recolectaron 598 muestras caprinas, 64 muestras ovinas y
84 muestras bovinas. Las muestras se remitieron al laboratorio
provincial: Laboratorio del Campo, para su procesamiento
segun normas de Procedimiento del Laboratorio de Red. Como
prueba tamiz se realizé BPA, en tanto las pruebas Lenta en Tubo
y 2- Mercaptoetanol (ME), se usaron como complementarias,
seguin SENASA, 2009. Finalmente, tanto las muestras positivas
como sospechosas fueron remitidas al Laboratorio de Brucelosis
del Instituto de Patobiologia de INTA- Castelar, para
confirmacion a través de la prueba de Fijacion de Complemento
(FC).

RESULTADOS:

De los 10 establecimientos analizados, 9 resultaron positivos.
En los establecimientos con caprinos positivos a brucelosis, la
prevalencia media intra-majada fue del 14 % con un minimo del
1% (1/65) y un maximo del 29%(18/62). De estos
establecimientos caprinos positivos, cinco criaban ovinos de
los cuales 3 (60%) presentaban ovejas positivas a brucelosis.
De similar manera, dos establecimientos criaban

también bovinosy en ambos se detectaron bovinos positivos
a brucelosis. La prevalencia general de brucelosis fue del 16 %
(98/598) en caprinos, 19 % (16/84) en bovinos y del 8% (5/64)
en ovinos. En cuanto al relevamiento epidemioldgico, los
establecimientos analizados se relacionaban entre si, ya que
compartian en algunos casos pastoreo comun, otros compartian
corrales, varios de ellos mencionaron el entremezclado de las
majadas como frecuente y particularmente uno de ellos, fue
identificado como proveedor de animales mejoradores de
sangre. Este Ultimo, realizaba la reposicién con animales
comprados en provincias vecinas (preferencialmente Mendoza).
Se pudo observar la presencia de un macho adquirido en
Mendoza, 2-3 afios antes, que mostraba orquiepididimitis

bilateral y que resulté serolégicamente positivo. También este
establecimiento mostré una prevalencia intramajada inicial de
29% en caprinos, 30% de ovinos y 28% de bovinos
seroreactores.
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Figura 1: Prevalencia intra-majada encontrada en los 10
establecimientos evaluados. Los establecimientos 1, 3 y 6
presentaron casos de brucelosis en personas.

Los ovinos y caprinos positivos, de los establecimientos
analizados, fueron segregados y posteriormente sacrificados,
realizando reposicién con caprinos controlados sanitariamente,
provenientes del médulo genético de la Provincia.En cuanto a la
brucelosis en las personas, algunas de ellas diagnosticadas un
afio antes, manifestaron en general la preferencia de no
consumir productos o subproductos caprinos, no obstante pudo
observarse y confirmado por ellos, que nifios y mujeres
comprenden el grupo responsable del manejo de las majadas,
trabajando habitualmente en los corrales y asistiendo a las
cabras en diferentes periodos.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La situacion de la brucelosis caprina, muestra una importante
diversidad en cuanto a prevalencia y estrategias de control. La
Provincia de San Luis, lleva adelante un plan basado en la
determinacion de prevalencia por departamento, segin disefio
estadistico. En funcion de los resultados se determina la
estrategia a implementar. Tanto en el departamento Belgrano
como en Gral. San Martin, la baja prevalencia determiné la
estrategia seleccionada: diagnéstico- segregacién de positivos y
posterior reposicién. Respecto al Departamento Ayacucho, los
establecimientos analizados hasta la fecha, excluyendo la zona
de estudio, muestra también una baja prevalencia (40 majadas
y 1682 animales, sin presencia de reaccionantes). Por otro lado,
algunas provincias con alta prevalencia de brucelosis como
Mendoza o San Juan, han optado por la vacunacién de sus
animales como Unico método de control, sin realizar
diagnostico/eliminacion de animales positivos.

Los frecuentes movimientos entre regiones o provincias con
diferentes prevalencias, con o sin estrategias de control,
pueden determinar la aparicion de brotes. En el caso descripto,
los movimientos informados, refieren al ingreso de animales
desde zonas de alta prevalencia, puntualmente Mendoza, a
zonas de baja prevalencia. Esta situacion puede
desencadenar la apariciéon de brotes donde, ademas de
afectar la produccién caprina; queda expuesto el poblador de
riesgo: fundamentalmente nifios y mujeres que manejan las
majadas.

El trabajo que hemos realizado durante estos afios en la
Provincia de San Luis apunta precisamente a tener una
produccién caprina sin brucelosis y de este modo evitar la
transmision a toda la familia rural.

BIBLIOGRAFIA:

Robles, C; Gaido, A; Spath, E; Torioni, S; Vanzini, V; Zielinski,
G; Aguirre, D; Samartino, L; Rossanigo, C.2014) Brucelosis
Caprina en la Argentina. INTA, Argentina.



B2- TUBERCULOSIS PORCINA: CORRELACION ENTRE TECNICAS DE DIAGNOSTICO
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INTRODUCCION

La produccién porcina de nuestro pais es reconocida como un
sector estratégico por sus amplias posibilidades de desarrollo y
crecimiento, planteando un desafio en lo que respecta a su
sanidad. Las exigencias del mercado externo nos obligan a
avanzar con los planes de control y erradicacion de
enfermedades, como la tuberculosis. Estas limitan las
posibilidades econdmicas del sector y la comercializacion
internacional, influyendo negativamente en la rentabilidad de
las explotaciones y en la calidad de los productos de origen
animal. Es por ello que en febrero de 2009, en Argentina, por
medio de la Resoluciébn SAGPyA 145/2009 se establece el
procedimiento para la “Certificacion de Predios Libres de
Tuberculosis Porcina”, combinando la utilizacién de pruebas
tuberculinicas con la inspeccion en faena.

La tuberculosis en los porcinos es una enfermedad infecto-
contagiosa, cronica, producida por bacilos &cido alcohol
resistentes del género Mycobacterium. Se trata de una
zoonosis de riesgo profesional, siendo los méas expuestos los
trabajadores rurales, los de la industria frigorifica y los
veterinarios.®

La prueba de oro para el diagnéstico de tuberculosis a partir de
lesiones compatibles con tuberculosis (LCT) es el cultivo
bacterioldgico, con posterior confirmacion de las caracteristicas
tintoriales de los microorganismos aislados en pureza. En los
Gltimos afios, las técnicas de diagndstico molecular, como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), aparecieron como
una alternativa diagnéstica, ya que permiten obtener resultados
con mayor celeridad que el tradicional cultivo, con altos niveles
de sensibilidad y especificidad. @

El objetivo del presente trabajo es establecer la concordancia
entre el diagndstico molecular (PCR directa de tejidos) y
bacterioldgico (cultivo) de tuberculosis a partir de las LCT.
MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 148 muestras con LCT provenientes de
decomisos porcinos de establecimientos faenadores de la
provincia de Buenos Aires. Se consideraron LCT a aquellas
lesiones macroscopicas granulomatosas caseo-necroticas y/o
proliferativas histiocitarias.

Las mismas fueron analizadas por PCR, utilizando como
secuencia blanco a la secuencia de insercion 1S6110. La
extraccion de ADN fue realizada directamente de tejidos,
utilizando el kit comercial “Dneasy blood and tissue” (Qiagen).
A su vez, fueron procesadas por métodos bacterioldgicos,
utilizando el método de decontaminacién de Petroff y cultivadas
en los medios Stonebrink y Léwenstein Jensen.

Para establecer la concordancia se emple6 el coeficiente
kappa, mediante Epidat V4.1. Se utilizé la escala propuesta por
Landis y Koch: valores de kappa <0,20: concordancia pobre;
0,21-0,40: débil; 0,41-0,60: moderada; 0,61-0,80: buena, y
0,81-1,00: muy buena.

En este estudio se obtuvo un valor de 0,2135 (IC95%: 0,046-
0,3810) considerado débil segln la escala propuesta. ®

RESULTADOS

Tabla 1. Resultados de Cultivo y PCR en 148 muestras de
cerdos provenientes de frigorificos de la provincia de Buenos
Aires

Cerdos Cultivo (+) Cultivo (-) Total
PCR + 81 25 106
PCR - 23 19 42

Total 104 44 148

DISCUSION

La discrepancia de estos resultados puede deberse a la
variacién de la sensibilidad y especificidad de ambas pruebas
diagndsticas © En este trabajo, de las muestras cultivadas que
dieron negativas, el 57% de las mismas presentaron PCR
positiva directa de 6rgano. Si bien el diagndstico bacterioldgico
es el Gold Standard para el diagnéstico de esta enfermedad,
aparecen como principales desventajas el complejo
procesamiento de la muestra, la demora de hasta 60 dias en
obtener resultados y que los mismos dependen de la viabilidad
de los microorganismos. Un punto critico, capaz de afectar los
resultados, es el proceso de decontaminacion de la flora
acompafante, previa a la siembra, ya que puede reducir el
nimero de UFC (unidades formadoras de colonias) viables con
el consiguiente aumento de resultados falsos negativos®.

El diagnéstico molecular aparece como una alternativa para el
diagnéstico de la tuberculosis. Una de las principales ventajas
de esta técnica es la celeridad con la que se obtienen los
resultados (2 - 3 dias), los cuales son independientes de la
viabilidad del microorganismo. También, posee elevados
niveles de especificidad y sensibilidad. Sin embargo, existen
varios factores que pueden modificar la sensibilidad de la
prueba diagnéstica, como sustancias inhibitorias en las
muestras de tejidos y la accesibilidad a los reactivos utilizados
para la misma. Asimismo, hay variaciones en la sensibilidad de
la técnica de acuerdo al kit comercial de extraccion de ADN
disponible.

CONCLUSIONES

La PCR directa de tejidos es un método rapido, eficaz, simple y
cada vez mas utlizado, que permitiria la confirmacion del
diagnéstico en frigorifico, a partir de LCT, en forma rapida y
sencilla. Seria beneficiosa su aplicacion en el marco de la
certificacion de predios libres de tuberculosis porcina. Pero, la
débil concordancia que ha resultado en este trabajo, merece
prudencia en la respuesta que se debe dar a una muestra
procesada tanto sélo por PCR directa de 6rgano como sélo de
cultivo bacterioldgico.

Seria importante aplicar ambas técnicas de diagnostico para
aumentar la sensibilidad de deteccion de tuberculosis para
potenciar el saneamiento de la enfermedad en las piaras.
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Introduccién

Staphylococcus aureus es uno de los patégenos mayores de
mastitis mas prevalente en los rebafios bovinos lecheros a nivel
mundial. La terapia antimicrobiana es una de las bases de los
programas de control de mastitis bovina causada por este
organismo. Si bien las pruebas para determinar la
susceptibilidad de S. aureus frente a los antibiéticos no siempre
predicen con eficacia el resultado de la terapia, existe consenso
sobre la utilidad de las mismas para seleccionar los
antimicrobianos en forma racional (Calvinho et al., 2002;
Gentilini et al., 2000). Ademas, el estudio de la evolucién de la
resistencia a los antimicrobianos proporciona informacion de
utilidad con relacion al uso de estas drogas en el ganado
lechero. El objetivo de este estudio fue determinar la
susceptibilidad de S. aureus aislados de muestras de leche
provenientes de establecimientos de la cuenca lechera central
de Argentina frente a antibiéticos seleccionados de uso
frecuente en el tratamiento de la mastitis bovina.

Materiales y Métodos

Se evaluaron 96 S. aureus aislados a partir de muestras de
secreci6én mamaria de vacas con mastitis clinicas y subclinicas,
provenientes de 40 establecimientos lecheros de la cuenca
central de la Argentina. Los aislamientos caracterizados como
pertenecientes al género Staphylococcus fueron identificados
utilizando métodos fenotipicos convencionales (Oliver et al.,
2004). La susceptibilidad a antibiéticos se evalud por el método
de difusién en agar (CLSI, 2013) utilizando los siguientes discos
de antimicrobianos: penicilina G (10 U); oxacilina (1 ug),
eritromicina (15 pg); amoxicilina + ac clavulanico (30 pg),
ceftiofur (30 pg), cefalexina + kanamicina (15 pg/ 30 pg),
cefquinoma (30 ug), cefalexina (30 pg) y framicetina + penicilina
G (100 pg/10 Ul) y como control de calidad S. aureus ATCC
25923. Los resultados se interpretaron de acuerdo con criterios
del CLSI (2013), salvo para los discos de framicetina+penicilina,
cefalexinatkanamicina y cefquinoma, para los cuales se
utilizaron criterios desarrollados por los fabricantes.

Resultados
Los resultados se presentan en la Tabla 1.
Tabla N° 1. Susceptibilidad a antimicrobianos (%) de cepas de

S. aureus (n=96) aislados de mastitis bovina en la cuenca
central de la Argentina.

Antimicrobiano Suscept Inter  Resist
% % %
Penicilina 71,88 - 28,12
Cefalexina 98,96 - 1,04
Ceftiofur 94,79 4,17 1,04
Cefquinoma 77,08 21,88 1,04
Oxacilina 100 - -
Amox + ac.clavulanico 96,88 - 3,12
Cefalexina + Kanamicina 71,88 13,54 14,58
Framicetina+Penicilina 80,21 1,04 18,75
Eritromicina 20,84 76,04 3,12

Siete aislamientos (7,3%) mostraron resistencia a dos o mas
antibidtico.

Discusién y Conclusion
Se observé una menor resistencia a penicilina comparado con

estudios  previos; mientras que la  combinacion
penicilina+framicetina se mostr6 mas activa que la penicilina

sola, detectandose un menor porcentaje de aislados resistentes
(Calvinho et al., 2002; Gentilini et al., 2000). No se detectaron
aislamientos resistentes a la oxacilina, lo cual coincide con
estudios realizados en Argentina durante las dos décadas
pasadas (Calvinho et al, 2002; Gentilini et al., 2000),
corroborando que el mecanismo de resistencia mas
frecuentemente observado en Argentina es por presencia de
betalactamasas. Sin embargo, la deteccion de aislados de S.
aureus meticilino-resistentes de bovinos en otros paises como
un patdgeno emergente indica la necesidad de establecer
sistemas de monitoreo para la identificacion (Pellegrino et al.,
2011). La combinacién cefalexina+ kanamicina no se mostro
més activa in vitro que la monodroga cefalexina. Un 14,58% de
los aislados fueron resistentes a esta combinacion de
antimicrobianos, lo que fue mayor a lo hallado en estudios
previos. Frente a las cefalosporinas de tercera (ceftiofur) y
cuarta generacion (cefquinoma), asi como a la combinacién
amoxicilina+ac.clavulanico, se observd una muy baja
resistencia, lo cual concuerda con estudios previos realizados
en nuestro y otros paises (Pellegrino et al., 2011).

La resistencia a la eritromicina fue similar a la reportada en la
mayoria de los estudios realizados en nuestro pais (Calvinho et
al., 2002; Gentilini et al., 2000). Al evaluar los perfiles de
resistencia, 7 cepas (7,3%) mostraron resistencia a dos o mas
antibidticos. Cabe destacar que el 3,12% (3/96) a eritromicina 'y
penicilina y el 2,06% (2/96) a amoxicilina + ac. clavulanico y
penicilina. Pellegrino et al. (2011) en Argentina informaron un
perfil de resistencia multiple del 19%.

En conclusion, los porcentajes de resistencia de S. aureus
frente a la mayoria de los antibiéticos fueron bajos, salvo frente
a penicilina, aunque se observd menor resistencia que en
estudios previos. Si bien el porcentaje de aislados con
resistencia a mas de un antibiético no es elevado, es oportuno
mantener estudios periddicos de monitoreo para detectar
desviaciones de estos patrones.
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B4- VALOR DIAGNOSTICO DEL ANTIGENO TERMO RESISTENTE PARA DETERMINAR
ANTICUERPOS ANTI-LEPTOSPIRA EN SUERO DE VACAS ABORTADAS
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Introduccién. La leptospirosis es una enfermedad zoonética, que
afecta a animales domésticos, silvestres y al hombre. El agente
causal es una espirogqueta del género Lepstospira, este agente esta
ampliamente distribuido en el ambiente. En las hembras bovinas
prefiadas, la leptospirosis puede producir abortos, terneros
natimortos, nacimientos de terneros débiles e infertilidad. El
diagnostico de la vaca abortada, permite determinar si el aborto se
debe a la acci6on de agentes patégenos o a otras causas. Se
determind que la leptospirosis fue la causa infecciosa de aborto o
muerte perinatal mas importante en el nordeste argentino, El
diagnostico se realiza en la vaca abortada, y la técnica
confirmatoria es la Microaglutinacion (MAT), esta técnica tiene un
100% de sensibilidad y especificidad. La macroaglutinacion con
antigeno termo resistente (TR), fue utilizada en sueros humanos y
posteriormente en caninos. En caninos se demostré que el TR
tiene una buena sensibilidad y especificidad comparandola con la
MAT, se considera su uso como técnica tamiz, en muestras de
perros con sospechas de leptospirosis (). Este trabajo tuvo como
objetivos evaluar sueros bovinos de vacas abortadas con la técnica
de TR y MAT en las 1° muestras (1°M), para ver la correlacién de
sus resultados; evaluar con la técnica de TR y MAT las 2° muestras
(2°M), para ver la correlacion de sus resultados y comparar el
resultado final de MAT (seroconversion) y el TR.

Materiales y Métodos. Se estudiaron sueros de 66 vacas que
sufrieron abortos, de las cuales se recibieron 1° y 2° muestras,
analizandose un total de 132 sueros con la técnica de MAT y TR.
Las muestras procedieron de ocho establecimientos ganaderos, de
cinco departamentos de la provincia de Corrientes, y un
departamento de la provincia de Formosa. Una vez ingresadas las
muestras al laboratorio fueron identificadas individualmente,
centrifugadas a 2500 rpm durante 15 minutos, fraccionadas y
conservados en freezer a -20°C. Para la realizacion de la técnica
de TR, se utilizaron 40 pl de antigeno TR y 40 pl del suero
problema, se mezcl6 por agitacion continua durante cuatro minutos,
la lectura se realizd en aglutinoscopio, el control positivo utilizado
fue suero hiperinmune. Para la MAT se utilizaron antigenos de los
serogrupos: serovar Castellonis cepa Castellon 3; serovar Canicola
cepa Hond Utrecht IV; serovar Copenhageni cepa M20; serovar
Grippotyphosa cepa Moskva V; serovar Pomona cepa Pomona;
serovar Wolffi/Hardjo cepas 3705 y Hardjoprajitno y serovar
Tarassovi cepa Perepelicin, la concentracion del mismo fue de
1x10® leptospiras/ml, con una dilucion inicial de 1/200 y las
consecutivas de 1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200 y 1/6400.
Posteriormente se incubo en estufa a 29°C = 1°C, durante 2-4
horas, la lectura se realiz6 en microscopio de campo oscuro.
Interpretacion de MAT: dos muestras que provengan del mismo
animal, en las que exista una diferencia de 15-21 dias entre el
muestreo, se considera muestra positiva, cuando se evidencie un
aumento o disminucién de por lo menos 3 diluciones entre ambas.

Resultados. A partir de los 66 sueros de la primera muestra, 15
tuvieron titulos detectables a los serovares Pomona, Wolffii y
Hardjo en las diluciones 1/200, 1/400 y 1/800. Con TR se
observaron 18 sueros positivos. De los 66 sueros de la 2° muestra,
14 tuvieron titulos detectables a los serovares Pomona, Wolffi,
Hardjo en las diluciones 1/200 y 1/400. Con TR se observaron 13
sueros positivos.

zimmer.patricia@inta.gob.ar  AER-INTA-Formosa. 2 EEA-INTA Mercedes.

3 Actividad Privada. 4 Instituto de  Patobiologia, INTA Castelar.

Kappa Sensibilidad Especificidad VPP VPP

1°M  TR/1°M 0.5% 73% 86% 61% 91%
MAT

2°M  TR/2°M 0.4% 57% 90% 61% 88%
MAT

1°™M 0.3% 100% 82.5% 21%  100%
TR/Seroconv.
MAT

2°M 0.05% 33% 80% % 96%
TR/Seroconv.
MAT

Tabla 1: Comparacién de resultados obtenidos con TR, MAT y
Seroconversion.

Discusion. Los serovares detectados fueron, Pomona y Wolffi
coinciden con los detectados en muestras de vacas abortadas
en la provincia de Corrientes (. Del andlisis de las 1° muestras,
se observa una concordancia aceptable entre las técnicas de
TR y MAT, esto puede deberse a que no hay una gran
variacion entre lo observado y lo esperado. Los valores de
sensibilidad 73%, especificidad de 86% y VPN de 91%, se
deben al nimero bajo de falsos negativos. A partir del andlisis
de las 2° muestras, se puede observar una concordancia
moderada entre las técnicas de TR y MAT. La sensibilidad de
estas muestras es baja para la técnica de TR. A partir del
andlisis de las 1° muestras y la seroconversién, no se observa
concordancia entre las técnicas de TR y MAT, esto puede
deberse a la gran variacion entre lo observado y lo esperado.
Con respecto a la sensibilidad (100%) se observa que todos las
muestras que resultaron positivas a TR, también lo fueron a
MAT, y al tener un VPN del 100% podemos inferir ambas
técnica detectan como negativos a animales que no presentan
la enfermedad. Resultados similares fueron observados en
comparaciones realizadas con estas dos técnicas con sueros
de pacientes humanos . A partir de las 2 ° muestras y la
seroconversion, no se observa concordancia entre las técnicas
de TR y MAT. Las variaciones observadas, puede deberse a
las diferencias en las concentraciones de IgM e IgG al
momento de la toma de muestras, y a la capacidad de
deteccion de cada técnica.

Conclusiéon. Se pudo determinar que el andlisis de la 1°
muestra con la técnica de TR, puede ser utilizada como una
orientacion rapida y temprana del diagndéstico de Leptospira
spp. Este método rapido, la recopilacion de antecedentes y a
las caracteristicas de la presentacion de la enfermedad,
permiten tomar decisiones sobre las medidas higiénico-
sanitarias que puedan reducir las pérdidas por abortos y la
exposicion del personal.

Bibliografl’a. Brihuega B., Hutter E.1997.Técnicas de diagnéstico rapido para
leptospirosis. Revista de Medicina Veterinaria. 178 (2):150-155. 1997.

-Draghi MG, Soni C, Beckwith B, Zurbriggen MA, Homse AC, Rochinotti D.
Principales causas de mortalidad perinatal en bovinos en el Nordeste Argentino. Med
Vet. 2006; 4: 140-143.

-Seijo AC, Mazzonelli J. Evaluacion del antigeno termorresistente en el diagnéstico
de la leptospirosis humana. Acta bioquim. clin. latinoam.1993; 27(4):487-91.
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INTRODUCCION

La salmonelosis es una enfermedad infecciosa zoonética. En
bovinos la infeccién, se puede presentar en forma entérica,
septicémica, o asintomética. Los terneros clinicamente afectados
con la forma entérica cursan con diarrea, deshidratacién y pérdida
de peso, mientras que la forma septicémica se asocia a fiebre,
enfermedad respiratoria y/o muerte sUbita'. En vacas prefiadas
puede producir aborto. Los hallazgos patolégicos son
linfadenomegalia mesentérica, enterocolitis; esplenomegalia,
esplenitis y hepatitis. En la forma septicémica, puede observarse
edema y congestion pulmonar, o neumonia embodlica®. Los
antibidticos son la primera opcién terapéutica para la salmonelosis
clinica en terneros, y su uso indiscriminado puede resultar en
disminucién de la sensibilidad a los mismos. La presencia de (-
lactamasas de espectro extendido y resistencia a fluoroquinolonas
han sido reportados en aislamientos de animales de produccion?,
asi como ha sido reportada la transmision de cepas multi-
resistentes a los antibiéticos de los bovinos al hombre*. El objetivo
de este trabajo fue evaluar la resistencia a antimicrobianos de
cepas de Salmonella spp. aisladas de terneros de tambos de
Uruguay muertos naturalmente en brotes de diarrea neonatal.
MATERIALES Y METODOS

Origen de las muestras: Se procesaron 87 muestras provenientes
de 14 necropsias de terneros de 0-28 dias de edad en el periodo
marzo-junio de 2016. Los 6rganos procesados se listan en la Tabla
1.

Aislamiento e identificacion bacteriana: Las muestras fueron
sembradas en agar MacConkey y agar sangre e incubadas a 37°C,
en aerobiosis por 18-24 h. Las colonias con caracteristicas
compatibles con el género Salmonella se repicaron en agar
tripticasa soya para obtener cultivo puro y realizar las pruebas
bioquimicas convencionales.

Prueba de sensibilidad antimicrobiana: Las cepas aisladas fueron
sometidas a una prueba de sensibilidad antimicrobiana por el
método de difusién en agar. Los antimicrobianos (OXOID ®. UK)
evaluados fueron ampicilina 10 (AMP), cefotaxima 30ug (CTX),
amoxicilina-clavulanico 30 pg (AMC), cloranfenicol 30 pg (C),
sulfametoxazol-trimetoprim 25 pg (SXT), enrofloxacina 5 pg (ENR),
tetraciclina 30 pg (TE), gentamicina 10 pg (CN), acido nalidixico 30
ug (NAL), estreptomicina 10 pg (S), y ciprofloxacina 5 pug (CIP). La
interpretacion de los resultados se realizé segun las normas del
“Clinical Laboratory Standards Institute”)®.

RESULTADOS

Se aislaron 44 cepas de Salmonella spp. en 50,6% de los tejidos
procesados (Tabla 1). En la prueba de sensibilidad a los
antimicrobianos se observd que 39 cepas (83,63%) fueron
sensibles a NAL, 11 (25%) a S, 35 (79,54%) a CIP, y 14 (31,81%)
a TE. El total de las cepas aisladas (44) fueron sensibles a CN,
AMP, AMC, SXT, ENR, CTX y C. En dos aislamientos (4,54%) se
observd sensibilidad intermedia a NAL, en tres (6,81%) a S y nueve
(20,45%) a CIP. En tres (6,81%) aislamientos se observo
resistencia a NAL, en 30 (68,18%) a S y a TE (Gréfico 1). No se
obtuvieron cepas resistentes a B-lactamicos, sin embargo, se
observaron los siguientes perfiles de resistencia: 30 cepas
(68,81%) a TE y S; y tres cepas multi-resistentes a TE, NALy S.
DISCUSION Y CONCLUSION

La mayor parte de los aislamientos de Salmonella spp. en este
trabajo se obtuvieron de o6rganos (linfonédulo mesentérico,
pulmén, higado, intestino, bazo y rifién) de terneros que murieron
con signos clinicos de diarrea y septicemia. Ademas hubieron
aislamientos en orina, en los que se observd resistencia
antimicrobiana, lo cual podria representar una fuente de
eliminacién de cepas resistentes al ambiente, junto con la materia

fecal. Las principales resistencias se corresponden con los
antibidticos utilizados rutinariamente en animales de produccion.
La presencia de multi-resistencia antibidtica y la disminucion de la
sensibilidad a grupos de antimicrobianos limitan las opciones
terapéuticas; lo que requiere un estudio mas profundo de los
mecanismos de resistencia implicados, dado el caracter zoonético
de Salmonella spp. Estudios de serotipificacion y evaluacion de
bases genéticas de resistencia a los antimicrobianos, deben ser
realizados en Uruguay por tratarse de una enfermedad que afecta
la produccién ganadera y la salud publica.

Tabla 1. Aislamientos de Salmonella spp. en 6rganos de necropsias de

terneros (n:14)

Muestras procesadas N° de Aislamientos de

procesamientos Salmonella spp.
Linfonddulo mesentérico 13 10
Pulmén 11 6
Higado 11 6
Intestino 7 4
Rifion 5 4
Bazo 6 3
Orina 7 3
Contenido intestinal 12 3
Bilis 8 3
Linfonédulo mediastinico 1 1
Liguido cefalorraquideo 2 1
Liguido peritoneal 1 0
Liguido pericardico 2 0
Abomaso 1 0
Total 87 44

Gréfico 1. Resultados de la sensibilidad antimicrobiana por el método
de difusion con agar de cepas de Salmonella spp. aisladas de terneros
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Introduccién

La Linfoadenitis Caseosa (LAC), es una enfermedad
infectocontagiosa de curso crénico que afecta principalmente a
ovinos y caprinos adultos provocando importantes pérdidas
econdmicas. El agente etioldgico de la LAC en pequefios
rumiantes es Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis.
La enfermedad se caracteriza por la formacién de abscesos
caseosos en linfonddulos o ganglios linfaticos superficiales y
profundos, y en 6rganos como pulmones, higado y rifiones. El
diagnéstico de la LAC se basa en el aislamiento e identificacion,
mediante examenes bacterioldgicos, del agente patégeno a
partir del material purulento obtenido de los ganglios linfaticos
aumentados de tamafio y de los érganos afectados.

En los ovinos el material caseoso va variando de consistencia,
aspecto y color segun el tiempo de desarrollo de la infeccion.
En las primeras etapas se observa un contenido purulento
verde homogéneo y semi fluido. A medida que la infeccion va
progresando el pus adquiere un aspecto mas sdlido
conformado por capas repetidas de tejido fibroso y material
caseoso, haciendo que a la observacion presente una
apariencia de anillos de cebolla que progresivamente va
tomando un color mas palido. En algunos casos se observan
pequefios nédulos de mineralizacién. Si bien es posible aislar
el agente causal a partir de lesiones con diferentes tiempos de
maduracion, la ubicacion y el nimero de bacterias viables
presentes en los abscesos cronicos puede ser bajo y en
ocasiones hasta ser estériles .

El objetivo de este trabajo fue caracterizar el material caseoso
presente en abscesos de ganglios linfaticos internos y 6rganos
de ovinos y determinar si existe relacién con el aislamiento del
agente causal de la LAC, C. pseudotuberculosis biovar ovis.

Materiales y Métodos

Se procesaron 65 muestras de O6rganos y ganglios
mediastinicos de 46 ovinos (45 adultos y 1 borrego) con
sospechas de LAC provenientes de 4 establecimientos
ubicados en diferentes areas agroecolégicas de la provincia de
Santa Cruz. Cada muestra fue procesada de manera aséptica,
evaluando en primera instancia la presencia o no de material
caseo0so. Posteriormente se caracteriz6 el material caseoso,
segun su consistencia (mixta, pastosa liquida, pastosa seca,
dura), aspecto (grumoso, homogéneo, laminar) y color (blanco-
crema, verde).

Luego se realiz6 un corte del absceso para exponer el material
caseoso y se tom6 una muestra del mismo frotando el hisopo
por la cara interna del absceso. El hisopo se descargé en placas
de Agar Columbia con el agregado de 5% de sangre ovina
heparinizada estéril. Las placas se incubaron a 37°C con 10%
de CO,y se observaron a las 48 hs. Las colonias que resultaron
pequefias (1,5-2,5 mm), circulares, secas, de superficie opaca,
color blanco-crema, con una estrecha zona de hemolisis y que
al microscopio Optico resultaron bacilos Gram positivos,
pleomérficos de extremos ahusados y dispuestos en
empalizada se repicaron para obtener cultivos puros. A cada
aislamiento se le realizaron las pruebas bioquimicas: catalasa,
urea, nitrato, DNasa e inhibicién del efecto CAMP con
Staphylococcus aureus. Los aislamientos que resultaron
positivos a las pruebas de catalasa, urea, inhibicién del efecto
CAMP vy negativos a las pruebas de nitrato y DNasa se
identificaron como Corynebacterium pseudotuberculosis var.
ovis @,

Se froté un hisopo estéril por la cara interna de los abscesos en
los cuales se observé liquido transparente sin presencia de
material caseoso (éstos podrian tratarse de quistes hidatidicos
en diferentes estados de evolucion) ©, y se sembré de la
manera descripta anteriormente.

Resultados

De las 65 muestras procesadas, 57 correspondieron a
abscesos con material caseoso en su interior, 56 de animales
adultos y una de borrego. El 70% se encontraron en el pulmon,
el 23% en ganglios mediastinicos y el 7% en el higado. Las
caracteristicas del material caseoso observado se detallan en
la Tabla 1. En 56 muestras con material caseoso se logr6 aislar
en pureza y en gran cantidad (>100 colonias) un bacilo Gram+
corineforme identificado por pruebas bioquimicas como C.
pseudotuberculosis biovar ovis. En el absceso restante, con
material caseoso duro, se aislé una sola colonia del patégeno y
numerosos contaminantes.

Las 8 muestras restantes contenian liquido transparente sin
material caseoso. El 87,5% se encontraron en el pulmén y el
12,5% en el higado. En 5 muestras se aisl6 C.
pseudotuberculosis biovar ovis en bajo nimero (<10 colonias),
mientras que las otras 3 resultaron negativas (Tabla 1).

Tabla 1: Clasificacion de las muestras procesadas y del material
caseoso en abscesos de ganglios linfaticos y 6rganos

material descripcion numero de procesadas/
caseoso muestras aislamiento+
mixta® 5
pastosa
| liquida 26
Consistencia
pastosa seca 10
seca 9
Si dura 7 57/57
grumoso 33
Aspecto homogéneo 22
laminar 2
Color blanco-crema 43
verde 14
No liguido transparente 8 5/8

2material mas seco en el interior del absceso y mas pastoso en los bordes

Discusion

El aislamiento del agente en gran cantidad en casi la totalidad
de las muestras, independientemente de las caracteristicas del
material caseoso, indica que los cambios que se producen en
el material caseoso segun avanza el tiempo de infeccién, no
afecta marcadamente la cantidad y viabilidad de C.
pseudotuberculosis biovar ovis, con algunas excepciones en
materiales caseosos muy calcificados ©.

Si bien la LAC se describe generalmente en animales adultos,
el hecho de aislar el agente causal a partir del borrego
demuestra que también las categorias jévenes son
susceptibles a este patégeno ®.

En los casos de aislamiento de C. pseudotuberculosis biovar
ovis de las muestras con liquido y sin material caseoso, se
deberia seguir trabajando para evaluar si corresponde a otras
formas no tan frecuentes de lesiones de LAC o a otro tipo de
afecciones colonizadas secundariamente por este patégeno.
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Introduccién

La linfoadenitis caseosa (LAC) es una enfermedad
infectocontagiosa causada por Corynebacterium
pseudotuberculosis. Esta se caracteriza por la formacion de
abscesos en linfonddulos o ganglios linfaticos y en 6rganos
como pulmén, higado y rifion®. En la Patagonia, es comdn el
hallazgo de animales con linfonédulos y 6rganos afectados con
las consecuentes pérdidas econémicas que acarrea la
presencia de LAC debido al decomiso de las canales afectadas
y a la disminucion de la produccion®?.

El diagndstico de rutina en caso de sospecha de LAC se basa
en el aislamiento e identificacion del agente patégeno mediante
exadmenes bacteriol6gicos a partir del material caseoso de
linfonédulos u o6rganos afectados. Sin embargo, esta
metodologia lleva tiempo, es costosa, las cepas presentan
diferencias en los resultados y en algunas ocasiones pueden
obtenerse cultivos de otros microorganismos piogénicos®. Si
bien se han descripto pruebas moleculares como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) o PCR mdiltiple, en algunos
casos solo se ha trabajado a partir de aislamientos del agente
o con el material caseoso pero con metodologias de extraccion
de ADN largas y costosas®*.

El objetivo de este trabajo fue evaluar una PCR utilizando una
técnica de extraccion de ADN econdmica y sencilla para
determinar la presencia de C. pseudotuberculosis a partir del
material caseoso y compararla con la técnica de rutina.

Materiales y Métodos

Se recolectaron 40 muestras de linfonddulos y 6rganos
afectados de 32 ovinos Merino adultos provenientes de una
estancia de Rio Negro. Las muestras se recolectaron en
recipientes estériles y se conservaron a -20 °C hasta su
procesamiento. Los abscesos se abrieron y se frot6 un hisopo
estéril por la cara interna de los mismos que luego se descargo
en placas de agar sangre Columbia. Estas se incubaron a 37
°C con 10% de CO; y se observaron a las 48 h. Las colonias
que resultaron macroscopicamente compatibles con C.
pseudotuberculosis y que al microscopio 6ptico resultaron
bacilos gram positivos pleomorficos y dispuestos en
empalizada se repicaron para realizar las pruebas bioguimicas
correspondientes para identificar a C. pseudotuberculosis?.

Por otro lado, se realizé la extraccion de ADN utilizando la
resina Chelex (Biorad, Argentina). Con el extremo de un tip
estéril se tomé material de los abscesos y se mezclé con 150 pl
de la resina, se incubé 20 min a 65 °C, 8 min a 100 °C, se
centrifugd 2 min a 10.000 g y se recuperé el sobrenadante. El
ADN extraido se utiliz6 como templado en una PCR utilizando
primers previamente descriptos para el gen de la toxina PLD
(pld) producida por C. pseudotuberculosis®.

En el caso de abscesos que contenian liquido o resultaron ser
ganglios aumentados de tamafio pero sin material caseoso en
su interior, se tomaron 100 pl o se realizé un lavado con
solucion fisiolégica estéril respectivamente y se procedio6 con la
bacteriologia y la extraccion de ADN como se describio
anteriormente.

Las reacciones de PCR fueron preparadas utilizando 0.25 pM
de cada primer (PLD-F y PLD-R2), 0.75 mM de MgCl,, 2.5
buffer Taq Pegasus (PB-L, Argentina), 0.5 uM de dNTPs, 0.25
U/ul DNA Taq Pegasus, 1 pl de ADN de cada muestra y agua
hasta completar un volumen final de 25 pl. Las condiciones de
ciclado fueron las siguientes: incubacion a 95 °C 3 min; seguido
de 35 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C 1 min., anillado a 58
°C 40 seg, extensiéon a 72 °C 1 min 30 seg; y un ciclo final de
72 °C 7 min. Los productos de PCR que tuvieron un peso
molecular de 203 pb se consideraron como positivos para C.
pseudotuberculosis®.

Para evaluar la concordancia entre las dos técnicas se calculé
el valor Kappa®.

Resultados

Se logré aislar C pseudotuberculosis en el 85 % de las
muestras. El 15 % de las muestras que resultaron negativas al
aislamiento, correspondieron a ganglios aumentados de
tamafio u otras lesiones sin presencia de material caseoso. La
amplificacion del fragmento de 203 pb por PCR, especifico de
la pld de C. pseudotuberculosis, se observo en el 80% de las
muestras procesadas (Tabla 1).

Cuando se compararon los resultados obtenidos por
bacteriologia y PCR, 32 muestras resultaron positivas a ambas
técnicas (acuerdo positivo 94.12 %) y 6 muestras resultaron
negativas (acuerdo negativo 75 %). El valor de Kappa obtenido
fue 0.83, resultando las dos técnicas con una buena
concordancia.

Ninguna muestra arroj6 un resultado negativo a bacteriologia y
positivo por PCR. Dos muestras resultaron positivas a
bacteriologia pero negativas por PCR. En estos dos casos se
observd en las placas un importante desarrollo de
microorganismos contaminantes y pocas colonias de C.
pseudotuberculosis (<10 colonias). Para evaluar la presencia
de inhibidores se realiz6 la PCR con diluciones de templado,
también se realiz6 la PCR con mayor cantidad de templado
pero no fue posible detectar la banda especifica.

Tabla 1: Resultados obtenidos por bacteriologia y PCR a partir
de linfondédulos y érganos con sospecha de LAC

Bacteriologia PCR
Total
+ -
+ 32 2 34
- 0 6 6
Total 32 8 40
Discusion

Los resultados obtenidos permiten concluir que en el caso de
muestras con un diagnéstico de sospecha de LAC, la PCR
descripta es confiable y se podria utilizar como una herramienta
alternativa al cultivo bacteriolégico que es la técnica
considerada gold standard.

A diferencia de la bacteriologia, la PCR permite obtener un
resultado en 24 h y al trabajar directamente con el material
biolégico se elimina el tiempo y materiales que requieren el
primo aislamiento del agente.

El hecho de contar con una metodologia de extraccion de ADN
de pocos pasos, que no requiere de solventes toxicos, hace que
la técnica sea rapida, econémica, mas segura y que no requiera
de equipamiento especializado.
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Introduccion

La especie bacteriana Staphylococcus pseudintermedius (S.Ps)
fue reclasificada recientemente dentro del grupo S.intermedius
(GSIl) y comprende las especies S.intermedius/ S.delphini/ S.
pseudintermedius (1). La nueva nomenclatura permitié asumir que
la mayoria de los estafilococos aislados de caninos e identificados
como S.intermedius son S.Ps. Este microorganismo forma parte de
la microbiota de caninos que colonizan piel y mucosas. Actia como
patégeno oportunista y puede provocar infecciones en piel, oido,
vias urinarias y hueso. Asimismo, constituye el 90% de los
aislamientos de muestras de piel de portadores sanos. Si bien no
se lo encuentra normalmente en humanos, en los Ultimos afios se
han reportado en personas en estrecho contacto con las mascotas.
Identificar fenotipicamente las especies del grupo GSI en el
laboratorio es dificultoso por las escasas pruebas bioquimicas que
los diferencian, convirtiéndose en un desafio para el microbidlogo
clinico (2).

A mediados de la década de los 80, aparecieron las primeras cepas
de SPs resistentes a la meticilina (SPMR). Esta resistencia esta
mediada por el gen mecA presente en un elemento genético movil
llamado SSCmec (cassette cromos6mico) que le confiere
resistencia a todos los antibidticos betalactamicos con excepcion
de la ceftarolina, una cefalosporina nueva que actia sobre
S.aureus resistente a la meticilina (SARM) utilizada en medicina
humana

Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana pueden predecir
fenotipicamente al gen mecA vy la resistencia a los antibiéticos
betalactamicos, pero es imprescindible la identificacion de especie
ya que se utilizan diferentes discos de antimicrobianos y puntos de
corte.

Otro factor preocupante es la aparicibn de cepas de S..Ps
multiresistentes, es decir que presentan resistencia a 3 0 mas
familias de antimicrobianos.

Este trabajo tuvo como objetivo aislar e identificar S.Ps a partir de
muestras clinicas de piodermias caninas con el fin de evaluar la
incidencia de este microorganismo, su resistencia antimicrobiana y
concientizar a la comunidad veterinaria sobre la importancia del
uso responsable de los antimicrobianos.

Materiales y métodos

Muestras

Se procesaron 45 hisopados de piel proveniente de caninos de
diferentes razas y edades con diagnostico clinico de piodermia en
el periodo febrero — Mayo de 2016

Aislamiento e identificacion y sensibilidad antimicrobiana

Los hisopos fueron sembrados en caldo salado (6,5 % Cl Na) para
su preenriqucimiento selectivo a 37° C durante 24 hs y luego se
sembraron en agar manitol salado. Las colonias sospechosas
fueron repicadas en agar tripticasa soya para obtener un cultivo
puro. La identificacion de especies se realizé por las siguientes
pruebas bioquimicas: coagulasa, Voges Proskauer, fermentacién
de trehalosa, manitol y maltosa, hidrélisis de la arginina y I-
pirrolidonilarilamidasa (PYR).

La sensibilidad antimicrobiana se realizé por el método de difusion
en agar segin normas Vet-01-A4 del CLSI para animales. Se
utilizaron discos de oxacilina 1 pg (OXA), clindamicina 2ug
(CLI),eritromicina 15ug (ERI ),ciprofloxacina 5ug (CIP),minociclina
30 pg (MIN), rifampicina 5ug (RIF), cloranfenicol 30pug(CMP), y
trimetoprima-sulfametoxazol 25 pg (TMS). Se evalud el fenotipo de
resistencia a macrélidos utilizando el D test descripto para S.
aureus.

Los resultados del método de difusion en agar para OXA, ERI,
CLIN, CMP y TMS se interpretaron segin el documento Vet-01-S2
del CLSI para medicina veterinarias mientras MIN y RIF con el
documento M100-S24 para humanos (no poseen puntos de corte
para animales).

Resultados

De las 45 muestras procesadas se aislo S. Ps en 42 (93.3%).

Del total de los aislamientos 10 fueron sensibles a todos los
antimicrobianos (23,8%). La resistencia a la meticilina se registré
en 14 cepas (33.3 %). El D test mostré fenotipo de resistencia
constitutiva para los macrdlidos. En la Tabla 1 se pueden observar
los perfiles de resistencia a los antimicrobianos probados en este
estudio.

TABLA 1: Perfiles de resistencia antimicrobiana de
S.pseudintemedius aislados de piodermias caninas

N° de antibiéticos
resistentes

Fenotipo de resistencia

(N °de cepas)

7 OXA-CLIN-ERI-TMS-CIP-CMP-RIF

6 OXA-CLIN-ERI-TMS-CIP-CMP
OXA-CLIN-ERI-TMS-CIP

CLIN-ERI-TMS-CIP
OXA-CLIN-ERI-TMS
OXA-CLIN-ERI-CMP
& ERI-TMS-CIP
CLIN-ERY-TMS
2 TMS-CIP
ERI-TMS
CLIN-ERI
TMS-MIN
1 TMS
CIP
ERI

©)
(©)

Discusién y conclusiones

En concordancia con la bibliografia mundial, S.Ps tuvo una alta
incidencia como agente aislado a partir de piodermias caninas.

La resistencia a la meticilina y como consecuencia a los antibiéticos
betalactamicos fue méas alta que la registrada en trabajos de
nuestro pais pero mas baja que en otros paises en los que se
realizaron estudios similares. Dentro de la resistencia observada
se destacan altos porcentajes a CIP (54,8%), ERI (61,6%), CLIN
(57,1%), antimicrobianos utilizados para el tratamiento de
piodermias y que llevarian al fracaso terapedtico. La resistencia
antimicrobiana es un problema mundial, en el que la medicina
veterinaria debe tomar conciencia.

El uso prudente y responsable de antibiéticos es una
recomendacion que la Organizacion de Sanidad Animal (OIE) esta
promoviendo para preservar la eficacia de estos compuestos.
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Introducciéon

La leptospirosis es la zoonosis de mayor distribucion
mundial y es enzoética en la Argentina. La deteccién precoz de
animales con sintomatologia compatible con leptospirosis,
brinda un aporte considerable a las medidas de control de la
enfermedad. La busqueda de candidatos antigénicos para
inmunodiagndstico resulta de gran importancia. Nuestro objetivo
fue comparar la inmunoreactividad de un extracto proteico de
Leptospira spp. con las proteinas recombinantes LIPL32 y
LigB25.

Materiales y Métodos

Extracto proteico de Leptospira spp: Fue preparado un extracto
proteico a partir de cultivos de Leptospira interrogans serovar
Copenhageni cepa M 20 en medio EMJH. EIl cultivo fue
centrifugado y sonicado. La concentracion proteica obtenida fue
medida mediante el fluorémetro Qbit (Invitrogen).

rLigB25: Se amplificé una regién especifica del gen que codifica
para la adhesina LigB a partir del ADN gendémico de L.
interrogans serovar Pomona cepa Pomona (GenBank:
AF534640.1) mediante PCR. Los productos de amplificacion
fueron clonados con el Kit Champion ™ pET Directional TOPO.
Se tranformaron E.coli BL21 y fueron seleccionadas las colonias
con el plasmido recombinante. Fueron incubados en caldo Luria-
Bertani (LB). Se indujeron con isopropyl-D-
thiogalactopyranoside (IPTG). La proteina expresada se analiz6
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 % (SDS-
PAGE) y cuantific6 mediante fluorometria (Qbit). Luego, fue
purificada mediante electroelucién desde el gel de poliacrilamida
y concentrada mediante liofilizacién.

rLIPL32: fue provisto por el Laboratorio de Inmunologia
Aplicada, Nucleo de Biotecnologia, Centro de Desarrollo
Tecnolégico, Universidad Federal de Pelotas, Pelotas, RS,
Brasil.

Muestras de suero: Se trabaj6 con un panel de 10 sueros
bovinos obtenidos de establecimientos agropecuarios de la
provincia de Buenos Aires. Los mismos ingresaron al servicio de
diagnostico del Laboratorio de Leptospirosis del Instituto de
Patobiologia, Centro de Investigaciones Veterinarias y
Agronémicas, Centro Nacional de Investigaciones
Agropecuarias  del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria, Buenos Aires, Argentina.

Técnica de Aglutinaciéon Microscopica (MAT). Las muestras de
sueros bovinos fueron evaluadas por MAT utilizando como
antigeno una bateria de 8 serovares diferentes de Leptospira
spp.(Leptospira interrogans serovar Pomona cepa Pomona, L.
interrogans serovar Canicola cepa Hond Utrecht IV, L.
borgpetersenii serovar Castellonis cepa Castellon 3, L.
interrogans serovar Wolffi cepa 3705, L. interrogans serovar
Hardjo cepa Hardjoprajitmo, L. interrogans serovar Copenhageni
cepa M 20; L. interrogans serovar Tarassovi cepa Perepelicin y
L. kirschneri serovar Grippotyphosa cepa Moskva V.).
SDS-PAGE: mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al
12 % en condiciones desnaturalizantes, se separaron las
proteinas presentes en el extracto proteico obtenido y las
proteinas recombinantes Lipl32 y LigB25. El gel fue tefiido con
el colorante azul de coomasie para visualizar las proteinas
resueltas en el mismo.

Prueba de Western blot: Las proteinas separadas del extracto
proteico, rLipl32 y rLigB25 en el gel de poliacrilamida al 12%

fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa mediante
la técnica de Towbin et al. 1979. Se incubaron con los sueros
bovinos positivos y negativos a leptospirosis identificados por la
técnica MAT. Luego de lavados, se incub6 con un anticuerpo
secundario anti-lgG (H+L) de bovino conjugado a la enzima
peroxidasa. Finalmente fue revelado con el sustrato 3,3-
diaminobenzidine (DAB).

Resultados

Técnica de Aglutinacién Microscopica (MAT): 5 de los sueros
resultaron seronegativos a la enfermedad y 5 seroreactivos.

Las serovariedades detectadas fueron Pomona (60%) y Wolffi
(40%) con titulos > a 1/1600.

En el SDS-PAGE se visualizaron una gran cantidad de bandas
en el extracto proteico. En el ensayo de Western blot, las bandas
ubicadas entre 20 y 25 Kda, presentaron una importante
inmunoreactividad frente a los sueros bovinos positivos a
leptospirosis y ninguna reactividad frente a los sueros negativos
a la enfermedad. La rLipl32 presenté una fuerte reactividad
frente al suero positivo y ninguna reactividad frente a los sueros
negativos segun MAT.

La rLigB25 no present6 reactividad frente a ninguin suero.

Discusioén

Los resultados obtenidos comparan la inmunoreactividad de las
proteinas nativas del extracto proteico con las proteinas
recombinantes rLipl32 y rLigB25 analizadas en el presente
ensayo. Las proteinas presentes en el extracto proteico
mostraron ser buenas candidatas para su uso en técnicas
diagnosticas. Similares resultados mostré la rLipl32. En cambio,
la rLigB25 result6 ser mala candidata por no presentar
inmunoreactividad frente a sueros positivos a leptospirosis
mediante la técnica MAT.

La obtencién de proteinas nativas o recombinantes para su
aplicacion en el diagnéstico de la leptospirosis bovina en
Argentina es de suma importancia. Actualmente existe una
necesidad de desarrollo de nuevas técnicas para una rapida
deteccion de la enfermedad.
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Introduccién

La leptospirosis es una enfermedad infectocontagiosa
que produce grandes pérdidas econémicas en bovinos. La
deteccion precoz de animales con sintomatologia compatible
con leptospirosis, brinda un aporte considerable a las medidas
de control de la enfermedad. Nuestro objetivo fue obtener y
caracterizar un extracto proteico de Leptospira spp para su
aplicacion en el diagndstico de la leptospirosis en bovinos.

Materiales y Métodos

Preparado proteico de Leptospira spp: Fue obtenido a partir de
cultivos de Leptospira interrogans serovar Copenhageni M 20 en
medio EMJH durante 7 dias. EI mismo fue centrifugado y
sonicado. La concentraciéon proteica obtenida fue medida
mediante el fluorémetro Qbit (Invitrogen).

Muestras de suero: Se trabaj6 con un panel de 10 sueros
bovinos obtenidos de establecimientos agropecuarios de la
provincia de Buenos Aires. Los mismos ingresaron al servicio de
diagnostico del Laboratorio de Leptospirosis del Instituto de
Patobiologia, Centro de Investigaciones Veterinarias y
Agrondémicas, Centro Nacional de Investigaciones
Agropecuarias  del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria, Buenos Aires, Argentina.

Técnica de Aglutinacién Microscépica (MAT): Las muestras de
sueros bovinos fueron evaluadas por MAT utilizando como
antigeno una bateria de 8 serovares diferentes de Leptospira
spp.(Leptospira interrogans serovar Pomona cepa Pomona, L.
interrogans serovar Canicola cepa Hond Utrecht IV, L.
borgpetersenii serovar Castellonis cepa Castellon 3, L.
interrogans serovar Wolffi cepa 3705, L. interrogans serovar
Hardjo cepa Hardjoprajitmo, L. interrogans serovar Copenhageni
cepa M 20; L. interrogans serovar Tarassovi cepa Perepelicin y
L. kirschneri serovar Grippotyphosa cepa Moskva V.).

Prueba de ELISA: El extracto proteico obtenido se utiliz6 como
antigeno soluble en un ensayo de ELISA, para determinar
reactividad de sueros bovinos positivos y nhegativos a
leptospirosis. Para ello se sensibilizaron placas de poliestireno
de fondo plano de 96 pocillos de microtitulacion (Nunc ™ USA)
con concentraciones conocidas de extracto proteico
solubilizado. Posteriormente se incubaron con los sueros
bovinos positivos y negativos a leptospirosis identificados por la
técnica MAT. Luego de lavados, se incub6 con un anticuerpo
secundario anti-lgG (H+L) de bovino conjugado a la enzima
peroxidasa. Finalmente fue revelado con el reactivo 3,3', 5,5'-
Tetramethylbenzidine (TMB).

SDS-PAGE: Se separaron las proteinas presentes en el extracto
proteico de Leptospira interrogans serovar Copenhageni M 20
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 % en
condiciones desnaturalizantes. Luego fueron visualizadas tras
la coloracion de azul de coomasie.

Prueba de Western blot: Las proteinas separadas en el gel de
poliacrilamida al 12%, fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa mediante la técnica de Towbin et al. 1979. La
membrana, luego se incub6 con los sueros bovinos positivos y

negativos a leptospirosis identificados por la técnica MAT. Luego
de lavados, se incubd con un anticuerpo secundario

anti-lgG (H+L) de bovino conjugado a la enzima peroxidasa.
Finalmente fue revelado con el sustrato 3,3'-diaminobenzidine
(DAB).

Resultados

Técnica de Aglutinacion Microscépica (MAT): 5 de los sueros
resultaron seronegativos a la enfermedad y 5 seroreactivos. Las
serovariedades detectadas fueron Pomona (60%) y Wolffi (40%)
con titulos > a 1/1600.

Mediante la técnica de ELISA se pudo observar
inmunoreactividad en el 100% de los sueros confirmados
positivamente por la técnica MAT frente al extracto proteico de
Leptospira interrogans serovar Copenhageni M 20. Ning(n suero
negativo a MAT presenté reactividad en el ensayo de ELISA.
En el SDS-PAGE del extracto proteico, fueron visualizadas gran
cantidad de bandas. En el ensayo de Western blot, las bandas
entre 20 a 25 Kda, presentaron una importante
inmunoreactividad frente a todos los sueros bovinos positivos a
leptospirosis confirmados por MAT. Los sueros hegativos no
presentaron reactividad.

Discusién

Los resultados obtenidos comprueban la presencia de proteinas
inmunoreactivas en el extracto proteico estudiado. En la prueba
de ELISAy en la de Western blot, la fuerte sefial obtenida en el
100 % de los sueros positivos utilizados y la ausencia de sefial
en el 100% de los sueros negativos por MAT usados, demuestra
que el extracto proteico de Leptospira interrogans serovar
Copenhageni M 20 podria ser un buen candidato para su
aplicacion en el diagnéstico de la leptospirosis bovina.
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Introduccion

La brucelosis es una enfermedad zoonética que afecta tanto a
animales domésticos como silvestres e incluso al hombre. Es
causada por bacterias intracelulares facultativas Gram
negativas. La sintomatologia principal en la mayoria de las
especies de animales es el aborto o la expulsion prematura de
los fetos. Los animales silvestres al igual que los animales
domésticos, entre ellos los cerdos, son reservorios
importantes de Brucellas, entre ellas B. suis. Recientemente
B. suis fue aislada en perros de caza, los cuales habian
estado en contacto con cerdos salvajes (Ramamoorthy et al.
2011). En los seres humanos B. suis biovar 1 se considera
como fuente importante de infeccién. En un estudio previo fue
posible aislar B. suis de peludos (Chaetophractus villosus)
procedentes de distintos establecimientos agropecuarios de la
provincia de La Pampa (Kin et al., 2014). Para conocer mas
sobre la epidemiologia y las implicancias de la Brucella suis en
C. villosus se inocularon experimentalmente animales con la
cepa de B. suis biotipo 1 aislada previamente.

Materiales y Métodos

Los ejemplares de C. villosus utilizados para experimentacion
se alojaron en recintos ubicados dentro del predio de la
Experimental INTA, Anguil, con agua y alimento ad libitum. En
un habitaculo se encontraban dos hembras (una de ellas en
estado de prefiez) y en otro, 3 machos adultos, un macho
juvenil y una hembra adulta. Los animales inoculados fueron la
hembra prefiada y los 3 machos adultos. La cepa utilizada
correspondié a Brucella suis biotipo 1, la cepa habia sido
aislada de C. villosus (Kin et al., 2014). El procedimiento
consistié en inocular por via oral una suspension que contenia
1 x 10°% UFC (unidades formadoras de colonia), a razén de 0,1
ml por animal. La hembra gravida y un macho recibieron,
ademas, 0,1 ml de la misma suspensién por via conjuntiva. Un
mes antes del inicio del experimento se tomé una muestra de
sangre a todos los ejemplares, la cual fue analizada para
garantizar la negatividad a Brucella. Luego, se tomaron
muestras de sangre al inicio del experimento (dia 0), y a los
dias 7, 10, 17, 25, 38 y 55 dias pos-inoculacion. Las muestras
de sangre se obtuvieron por puncién de la rete mirabile de la
cola, posteriormente fueron centrifugadas a 2500 rpm durante
15 minutos, luego se procedi6 a separar el suero y se lo
coloc6 en tubos Ependorf hasta su procesamiento. Las
muestras fueron analizadas utlizando las prueba de
Aglutinacion en Placa de Antigeno Tamponado (BPA) y la de
Polarizacion Fluorescente (FPA) para la deteccion de
anticuerpos contra Brucella, estableciéndose como valor de
corte 82 mP. (Kin et al., datos no publicados). En el dia 55 se
realiz6 la eutanasia, s6lo de aquellos ejemplares que dieron
positivos a Brucella. Se tomaron muestras de tejidos de
diversos 6rganos (Utero, vagina, glandula bulbo uretral,
cabeza del epididimo, cola del epididimo, higado, bazo,
pulmoén, ganglio mesentérico, ganglio axilar, rifion) y de orina.
Las muestras de los distintos 6rganos extraidos fueron
sembradas en medios de agar sangre, agar Brucella, agar
McConkey y agar Salmonella-Shigella, se incubaron en
presencia de 10% de CO; a 37 °C y se examinaron durante 7
dias. Las colonias sospechosas de Brucella fueron analizadas
utilizando pruebas bioquimicas de oxidasa, catalasa, ureasa,
requerimiento de CO,, produccion de H,S, crecimiento con
tionina y fucsina basica a 20 mg/ml (Quinn et al. 2002).

Resultados

Los cuatro individuos adultos de C. villosus inoculados con la
cepa aislada de B. suis biovar 1 se infectaron. La hembra que
al momento del desafio se encontraba prefiada abort6. Todos
los tests serolégicos (BPA y FPA) fueron negativos al dia 7

pos-inoculacién. A los 25 dias los animales infectados
presentaban titulos superiores a los 100 mP. en FPA y
siguieron elevandose hasta el final del experimento. La
hembra no inoculada, que compartia el mismo habitaculo que
los machos inoculados, se infect6.

De los 5 animales inoculados fue posible aislar Brucella en el
100% de los casos de bazo, higado y ganglio mesentérico y
del utero de ambas hembras positivas, como asi también de
las tres Unicas muestras de orina extraidas. So6lo en 3
animales se pudo aislar Brucella de pulmén. Asimismo, se
aislé Brucella en las dos Unicas muestras de ganglio axilar
estudiadas. Con respecto a los 6rganos sexuales masculinos
de los tres machos, en dos se aisl6 de cola de epididimo y en
uno de ellos de la glandula bulbo uretral. También se pudo
aislar Brucella de la vagina de la hembra que habia abortado,
52 dias después de haberse producido el aborto.

Discusion

En el presente ensayo se demuestra la posibilidad de infectar
C. villosus con Brucella suis, a través de la via oral y
conjuntival, como asi también la transmision de la enfermedad
en una hembra no inoculada que compartia el mismo
habitaculo con tres machos inoculados.

También fue posible demostrar que una hembra prefiada que
fuera inoculada por via oral y conjuntival con Brucella abort6 al
tercer dia. Si bien es probable que el aborto no fuera debido a
la colonizacion e infeccion por Brucella, sino a alguna reaccion
inmunoldgica producida por la alta carga de brucellas presente
en el in6culo, fue posible demostrar posteriormente, en este
animal, la colonizacion de la bacteria en los diferentes tejidos,
inclusive en Gtero y vagina.

El aislamiento de la bacteria de orina en C. villosus, sugiere, a
su vez, la posibilidad de la transmision horizontal entre ellos,
como asi también a otros herbivoros, carnivoros y a humanos
como se ha propuesto para otras especies (Meng et al., 2009).
El hombre podria contagiarse también por la caza y
manipulacion de este animal para consumo, lo cual es muy
comun en muchas regiones del pais. Mayores estudios seran
necesarios para cuantificar la importancia y el rol que tiene C.
villosus en la epidemiologia de Brucella suis.
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Introduccién

La tuberculosis bovina (TBB) cuyo agente etiolégico es
Mycobacterium bovis, es una enfermedad infecciosa de
caracter zoong6tico, que ocasiona serios problemas productivos,
econémicos y en la salud publica. Se considera que 500
millones de bovinos estarian infectados con Mycobacterium
bovis en el mundo, ocasionando una pérdida econdmica
estimada en U$S 3 billones. En este sentido, un estudio
realizado en Irlanda' adjudica un 10% de disminucién en la
produccion anual de leche en bovinos positivos a la
intradermorreaccion, a diferencia de aquellos no infectados. El
programa de control y erradicacion de TBB en Argentina se
basa en la identificacién y eliminacién de animales infectados
mediante la aplicacién intradérmica de la prueba anocaudal
(PAC)%. Ademaés, se establece el monitoreo y la vigilancia
epidemiolégica en frigorificos donde los animales son
inspeccionados con el fin de hallar lesiones compatibles con
TBB (LCT). Complementariamente, se puede llevar adelante
estudios bacteriolégicos a partir de diversas muestras
biolégicas tales como secrecién nasal, leche y tejidos.

El objetivo de este estudio fue evaluar la presencia de M. bovis
en muestras de secrecion nasal, leche y tejidos colectados de
bovinos positivos a la PAC.

Materiales y métodos

Se seleccionaron 572 bovinos de raza Holando-Argentino
provenientes de 24 rodeos lecheros de las provincias de
Coérdoba, Santa Fe y Buenos Aires. Estos rodeos presentaban,
al momento del estudio, una prevalencia entre 0,5 y 4%. Todos
los bovinos de este estudio resultaron positivos a la PAC,
llevada a cabo segun la normativa vigentel. Las muestras
biol6gicas recolectadas fueron las siguientes: secrecién nasal
(a través de hisopados nasales), leche (100 mL. de cada cuarto
mamario) y tejidos fueron obtenidos a partir de necropsias y
muestreos realizados en frigorifico (ganglios linfaticos (Gl):
retrofaringeos, submandibulares, traqueobronquiales,
mediastinicos 'y hepaticos; pulmén e higado). Luego
refrigerados y homogeneizados mecanicamente durante 3 min.
(Masticator Basic IUL Instruments modelo N° 470); para luego
continuar con la decontaminacién (método de Petroff) y
siembra en medios de Stonebrink y Lowestein Jensen. Los
desarrollos micobacterianos fueron sometidos a la tincion &cido
alcohol resistente de Ziehl Neelsen. Posteriormente fueron
identificados por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)?, utilizando como blanco la secuencia de insercion (IS)
6110 (propia del complejo Mycobacterium tuberculosis).
Aquellos positivos fueron genotipificados por Spoligotyping®.

Resultados

Se aisl6 e identificod M. bovis del 12,4% (71/572) de los bovinos
examinados. Los aislamientos provinieron de muestras de
tejidos 36,5% (38/104), seguido de leche 11% (23/214) y
secreciones nasales 4% (10/254).

En el 56,3% de los tejidos colectados se observaron lesiones
compatibles con TB, aislandose M. bovis en el 61,2% de los
mismos.

Discusion

Los resultados presentados en este trabajo indican la
importancia relativa de las distintas muestras analizadas para el
diagnéstico bacteriologico de TBB. El aislamiento de M. bovis a
partir de muestras de leche y secrecién nasal tendrian limitada
utilidad diagnéstica, aunque resultan de facil obtencion in vivo.
El andlisis bacteriolégico de tejidos (post mortem) seria de
mayor relevancia diagndstica y su uso permitiria comprender
eventos sanitarios que requieran de un analisis detallado, como
seria el caso de un predio libre de TBB donde se presentan
nuevos reactores a la PAC o aquellos con un bajo nimero de
reactores, sospechados de posibles resultados falsos positivos
a la PAC. Los resultados negativos a la bacteriologia, en las
distintas muestras analizadas podrian relacionarse a factores
tales como la eliminacion intermitente de micobacterias
(secrecion nasal y leche), a la presencia de micobacterias no
viables en el material colectado o que la metodologia de
decontaminacion utilizada afecte la sobrevida de las
micobacterias. Otro factor a considerar es la posible presencia
de bovinos falso-positivos a la PAC dentro del grupo en
estudio. De esta manera, el cultivo seguido de la tipificacion
molecular permite avanzar en la resolucion de situaciones
especificas, brindando ademas informaciéon complementaria
acerca de las cepas circulantes en un predio y/o regién y su
potencial uso desde el punto de vista epidemioldgico.
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Introduccién: Ehrlichiosis y anaplasmosis son enfermedades
causadas por bacterias intracelulares obligados de los géneros
Ehrlichia y Anaplasma. Ambos géneros son bacterias Gram
negativas pequefias, pleomorficas, pertenecientes a la familia
Anaplasmataceae (orden Rickettsiales). Estas bacterias son
principalmente transmitidas por garrapatas. Un nimero limitado
de estos organismos también se han identificado en las personas
provocando importantes enfermedades emergentes. En los
caninos, Ehrlichia canis y Anaplasma platys, causan la ehrlichiosis
monocitica canina y trombocitopenia ciclica infecciosa canina,
respectivamente. Estas enfermedades pueden ser transmitidas
mediante transfusiones de sangre, pero la via de transmisién mas
frecuente es la picadura de la garrapata parda comun del perro,
Rhipicephalus sanguineus. Estas dos infecciones, mas comunes
en las regiones tropicales y subtropicales fueron reportadas por
primera vez en caninos de nuestro pais en el afio 2013. E. canis
no esta considerado agente zoondético, mientras que A. platys ha
sido detectado microscopicamente en plaquetas de pacientes
inmunosuprimidos  (pero sin  confirmaciéon por métodos
moleculares) de Venezuela, asi como en un veterinario con
sindrome febril. Ademés, en humanos ha sido reportado en la
provincia de Jujuy casos sospechosos de ehrlichiosis monocitica
humana producida por Ehrlichia chaffeensis (o un agente
antigénicamente similar). Esta comunicacion tiene el propdsito de
aportar las observaciones realizadas y la experiencia terapéutica
de un caso clinico de esta enfermedad en un canino de la ciudad
de Villa Mercedes (san Luis), Argentina.

Materiales y métodos: En el otofio del 2015 se present6 a la
consulta un canino macho de de raza Boyero de Berna de 5 afios
de edad, alimentado con alimento balanceado y que convivia con
otro perro de la misma raza. Al momento de presentarse a la
consulta contaba con plan sanitario completo. El cuadro comenzé
con hipertermia de 42 °C, anorexia, vémitos, palidez de mucosas,
decaimiento con problemas para incorporarse, depresion,
adelgazamiento sin signos neuroldgicos centrales o periféricos. A
la palpacion se detectd6 una importante esplenomegalia y
adenopatia generalizada, y a la observacion se detect6 la
presencia de una garrapata que fue identificada taxondmicamente
siguiendo las claves descriptas por Boero (1957). Se realizaron
andlisis de laboratorio que incluyeron perfiles de analisis clinicos
de sangre (hemograma completo y quimica sanguinea), analisis
directo de materia fecal y andlisis completo de orina. También se
realiz6 la observacion directa de extendidos sanguineos,
coloreados con May-Grunwald-Giemsa. Por otra parte, mediante
PCR se analizaron la garrapata y los extendidos sanguineos del
periodo agudo de la enfermedad. El ADN de las muestras fue
extraido mediante High Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche, Alemania), segun indicaciones del fabricante. Se realizé
una PCR para la Flia. Anaplasmataceae (géneros Ehrlichia y
Anaplasma) que amplifica un fragmento de ARNr 16S de 345
pares de base (pb). Se instaur6 tratamiento con antibidticos
(doxiciclina, y penicilinas), observandose una mejoria importante
por lo que se le dejé ir a su casa con tratamiento ambulatorio. La
evolucién continto durante dos meses con periodos de recaidas
en los cuales era necesaria la internacién a periodos de buen
estado con altas, hasta que complicaciones de una vasculitis en
las porciones terminales de su cuerpo, edema en los miembros,
pérdida ponderal de peso y gran anemia produjeron la muerte

Resultados: ElI hemograma revelé6 una gran anemia
(3.550.000/pl) con una leucocitosis de 91.800 glébulos blancos,
con desviacion a la izquierda y una trombocitopenia importante
(plaquetas por debajo de 30.00.000/mm3). El andlisis de orina
mostré una proteinuria de 4 cruces lo que daba una idea del

compromiso renal. La garrapata hallada en el animal fue
clasificada como Amblyomma tigrinum. La observacion directa de
extendidos sanguineos, coloreados con May-Grunwald-Giemsa
reveld la presencia de inclusiones intracitoplasméticas (moérulas)
en un pequefio porcentaje de los leucocitos. Las mérulas
aparecen como punteado oscuro azul o parpura inclusiones, y se
encuentran principalmente en monocitos o neutréfilos, aunque
pueden ser detectados ocasionalmente en otros tipos de células.
Estas estructuras desaparecieron de la sangre dentro de 24-72
horas después de comenzar la terapia con antibittico, lograndose
reducir a 33000 los glébulos blancos. La PCR para los géneros
Ehrlichia/Anaplasma (fragmento 16s ARNr) fue débilmente
positiva en los extendidos sanguineos y negativa en la garrapata
analizada. El débil producto de la PCR no pudo ser secuenciado
para confirmar qué especie patdgena estaba implicada.

Discusion y Conclusién: La enfermedad fue diagnosticada por
la observacion del cuadro clinico-hematolégico, la observacién
intracitoplasmatica de cuerpos de inclusion o moérulas compatibles
con ehrlichias y por la PCR positiva. Lamentablemente los ADNs
obtenidos de muestras no adecuadas (extendidos) suelen ser
escasos y de mala calidad, por eso no se pudo lograr la
secuenciacion para confirmar la especie patégena implicada. En
nuestro pais este grupo de agentes recién se estan comenzando
a estudiar mediante métodos moleculares especificos. En San
Luis no se encuentran antecedentes sobre la deteccion de
ehrlichias o anaplasmas en mamiferos o garrapatas. Actualmente
estd confirmada molecularmente la presencia de E. canis
causando enfermedad clinica en caninos del Area Metropolitana
de Buenos Aires y ha sido sospechada mediante métodos
serolégicos en caninos de la ciudad de Mendoza. Respecto al
vector, R. sanguineus esta conformado por dos linajes que
presentan distinta competencia vectorial. El linaje tropical es el
implicado en la transmision de E. canis y se encuentra distribuido
desde México hasta el norte de Argentina. Coincidentemente, E.
canis s6lo ha sido detectada en R. sanguineus linaje tropical en el
norte de nuestro pais. En este sentido, la ocurrencia de casos
clinicos caninos fuera del area de distribucién de R. sanguineus
linaje tropical plantea la cuestion del mecanismo de transmisién
gue esta ocurriendo en estas areas del pais.

Bibliografia:

1. Boero, J. (1957). Las garrapatas de la RepuUblica Argentina
(Acarina — Ixodoidea). Buenos Aires: Ed. UBA, 1957, p. 113.

2. Cicuttin, G. L.; De Salvo, M. N.; Gury Dohmen, F. E. (2016).
Molecular characterization of Ehrlichia canis infecting dogs, Buenos
Aires. Ticks and Tick-borne Diseases; En prensa.

3. Cicuttin, G. L.; Tarragona, E. L.; De Salvo, M. N.; Mangold, A. J.;
Santiago Nava, S. (2015). Infection with Ehrlichia canis and
Anaplasma platys (Rickettsiales: Anaplasmataceae) in two lineages
of Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Acari: Ixodidae) from
Argentina. Ticks and Tick-borne Diseases; 6: 724—729.

4. Eiras D.F.; Craviotto M.B.; Vezzani D.;Eyal O.;Baneth G.
(2013). First description of natural Ehrlichia canis and Anaplasma
platys infections in dogs from Argentina. Comp. Immunol. Microbiol.
Infect. Dis., 36(2):169-173.

5. Parola, P.; Roux, V.; Camicas, J. L.; Baradji, |.; Brouqui P.;
Raoult, D. (2000). Detection of ehrlichiae in African ticks by
polymerase chain reaction. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene, 94: 707-708. Disponible en
http://horizon.documentation.ird.fr/ex|-
doc/pleins_textes/pleins_textes 7/b_fdi_57-58/010024088.pdf




B14- EFECTO DE FACTORES PREDISPONENTES SOBRE LA TRANSMISION Y PERSISTENCIA DE E.

coli 0157:H7 EN BOVINOS (B14)
L. C. Rhades?; F. J. Babinec'?; A. Pordomingo?; A. Cataldi®; A. M. Larzabal 3; V. N. Baldone %; N. Amigo 3; L. Urquiza %; L. Gelid %, P.

J. Delicia 4, M. C. Fort *

1) EEA INTA Anguil 2) Facultad de Agronomia UNL.Pam 3) Instituto de Biotecnologia INTA Castelar 4) UTN Facultad Regional

Rosario rhades.luis@inta.gob.ar

INTRODUCCION

La E. coli O157:H7 es un patdgeno causante de enfermedad
transmisible por alimentos (ETA). Una de ellas, el sindrome
urémico hemolitico (SUH), es la mas grave, por la produccién
de toxina Shiga (Stx) en el intestino, actuando sobre los
riflones, cerebro y otros 6rganos en el hombre. El SUH afecta
en forma endémica en la Argentina a nifios de entre 6 meses a
6 afios de edad.

Se demostr6 que el 20% de los animales de los rodeos estaban
infectados con E. coli 0157:H7, lo que tiene implicancia en la
dinamica de la transmision entre los animales y el riesgo de
infeccién en el ser humano; situacion que adquiere relevancia
epidemioldgica, por mantener a la bacteria en el ambiente y por
favorecer su diseminacion.

El conocimiento de los factores que predisponen la trasmision
y la persistencia de E. coli en bovinos es importante para
proyectar medidas que permitan disminuir su prevalencia y
minimizar el riesgo para la salud publica.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 120 terneros machos, recién destetados, de 4y 6
meses de edad y entre 87 kg y 224 kg de peso, encerrados en
36 corrales, albergando entre 3 a 4 terneros por redil,
distribuidos por peso, en dos bloques: livianos y pesados.

De marzo a junio de 2014, recibieron una dieta con 3 niveles de
PB (proteina bruta) (9%-13%-18%), de julio a noviembre
cambio de dieta, con salida al campo, con 9% PB y retorno al
encierre de diciembre a abril, con dieta de terminacion con
9,5%-13% PB.

Durante el engorde fueron sometidos a diferentes medidas de
manejo, como inmunizaciones contra fiebre aftosa y castracion.
Se registraron las temperaturas maximas, minimas y promedio,
15 dias previos al HMRA (hisopado mucosa recto anal), para
analizar su incidencia en la excrecion de STEC. También se
tomaron los registros de las lluvias acumuladas, 15 dias previos
a los HMRA.

Desde el 19 de marzo de 2014 hasta el 24 de abril de 2015,

se tomaron muestras mensuales, mediante HMRA a todos los
animales.

Los HMRA se incuban en caldo tripticasa soja (TSB),
suplementado con vancomicina, cefixima y telurito de potasio,
para la posterior separacion inmunomagnética (SIM) de las
cepas de E. coli. Luego de la SIM, se sembr6 la suspensién en
Agar Mac Conkey Sorbitol + cefixima telurito + suplemento
MUG (SMACcr) para seleccionar las colonias de E. coli
0157:H7 que no fermentan el sorbitol y el MUG.

Para confirmar el aislamiento de las colonias que no
fermentaron al sorbitol y no metabolizaron al MUG, se las
somete a la prueba de aglutinacion antigeno-anticuerpo
0157:H7 (Latex Test).

Las cepas de E. coli O157:H7 identificadas, se las repicé en
medio Agar Mac Conkey y al finalizar la incubacién, se
acondicionaron para su almacenamiento y conservaciéon a —
74°C, hasta la posterior extraccion de ADN, para la
caracterizacion genética de las cepas.

Se utiliz6 la reaccion de PCR Multiplex para detectar los genes
de la regién constante de Intimina (eae), de las toxinas Shiga 1
y 2 (stx1 y stx2), y del responsable de la sintesis del antigeno
(@] (rfb0157).

La relacion entre la portacion de los genes de Stx1, Stx2 y Stx
1y2 con la temperatura maxima, minima y las precipitaciones
se analiz6 mediante una regresion Poisson.

RESULTADOS

De acuerdo al nivel de PB en cada etapa de engorde, en la
recria se observd un elevado nimero de animales pesados
excretando STEC. Durante el pastoreo y la terminacién no hubo
diferencia en la excrecion de STEC entre livianos y pesados.

Respecto a la portacion de los genes Stx de acuerdo al nivel de
PB en la dieta, en la etapa de recria, en los animales con la
dieta con 9% se detectd una portacién de genes Stxly2 mas
elevados que los que consumen la dieta con 13%. En los
terneros con 18% de PB no se detectaron genes Stx1y2.
Durante el pastoreo a campo se destacé una elevada presencia
de genes de Stxly2, que disminuyen cuando los animales
reingresan a los corrales. En la etapa de terminacion la
presencia de genes Stx1ly2 ES baja.

De marzo a julio de 2014, con la disminucion de las
temperaturas, disminuye la excrecion de STEC. De julio a
noviembre, a medida que aumentan las temperaturas, se
incrementa la excrecién de STEC. Sin embargo, durante los
meses estivales, con picos de temperatura superando los 30°C,
se registré una baja en la excrecién de STEC. A partir de marzo
de 2015, con el descenso de las temperaturas, nuevamente
volvié a registrarse un aumento de la excrecién de STEC.

Con respecto a la presencia de genes de Stx, se observé que
de marzo a mayo, a medida que bajan las temperaturas,
disminuye la presencia de Stx1 y de junio, hasta finalizar en
ensayo, no se la vuelve a identificar. De marzo a julio, se
registré una disminucion en la portacion de genes de Stx2 y
Stx1ly2. Desde julio, con el aumento de las temperaturas se
registr6 una elevada presencia de Stxly2, que se mantiene
hasta noviembre. La portacion de genes de Stx2 también
aumenta levemente y se mantiene.

Desde diciembre a marzo, con temperaturas altas, disminuy0 la
portacion de genes Stxly2, volviéndose a elevar en aburil.
Durante todo el ensayo, la presencia de genes Stx2 fue
constante.

La disminucién estacional de las lluvias de marzo a agosto, se
correlacioné con una menor excrecion de STEC y presencia de
los genes Stx1, Stx2 y Stxly2. A partir de setiembre con el
aumento de las lluvias se detecté un aumento en la excrecion
de STEC, con una moderada presencia de Stx2 y un
significativo aumento de la presencia de genes de Stxly2.
Desde diciembre hasta abril de 2015, con un registro menor de
lluvias, se observé una disminucién de la presencia de genes
de Stx1y2 y un registro moderado de Stx2.

COCLUSIONES

Estadisticamente no se apreciaron diferencias significativas en
la excrecién de STEC, ni en la portacion de genes de Stx, entre
los distintos niveles de proteinas de la dieta.

La portacion de genes para Stxl y Stxly2 se vio afectada
significativamente por el aumento de las temperaturas maximas
(p=0,05), minimas (p=0,01) y las precipitaciones (p=0,06) y
solamente el incremento de las precipitaciones (p=0,01) influy6
significativamente sobre la portaciéon del gen para Stx2 y
Stx1y2.
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Introduccién

La Campylobacteriosis genital bovina es una enfermedad que
afecta la reproduccion en rodeos de numerosos paises.
Campylobacter fetus causa muerte del embrién, abortos y
reduccién de la fertilidad. Existen dos subespecies conocidas, C.
fetus subsp. fetus (Cff) que reside en el tracto intestinal del bovino
y puede ocasionalmente encontrarse en la cavidad prepucial del
toro por contaminacion fecal y C. fetus subsp. venerealis (Cfv),
con tropismo genital exclusivo y que solo se transmite por via
venérea (Campero y col, 1987). Ademéas existe una variedad
tolerante a la glicina denominada C. fetus subsp. venerealis
biovar. intermedius, (Cfvi) sobre la cual no se dispone de mucha
informacion respecto a su patogenia y epidemiologia. Siendo que
la mayoria de las cepas aisladas en nuestro pais corresponden a
este biovar, el objetivo de este trabajo fue evaluar capacidad
infectiva y performance reproductiva de vacas y vaquillonas
sometidas a servicio con toros infectados naturalmente con
Campylobacter fetus venerealis Intermedio

Materiales y métodos

Para la ejecucion de este trabajo se utilizd un lote de 15
vaquillonas de primer servicio de entre 300-350 kg, 3 vacasy 2
toros infectados naturalmente con Cfvi. La caracterizacién de la
cepa se realiz6 mediante bioquimica, PCR y AFLP realizadas
segun protocolos disefiados en el Animal Sciences Group,
Division of Infectious Diseases and OIE Reference Laboratory for
Campylobacteriosis, Lelystad, The Netherlands. Previo al inicio
del ensayo se obtuvieron muestras de moco cérvico vaginal
(MCV) de todas las hembras para constatar la negatividad a Cfvi,
posteriormente fueron mantenidas con los dos toros de raza
Aberdeen Angus en pastoreo extensivo en la EEA INTA Anguil,
La Pampa, desde abril hasta agosto del 2013 (4 meses). La toma
de muestras de prepucio y de MCV, asi como el tacto rectal para
determinar prefiez se realizaron los dias 0, 5, 15, 22, 29, 36,43,
50, 57, 64, 71, 87, 102 y 117, tomando como dia 0 al 1° dia de
contacto entre hembras y machos. Las muestra de prepucio y de
MCYV obtenidas se colocaron: una parte en un tubo con 5 ml de
solucion salina bufferada (PBS) con formol al 1% para
Inmunofluorescencia Directa (IF)(Terzolo y col, 1992), y la otra en
un tubo con 5 ml con medio de transporte y enriquecimiento de
Thomann (TTE) (Harwood y col, 2009) . Las muestras de TTE se
incubaron en estufa a 37°C durante 2 a 3 dias para luego realizar
el cultivo en placas de agar base sangre con 6% de sangre equina
y agar Skirrow. Las placas fueron incubadas en jarras (Oxoid®
HP-11) con microaerofilia usando una atmésfera de 5% de CO2,
5% de O2 y 90% de N2, a 37°C durante 3 a 4 dias. Ademas, se
extrajo al segundo dia una muestra del medio TTE para realizar
también IF. A las cepas aisladas se las caracterizd
molecularmente mediante las técnicas de PCR y AFLP.
Resultados

Los 2 toros fueron positivos a las tres técnicas (IF en PBS, IF en
TTE y cultivo en placa) durante todo el tiempo de duracién del
ensayo. 9/15 (60%) vaquillonas y 2/3 (66%) vacas fueron positivas
a alguna técnica en algunos de los diferentes muestreos. 6/9
(66%) vaquillonas fueron positivas a todas las

técnicas en diferentes dias de muestreo del ensayo. En cuanto a
las que no fue posible realizar aislamientos: 1/9 (11%) vaquillona
y 2/2 (100%) vacas fueron solo una vez positivas en el dia 71
mediante IF en TTE y 1/9 (11%) fue positiva a dos de las técnicas
(IF en PBS y en TTE). En total se aislaron por cultivo 15 cepas de
7 vaquillonas, 4 al dia 15, 1 al dia 22, 5 al dia 29, 2 al dia 43, 1 al
dia 50, 1 al dia 57 y 1 al dia 87. De las 7 vaquillonas positivas a
Cfvi, 2 registraron 3 aislamientos, 4 con 2 aislamientos cada una
y 1 vaquillona con 1 solo aislamiento. Todas las cepas aisladas
fueron identificadas por PCR y AFLP como Cfvi.

8 de las vaquillonas quedaron prefiadas, habiendo sido 6 de las
mismas positivas a Cfvi, del total 4 vaquillonas registraron abortos
al final del ensayo (4meses) correspondiendo 3 al grupo de las
positivas a Cfvi y una al grupo de las negativas, lograndose
diagnosticar Cfvi en las pertenecientes al grupo de las positivas.
El resto de los animales 4/15 (26.6%) vaquillonas y 3/3 (100%)
vacas concluyeron la prefiez. Ademas una de las vaquillonas no
prefiadas present6 endometritis.

Discusion

En los toros fue posible diagnosticar Cfvi en casi todos los
muestreos realizados a pesar de permanecer en servicio durante
el transcurso del ensayo. Por el contrario en las vaquillonas el
diagnéstico fue mas erratico, identificandose Cfvi en solo el 60%
de las vaquillonas presentes en el ensayo. Probablemente esto se
deba al tipo de muestra y/o al momento del estro en el que se
encontraban las hembras cuando se realizaba el muestreo. En
estos casos podria suceder que el MCV dependiendo del ciclo
pueda influir sobre la cantidad de bacteria presente y su posterior
crecimiento en placas de Agar sangre. También es importante
sefialar el impacto que tuvo la enfermedad en vaquillonas siendo
que solo el 53% logra la prefiez, y el 26% lleva la prefiez a término.
Por el contrario si bien fueron escasas las vacas incluidas en el
estudio, podemos decir que a pesar de tener un alto grado de
infeccion (66%), las tres quedaron prefiadas y parieron
normalmente. Esto demuestra la mayor resistencia que
presentarian las hembras adultas con respecto a las vaquillonas
de primer servicio. Teniendo en cuenta la escases de estudios
existentes tendientes a evaluar patogenia y epidemiologia de las
distintas subespecies de Campylobacter fetus en condiciones
naturales, el presente ensayo aporta informacién valiosa, sin
embargo serian necesarios mayores estudios para cuantificar el
impacto producido tanto por los dos subtipos de Campylobacter
fetus, como por Cfvi en condiciones naturales.
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Introduccién

Las bacterias del género Staphylococcus son microorganismos
residentes de las mucosas y piel de los animales y el hombre.
Sin embargo, algunas especies pueden actuar como patégenos
oportunistas causando serias enfermedades cutaneas, en
tejidos blandos o cavidades.

La resistencia a antibiéticos por parte de los microorganismos
patégenos es una creciente preocupacion a nivel mundial.
Durante las dUltimas décadas el uso masivo de agentes
antimicrobianos en salud humana y en sanidad animal, ha
generado una aceleracion de la aparicion de resistencias. Dado
el estrecho vinculo que existe entre las personas y sus
mascotas, estas podrian actuar como reservorios de
microrganismos zoonéticos resistentes a antimicrobianos.

Este trabajo tiene como objetivo determinar el perfil de
resistencia antibiética de cepas de Staphylococcus sp.
provenientes de caninos y felinos aisladas en el Laboratorio
Escuela de la Céatedra de Enfermedades Infecciosas (LEEI)
durante 2014-2016.

Materiales y Métodos

Se trabajé con un total de 80 cepas de Staphylococcus sp., 72
provenientes de muestras de caninos y 8 de felinos, aislados
durante el periodo comprendido entre enero de 2014 a marzo
de 2016 en el LEEI.

Los aislamientos clinicos de Staphylococcus sp provinieron de
46 muestras de piel (57,5%), 15 de secreciones de oido
(18,8%), 7 del tracto urinario (8,8%), 5 del aparato respiratorio,
2 de origen 6seo (2,5%) y 5 fueron clasificados como otros
(6,3%) (Fig. 1).

Las muestras fueron sembradas en agar tripteina soya por 24
hs a 37°C y fueron identificadas mediante el esquema
propuesto por Cowan (2006), brevemente, se identificaron
como Staphylococcus sp aquellas cepas con las siguientes
caracteristicas: cocos G+, anaerobios facultativos, catalasa (+),
O/F (+), inmdviles.

El antibiograma se realiz6 mediante el método de difusién en
placa, en el medio Mueller-Hinton agar, con un in6culo de
suspension bacteriana ajustado a una turbidez de 0.5 de la
escala de McFarland. Se incubaron 24 hs a 37°C, se testearon
antibiéticos  pertenecientes a los siguientes grupos:
betalactamicos, quinolonas, cloranfenicol, aminoglucésidos,
sulfonamidas, macrolidos, tetraciclinas, lincosamidas vy
glicopéptidos. La lectura se realiz6 mediante la medicion de los
halos de inhibicién y posterior comparacién con los puntos de
corte indicados de referencia.

Resultados

De los 80 aislamientos de Staphylococcus sp. analizados, el
66,4% presento resistencia a dos 0 mas grupos de antibiéticos
(multirresistencia), siendo un aislamiento resistente a 5 de los
grupos de antibioticos testeados (1,3%), 8 aislamientos a 4
grupos (10%), 21 aislamientos a 3 grupos (26,3 %), 23
aislamientos a 2 grupos (28.8%). El 21,3% (17 aislamientos)
presenté resistencia a solo un grupo de antibiéticos.

El rango de resistencia vari6 entre 88,9% (8/9) para
lincosamidas a 38,5% (5/13) para cloranfenicol (Tabla 1). Es de
destacar que de las 5 cepas testeadas contra vancomicina, 4
resultaron resistentes.

Tabla 1: Susceptibilidad de los aislamientos de Staphylococcus sp. a los grupos
antimicrobianos. T: total de cepas testeadas; R: cepas resistentes; S: cepas
sensibles

79 57 721 22 35

54 21 389 24 44

37 18 486 19 51,4
34 22 647 12 353
29 18 621 11 379
21 10 476 11 52,4
13 5 385 8 615
9 8 889 1 11,1
5 4 800 1 200

Discusioén

Staphylococcus sp. es el patdgeno maés aislado de infecciones
de caninos y felinos en el LEEI. Este agente es capaz de
generar diversas patologias, que en general, son tratadas de
forma empirica por los veterinarios clinicos.

Teniendo en cuenta los antibiéticos mas usados en la clinica
médica veterinaria (Nelson, 2006), es de destacar la cantidad
de aislamientos que resultaron resistentes a los grupos de
betalactamicos, sulfonamidas y quinolonas, 72%, 65% y 38,9%,
respectivamente; los cuales son ampliamente utilizados en el
tratamiento de patologias de piel, oido, tejido éseo, tracto
urinario y aparato respiratorio.

Asimismo, se observé una resistencia del 90% a las
lincomicinas, las cuales son muy utilizadas para el tratamiento
de piodermias y osteomielitis.

Es importante tener en cuenta como limitacion del estudio que
no se tested a la totalidad de los aislamientos en estudio con
todos los grupos de antibiéticos analizados.

Este trabajo contribuye a la vigilancia de la resistencia
antibidtica en cepas bacterianas de origen clinico en veterinaria
y previene sobre la necesidad de implementar medidas que
contribuyan al uso racional de los antimicrobianos.
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Introduccién:

Clostridium perfringens es un importante patégeno intestinal, que
se encuentra en diversos ambientes, incluyendo el sistema
digestivo de humanos y animales, donde forma parte de la
microbiota normal. Los aislamientos de esta especie se clasifican
en 5 toxinotipos (A, B, C, D y E) de acuerdo a la produccion de 4
toxinas (alfa, beta, iota y épsilon). Las cepas pertenecientes al
toxinotipo E son definidas por la produccion de toxina iota,
aungue la patogenia de estas cepas no se comprende totalmente,
por analogia con otros toxinotipos se asume que la toxina iota
posee un rol central en las enfermedades asociadas a estas
cepas.

Los cuadros asociados a C. perfringens tipo E, se caracterizan
por enteritis hemorragica y muerte subita que afecta a conejos,
ovinos y bovinos. Esta enfermedad es considera de baja
ocurrencia y en la actualidad existen pocos reportes. A pesar de
esto trabajos recientes proponen que la ocurrencia seria mayor a
la considerada. En el presente trabajo se describe la reproduccion
experimental de las lesiones intestinales descritas en casos
naturales mediante la inoculacién intraintestinal de toxina iota
purificada en ratones.

Materiales y métodos:

Ratones: Se utilizaron ratones de 20-25g, mantenidos bajo
condiciones estandar. Todos los procedimientos descritos fueron
revisados y avalados por el CICUAE (CICVyA-INTA).

Toxina iota: Ambas subunidades de la toxina iota fueron
purificadas a partir de un sobrenadante de una cepa tipo E. Se
utilizo una columna de DEAE-Sefarosa CL-6B y las fracciones de
fueron eluidas con un gradiente lineal de NaCl. La pureza de la
toxina fue verificada mediante SDS/PAGE tefiido con Coomassie
Blue.

Loops intestinales: Los animales fueron sometidos a ayuno de
solidos y liquidos previo al inicio de los ensayos. Los ratones
fueron anestesiados con ketamina (100 mg/kg) y diazepam (5
mg/kg) por via intraperitoneal. Mediante laparotomia medial se
identifico el intestino delgado y se realizaron 2 ligaduras con hilo
de algoddn, se formaron 2 loops en ileon y colon. Las asas
intestinales ligadas obtenidas se inocularon con 100 U y 50 U de
toxina iota purificada disuelta en 0.25 ml de PBS. Como control se
inoculo 0.25 ml de PBS sin toxina. Los ratones fueron mantenidos
en plano anestésico hasta el final del ensayo.

Histopatologia: Al finalizar el ensayo los animales fueron
sacrificados e inmediatamente se aislé la porcién del intestino
ligada y se fij6 por inmersién en formalina bufferada al 10% para
realizar tinciones de hematoxilina- eosina (H/E) e
inmunohistoquimica.

Resultados:
Alteraciones morfolégicas: Al examen histolégico de los tejidos

control (PBS) Unicamente fue posible observar edema vy
congestion leves. En los loops tratados con 50 U de toxina iota,

se observé denudacién de la porcion apical y atrofia de las
vellosidades. También fue posible observar edema y presencia de
infiltrado inflamatorio con predominio de polimorfonucleares. Se
observaron cambios degenerativos en los enterocitos de las
porciones apical y media de las vellosidades. En los loops
tratadas con 100 U se observo una marcada necrosis del epitelio
con desprendimiento del mismo, presencia de vellosidades
fusionadas o atrofiadas. En estos tejidos también fue posible
observar formacién de seudomembrana y la presencia de
infiltrado inflamatorio con predominio de polimorfonucleares en
mucosa y submucosa. No se observaron diferencias entre los
loops tratado y control realizados en colon.

Pegado de la toxina: En secciones de asas ligadas de ileon
tratadas se observo un extenso pegado de la toxina a lo largo de
la mucosa. La union especifica a células de la mucosa del epitelio
se limit6 al borde apical de los enterocitos, en estas células no se
observé marca en el citoplasma y nucleo. El pegado dela toxina
iota se observo unién en la punta, el centro y la base de las
vellosidades. No se detect6 marca en los tejidos controles
analizados.

Discusion:

El presente estudio describe la reproduccion experimental de las
lesiones intestinales producidas por C. perfringens tipo E
mediante la inoculacién intraintestinal de toxina iota purificada.
Aunque la enteritis asociada a estas cepas se describe
principalmente en bovinos, las lesiones obtenidas utilizando al
ratbn como especie modelo son similares a las descritas en casos
naturales de la enfermedad en bovinos. Trabajos previos han
descrito el uso de ratones como modelo de infeccion para otros
toxinotipos lo que ha permitido describir los mecanismos
patogénicos en estos toxinotipos. La sensibilidad de los ratones a
la inoculacion sistémica de la toxina iota ha sido descrita con
anterioridad, pero hasta el momento no existen trabajos que
describan los efectos de la misma sobre el intestino de esta
especie. El desarrollo de nuevos trabajos utilizando el modelo
aqui descrito contribuirda a la compresion de mecanismos de
patogénesis involucrados en las infecciones por C. perfringens
tipo E junto con la evaluacion de nuevas medidas de control.
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Introduccién

Pasteurella multocida es el agente causal de cuadros
clinicos respiratorios y septicémicos que afecta tanto a animales
domésticos como salvajes. Es una bacteria patégena Gram
negativa, no mévil, cocobacilar, aerobia facultativo, no esporulada,
fermentadora y oxidasa positivo. Cinco serotipos (A, B, D, E y F),
basados en antigenos capsulares han sido identificados por
hemaglutinacion indirecta en P. multocida (Harper et al., 2006). En
el presente trabajo se evalla la factibilidad de clasificar cepas de
campo mediante la técnica de PCR, que resulta en una
especificidad mayor que las técnicas convencionales
bacteriolégicas.

Materiales y métodos

El trabajo se realiz6 entre el afio 2014 y el afio 2016 con
las cepas de P. multocida aisladas a partir de pulmones
provenientes animales con enfermedad clinica que arribaban al
laboratorio cuya zona de influencia es el centro sur de la Provincia
de Coérdoba.

Las colonias primarias compatibles con el género
Pasteurella fueron obtenidas a partir de pulmones provenientes de
bovinos, porcinos y aves, que presentaron cuadros clinicos de
neumonia y/o septicemia. Un total de 40 cepas (14 de bovinos, 16
de porcinos y 10 aviares) fueron aisladas y cultivadas en agar
sangre a 37°C en condiciones de aerofilia. El ADN molde se obtuvo
mediante lisis por calor. Como controles positivos y negativos se
utiliz6 ADN de P. multocida ATCC 12945 y agua destilada
respectivamente. Las técnicas de PCR se realizaron primero con
el fin de identificar especie (amplificando un fragmento del gen
KMT) y luego serotipos capsulares. Para ello se utilizaron los
cebadores y las condiciones descriptas por Townsend et al. (1998)
y Townsend et al. (2000) respectivamente. Los productos de la
amplificacion fueron analizados por electroforesis en geles de
agarosa al 1 % tefido con bromuro de etidio y visualizados en un
transiluminador de luz UV (Tm-20 Transiluminator, Alpha
Innotech).

Resultados

Del total de cepas sospechosas (40), 32 fueron positivas
ala PCR especifica de especie, distribuidas del siguiente modo: 14
de bovinos, 16 de porcinos y 2 de aves. De estas 32, 21 resultaron
positivas al serotipo A: 10 de bovinos, 9 de porcinos y 2 de aves y
11 al serotipo D: 4 de bovinos y 7 de porcinos.

Discusion

A partir de los resultados obtenidos, se evidencia el
predominio de los serotipos capsulares Ay D, que se corresponden
con los cuadros clinicos hallados en las diferentes especies
animales a partir de las cuales se realizaron los aislamientos. Asi,
en bovinos, el serotipo capsular A esta asociado con neumonia y
septicemia mientras que el serotipo D esta implicado
ocasionalmente produciendo neumonias (G. R. Carter). En
porcinos, la mayor proporcion de las cepas aisladas fueron serotipo
Ay esto coincide con estudios previos en donde se ha demostrado
una mayor frecuencia de éste serotipo en procesos neumonicos
(Borowsky et al., 2002), sin embargo hubo cepas que presentaron
el serotipo D. En aves, el serotipo A esta asociado con el colera
aviar (G. R. Carter), cuadro compatible con las aves que
amplificaron productos de 1044 bp.

Independientemente de la identificaciobn de serotipo
capsular y su relacién con la especie animal de la que fueron
aisladas, el procedimiento realizado resultd eficiente para la
deteccion de P. multocida y la identificacion de serotipos
capsulares. Este método de identificacion mediante PCR ofrece
mayor especificidad y rapidez de manera directa a partir de cultivos
bacterianos sin la necesidad de purificacion de ADN gendémico.
Importante a los fines diagndsticos y de investigacion, la técnica
utilizada es de eleccién para todo trabajo que requiera una
adecuada identificacion y caracterizacion taxonémica de cepas de
P. multocida.
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INTRODUCCION

Lawsonia intracellularis (LAW), agente causal de la Enteropatia
Proliferativa Porcina (EPP) es una bacteria microaerdfila,
Gram-, intracelular obligada, que afecta principalmente a los
cerdos, aungue puede infectar a otros mamiferos como
equinos, caninos y roedores. No crece en los medios
convencionales in vitro y no existen técnicas serolégicas capaces
de detectarla (3). Su diagnostico certero es complejo y consiste
en PCR de materia fecal y mucosa intestinal e
inmunohistoquimica. El tratamiento antibidtico de LAW se
considera de eficacia incompleta, una observacion que se ha
interpretado como la adquisicion de resistencia. Por otro lado,
explantes intestinales han sido utilizados como modelo para el
estudio de penetracion de antibidticos en células intestinales
(4). A causa de las complicaciones del crecimiento de LAW en
cultivos celulares y a la necesidad de encontrar farmacos que
penetren en los enterocitos para un tratamiento eficaz de la
EPP, se considerd util la optimizacién de una técnica de PCR que
permita detectar su presencia en explantes intestinales. De este
modo, estos luego podrian ser utilizados en estudios de
penetracion de antibidticos a fin de lograr un tratamiento eficaz
de esta patologia, causante de numerosas pérdidas
econdmicas en la industria porcina.

MATERIALES Y METODOS

Animales: Cuatro cerdos clinicamente sanos en etapa de
crecimiento-terminacion.

Fuente de LAW: Vacuna viva atenuada, Enterisol lleitis®
(Boehringer-Ingelheim, Ingelheim, Alemania).

Primers: Forward (law-int146F; secuencia (5 a 3’) ADN -
GATAATCTACCTTCGAGACGG) y Reverse (law-745R;
secuencia (5'a 3') ADN - TGACCTCAGTGTCAGTTATCGT) (2).
Obtencién de explantes: Luego del sacrificio se extrajo el
intestino delgado y se removi6 el contenido intestinal con
solucion fisiolégica. Las muestras se transportaron (4 °C) al
Laboratorio de Toxicologia de la FCV-UNCPBA. Los explantes
intestinales se efectuaron mediante una adaptacion del método
descripto por Nietfeld et al. en 1991 (5), con algunas
modificaciones. Los explantes se desafiaron con LAW,
obtenida de la vacuna.

Determinacién del tiempo de incubaciéon con LAW: En cada
pocillo de una placa de cultivo de seis pocillos se introdujo una
esponja con su respectivo explante. En el centro del pocillo de
la placa de cultivo se adicioné 1 mL de DMEM con GlutaMAXT M-
| (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - High Glucose, Gibco®) y
1 mL de F-12 Nutrient Mixture (Gibco®). Por accién capilar, el
medio cubrié las vellosidades y mantuvo viable al tejido. A cada
explante se le adicionaron 0,50 mL de la vacuna conteniendo
LAW. Se ensayaron distintos tiempos de incubacion (8, 24 y 48
hs) para determinar el tiempo correcto de penetracion de la
bacteria al tejido. La placa fue mantenida en agitador a una
temperatura constante de 37 °C. Se realizé histopatologia de los
explantes.

Optimizacién de la PCR para deteccion de LAW en mucosa
intestinal: Como control positivo para las PCR de mucosa
intestinal, se extrajo el ADN de LAW de la vacuna mediante
calentamiento y fenol/cloroformo. Posteriormente, los explantes
inoculados con la vacuna durante 24 hs se lavaron con agua
HPLC para eliminar los microorganismos que no hayan ingresado
a los enterocitos. Se colocaron en tubos de vidrio y fueron
sometidos a homogeneizacion en equipo Ultraturrax. Se
transfirieron a tubos de 1,5 mL y se adicionaron 50 pug/mL de
proteinasa K y 500 pL de buffer de lisis (10 mM Tris, 25 mM
EDTA, 100 mM CINa, 0,50% SDS). Se efectu6 una incubacién
durante la noche a 37 °C y se realiz6 extraccién de ADN con
fenol-cloroformo. Para la amplificacién, se utilizaron 10 pL del
material extraido. Se utilizé mucosa intestinal normal, sin inocular
como control negativo, y como control positivo, el ADN

vacunal. Las condiciones de la PCR fueron: Buffer: 2,50 pL;
Primers (20 pm): 1 pL, dNTPS: 1 pL (10 mM), Tag: 0,3 pL,
ADN: 3 pL. MgCl, (50 mM): 2 uL y agua: 14,20 pL. Las reacciones
fueron sometidas a 95 °C durante 15 min. en termociclador PTC-
100 (MJ Research, Inc.). La amplificacién se realiz6 durante 35
ciclos donde cada ciclo consistié en 95 °C durante 15 seg., 50 °C
durante 1 min. 30 seg. y 72 °C durante 2 min. Finalmente, se
efectud una extension a 72 °C durante 10 min. Los amplicones
(10 pL), tefidos con SyBR Safe (Invitrogen Argentina S.A.),
se visualizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al
1,20 %.

RESULTADOS

La presencia de LAW se constat6 mediante los cortes
histolégicos correspondientes a los tres tiempos de incubacion.
Alas 8 hs, el microorganismo se encontraba en escasa cantidad
y el tejido no presentaba alteraciones. A las 24 y 48 hs, el
nimero de LAW presentes en el epitelio intestinal fue superior,
aunque a las 48 hs de incubacién, se observaron sefiales de
dafio tisular. EI método més adecuado para extraccion del
genoma bacteriano fue la extraccién mediante calentamiento de
la vacuna. Se logré optimizar la técnica de extraccion del ADN de
LAW desde la mucosa intestinal, partiendo de explantes
intestinales incubados con 1 mL de la vacuna Enterisol lleitis®.

DISCUSION

Los explantes intestinales procedentes de cerdos son un
modelo Util para estudiar la concentracién de antibiético
intracelular en condiciones ex vivo. A su vez, la utilizacién de
los explantes reduce el nUmero de animales a utilizar por tiempo
de muestreo. La morfologia tisular se encontr6 preservada en los
cortes histologicos de los explantes tefiidos con hematoxilina-
eosina (HE) luego de 24 hs. En los cortes histoldgicos de los
explantes incubados durante 8 hs con LAW, tefiidos con Giemsa,
se observo la presencia de los bacilos curvos intracelularmente,
tal como lo demostraron Boutrup et al. en 2010 (1), quienes
luego de 6 hs de desafiar loops intestinales con la vacuna
Enterisol lleitis®, encontraron al microorganismo en intimo
contacto con los enterocitos y bacterias aisladas en las
vellosidades intestinales. Se determind que el tiempo 6ptimo
para evaluar la penetracion de LAW en los enterocitos es a las
24 hs debido al mayor nimero de microorganismos intracelulares
en los cortes histolégicos y a la adecuada morfologia tisular. La
extraccion del ADN de LAW por calentamiento de la vacuna a
bafio Maria (extraccion por calor) a fin de ser utilizada como
control positivo en la reaccion de PCR, mostr6 ser sencilla, rapida
y de bajo costo. Se puso a punto exitosamente el método de
extraccion del ADN de LAW desde la mucosa intestinal, partiendo
de explantes intestinales incubados con 0,5 mL de la vacuna,
mediante el uso de fenol- cloroformo. La optimizacién de estos
procedimientos permitird la deteccion de LAW en explantes
intestinales infectados y facilitara los estudios de penetracién
intracelular de diversos antibiéticos que puedan ser (tiles para
lograr un tratamiento eficaz de esta patologia, que hasta el
momento no se ha conseguido.
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Introduccion

Clostridium perfringens es una bacteria anaerobia, gram
positiva, que se caracteriza por producir una gran variedad de
toxinas. Cuatro de las cuales (a, B, €, 1) permiten clasificar los
aislamientos de C. perfringens en cinco tipos bacterianos (A, B,
C,DyE).

C. perfringens puede aislarse del medio ambiente y del intestino
de ovinos sanos, pero bajo ciertas condiciones se multiplica y
comienza a producir grandes cantidades de toxinas que
desencadenan diversas enfermedades. El tipo de C. perfringens
més frecuentemente aislado de ovinos sanos es el tipo A,
mientras que el tipo D es responsable de la enterotoxemia, una
de las enfermedades clostridiales mas importante en ovinos?.

El objetivo del presente trabajo fue comparar el cultivo
bacteriol6gico con una PCR mudiltiple para detectar los genes de
algunas de las toxinas de C. perfringens utilizando como
templado ADN extraido de caldo enriquecido con muestras
decorderos Merino de la Patagonia.

Materiales y Métodos

Se tomaron 130 hisopados rectales de corderos clinicamente
sanos pertenecientes al Campo Experimental de INTA EEA
Bariloche. Las muestras fueron conservadas en glicerina al 50%
V/V a temperatura ambiente hasta su procesamiento.

Las muestras se sembraron en caldo Tarozzi y se incubaron a
37°C por 24 h en jarras de anaerobiosis con una atmosfera de
95% H; y 5% CO,. Se utilizaron 100 pl de caldo Tarozzi para
sembrar placas de agar sangre con neomicina (100 pug/mL). Las
placas se incubaron en anaerobiosis nuevamente por 24 h. Las
colonias con doble halo de hemodlisis compatibles con C.
perfringens se identificaron con la tincién de Gram y las pruebas
bioquimicas: lecitinasa, CAMP y tolerancia al O, (Fig. 1).

Por otro lado, se realizé la extraccion de ADN mezclando 20 pL
de caldo Tarozzi con150 pL de la resina Chelex, se incubé 20
min a 65 °C, 8 min a 100 °C, se centrifugd 2 min a 10000 g y se
recuper6 el sobrenadante. EI ADN extraido se utiliz6 como
templado en una PCR mdltiple utilizando primers previamente
descriptos para los siguientes genes cpa, cpb, etx, iA, cpe y
cpb2? (Fig. 1). Se utilizaron las siguientes condiciones que
permitieron detectar las seis bandas en el mismo tubo de
reaccion:0.4 puM decpa, 0.36 pM de cpb, 0.5 uM deetx,iAycpb2,
0.6 puM de cpe, 10 mMdNTPs, 2mM MgCl,, 2 x PCR buffer
TagPegasus (PB-L, Argentina), 1.25 U DNA TagPegasus, 1 pL
de ADN y agua hasta completar 25 pL. Las condiciones de
ciclado fueron las siguientes: 25 ciclos a 95°Cpor 1 min, 53°C
por 1 min 72°C por 1 min y un paso adicional de 10 min a 72°C.
La concordancia entre las dos técnicas se calcul6 mediante el
valor kappa®.
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Fig 1: Esquema de procesamiento de las muestras.

Resultados

Fue posible aislar C. perfringens en el 55% de las muestras por
bacteriologia y detectar el gen de la toxina alfa en el 54% por
medio de la PCR multiple. Los resultados obtenidos por
bacteriologia y por PCR fueron concordantes, siendo el valor de
Kappa de 0.94 (Tabla 1).

Solo cuatro muestras dieron resultados diferentes con ambas
técnicas. Una fue positiva por PCR, pero negativa por
bacteriologia. La especificidad de la banda amplificada se
confirm6 por secuenciacién. Por otro lado, en tres muestras fue
posible aislar la bacteria pero no fue posible detectar el gen de
la toxina alfa (Tabla 1).

La PCR muiltiple realizada a partir del ADN extraido de caldo
Tarozzi permitié detectar la presencia de C. perfringens a partir
de la amplificacion de la banda correspondiente al gen de la
toxina alfa (cpa) y evaluar la presencia de genes que codifican
para otras toxinas en la muestra. De hecho en dos muestras fue
posible identificar otros genes ademas del gen de la toxina alfa.
En una muestra fue posible detectar las bandas
correspondientes a los genes cpay cpb y en otra los genes cpa,
etx, cpe y cpb2.

Tabla 1: Resultados obtenidos por bacteriologia y PCR.

. . PCR mdltiple de caldo
Bacteriologia .
Tarozzi Total
+ -
+ 69 3 72
- 1 57 58
Total 70 60 130

Discusion

Los resultados obtenidos permiten concluir que realizar la PCR
multiple sobre caldo Tarozzi, previo al aislamiento de C.
perfringens, es una alternativa Gtil a la hora de evaluar la
presencia de C. perfringens en hisopados rectales de corderos
Merino. La técnica permite no solo evaluar la presencia de
C.perfringens por medio de la deteccién del gen cpa sino
también obtener informacién sobre genes que codifican para
otras toxinas.

A nivel diagndstico representa un avance ya que es posible
informar el resultado a las 24 h de recibida la muestra utilizando
un método rapido y simple, que a su vez aporta informacién
sobre los genes de las toxinas presentes en la muestra.
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Introduccién. La Hemoglobinuria Bacilar Bovina (HBB) es
una enfermedad toxi-infecciosa causada por Clostridium
haemolyticum o novyi D'.La presentacion clinica es de
curso agudo y se caracteriza por fiebre, decaimiento,
ictericia y orina tefiida de rojo. A la necropsia se observan
areas de necrosis en el higado, hallazgo que es
considerado como lesion patognomoénica de la
enfermedad?. Siendo que en la Patagonia es una
enfermedad frecuente®, en el presente trabajo se reportan
tres focos ocurridos durante el 2016.

Materiales y Métodos. En el mes de Abril del 2016 se
registraron tres focos de HBB. Los casos ocurrieron en el
departamento Cushamen (Caso 1) de la provincia de
Chubut y en los departamentos Huiliches (Caso Il) y Minas
(Caso 1) de la provincia de Neuquén. Los tres
departamentos estan ubicados sobre el oeste de dichas
provincias. Se recolectaron datos anamnésicos,
epidemiolodgicos y clinicos. Se realizé la necropsia a cuatro
animales, se describieron las lesiones macroscopicas y se
tomaron muestras de tejido que fueron fijados en formol
bufferado al 10%, incluidas en parafina, cortadas a 5umy
tefiidas con Hematoxilina y Eosina (HyE) y Gram.

Resultados. De los datos de la anamnesis se desprende
que los animales estaban pastoreando en zonas humedas
e inundables conocidas como mallines. Todos los animales
habian recibido vacunas anticlostridiales que incluyen CI.
haemolyticum y desparasitados contra Fasciola hepatica.
La aparicién de la enfermedad fue aguda: en los Casos |y
Il la sintomatologia se caracterizé por decaimiento,
segregacion del grupo, emision de orina roja oscura,
epistaxis e ictericia de las mucosas con muerte dentro de
las 24-36hs; en el Caso Il el animal se encontré muerto sin
signos previos. De las necropsias se destacan las
siguientes lesiones macroscoépicas: sobre la cara
diafragmatica del higado habia areas Unicas grandes de
necrosis (10-15cm de diametro) de color amarillo-gris
delimitadas en forma irregular por una zona hiperémica a
negra; estas areas eran firmes al tacto y el tejido hepatico
contiguo estaba flacido. Las areas necréticas se
internalizaban en el parénquima hepatico entre 3 a 6cm. En
los tres casos fueron observados especimenes de Fasciola
hepatica adultas. Otros hallazgos fueron la presencia de
ictericia en subcutaneo y en la grasa de depésito, sangre
en ollares y en materia fecal, petequias y equimosis en
bazo, intestino delgado y peritoneo; en cavidad abdominal
como toracica se detectd6 abundante colecta
serosanguinolenta. La lesion histoldgica del tejido hepatico
se caracterizé por necrosis coagulativa, delimitado por una
capa de células inflamatorias, principalmente neutréfilos
degenerados. En las adyacencias del foco se observaron
colonias de bacterias extracelulares de 1x7um Gram
positivas.

Discusion. Si bien para confirmar un diagnéstico de HBB
se debe aislar el Cl. haemolyticum, debido a la dificultad
para su aislamiento por la condicidon de anaerobio estricto,
la rutina diagnostica llevada a cabo en este trabajo es
ampliamente utilizada*5. La informacion obtenida en la
anamnesis junto con la clinica y los hallazgos de la
necropsia permiten arribar, con un grado elevado de
certeza, al diagnostico de la enfermedad. Si ademas se
obtienen frotis y trozos de higado para tincion de Gram y
estudios histopatolégicos, y en el laboratorio se observan
bacilos grandes Gram positivos y focos de necrosis
coagulativa rodeado de células inflamatorias, la certeza se
aproxima a un diagnostico definitivo. Otras técnicas
diagnosticas que se pueden utilizar son la
inmunofluerescencia y la inmunohistoquimica sobre frotis o
el corte histologico, respectivamente®. En los 3 casos se
pudo comprobar la presencia de Fasciola hepatica, que es
considerada el factor predisponente mas relevante de la
HBB. Esto es coincidente con los datos de la anamnesis de
gue los animales estaban pastoreando en mallines, donde
la Fasciolosis es la parasitosis mas frecuentes. Llama la
atencion que los tres rodeos habian sido vacunados y
desparasitados, por lo que las muertes registradas pueden
deberse a que los planes de prevencién no fueron
realizados en forma correcta contemplando los intervalos
de aplicacion, calidad y formulacién de los inmundgenos
como también el momento de aplicacién y rotacion de las
drogas fasciolicidas utilizadas.
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Introduccién. La campylobacteriosis genital bovina causada
por Campylobacter fetus subsp. venerealis y Campylobacter
fetus subsp. fetus, es una enfermedad reproductiva de
transmision venérea que se caracteriza por producir pérdidas
en la gestacion temprana y abortos ocasionales (Clark, B.L.
1971). En la actualidad se desconocen los mecanismos de
interaccion de la bacteria con sus células blanco. Para iniciar
los estudios referentes a dicha tematica, se ha realizado la
basqueda de diferentes modelos experimentales. Como
modelos de estudio in vivo se ha utilizado al huésped
susceptible, no lograndose reproducir la enfermedad con éxito
en animales de laboratorio (Corbeil, L.B. 1980; Doig, P. et al
1996). Las lineas celulares MDBK, HEp-2, CHO y VERO se
han utilizado como modelos alternativos ex vivo
(Chiapparrone, M.L. et al 2008). El objetivo del presente
trabajo fue evaluar parametros de patogenicidad para
Campylobacter fetus y analizar la influencia de la muestra de
origen y la subespecie bacteriana de las cepas sobre los
mismos.

Materiales y Métodos. Noventa y cinco cepas indigenas de
C. fetus aisladas de bovinos entre los afios 1997 y 2014,
provenientes del cepario del Laboratorio de Microbiologia
Clinica y Experimental de la Facultad de Ciencias Veterinarias
(UNCPBA) y del Laboratorio de Bacteriologia (EEA-INTA
Balcarce) fueron conservadas en nitrégeno liquido como
primoaislamientos para su caracterizacion. Las cepas fueron
aisladas a partir de muestras de esmegma prepucial (n=11),
de mucus cérvico vaginal (n=35) y de fetos (n=49). Los
cultivos de células MDBK (ATCC, Rockville, MD, EE.UU.)
fueron mantenidos en MEM suplementado con 10% de suero
fetal bovino y solucién de antibiéticos en botellas (IWAKI
25cm? Canted Neck, 3100-025). Una vez lograda la
semiconfluencia celular, la monocapa fue amplificada por
tripsinizacién en placas de seis pocillos con una concentraciéon
de 1 x 10* células / mL. La incubacion se realizé en estufa a
37 °C con atmdsfera de 5% de CO,y humedad constante. Las
monocapas fueron desafiadas con las diferentes cepas con
una DOgy de 0,5 y en una relacion de 1/10 (vol inéculo/vol
medio de cultivo) por tiempos variables de acuerdo al objetivo
del ensayo: evaluacién de la capacidad de adhesién y efecto
citopatogénico. La adhesion bacteriana se midié a las tres
horas pos-inoculacion, con lavados posteriores y tincion de
Giemsa al 10% (100X). Se consider6 adhesion cuando se
observaron las campylobacterias en las células en distinto
plano que el ndcleo. A partir de la lectura de campos
escogidos al azar, se contabilizaron 100 células para cada una
de las cepas en analisis y se calcularon los siguientes
indicadores: porcentaje de adhesion a las células = N° de
células con C. fetus y numero de bacterias adheridas por
célula = N° de C. fetus por célula. Para evaluar el efecto
citopatogénico, las cepas fueron cocultivadas en las
monocapas durante 48-72 h. Para registrar alteraciones
celulares, los cultivos se evaluaron diariamente por
observacion microscopica en fresco con microscopio 6ptico
invertido (10X y 20X) y cumplimentado el tiempo de
incubacion, por tincion de Giemsa (40X y 100X). La
observacion microscopica permitié registrar los siguientes
parametros: alteraciones citoplasmaticas y nucleares.
También se calculé el Coeficiente de Distension Celular (F)
considerando una célula no distendida aquella con un valor de
F<1,3 (Catena, M. 2002). Como control se utilizaron
monocapas celulares sin desafiar. Todos los ensayos fueron
realizados por duplicado. Para determinar la viabilidad de la
bacteria hasta la finalizacién del ensayo, se tomaron alicuotas

de sobrenadante para su observacion directa en campo
oscuro y siembra en medios de cultivo convencionales. Para
evaluar el efecto de la muestra de origen y la subespecie de
las cepas, sobre los indicadores de patogenicidad evaluados,
se realizé un andlisis de variancia (ANOVA) con un modelo
factorial con el procedimiento GLM del SAS V9.3 (SAS
Institute Inc. Cary, NC, USA).

Resultados. El 100% de las cepas fueron adherentes no
invasivos. Los porcentajes de adhesion se ubicaron entre 17 y
35%, el promedio del nimero de C. fetus por célula fue de 2,3.
La adhesion de las cepas de distintos origenes presento
diferencias (p<.0001) con valores de adhesion de 21.3%,
27.1% y 31.4% para toro, hembra y feto, respectivamente y las
diferencias entre las subespecies no fueron significativas
(p=0.4453). La variable cantidad de C. fetus por célula, no
presenté diferencias entre origenes (p=0.1194) y subespecie
(p=0.8998). En el 100% de los cultivos celulares desafiados se
observé efecto citopatico y distension celular. El porcentaje del
efecto fue entre 40 y 100% vy los resultados para el F variaron
entre 1,3 y 2,1. Los hallazgos microscopicos descriptos por
tincion de Giemsa y la observacion diaria en fresco,
permitieron establecer una secuencia: granulacion del
citoplasma con presencia de vacuolas de tamafio variable,
distensiéon y redondeamiento celular, condensaciéon nuclear y
desprendimiento de la monocapa. Los porcentajes de células
con dafio presentaron diferencias entre los origenes, con
60.7%, 69.1% y 85.5%, para toro, hembra vy feto,
respectivamente (p<.0001) y las subespecies no presentaron
diferencias (p=0.6609). El factor de distension no presento
diferencias para los distintos origenes (p=0.1823) vy
subespecies (p=0.3617). La interaccién entre el origen y la
subespecie de la cepa no fue significativa para ninguna de las
variables estudiadas.

Discusion. Los resultados nos permiten inferir que la
patogenia de C. fetus se iniciaria con la adhesién a sus células
blanco, desarrollandose a continuacion una secuencia
ordenada de cambios celulares que conducirian a la muerte
celular. El modelo nos permiti6 observar diferencias en el
comportamiento fenotipico de C. fetus, no asociadas a la
subespecie bacteriana sino al origen de los aislamientos, esto
podria deberse a wun comportamiento diferencial del
microorganismo dentro de sus diferentes hospedadores
naturales.
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Introduccién

La campilobacteriosis genital bovina es una enfermedad
venérea causada por Campylobacter fetus venerealis (Cfv). La
enfermedad causa muerte del embridn, abortos y reduccion de
la fertilidad en bovinos (Campero et al, 2003). Cfv se
encuentra restringido al tracto genital bovino, pero esta
altamente relacionado con Campylobacter fetus fetus (Cff). Cff
ha sido aislado de ungulados, aves, reptiles y humanos. Dichos
hospedadores pueden ser transportadores intestinales por
largos periodos de tiempo y el tracto genital puede infectarse a
través de esta persistencia. Por lo tanto, Cff puede aislarse
también de muestras donde se busca Cfv (van Bergen et al.,
2005). El diagndstico en nuestro pais se realiza a través de
Inmunofluorescencia Directa. Es una técnica conveniente por
su simplicidad y rapidez y esta prescripta por la OIE. Sin
embargo, no permite diferenciar entre subespecies, se ha
descripto una baja sensibilidad, especialmente en toros
(Marcellino RB, et al. 2015) y las reacciones cruzadas con otras
especies son posibles. El secretoma (totalidad de las proteinas
secretadas por la célula al medio extracelular) de
Campylobacter fetus no se encuentra caracterizado y
representa potencialmente una fuente de moléculas que
permitird incrementar tanto el conocimiento en torno a la
patogenia de la bacteria como asi también el mejoramiento del
diagnostico. Por lo tanto, el principal objetivo del presente
trabajo es caracterizar las proteinas inmunodominantes
secretadas de la bacteria.

Materiales y métodos

Se sembraron las bacterias en placas de agar Skirrow y se
incubaron a 37 °C en microaerofilia (85% N,, 10% CO, y 5%
0,) durante 72 horas. Para el crecimiento posterior en caldo, se
tomaron colonias aisladas de placa y se inocularon en medio
Brucella suplementado con antibiéticos (Campylobacter
Selective Supplement, Skirrow, OXOID). Las bacterias fueron
cosechadas por centrifugacion y el sobrenadante fue filtrado
(0,22 pm). Las proteinas del sobrenadante fueron obtenidas
por precipitacion con acido tricloro acético al 10%. Para
resolver las proteinas se realizaron corridas electroforéticas en
geles de poliacrilamida al 12 % siguiendo el protocolo de
Laemmli. Las proteinas se visualizaron mediante la tincién con
Coomassie blue y la deteccién inmunolégica se realiz6 por
Western blot. Como anticuerpo primario se utilizaron un suero
anti-proteinas totales de Campylobacter fetus, producido en
conejo (Laboratorio Azul) y sueros de bovinos infectados con
Cfv. Se utilizaron anticuerpos secundarios anti-conejo y anti-
bovino, respectivamente. Se revelé la interaccion mediante
reaccion colorimétrica (NBT/BCIP, Promega).

Resultados

El andlisis comparativo del perfil proteico del extracto celular y
las proteinas secretadas revela que, si bien tienen un patrén de
bandas en comun, hay proteinas expresadas diferencialmente
en ambas fracciones. Del andlisis por Western blot con el suero
anti-proteinas totales, pudimos observar una respuesta dirigida
a multiples componentes de la bacteria. En el caso de los
sueros de bovinos infectados, se observaron bandas
inmunorreactivas semejantes en las dos fracciones analizadas,
por lo que no habria diferencias significativas entre los
antigenos de las distintas fracciones.

Discusion

La importancia de las proteinas secretadas al medio
extracelular y de las expuestas en la superficie de la bacteria,
radica en que estas son fundamentales en la interaccién
hospedador-patégeno, constituyendo buenos candidatos para
el desarrollo de vacunas, drogas terapéuticas y diagndstico.

A través del presente trabajo se evidenciaron proteinas
inmunodominantes tanto en el extracto celular como en la
fraccion secretada. Probablemente algunas de estas proteinas
correspondan a las proteinas SAP (Surface Array Protein) y a
proteinas de membrana externa (OMPs), en concordancia con
lo descripto anteriormente por otros autores (Garcia et al.,
1995). La posterior identificacion, clonado y obtencion de las
proteinas en forma recombinante permitirA  generar
herramientas para el diagnéstico especifico y sensible en
nuestro pais.
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Introduccién

Staphylococcus aureus (SA) es la especie mas representativa de
las infecciones producidas por estafilococos coagulasa positivos.
Sin embargo actualmente Staphylococcus pseudintermedius
(S.Ps) del llamado grupo S.intermedius (GPI: S.intermedius/S.
delphini/ S.pseudintermedius) se reconoce como el comensal méas
frecuente en la piel y mucosas del canino (1). Por otra parte las
especies de estafilococos coagulasa negativos (ECN) han tomado
relevancia en la patologias veterinarias, por ejemplo en mastitis
bovinas (2). Un denominador comin que tienen los estafilococos
tanto coagulasa positivos como negativos es la capacidad de
adquirir e integrar un elemento genético movil llamado SSCmec
(cassette cromosomico) que alberga al gen mec A y le confiere
resistencia a los antibidticos betalactamicos. Las pruebas de
sensibilidad antimicrobiana pueden predecir fenotipicamente la
presencia del gen mec A y la resistencia a los antibidticos
betalactamicos pero es imprescindible la identificacion de especie
ya que se utlizan diferentes discos de antimicrobianos para
realizar la prueba de laboratorio. Asi para determinar la resistencia
a la meticilina y prediccion del gen mec A en SA y ECN en el
antibiograma por difusion se utiliza el disco de cefoxitina 30ug y
para S.Ps el disco de oxacilina 1 ug. La identificacion de especies
se convierte en un factor relevante para la realizacion,
interpretacion y emision de resultados del antibiograma para el
Staphylococcus.

Este trabajo aporta los datos que se han registrado en la FCV
UNLP de estafilococos resistentes a la meticilina (SRM) en
diferentes especies de animales doméstico, tanto de muestras
clinicas como de estudios dirigidos a su busqueda. El proposito es
alertar a la comunidad veterinaria sobre la circulacién de bacterias
con la capacidad de transmitir resistencia a un importante espectro
de antimicrobianos utilizados para el tratamiento de enfermedades
frecuentes, asi como también la importancia y rol del laboratorio
para realizar una prueba de sensibilidad antimicrobiana correcta a
partir de la identificacion de especie.

Materiales y métodos

Cepas aisladas de muestras clinicas de caninos: 18 cepas
S.pseudintermedius (16 de piel y 2 de hisopado o6tico). Cepas
aisladas estudios dirigidos a la bisqueda de SRM en granjas
porcinas de cria intensiva: estudio transversal: 3 ECN (2 S.sciuri y
1 S.simmulans. Estudio longitudinal 34 SCN (16 S. haemoliticus,
14 S. sciuri, 1 S. lentus, y 3 no identificados por ninguna
metodologia). Cepas aisladas de equino deportivos SPC: 9 cepas
de SA.

Aislamiento e identificacion de especie

Para aislar las cepas, independientemente de la especie animal de
origen, se utilizé caldo tripticasa soya con el agregado de 6.5% de
CINa como preenriquecimiento 24 hs a 37°C. Los medios
selectivos para estafilococos fueron el agar manitol salado y en
algunos casos (segln subsidio del proyecto) CHROMagar ™
MRSA (para aislamiento y diferenciacion de SA resistentes a la
meticilina). Las colonias sospechosas fuero repicadas en agar
triticasa soya para la posterior identificacion por pruebas
bioquimicas.

La identificacion de especies se realizé por las siguiente pruebas
bioquimicas: coagulasa, Voges Proskauer, fermentacion de
trehalosa, manitol y maltosa, hidrélisis de la arginina y I-
pirrolidonilarilamidasa (PYR).

Los SCN se identificaron presuntivamente por fermentacion de
azUcares Yy la identificacion definitiva por espectometria de masa
(MALDI-TOF).

La sensibilidad antimicrobiana se realizé por el método de difusion
en agar segun normas Vet-01-A4 del CLSI para animales y la
interpretacion segun el documento Vet-01-S2.

Resultados

Hasta el momento se pudieron aislar 64 cepas SRM a partir de
caninos, cerdos y equinos, segln se muestra en la tabla 1

Tabla 1: Cantidad y tipo de estafilococos resistentes a la meticilina
aislados por especie animal

N°SMR Especie animal Estafilococo

18 Canina S. pseudintermedius
37 Porcina Estafilococos coagulas negativa
9 Equina Staphylococus aureus
64 total SMR
Discusion

Las especies del género Staphylocoocus estan involucradas como
patégenos en numerosas infecciones de los animales domésticos.
Los resistentes a la meticilina lo son a la mayoria de los
antibioticos betalactamicos y algunos otros antimicrobianos
representando  asi un grave problema para instaurar un
tratamiento eficaz en la clinica médica. Si bien desde la década
del 70 se reportan SARM (Staphylococcus aureus resistentes a la
meticilina) aislados en animales (mastitis, heridas quirdrgicas de
equinos, caninos hospitalizados) fue en afio 2005 cuando emergié
la aparicion de una linea genética de SARM (ST398) en cerdos,
bovinos y equinos a los que se denominé LA-SARM por estar
asociados a los animales de granja (livestock) (3) En caninos S.Ps
se reportan con altos indices de resistencia a la meticilina en todo
el mundo y ya se registran casos en humanos (veterinarios y
propietarios). Los caballos también pueden ser portadores de LA-
SARM y esta confirmado en el personal que los atiende. En cuanto
a los ECN se sabe que son importantes reservorios de genes tanto
de virulencia como de resistencia antimicrobiana. En los cerdos
habitan como flora normal en las fosas nasales y es posible que
sean reservorios para la transmisién del gen mecA a cepas de
estafilococos meticilino sensibles (4). Estos nuevos conceptos
ponen en alerta a la Salud Publica por el riesgo ocupacional que
tienen las personas que trabajan en granjas con este grupo de
animales asi como también los propietarios que estan en estrecho
contacto con sus mascotas (5). El aislamiento, identificacién de
especie de estaflococo y pruebas de sensibilidad a los
antimicrobianos en el laboratorio son practicas que colaboran para
establecer la eficacia en el tratamiento del animal y el uso prudente
y responsable del antimicrobiano que el médico veterinario
prescribira con el apoyo del Laboratorio de Diagndstico.
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Introduccion

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa que afecta a
diferentes especies animales y es considerada la zoonosis méas
comunmente diagnosticada en el mundo. Los serovares de
Leptospira spp. adaptadas al bovino tienen tendencia a causar
pérdidas reproductivas endémicas, mientras que las no
adaptadas provocan altas tasas de abortos, provocando grandes
pérdidas econdmicas. El objetivo del presente reporte es
describir episodios de pérdidas reproductivas diagnosticados por
el Servicio de Diagnéstico Veterinario Especializado (SDVE) del
INTA EEA Balcarce en rodeos bovinos de la region pampeana.

Materiales y métodos

Desde enero del 2014 hasta junio del 2016 se recibieron en el
SDVE muestras de mucus cérvico vaginal (MCV) (n=113) y
sueros (1013) de vientres bovinos que perdieron la gestacion y
106 fetos bovinos abortados. De todos estos, se incluyeron en
este estudio muestras de vacas (174) y vaquillonas (27) que
perdieron la gestacion (17 MCV y 172 sueros) y fetos bovinos
abortados (5) de 9 establecimientos (E) ganaderos de cria (6) o
tambos (3) de las provincias de Cérdoba (Cba; 1) y Buenos Aires
(BA; 8) (Tabla 1). En la informacién anamnésica provista por los
veterinarios se menciona que eran sistemas pastoriles (4) o con
suplementacién (2), en los que se realizaban servicio natural (3)
0 inseminacioén artificial (2) y repaso con toros (1). Los rodeos
afectados tenian entre 375y 2600 vientres. En 3 de estos rodeos
se menciona la aplicacién de vacunas reproductivas. Como
signos clinicos de las pérdidas reproductivas se mencionaron
bajos indices de prefiez (3), abortos (4) y vacas sin terneros al
pie (1). Las muestras de MCV de animales abortados de 4
rodeos fueron remitidas en medios de Caldo de higado (cultivo
de Tritrichomonas foetus), Cary Blair (cultivo de Campylobacter
fetus), Amies (cultivo bacteriol6gico) y Hank’s (cultivo viral). En
las muestras de sangre se analiz6 la presencia de anticuerpos
contra enfermedades abortigénicas: Brucella abortus (BPA,
Wright y 2-ME); Herpesvirus bovino (HVB) y virus de la Diarrea
viral bovina (vDVB) [seroneutralizacion viral (SNV)]; Neospora
caninum [inmunofluorescencia indirecta (IFl) y Leptospira spp
[test de aglutinacion microscopica (MAT)]. De los fetos
necropsiados se recolectaron muestras de: pulmén y contenido
de abomaso para cultivos bacteriolégicos (en aerobiosis,
atmosfera con un 10% de CO, y microaerofilia) y para cultivo de
T. foetus; bazo para aislamiento viral; encéfalo para PCR de N.
caninum; improntas de rifion, pulmén y humor acuoso para
deteccion de Leptospira spp. por inmunofluorescencia directa
(IFD); fluido de cavidades para SNV (HVB y vDVB) e IFI para N.
caninum. También se recolectaron tejidos que fueron fijados en
formol tamponado al 10% para analisis histopatoldgico.

Tabla 1: Detalle de los establecimientos incluidos en este
andlisis.

E Mes/Afo Ubicacion Sistema Muestras

1 06/2014 BA / Ayacucho Cria MCV, sangre

2 06/2014 BA / Madariaga Cria Sangre, fetos

3 08/2014 BA / Villegas Tambo Sangre

4 09/2014 BA / Monte Cria MCV, sangre

5 07/2015 BA / Azul Cria MCV, sangre

6 08/2015 BA / 25 de Mayo Tambo Sangre

7 01/2016 Cba / M. Juarez Tambo Sangre, feto

8 01/2016 BA / Tejedor Cria Sangre

9 04/2016 BA / San Cayetano Cria MCV, sangre
Resultados

En fetos analizados del E2 se corrobor6 la presencia de
Leptospira spp. mediante IFD en improntas de rifion e higado. El
resto de los especimenes resultaron negativos a los otros
patégenos abortigénicos. Se observaron lesiones compatibles:
ictericia en serosas, pleura, peritoneo y tejido adiposo, aparente
retencion de pigmentos en higado, riflones oscuros. Se
corroboré meningitis, pericarditis, miocarditis, glositis no
supurativa leve a moderada. En el feto analizado del E7 no se
identificd Leptospira spp. mediante IFD, aunque se detectaron
lesiones  compatibles con una causa infecciosa:

meningoencefalitis, enteritis, neumonia, abomasitis, hepatitis
periportal y pielitis no supurativa leve a moderada. Se aislo
Trueperella pyogenes de pulmén y liquido de abomaso de este
feto, y se amplific6 ADN de N. caninum. El resto de los analisis
resultaron negativos.

En algunos MCV de los E5 y E9 se aislaron T. pyogenes o
Campylobacter bubulus. En 1 MCV del E4 se identificé C. fetus
por IFD. En algunos MCV de los E5 y E9 se aisl6 HVB-4. De los
sueros del caso E4, el 50% y el 4% resultaron sospechosos y
positivos a Brucelosis, respectivamente. En los E3, E5, E6, E7 y
E8 se detectaron entre el 9,1y 69,2% de las muestras de suero
positivas a N. caninum. En las muestras de los E1, E4, E5, E6,
E7, E8 y E9 se detectaron seroprevalencias del 25,0-95,6% y del
0,0-100,0% para HVB y vDVB. Sin embargo en todos los rodeos
analizados se encontraron titulos a diferentes serovares de
Leptospira spp. (tabla 2).

Tabla 2: MAT para Leptospira. Cantidad de animales
seroreactores/total muestreados; titulo mas elevado.

E Lbc Lcc Lgg Lic Lpp Lsw Lsh Ltt
1 3/12 3/12
1:1600 | 1:1600
2 1/8 8/8 8/8 1/8
1:200 1:400 1:1600 1:200
3 2/13 : : } 6/13 5/13
1:200 1/1600 1:800

11/22 11/22 18/22
1:800 1:400 1:800

1/11 2/11 8/11
1:200 1:200 1:1600

3/27 11/27 1/27 14/27 21/27 16/27 1/27
1:200 | 1:400 | 1:200 | 1:3200 1:800 1:1600 | 1:200

7 1/47 1/47 1/47 1/47 1/47 R 38/47
1:200 | 1:200 1:200 1:200 1:200 1:1600
8 3/25 7125 14/25
1:200 1:800 1:1600

9 a7
1:1600

Serogrupo/Serovar: Lbc: Leptospira Ballum Castellonis; Lcc: Leptospira Canicola
Canicola; Lgg: Leptospira Grippotyphosa Grippotyphosa; Lic: Leptospira
Icterohaemorrhagiae Copenhageni; Lpp: Leptospira Pomona Pomona; Lsw:
Leptospira Sejroe Wolffi; Lsh: Leptospira Sejroe Hardjo; Ltt: Leptospira Tarassovi
Tarassovi

Discusion y conclusiones

El diagnéstico de las pérdidas reproductivas es complejo y
muchas veces de etiologia miltiple en rodeos de produccién
extensiva. Si bien en algunos de los casos analizados se
diagnosticaron directa o indirectamente infecciones por otros
abortigenos  (Brucelosis, Neosporosis, Campylobacteriosis,
enfermedades virales), abortigenos esporadicos (T. pyogenes)
o virus de los que se desconoce su rol patogénico (HVB-4), no
se pudo asociar a estos como causales de todas las pérdidas.
Los agentes mas frecuentemente detectados fueron serovares
de Leptospira adaptados a rumiantes: 57/172 y 114/172
seroreactores para Lsw y Lsh, respectivamente, con titulos
elevados. Si bien ya se han detectado infecciones con estos
serovares como causales de abortos, en los Ultimos afios se ha
observado una mayor prevalencia. La presentacion clinica y el
control de estas infecciones suele ser complejo.

Se debe considerar ademas la hipétesis que el cambio climatico
pronosticado para las préximas décadas afecta a varios factores
ecoldgicos que llevan a un aumento en la incidencia de brotes
de leptospirosis, con las consiguientes implicancias regionales
tanto en la salud publica como animal.

Por lo antes mencionado se debe aumentar el conocimiento de
la extension de infecciones por serovares adaptados de
Leptospira y el rol de bovinos reservorios en los rodeos locales.
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Introduccién

La adenitis equina es una enfermedad infecciosa que
causa faringitis y linfoadenitis de cabeza y cuello
principalmente de equinos jovenes y que esta
ampliamente difundida afectando a la industria equina.
Su agente etiolégico es Streptococcus equi subsp. equi
(S. equi), un coco grampositivo del grupo C de
Lancefield que posee como principales factores de
virulencia la capsula y la proteina M (SeM).

Diversos métodos de epidemiologia molecular fueron
utilizados para tipificar S. equi, pero debido a su
estabilidad genética, sb6lo se encontraron buenos
resultados con las técnicas de pulsed-field gel
electrophoresis y la secuenciacion de la region variable
de la SeM que derivé en la creacion de una base de
datos internacional de alelos seM que permite la
comparacién de cepas (Kelly, 2006; Libardoni, 2015;
Lindahl, 2011; Moloney, 2013).

El objetivo de este trabajo fue identificar los alelos seM
de aislamientos de S. equi circulantes en la provincia
de Buenos Aires durante 2010-2013.

Materiales y Métodos

Se trabaj6 con un total de 42 aislamientos de S. equi:
28 aislamientos de 28 animales enfermos y 14
aislamientos de 8 animales portadores procedentes de
diferentes establecimientos de la provincia de Buenos
Aires.

Se amplific6 un segmento de 541 pb del gen seM
utilizando los primers ASW73F y ASW74R descriptos
previamente por Kelly et al. (2006) para su posterior
secuenciacion en la Unidad de Gendmica del Instituto
de Biotecnologia CICVyA del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) Castelar mediante
electroforesis capilar en secuenciadores automaticos.

Se alinearon las secuencias obtenidas con las
publicadas en el GenBank (National Center for
Biotechnology Information, NCBI) y se determinaron los
alelos seM de los aislamientos comparando la
secuencia de 327 nucleétidos que codifica para la
regién aminoterminal variable de la proteina SeM con
las secuencias publicadas en
http://pubmlst.org/szooepidemicus/. Los andlisis de
evolucidn filogenéticos y moleculares fueron generados
usando el algoritmo Neighnbor-Joining considerandose
valores de bootstrap mayores a 50% (con 1000
repeticiones) mediante el software MEGA version 6.

Resultados

Se obtuvieron 8 alelos seM, de los cuéles s6lo uno
estaba previamente publicado (seM 61). Los demas se
denominaron aleatoriamente A, B, C, Dy E, Fy G. El
alelo seM B fue el més frecuente seguido del seM 61
en aislamientos provenientes de enfermos y el seM 61
fue el més frecuente en los aislamientos de portadores.

Se realiz6 un arbol filogenético identificandose dos
clusters (figura 1).
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Figura 1: Arbol filogenético que muestra la agrupacién de los alelos del
gen seM en dos clusters (1 y Il) recuadrados en rojo. Se aplicé el algoritmo
neghbor-joining considerandose valores de bootstrap mayores a 50% (con
1000 repeticiones) mediante el software MEGA versién 6.

Discusion: Es interesante la identificacion del mismo
alelo en los aislamientos obtenidos de animales que
enfermaron en un mismo brote, con excepcion del
producido en un establecimiento dedicado la cria de
raza Polo en el que un potrillo present6 el alelo seM C
y otro el seM D. Esto podria sugerir que se trataria de
un brote producido por 2 cepas distintas como también
lo sugieren los resultados de Kelly et al. (2006) que
encontraron los alelos 12, 13 y 14 en un mismo brote.
Debido al movimiento constante de animales, y el
traslado de yeguas receptoras de un establecimiento a
otro, una posible explicacion es que mas de un equino
haya actuado como fuente de infeccién; ya sean
portadores, animales en periodo de incubacién o en
convalecencia.Al comparar las secuencias del gen seM
de los aislamientos de Buenos Aires con la base de
datos mundial, se observa una alta similitud con
aislamientos del sur de Brasil. Esto se asemeja a lo
observado por Moloney et al. (2013) en cepas de
Ilanda y Reino Unido, lo que indicaria una
regionalizacion de cepas.

En el arbol filogenético (Fig. 1) se puede observar que
en el cluster | se encuentran los dos alelos mas
frecuentes, sugiriéndose un origen comin de ambos.
También se puede ver que los alelos identificados en
portadores (seM 61 y seM E) corresponden al cluster |,
indicando que el seM E se originaria del seM 61. El
alelo 61 fue el méas frecuente en portadores como
sucedi6 en Brasil (Libardoni, 2015) por lo que es posible
que existan ciertos alelos méas adaptados a la
permanencia en nasofaringe.

Este constituye el primer reporte de tipificacién
molecular del gen seM de aislamientos argentinos de
S. equi, produciendo informacion de las cepas locales
circulantes y la epidemiologia en nuestro medio.

Bibliografia: -Kelly C, Bugg M, Robinson C, Mitchell Z, Davis-Poynter
N, Newton J, Jolley K, Maiden M, Waller A (2006). Sequence variation of
the SeM gene of Streptococcus equi allows discrimination of the source of
strangles outbreaks. Journal of Clinical Microbiology, 44(2): 480-486.

-Libardoni, F (2015). Equinos portadores de Streptococcus equi
subespécie equi : prevaléncia, fatores de risco e caracterizagéo de alelos
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Introduccién

La salmonelosis afecta la salud de los equinos provocando
grandes pérdidas econdmicas. Salmonella spp. es una bacteria
Gram negativa de la cual existen mas de dos mil serotipos,
algunos de los cuales se han adaptado a una especie animal.
Tal es el caso de S. Abortusequi, causante de abortos en los
equinos. Otros serotipos como S. Typhimurium o S. Newport no
son especie-especificos y pueden ser aislados de diversos
animales, incluido el hombre. Estos serotipos son de gran
importancia para la Salud Publica ya que los animales
domésticos actiian como reservorio de este agente infeccioso
que, en estos casos, es considerado zoonotico.

Segun la informacién disponible, Salmonella Odienne fue
aislada por primera vez en el afio 1986 a partir de una muestra
de origen humano en Costa de Marfil por el Instituto Pasteur de
Francia, centro colaborador de la OMS para referencia e
investigacion en Salmonella. Posteriormente fue incluida en el
suplemento del esquema de serotificacion de Kauffman-White
en el mismo afio (Le Minor 1987).

Este trabajo informa sobre el aislamiento de Salmonella
Odienne a partir de muestras provenientes de un equino con un
cuadro de abdomen agudo.

Materiales y Métodos

En febrero de 2016 ingres6 al Hospital Escuela de Grandes
Animales (FCV-UBA) un equino macho, castrado, con un
cuadro de abdomen agudo de 8 dias de evolucién, que
comenzé con coprostasia con curso de 3 dias y luego diarrea.
Previo a la internacién, se le habia realizado una puncién
abdominal, tacto rectal y una ecografia abdominal donde se
observaron asas intestinales distendidas. El dia de su ingreso
el animal continuaba con diarrea y luego de dos dias presenté
signologia respiratoria. La terapia inicial consisti6 en sondaje
nasogastrico, hidratacién endovenosa y se tomaron muestras
de materia fecal para un examen coproparasitologico (que
resulté negativo) y un hisopado rectal para cultivo
bacteriolégico para la deteccion de Salmonella. El animal fue
tratado con antibiéticos de amplio espectro, antinflamatorios
intestinales, mas prebiéticos y bacteriéfagos, junto al
tratamiento de sostén y fue externado luego de su recuperacion
al cabo de 15 dias.

La muestra de materia fecal se incubé en caldo selenito por 24
hs a 37°C. Luego se cultivd en medio selectivo diferencial agar
Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD) a 37°C hasta evidenciar
colonias sospechosas de Salmonella spp. (rosadas/rojizas
con/sin centro negro de +/- 2 mm de didmetro). Al microscopio
se observaron bacilos delgados Gram negativos. Estas
colonias se aislaron en agar tripteina soja para realizar la
caracterizacion bioquimica segun se describe en Cowan and
Stell's (2006) y su posterior serotipificacion segin Esquema de
White-Kauffman-Le Minor (2007).

Para la reaccion de PCR, se amplificé una region especifica de
Salmonella spp. de 284 pares de bases del gen invA, el cual
codifica para una proteina secretoria.

Se evaluo la susceptibilidad antibiética de la cepa a través del
método de difusion en placa segun Kirby-Buer siguiendo las
recomendaciones del CLSI (2013). Se evaluaron los siguientes
antibidticos: ciprofloxacina, ampicilina, TMS, azitromicina,
cloranfenicol y cefotaxima.

Resultados

Se lograron aislar colonias sospechosas que fueron
identificadas como Salmonella spp. con base en la
caracterizacién bioquimica: SH, (+), indol (-), movilidad (+);
RM/VP (+/-); TSI: lactosa (-), glucosa (+); citrato (+); LIA (+);
ureasa (-) y fenilalanina (-). Ademés, se pudo confirmar el
género utilizando Vitek (bioMerieux), que determiné Salmonella
spp. en un 98%.

Mediante la técnica de PCR, se logr6 amplificar el fragmento
especifico, lo cual permitié confirmar la identificacion del género
Salmonella (Figura 1).

Figura 1. Electroforesis en
gel de agarosa 1% de los
fragmentos  amplificados
del gen invA tefiidos con
bromuro de etidio y
visualizados con luz UV.
En la calle 1 se observa el
blanco de la reaccion de
PCR y en la calle 2 el
control positivo. En la calle
3 se puede ver el producto
amplificado a partir de la
muestra y en la calle 4 el
marcador de tamafio de
ADN (100 pb,
Genbiotech).

La serotipificacion resulté en la férmula antigénica 40:y:1,5 lo
que determind la identificacion del aislamiento como
Salmonella enterica subsp. enterica ser. Odienne.

La cepa resultd sensible a la mayoria de los antibi6ticos
testeados, observandose resistencia sélo a la azitromicina.

Discusion

Hasta nuestro conocimiento este es el primer reporte del
aislamiento de Salmonella Odienne en medicina veterinaria, ya
que el Unico aislamiento descripto en la literatura fue realizado

en muestras procedentes de humanos hace varias décadas en
el continente africano (Le Minor 1987 y 1989).

El hecho de que exista muy poca informacion sobre S.
Odienne, puede deberse no s6lo a que se trate de un serotipo
poco comun, sino también al hecho de que no todos los
aislamientos son serotipificados. Muchas veces la identificacién
de Salmonella spp. es suficiente para los objetivos del
diagnodstico rutinario y no se realiza una investigacion
diagnodstica completa.

Son necesarios mas estudios, para evaluar la patogenia y
virulencia de este serotipo, el cual seria capaz de infectar tanto
a los equinos como al hombre, y tal vez a otras especies
domeésticas, hecho que también tiene relevancia desde el punto
de vista de la Salud Publica.
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Introduccién

La salmonelosis equina esta causada principalmente
por S. enterica serovariedad Typhimurium con cuadros
gastrointestinales de mayor prevalencia y gravedad en
animales jovenes (Sellon, 2007). Ademas de los
cuadros digestivos, las hembras gestantes pueden
infectarse con la serovariedad adaptada al equino:
Salmonella enterica serovar Abortusequi (Salmonella
Abortusequi). Se trata de una bacteria adaptada al
huésped que produce abortos en yeguas y, si los
animales no abortan, los neonatos pueden nacer
infectados.

Entre 1948 y 1994, Salmonella Abortusequi fue aislada
en Argentina produciendo brotes de abortos, patologias
reproductivas en yeguas y potrillos con septicemia y
poliartritis. Luego de no registrarse casos de
salmonelosis reproductiva durante aproximadamente
17 afios, a partir del aflo 2011 la enfermedad fue
nuevamente diagnosticada en mudltiples brotes en
establecimientos dedicados a la produccion equina (Di
Gennaro, 2012; Moreira, 2012; Bustos, 2016).

El objetivo de este trabajo fue detectar Salmonella
Abortusequi en muestras de fetos equinos abortados
durante el afio 2016.

Materiales y Métodos

Se trabaj6 con diferentes muestras como liquido
estomacal, higado, bazo y pulmén de 19 fetos equinos
abortados en diferentes establecimientos.

Para la marcha bacteriolégica, se sembraron las
muestras en caldo tetrationato de sodio para
enriquecimiento selectivo y posteriormente sobre
placas de agar selectivo diferencial Xilosa, Lisina,
Desoxicolato con el agregado de Tergitol 4 (XLDT) v,
ademas, las muestras se sembraron directamente en
medio XLDT. Luego de 24 h de incubacion a 37°C, las
colonias lactosa y SH, negativas sospechosas de
Salmonella se reaislaron para su identificacién. Para la
identificacion bioquimica se realizaron las pruebas de
indol, movilidad, Voges Proskauer, Rojo Metilo, citrato
de Simons, urea, crecimiento en medio agar triple
azucar hierro (TSI), reduccién de nitratos y lisina,
ornitina y arginina descarboxilasas. Ademas, se realizé
la aglutinacién rapida en placa con los sueros OS-A 'y
OS-B. Para la técnica de PCR, se amplific6 una region
especifica del gen invA que corresponde a un
segmento de 284 pb (Bustos, 2016).

Luego de la confirmacion del género Salmonella spp.,
se remitieron los aislamientos al Dpto. de Salmonelosis,
Bacteriologia, DILAB-SENASA para la serotipificacion
segun el esquema de White-Kauffman-Le Minor.

Resultados

Se obtuvieron colonias lactosa y SH, negativas en
pureza de todos los 6rganos provenientes de un mismo
feto en los cultivos directos en XLDT (Fig.1-A). Se
identifico al aislamiento como Salmonella spp. (INTA-
E8034/16) mediante las pruebas bioquimicas
convencionales y por la amplificacién de una banda de
aproximadamente 290 pb correspondiente al gen invA
(Fig.1-B). El aislamiento fue positivo a la aglutinacion

con el suero polivalente OS-A y fue identificado como
Salmonella Abortusequi con la férmula antigénica
4,12:-:e,n,X.

Las muestras de los otros fetos resultaron negativas
para Salmonella spp.

Figura 1 A: Colonias lactosa y SH2 negativas en pureza del primocultivo
de higado de un feto equino en agar XLDT. B: Electroforesis en gel de

agarosa 1.5% del gen invA, linea 1: Marcador molecular 100 pb, linea 2:
Control negativo, linea 3: Control positivo, linea 4: Cepa INTA-E8034/16.

Discusioén

El aislamiento de Salmonella Abortusequi se obtuvo de
un feto proveniente de un establecimiento con
antecedentes de numerosos abortos por este agente
en temporadas anteriores. Es interesante resaltar que
se traté de un aborto aislado y que los animales del
haras estaban vacunados con inmunégenos autélogos
realizados con las cepas aisladas previamente. Hay
que considerar que la aplicacion de un correcto plan de
inmunoprofilaxis que genere un adecuado nivel de
proteccion poblacional es uno de los puntos claves para
el manejo de esta patologia reproductiva. Para esto, es
imprescindible poder contar con vacunas comerciales
formuladas con cepas circulantes en el pais y que
cumplan con la calidad necesaria para ser incluidas en
un plan de control de este patégeno.

Por otro lado, desde su reaparicion en el afio 2011
hasta la actualidad, se han diagnosticado anualmente
abortos paratificos en Argentina (Di Gennaro, 2012;
Moreira, 2012; Bustos, 2016) y, en consecuencia, se
debe considerar a la Salmonelosis equina como una
enfermedad emergente que siempre debe tenerse en
cuenta ante patologias reproductivas.

Se propone continuar con el estudio genotipico de los
aislamientos locales de Salmonella Abortusequi para
una mejor comprension de la epidemiologia de la
enfermedad en nuestro medio y la potencial
optimizacion de los inmunégenos disponibles.
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Introduccion:

Clostridium perfringens es un importante patégeno intestinal, que
se encuentra en diversos ambientes, incluyendo el sistema
digestivo de humanos y animales, donde forma parte de la
microbiota normal. La patogenia de este microorganismo se basa
en la produccion de potentes exotoxinas que poseen diferentes
efectos intestinales y sistémicos. En base a la produccién de 4
toxinas (alfa, beta, iota y épsilon) los aislamientos se agrupan en
5 toxinotipos (A, B, C, D y E). Mientras que numerosos trabajos
describen la ocurrencia de casos de enfermedad digestiva de
severidad variable en animales domésticos, los informes de
aislamientos en animales exéticos son escasos.

En este trabajo se evalué la presencia de C. perfringens en
muestras de contenido intestinal o materia fecal de diferentes
especies de animales exéticos que al momento de la toma de
muestra presentaron cuadros compatibles con enfermedades
asociadas a C. perfringens. El objetivo de este trabajo es
determinar la importancia de esta bacteria en las enfermedades
digestivas de estas especies.

Materiales y métodos:

Muestras: Se tomaron muestras de materia fecal o de contenido
intestinal en animales presentes en la Fundaciéon Temaiken de la
provincia de Buenos Aires. En todos los casos los animales
presentaron signos de enfermedad digestiva. En este andlisis se
incluyeron muestras de contenido de abomaso y diferentes
porciones del intestino de 1 antilope Bongo (Tragelaphus
euryceros) que presento signos de célico abdominal previos a la
muerte; contenido de diferentes porciones del intestino de 1
antilope Gran Kudu, (Tragelaphus strepsiceros) sin signos previos
a la muerte; contenido de diferentes porciones del intestino de 1
wallaby (Macropus rufogriseus); y contenido de diferentes
porciones del intestino de 1 llama (Lama glama) que presento
signos de colico abdominal previos a la muerte.

Bacteriologia: Para el diagnostico de anaerobios las muestras
fueron sembradas en forma directa en placas de agar sangre con
sangre bovina desfibrinada al 5% con y sin neomicina (100mg/L),
en forma paralela se realizé enriquecimiento en caldo carne
picada, estos medios fueron incubados en jarra de anaerobiosis
a 37°C durante 18-24hrs. Las colonias compatibles fueron
identificadas mediante tincién de Gram y pruebas bioquimicas.

Caracterizacion genotipica: Para determinar el toxinotipo de los
aislamientos compatibles con C.perfringens se amplificaron
mediante una PCR multiplex los genes de 6 toxinas (cpa, cpe,
cpb, cpb2, etx, iA).

Resultados:
Antilope Bongo (T. euryceros): A partir de las muestras de

abomaso y contenido de duodeno se obtuvo abundante
crecimiento de colonias compatibles con C. perfringens. También

se obtuvieron aislamientos a partir de las muestras de colon, pero
fue necesario realizar un pre-enriquecimiento. La identidad de
estas cepas se confirmé mediante pruebas bioquimicas y
moleculares.

Antilope Gran Kudd, (T. strepsiceros): No se obtuvieron
aislamientos compatibles con C. perfringens a partir de las
muestras analizadas.

Wallabi (M. rufogriseus): A partir de muestras de contenido de
yeyuno se obtuvo abundante crecimiento de colonias compatibles
con C. perfringens luego de un pre-enriquecimiento en caldo
carne picada. La identidad de estas cepas se confirmé mediante
pruebas bioquimicas y moleculares.

Llama (L. glama): A partir de las muestras de contenido de
duodeno y ciego se obtuvo abundante crecimiento de colonias
compatibles con C. perfringens. La identidad de estas cepas se
confirmé mediante pruebas bioquimicas y moleculares.

Caracterizacion genotipica: las cepas obtenidas fueron tipificadas
mediantes PCR multiplex, todas las cepas obtenidas presentaron
el genotipo cpa+ correspondiente al toxinotipo A.

Discusion:

El presente trabajo describe el aislamiento de C. perfringens a
partir de distintas muestras de sistema digestivo de animales
exoticos que presentaron signos y hallazgos de necropsia
compatibles con enfermedad digestiva asociada a esta bacteria.
La deteccion bacteriolégica de C. perfringens a partir de cultivo
directo sin la necesidad de enriquecimientos previos, junto a la
presencia de signos y lesiones compatibles sugiere que esta
bacteria es capaz de producir enfermedad digestiva en especies
de antilopes como la descrita aqui. En el caso de los aislamientos
obtenidos luego de un enriquecimiento nuevos trabajos son
necesarios para identificar la importancia de estos aislamientos
en el desarrollo de una enfermedad digestiva.
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INTRODUCCION

Dentro de los microorganismos productores de diarrea se
encuentran las bacterias del género Brachyspira,
espiroquetas intestinales anaerobias Gram negativas que
colonizan el intestino grueso de diversas especies de
animales. Brachyspira intermedia, Brachyspira pilosicoli y
Brachyspira alvinipulli se consideran patégenas en pollos
parrilleros y gallinas ponedoras produciendo en esta
especie la Espiroquetosis intestinal aviar (Hampson y
Swayne, 2008). Esta enfermedad se caracteriza por
producir diarrea en aves adultas, huevos sucios con
materia fecal y mala calidad de la cascara. En Argentina
se ha informado la presencia de espiroquetas intestinales
de este género en gallinas ponedoras pero ain no se ha
demostrado su impacto a nivel productivo (lllanes et.al.
2016).

El objetivo del presente estudio fue determinar la
presencia y el impacto que tiene Brachyspira spp. en los
establecimientos de gallinas productoras de huevos de
consumo.

MATERIALES Y METODO

Se trabaj6 con animales pertenecientes a un
establecimiento de gallinas ponedoras de la Zona Rural
de Rio Cuarto. El mismo cuenta con 5 galpones de 10000
aves cada uno y a la consulta manifiesta la presencia de
diarrea leve en gallinas de final de postura. Se tomaron
muestras de materia fecal de 42 aves con diarrea. Cada
animal fue individualizado y se recolectaron datos
productivos tales como porcentaje de postura y
caracteristicas de los huevos (sucios con sangre, con
materia fecal, sin cascara, chicos). Los datos se
recolectaron durante 9 dias, no consecutivos.El estudio
se realizé entre los meses de junio y julio de 2015.

Toma de muestras de materia fecal: Las muestras se
recolectaron en bolsas de nylon y se enviaron refrigeradas
a 4°C al laboratorio del Departamento de Patologia
Animal, FAV, UNRC. Para el aislamiento bacteriano se
utilizé6 medio de cultivo agar base sangre con 8 % (v/v) de
sangre equina desfibrinada y el agregado de vancomicina
(1,25 mg/ml), colistina (1,25 mg/ml) y espectinomicina
(0,4 mg/ml); se incubé en anaerobiosis (Anaerogen,
Oxoid) a 40 °C durante 6-8 dias. Las placas se
consideraron positivas al aislamiento cuando se observé
una patina difusa con hemolisis débil. Para confirmar la
presencia de microorganismos compatibles con
espiroquetas se realiz6 una tincién de Gram. Los cultivos
positivos fueron sembrados en agar base sangre sin
antibidticos con el objetivo de purificar las cepas. La
identificacion de especie se realiz6 considerando el
resultado de pruebas bioquimicas y fisiologicas: la

produccion de indol, hidrélisis del hipurato y presencia de
las enzimas a y B-glucosidasa y o-galactosidasa.

RESULTADOS

De 42 muestras de materia fecal de aves con diarrea, 28
resultaron con aislamientos positivos a Brachyspira spp.
De esas 28 muestras, 27 se identificaron como
Brachyspira innocens y solo 1 como Brachyspira pilosicoli
mediante pruebas de identificacion bioquimica. En
ninguna de las aves positivas a Brachyspira spp. se
evidenci6 la disminucién del porcentaje de postura. No se
encontré asociacion entre la presencia de Brachyspira y
el porcentaje de huevos manchados con materia fecal.
Por el contrario si se encontré una prevalencia del 4,6%
de huevos sin cascara en las aves con diarrea. En el
grupo negativo esta prevalencia es nula. Las aves
positivas a B. innocens (27) mostraron porcentajes de
postura superiores con respecto a las negativas a este
género.

DISCUSION

En el presente estudio se tomaron muestras de 42 aves,
de las cuales 28 (66%) resultaron positivas a Brachyspira
spp. Estos resultados difieren con otros autores (Alvarez,
2009) quienes informan porcentajes de aislamiento del
6,2% en gallinas ponedoras criadas a piso. No se
encontraron signos de disminucién de postura ni aumento
de huevos manchados con diarrea lo que probablemente
se relacione al agregado de antibiéticos en la dieta.
(Jansson et al.,, 2008; Alvarez et al., 2009). Por el
contrario, se evidencia la aparicion de calcificacion
deficiente de la cascara del huevo tal como se informa en
otros estudios (Jansson et al., 2008).B. innocens se
conoce como apatégena para aves y otras especies. En
este estudio se encontr6 que, si bien aparece en la
materia fecal de aves con diarrea, no interfiere con el
porcentaje de postura. Esto podria deberse al efecto
protector que tendria este microorganismo frente a otras
bacterias patégenas de este género.

Este estudio demuestra la presencia de bacterias del
género Brachyspira spp. en establecimientos avicolas de
la region. Se necesitan mas estudios para determinar el
impacto que podrian tener a nivel sanitario y productivo
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Introduccion

La Lana Sisal es una dermatitis infecciosa de etiologia incierta que
afecta a los ovinos de la raza Merino de la Patagonia.
Clinicamente se caracteriza por la presencia de manchones
oscuros y deprimidos en el vellon, que contienen un exceso de
grasa y fibras aglutinadas®. En Sudafrica se ha descripto y
reproducido  experimentalmente una enfermedad similar

partir de hisopados de piel una bacteria corineforme, que no ha
sido posible identificar con certeza mediante las técnicas
bacteriolégicas de rutina, pero que por identificacion bioquimica
tradicional se estima podria corresponder a Corynebacterium
bovis (C. bovis)?, bacteria involucrada en mastitis bovina. El
objeto de este trabajo fue la puesta a punto de una técnica para
la identificacion rapida y especifica de los aislamientos
bacterianos obtenidos de ovinos con Lana Sisal.

Metodologia

Se trabajé con un total de 18 aislamientos bacterianos
provenientes de 18 animales afectados de Lana Sisal. Para su
identificacion, se secuenciaron 1393pb del gen de la subunidad
16S del ARNr de cuatro aislamientos y se asignd la especie
comparando contra la base de datos GeneBank utilizando Blast
(98% de similitud de secuencia). Mediante un andlisis
filogenético utilizando el método de maxima verosimilitud se
compararon las 4 secuencias incluyendo las secuencias de la
cepa de referencia de C. bovis aislada de bovinos (DSM 20582
y de C. jeikeium y C. urealyticum, por ser las especies mas
cercanas a C. bovis. En base a esta identificacion y para
analizar el total de los 18 aislamientos de ovinos, se puso a
punto una PCR especifica para C. bovis, que amplifica una
region de 224pb también del 16S ARNr (modificada de Duga y
col., 1998%. A su vez se incluyeron en el andlisis 3 aislamientos
de Corynebacterium spp. obtenidos de muestras de leche de
bovinos con mastitis (Laboratorio LactoDiagnéstico Sur). Para
determinar la especificidad de la PCR se utiliz6 como control ADN
de C. pseudotuberculosis, C. renale, C urealiticum, C jeikeium y
Tuerperella pyogenes (ex C. pyogenes). Se determiné el
limite de deteccion de la técnica diagndstica, utilizando como
templado diluciones seriadas al décimo de ADN de uno de los
aislamientos de ovinos.

Resultados

Se establecioé que la bacteria aislada de animales con lesiones
de Lana Sisal corresponde a la especie Corynebacterium bovis
(C. bovis). El alineamiento mdltiple de las secuencias no revel6
polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs) consistentes que
diferencien las 4 cepas ovinas de la cepa bovina de referencia
de esta especie, aislada de bovinos con mastitis. Al realizar el
andlisis filogenético (Fig. 1), todas las cepas aisladas de casos
clinicos de Lana Sisal se agruparon en un cluster que contiene
a la cepa de referencia de C. bovis. Este grupo se separa
claramente de las cepas del grupo de C. urealiticum (Bootstrap
value 100).

La PCR utilizada arrojo resultados positivos sobre el ADN extraido
del total de los 18 aislamientos de casos clinicos de Lana Sisal.
Los aislamientos de Corynebacterium spp. de leche bovina
también resultaron positivos a la PCR diagndstica. La
especificidad de la técnica (Fig. 2) se comprob6 mediante el
resultado negativo a la amplificaciéon de ADN de otras especies de
corinebacterias. El limite de deteccion de esta PCR es de
0,01 ng/pl.

Ovino 019
Ovino 025

L Ovino 466

C. bovis strain DSM 20582

— Ovino 007

Corynet ium jeikeium NCTC 11913

Coryr urealyticum strain DSM 7109

Fig 1: Arbol filogenético obtenido por método de maxima
verosimilitud del alineamiento miltiple de las secuencias del gen
16S ARNr de cada bacteria indicada.

Fig. 2: Productos de PCR en gel de agarosa tefiidos con Gel
Red utilizando como templado ADN de: 1y 2: cepas de ovinos,
3y 4: cepas de bovinos, 5: C. pseudotuberculosis, 6: C renale,
7: C freneyi, 8: T. pyogenes, 9: control negativo, M: Marker.

Conclusién

El andlisis genético de los aislamientos obtenidos de lesiones
de Lana Sisal, permitié identificarlos fehacientemente como C.
bovis siendo el primer reporte del aislamiento de esta especie
en ovinos. En el gen analizado no se detectaron diferencias con
la cepa de referencia de C. bovis aislada de bovinos, lo que no
descarta diferencias genéticas en otras regiones del genoma.
La PCR puesta a punto permite realizar la identificacion de
aislamientos de C. bovis provenientes de muestras tanto de
ovinos como de bovinos. Esta herramienta podria reemplazar a
la identificacién tradicional mediante pruebas bioquimicas que
para corinebacterias es dificultosa, en general no permite arribar
a una clasificacion certera y requiere varios dias de trabajo®.
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INTRODUCCION

La cuenca lechera del Valle de Lerma, Salta posee serios
problemas sanitarios, ningun tambo es libre de leucosis, muchos
poseen Brucella e incluso mas de Y. estd afectado por
Micobacterium. La mortalidad en vacas adultas es 13%, el descarte
12,3% vy la reposicion anual llega a 25%. La etapa de guachera
posee una mortalidad del 23% debida a diarreas y a fallas en la
trasferencia de la inmunidad pasiva?. Gran parte de las
enfermedades mencionadas, se transmiten por calostro infectado,
contaminado, insuficiente o de mala calidad. La sanidad del rodeo
podria ser mejorada actuando sobre la etapa inicial, brindando a
los terneros un calostro sanitarizado con un método que no altere
su elemento principal, “las inmunoglobulinas”® +
Este trabajo propone una técnica de pasteurizacion de calostro que
permita la prevencion del contagio de enfermedades transmitidas
por via galactégena, usando para su evaluacion indicadores de
higiene y perfil nitrogenado.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en el laboratorio de Sanidad Animal del
IIACS-CIAP (EEA Salta) con calostro de animales individuales del
banco de un tambo comercial. Consisti6 en la comparacién de
calostro de alta calidad (mayor a 1.050g/l de 1gG) del primer ordefie
postparto®. Las muestras se conservaron a -20°C, se
descongelaron en bafio térmico a 50°C y luego se pasteurizaron
volimenes de 500 ml en equipo del tipo Batch a diferentes
temperaturas (56, 58, 59 y 60°C) y tiempos (30, 35 y 40 minutos).
Se realizaron mediciones iniciales y finales de: densidad con
calostrimetro, coagulacién en placa cada 5 minutos (min) y
fosfatasa alcalina (FA) para estimar la eficiencia del tratamiento
térmico (TT). En una segunda etapa con el protocolo establecido
por las anteriores pruebas, se repitié con volimenes mayores de
calostro (2 a 4 1), evaluando también recuentos de mesofilos y
coliformes estimando su efectividad como porcentaje en la
reduccién del recuento). También se midieron proteinas totales,
fracciones y nitrégeno no proteico (nnp) con el método de Kjeldahl.
Los resultados fueron analizados con el test no paramétrico para
comparacion de medias en muestras dependientes, prueba de
Wilcoxon (test a dos colas 5% a y 5000 permutaciones), con la
version libre del paquete estadistico Infostat®.

RESULTADOS

La prueba de coagulacién fue positiva luego de 15 min del TT
en las muestras con mas de 48hs de refrigeracién. La FA,
indicadora de le eficiencia del TT, mostré que a 56°C la enzima es
activa ain con 40 min de TT. A 58°C se inactivé entre 30 y 35 min,
mientras que a 59°C, lo hizo luego de 5 min al igual que a 60°C. La
densidad se increment6 levemente luego del TT entre 1y 1,5 g/l en
algunos casos.

El resumen de los recuentos de mesofilos y coliformes para
este protocolo se presenta en la tabla 1.

Tabla 1: Recuento promedio de mesdfilos y coliformes inicial, final
(nimero de colonias por ml) y % de efectividad de la
pasteurizacion.

Recuento de Inicial Final Efectividad
Mesofilos 9000x10° 5,2x10° 97%
Coliformes 37,5x10° 0 100%

El resumen de las fracciones proteicas para este protocolo se
presenta en la tabla 2.

Tabla 2: Muestra, nitrégeno total, proteina total, nitrégeno soluble,
nnp, proteina verdadera, proteina de suero, relacién nnp/nitrégeno
total.

Muestra NT PT* NSol! Nnp! PV PSS! nnp/nt

Inicial1 2,38 15,18 141 0,073 14,72 8,53 3,07

Inicial 2 2,33 14,87 1,40 0,058 14,50 8,56 2,49

Inicial 3 2,59 16,52 1,63 0,090 1595 9,83 3,47

Inicial 4 2,59 16,52 1,63 0,090 1595 9,83 3,47

Finall 2,34 1493 125 0,067 14,50 7,55 2,86

Final2 2,26 14,42 121 0,081 13,90 7,20 3,58

Final3 2,69 17,16 1,40 0,073 16,70 8,47 2,71

Final4 2,84 18,12 168 0,074 17,65 10,25 2,61

L %plp

DISCUSION

La prueba de coagulacion indicaria que el calostro refrigerado
deberia conservarse menos de 48hs y que el incremento de la
densidad se deberia una incipiente coagulacién de fracciones
proteicas del fluido. La inactivacién térmica se produciria a mas de
56°C, en consiguiente se eligié como protocolo de pasteurizacion el
de 59°C por 35 min debido a que la pasteurizacion alta, la
tradicional e incluso temperaturas superiores a los 60°C
disminuyen en forma importante la actividad de las
inmunoglobulinas, seguln reportes previos®*.

Entre los recuentos de mesdfilos iniciales y finales, las diferencias
fueron significativas debidas al TT, mientras que no las hubo entre
el recuento de coliformes inicial y final posiblemente debido a que
el recuento inicial de coliformes fue muy bajo presentandose sélo
en una de las muestras. En el caso de las proteinas y sus
fracciones, no hubo diferencias significativas entre ninguna de las
fracciones iniciales y finales debido al TT.

Los resultados indican que la pasteurizacién de calostro de alta
calidad a 59°C 35 min es efectiva y no modifica significativamente
sus fracciones proteicas. Lograndose un protocolo para el
pasteurizado de calostro con preservacion del perfil nitrogenado y
contribucion al saneamiento del mismo.
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Introduccién: La brucelosis causada por Brucella
melitensis es una enfermedad infecciosa de amplia
distribucion mundial que afecta principalmente a caprinos,
considerado su hospedador natural, y también a ovinos.
La enfermedad es transmitida al hombre, por lo que
constituye una de las zoonosis de mayor interés
veterinario y de salud publica. La provincia de San Luis,
se caracteriza por su condicion de endémica, con
respecto a esta enfermedad. Su prevalencia se encuentra
en el orden de baja a media, de acuerdo a las regiones
dentro de la misma provincia, y l6gicamente, de acuerdo
al tipo de explotacién ganadera predominante.

El Gobierno de la Provincia de San Luis se encuentra
ejecutando actualmente un Plan de Control de la
brucelosis caprina, que comprende el muestreo
exhaustivo de animales susceptibles. Es de destacar la
modalidad de eliminacién de los animales enfermos, y su
reposicién por animales sanitariamente aptos.

El objetivo de este trabajo fue la obtencion de cepas de
Brucella melitensis y tipificarlas, como punto de partida
para un futuro andlisis epidemiolégico completo de
brucelosis caprina en la provincia de San Luis.

Materiales y métodos: De acuerdo a la metodologia del
Plan de Control de la brucelosis caprina de la provincia de
San Luis, se tomaron muestras de tejidos para
bacteriologia de aquellos animales que fueron positivos a
la técnica de fijacion de complemento (punto de corte de
20 Unidades internacionales Fijadoras de Complemento),
y cuyo destino final era el sacrificio.

Se trabajoé sobre un total del 20 caprinos y 2 ovinos,
contabilizando un total de 62 muestras de tejidos.

Los tejidos seleccionados para ser muestreados fueron
linfonédulos inguinales, bazo, higado, contenido
estomacal en caso de abortos, testiculo-epididimo y
leche. Las muestras fueron conservadas en frio hasta su
procesamiento.

Se realizé la siembra de los tejidos en caldo Brucella a
37°C, y se efectuaron repiques cada 24 horas es Agar
Brucella adicionado con una combinacion de antibiéticos
a modo de inhibir el crecimiento de bacterias
contaminantes.

Fue utilizado el suplemento selectivo de Brucella
(OXOID®). El mismo contiene polimixina B, bacitracina,
cicloheximida, acido nalidixico, nistatina y vancomicina.

Los crecimientos de colonias compatibles con Brucella
spp. fueron sembradas en agar triptosa, se utilizé tincién
de Gram y posteriormente se resembraron en medios
adicionados con fucsina y tionina a diferentes
concentraciones (1/25000, 1/50000 y 1/100000) y en
simultaneo se ejecutaron test de catalasa, test de oxidasa,
produccion de &cido sulfhidrico y actividad ureasa.

En un dltimo paso se procedié a la aglutinacién con
sueros monoespecificos Ay M.

Resultados: A pesar del nidmero de muestras
procesadas, se obtuvieron solo 3 aislamientos de Brucella
melitensis biotipo 1. El tejido del cual partieron estos
aislamientos fue testiculo en uno de los casos, y
linfonédulos en los restantes dos, a las 72 horas de la
primera siembra. Las caracteristicas fenotipicas a partir
de las cuales se arrib6 a la tipificacion fueron la presencia
de colonias pequefias, como “gotas de rocio”, blanco
nacaradas, constituidas por cocobacilos Gram (-), sin
requerimientos de CO2 para su crecimiento, catalasa y
oxidasa (+), nula produccién de acido sulfhidrico,
creciendo las mismas en todos los medios con inclusién
de fucsina y tionina (en todas sus concentraciones) y asi
mismo, presencia de una marcada actividad ureasa.

Los aislamientos mostraron aglutinacion con suero
monoespecificos M, pero no con A.

Conclusiones: A pesar de las importantes pruebas
diagnésticas serologicas, las cuales llegan a obtener
valores de especificidad del 99%, el aislamiento del
agente sigue siendo la “prueba de oro” al momento del
diagnéstico de enfermedades infecciosas.

Los largos tiempos de latencia hasta obtener crecimiento
bacteriano, las dificultades y los contaminantes, hacen
I6gicamente inviable la utilizaciéon rutinaria de estos
métodos.

De vital importancia es la obtencion de aislamientos,
dadas las caracteristicas de la enfermedad y la necesidad
de un profundo andlisis de la situacion epidemiologia,
haciendo énfasis en este caso en la provincia de San Luis.
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Argentina.

Introduccién

El concepto “un mundo, una salud” pone en relevancia la
importancia del vinculo existente entre las enfermedades
animales y la salud publica. Se sabe que el 75% de las
enfermedades humanas emergentes son de origen animal. Entre
los factores determinantes de la emergencia de nuevas
enfermedades se encuentran el cambio climatico, el mayor
movimiento de personas por medio de los viajes y el comercio y
las condiciones de vulnerabilidad socio-econémica junto con la
infraestructura sanitaria deficiente (FAO. 2013).

El orden Rickettsiales comprende organismos coco-bacilares
Gram-negativos que se hallan organizados en dos familias:
Rickettsiaceae y Anaplasmataceae y algunos de los géneros que
las comprenden (Rickettsia, Ehrlichia y Anaplasma) son
transmitidos por garrapatas. En nuestro pais, las enfermedades
producidas por bacterias del orden Rickettsiales constituyen
enfermedades emergentes ya que en los ultimos afios se han
reportado casos en pacientes humanos principalmente en las
regiones del norte argentino e incluso en la region del Delta del
Parand, en la provincia de Buenos Aires (Seijo y col. 2007).
Ademas, algunos de los patégenos que implican un riesgo
zoono6tico han sido identificados en diversas especies de
garrapatas y en animales en estrecho contacto con el humano
en las regiones norte y centro del pais. Si bien existen algunos
reportes en los que se han identificado bacterias del orden
rickettsiales en la garrapata comun del perro Rhipicephalus
sanguineus s.l., aln es necesario aportar informacion acerca de
la circulacion de estos patégenos. La presencia de rickettsiales en
R. sanguineus s.l. representa un riesgo para la salud publica ya
que ademas de ser la garrapata mas frecuentemente hallada en
caninos domeésticos, se ha verificado que todos los estadios de
este vector pueden parasitar al humano. Las Rickettsiosis se
presentan en las personas como episodios febriles acompafados
de un conjunto de signos clinicos poco especificos pero que, en
muchos casos, comprometen la vida de los pacientes. El objetivo
del presente trabajo consisti6 en realizar la deteccion de
patogenos del orden Rickettsiales en garrapatas R. sanguineus
s.l. colectadas de perros en la Ciudad Autdbnoma de Bs.As (CABA)
y la provincia de Bs. As.

Materiales y Métodos

Se recolectaron garrapatas de la especie R. sanguineus s.l.
provenientes de caninos que asistieron a centros de salud por
diversos motivos durante los meses de octubre, noviembre y
diciembre del 2014. Las muestras fueron recolectadas en la
provincia de Buenos Aires (Centro de zoonosis de Morén y una
veterinaria en San Andrés de Giles -SAG-) y en la CABA (Villa
Soldati, en el marco del proyecto “Un Mundo una Salud, Préacticas
Pre-Profesionales Solidarias en areas de riesgo sanitario de Villa
Soldati). Todas las garrapatas recolectadas fueron conservadas
en etanol 70% para su posterior identificacion taxonémica segin
las claves disponibles. Para la extraccion de ADN se procedi6 a
pulverizar las garrapatas con nitrégeno liquido y luego se aplico el
método de fenol-cloroformo. La identificacion y correcta
clasificacion de las bacterias del orden Rickettsiales se llevé
adelante aplicando diferentes protocolos de PCR. Para la
identificacion de la familia Rickettsiaceae se amplificaron los
genes gltA y ompA especificos del género Rickettsia (Roux, y col.
1996), en cambio, la familia Anaplasmataceae fue identificada
amplificando un fragmento del gen 16S rRNA (Bekker y col. 2002)
que permite identificar tanto al género Ehrlichia como Anaplasma.
Las reacciones positivas al gen ompA y 16S rRNA fueron

purificadas y enviadas a secuenciar para la correcta identificacion
de género y especie.

Resultados

Se analizaron un total de 55 garrapatas que fueron identificadas
como R. sanguineus s.l. De éstas, 24 provenian de la CABA (20
hembras y 4 machos), 23 del partido de Morén (18 hembras y 5
machos) y 8 de SAG (hembras). Se identificaron 26 garrapatas
positivas a alguno de los patégenos estudiados, siendo 7 positivas
al género Rickettsia (6 de CABAy 1 de SAG) y 21 positivas al 16S
rRNA de Ehrlichia/Anaplasma (7 de CABA, 10 de Morén y 4 de
SAG). Con las secuencias de los genes ompA y 16S rRNA de
aquellas muestras positivas y utilizando la herramienta BLAST, se
compararon los archivos en formato FASTA contra las bases de
datos GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Para el gen ompA se obtuvo un 100% de identidad
con las secuencias correspondientes a Rickettsia massiliae,
mientras que el fragmento amplificado del 16S rRNA result6 en
todos los casos entre un 90 a un 99 % similar a las secuencias de
Anaplasma platys depositadas en el NCBI.

Discusion

Tanto R. massiliae como A. platys fueron recientemente
consideradas patogenos de riesgo para la salud humana. Si bien
R. sanguineus s.|. presenta preferencia para alimentarse de
caninos, puede  ocasionalmente parasitar ~ humanos.
Recientemente se reporté un caso de R. massiliae en una mujer
residente de Buenos Aires que habia estado sacando
manualmente las garrapatas a su perro (Garcia-Garcia y col.,
2010). Estos hechos son relevantes ya que en los lugares donde
fueron colectadas las muestras es habitual el estrecho contacto
entre los perros y el humano, la densidad de la poblacién canina
es alta y las condiciones sanitarias son propicias para la
transmision zoonética de este tipo de enfermedades. Por otra
parte, los signos clinicos asociados a estos patégenos son
muchas veces confundidos con otras etiologias, de manera que
resulta sumamente importante informar a la comunidad médica
acerca del riesgo de rickettsiosis en zonas urbanizadas.
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Introduccién: La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa
cronica que afecta a animales domésticos, silvestres y al hombre.
Los animales de compafiia, principalmente el perro y el gato son
susceptibles a las infecciones causadas por diferentes
micobacterias, conocidas como micobacteriosis. En la Argentina,
las micobacteriosis sistémicas en los felinos estan asociadas
principalmente al Mycobacterium bovis (M. bovis), por la
convivencia que estos pueden tener con los bovinos o por los
héabitos culturales de alimentar a los gatos con leche y visceras
crudas (pulmén / higado). Generalmente se presenta con
formacion de lesiones granulomatosas internas que son
tipicamente 6rgano-especificas y con una signologia inespecifica
que consiste en pérdida de peso, anorexia y fiebre.

Si bien los perros pueden infectarse con micobacterias, no es una
enfermedad frecuente y su aparicion dependera de su habitat
(urbano o rural) y de su epidemiologia. Si bien los caninos pueden
infectarse por micobacterias no tuberculosas (MNT) se los
clasifica como relativamente resistentes a la enfermedad por
Mycobacterium avium. Sin embargo, existen reportes esporadicos
que describen casos con signos inespecificos que a la necropsia
revelan lesiones granulomatosas en diversos 6rganos incluyendo
linfoadenopatia generalizada. La fuente de infeccion de las MNT
es el medio ambiente o el contacto directo con animales
infectados. El diagnostico de la enfermedad en perros y gatos no
es sencillo. En las primeras fases puede cursar de manera
asintomdtica, ain en animales con lesiones extensas. Cuando
presentan signos clinicos son normalmente inespecificos asi
como también los cambios hematolégicos y bioquimicos. Se
sospecha de TB en los pacientes con signologia compatible con
enfermedad crénica: desnutridos, anoréxicos, con signos
digestivos o respiratorios, adenopatias superficiales, o Ulceras
cutaneas; que en la necropsia evidencien granulomas en
distintos 6rganos. Por lo tanto el correcto diagndstico se basa en
una buena anamnesis, en el diagnéstico histopatolégico del tejido
afectado, la realizacion de la coloracion de Ziehl Neelsen (ZN) y
la confirmacién del agente etiolégico mediante cultivo
bacteriol6gico y molecular. El objetivo de este trabajo es reportar
los casos de micobacteriosis en animales de compafiia remitidos
al laboratorio de diagnéstico de la Catedra de Enfermedades
Infecciosas de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UBA, y
establecer su caracterizacion molecular.

Materiales y métodos: Se analizaron dos casos de perros
schnauzer miniatura (de 2 y 3 afios de edad) y uno de un gato
raza indefinida (de 10 afios), con signologia inespecifica
compatible con una enfermedad crénica consuntiva. Los
pacientes evidenciaron, en su mayoria, una clinica similar:
anorexia, decaimiento, mucosas anémicas, aumento de tamafio
de los linfonédulos superficiales e internos, en algunos casos
diarrea, vOmitos, hipertermia. Ambos caninos tenian un
diagnostico presuntivo de linfoma. Se realizaron punciones con
aguja fina (PAF) de linfonédulos y se colorearon con ZN;
posteriormente a la eutanasia se realizaron necropsias y se
tomaron diferentes muestras de linfondédulos y lesiones
granulomatosas. Las muestras fueron procesadas para
bacteriologia, decontaminadas por el método de Petroff y
sembradas en los medios de Stonebrink y Lowénstein Jensen a
37°C. Los cultivos fueron observados durante 8 semanas y las
colonias desarrolladas se tifieron con la técnica de ZN para la
observacién de bacilos acido alcohol resistente (BAAR). Para la
identificacion molecular se amplificaron la secuencia de insercién
1S6110 presente en el complejo Mycobacterium tuberculosis al
cual pertenece M. bovis y la secuencia 1S1245 presente en el

en el complejo Mycobacterium avium. Para caracterizar las cepas
e identificar la especie M. bovis y subespecie de M. avium se
realizaron la técnica de Spoligotyping y la amplificacién de la
secuencia 1S901 respectivamente.

Resultados: Las PAF de linfonodulos realizadas a los caninos
evidenciaron la presencia de BAAR. Las cepas de las muestras
provenientes de los caninos se identificaron como Mycobacterium
avium subesp. hominissuis (MAH) (IS1245+1S901-), mientras que
la muestra proveniente del felino se identific6 como M. bovis
(1S6110+, patrén de spoligotyping caracteristico).

Discusion: La tuberculosis en los animales de compafiia puede
presentarse como una enfermedad subclinica que ante factores
de estrés, como la inmunosupresion y la gestaciéon, puede
manifestar signos clinicos relacionados con la localizacion de las
lesiones. La confirmacion del cuadro mediante la combinacion de
métodos bacterioldgicos y moleculares permite la identificacion de
la micobacteria actuante. Esto resulta de suma importancia ya que
las implicancias en la salud publica varian segin la especie
involucrada en el caso; mientras que la genotipificacion contribuye
al conocimiento de la posible fuente de infeccién y cadena
epidemiolégica de la transmisién del microorganismo. Estos dos
nuevos hallazgos de MAH en la raza canina Schnauzer miniatura
en nuestro laboratorio refuerza la hipétesis de que esta raza
presenta algun tipo de alteracion en la respuesta inmunitaria que
los hace mas predispuestos a enfermarse con M. avium. Puesto
que los seres humanos son relativamente resistentes a la
infeccién por M. avium, a menos que estén inmunocomprometidos
y la transmisién zoonética no es mas probable que la transmisién
por el medio ambiente, podria considerarse el tratamiento de los
perros afectados. En el felino afectado por M. bovis se estima que
la fuente de infeccién pudo haber sido el alimento ya que la
administracion de visceras crudas es una fuerte costumbre
instaurada en la poblacién sumado a que la TB bovina todavia es
endémica en Argentina. Los riesgos de transmisién de esta
bacteria a los duefios es muy baja, sin embargo representa un
factor potencial de riesgo para la Salud Publica. Considerando la
prevalencia de la tuberculosis bovina, la costumbre de alimentar
a los gatos con visceras crudas, el aumento de enfermedades
inmunosupresoras que pueden padecer los mismos y sumado a
la dificultad diagndstica, harian suponer una subvaloracién de los
casos de TB por M. bovis en felinos. Por todo lo dicho el rol del
veterinario, representa una fortaleza superadora para el abordaje
de las micobacteriosis en pequefios animales y tendra un impacto
positivo en la resolucion de los problemas ocasionados por las
mismas en humanos y animales tanto en el &ambito urbano como
rural.
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Introduccidn: Las campylobacterias termofilicas
son microorganismos que causan enteritis en humanos y
se encuentran como bacterias comensales en el tracto
gastrointestinal de un amplio grupo de animales de sangre
caliente como las aves de corral y el ganado y también se
detectan con frecuencia en alimentos derivados de esos
animales. Dentro de las campylobacterias termofilicas, las
mas frecuentemente aisladas tanto en humanos como en
aves, bovinos y porcinos son C. jejuni (subespecie jejuni) y
C. cali.

Estos microorganismos han cobrado relevancia en
los Ultimos afios debido a que son la principal causa de
intoxicacion alimentaria en la poblaciéon. Es importante
poder contar con colecciones de cepas que permitan el
desarrollo y la evaluacion de metodologias, tanto clasicas
como innovadoras, para la deteccion de estos
microorganismos y asi garantizar la inocuidad de los
productos de origen animal en toda la cadena de produccion.

Uno de los métodos mas utlizados para el
almacenamiento prolongado de bacterias es la congelacion
a bajas temperaturas debido a su practicidad y bajo costo
de mantenimiento. Las células congeladas mantienen su
viabilidad si se guardan a bajas temperaturas, idealmente
en nitrégeno liquido a -196°C o bien, en el caso de las
bacterias, a -70°C. La criopreservacion es un método
simple, no requiere de equipos ni reactivos costosos, por lo
que puede emplearse rutinariamente en laboratorios que
tan solo cuenten con congeladores de (-70°C). El uso de
sustancias que evitan la cristalizacion del agua
citoplasmatica, conocidas como crioprotectores, aumentan
la supervivencia de las células cuando se congelan. Entre los
crioprotectores mas comunes se encuentran las soluciones
de sacarosa, dextran, glicerol, dimetilsulféxido (DMSO),
etilenglicol, polivinil pirrolidona, o bien soluciones ricas en
proteinas como leche, plasma, suero e incluso sangre
hemolizada.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
supervivencia de cepas de C. coli y C. jejuni en diferentes
medios de criopreservacion durante un periodo de seis
meses.

Materiales y métodos: Se utilizaron cuatro cepas
de Campylobacter termofilicos aisladas en el Laboratorio
de Bacteriologia del Instituto de Patobiologia, CICVyA,
INTA Castelar. Tres de ellas correspondian a C. jejuni -
aisladas a partir de muestras de materia fecal de gallinas
ponedoras y de bovinos-; y una cepa de C. coli aislada de
muestras de materia fecal de porcinos.

Las cepas fueron cultivadas sobre placas de agar
Skirrow e incubadas a 42°C bajo condiciones de
microaerofilia. Posteriormente, colonias aisladas de las
bacterias fueron resuspendidas en diferentes medios de
criopreservaciéon: 1) Caldo Cerebro Corazén con 30%
glicerol; 2) Caldo Brucella con 15% de glicerol; 3(Caldo
Nutritivo con 5% de DMSQO; y 4) Caldo Tioglicolato con 30%
de glicerol. Una vez resuspendidas las colonias, los
criotubos se almacenaron rapidamente a -70°C.

Se evalud la viabilidad  de las bacterias en los
distintos medios de criopreservacion luego de tres y seis
meses posteriores a su congelacién. Para esto, los

criotubos que se encontraban a -70°C  fueron
descongelados a temperatura ambiente por 5 minutos. Se
transfirié 100 pL del contenido de cada criovial a tubos con
10 ml de Caldo Tioglicolato para determinar la viabilidad de
los microorganismos. Los tubos fueron incubados a 42°C
en microaerofilia y a las 48 horas se tomé una alicuota que
fue sembrada sobre placas de Agar Base con el agregado de
5% de sangre bovina. Las placas se incubaron durante

48 horas en las mismas condiciones anteriores y se
determind presencia o ausencia de crecimiento bacteriano.
Se confirm6 la identidad del crecimiento bacteriano
mediante tincion de Gram, oxidasa, catalasa e hidrolisis del
hipurato

Resultados: A los tres y seis meses luego de que
las cepas fueron congeladas, se logré recuperar todas las
cepas que habian sido preservadas en Caldo Cerebro
Corazon con 30% de glicerol, Caldo Brucella con 15% de
glicerol y en Caldo Nutritivo con 5% de DMSO. Por el
contrario a los tres meses ninguna de las cepas pudo ser
recuperada a partir de Caldo Tioglicolato con 30% de glicerol

Discusion: No todos los microorganismos se comportan
igual ante la congelacion, Campylobacter se encuentra
dentro de un grupo de bacterias sensibles a este
procedimiento. Tres de los cuatro medios de criopreservacion
evaluados en este trabajo fueron adecuados para la
conservacion de las cepas durante al menos seis meses. Se
observé que el caldo Tioglicolato es muy efectivo para ser
utilizado como medio de crecimiento bacteriano, pero no
seria recomendable como medio de criopreservacion. Se
continuara la evaluacion de estos medios para determinar el
tiempo méaximo en el que los microorganismos conservan la
viabilidad.
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Introduccién.  La paratuberculosis es una enfermedad
bacteriana, producida por el Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis (Map), un bacilo acido alcohol resistente
(BAAR) de crecimiento lento en los medios de cultivo
convencionales; en el medio de Herrold con micobactina, por
ejemplo, tarda entre 2 y 4 meses en desarrollar colonias
visibles. Esta enfermedad ha cobrado mucha importancia
debido al aumento de su prevalencia en los Ultimos afos, y
dadas sus caracteristicas, se intenta optimizar su deteccion. En
animales con signos clinicos el diagndstico de rutina consiste
en pruebas serologicas y cultivo bacteriolégico (gold estandar).
En este sentido, se ha desarrollado un medio de cultivo liquido
en proceso de estandarizacion pero que ha dado resultados
promisorios, logrando el desarrollo de Map en algunos casos a
partir de los 7 dias (Romero, 2015). La dificultad de esta técnica
radica en la imposibilidad de visualizacién macroscépica de
crecimiento, por lo tanto se realizan coloraciones ciegas de
Ziehl Neelsen (ZN) semanales para detectar grupos de BAAR
de morfologia compatible con Map. Contar con un indicador de
crecimiento en el medio liquido para realizar un screening de
las muestras antes de colorearlas, facilitaria el protocolo
diagnostico. El objetivo de este trabajo fue probar la utilizacion
de 4 indicadores de crecimiento por color en el medio de cultivo
mencionado a fin de favorecer la practicidad de su utilizacion.

Materiales y métodos. Se utilizaron en principio 8 tubos con
10 mL de medio de cultivo liquido (Romero, 2015) en los cuales
se probaron por duplicado la resazurina y el tetrazolium como
indicadores de reacciones REDOX y el verde malaquita y rojo
fenol como indicadores de variacion de pH, 250ug/mL. Debido
a la distorsién que genera la yema de huevo del medio, sin
sembrar la resazurina se vi6 color violeta, el tetrazolium color
amarillo, el verde malaquita color celeste y el rojo fenol color
anaranjado. Se sembr6 en estos tubos aislamientos de
Mycobacterium chelonae (M. chelonae), a fin de obtener un
resultado rapido sobre la eficacia de estos indicadores. Se
incubaron 7 dias a 37°C y se evaluaron. Posteriormente se
utilizaron 4 tubos idénticos a los anteriores donde se agreg6
tetrazolium 250 pg/mL en cada uno, en uno se sembro M.
chelonae, en otro se sembr6 Map de una cepa diagnosticada
en este medio de cultivo y confirmada por PCR 1S900 y dos se
dejaron sin sembrar como controles negativos. Se realizd
coloracion de ZN para la valoraciéon de crecimiento en cada
prueba.

Resultados. En el primer ensayo observamos que solo hubo
cambio en los medios con resazurina y con tetrazolium. El
medio con tetrazolium vird a violeta, y a la tincién de ZN se
observaron BAAR; la resazurina se aclaré y, aunque el viraje
fue menor que el del tetrazolium, a la coloracién con ZN hubo
mayor desarrollo y observamos fluorescencia bajo la luz UV. En
el segundo ensayo, los 4 tubos fueron virando a color marrén a
las 18h y violeta a las 36h. Pasados dos meses, tanto el tubo
con M. chelonae como el tubo con Map mostraron un halo color
amarillo en la parte superior del medio de cultivo. Dados estos
resultados realizamos coloraciéon de ZN en ambos tubos tanto
del fondo del tubo como del halo superior y observamos que el
Map habia crecido mayormente en la superficie y el M.
Chelonae distribuido en todo el tubo.
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IMAGEN 1. Resultados del segundo ensayo.
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Discusion y conclusiones. Si bien no hemos logrado una
visualizacion macroscopica rapida del crecimiento en este
medio de cultivo, pudimos hacer una aproximacién a los dos
meses utilizando el tetrazolium, tiempo que sigue siendo
ventajoso en muchos casos en relaciéon al medio sélido de
Herrold. Respecto de los otros indicadores y segin nuestros
resultados, el mas prometedor es la resazurina y su capacidad
de generar fluorescencia ante reacciones REDOX, ya que el
crecimiento en ésta fue superador respecto del tetrazolium. Se
evaluaran posteriormente las concentraciones utilizadas para
evitar un posible efecto inhibitorio. Obtuvimos datos muy
interesantes que seran utilizados en proximas experiencias
para abordar esta problemética y ajustar la técnica diagnostica
de paratuberculosis a partir de cultivos de muestras clinicas.
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Introduccién: La leptospirosis es una zoonosis de distribucion
mundial y es endémica en muchos paises. Los paises mas
afectados son los del continente asiatico y americano. En nuestro
pais, la leptospirosis produce importantes pérdidas econémicas
por abortos en animales de produccion. En bovinos, como en
pequefios rumiantes, los animales jovenes nacen débiles y
mueren. En los dltimos afios se produjeron muertes de terneros
de recria como consecuencia de la infeccion por L. interrogans
serovar Pomona (Draghi et al., 2011). En las piaras produce
abortos, fetos momificados y lechones débiles. En animales de
compafiia como los caninos, da cuadros agudos con diarrea,
vomitos, deshidratacion, ictericia, en algunos casos pudiendo
llegar a la muerte; o casos crénicos dejando secuelas renales
irreversibles. A pesar del impacto de esta enfermedad, en nuestro
pais no existen programas nacionales de prevencién. La
enfermedad posee un gran potencial zoonético, debido al
contacto del hombre con los animales domésticos. Durante un
brote, pueden estar involucradas en la circulacién de leptospiras
varias especies animales que convivan en biocenosis. Hay una
relacién simbidtica entre la leptospira y su hospedador que es de
gran importancia para la perpetuacion de la enfermedad en la
poblacién animal. Para la epidemiologia hay dos factores
decisivos: la eliminaciéon de leptospiras con la orina de los
animales infectados y la supervivencia de los gérmenes fuera del
organismo (Brihuega & Martiarena 1996). Esta enfermedad esta
difundida en distintas ecoregiones y zonas de pocos recursos en
nuestro pais, resultando ser una zoonosis de alto riesgo y de
impacto socio econémico. Una rapida y sencilla metodologia
ayudara a su diagnéstico y control. Esta zoonosis puede ser
trasmitida al hombre principalmente por inadecuado manejo
sanitario de desechos metabdlicos de animales de produccion,
silvestres, y mascotas.

Objetivo: Este estudio tuvo como objetivo poner a punto la
técnica de la amplificacion isotérmica mediada por la formacion
de loops (LAMP) para detectar trazas de ADN de leptospiras
patdégenas presente en sueros caninos.

Materiales y Métodos: Se utilizaron 80 sueros caninos en total
para este estudio y se realizo la titulaciéon de los mismos mediante
la Técnica de Microaglutinacion (MAT). Se procedi6 a la
extraccion de ADN de sueros caninos mediante la utilizacion de
una resina quelante Chelex-100. Para verificar el ADN extraido a
partir de las distintas muestras biol6gicas siguiendo los protocolos
propuestos se realizé una PCR duplex para verificar el éxito de la
extraccion.

Resultados: Del total de 80 sueros, 14 sueros dieron resultados
positivos tanto a la PCR como a la LAMP, 35 dieron positivos a
MAT pero no a PCR o LAMP y 31 sueros dieron negativos tanto a
MAT como a la PCR o LAMP. Estos resultados nos indican que
los casos en donde una titulacion es baja (1/200) en caninos y sin
sintomatologia, no se detectaron trazas de ADN en el suero. Sin
embargo, en los casos de caninos gque presentaron una titulacion
alta (1/12800) o de titulacién baja (1/200) y con sintomatologia
que fueron los 14 sueros que dieron positivos tanto a PCR como
también a LAMP, representan casos agudos de leptospirosis,

dado que la presencia de trazas de ADN en titulaciones bajas nos
indica que esta iniciando la leptospiremia y las titulaciones altas
gue esta cursando la leptospiremia. Este método de diagnostico
molecular es robusto, sencillo y transferible a laboratorios de baja
complejidad, ya que no requiere de equipamientos especiales,
como termociclador, para poder ser llevado a cabo. La LAMP es
capaz de detectar trazas de ADN de Leptospira spp. patégenas
en muestras clinicas.

Discusion: Los casos positivos a PCR y LAMP, pero negativos a
MAT, corresponden a casos agudos, donde hay leptospiremia
pero no anticuerpos aln. Los casos positivos a MAT pero no a
PCR y LAMP son casos donde ya no hay leptospiremia y se
detectan s6lo anticuerpos y corresponderian a casos con mayor
evolucién. Y los sueros negativos a MAT, PCR y LAMP no eran
casos de leptospirosis.

Palabras claves: diagnéstico molecular, caninos, leptospirosis
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Introduccioén. El andlisis seminal de rutina en los bovinos tiene
como objetivo predecir la fertilidad y la capacidad fecundante del
toro. Dentro de los pardmetros mas frecuentemente evaluados
se encuentran: concentracion, motilidad, morfologia, vitalidad
espermética, integridad y funcionalidad de la membrana
plasmética. Otros parametros que pueden evaluarse son el dafio
del ADN Yy la integridad acrosomal. La integridad de la membrana
plasmética y del acrosoma, son dos de los pardmetros mas
importantes debido a que la membrana es fundamental para el
metabolismo del espermatozoide e imprescindible en varios
eventos involucrados en la fecundacion, como son la
capacitacion, la reaccion acrosémica y la fusién con el oocito.
La evaluacion de estos parametros puede utilizarse no sélo para
medir la calidad seminal con fines reproductivos, sino también
para determinar el dafio que puede causar un agente infeccioso
sobre los espermatozoides en un modelo experimental.

El objetivo del presente trabajo fue la puesta a punto de diversas
técnicas para medir el dafio espermético causado por la
adhesion de Campylobacter fetus.

Materiales y métodos. Para la puesta a punto de las técnicas,
se utilizaron cinco pajuelas comerciales de semen
criopreservado. Tres fueron desafiadas con Campylobacter fetus
para el desarrollo de un modelo experimental. El semen fue
incubado en medio SOF con heparina en estufa a 38 °C con 5%
CO; durante 24 h, para inducir la capacitacion espermatica. Las
técnicas utilizadas fueron: coloracion vital eosina-nigrosina, test
hiposmético (HOST), coloracion Trypan Blue/Giemsa y el test de
la dispersion de la cromatina (SCD).

La tincion EOSINA-NIGROSINA se utiliz6 para evaluar la
integridad estructural de la membrana plasmatica. Se basa en la
permeabilidad a la eosina de las membranas de los
espermatozoides muertos, por lo tanto, los espermatozoides
vivos no se tefiirdn, mientras que los muertos se veran
coloreados. Para realizar esta técnica se coloc6 una alicuota de
semen en un portaobjeto sobre platina térmica a 37°C. Se
agrego la eosina, se homogeneiz6 y posteriormente se afiadié
nigrosina y realiz6 el extendido. La observacion se realizé en
microscopio Optico (40X) y se efectud6 un conteo de
espermatozoides vivos y muertos.

El test HOST se utiliz6 para evaluar la funcionalidad de la
membrana espermatica. Se basa en la semipermeabilidad de las
membranas plasmaéticas intactas y bioquimicamente activas de
los espermatozoides vivos, que les permite absorber liquido y
expandirse en situaciones hiposmoticas. Al exponer los
espermatozoides a una solucion con dicha caracteristica, la cola
se “hincha”, lo que indica el movimiento de agua a través de la
membrana para lograr el equilibrio. Asi, los espermatozoides con
la membrana intacta y con los mecanismos de intercambio de
fluidos en correcto funcionamiento, se observaran con la cola
“enrollada”. En esta prueba se incubé el semen en un medio
hiposmaético (citrato de sodio y fructosa, 150 mOsm/L) en bafio
Maria a 37 °C durante 30 min. La observacion se realizé en
microscopio de campo oscuro (40X), los flagelos enrollados o
acodados, parcial o totalmente se consideraron reacciones

positivas. La coloracion TRYPAN BLUE/GIEMSA fue utilizada
para determinar la integridad y la reaccién acrosémica. En esta
técnica se colocé una alicuota del semen sobre un portaobjeto y
se afiadio el colorante Trypan Blue en una concentracion del
0.27%, realizando un extendido. Luego del secado se sumergié
en Giemsa durante 24 h. La observacion se realiz6 en
microscopio Optico (100X), considerando como activados a
aquellos espermatozoides que poseian alteraciones en la
membrana acrosémica.

Para evaluar la fragmentacién del ADN se utiliz6 el test SCD. El
fundamento de la técnica es la remocion de las proteinas
mediante soluciones de lisis, con la consecuente formacion de
“loops” de ADN que se observan como un halo periférico
alrededor de una estructura nuclear residual o “core”. Los
espermatozoides con elevada fragmentacion de la cromatina no
producen halo de dispersion, en cambio los espermatozoides
con ADN intacto forman halos extensos. Los espermatozoides
fueron incluidos en portaobjetos con una matriz de agarosa y
tratados con una solucién acida de HCI para desnaturalizar el
ADN. Posteriormente, se utilizaron dos soluciones de lisis para
remover las membranas y proteinas. El efecto fue visualizado
por la tincion 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI).

Resultados. Se lograron poner a punto los protocolos de las
técnicas mencionadas con las siguientes modificaciones: para el
caso del test HOST el tiempo fue ajustado a 60 min para una
mejor observacion del efecto. En la coloracion TRYPAN
BLUE/GIEMSA la tincién de Giemsa se realiz6 en estufa a 37°C
durante dos horas para acelerar la reaccion. De esta manera se
obtuvo una mejor tincién y menor cantidad de precipitado del
colorante, facilitando la visualizacion. En el test SCD se utilizé
Mercapto-Etanol en la solucion de lisis, en vez de DTT como cita
la bibliografia, obteniéndose resultados adecuados. Mediante
estas técnicas se pudieron observar diferencias entre los
espermatozoides tratados con Campylobacter fetus y los
controles, en la integridad y la funcionalidad de la membrana.
Discusion. Estas técnicas permitieron determinar el dafio
espermatico causado por Campylobacter fetus y podrian ser
aplicadas en modelos experimentales para otros patégenos,
ademas de su uso habitual en reproduccion.
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INTRODUCCION

E. coli O157:H7 es una de las causantes del sindrome urémico
hemolitico (SUH), como consecuencia de la produccion de
toxina Shiga (Stx) en el intestino, que actla sobre los rifiones,
cerebro y otros 6rganos en el hombre.

El SUH es una enfermedad endémica en Argentina, afectando
a nifios de entre 6 meses a 6 afios de edad.

Estudios realizados a campo, demostraron que el 20% de los
bovinos estaban infectados con E. coli O157:H7. La dinamica
de la transmision entre los animales tiene implicancia en el
riesgo de infeccién al ser humano; situacién que adquiere
relevancia epidemiolégica, por mantener a la bacteria en el
ambiente y favorecer su diseminacion.

El objetivo de este estudio fue conocer la dinamica de la
excrecion de E. coli para contribuir a proyectar medidas
tendientes a disminuir la prevalencia y minimizar el riesgo para
la salud publica.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 120 terneros machos, recién destetados, de 4y 6
meses de edad y entre 87 kg y 224 kg de peso; encerrados en
36 corrales, albergando entre 3 a 4 terneros por redil,
distribuidos por peso, en dos bloques: livianos y pesados.

Desde el 19 de marzo de 2014 hasta el 24 de abril de 2015, se
tomaron muestras mensuales, mediante el Hisopado de la
Mucosa Recto Anal (HMRA), a todos los animales.

Los HMRA se incuban en caldo tripticasa soja (TSB),
suplementado con vancomicina, cefixima y telurito de potasio,
para la posterior separacion inmunomagnética (SIM) de las
cepas de E. coli O157. Luego de la SIM, se sembr6 la
suspension en Agar Mac Conkey Sorbitol + cefixima telurito +
suplemento MUG (SMACcr) para seleccionar las colonias de E.
coli 0157:H7 que no fermentan el sorbitol y el MUG.

Para confirmar el aislamiento de las colonias que no
fermentaron al sorbitol y no metabolizaron al MUG, se las
somete a la prueba de aglutinacion con latex recubierto de
anticuerpos anti O157:H7 (Test de Latex).

Las cepas de E. coli O157:H7 identificadas, se repicaron en
medio Agar Mac Conkey y al finalizar la incubacion, se
acondicionaron para su almacenamiento y conservacion a —
74°C, hasta la posterior extraccion de ADN, para la
caracterizacion genética de las cepas.

Se utiliz6 la reaccion de PCR Multiplex para detectar los genes
de la region constante de Intimina (eae), de las toxinas Shiga
1y2 (stx1 y stx2), y del responsable de la sintesis del antigeno
(@] (rfb0157).

RESULTADOS

Setenta y tres de 120 (61,86 %) animales excretaron STEC, de
ellos, 60 (82,19 %) una sola vez; 12 (16,44 %) dos veces y entre
ellos, 2 lo hicieron en forma consecutiva. Solo 1 animal (1,37
%) excreté STEC en tres oportunidades.

De los 13 terneros excretores de STEC en el primer muestreo,
solo 1 excret6 STEC en el Ultimo diagnéstico.

De marzo hasta junio, con los terneros encerrados,
consumiendo dieta de recria, la excrecion de STEC va
disminuyendo de 13/120, 5/120, 4/120, 2/120 y 1/120.

De julio a noviembre, pastorearon a campo, observandose un
elevado nimero de animales excretores, 18/120 en setiembre
y 18/120 en noviembre. A partir de diciembre vuelven a los
corrales y la prevalencia baja a 5/120 en diciembre, 1/120 en
enero y vuelve a elevarse a 6/120 en abril de 2015.

La excrecion de STEC es elevada en marzo, abril, setiembre,
noviembre, diciembre 2014 y abril 2015.

Se detectaron en todas las cepas aisladas (73) los genes de la
region constante de Intimina (eae) y del responsable de la
sintesis del antigeno O (rfbO1s7).

Los animales que excretaron STEC al inicio, portaban los genes
de Stx1, Stx2 y Stx1y2, mientras los animales que excretaron
STEC en el Ultimo HMRA, portaban solamente genes de Stx2 y
Stx1y2. La presencia de Stx1 se da solo en los primeros tres
meses, representando el 11% de la portacién total de genes
Stx, mientras que el en Stx2 se detecta en 9/10 muestreos
(33%) y Stx1y2 en 7/10 (56%), estas dos Ultimas con niveles
variables de presencia durante todo el periodo de ensayo.

De 12 animales que excretaron STEC dos veces, 2 portaban el
gen de Stx1y luego Stx1y2. Dos portaron primero Stx2 y luego
Stxly2. Un animal, consecutivamente, portd Stxly2 y luego
Stx2. Dos portaron el gen Stx2 y 5 Stx1y2. Un animal, excreto
STEC 3 veces; 2 portaron consecutivamente Stx2 y una vez
Stx1y2.

Como conclusion podemos decir que la excrecion de STEC
varia a lo largo del afio, con picos en marzo, abril, mayo (otofio);
y mas elevados en setiembre y noviembre (primavera) con
pastoreo a campo y nuevamente un incremento en abril de
2015 (otofio). La portacién de genes Stx es variable. El gen Stx1
se detecta en terneros jévenes y no se vuelve detectar en los
HMRA posteriores. La presencia del gen Stx2 fue constante a
los largo del ensayo. La portacion del gen Stx1y2 es elevado en
marzo y significativamente mayor durante el pastoreo de
setiembre y noviembre.
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Mastitis es la inflamacion de la glandula mamaria causada por
agentes quimicos o fisicos, pero generalmente estan
relacionados con una infeccibn bacteriana. Técnicas
inadecuadas de ordefio favorecen el establecimiento de esta
entidad patoldgica entre un 70 a 80% (1). El principal reservorio
de patégenos son los cuartos infectados, diseminandose durante
el ordefio. Las medidas de control estan focalizadas en la
aplicacion de préacticas higiénicas durante el ordefio,
desinfeccion de pezones pos ordefio, la terapia de vaca seca,
lavado y desinfeccion de los equipos y terapia antimicrobiana de
las infecciones.

En la provincia de misiones hay pequefios productores de
bovinos, que ordefian y venden la leche y sus derivados
directamente al publico en Ferias Francas o en pequefias
cooperativas o0 industrias queseras. Poseen vacas doble
propésitos, la mayoria realizaba un solo ordefie diario y manual,
unos pocos productores tenian maquina de ordefiar.

Una préactica comun en esta region es la participacion del ternero
para estimular la bajada de la leche. Aunque esta metodologia
presentaria menor riesgo de infeccion, esta practica establece
restricciones para la implementacién de la desinfeccion pos-
ordefio (5).

Conocer la presencia de mastitis, y los patégenos involucrados
en cada sistema de produccion en particular, contribuye a poder
tomar medidas sanitarias de control, prevencién y tratamiento
acordes a dichos sistemas.

Objetivo: Identificar agentes etioldgicos bacterianos productores
de infecciones intramamarias en vacas pertenecientes a
productores familiares de la provincia de Misiones y determinar
patrones de sensibilidad a antibidticos.

Materiales y métodos. Durante los afios 2013, 2014 y 2015 se
visitaron 449 productores de bovinos lecheros, con un promedio
de 7 vacas en ordefie.

Se colectaron en total 194 muestras de 97 productores, se
examinaron clinicamente a la totalidad de las hembras
identificando mastitis clinica (MC), y mastitis subclinica (MSC)
mediante la prueba de California Mastitis Test-CMT (CMT), 67
muestras fueron de cuartos individuales con MC y 127
clasificadas como MSC a nivel vaca con valores a CMT
superiores a 2.

Se recolectaron 10 ml de leche en recipiente estéril, previo
descartar los primeros chorros y desinfecciéon de los pezones,
posteriormente refrigeradas hasta su procesamiento en el
laboratorio, donde se inoculo 10 ul en Agar Sangre y Mac
Conkey, las mismas se incubaron a 37°C y su lectura se realizo
a las 24, 36 y 48hs. Luego de leer las placas se procesaron las
diferentes colonias para su clasificacion, se aplicaron los
esquemas de identificacion, siguiendo los perfiles bioquimicos
segun el National Mastitis Council.

De aquellas muestras de positivas a CMT se realizo recuento de
células sométicas se utilizo métodos directos de recuento
microscopico.

La sensibilidad de las cepas aisladas se estableci6 mediante la
técnica de difusién de disco, segun las recomendaciones del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (4).

Resultados. De las 67 muestras con MC, 56 (83.6%) resultaron
positivas al cultivo: Staphylococcus coagulasa negativa (SCN)
22 (32,8%), Staphylococcus aureus 14 (20,8%), Streptococcus
ambientales 11 (16,4%), Gram negativos 11(16,4%),
Corynebacterium bovis 4 (5,9%), Negativos 5 (7,4%).

En las 127 muestras con MSC, se correspondieron a recuentos
de células RCS mayores a 500.000 células/ml de leche.

Los resultados bacteriolégicos fueron: SCN 37 (29,1%),
Staphylococcus aureus 24 (18,8%), Streptococcus ambientales 7
(5,5%), Gram negativos 1 (0,8%), Corynebacterium bovis 13
(10,2%), Arcanoides 4 (3,1%), negativo 37 (29,1%),
contaminadas 4 (3,1%).

Se seleccionaron 20 cepas de S. aureus para realizar
antibiogramas, 13 fueron aislados de MC y 7 de MSC. Todas las
cepas fueron sensibles «in vitro» a Betalactamicos y Rifaximina,
solo 2 cepas fueron resistentes a Oxitetraciclinas.

Discusion. La etiologia hallada y la distribucion fueron similares
a estudios en tambos de la regién lechera del centro del pais en
la década del 70, donde muchos de los establecimientos eran
ordefiados a mano (5)

Los agentes aislados de MC y MSC no difieren de la mayoria de
los estudios realizados en nuestro pais sobre tambos pastoriles
3).

Los resultados obtenidos revelan un alto porcentaje de cultivos
positivos en la poblacién estudiada. La diferencia observada en
la frecuencia de aislamientos entre MC y MSC es marcada en
agentes ambientales como, Gram negativos y Estreptococos
ambientales. Este resultado es entendible para los Coliformes ya
que su aislamiento en MSC no es frecuente, pero no para los
Estreptococos ambientales que en general se los aislan en
proporciones similares tanto en de MC y MSC.

Los hallazgos del estudio guardan concordancia con la literatura
en cuanto a predominio de Staphylococcus sp frente a los
demas grupos; sin embargo en el presente trabajo existe hasta
10% maés de Staphylococcus sp con respecto a la frecuencia de
presentacion de los demas patogenos.

Los valores de RCS tuvieron concordancia con los resultados de
CMT, pudiendo ser esta ultima recomendada para el diagnostico
a campo de MSC.

No se observo resistencia antimicrobiana «in vitro» a los
antimicrobianos.

Los resultados encontrados contribuyen al conocimiento de esta
patologia y los agentes responsables de la misma, en estos
sistemas de produccion, pudiendo brindar herramientas acordes
para el tratamiento y elaboracion de medidas de control.
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Introduccién

La tuberculosis (TB), producida por Mycobacterium bovis (M.
bovis), es una enfermedad infecto-contagiosa que afecta
principalmente al ganado vacuno. El gato doméstico (Felis
silvestris catus), también es susceptible a la infeccion por M.
bovis (Monies et al., 2000). Sin embargo, es escasa la
informacion local sobre TB en gatos en rodeos lecheros. El
objetivo de este estudio fue confirmar la infeccion por M. bovis
en gatos y en terneros de un rodeo lechero con TB endémica
(Bolivar, provincia de Buenos Aires), y evaluar la asociacion
entre la ocurrencia de TB en terneros y la exposicion a los gatos.

Materiales y métodos

Un rodeo lechero con TB endémica fue investigado. El
manejo tipico consistia en separar al ternero de su madre entre
12y 24 horas postparto. Luego, ingresaban a la zona de crianza
artificial donde eran alimentados con sustituto lacteo
(Cooperacion PREMIUM®), agua y balanceado. Para detectar la
ocurrencia de TB, todas las terneras fueron sometidas a la
prueba de la tuberculina (PT) aplicada en el pliegue ano-caudal
(= 10 semanas de edad). Una colonia natural de gatos (n = 30)
cohabitaban en la zona de crianza artificial. Para detectar la
infeccién por M. bovis en gatos, se calcul6 un tamafio de muestra
de 8 animales, asumiendo una prevalencia esperada del 25% y
un 95% de confianza, utilizando el programa ProMESA (Le6n y
Duffy, 2010). Para la eutanasia de los gatos se utilizd
acetilpromazina y pentobarbital sédico (Euthanyle®). Se evalto
la presencia de lesiones compatibles con TB (LCTB) y se
colectaron muestras de pulmén e higado para su estudio de
microbiologia (cultivo en medios Lowenstein-Jensen y
Stonebrink) e histologia (coloraciones de hematoxilina-eosina y
Ziehl Neelsen). Para confirmar la infeccion por M. bovis en
terneras positivas a la PT, se realizo la eutanasia y necropsia de
dos animales (ternero 1 y 2) de 90 dias de edad. Para la
eutanasia de los terneros se utilizd acetilpromazina y
pentobarbital sédico (Euthanyle®). En cada ternero, se evalug la
presencia de LCTB y se colectaron muestras de linfonodos (LNs)
retrofaringeos, traqueobronquiales, mediastinicos y
mesentéricos para estudios de microbiologia e histologia. Los
aislamientos se genotipificaron por la técnica de oligonucleétidos
espaciadores (Spoligotyping), para la diferenciacion inter-
especie e intra-especie de las micobacterias del complejo M.
tuberculosis (Kamerbeek et al., 1997).

Para evaluar la asociacién entre la ocurrencia de TB en
terneros y la exposicion a los gatos se registrd la incidencia
acumulada (IA) de TB en las terneras nacidas en el rodeo
lechero entre enero y diciembre de 2015. Los primeros 6 meses,
140 terneras fueron criadas naturalmente expuestos al contacto
con los gatos. En los siguientes 6 meses, 113 terneras fueron
criadas en la misma zona pero no estuvieron expuestas al
contacto con gatos. La significancia estadistica se calculé
utilizando el test chi-cuadrado (Statistix 8.0, Analytical Software,
2003; Tallahassee, FL, USA).

Resultados y Discusion

En dos de los ocho gatos analizados se observaron LCTB
limitadas al tejido pulmonar. Las mismas, se caracterizaban por
su apariencia granulomatosa y su distribucion multifocal. La
histopatologia del pulmén reveld, en ambos gatos con LCTB,
focos granulomatosos no mineralizados y la presencia de bacilos
acido alcohol resistente. El cultivo bacteriologico y la
genotipificacion demostraron, en ambos gatos con LCTB, la
presencia de M. bovis espoligotipo SB0140. En el ternero 1 se
observaron LCTB en LNs traqueobronquiales y mediastinico
caudal. En el ternero 2 se observaron LCTB en LNs
traqueobronquiales, mediastinicos medios y caudal y I6bulo
diafragmatico del pulmén derecho. En ambos terneros, la
histopatologia revel6 lesiones granulomatosas en coincidencia
con los sitios de lesiones macroscopicas. El ternero 1 fue
negativo al cultivo bacteriol6gico mientras que en el ternero 2 se
pudo aislar e identificar M. bovis espoligotipo SB0140.

La IA de TB en terneros expuestos a los gatos y en terneros
no expuestos a los gatos fue 17% (24/140) y 26% (30/113),
respectivamente. No se encontré asociacion entre la ocurrencia
de TB en terneros y la exposicién a los gatos (P = 0,0695). Estos
resultados, sugieren que los gatos no tendrian un rol importante
como fuente de infeccién para los terneros. Otros factores no
investigados en este estudio estarian implicados en la
transmision de TB a las terneras de crianza artificial.

Sin embargo, el hallazgo de TB en gatos domésticos alerta
sobre el potencial riesgo zoondético que representan para las
personas que trabajan en zonas rurales. La infeccién por un
mismo espoligotipo de M. bovis en terneros y en gatos sugiere
la exposicion a una fuente de infeccion comun. En este estudio,
no es posible establecer si la infeccién en los gatos precedi6 a
la infeccién en terneros o viceversa. La distribucion de LCTB
sugieren una transmision de M. bovis por via aerd6gena
(aerosoles). Probablemente, el sustituto lacteo suministrado a
los terneros podria atraer a los gatos y propiciar el acercamiento
necesario para la transmision de la infeccién por via aerégena.

Conclusiones

Un mismo espoligotipo de M. bovis infectd a terneros y a
gatos domésticos en un rodeo lechero. El riesgo de TB en
terneros no estuvo asociado con la exposicién a los gatos.
Bibliografia
Monies, R.J., Rule, B., Cranwell, M.P., Palmer, N., Inwald, J.,
Hewinson, R.G., 2000. Bovine tuberculosis in domestic cats.
Veterinary Record 146, 407.

Kamerbeek, J., Schouls, L., Kolk, A., van Agterveld, M., van
Soolingen, D., Kuijper, S., Bunschoten, A., Molhuizen, H., Shaw,
R., Goyal, M., van Embden, J., 1997. Simultaneous detection
and strain differentiation of Mycobacterium tuberculosis for
diagnosis and epidemiology. J Clin Microbiol 35, 907-914

Le6n, E., Duffy, S. Programa de Muestreo Estadistico en
Sanidad Animal (ProMESA). 2010. Anales 39° Jornadas
Argentinas de Informatica: Congreso  Argentino de
Agroinformatica. ISSN 1852-4850, pag. 807-817. Buenos Aires.



E2- Encuesta serolégica de brucelosis caprina en la provincia de Santa Fe: Resultados preliminares.

S. Palmero?, N. Aguirre?, V. Orcellet!, S.Torioni?, V. Vanzini?
1Fac. de Cs. Vet., UNL. Rdo. P. L. Kreder 2805, CP 3080 — Esperanza, Sta. Fe. spalmero@unl.edu.ar
2 INTA EEA Rafaela. Ruta 34 km 227, CP 2300 — Rafaela, Sta. Fe.

Introduccién

La Brucella melitensis es el agente causal de la brucelosis
caprina. La enfermedad estd presente en las provincias de
Mendoza, San Juan, La Rioja, Catamarca, noroeste de San
Luis y Chaco, este de Salta, centro-oeste de Formosa (Robles
y col., 2014; Russo y col., 2016). La distribucion y prevalencia
dentro de una misma provincia no es homogénea alternando
entre &areas de prevalencia escasa o nula a zonas con
moderada a alta prevalencia. Hasta el presente no hay
evidencia de la presencia de brucelosis caprina en Santa Fe.
En el presente trabajo se describen los resultados serolégicos
de brucelosis en majadas caprinas de la provincia de Santa
Fe.

Materiales y métodos

Durante los afios 201416 se realiz6 un estudio de brucelosis
en caprinos (n=2869) provenientes de 117 majadas de los
departamentos 9 de Julio (N=47), Vera (N=24), Gral. Obligado
(N=26), San Cristobal (N=7), Castellanos (N=2), Las Colonias
(N=4), San Justo (N=1), La Capital (N=3), San Jer6nimo (N=2)
y Gral. Lépez (N=1).

De cada majada se obtuvieron muestras de sangre de 30
caprinos o la totalidad, cuando el nimero de animales de la
majada era inferior. Se excluyeron los menores de tres meses.
Las muestras de suero se analizaron mediante las pruebas de
aglutinacion en placa con antigeno tamponado (BPA) utilizada
como prueba tamiz y fijacion de complemento (FC), como
prueba confirmatoria (Nicola y Elena, 2009; SENASA, Col.
438/06). Se utilizdé un disefio de muestreo en dos etapas. Los
célculos se realizaron con el programa ProMESA v1.2 (Le6n 'y
Duffy, 2003)

Resultados y conclusiones

De las muestras analizadas 29 resultaron positivas a BPA, pero
todas negativas a FC. De acuerdo a los resultados obtenidos
en la primera etapa , no existen indicios que sugieran la
presencia de brucelosis caprina en la provincia. Se considera
apropiado incrementar el nUmero de majadas a muestrear para
consolidar los resultados observados.

Distribucion espacial de las majadas caprinas analizadas

en la provincia de Santa Fe.
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Introduccién: La leptospirosis es una enfermedad
infectocontagiosa que afecta a los animales de produccion,
silvestres y de compafiia pudiendo trasmitirsela al hombre, es por
esto una zoonosis muy importante en nuestro pais , endémica con
brotes epidémicos. En bovinos como en pequefios rumiantes los
animales jovenes nacen débiles y mueren. En los Gltimos afios se
produjeron muertes de terneros de recria como consecuencia de
la infecciéon por L. interrogans serovar Pomona (Draghi et al.,
2011). En las piaras produce abortos, fetos momificados y
lechones débiles. En animales de compafiia como los caninos, da
cuadros agudos con diarrea, vomitos, deshidratacion, ictericia, en
algunos casos pudiendo llegar a la muerte; o casos crénicos
dejando secuelas renales irreversibles. Hay factores importantes
a tener en cuenta, la eliminacion de leptospiras con la orina de los
animales infectados y la supervivencia de estas bacterias fuera
del organismo (Brihuega 2011). No so6lo es importante para la
salud animal sino también para la Salud Publica.

Objetivo: La Comisién Cientifica Permanente de Leptospirosis,
dependiente de la Asociacién Argentina de Veterinarios de
Laboratorios de Diagndstico tiene por objetivo difundir los datos
obtenidos en sus estudios, resultado de los diagnésticos
serolégicos, bacteriolégicos y moleculares.

Materiales y Métodos:

Se utilizé para el estudio la técnica de microaglutinacion , MAT ,
dilucién inicial 1/50 humanos, 1/100 caninos, porcinos y pequefios
rumiantes y 1/200 bovinos. Se enfrentaron a las serovariedades
referenciales de cada especie. Lectura post-incubacién en
microscopio ce campo oscuro a 160 X. Para el diagnéstico
bacteriol6gico se sembrd rifion y orina en medios especiales para
leptospira, EMJH y Fletcher y se llevé a incubacién en estufa de
30 C.. Se ejecutd la técnica PCR en muestras utilizando los
primers G1 y G2. Se selecciond la técnica molecular Variable
Number Tandem Repeats para obtener el perfil genético de los
aislamientos.

Resultados: En caninos se obtuvieron los siguientes resultados:
sobre 235 sueros enfrentados con MAT el 17 % fueron
seropositivos. Las serovariedades intervinientes fueron
Leptospira interrogans serovar Canicola, Leptospira interrogans
serovar Icterohaemorrhagiae. En animales de produccion sobre
5840 sueros bovinos se encontré un 36 % de seropositivos. Las
serovariedades intervinientes: Leptospira interrogans serovar
Wolffi, Leptospira interrogans serovar Hardjo, Leptospira
interrogans serovar Pomona. En pequefios rumiantes , 344
sueros dieron 15 % seropositivos a Leptospira interrogans
serovar Pomona. En porcinos el 27 % fueron positivos , serovars
reaccionantes Pomona e Icterohaemorrhagiae. Las PCR
realizadas en muestreos caninos detectaron casos positivos con
correlacion serologica. Los aislamientos logrados a partir de
orina y rifion de bovinos de cria y de tambo fueron identificados
como Leptospira interrogans serovar Pomona.

La identificacion molecular realizada con la técnica molecular
Variable Number Tandem Repeats para obtener el perfil genético

de los aislamientos di6 perfiles con 100 % de correlacion frente a
las cepas referenciales.

En el caso de humanos,sobre 298 casos sospechosos , 278 sexo
masculino y 20 sexo femenino fueron seroractivos. Las
serovariedades intervinientes Ballum, Canicola, Pomona e
Icterohaemorrhagiae.. Fueron casos provenientes de las
provincias de Buenos Aires, Salta, Corrientes ,Cérdoba y Ciudad
Auténoma de Buenos Aires.

Discusién

La leptospirosis estd ampliamente difundida, y las condiciones
climaticas colaboran con su sobrevivencia.

Es una enfermedad a tener en cuenta de presentacion polimoérfica,
de dificil erradicacion que se puede controlar a través de la
informacion, las medidas higiénico sanitarias y la vacunacion.

Palabras claves: diagnostico serolégico, bacteriolégico,
molecular, leptospirosis
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Introduccién

La neosporosis causada por Neospora caninum es una
enfermedad global que afecta a diferentes especies de
animales domésticos y silvestres. En bovinos puede causar
abortos y ocasionalmente nacimiento de terneros con
lesiones neuromusculares. Es frecuente el nacimiento de
terneros clinicamente sanos, aunque infectados. La forma
endémica de la enfermedad estd asociada a abortos
esporadicos en rodeos donde es frecuente la transmision
congénita. La forma epidémica, menos frecuente, se
manifiesta como “tormenta de abortos” y seria consecuencia
de infecciones posnatales (horizontales)®. La identificacion
de animales infectados se realiza principalmente a través de
la deteccion de anticuerpos contra N. caninum.
Inmunofluorescencia indirecta (IFI) fue la prueba de
diagnéstico serolégico mas utilizada y ha sido considerada
como la técnica de referencia para evaluar otras pruebas
como ELISA-i y cELISA 23,

El objetivo de este trabajo fue comparar la eficiencia de IFI
y CELISA-R desarrolladas "in-house" para determinar el
estatus de infecciobn de neosporosis bovina en vacas
monitoreadas durante 3 afios.

Materiales y métodos

Para este estudio se analizaron muestras de suero de 87
vacas de un rodeo lechero de la cuenca central de Argentina
con antecedentes de abortos causados por neosporosis
bovina. Se tomaron 2-5 muestras por animal, con intervalos
que variaron entre 5y 10 meses durante 3 afios (Tabla 1).

Tabla 1. Neosporosis bovina: nimero de muestras de
suero de 87 vacas analizadas mediante IFl y cELISA-R,
y distribuidas por frecuencia.

Vacas Muestras / vaca Total de muestras (n)
(n) (n)
19 5 95
37 4 148
27 3 81
4 2 8
87 332

El antigeno se bas6 en taquizoitos de la cepa NC1,
multiplicados in vitro y purificados mediante un gradiente de
Percoll. Para IFI, una suspension de 10’ taquizoitos fue
titulada para visualizar 50-100 taquizoitos por campo
microscopico. Para cELISA-R, los taquizoitos se sonicaron,
y la suspension resultante se centrifugé a 20.000 xg. El
sobrenadante con el antigeno solubilizado se distribuyé a
razon de 1ug/celda de placas de 96 (Polysorp). Los sueros
para diagnostico y controles se evaluaron sin diluir. Se utilizo
un anticuerpo monoclonal (AcM), RafNeo5, conjugado con
peroxidasa. El AcM fue generado mediante la inoculacion de
ratones Balb/c con antigeno solubilizado de la cepa NC1,
siguiendo un protocolo convencional. Como sustrato-
cromégeno se usé H,0,-ABTS, la reaccion se frend con
SDS al 4% y la lectura se realiz6 a 405 nm. Los resultados
de IFI se expresaron en dilucién? y para cELISA-R en
porcentaje de inhibicion (%l). Valores = a 200 para IFl y
25%| para cELISA-R fueron considerados positivos.

Resultados

El 81,6% (n=71) de los sueros mostré resultados
coincidentes entre IFl y cELISA-R. A su vez 47 (66,1%) y 24
(33,8%) sueros resultaron consistentemente positivos o
negativos, respectivamente a través de los 3 afios de
estudio. Esto permiti6 establecer el estatus de neosporosis
de los bovinos estudiados. Los %l de cELISA-R mostraron
una notable polarizacion entre positivos y negativos. Un total
de 16 vacas, 8 con cinco muestreos, 6 con cuatro y 2 con
tres, mostraron niveles de anticuerpos fluctuantes entre
valores positivos y negativos por IFI, mientras que 8 de esas
vacas resultaron consistentemente positivas por cELISA-R
(Tabla 2). De las 8 vacas restantes 4 mostraron
seroconversion positiva por ambas pruebas serolégicas y en
dos casos, IFI pudo detectar la seroconversién antes que el
CELISA-R.

Tabla 2. Estatus de neosporosis en vacas lecheras, definido
por IFl y cELISA-R en 2 a 5 muestras de suero obtenidas
periédicamente durante de 3 afios.

Estatus IFI CELISA-R Estatus de
serolégico (n) (n) infeccion
Con§|stentemente 47 55 Infectado
positivo

ConS|_s tentemente 24 24 No infectado
negativo

Variable 16 8 No definido

El 86% de las vacas tuvo idéntico estatus de infeccion por
IFI y cELISA-R. La concordancia entre pruebas para las
muestras analizadas fue 94%, con kappa: 0,861; error
estandar: 0,0325 e intervalo 95%C: 0,798-0,925.

Discusion y conclusiones

cELISA-R permiti6 detectar anticuerpos especificos contra
N. caninum en forma sostenida sobre el punto de corte, y los
%Il se mantuvieron estables. Mediante IFl no fue posible
detectar las vacas potencialmente infectadas en todos los
muestreos, resultado que también habia sido observado por
ELISA-i e IFI. A través de los resultados obtenidos se puede
inferir que la transmisién horizontal no fue la principal via de
infeccion por N. caninum en el rodeo, a partir de la
observacion de que sélo el 45% de las vacas
seroconvirtieron segun los resultados las dos pruebas
serolégicas. cELISA-R, estaria disponible en breve para su
transferencia y evaluacién en distintos laboratorios del pais.

Proyecto INTA: PNSA 1115053.
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Introduccion

La cria de bovinos en las islas del rio Parana se caracteriza
por la utilizacion de pasturas naturales, con inversién
minima en instalaciones, escaso control sanitario, y manejo
con minima planificacion. El manejo esta fuertemente
condicionado por las periddicas inundaciones, que motivan
el transporte de animales a la regién costera durante
periodos variables. Los Médicos Veterinarios intervienen
principalmente en las emergencias, lo que dificulta la
obtencion de datos en forma regular. La escasa
informacion de las enfermedades presentes en la zona y
las dificultades para realizar un manejo racional de los
rodeos, afectan el diagnéstico y control, particularmente de
aquellas que disminuyen la eficiencia reproductiva. Como
consecuencia, es dificil estimar las pérdidas econémicas,
informacion que ayudaria a un cambio de paradigma.

Para conocer la situacion actual de algunas enfermedades,
se realiz6 un relevamiento sanitario en la zona Centro
Litoral de la provincia de Santa Fe, enfocado a establecer
la presencia y prevalencia de las principales enfermedades
que afectan directa o indirectamente la reproduccion.

Materiales y métodos

La region de islas y costa seleccionada para realizar este
relevamiento corresponde a los departamentos Garay, La
Capital y San Jer6nimo de la provincia de Santa Fe, con
una poblacion de ~438.000 bovinos, de los cuales
~158.000 pertenecen a la categoria vacas de cria. Se
estima que alrededor del 15% de las vacas pasan alguna
etapa de su vida en “condiciones de isla”. En el
relevamiento sanitario se incluyeron siete enfermedades
que afectan directamente la reproducciéon, y dos
(anaplasmosis y paratuberculosis) por su relevancia y
caracter expansivo en la zona, aunque tienen un efecto
indirecto sobre la reproduccion (Tabla 1). Se tomaron 2905
muestras de sangre con (45 ml) y sin (15 ml)
anticoagulante, de bovinos para carne de 60 rodeos. Se
incluyeron hembras =2 afios de edad y 207 toros de los
que se obtuvieron muestras de esmegma prepucial usando
2 raspadores con espiga de latex por animal. Las células
se sembraron en los medios de transporte de Thomann
(Campylobacter spp.), y Diamond (Tritrichomonas foetus).
El muestreo se acompafié de una encuesta sobre aspectos
generales, parametros reproductivos, enfermedades
identificadas y vacunas usadas. También se incluyeron
protocolos para la obtencién adecuada de cada tipo de
muestra. Las pruebas para diagnéstico usadas para cada
enfermedad se detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Enfermedades relevadas en bovinos para carne
de los departamentos de San Jerénimo, La Capital y Garay
(Santa Fe), y pruebas seroldgicas utilizadas.

Resultados

Todas las enfermedades estudiadas, se encontraron en la
zona relevada, con distinto grado de prevalencia (Tabla 2).
Las encuestas no han sido exhaustivamente analizadas en
esta primera etapa. Sin embargo se destaca la falta de
registro de parédmetros reproductivos, la ausencia de
servicios estacionados, la falta de controles periédicos de
reproductores. También la aplicacién de la vacuna contra
brucelosis (Plan Nacional), y el uso masivo de vacunas
contra IBR y BVD.

Tabla 2. Resultados preliminares de la prevalencia
observada para diferentes enfermedades analizadas
mediante un muestreo sobre 60 rodeos relevados en la
region de costa e islas de los departamentos Garay, La
Capital y San Jerénimo (Santa Fe).

Enfermedades Rodeos % Bovinos %
(n) (n)

Anaplasmosis bovina 60 62 1320 12,3
Brucelosis bovina 60 16 1320 0,9
Campylobacteriosis genital 53 30 207 14,0
Diarrea viral bovina 60 97 1320 47,9
Leptospirosis bovina 60 70 1301 14,5
Neosporosis bovina 60 100 1320 34,5
Rinotraqueitis infecciosa 60 100 1320 78,7
Paratuberculosis bovina 60 72 1320 9,3
Trichomonosis genital bovina 53 15 207 6,3

Enfermedades analizadas Pruebas utilizadas

Anaplasmosis bovina ELISA-c; ELISA-s

Brucelosis bovina F. de complemento

Campylobacteriosis genital bovina PCR; cultivos; IFD

Diarrea viral bovina, BVD ELISA-i; IFI
Leptospirosis bovina* Microaglutinacion
Neosporosis bovina ELISA-c; IFI

Paratuberculosis bovina ELISA-i

Rinotraqueitis infecciosa bovina, IBR | ELISA-i; IFI

Trichomonosis genital bovina PCR; cultivos

! nstituto de Patobiologia/Bacteriologia CNIA-INTA Castelar

Discusién y conclusiones

Las enfermedades detectadas en la zona centro-litoral
Santa Fe, han sido previamente diagnosticadas en el resto
de la provincia. Un resultado esperado por la interaccién
entre rodeos de islas y area continental. Los niveles de
neosporosis son similares a los descriptos para ganado
lechero de la cuenca central. La aplicacion sistematica de
la vacuna para el control de IBR y DVB explicaria en parte
los elevados valores de prevalencia observados. La
prevalencia de brucelosis es similar a la encontrada en el
departamento San Jerénimo (0,8%) y refleja la accion de la
campafia nacional de control, con valores de prevalencia
propicios para la erradicacion. La difusion de la
leptospirosis confirma su endemicidad y riesgo potencial de
generar casos agudos en pocos rodeos. Anaplasmosis
surge como un problema de alto riesgo para los rodeos de
la zona y se deberia implementar la vacunacion. La
distribucion de paratuberculosis, es similar a la detectada
en rodeos de cria de Santa Fe, y contrasta con la escasa
identificacion de casos clinicos. La trichomonosis y
campylobacteriosis deberan ser motivo de un plan para su
control y erradicacién por el efecto negativo sobre la
eficiencia reproductiva.

Colaboracion: 12 Médicos Veterinarios de la practica privada.
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Introduccién

La Paratuberculosis (PTB) es una enfermedad -cronica
granulomatosa del tracto gastrointestinal de rumiantes y otras
especies, causada por Mycobacterium avium  ssp.
Paratuberculosis (MAP). Cuando afecta a los bovinos los
sintomas se manifiestan en la edad adulta, ocasionando
cuadros de diarrea cronica severa y pérdida de la condicién
corporal. En Argentina la enfermedad ha sido descripta en los
rodeos bovinos de diferentes provincias. En Santa Fe ha sido
observada esporadicamente en rodeos lecheros, y existe muy
poca informaciéon en rodeos de cria. En un relevamiento
seroldgico realizado en tambos del departamento Castellanos
se encontré una prevalencia del 3% en vacas y un 39% de los
rodeos presentaron bovinos positivos por ELISA. El objetivo del
trabajo fue estimar la prevalencia de PTB en rodeos de cria del
departamento San Cristébal (Santa Fe) que es el que mayor
stock de bovinos concentra en esta provincia.

Materiales y Métodos

Se disefid6 un muestreo en base a los 1489 rodeos de cria
registrados en el departamento San Cristébal, con una
prevalencia de PTB estimada del 5% para rodeos y del 1% para
bovinos, con un 95% de confianza y error del 5% (Win
Episcope). El disefio determiné el estudio de 70
establecimientos, con un minimo de 20 vacas por rodeo. Las
muestras de suero se obtuvieron a través de dos laboratorios
privados de la Red del SENASA de brucelosis, en los que se
hacia la seleccion al azar de las muestras correspondientes a
vacas adultas y de las alicuotas de sus sueros. De cada rodeo
se brindé informacién sobre el distrito de origen, diagnostico o
sospecha de PTB y ocurrencia de ingresos de reproductores
bovinos. Las muestras se conservaron a - 20°C hasta su
procesamiento. Se utiliz6 un kit de ELISA comercial (ID Vet
Screen Paratuberculosis indirect 1653-RD) para la deteccion de
anticuerpos contra MAP en suero bovino. Se consideré positivo
a la muestra que superara el 70% (punto de corte) de la relacién
S/P (muestra/ control positivo) indicado por el kit de diagnéstico,
segun la féormula siguiente:

DO muestra— DO control negativo

X100

DO control positivo— DO control negativo

Resultados

Hasta el momento se analizaron 1360 muestras de suero
correspondientes a 68 rodeos, distribuidos en doce distritos del
departamento San Cristébal. Se obtuvieron datos sobre
presentacion de casos clinicos e ingreso de reproductores en
43 rodeos, de los cuales solo dos reconocieron la existencia de
casos clinicos, 31 manifestaron que no ingresaron
reproductores y 12 lo hacian habitualmente.

Los resultados del muestreo serologico se presentan en la
Tablal. Del total de rodeos positivos a PTB (n=50), 21 tenian
un so6lo animal reaccionante, 9 tenfan dos y 20 presentaron tres
0 mas bovinos positivos.

En solo uno de los rodeos que presentaba antecedentes de
PTB se encontraron positivos a PTB.

Tabla 1: Estudio seroldgico (ELISA) de PTB en bovinos de
cria del departamento San Cristébal, Santa Fe.

Positivos Negativos

(%) (%)
Rodeos 68 73,5 26,5
Bovinos 1360 10,5 89,5

Discusion y Conclusion

Los resultados serolégicos obtenidos indicarian una
prevalencia elevada de rodeos y de bovinos con PTB. Sin
embargo estos resultados contrastan con el poco o nulo
diagnoéstico de la enfermedad realizado por los veterinarios
asesores responsables de la sanidad de los rodeos.
Posiblemente el caracter extensivo de estas explotaciones y el
desconocimiento de la enfermedad por parte de los
productores, dificulte el diagnéstico de los casos clinicos y la
identificacion de las causas de muerte que en muchos casos
pasan desapercibidas.

El kit comercial de ELISA utilizado no ha sido validado en
Argentina, por lo que es indispensable la confirmacion de la
presencia de PTB en los rodeos de cria de la zona estudiada.
A pesar de ello ELISA es una herramienta Util de aplicacién
masiva que permite dar informacion sobre la dispersion de la
PTB, ya que el aislamiento de MAP se hace impracticable para
el diagnéstico en gran escala. Se deberia contar a nivel
nacional con un programa de control de PTB que incluya en una
primera etapa a todas las cabafas de reproductores, a fin de
evitar su difusién a nuevos rodeos con el movimiento de estos
animales.
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INTRODUCCION

La brucelosis (Brucella melitensis) es una de las enfermedades
bacterianas mé&s importantes en caprinos, la cual presenta una
amplia distribucién a nivel mundial y nacional. Provoca disminucién
en la eficiencia reproductiva por los abortos que induce y por
orquitis/artritis en los machos. Es una de las zoonosis de mayor
interés veterinario y para la salud publica®.

A fines de la década del ‘70, se realiz6 un relevamiento
seroldgico en el Departamento saltefio de Rivadavia, que evidencio
el caracter endémico de la enfermedad en la zona? Un trabajo
reciente efectuado en Departamentos de la provincia de Formosa
adyacentes a Salta, mostr6 también la presencia de brucelosis
caprina, aunque con una situacion epidemiolégica heterogénea®.

En el ambito nacional, SENASA reglament6 la vacunacion a
niveles departamentales en las provincias de Mendoza, San Juan,
Catamarca y Salta®. En esta Ultima se realiz6 en 2011 un plan
piloto de vacunacion. La Disposicién del SENASA para la provincia
de Salta establece la vacunacion total contra brucelosis de los
caprinos de los Departamentos Anta, Rivadavia y San Martin, pero
la misma estd pendiente de ejecucion. Estos Departamentos,
sumados a los de La Candelaria, Metan, Oran y Rosario de
Frontera, corresponden a la Ecorregion del Chaco Seco, vasta
planicie con suave pendiente hacia el Este®.

La produccion caprina adquiere importancia en esta region, con
sistemas ganaderos de tipo extensivo, mayormente a campo
abierto, compartiendo el ambiente con otras especies de interés
pecuario. La mano de obra para el manejo de los caprinos es
familiar, a cargo sobre todo de mujeres y nifios, principal blanco de
esta zoonosis.

Este trabajo presenta los resultados de encuestas serolégicas
sobre brucelosis caprina realizadas en dicha regi6én durante un
lapso de aproximadamente ocho afios.

MATERIALES Y METODOS

Entre agosto de 2007 y marzo de 2015 se efectué un muestreo
seroldgico por conveniencia en la regién Chaquefia de la provincia
de Salta, con el fin de determinar la distribucién espacial y
prevalencia de la brucelosis caprina. En la Tabla 1 se detalla el
nimero de majadas y caprinos muestreados en los cinco
Departamentos evaluados. Los sueros se procesaron por la prueba
tamiz del antigeno bufferado en placa (BPA) y alternativamente por
las pruebas confirmatorias de fijacion del complemento (FC) y de
polarizacion fluorescente (FPA). Todos los establecimientos fueron
georreferenciados mediante GPSGarmin®, informacion empleada
para elaborar un mapa de distribucién utilizando el software DIVA-
GIS.

Tabla 1. Nimero de majadas y muestras de caprinos segin sexo
tomadas por cada Departamento.

Departamento Majadas | Hembras | Machos | Total

Anta 72 1081 87 1168
Metan 4 65 0 65
Oréan 9 146 16 162
Rivadavia 190 4623 314 4937
San Martin 12 220 17 237
Total 287 6135 434 6569

RESULTADOS

En la Tabla 2 se informa la prevalencia de brucelosis caprina a
nivel de majada e individual en los cinco Departamentos evaluados.
Los rangos de prevalencia individual a nivel de majadas variaron
entre 4y 9,1% en Oran y entre 0,7 y 75% en Rivadavia.

Tabla 2. Numero de majadas y caprinos positivos a brucelosis
caprina y porcentajes de prevalencia por cada Departamento.

Departamento | Majadas Prevalencia Cap_r_inos Pre_v_alencia
positivas ﬁ]najadas las | positivos individual

Anta 1 1,38 1 0,85
Metan 0 0,00 0 0,00
Oran 2 18,00 3 1,85
Rivadavia 44 23,15 419 8,48
San Martin 0 0,00 0 0,00
Total 47 16,37 423 6,43
DISCUSION

Los resultados confirman la presencia de brucelosis caprina en
la regién Chaquefia de Salta. Aun asi, y soslayando la falta de
disefio estadistico del muestreo, la distribucién espacial de
seroreactores por Departamento fue disimil. El muestreo mas
extenso correspondié a Rivadavia y Anta, pero fue reducido en los
restantes Departamentos. Ello se debid, entre otras razones, a la
gran extension y el escaso desarrollo vial de la regién Chaquefia
de Salta. Rivadavia mostr6 la mayor prevalencia individual, con
amplio rango de variacion entre majadas. Oran fue otro
Departamento con prevalencia significativa, al menos a nivel de
majada, si bien como resultado de un muestreo reducido. Es de
observar que este Departamento no esta incluido en la Resolucién
de vacunacion del SENASA. Contrariamente, si lo estad el
Departamento Anta, uno de los mas extensos de la provincia, que
tuvo un solo caprino seropositivo entre mas de mil evaluados.
Tampoco San Martin (incluido en la Resolucién) ni Metén
exhibieron presencia de seroreactores a brucelosis aunque,
nuevamente, fueron Departamentos con escaso muestreo. Otros
Departamentos de la region, como Rosario de la Frontera y La
Candelaria, quedaron fuera del muestreo. La heterogeneidad de la
situacion epidemioldgica plantea la necesidad de muestreos mas
extensos para caracterizar con mayor precision a toda la region y
permitir la definicion de sus unidades epidemiolégicas
(zonificacién). Esto posibilitaria la eventual aplicacion de
estrategias diferentes para el control o erradicacion de la
enfermedad, contribuyendo a morigerar las pérdidas econémicas
que produce, pero también su impacto sobre una poblacion de
escasos recursos, atencion sanitaria deficitaria y distante de los
centros urbanos.
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INTRODUCCION

La fasciolosis es uno de los mayores problemas sanitarios de
origen parasitario en los rumiantes del noroeste argentino. El
agente causal es el trematode Fasciola hepatica. Es una
parasitosis de tipo crénico. En la provincia de Salta ha sido
diagnosticada en diversos ambientes y especies?3, La zona
montafiosa del oeste provincial se caracteriza por el gradiente
altitudinal que aumenta de este a oeste, una gran influencia de la
orografia sobre el clima y la colindancia de diferentes ecorregiones,
lo cual plantea una gran diversidad de ambientes®. En esta zona, la
ganaderia de rumiantes mayores y menores es extensiva, los
campos de pastoreo son abiertos y compartidos entre distintas
especies pecuarias. En el presente trabajo se describe la presencia
de fasciolosis en bovinos de dos ecorregiones colindantes de la
provincia de Salta. La Ecorregion de Monte de Sierras y Bolsones
(Complejo de angostos valles exorreicos con cursos de agua con
caudal permanente) y la Ecorregién Puna (Complejo Puna Arida)*.
En ambas Ecorregiones, el tipo pluviométrico es arido o
semidesértico, con precipitaciones estivales entre los 100-300 mm
anuales. Las éareas de pastaje estan dadas por las colchas,
formadas por un tapiz de Distichlis sp (pasto salado o pasto puna),
que crece en la vegas. El agua de bebida para consumo humano y
animal es la misma, y es la que discurre por pequefios arroyos,
algunos no permanentes, asociados a la presencia de vegas. Las
vegas son terrenos bajos y llanos que eventualmente se inundan
por agua proveniente de cursos cercanos.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron 70 muestras individuales de materia fecal de bovinos
de distintas categorias (terneros, vaquillonas y vacas), en seis
establecimientos ubicados a la vera de la Ruta Nacional 51,
departamento Rosario de Lerma, provincia de Salta. Tres de ellos
ubicados en la Ecorregion de Monte de Sierras y Bolsones entre
los 2500 y 2590 msnm (metros sobre el nivel del mar) y los
restantes en la Ecorregion Puna, entre los 3150 a 3680 msnm. Los
andlisis se realizaron en el laboratorio de Salud Animal del IACS-
CIAP (EEA Salta). Las muestras se evaluaron mediante la técnica
de sedimentacion y tincién con azul de metileno®. Se agruparon en
16 pooles con dos muestras por categoria, en forma separada por
establecimiento. En dos de los rodeos no se obtuvieron muestras
de vaquillonas. Se realizaron encuestas sobre parametros
sanitarios del rodeo y conocimiento previo de la enfermedad. Todos
los establecimientos se georreferenciaron mediante GPSGarmin®.
Para la elaboracién del mapa de distribucion se utilizo el software
DIVA-GIS.

RESULTADOS

Se determino la presencia de huevos de Fasciola hepatica en
todos los pooles de muestras, arrojando un 100% de prevalencia a
nivel de rodeo y la ocurrencia de fasciolosis en todas las categorias
de bovinos. La técnica en si, es cuantitativa, pero el hecho de
haber realizado un pool de muestra, hizo que solo se tuviera en
cuenta como técnica cualitativa. Las encuestas demostraron que
todos los productores conocian al parasito, ya que faenan sus
propios animales y lo visualizan en el higado de los mismos. Lo
denominan con el nombre vulgar de “lampazo”. Realizan
tratamientos antiparasitarios con cierta regularidad, pero sin el
adecuado asesoramiento, y aplicando drogas sin accién
fasciolicida. Los productores desconocen el potencial e importancia
zoondtica de la fasciolosis.

DISCUSION

La presencia del parasito en todos los sitios de muestreo, y en
todas las categorias de bovinos reafirma la importancia de la
fasciolosis bovina como un problema sanitario. La fasciolosis es
una parasitosis de curso cronico, y la presencia de huevos en
categorias menores pone de manifiesto la elevada oferta de formas
infestantes en el ambiente. Esto puede explicarse por lo arido del

ambiente, y que la escasa oferta forrajera se encuentra asociada a
cursos de agua superficiales (vegas), el cual es el ambiente
propicio para la multiplicacion del huésped intermediario del ciclo
parasitario, caracoles del género Lymnea. El hecho de haberlo
encontrado en dos Ecorregiones distintas, aporta informacion sobre
su amplia distribucion geografical. El desconocimiento de los
productores del impacto que tiene sobre la produccién y su
potencial zoondtico, el uso de tratamientos sin un adecuado
asesoramiento, y la condicién de pequefios productores pone de
manifiesto la necesidad de implementar politicas regionales y
locales con participacion de entes nacionales y provinciales, para la
capacitacion en probleméticas sanitarias que afectan a los rodeos.
Considerando que el agua de uso humano y animal tienen el
mismo origen, pone de manifiesto la probabilidad que existan casos
humanos de fasciolosis, los cuales probablemente estén sin un
diagnostico adecuado o subdiagnosticados. Esto plantea la
necesidad de realizar en el futuro estudios interdisciplinarios que
aborden la problemética de manera integral
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Introduccidn: La evaluacion serolégica de sujetos en
riesgo de adquirir la infeccion por Brucella spp, es una
medida de interés en salud publica, por cuanto la
enfermedad se relaciona principalmente con exposicién
ocupacional y por su dificil diagnoéstico clinico y aislamiento
para cultivo. Las probabilidades de que los estudiantes de
Medicina Veterinaria adquieran ciertas zoonosis, aumenta
conforme avanzan en la carrera, al tomar contacto directo
con animales enfermos o portadores. Para identificar el
riesgo asociado al contacto con perros potencialmente
portadores de Brucelosis, se estableci6 como objetivo
determinar la seroprevalencia a Brucella spp en una
poblacién de caninos que conviven con estudiantes de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de Rio
Cuarto.

Materiales y Métodos: Se realiz6 un estudio descriptivo
observacional de tipo transversal, durante el periodo de
abril a mayo del 2016. Se tomaron 5 ml de sangre de vena
cefélica ante braquial. La muestra de sangre se introdujo
en un tubo seco de donde se separd el suero que se
conservé congelado a —20 °C hasta el momento de su
utilizacion en pruebas serolégicas. Los animales
reaccionantes serolégicos fueron nuevamente
muestreados posteriormente inoculando 3 ml de sangre
estéril en un frasco de hemocultivo mas citrato, para realizar
estudios bacterioldgicos. Para detectar anticuerpos anti
especies lisas (S) de Brucella (B. abortus, B. melitensis y B.
suis) se realiz6 la prueba de aglutinaciéon con antigeno
tamponado (BPAT) descripta por Angus y Barton!. Es la
prueba tamiz oficialmente aceptada en la Argentina para el
diagnéstico de brucelosis bovina y fue realizada de acuerdo
a procedimientos estandarizados, con antigeno preparado
por DILAB-SENASA. Para detectar anticuerpos anti
especies rugosas (R) de Brucella canis los sueros fueron
procesados mediante la Prueba de aglutinacion rapida en
portaobjeto (RSAT). Se utiliza como tamiz y se realiz6 de
acuerdo a las recomendaciones de Carmichael y col.?,
incluyendo en cada portaobjeto un suero control positivo. El
antigeno fue preparado en el DILAB-SENASA utilizando la
cepa B. canis M-. Los hemocultivos de animales
reaccionantes se incubaron 30 dias a 37 °C, en atmoésfera
adicionada con 10% de CO 2 y semanalmente se
efectuaron pases en placas de Agar Brucella con 5% de
sangre. Se confecciond una encuesta autoadministrada por
los estudiantes y se adjunt6 una ficha con datos del animal.
La ficha contaba con los siguientes datos: nombre del
animal, raza, sexo, edad, habitos (domiciliario: animales
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que so6lo salen con el duefio y viven dentro del hogar; peri-
domiciliario: animales que entran y salen del domicilio sin
restricciones pudiendo tener contacto con otros caninos),
enfermedades previas, antecedentes de abortos, orquitis,
orqui-epididimitis, datos clinicos al momento de la muestra.

Resultados: De 72 muestras procesadas, 25 sueros
reaccionaron de forma inespecifica frente a cepas lisas
(BPA positivos), siendo corroborados por el resultado
negativo de los hemocultivos. Por otro lado, en la bisqueda
de anticuerpos contra Brucella canis, el 13% (10/72) de los
canes presenté seropositividad frente a RSAT. En ninguno
de los hemocultivos se pudo aislar Brucella. A partir de una
encuesta autoadministrada completada por los estudiantes
al momento de la extraccion de sangre de sus perros, no se
encontré relacion estadisticamente significativa (p>0.05)
entre la sero-reactividad y el lugar donde dormian las
mascotas (dentro o fuera de la vivienda). Tampoco se pudo
encontrar asociacion entre los resultados serolégicos con el
nivel de conocimiento sobre medidas de prevencion de la
enfermedad ni con la actitud de los propietarios frente al
riesgo. Dado que el 68% de los animales salia libremente a
la calle y que el 48% dormia dentro de las viviendas, es
posible que la fuente de infeccion se encuentre asociada al
contacto ocasional con perros sin sanidad.

Discusioén: La Brucelosis canina ha sido ampliamente
informada en el mundo y en Argentina, con rangos que
llegan hasta el 30.5% 3%*. El 61% de la muestra estuvo
compuesta por hembras en las cuales se encontré que el
20% tenia serologia positiva. La transmision de la
enfermedad en las hembras es a través de las secreciones
vaginales, fetos y placenta donde la concentracion de
gérmenes puede ser del 10%° bacterias/ml. También es alta
la concentracion en leche y algunos autores la consideran
una via importante de dispersion en el medio ambiente 23,
La serologia en esta poblacién de canes con propietarios
detect6 un elevado nimero de individuos seropositivos,
siendo un riesgo potencial para la transmision de Brucelosis
en los estudiantes de Medicina Veterinaria por el estrecho
contacto que tienen con sus mascotas. Se sugiere
profundizar en la concientizacion y empleo de medidas
bioseguridad frente al contacto con animales durante la
formacion académica de los estudiantes de Medicina
Veterinaria, asi como el desarrollo desde los cursos de
ingreso a la Universidad de programas de educacion
sanitaria con énfasis en la tenencia responsable para limitar
el potencial zoonético de esta enfermedad .
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Introduccién. La paratuberculosis (PTB) es una enfermedad
cronica de los rumiantes caracterizada por causar una ileocolitis
granulomotosa difusa con compromiso de los linfonodos y vasos
linfaticos asociados. La infeccion se produce en los terneros con
el Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). La
enfermedad presenta un periodo de incubacion prolongado que
cursa con estadios subclinicos que pueden durar varios afios.
En los bovinos los signos clinicos son baja produccion lactea,
mala condicion corporal y diarrea, al principio intermitente y
posteriormente continua. Finalmente, los animales mueren
emaciados en un lapso de meses.

El diagndstico se puede realizar a partir del cultivo bacteriolégico
de muestras de materia fecal, intestino, linfonodos, leche y otros
drganos con lesiones macroscopicas. El desarrollo de colonias
puede observarse en un tiempo no menor a 6 semanas y hasta
6 meses. Las pruebas serolégicas como la inmunodifusién en
gel de agar (AGID) y la prueba de ELISA son alternativas para
establecer un diagnéstico indirecto con mayor velocidad. Sin
embargo, de acuerdo al estadio en el que se encuentre el animal
infectado, los resultados pueden ser variados en cada prueba.
La urea afecta los enlaces de hidrégeno desestabilizando las
fuerzas hidréfobas que actGan en la unién antigeno-anticuerpo,
las uniones débiles se desprenden, quedando unidas las que
tienen mayor afinidad funcional (avidez). EI ELISA urea se utiliza
para determinar la avidez de los anticuerpos con respecto al
antigeno; incrementandose con el tiempo después del contacto
inicial con el patégeno y relacionandose con la cronicidad de la
infeccion. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del
uso de un ELISA urea para determinar el posible estadio que
cursa un bovino enfermo de PTB.

Materiales y métodos. Se trabajé con 8 muestras de suero y
una muestra de materia fecal de animales diagnosticados de
PTB que llegaron al servicio del CEDIVE. Con estas muestras
se efectuaron las pruebas de AGID segun Sherman y col. (1990)
y de ELISA indirecto desarrollado en el CEDIVE (Traveria,
2003). En ambas pruebas se utilizé Antigeno de M. avium subsp.
avium lisado a 40 kpsi en un disruptor celular.
Posteriormente se realizo la prueba de ELISA urea a todos los
sueros, los cuales se agruparon en positivos y negativos a la
AGID. Todas las muestras se incubaron con urea en una
concentracion 8M durante 5, 10, 15, 20 y 25 minutos antes de
agregar el conjugado y continuar con el protocolo de la prueba.
Al realizar la lectura de las densidades opticas (DO) se calculo
el indice urea de cada muestra con la siguiente formula:

indice urea= (DO suero con urea /DO suero sin urea) x 100
La muestra de materia fecal se cultivé en medio de cultivo de
Herrold con micobactina, siguiendo el protocolo de trabajo
sugerido por Whitlock y col. (1991). Los resultados se analizaron
con estadistica Bayesiana.

Resultados. La totalidad de los sueros resultaron positivos a la
prueba de ELISA indirecto; cuatro sueros fueron negativos a la
AGID vy los restantes resultaron positivos a esta prueba, siendo
uno de ellos ademas positivo al cultivo de MAP.

El ELISA urea present6 los mayores valores de indice urea en
las muestras AGID negativas a los 5 minutos de incubacion. Al
analizar la diferencia de medias entre los grupos con resultados
de AGID negativos y positivos se obtuvieron diferencias
significativas con un ICB 95%. Los resultados se pueden
observar en la Tabla 1.

Media | Mediana | Moda | Limite inferior | Limite superior
pl 49.72 49.72 49.55 45.007 54.471
u2 64.36 64.38 64.37 56.070 72.600
(M1-42) | -14.64 | -14.65 |-14.70 -24.219 -5.259

Tabla 1. Diferencia de medias bayesianas. p1: parametros del indice urea
muestras AGID negativas. p2: parametros del indice urea muestras AGID
positivas. pu1- u2: diferencia de medias.

La diferencia entre los indice urea de los grupos AGID
negativos y positivos dieron un valor de -14.64, quedando
incluido entre los limites -24.219 y - 5.259. La exclusion del
valor 0 confirma las diferencias significativas (ver Figura 1)
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Figura 1. Esquema de diferencias de media bayesiana. Al comparar
las medias bayesianas de los indices urea de las muestras que
resultaron negativas y positivas a la AGID se observa el valor 0 no
queda incluido entre los limites superior (-5.26) e inferior (-24.2).

Discusion. La presencia de cuatro estadios en la PTB desde
que los animales jovenes se infectan hasta que finaimente
manifiestan signos clinicos y mueren, plantea un desafio en el
diagnéstico de laboratorio, debido a que el periodo de incubacion
puede durar de 2 a 8 afios, dependiendo de la edad inicial de
exposicioén, de la dosis infectiva y del estado general del animal
(Koérmendy, 1988). Las pruebas serolégicas siempre se
utilizaron como una opcién més veloz de diagnostico, siendo la
AGID la prueba de mayor especificidad en los animales con
signos clinicos y la prueba de ELISA tiene mayor sensibilidad en
los sublclinicos (OIE, 2014). El uso de la prueba de ELISA con
el agregado de urea ha sido utilizado en otras enfermedades
para determinar el grado de avidez de las Ig G con el antigeno
utilizado (lddawela 2015, Lau 2015, Nagao-Dias 2007). De
acuerdo a nuestros resultados, la prueba de ELISA urea
demostré correlacion entre los valores de mayor indice urea de
las muestras ELISA indirecto positivo con resultado de AGID
positivo, indicando que estos animales probablemente se
encontraban en un estadio clinico.

En la PTB esta prueba seria de gran utilidad a la hora de
diferenciar aquellos animales que presentan una unién antigeno-
anticuerpo mas estable, indicando mayor cronicidad de la
enfermedad, de aquellos que cursan un estadio subclinico.
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Introduccién: La toxoplasmosis es una importante zoonosis
que afecta a las cabras produciendo muertes embrionarias,
abortos o nacimiento de crias débiles cuando éstos se infectan
durante la gestacion, pudiendo sufrir abortos a repeticion en
aquellas con infeccién latente. Por otro lado, la neosporosis es
una enfermedad causante de abortos en bovinos, que en los
Ultimos afios ha sido asociada a la ocurrencia de abortos en
caprinos. En Argentina se han realizados estudios serol6gicos
en cabras para ambas enfermedades y bajo distintos sistemas
de produccion en las provincias de Buenos Aires (1), Cérdoba
(2) y San Luis (3), como asi también un estudio de neosporosis
en cabras del departamento de Famatina de la provincia de La
Rioja (4). El objetivo de este trabajo fue detectar anticuerpos
para T. gondii y N. caninum en cabras del departamento de
Chamical de la provincia de La Rioja y determinar su relacion
con la presencia de abortos.

Materiales y métodos:Se recolectaron 237 muestras de sueros
caprinos pertenecientes a 16 productores de los parajes Los
Bordos y Los Molles, Saladillo y Tala Verde, Esquina del Norte,
San Antonio y Las Breas del Departamento de Chamical situado
en la region de Los Llanos, provincia de La Rioja. Todas las
cabras eran seronegativas a brucelosis y pertenecian a
pequefios productores que detectaron abortos en sus animales
durante el afio 2014. Del total de muestras 136 correspondieron
a animales con antecedentes de aborto. Los sueros obtenidos
fueron diluidos 1:100 y 1:800, y se analizaron por la técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) en el Laboratorio de
Inmunoparasitologia, FCV, UNLP, utilizando como antigenos
portaobjetos con la cepa RH de T. gondii y Nc-1 de N. caninum
y conjugado anti-lg G de cabra comercial. Ademéas en 154
cabras de 9 productores se realizaron dos muestreos pareados
que se procesaron por IF| a titulo final. Se analiz6 la asociacion
entre la presencia de anticuerpos y la presencia de abortos con
la prueba chi cuadrado (X?) (WinEpi).

Resultados:Se detectaron anticuerpos (21:100) anti-T. gondii y
anti- N. caninum en el 22,4% (53/237) y en el 1,3% (3/237) de
los animales muestreados, respectivamente. De las cabras
seropositivas a T.gondii, el 69,8% (37/53) tenia antecedentes de
abortos, con titulos de anticuerpos de 1:100 (81%) y 1:800 (19%)
encontrando una asociacion significativa entre la presencia de
anticuerpos y la presencia de abortos (p<0.05) (Tabla 1). Para
N.caninum, 2/3 de las cabras seropositivas con titulos = 1:800
tuvieron antecedentes de abortos (datos insuficientes para
significancia estadistica). El 68,7% (11/16) de los hatos
analizados presentaron animales seropositivos para T.gondii y
el 12,5% (2/16) para N.caninum. No se observé seroconversion
para ambas enfermedades entre los muestreos de los
establecimientos comparados.

Tabla 1. Distribucién de cabras con y sin abortos acorde a la
presencia de anticuerpos anti- T. gondii.

Seropositivas | Seronegativas | Total

Abortadas 37 99 136

No abortadas 16 85 101

Total 53 184 237

Discusion:

En el presente trabajo se logr6 determinar la presencia de cabras
seropositivas a T. gondii y N. canihnum en cabras con
antecedentes de abortos de la Regién de Los Llanos, La Rioja.
La presencia de anticuerpos anti- T. gondii y anti- N. caninum
determinada en este estudio fue menor a la hallada en trabajos
previos de nuestro grupo realizados en las provincias de
Cérdoba (33% y 4,2%) y Buenos Aires (63% y 9,7%) y similar a
la observada en San Luis (19,8% y 2,1%). Las diferencias
observadas podrian asociarse con las caracteristicas de los
tipos de explotacion de cada region que podrian condicionar la
factibilidad de infeccién. La presencia de anticuerpos anti- N.
caninum fue menor en este estudio con respecto a los datos
obtenidos por Moore y col. en La Rioja en el afio 2007 el cual se
realiz6 con animales procedentes de otro departamento ubicado
al norte de la provincia. Una alta proporcion de productores
(68,7%) presentaron animales seropositivos a toxoplasmosis en
esta regién. Ademas se encontr6 asociacion entre animales
seropositivos a T. gondii y los que presentaron abortos. Para
neosporosis, s6lo 2 productores presentaron animales
seropositivos y no se determind la asociacion entre esta
enfermedad y la presencia de abortos por el bajo nimero de
animales seropositivos. Sin embargo 2 de 3 cabras con
antecedentes de aborto presentaron titulos mayores a 1:800.
Futuros trabajos deberian realizarse para determinar si existe
asociacion entre los tipos de explotacion y los animales
seropositivos a ambas enfermedades en cada provincia.
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Introduccion

La leptospirosis (Leptospira), toxoplasmosis (Toxoplasma
gondii) y chagas (Trypanosoma cruzi) son enfermedades que
afectan tanto a animales silvestres como domésticos y al
hombre, a diferencia de la Enfermedad de la Frontera (virus de
la BDV) y brucelosis (Brucella ovis) que afectan solamente a
los ovinos.

Con respecto a leptospirosis, los ovinos son reservorios
importantes de estas bacterias las cuales pueden producir
aborto. Los serovares mas importantes de Leptospira
asociados con aborto son Pomona y Hardjo (Sandow y
Ramirez 2005).

La toxoplasmosis transcurre generalmente en forma
asintomatica, pero cuando la infeccion ocurre durante la
gestacion puede producir muerte embrionaria, aborto o
nacimientos de corderos débiles o clinicamente normales pero
infectados (Basso y Venturini 2009).

La enfermedad de chagas afecta principalmente a los seres
humanos aunque muchas especies de animales domésticos y
silvestres pueden estar infectadas por el parasito. En la gran
mayoria la infeccion transcurre en forma clinicamente
inaparente, siendo esto de importancia ya que los mismos
pueden actuar como reservorios.

Brucella ovis es una causa importante de epididimitis, orquitis,
que conducen a trastornos de la fertilidad en los carneros. En
las ovejas se asocia ocasionalmente con el aborto, pudiendo
causar aumento de la mortalidad perinatal en corderos.

La Enfermedad de la Frontera es una enfermedad virica de las
ovejas que produce esterilidad con aparicion de abortos y
natimortos o el nacimiento de corderos débiles de menor
tamafio (OIE 2004).

Todas estas enfermedades producen pérdidas econdmicas
importantes no solo porque afectan a los ovinos, sino que
ademas algunas de ellas pueden ser transmitidas a los seres
humanos. De alli la importancia de evaluar la presencia de
anticuerpos  contra  Leptospira, Toxoplasma  gondii,
Trypanosoma cruzi, Brucella ovis y el virus de la Enfermedad
de la Frontera en ovinos de la provincia de La Pampa.

Materiales y Métodos

Durante los afios 2014 y 2016, en los departamentos Toay,
Loventué, Rancul, Marac6 y Trenel (La Pampa), se tomaron
muestras de sangre a 134 ovinos, pertenecientes a 11
majadas. Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 2500
rpm, durante 15 minutos. Luego se procedi6 a separar el
suero, colocarlo en tubos Ependorf y almacenarlo en un
freezer a -20° C, hasta su procesamiento. Para la deteccién
seroldgica y la clasificacion taxonémica de Leptospira, se
utilizé el Test de Aglutinacion Microscopica (MAT) (OIE 2008).
Las cepas de leptospiras vivas provienen del Laboratorio de
Leptospirosis, Instituto de Patobiologia, CICV y A-CNIA,,
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Castelar,
Buenos Aires, Argentina (Centro Nacional de referencia de
Leptospira). Para la deteccion de anticuerpos contra
Toxoplasma gondii se realiz6 la Prueba de aglutinacion en
Latex (LA) y la Prueba de hemaglutinacion indirecta (HAI) con
un Kit elaborado por Laboratorios Wiener Laboratorios S.A.I.C.
Rosario, Argentina. El diagnéstico para la determinacion de
anticuerpos contra Trypanosoma cruzi se realiz6 por medio de
la prueba de Hemaglutinacion Indirecta (Chagatest HAI,
Wiener Lab.). Para la deteccién de anticuerpos contra Brucella
ovis se utilizé un ELISA indirecto (IDEXX) y para el virus de la
Enfermedad de la Frontera se utiliz6 un ELISA de Bloqueo
(CIVETEST BVD/BD P80 de laboratorio Hipra).

Resultados
Del total de las muestras se detectaron anticuerpos contra
Toxoplasma gondii en el 20,1% (27/134), mientras que para

Trypanosoma cruzi se hallé un 15,7% (21/134). Contra
Leptospira se encontraron anticuerpos en el 17,2% (10/58) de
las muestras, siendo detectado los serovares Pomona y
Ballum (todas las muestras provenian de los departamentos
Rancul, Marac6 y Trenel). Brucella ovis fue detectada en un
1,01% (1/99) de las muestras, mientras que la Enfermedad de
la Frontera se detecté en un 5,04% (6/119), también para los
mismos departamentos en donde se detectd Leptospira.
Toxoplasma gondii fue detectado para los departamentos de
Rancul, Maracé, Trenel y Loventué, no asi en el departamento
de Toay. Chagas solo fue detectado en ovinos
correspondientes a los departamentos de Rancul, Marac6 y
Trenel.

Con respecto a la prevalencia en majadas, 10 de las 12 fueron
positivas a toxoplasmosis, 5 a chagas, 2 a Enfermedad de la
Frontera y una a Brucella ovis. En el caso de Leptospira solo
se procesaron sueros de 7 majadas, siendo 4 de las mismas
positivas a distintos serovares.

Discusion

Estos son los primeros registros de la presencia de
anticuerpos contra Leptospira siendo detectado los serovares
Pomona y Ballum para ovinos de la provincia de La Pampa.

En lo que respecta a Toxoplasma gondii se detectdé en el
20,1% de las muestras y Trypanosoma cruzi con un 15,7%.
Ambas enfermedades registraron las incidencias mas grandes
en majadas, presentando animales positivos el 91% y el 45%
para toxoplasma y chagas respectivamente. La prevalencia a
Leptospirosis también fue alta en majadas (57%), si bien se
realiz6 diagnostico solamente en 7 de las 12. En lo que
respecta a la Enfermedad de la Frontera de los 6 animales
que resultaron positivos, 5 correspondieron a una misma
majada ubicada en el departamento Rancul, la misma
registraba un importante nimero de abortos (Giono com.
pers.). Finalmente Brucella ovis solo fue detectado en un
animal, registrando la tasa de prevalencia méas baja de todas
las enfermedades analizadas. Mayores estudios sobre la
prevalencia y los factores de riesgo son necesarios para
conocer el real impacto que estas enfermedades tienen no
solo sobre la salud animal, sino también sobre la salud
humana.
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Introduccién

La industria hipica ha tenido un crecimiento sostenido en
muchos paises a partir de los afios 60, tanto con objetivos
comerciales como recreativos. En la Argentina, durante la
Ultima década del siglo XX se incentivd el desarrollo de la
produccién equina, lo que favorecié la cria de caballos de
distintas razas, lo que posicion6 a nuestro pais como el 1°
productor de caballos de polo y 3° productor de caballos de
carrera del mundo. Después del hombre y las aves
migratorias, los equinos son la especie que mas viaja
internacionalmente, ya sea de forma temporal o definitiva.
Este hecho facilita la diseminacion transfronteriza de
enfermedades infecciosas. La introduccién de un agente
patégeno en una poblacién “naive” ocasiona importantes
pérdidas econémicas y en algunos casos impacta sobre la
salud publica. La introduccién del virus de Influenza Equina
(VIE) en Australia en el afio 2007 y la reintroduccion del virus
de Arteritis Equina (VAE) en la Argentina en el 2010,
constituyen claros ejemplos de este fendmeno. Por este
motivo, el Codigo Sanitario para Animales Terrestres de la
Organizacion Internacional de Sanidad Animal (OIE),
establece una serie de recomendaciones sanitarias a las que
suscriben los paises miembros para el comercio internacional
de animales terrestres (y subproductos), entre ellos, los
équidos. Los animales que se transportan internacionalmente
deben contar con un certificado sanitario emitido por el
Servicio Veterinario Oficial del pais exportador, en el cual
constan los resultados de los examenes clinicos y de
laboratorio requeridos por el pais importador. En la Argentina,
el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA), mediante las resoluciones 617/05 (Programa de
Control y Erradicacion de enfermedades equinas) y 571/14
(Control Sanitario de semen equino congelado importado)
establece los requisitos para la importacién de equinos y
semen equino. Nuestro laboratorio, el Laboratorio de Virus
Equinos del INTA Castelar, realiza el diagndstico seroldgico
del VAE, Virus del Oeste del Nilo (VON) y VIE; y la deteccién
del VAE en semen y VIE en hisopados nasofaringeos, que
son algunos de los requisitos para la exportacion e
importacion de equinos y semen.

El objetivo de este trabajo es comunicar los resultados de la
certificacion del estado sanitario, en relacion con estas
enfermedades virales, durante la cuarentena previa a la
exportacion o importacion de caballos, obtenidos en los
Gltimos 4 afios (2012-2016)

Materiales y Métodos

Se analizaron muestras de suero para la deteccion de
anticuerpos contra el VAE (n=12607), VON (n=5868) y el VIE
(n=254), 110 muestras de semen para deteccion del VAE, y
1090 hisopados nasofaringeos para la deteccién del VIE de
equinos en cuarentena previa a la exportaciéon o importacion.
Las muestras de suero fueron analizadas por
seroneutralizacién, ELISA (MAC ELISA) e Inhibicion de la
Hemoaglutinacion para la detecciéon de anticuerpos contra el
VAE, VON y VIE, respectivamente. En las muestras de semen

se realizé aislamiento viral en cultivo de células (RK13) y RT-
PCR en tiempo real para la deteccion del VAE, y en los
hisopados nasofaringeos RT-PCR en tiempo real para la
deteccion del VIE. Todos estos ensayos fueron realizados en
concordancia con las recomendaciones descriptas en el
Manual de las pruebas de diagnéstico y de las vacunas para
los animales terrestres de la OIE.

Resultados

El 97% (12291/12607) de las muestras analizadas resultaron
negativas para VAE mientras que en el 3% (316/12607) se
detectaron anticuerpos. Todos los animales que resultaron
seropositivos al VAE registraban historia de vacunacion,
estuvieron involucrados en el brote de Arteritis Viral Equina en
el pais en el afio 2010 o fueron importados como vacunados.
No se detectaron animales seropositivos al VON. Con
respecto a la serologia contra el VIE se determind, que el 55%
de los animales presentaban niveles de anticuerpos
considerados protectivos, un 29% niveles intermedios y un
16% no poseian anticuerpos detectables por lo que, fue
necesario revacunar a estos Ultimos antes de la exportacion.
El VAE no fue detectado en ninguna de las muestras de
semen importado analizadas. No se detect6 VIE en ninguna
de las muestras de hisopados nasofaringeos de los animales
en cuarentena de pre-exportacion analizadas.

Discusion

Los resultados obtenidos, evidencian el estado sanitario de los
caballos que se comercializan internacionalmente, desde o
hacia nuestro pais, y son un importante apoyo para el
crecimiento de la industria hipica en la Argentina.
Adicionalmente  estos datos constituyen informacién
epidemioldgica valiosa, ya que nos permite inferir que en este
periodo, no hubo circulacion de los virus de Arteritis Equina,
de la encefalitis del Oeste del Nilo, ni de Influenza Equina en
la Argentina. Se pone de manifiesto la importancia del
diagnéstico de laboratorio como colaboracién con las
autoridades sanitarias, favoreciendo y faciltando la
comercializacion internacional de caballos.
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Introduccion

La leptospirosis es una zoonosis emergente de distribucion
mundial causada por bacterias del género Leptospira. En los
animales de produccion, la enfermedad constituye un serio
problema para la salud publica debido al riesgo laboral al que se
exponen los trabajadores (Levett 2001). Asimismo, el impacto
econdmico negativo que ocasiona en la ganaderia la convierte
en una importante enfermedad para la produccién (Dragui y col.
2011). En los porcinos, la leptospirosis se manifiesta por
problemas reproductivos, siendo las categorias mas
susceptibles los lechones y las hembras prefiadas. Los signos
clinicos se caracterizan por la ocurrencia de abortos, fetos
momificados y nacimiento de lechones débiles que mueren a los
pocos dias (Saravi y cols. 1989). Con respecto a las
serovariedades del género implicadas en la enfermedad,
diferentes autores han reportado anticuerpos contra Pomona,
Icterohaemorragiae,  Tarassovi, Bratislava, Castellonis,
Canicola, Pyrogenes y Grippotyphosa pudiéndose observar en
el tiempo, variaciones en los perfiles serol6gicos. No obstante,
la prevalencia del serovar Pomona continda siendo la de mayor
significacion epidemiolégica en cerdos. Asimismo, se han
aislado cepas de los serovares Tarassovi y Canicola, en ambos
casos a partir de riflones procedentes de mataderos, dificultando
la definicién de su poder patégeno potencial. En nuestro pais, la
prevalencia de la leptospirosis varia de acuerdo a la region
estudiada y al tipo de explotacion en la que se encuentren los
animales. A nivel nacional y en provincias de Cérdoba y Santa
Fe, se han descripto valores que oscilan entre un 30 % y 35 %
de animales positivo (Gualtieri y col. 2010; Petrakovsky y col.
2013). A pesar de la reconocida importancia de la leptospirosis
como zoonosis y como causa de pérdidas econdmicas, la
informacion sobre su prevalencia en cerdos de traspatio es
escasa. El presente estudio tuvo como objetivo determinar la
frecuencia seroldgica de Leptospira spp. en cerdos de crianza
de traspatio de la ciudad de General Madariaga, provincia de
Buenos Aires.

Materiales y métodos

En el estudio se incluyeron 23 establecimientos de cerdos
periurbanos. Las muestras se obtuvieron entre julio y diciembre
del 2015. Se extrajo sangre de las categorias adultas de cada
establecimiento, alcanzando un total de 187 animales
muestreados. El examen seroldgico se realizé6 mediante el test
de aglutinacion microscépica, segun el protocolo descrito por el
Organismo Mundial de Salud Animal. La frecuencia de infeccién
se expreso en porcentaje y con un intervalo de confianza del 99
%. Se utilizaron como antigenos cultivos de 9 serovares de
Leptospira spp. Castellonis, Canicola, Copenhageni, Pomona,
Pyrogenes, Grippothyphosa, Hardjo, Wolffi y Tarassovi. Se
partié de una diluciéon 1/100 enfrentando cada suero con los
distintos antigenos para verificar la presencia de anticuerpos. Se
considerd reactivo un suero que aglutina el 50 % de Leptospira
spp en comparacion con un control. Aquellos sueros que
reaccionaron en la primera prueba fueron diluidos en progresion
geomeétrica en base 2 para la obtencién del titulo final.
Resultados

Los establecimientos incluidos presentaron un promedio de 10
animales adultos, con un minimo de 1 y un méximo de 30. Con
respecto al tipo de crianza, 20 establecimientos utilizaron
sistema semiextensivo, 2 intensivos y sélo 1 semi-intensivo. En
la mayoria se observé encharques de agua y barro, siendo
incluso la fuente de agua de bebida. Ademas se constatd la
presencia de otras especies domésticas y silvestres. De las 187
muestras de suero analizadas, se obtuvo una prevalencia del
71,66 % (63,17 - 80,1. IC 99%), encontrando en todos los

establecimientos al menos un animal seropositivo. Asimismo, en
las muestras seropositivas los serovares mas frecuentes fueron
Copenhageni (3,53 %) y Pomona (100 %). Los tres animales
reactivos al serovar Copenhageni también lo fueron para el
serovar Pomona. Los titulos hallados se encontraron entre 100
y 1600, siendo los valores mas altos frente al serovar Pomona.

Discusion y conclusiones

La alta frecuencia de aparicion de anticuerpos frente a
Leptospira spp. en la poblacién estudiada demuestra el amplio
contacto con esta bacteria zoonética en porcinos del periurbano
de General Madariaga. La prevalencia hallada fue superior a la
reportada a nivel nacional y en las provincias de Santa Fe y
Cérdoba. Nuestros valores podrian ser mayores, debido a que
se estudiaron establecimientos de traspatio en los cuales no se
dispone de medidas tendientes a reducir los factores de riesgo,
tales como, control de roedores u otras especies domésticas y
silvestres, control de encharques de agua, barro, zanjas y/o
aguas servidas y almacenamiento correcto del alimento. El tipo
de explotacion en nuestro estudio (periurbanos y de cria
principalmente extensiva), reine las caracteristicas para la
presentacion de Leptospira spp. en forma endémica,
demostrada por la elevada seroprevalencia. La convivencia con
encharques de agua, sumado a un afio de abundantes lluvias
pueden haber sido también razones de esta alta prevalencia.
Nuestros hallazgos concuerdan con lo descripto en nuestro pais
en relacién a que el serovar Pomona contintia siendo el mas
prevalente en porcinos mientras que el serovar Copenhageni
mantiene una baja frecuencia de aparicion (Gualtieri y col. 2010).
Estos resultados difieren de lo hallado por Petrakovsky y col
(2013) quienes reportaron con mayor frecuencia la aparicion de
anticuerpos frente a cepas del serovar Castellonis. En el
presente trabajo no incluimos al serovar Bratislava sin embargo,
en reportes previos no lograron adjudicarle importancia como
agente causal de problemas reproductivos debido a que los
sueros reaccionaron simultdneamente a otros serovares y los
titulos observados no fueron mayores a 1/100 (Gualtieri y col.
2010). Asimismo, no se descarta la futura inclusién en proximos
estudios. De los resultados se desprende la importancia de
realizar estudios serolégicos en las producciones de traspatio,
fuente de subsistencia para muchas familias de la region,
considerando la proximidad del contacto hombre/cerdo y la
relevancia de Leptospira spp. como agente causal de
enfermedad zoonotica.
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INTRODUCCION

Toxoplasma gondii y Neospora caninum son dos protozoos
parésitos similares morfolégicamente aunque antigénicamente
distintos, afectando a varias especies domésticas y silvestres.
El primero, causante de la toxoplasmosis, una infeccion
zoonotica. El otro, agente causal de la neosporosis. Ambos,
denotan fallas reproductivas, con impacto econémico negativo
en animales de produccion. En la provincia de Tierra del Fuego
es desconocido el grado de exposicién de los rodeos y majadas
a estos agentes.El objetivo de este estudio fue determinar la
presencia de anticuerpos para T.gondii y N.caninum en bovinos
y ovinos de establecimientos pecuarios de la provincia.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarrollé entre los afios 2013 y 2014. El tamafio
de muestra se obtuvo mediante Epilnfo (TM) 3.5.1, y fue de 97
bovinos y 69 ovinos. Se muestrearon aleatoriamente 36
establecimientos de cria bovina y 2 establecimientos dedicados
a cria bovina 'y a tambo ovino. Su eleccién se realiz6 a partir del
banco de sueros del Laboratorio de Diagndstico TDF,
conservados en freezer a -20°C. La técnica diagndstica
utilizada fue la Inmunofluorescencia indirecta (I.F.l) (Ortega-
Mora et al. 2007; Moré et al.; 2008), para los agentes etioldgicos
T. gondii y N.caninum. Se consideré positiva la diluciéon 1:100
o la mayor dilucién del suero problema en el caso de hacer el
titulo final (sueros de tambos ovinos). El procesamiento de las
muestras se realizé en el laboratorio de Inmunoparasitologia de
la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional
de La Plata.

RESULTADOS

En referencia al agente T.gondii en bovinos de cria, de los 36
establecimientos analizados, 75% (27/36) resultaron negativos
y 25% (9/36) positivos. Del total de 97 sueros bovinos
analizados, 15,5% dieron resultado positivo. En el tambo bovino
el 16 % (3/19) de las muestras analizadas fueron positivas.

Se analizaron los dos Unicos establecimientosde tambo ovino,
detectandose anticuerpos para T. gondii en el 30% (17/56) de
los sueros ovinos del tambo N°1 y del 8 % (1/13) del tambo N°2.
Del total de muestras ovinas analizadas, 26% (18/69) dieron
resultado positivo. A 16 muestras positivas se les realiz6 la
técnica de I.F.I hasta la dilucion 1:1600. Los resultados se
muestran en el grafico N°1.
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Grafico N°1. Muestras positivas a T.gondii segun diluciones.

En el caso de N.caninum, todas las muestras procesadas
(ovinos de tambo, bovinos de cria y bovinos de tambo)
resultaron negativas a la dilucion 1:100.

DISCUSION

Los resultados determinaron la presencia de anticuerpos para
T.gondii en el 26% de 69 sueros ovinos de tambos y en el 15,5
% de 97 sueros bovinos. En un estudio realizado en la region
de la pampa humeda (Hecker y col.; 2013), se detect6 17,3%
(122/704) y 3% (21/704) de animales seropositivos para T.
gondii y N. caninum, respectivamente. Este difiere de los
hallados en Tierra del Fuego ya que, los resultados de las
muestras analizadas para N.caninum fueron en su totalidad
negativos. Los titulos de anticuerpos podrian sugerir un riesgo
potencial, debido a que la toxoplasmosis se relaciona con
pérdidas reproductivas, lo que coincide en este caso con el
trabajo mencionado en el que, el 42,6 % de los ovinos de tambo
seropositivos tenian titulos de anticuerpos mayores a 1:400. No
se conoce si las caracteristicas geogréaficas y climaticas de la
isla, bajas temperaturas y humedad, actuarian como factores
predisponentes para la disminucion de viabilidad de los
ooquistes, y por lo tanto, en las posibilidades de infeccién de
los animales. En condiciones de laboratorio, los ooquistes
esporulados podian permanecer viables a -10°C por 106 dias
(Tenter y col.; 2000). Con el fin de comprender en profundidad
la infeccion por T.gondii en ovinos de esta region, es necesario
investigar sobre pérdidas reproductivas y fuentes de infeccién.
Es importante estudiar a futuro el rol de la fauna nativa y
exotica, ya que puede intervenir en el ciclo biolégico de estos
protozoos. La incorporacion del diagnéstico de N.caninum
localmente, seria Util en la diferenciacion sanitaria de la
provincia con respecto al resto del pais.
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Introduccién

En el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas se procesan
muestras clinicas para diagndstico de enfermedades
infecciosas veterinarias. Desde el afio 2006, estas tareas se
llevan a cabo dentro del ambito del Laboratorio Escuela de
Enfermedades Infecciosas (LEEI), en el cual profesionales,
alumnos y docentes, comparten, en forma organizada, la
experiencia y la casuistica en enfermedades infecciosas,
brindando método y continuidad al proceso de formacién
académica y servicio a la comunidad.

El objetivo de este trabajo fue relevar los aislamientos
bacterianos realizados en el LEEI durante 2009-2016.

Materiales y Métodos

Se analizé el total de muestras clinicas que fueron recibidas
en el Centro de Servicios a Terceros de la Facultad de
Ciencias Veterinarias (FCV) de la Universidad de Buenos
Aires (UBA) y remitidas al LEElI para diagnéstico
bacteriol6gico durante el periodo 2009-2016.

Las muestras fueron procesadas segun el protocolo de rutina
para aislamiento bacteriolégico, para posteriormente ser
aisladas e identificadas mediante pruebas bioguimicas segun
esquema propuesto por Cowan (2006).

Resultados

En el periodo comprendido entre 2009 y 2016 se recibieron un
total de 928 muestras de origen clinico para diagnéstico
microbiolégico en el laboratorio, de las cuales 561 se
procesaron para bacteriologia, lo cual representa un 60,5%
del total de las muestras recibidas en ese periodo. En total se
obtuvieron 356 cultivos bacteriolégicos positivos (63,5%),
variando desde un 75% en las muestras provenientes de
equinos hasta s6lo un 10% para el caso de las muestras
provenientes de rumiantes (Tabla 1).

Tabla 1 — Muestras remitidas por especie al LEEI durante 2009-2016. *Entre
paréntesis porcentaje de muestras remitidas de esa especie sobre el total
de muestras. ** Entre paréntesis porcentaje de cultivos positivos sobre
muestras remitidas de esa especie

ESPECIE MUESTRAS REMITIDAS* DIAGNOSTICO
BACTERIOLOGICO (+)**

CANINOS 343 (61,1%) 239 (69,7%)
FELINOS 83 (14,8%) 41 (49,4%)
AVES 60 (10,7%) 27 (45%)
EQUINOS 40 (7,1%) 30 (75%)
EXOTICOS 25  (4,5%) 18 (60%)
RUMIANTES 10 (1,8%) 1 (10%)
TOTAL 561 356 (63,5%)

El agente més aislado fue Staphylococcus sp. el cual se aislé
en 156 muestras (43,8%). Teniendo en cuenta soélo las
muestras provenientes de caninos, este agente se identifico
en 122 de los aislamientos (51 %), en su mayoria (n:66) en
muestras de piel. En segundo lugar, con un total de 78
aislamientos, se ubicaron las enterobacterias (22%), y dentro
de este grupo, el agente mas aislado fue E. coli con un total
de 44 aislamientos (12,4%), en su mayoria provenientes de
caninos (n:17) y aves (n:17). En esta Ultima especie, fue la
bacteria mas aislada representando un 45 % de los
aislamientos (Tabla 2).

Tabla 2- Aislamientos bacterianos realizados en el LEEI durante el periodo
2009-2016. N: nimero de muestras en los que se aislé.

Bacteria N %

Staphylococcus sp. 156 43,8

(S aureus) 39
Corynebacterium sp. 48 13,5
E. coli 44 12,4
Pseudomonas sp. 27 75

(P. aeruginosa) 15
Proteus sp. 18 51
Streptococcus sp. 17 4,7

(S. equi equi) 2

(S. zooepidemicus) 1
Micrococcus sp. 12 8.8
Enterobacter sp. 6 1,7
Klebsiella sp. 6 1,7
Rhodococcus sp. 4 1,1
Actinomyces sp. 3 0,8
Bordetella sp. 3 0,8
Trueperella pyogenes 2 0,6
Salmonella spp. 2 0,6
Actinobacillus sp. 1 0,3
Dermatofilus congolensis 1 0,3
Moraxella sp. 1 0,3
Bacillus sp. 1 0,3
Citrobacter sp. 1 0,3
Serratia sp. 1 0,3
Pasteurella sp. 1 0,3
Nocardia sp. 1 0,3
Total 356 100
Discusion

La distribucién de los aislamientos por especie animal esta
relacionada al nimero de muestras recibidas en el laboratorio
para diagnéstico, siendo la mayoria muestras de caninos y
felinos, lo cual puede explicarse por la ubicacion urbana de
nuestro laboratorio y la relaciéon de cercania con el Hospital
Escuela de la FCV, con gran afluencia en pequefios animales.
La mayor casuistica de Staphylococcus sp. coincide con un
mayor aislamiento en caninos, especialmente por el
requerimiento del veterinario de diagndstico de piodermias
cronicas y recidivantes. Es de destacar que el 43,5 % de las
muestras fueron negativas. En estos casos se trat6 en su
mayoria de muestreos de orina, lavados bronquiales, biopsias
y controles terapéuticos. Ademas, en el caso de los bovinos, la
mayoria fueron muestras provenientes de necropsias, que
fueron analizadas como apoyo al diagndéstico histopatolégico.

En este trabajo reportamos y compartimos con la comunidad
profesional la casuistica de aislamientos bacterianos
realizados en el LEEI durante los Gltimos 6 afios.
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Introduccién

Herpesvirus caprino 1 es un alfaherpesvirus (Davison,
2009). Se lo aislé por primera vez en California, USA en 1970.
Este virus esta muy emparentado genéticamente y
antigénicamente con BoHV1. El CpHV1 es responsable de
infecciones sistémicas letales en cabras de 1 a 2 semanas de
edad y de infecciones subclinicas leves en cabras adultas con
manifestaciones clinicas que involucran infecciones respiratorias
o del tracto reproductivo dependiendo del sitio de entrada del
virus, aunque CpHV1 infecta preferentemente la mucosa genital.

La respuesta inmune genera el cese de la excrecion viral,
pero los animales quedan como portadores latentes. La
reactivacion genera un nuevo cuadro de excrecion viral con
diseminacion silenciosa del virus en majadas susceptibles.
Infecciones genitales por CpHV1 se caracterizan por lesiones
eritematosas-edematosa que evolucionan a vesiculas y Ulceras
que se curan en dos semanas (Tempesta, 1999). Se observan
con frecuencia en las infecciones primarias o0 recurrentes
balanopostitis, vaginitis, infertilidad o aborto. Los signos clinicos y
la presencia de virus en muestras nasales, oculares, rectales y
vaginales sugieren la transmisién venérea como principal via de
entrada de virus y la persistencia de la infeccion en los rebafios
(Tempesta, 1999). La época de monta genera en machos,
eliminaciéon viral por semen y balanopostitis, por lo que se
considera a la transmision venérea como la via de ingreso
principal del virus.

Después de una infecciéon primaria, los anticuerpos
neutralizantes se detectan en el suero 1-2 semanas después de
la infeccidn; alcanzan un pico en la tercera o cuarta semana y
disminuyen lentamente cerca de 6-10 meses después. Si los
animales sufren estrés en esta etapa, CpHV1 puede reactivar y
diseminarse, especialmente por via genital (Tempesta, 2002).

CpHV1 se distribuye en todo el mundo donde existe
produccion de cabras, las grandes pérdidas econémicas se
producen en los paises mediterraneos. Sin embargo las pérdidas
econémicas debido a infecciones por CpHV1 estan
probablemente subestimadas. El objetivo de este trabajo es
estudiar la seroprevalencia a CpVH1 en cabras de la provincia de
San Luis, Salta, Jujuy y Catamarca.

Materiales y Métodos

Los establecimientos evaluados en este estudio
pertenecen a rebafios caprinos de las provincias de Salta, San
Luis, Catamarca y Jujuy se evaluaron un total de 1167 sueros.

Para evaluar la presencia de anticuerpos especificos
contra CpHV1 se utilizé un ELISA indirecto enfrentando los sueros
a CpHV1y BoHV1 semipurificado.

Los establecimientos de Salta evaluados en este estudio
pertenecen a 40 rebafios caprinos para produccién de carne del
departamento Anta, subregién de Chaco Semiarido de la
Ecorregion del Chaco Seco y un rebafio lechero del departamento
Cerrillos, subregion Serrana de la Ecoregion del Chaco Seco. De
San Luis se tomaron muestras en 29 localidades de 5
departamentos, estos 5 departamentos congregan el 90% de la
poblacién caprina de la provincia de San Luis. Se evaluaron 580
sueros muestreados en los distintos departamentos. En su
mayoria los establecimientos muestreados corresponden a
producciéon de carne solo 3 de ellos elaboran y venden
subproductos lecheros.

De la provincia de Catamarca se evaluaron en total 92
sueros de un solo predio (tambo).

Resultados

Los resultados muestran que en todas las regiones evaluadas se
detectaron animales seropositivos a herpes caprino. Se
observaron seroprevalencias parciales a CpHV1:

de un total de 495 sueros muestreados en 40 predios de Salta
resultaron positivos 216 sueros resultando en un 43.63% de
seroprevalencia. De Catamarca de 32 sueros evaluados de un
predio tambero, 3 sueros resultaron positivos arrojando una
seroprevalencia a CpHV1 de 9.3%. De la provincia de San Luis
de 580 sueros evaluados principalmente de predios de produccion
de carne el 32% resultd positivo a CpHV1.

Discusion

El CpHV1 tiene un fuerte impacto econémico en los rebafios
caprinos, ya que afecta la fertilidad de las hembras e induce
abortos en el dltimo tercio de la gestacion (McCoy, 2007; Uzal,
2004 , Grewat, 1986). La permanencia de este virus en el rebafio
es indeseable ya que se puede mantener en forma subclinica y
reactivarse naturalmente durante la época de reproduccion
debido a los cambios hormonales vy situaciones de estrés a los
que se somete a los animales de manera ciclica (Tarigan,
1987, Tempesta 1999). La posibilidad de abortos por esta causa
se incrementa cuando los animales presentan inmunodepresion.
La enfermedad producida por herpesvirus caprino plantea, una
doble probleméatica: econdmica y sanitaria. Desde el punto de
vista econdémico es un factor adverso para esta explotacion,
porque incide negativamente en la productividad de los caprinos
y en la calidad higiénico-sanitaria de sus derivados. En la
actualidad, uno de los tratamientos eficaces para el control de la
enfermedad en caprinos consiste en la administracion vaginal del
antiviral aciclovir (Tempesta,2002; Zabawski, 1998) sin embargo,
el tratamiento resulta costoso y requiere de un manejo excesivo.
Algunos tratamientos preventivos, como la vacunas, ain se
encuentran en fase experimental, por tanto las medidas de control
estan enfocadas a optimizar las medidas de manejo a fin de
disminuir el estrés sobre todo en la etapa reproductiva. La
informacién aportada sobre seroprevalencia a CpHV1 de distintas
regiones incidird en el desarrollo de estrategias de control
sanitario para ser implementadas en las comunidades rurales,
sobre todo en aquellos establecimientos con casos de abortos y
mortalidad peri natal en las majadas.
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Introduccién. Cryptosporidium sp. es un protozoo parasito
que infecta a una gran variedad de vertebrados hospedadores.
La especie C. parvum es el principal agente etiolégico de la
criptosporidiosis y representa una de las principales causas de
diarrea neonatal bovina, ademas de ser potencialmente
zoon6tico. La via de transmisién es fecal-oral, siendo el
ooquiste, eliminado por las heces, el elemento infectante. El
estudio longitudinal y la caracterizacion molecular permiten la
evaluaciéon de la dinamica de la infeccién, las causantes
especies y subespecies, y su potencial zoonético. En el
presente trabajo se colectaron muestras fecales de terneros de
un brote en un tambo durante diferentes etapas en sus
primeros meses de vida con el objetivo de determinar la
dindmica de infeccion y las especies y subtipos involucrados
mediante técnicas moleculares.

Materiales y métodos. Once terneros fueron muestreados
cada dos semanas durante el primer mes y luego
mensualmente hasta el décimo mes. Las muestras fueron
diagnosticadas por microscopia utilizando la tincion de Ziehl-
Neelsen modificada. De las muestras positivas se aislaron
ooquistes mediante la técnica de flotacién con sacarosa. Se
realizé la ruptura de ooquistes mediante un procedimiento de
lisis alcalina sumado a diez ciclos de congelado-descongelado.
La extraccion de ADN se realiz6 mediante el kit QlAamp DNA
Stool (Qiagen). Para la determinacién de la especie se utilizé la
técnica de PCR-RFLP. Para ello se amplificé por PCR una
region polimorfica del gen SSU rDNA con los primers P2Fy
P2R%. En los casos donde no se obtuvo amplificacion por PCR
convencional se realizd6 una PCR anidada (nPCR). En la
primera amplificacion, se utilizaron los primers P1Fy P1R! y en
la segunda, se usaron P2F y P2R!. Los amplicones finales
fueron de aproximadamente 840 pb y fueron digeridos con las
enzimas Mboll y Sspl para detectar los polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP). El patrén de
bandas fue visualizado por UV en un gel de agarosa al 2%
teflido con bromuro de etidio. Para la subgenotipificacién de C.
parvum se amplific6 la regién polimoérfica del gen GP60
utilizando los primers AL31F y AL35R2 Los amplicones
generados (aproximadamente 880 pb) fueron sometidos a
secuenciacion directa. Las secuencias nucleotidicas fueron
editadas con el programa Vector NTI 8.0 para determinar el
subtipo en base a la cantidad y tipo de repeticiones (TCA,TCG
y ACATCA) de la region hipervariable. Adicionalmente, las
secuencias nucleotidicias fueron alineadas con secuencias de
referencia depositadas en la base de datos GenBank.
Resultados. El numero de animales infectados comparado con
los animales estudiados en cada periodo fue 10 de 11 (91%),
3 de 4 (75%), 8 de 11 (73%), 3 de 10 (30%), 0 de 7 (0%), 1 de
3 (33%), 2 de 7 (29%), 1 de 4 (25%), 1 de 6 (17%), 1 de 11
(9%) para la primera quincena, segunda quincena, segundo
mes, tercer mes, cuarto mes, quinto mes, sexto mes, séptimo
mes, noveno mes y décimo mes, respectivamente. Todos los
terneros estuvieron infectados en al menos un periodo de
determinacion resultando en una tasa de infeccién acumulada

de 100%. Todos los terneros comenzaron a excretar ooquistes
entre el dia 7 y el 13, a excepcion de uno que comenzé el dia
34. El pico maximo de excrecion ocurrié entre el dia 10 y el 16
correspondiendo con la edad de terneros determinado en un
trabajo previo de nuestro grupo®. Se pudieron amplificar 21 de
las 33 muestras diagnosticadas positivamente por microscopia
(64%) y ninguna con un diagnéstico negativo. Todas las
muestras amplificadas mostraron un patron de bandas
concordante con el de C. parvum* y provenian de terneros del
primer mes de vida® a excepcion de una muestra perteneciente
al segundo mes. Las nueve muestras diagnosticadas como
positivas a C. parvum, pertenecientes a terneros diferentes,
mostraron el subgenotipo [1aA20G1R1, indicando que se trata
de un solo brote.

Discusion. El elevado porcentaje de infeccién encontrado
concuerda con la mayoria de los reportes en otras partes del
mundo®, los cuales ademas establecen que la especie C.
parvum es predominante en el primer mes de vida. Como en
estudios anteriores de nuestro grupo de trabajo no se
encontraron otras especies®. Si bien es posible que C. parvum
sea la Unica especie infectante, los métodos de
subgenotipificacion basados en PCR tienden a ser insensibles
a variantes minoritarias presentes en infecciones mixtas®. No
obstante, es necesario continuar y profundizar los estudios, ya
sea aumentando el ndmero de terneros en estudio o bien
mejorando la sensibilidad en la deteccién. Por otro lado, el
subtipo encontrado, 11aA20G1R1, ha sido previamente
reportado en humanos®, por lo cual se recomienda adoptar
medidas preventivas al tomar contacto con terneros menores
de un mes de vida, dada, ademas, la alta infeccion hallada.

Bibliografia

1. Xiao L et al (1999). Phylogenetic analysis of
Cryptosporidium parasites based on the small-subunit rRNA
gene locus. Appl Environ Microbiol. 65: 1578-83.

2. Alves M et al. (2003). Subgenotype analysis of
Cryptosporidium isolates from humans, cattle, and zoo
ruminants in Portugal. J Clin Microbiol. 41: 2744-7.

3. Garro CJ et al (2016). Prevalence and risk factors for
shedding of Cryptosporidium spp. oocysts in dairy calves of
Buenos Aires province, Argentina. Parasite Epidemiology and
Control 1: 36—41.

4. Tomazic ML, et al. (2013). Molecular characterization of
Cryptosporidium isolates from calves of Argentina. Vet
Parastitol. 198: 382—86.

5. Rieux A et al. (2013). Molecular characterization of
Cryptosporidium isolates from pre-weaned calves in western
France in relation to age. Vet Parasitol. 197: 7-12.

4. Grinberg A, Widmer G. (2016). Cryptosporidium within-host
genetic diversity: systematic bibliographical search and
narrative overview. Int J Parasitol. 46: 465-7.

5. Zintl A et al (2011). Longitudinal and spatial distribution of
GP60 subtypes in human cryptosporidiosis cases in Ireland.
Epidemiol Infect. 139: 1945-55.

Financiamiento: FonCyt: PICT-2013-1708; INTA: PNSA-
1115053; Fundacién Universidad de Morén PID8-2015.



E19- AISLAMIENTOS DE LEVADURAS REALIZADOS EN EL LABORATORIO DE ENFERMEDADES
INFECCIOSAS DURANTE 1996-2015

A Etchecopaz?!, G Retamar?, M Mesplet?, N Guida®

IUniversidad de Buenos Aires. Facultad de Ciencias Veterinarias. Catedra de Enfermedades Infecciosas. nguida@fvet.uba.ar

Introduccién

Las levaduras suelen ser habitantes normales de la piel y
mucosas de los animales y el hombre, sin embargo pueden
estar implicadas en diversos procesos patologicos, que
incluyen desde una serie de afecciones cutaneas locales hasta
infecciones sistémicas.

En las Ultimas décadas las enfermedades fungicas pasaron a
tener mayor importancia para la salud publica, principalmente
debido al mayor nimero de individuos con microbiota alterada
0 inmunosuprimidos, que son mas propensos a desarrollar
infecciones por levaduras oportunistas (Guillot y col 1996).

En el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas se procesan
muestras clinicas para diagndstico de enfermedades
infecciosas veterinarias. Desde el afio 2006, estas tareas se
llevan a cabo dentro del ambito del Laboratorio Escuela de
Enfermedades Infecciosas (LEEI), en el cual profesionales,
alumnos y docentes, comparten, en forma organizada, la
experiencia y la casuistica en enfermedades infecciosas,
brindando método y continuidad al proceso de formacién
académica y servicio a la comunidad.

El objetivo de este trabajo fue relevar los aislamientos de
levaduras realizados en el Laboratorio de la Catedra de
Enfermedades Infecciosas desde 1996 hasta 2015.

Materiales y Métodos

Las muestras fueron procesadas segun el protocolo de rutina
para aislamiento micolégico, se sembraron en agar Saboraud
glucosado, Lactrimel y medio de Dixon para Malassezias. Se
incubaron por 3-5 dias a 28° Cy 37° C. La identificacion se llevo
a cabo mediante criterios morfolégicos (la observacion de las
caracteristicas macro y micromorfolégicas con azul de
lactofenol, coloracion con tinta china y en fresco), y criterios
bioquimicos (medios cromogénicos, ureasa) (Pernan 2007,
Negroni 1997).

Resultados

Durante el periodo comprendido entre 1996 y 2015, se
recibieron 3144 muestras para diagndstico microbiolégico en el
laboratorio, de las cuales 861 muestras se procesaron para
micologia, lo cual representa un 27,4% del total de las muestras
recibidas en ese periodo. Se obtuvieron 256 cultivos
micolégicos positivos (30%), identificando 169 levaduras
(66,8%) y 84 hongos miceliares (33,2%).
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Figura 1- Distribucion temporal de los aislamientos positivos a levaduras segtn su origen en
el periodo 1996-2015

La mayoria de los aislamientos provinieron de muestras de
caninos (68,6%), seguidas por felinos (22,5%), reptiles (6,5%),

equinos (1,8%), aves de rapifia (0,6%) y psitacidos (0,6%) (Fig.
1).
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Figura 2- Distribucion de los aislamientos de levaduras segun el género.

El género mas aislado fue Malassezia (46,2%), seguido de
Candida (23%), Cryptococcus. (17,2%), Rhodotorula (7,1%) y
otros (6,5%) (Fig. 2).

Discusién

Con respecto a los resultados obtenidos, es llamativo que del
total de muestras enviadas con diagnostico presuntivo de
micosis, s6lo el 30% haya tenido un resultado positivo. En ese
sentido, creemos que existe un sobre diagnoéstico clinico de
dermatofitosis, el cual podria deberse a que los veterinarios
clinicos quieran descartar esta patologia -de facil diagnéstico
certero-, antes de abordar diagnésticos mas complejos de
patologias enddcrinas, alergias, enfermedades
inmunosupresoras, entre otras.

La distribucién de los aislamientos por especie animal esta
relacionada al nimero de muestras recibidas en el laboratorio
para diagnéstico, siendo la mayoria muestras de caninos y
felinos, lo cual puede explicarse por la ubicaciéon de nuestro
laboratorio. La mayor casuistica de Malassezia sp. (46%)
coincide con un mayor aislamiento de levaduras en caninos,
especialmente por el requerimiento del veterinario de otocultivo
micoldgico.

Los aislamientos de Candida sp. fueron obtenidos a partir de
variedad de muestras y especies animales, a diferencia de la
mayor proporcion de aislamientos de Cryptoccocus sp., que
fueron identificados a partir de muestras de felinos, hisopados
y lavajes nasales, y biopsias de granulomas ubicadas en
cabeza y miembros.

En este trabajo reportamos y compartimos con la comunidad
profesional la casuistica de aislamientos de levaduras que
fueron realizados en el LEEI durante 19 afios.
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Introduccién. La brucelosis canina es una enfermedad
infecciosa, contagiosa, de curso sub- agudo o crénico. Produce
infertilidad tanto en hembras como en machos y por su
naturaleza zoon6tica presenta un riesgo sanitario para
propietarios, criadores y demés personas que conviven con el
animal infectado. Los perros y otros canidos son los huéspedes
habituales de la Brucella canis. La transmision entre caninos
puede ser horizontal o vertical por la placenta o a través de la
lactancia. La via sexual es la mas comin, aunque no se
descartan las vias oral, nasal o conjuntival. La brucelosis canina
causa aborto en las hembras, generalmente al final de la prefiez;
si ésta llega a término las crias suelen nacer muertas o tan
débiles que sobreviven poco tiempo. En los machos, la infeccion
causa epididimitis unilateral o bilateral, aumento o atrofia
testicular, inflamacién de préstata y/o de ganglios periféricos y
esterilidad. En la Respuesta Inmune adaptativa contra Brucella
spp. involucra tres mecanismos principales, que actian en
diferentes etapas de la infeccion: i) la generacion de una
respuesta humoral con produccién de Ac, ii) la activacion de la
funcién bactericida de los macréfagos por accién del IFN-y
producido por células T CD4+ y CD8+ vy iii) la lisis de células
infectadas por LT CD8+. Los anticuerpos se hacen detectables a
partir de las dos semanas postinfeccion. En forma similar a todas
las infecciones por Brucella, en la primera fase de la respuesta
humoral predomina la IgM que va siendo paulatinamente supera
por la 1gG que predomina en la respuesta cronica. En el
diagnostico seroldgico el método mas empleado y que arroja los
mejores resultados es la aglutinacion rapida en placa (RSAT),
también existen otros la Inmunodifusién en gel de agar. Los
estudios seroepidemiol6gicos permiten estudiar la distribucion de
las enfermedades de manera indirecta, mediante la deteccion
sérica de marcadores de infecciéon y de inmunidad. El Objetivo
general del presente trabajo es determinar la seroprevalencia de
Brucelosis canina en el Partido de Bahia Blanca, Provincia de
Buenos Aires y clasificar de acuerdo a la raza, sexo y edad, con
la finalidad de Conocer la situacién epidemiolégica de la
enfermedad y proporcionar informacién y herramientas técnicas
para su control.

Materiales y métodos. Las muestras de sangre provienen de

caninos, gque ingresaron al IACA laboratorio de la localidad de

Bahia Blanca, durante el periodo establecido entre octubre de

2013 a diciembre de 2015. Para la deteccion de anticuerpos se

empled la técnica de micro aglutinacion rapida en portaobjetos

con el antigeno RSAT producido por el SENASA. Este antigeno
utiliza una suspension de Brucella canis M- inactivada vy
coloreada con Rosa de Bengala, volumen celular 6% y pH7. La
cantidad de muestras se calculo tomando como referencia
datos bibliograficos que estiman en Buenos Aires una
prevalencia de 10,7%. En nuestro andlisis tomamos como
referencia esta tasa de prevalencia. Se analizaron 333
muestras de caninos llevados a consulta para chequeos de
rutina o pre servicios y sus resultados analizados mediante
Winepi, net

Resultados y discusion. La prevalencia de positivos en la
muestra analizada es de 14%, no variando segun sexos. El
motivo mas frecuente de consulta fue chequeo pre servicio
(92%). De nuestras muestras analizadas la mayor parte de ellas
provienen de criaderos, siendo la raza Bull Dog Francés,
Caniche y Chihuahua la de mayor frecuencia. RSAT es una
prueba rapida, que no requiere preparacién técnica ni
instrumental sofisticado para su realizacion, es sensible con
rara aparicion de falsos negativos y alta especificidad al
emplear la cepa de B. canis M-. Esta prueba es la utilizada
como screening oficial en EE.UU. No existen datos sobre la
prevalencia de Brucelosis canina en la zona de Bahia Blanca,
este estudio seroepidemioldgico presenta una temética original
para la zona geogréfica elegida y de interés no sélo para la
medicina veterinaria sino también para la salud publica por ser
esta enfermedad una afeccion zoonética.
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Introduccion
La brucelosis es una enfermedad infecciosa que afecta a varias
especies domésticas y es producida por bacterias del género Bru-
cella .Genera importantes pérdidas econémicas que impactan en
la produccion pecuaria y es relevante para la salud publica. En el
pais esté vigente desde 1998 el Plan Nacional de Control y Erra-
dicacion de la Brucelosis Bovina, que incluye a bovinos y —desde
2005- a bubalinos. El plan se basa en la vacunacion con Cepa 19
de B. abortus, el diagnéstico seroldgico y envio a frigorifico de los
positivos. Por su parte, los ovinos y caprinos son diagnosticados
pero su vacunacion no esta permitida en la provincia de Formosa
y esté reservada para los caprinos especificamente de las provin-
cias de San Juan y Mendoza. La cantidad de rodeos de bovinos,
bufalos, caprinos y ovinos es significativa en la mencionada pro-
vincia y constituye una importante fuente de recursos para diver-
sos sectores de la economia, desde latifundios a explotaciones
parvifundistas. El objetivo de este trabajo fue realizar una actuali-
zacion sobre la situacion de la brucelosis en rodeos bovinos, bu-
balinos, caprinos y ovinos de la provincia de Formosa, en el marco
de un proyecto de investigacion acerca de aspectos epidemiol6-
gicos de la enfermedad, realizado en conjunto entre FCV-UNNE
y CIT Formosa.
Materiales y métodos
Se recab6 informacién de rodeos bovinos, bubalinos, caprinos y
ovinos de la provincia de Formosa (Tabla 1) que fueron analiza-
dos para el diagnéstico de brucelosis en el laboratorio del CIT For-
mosa, L298, donde utilizaron las técnicas de BPA (Aglutinacién
con antigeno tamponado), FPA (FLuorescencia polarizada) y FC
(Fijacion del Complemento), durante los afios 2014, 2015 y primer
semestre de 2016.

Tabla 1. Cantidad de rodeos y de muestras analizados, por

especie, en la provincia de Formosa.

Rodeos (n) Sueros (n)
Bovinos 298 20.541
Bubalinos 5 232
Caprinos 203 14.590
Ovinos 36 1.297
TOTAL 542 36.660

Resultados

La proporcién global de rodeos positivos a brucelosis fue de
13,8%, 60%, 6,4% y 0% para bovinos, bufalos, caprinos y ovinos
respectivamente. La evolucion de los seropositivos (sueros posi-
tivos/total de sueros) a brucelosis por especie y afio se muestra
en la Figura 1.

Es de destacar que, salvo en ovinos donde a lo largo de todo el
periodo evaluado no hubo animales serorreactores, en las otras
especies la cantidad de positivos se mantuvo por debajo del 2%,
exceptuando un valor méas elevado en 2016 para la especie bu-
balina.

Discusion y Conclusiones

La situacion epidemioldgica de la brucelosis en Formosa fue cla-
ramente diferente en funcién de la especie analizada. La especie
gque mayores indices registra es la bubalina, con valores, similares
aunque mas elevados que los de los bovinos. Esto podria atri-
buirse a la posterior incorporacion de esta especie al Plan Nacio-
nal de Control y Erradicacion. Cabe destacar que la persistencia
de anticuerpos post-vacunales podria llevar a la sobrestimacién
de la brucelosis, dado que el diagndstico se basa en pruebas se-
rolégicas que limitan la discriminacion de los anticuerpos post-va-
cunales de los generados por la infeccién natural. Es sabido que

debido a las dificultades que se presentan en el manejo de la es-
pecie bubalina, puedan registrarse casos donde la vacunacion
sea realizada fuera de la edad reglamentaria ocasionando de este
modo una positividad en la edad adulta. Esas mismas dificultades
en el manejo de la especie serian también causantes de ineficien-
cias en laidentificacion y descarte de los animales infectados, per-
maneciendo éstos en los rodeos. Martinez y col. en 2014, han re-
portado elevados indices de positivos a brucelosis en la citada
provincia. En los caprinos se observo una disminucion en la can-
tidad de animales positivos, sin embargo, los datos serolégicos de
los Ultimos 3 afios provienen de rebafios ubicados en la region
Central, Sur y Este de la provincia, lugar donde las prevalencias
son menores, tal como han reportado Russo y col. 2016, donde
ademas se deja precedente de que es el Oeste formosefio la re-
gién con mayor presencia de brucelosis en cabras. En el caso de
los ovinos, éstos podrian resultar infectados por B. melitensis, es-
pecie caracteristica de los caprinos, con los cuales frecuente-
mente conviven. Sin embargo, no se han hallado serorreactores
en la especie ovina durante el periodo considerado en este estu-
dio.

Se concluye que la brucelosis es una enfermedad de importante
presencia en rodeos domésticos de la provincia de Formosay que
para poder disminuir los indices hallados, que demuestran ser
constantes a través de los afios, debe aplicarse correcta y exten-
samente los planes de control y erradicacion existentes que im-
pactaran en la disminucién de la incidencia de la enfermedad.

Figura 1. Evolucién del porcentaje de animales positivos a
brucelosis en la provincia de Formosa, por especie y afio
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Introduccién: La leptospirosis es una enfermedad
infecciosa que afecta a los animales de produccion,
animales de compaiiia, silvestres y en forma accidental
al hombre. Esta zoonosis es causada por distintos
serovars de Leptospira spp. En los pequefios rumiantes
produce abortos, natimortos, crias débiles, retencion
placentaria y mastitis ocasionando importantes pérdidas
econémicas. El diagndstico serolégico es una
herramienta diagnéstica de utilidad para esta
enfermedad. Los titulos de anticuerpos (Ac) aparecen
entre los 6 y 12 dias después de la infeccién y luego
declinan moderadamente, aunque pueden persistir por
semanas o afios. Una de las pruebas seroldgicas
utilizadas para determinar el nivel de Ac es la prueba de
aglutinacién microscoépica (MAT), que es la técnica de
referencia internacional. El resultado de la prueba MAT
debe ser interpretado teniendo en cuenta datos
epidemiol6gicos como vacunacion, infecciones crénicas,
ingreso de animales, caracteristicas de los terrenos, etc.
Cuando se observa seroconversion en muestras
pareadas (tomadas con intervalos de 10-15 dias),
estamos ante una infeccion reciente. El objetivo de este
trabajo fue estudiar poblaciones caprinas con la prueba
MAT para leptospirosis en el departamento Belgrano
ubicado al noroeste de la provincia de San Luis,
Argentina.

Materiales y métodos: En base a los antecedentes de
prevalencia de caprinos con leptospirosis del 23 %,
aceptando un error relativo del 30% y fijando un nivel de
confianza del 95% se determiné, mediante un disefio de
muestreo en dos etapas, que el nimero minimo de
establecimientos caprinos a incluir seria de 50. Se
analizaron poblaciones estratificadas segun el nimero
de animales/ majada: majadas de hasta 100 animales,
majadas entre 100 y 300 animales y majadas con mas
de 300 animales (Tabla 1). Se extrajo una Unica muestra
de suero por caprino por venipuncion de la vena yugular.
Los sueros caprinos fueron congelados y luego enviados
para su analisis al laboratorio de leptospirosis de INTA
Castelar, referencia de OIE. Los sueros caprinos fueron
enfrentados a 9 serovares Ballum Castellonis, Canicola
Canicola, Grippotyphosa Grippotyphosa,
Icterohemorrhagiae Copenhageni, Pomona Pomona,
Pyrogenes Pyrogenes, Wolffi 3705, Tarassovi
Perepelicin y Hardjo Hardjoprajitno. Los titulos de Ac
iguales 0 mayores a 1/100 se consideraron positivos
(Comité Cientifico Permanente de Leptospirosis,
AAVLD).

Resultados

En total, 523 sueros caprinos fueron analizados
provenientes de 50 establecimientos del Departamento
de Belgrano, provincia de San Luis. Se encontr6 que 6
establecimientos (12 %) fueron positivos, y sobre los
523 animales muestreados, 23 ejemplares fueron
positivos (4,4%) a al menos un serovar de Leptospira
spp. Fueron positivos al serovar Pomona Pomona el 80
%, seguido de Canicola Canicola 15 % y Wolfii 3705 5
%.

Tabla 1: Establecimientos y caprinos positivos segun el
estrato

Estratos Establecimientos | Caprinos
(n°anim.) | POS TOTAL | POS TOTAL
<100 0 44 0 344
101- 300 5 5 14 119
> de 300 1 1 9 60
TOTAL 6 50 53 523

Discusion: Estos resultados preliminares son una
aproximacion a la prevalencia de leptospirosis en
caprinos del departamento Belgrano de la provincia de
San Luis. La importancia productiva y zoonética de la
leptospirosis sugiere que la misma debe ser atendida. Si
bien titulos de Ac registrados indican que estos animales
estuvieron en algiin momento en contacto con cepas de
Leptospira spp. seria a futuro necesario un muestreo
pareado para evaluar las infecciones activas por esta
bacteria. Si bien la leptospira se disemina con mayor
facilidad en regiones donde hay humedad y abundante
agua, en zonas semiaridas también estd presente y
puede ocasionar problemas sanitarios, por lo que testear
esta zoonosis es importante en todas las regiones de
nuestro pais .Los resultados de MAT aportan
informacion adicional al veterinario para que,
conociendo la situacion epidemioldgica de los rodeos,
pueda obtener un diagnoéstico preciso, y controlar la
salud de los caprinos, asi como cuidar la salud de las
familia rurales que puedan estar en situacion de riesgo.
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Introduccién: La brucelosis y la leptospirosis son
zoonosis de alto impacto en la salud animal y humana.
La brucelosis canina es ocasionada por Brucella canis
aunque los canes pueden infectarse y ser portadores de
especies lisas de Brucella como B. abortus; B. melitensis
y B. suis (MSal, 2013). El agente etiologico de la
leptospirosis es una espiroqueta del género Leptospira,
especie L. interrogans, que afecta a los animales y al
hombre (MSal, 2014). La poblacion canina puede
exponerse a estas infecciones a través del contacto con
animales portadores, orina u otros fluidos infectados
presentes en el medio ambiente; por via congénita o
neonatal y por transmisién sexual. La incidencia de las
zoonosis en la poblacion humana y animal dependen del
medio (urbano o rural), las condiciones ambientales, y la
presencia del hospedador en el lugar (Scialfa, 2014). La
distribucion espacial de estas enfermedades depende
del patrén geografico que siguen los factores de riesgo.
La identificacion de éareas geogréficas que presentan
mayor frecuencia de casos y de los factores de riesgo
brindaria la informacion necesaria para la toma de
decisiones en Salud Publica. Maria Ignacia Vela es una
comunidad rural con caracteristicas que podrian resultar
propicias para la presentacion de Brucelosis y
Leptospirosis canina. No existen suficientes estudios en
la comunidad rural que detecten patrones espaciales de
estas enfermedades. El objetivo del presente trabajo es
analizar la distribucion espacial de la seroprevalencia y
de los factores de riesgo asociados a la brucelosis y
leptospirosis en caninos de Maria Ignacia Vela.
Materiales y métodos: Mediante un muestreo no
probabilistico por conveniencia se tomaron muestras de
sangre de 77 canes y se encuestd a los propietarios
utilizando un cuestionario disefiado para tal fin en el que
se indago6 sobre los posibles factores de exposiciéon que
pudieran estar asociados a las infecciones. Se
georeferenciaron (latitud/longitud) las zonas donde
habitaban y/o permanecian las mascotas (domésticas y
callejeras). Los anticuerpos (Ac) anti S-Brucella (B.
abortus, B. melitensis, B. suis) se detectaron mediante la
prueba del antigeno tamponado en placa (BPA). Los Acs
anti R-Brucella (B. canis) se determinaron por
microaglutinacién rapida en placa (RSAT) con el
agregado de 2 mercaptoetanol (RSAT-2ME). Para la
deteccion de Acs anti-Leptospira se utilizé la técnica de
aglutinacion microscépica con antigenos vivos (MAT).
Con los datos recabados vy los resultados de laboratorio
se conform6 una base de datos empleando Epi Info
v.3.5.3 (2011). El andlisis espacial se realiz6 a partir de
georeferenciacion del lugar de residencia de cada
individuo, la cual se asocié a la base de datos descripta
y se visualizé la distribucion espacial mediante el
programa QGis 2.10.1 (2004) y Google Earth. Se
identificaron los clusters utilizando el modelo de
distribucion de probabilidades de Bernoulli con el
programa SaTScan v9.4.2 (2015). Resultados: Todos
los sectores de la localidad se encontraron
representados de manera espacial. Las muestras
incluyeron 77 canes, de los cuales 48 (62,3%) fueron

hembras. El rango de edad fue de 5 meses a 11 afios
(edad promedio 2,5 afios, SD 2,76). El 1,4% de las
muestras analizadas fueron positivas a BPA, el 10,1%
fueron positivas a la técnica de RSAT-2ME vy el 29,3%
resultaron positivas a la técnica de MAT (Serogrupos
Icterohaemorrhagiae, Hebdomadis, Sejroe, Canicola,
Grippotyphosa y Ballum). En el andlisis espacial (Figura
1) se encontraron clusters significativos (p<0,05) para la
presencia de Acs anti-B. canis (p=0,016), L. Ballum
(p=0,046), L. Canicola (p= 0,046) y L. Hebdomadis (p=
0,012). Se encontraron agrupamientos significativos de
la mayoria de los factores de riesgo analizados.
Asimismo, se solaparon los clusters del factor “acceso a
plaza” y el de la seropositividad a B. canis. También, se
encontré una zona delimitada de mayor riesgo, donde se
superpusieron los agrupamientos significativos de los
clusters de los serogrupos de Leptospira junto con los de
las variables: trabajo rural con animales; contacto con
roedores; contacto con porcinos, contacto con equinos,
contacto con aves de corral, contacto con lagomorfos,
acceso a zanjones y habitos de caza de los canes.

.‘Y'//, ) Google earth

Fig. 1: Clusters detectados en el andlisis espacial.

Discusion: El andlisis espacial fue de utilidad para
conocer la distribucion de los casos y los factores
asociados, indicando una posible relacion entre las
caracteristicas descriptas en el ambito de Maria Ignacia
Vela y la aparicion de estas enfermedades zoondticas.
Se ha detectado que en la zona no periférica de la
localidad el factor “acceso a plaza” se asociaria con la
seropositividad de la poblacion canina a B. canis. Las
zonas con mayor riesgo de presencia de Acs anti-
Leptospira spp. se asociarian a caracteristicas mas
rurales donde el contacto de los canes con otras
especies y los habitos de trabajo rural o de caza
propiciarian la presentacién de dicha infeccion.
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Introduccién: La brucelosis y la leptospirosis son
zoonosis de alto impacto en la salud animal y humana.
La brucelosis es causada por microorganismos del
género Brucella, B. abortus; B. melitensis; B. suis y B.
canis son las especies patégenas para el hombre (MSal,
2013). El agente etiolégico de la leptospirosis es una
espiroqueta del género Leptospira, especie L.
interrogans (MSal, 2014). La poblacion canina esta
expuesta a estas infecciones a través del contacto con
animales portadores, con orina u otros fluidos infectados
presentes en el medio ambiente; por via congénita o
neonatal y por transmisién sexual. La descripcion y la
cuantificacion de estas zoonosis y el estudio de la
asociacién entre la exposicion a determinados factores y
la enfermedad brindarian informacién necesaria para la
toma de decisiones en Salud Publica. El objetivo general
es conocer la prevalencia de la brucelosis y la
leptospirosis en caninos de la poblacién rural de Maria
Ignacia Vela e identificar los factores asociados a su
presentacion. Materiales y métodos: Mediante un
muestreo por conveniencia se tomaron muestras de
sangre a 77 canes. Mediante un cuestionario disefiado
ad-hoc se indag6 sobre los posibles factores asociados
con la infeccién. Los anticuerpos anti S-Brucella (B.
abortus, B. melitensis, B. suis) se detectaron mediante la
prueba del antigeno tamponado en placa (BPA). Los
anticuerpos anti R-Brucella (B. canis) se determinaron
por micro-aglutinacion rapida en placa con el agregado
de 2-mercaptoetanol (RSAT-2ME). Para la deteccién de
anticuerpos anti-Leptospira se utilizé la técnica de
aglutinacion microscopica con antigenos vivos (MAT). Se
determind la prevalencia de anticuerpos anti-Brucella
discriminando entre especies lisas y B. canis;
anticuerpos anti-Leptospira spp. y para cada serogrupo.
Se estim6 el intervalo de confianza del 95% (IC 95%).
Los factores asociados a la presencia de anticuerpos se
analizaron en un andlisis bivariado (prueba de Chi? o
Test exacto de Fisher). Posteriormente, se efectud un
analisis multivariado, utilizando la técnica de regresién
logistica. Se calcularon los Odds Ratio (OR), utilizando
un 95% de nivel de confianza. Los andlisis estadisticos
se efectuaron con los programas Epi Info v.3.5.3 (2011)
y SAS, v.9.3 (2015). Resultados: De los 77 canes
incluidos en el estudio, 48 (62,3%) fueron hembras. El
rango de edad fue de 5 meses a 11 afios (edad media
2,5 afios, SD 2,76). Treinta y tres canes (45,2%) fueron
regalados a sus duefios; 29 (39,7%) provenian de
protectora o eran callejeros; 7 (9,6%) eran hijos de
mascota propia; 3 (4,1%) se adquirieron en criaderos y
un animal (1,4%) era originariamente de veterinaria. En
la Tabla 1 se observan las exposiciones de riesgo mas
frecuentes de las mascotas.

Tabla 1. Factores de riesgo de los caninos estudiados.

EXPOSICION FRECUENCIA n/N (%)

Contacto con otros caninos 52/77 (67,5)

Roedores en domicilio 48/75 (64)

Acceso a aguas estancadas 38/72 (52,8)

Acceso a calle 31/77 (40,3)

Acceso a zona rural 29/77 (37,7)

Contacto con porcinos 10/77 (13)

El 1,4% (IC 95% O0-7,7) de las muestras analizadas
fueron positivas a BPA, mientras que el 10,1% (IC95%
4,5-19) y el 29,3% (IC95% 19,7-40,4) de las muestras
analizadas fueron positivas a la técnica de RSAT-2ME y
a MAT, respectivamente. La seroprevalencia segun
serogrupos encontrados se describe en la Tabla 2.

Tabla 2. Serogrupos de Leptospira que reaccionaron
mediante MAT.

SEROGRUPO Frecuencia n/N (%; IC 95%)
Icterohaemorrhagiae 10/82 (12,2; 6-21,3)
Hebdomadis 9/82 (11, 5,1-19,8)
Sejroe 6/82 (7,3; 2,7-15,2)
Canicola 6/82 (7,3; 2,7-15,2)
Grippotyphosa 3/82 (3,7; 0,8-10,3)
Ballum 3/82 (3,7-0,8-10,3)

Se encontré que el contacto con porcinos fue un factor
asociado a la presencia de anticuerpos anti-Leptospira
(OR 4,5, IC95% 1,14-17,62). El 60 % de los individuos
que tuvieron contacto con porcinos presentaron
serologia positiva a Leptospira, mientras que de los
canes que no tuvieron contacto con porcinos, el 25% fue
positivo. Asimismo, la presencia de roedores se asoci6
de manera bivariada a la presencia de anticuerpos anti-
Leptospira serogrupo Sejroe serovar Hardjo (p=0,021).
Discusion: La baja seroprevalencia detectada por BPA
(1,4%) indica que la infeccion por S-Brucella estaria
controlada en la mayoria de las especies domésticas. La
proporcién de canes positivos a B. canis se encuentra
cercana a los valores esperados para perros
vagabundos en Argentina (MSal, 2013). La
seroprevalencia encontrada podria deberse a la cercania
de los perros domiciliarios con los callejeros, al estrecho
contacto con otras especies y al facil acceso a aguas y
ambientes contaminados, aunque estos factores no se
asociaron estadisticamente a la infeccion. La elevada
prevalencia de anticuerpos anti-Leptospira presenta
concordancia con valores descriptos por otros autores
(Samartino, 2007). Los serogrupos detectados con
mayor frecuencia (Icterohaemorrhagiae y Hebdomadis)
tienen como reservorios a roedores de la especie Rattus
rattus y al ganado porcino (Seijo, 2002). El contacto de
los canes con porcinos, mas la presencia de roedores en
el ambiente, serian los factores de riesgo mas
vinculados con esta seropositividad. La poblacién canina
es un posible factor de riesgo para la poblacion humana
expuesta. Es importante reforzar los programas de
control sanitario de los canes (domiciliarios y
vagabundos), a través de la vacunacién contra
leptospirosis y castracién, como asi también, mejorar las
medidas de saneamiento ambiental a fin de evitar la
proliferacién de roedores.
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Introduccién

El sindrome diarreico (SD) es una importante causa de
morbilidad y mortalidad en terneros en rodeos lecheros. Su origen
es multifactorial y varios enteropatégenos (EPs), como
Cryptosporidium parvum, rotavirus grupo A (RVA), coronavirus
(CoV), Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) y
Salmonella spp., han sido relacionados. Sin embargo, la
frecuencia de EPs se estima en muchos casos a través del reporte
de laboratorios de diagnéstico. El objetivo de este estudio es
determinar la prevalencia de EP en terneros de rodeos lecheros
de la provincia de Buenos Aires y evaluar su asociacion con el SD
y la edad.

Materiales y métodos

Un estudio transversal con un muestreo en dos etapas fue
realizado en rodeos lecheros de la provincia de Buenos Aires. Se
asumio, en base a estudios previos (Bellinzoni et al., 1990), una
prevalencia de rodeos con EPs del 75%. Se fijé un nivel de
confianza del 95% y un error en la estimacion del 15%. En total,
31 rodeos lecheros y un minimo de 12 terneros por rodeo,
seleccionados al azar, fueron evaluados. La apariencia fisica de
las heces fue categorizada en diarrea (heces liquidas a
semiliquidas) y no diarrea (heces firmes o que se deforman
levemente). La ocurrencia de diarrea fue el indicador de SD. Se
estudio la prevalencia de 5 EPs: C. parvum, RVA, CoV, STEC y
Salmonella spp. La presencia de ooquistes de C. parvum se
determind a través de microscopia 6ptica y su especie por PCR-
RFLP. La presencia de RVA y CoV se determiné por ELISA. La
presencia de STEC se determind por aislamiento en agar
MacConkey y PCR especifica para la deteccion de las toxinas
Shiga del tipo 1 y del tipo 2. La presencia de Salmonella spp. se
determind por pre-enriquecimiento en caldo Tetrationato y
Rappaport-Vassiliadis con posterior cultivo placas de agar Bismuto
Sulfito y XLD (Xilosa, Lisina, Desoxicolato). Para comparar la
frecuencia de EP segun la edad, se conformaron dos grupos de
terneros segun el valor de la mediana. Se evallo, a través del test
chi-cuadrado, la asociacién estadistica entre los EPs y el SD y
entre los EPs y la edad.

Resultados y Discusion

En total, se colectaron 672 muestras de heces de terneros
pertenecientes a 31 rodeos lecheros. A nivel individual, la
prevalencia de excrecion de C. parvum, RTA, CoV y STEC fue del
19% (125/672), 7% (49/672), 6% (38/672) y 3% (23/672),
respectivamente. No se detect6 la presencia de Salmonella spp.
El SD estuvo significativamente asociado con la excrecion de C.
parvum (p = 0,0001) y RVA (p = 0,0096) pero no estuvo asociado
a la excrecion de CoV (p = 0,3260) y STEC (p = 0,2214). La
mediana de edad fue 20 dias por lo que se comparo la prevalencia
de EP entre los terneros de 1 a 20 dias de edad versus los terneros
de 21 a 90 dias. Para todos los EPs se observ6 una disminuciéon
de la prevalencia con el incremento de la edad (Tabla 1), con
similar orden de relevancia (C. parvum > RVA > CoV > STEC). La
disminucién de la prevalencia con el incremento de la edad fue
significativa para C. parvum (p < 0,0001), RVA (p = 0,0014) y CoV
(p = 0,0001) pero no para STEC (p = 0,6231). A nivel rodeo, la
prevalencia de excrecion de C. parvum, RTA, CoV y STEC fue del
71% (22/31), 55% (17/31), 35% (11/31) y 15% (5/31),
respectivamente.

Nuestros resultados muestran que C. parvum es el EP méas
prevalente en terneros de rodeos lecheros (Tabla 1). Por lo cual,
debe atenderse su impacto como zoonosis y las medidas de
manejo que limiten su frecuencia. En coincidencia con estudios
previos (Bellinzoni et al., 1990), RVA fue el segundo EP mas
prevalente. Teniendo en cuenta estos hallazgos, C. parvum y RVA
serian los EP mas importantes en el desarrollo de la patogenia del
SD, mientras que CoV y STEC, tendrian un rol menor. La mayor
prevalencia de C. parvum, RVA 'y CoV entre los 1y 20 dias sugiere
una mayor susceptibilidad de los terneros jévenes, en consistencia
con lo reportado por la literatura (referencias). La disminucién de

la prevalencia con la edad podria deberse al desarrollo
inmunoloégico del ternero (Silverlas et al., 2009). La presencia de
STEC en terneros es baja aunque alerta sobre un potencial riesgo
zoon6tico. Mientras que, la ausencia de Salmonella spp., sugiere
que su presentacion es esporadica en terneros de la region en
estudio. Este trabajo revela los EP més prevalentes y asociados al
SD en terneros y puede orientar en el desarrollo estrategias
preventivas y terapéuticas que los contemplen.

Tabla 1: Prevalencia de EPs segun la edad de los terneros

Edad
Enteropatégenos 1 a 20 dias 21 a 90 dias
C parvum 30 % (104/346) 6% (21/326)
RVA 10% (36/346) 4% (13/326)
CoV 9% (31/346) 2% (7/326)
STEC 4% (13/346) 3% (10/326)

Conclusiones

Los EP maés prevalentes a nivel rodeo y a nivel individual
fueron, en orden de relevancia: C. parvum, RVA, CoV y STEC. No
se detectd la presencia de Salmonella spp. El SD en terneros
estuvo significativamente asociado a la excrecion de C. parvum y
RVA. La prevalencia de EPs disminuye con la edad.
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Introduccion

Los estudios seroepidemiolégicos permiten estudiar la
distribucion de las enfermedades de manera indirecta, mediante
la deteccion sérica de marcadores de infeccion y de inmunidad.
La leptospirosis es una enfermedad infectocontagiosa y
antropozoonotica de distribucion mundial provocada por una
bacteria del género Leptospira. Las cepas patdgenas afectan
indistintamente al hombre, a animales domésticos y silvestres.
La enfermedad puede transmitirse directamente entre
hospedadores en contacto estrecho, a través de la orina, por via
venérea, transferencia fetal, mordeduras o ingestion de tejidos
infectados ya que el microorganismo penetra a través de
mucosa o piel sana o dafiada. La aparicion de la infeccion y/o
enfermedad estard condicionada no sélo por la presencia de
animales que eliminan Leptospira spp., sino también, por las
condiciones socioeconémicas, culturales y climaticas de cada
region que contribuyen al mantenimiento de Leptospira spp. en
el ambiente y favorecen su contacto con los hospedadores
(Levett, 2004). Para el diagnoéstico de la enfermedad, los
métodos indirectos son aquellos que detectan la presencia de
anticuerpos formados en respuesta a la entrada del agente y
constituyen los métodos de laboratorio mas utilizados en la
clinica diaria. En el inmunoanalisis, se ponen de manifiesto, las
inmunoglobulinas que hacen su aparicién entre el 5y 10 dias de
comenzada la fase invasiva, siendo las mismas en primer lugar
del tipo IgM y posteriormente las IgG. Las primeras, pueden
detectarse hasta 3 meses de comenzada la enfermedad, las
segundas, son factibles de cuantificar hasta 2 afios después. En
Argentina se estima una prevalencia de 10 a 60% aunque estos
valores pueden variar de acuerdo a la zona y momento del
estudio (Martin y cols. 2014; Rubel y cols. 1997). Para el
diagnéstico de la enfermedad en caninos, se utilizan
comunmente las pruebas de aglutinacion macroscopica en placa
con antigeno termo resistente (TR) y la aglutinacion
microscopica (MAT), siendo esta Ultima la de referencia
(Brihuega, 2010). Los objetivos del presente trabajo fueron: 1)
Evaluar la técnica de TR como tamiz diagnostico de leptospirosis
canina; 2) Determinar la frecuencia de leptospirosis canina en el
Partido de Lomas de Zamora, Buenos Aires; proporcionando
informacion y herramientas técnicas para el control
epidemioldgico de la enfermedad.

Materiales y métodos.

Se utilizaron 100 muestras de suero provenientes de caninos
con propietario, que ingresaron al Hospital Veterinario Banfield,
Partido de Lomas de Zamora, zona sur del Gran Buenos Aires,
durante el periodo establecido entre enero y junio de 2016. Se
muestrearon todos los animales que ingresaron al Hospital con
signologia compatible con leptospirosis. Para cada uno de los
pacientes, se confeccion6 una ficha electrénica donde se
detallaron los siguientes datos: edad, raza, sexo, lugar de
residencia, signos clinicos, motivo de consulta, plan de
vacunacion. Para la detecciéon de anticuerpos se utilizaron las
pruebas de TR (Antigeno proporcionado por el Laboratorio del

INER, Dr. Coni, Santa Fe) y MAT para los serovares:
Castellonis, Canicola, Copenhageni, Pomona, Pyrogenes,
Grippotyphosa, Wolffi, Hardjo y Tarassovi. Se parti6 de una
dilucién 1/100 (suero + antigeno) enfrentando cada suero con los
distintos antigenos para verificar la presencia de anticuerpos. Se
consider6 reactivo un suero que aglutinara el 50 % de Leptospira
spp en comparacion con un control. Aquellos sueros que
reaccionaron en la primera prueba fueron diluidos en progresién
geométrica en base 2. La Ultima dilucion que present6 la
aglutinacién mencionada fue considerada como titulo final. Los
resultaron fueron analizados estadisticamente mediante software
de dominio publico (WinEpi). En nuestro estudio, consideramos
como casos confirmados (animales positivos) aquellos que
presentaron un titulo a MAT mayor o igual a 1/200, no
vacunados contra leptospirosis y con signologia clinica y
parametros de laboratorio compatibles con la enfermedad
(Lilenbaum y cols. 2002).

Resultados y discusién

La prueba diagnédstica de TR evaluada present6 una sensibilidad
de 68.0% y una especificidad de 73.5% (Intervalo de confianza
de 99%). La baja sensibilidad y especificidad de la prueba de TR
sugieren que no seria recomendable su uso como método
diagnéstico de tamizaje, para la deteccién de leptospirosis
canina. Resaltamos el uso de MAT como prueba de referencia.
Asimismo, en la poblacién estudiada se observé una prevalencia
real del 18.1%, siendo el serovar Canicola el de mayor
incidencia; mientras que, la prueba diagndstica evaluada mostro
una prevalencia aparente del 34.1%. Este estudio
seroepidemiolégico de leptospirosis canina en el Partido de
Lomas de Zamora, presenta una tematica original para la zona
geogréfica elegida y de interés no sélo para la medicina
veterinaria sino también para la salud publica por ser esta
enfermedad una afeccién zoondtica.

Bibliografia.

1- Levett P.N. Leptospirosis: A forgotten zoonosis? Clin. and
App. Inmunology Rew. 2004; 4: 435-448.

2- Brihuega, B. Leptospirosis- Técnicas diagndsticas. Rev.
Enfermedades Infecciosas Emergentes (REIE) 2010; N 5

3- Rubel, D., Seijo, A., Cernigoi, B., Viale, A., Wisnivesky-Colli,
C. Leptospira interrogans en una poblacion del Gran Buenos
Aires: variables asociadas con la seropositividad. Rev. Panam.
Salud Publica/Pan Am. J. public Health 1997; 2 (2)102-105

4- Martin PL, Molina MC; Stanchi N; Corrada Y; Cuelli A; Cobos
M; Ozaeta MB; De Palma V; Arauz MS. Prevalencia de
leptospirosis en caninos de La Plata. Argentina. 2014. XX
Reunién cientifico-Técnica de la Asociacion Argentina de
Veterinarios de Laboratorio de Diagnéstico.

5- Lilenbaum W., Ristow P., Fraguas SA., da Silva ED.
Evaluation of a rapid slide agglutination test for the diagnosis of
acute canine leptospirosis. Rev Latinoam Microbiol 2002; 44 (3-
4): 124-12.



E27- PREVALENCIA DE TRICOMONOSIS Y CAMPYLOBACTERIOSIS EN RODEOS BOVINOS
DE LA PROVINCIA DE SALTA

C. Gorchs?, A. Mazzuca!, M Burgos Zamudio?, C Casaretto!
1. Laboratorio San Isidro, Salta. carolina.gorchs@labsanisidro.com.ar

Introduccién

Se conocen como enfermedades venéreas de los bovinos
a la Tricomonosis, producida por el protozoario
Trichomona foetus, y la Campylobacteriosis bovina, cuyo
agente etiolégico es Campylobacter fetus, subsp
venerealis y fetus (bacilo delgado, curvado y Gram
negativo) Estas enfermedades son conocidas por
provocar mermas en los porcentajes de prefiez entre el
15% y el 25%, o0 aun mayores, segun se encuentren solas
0 asociadas. Ambas enfermedades producen muerte
embrionaria, abortos y subfertilidad en las hembras, las
cuales frecuentemente superan la infecciéon, generando
inmunidad. Los toros por su parte son portadores
asintomaticos de la enfermedad, siendo los principales
responsables de su transmision. El diagnéstico de las
enfermedades venéras de los bovinos puede realizarse
tanto a partir de fetos abortados, como a partir de
muestras de hembras o toros. La Tricomonosis puede
diagnosticarse mediante cultivo y observacién directa o
por PCR, mientras que la Campylobacteriosis se
diagnostica por inmunofluorescencia directa o cultivo
bacteriano. La herramienta de muestreo mas
frecuentemente utilizada para el diagndstico es el raspaje
prepucial de la totalidad de los toros del rodeo.

El objetivo de este trabajo es presentar los resultados
obtenidos para el diagndstico de Tricomonosis y
Campylobacteriosis en un laboratorio de la provincia de
Salta durante el afio 2015.

Materiales y Métodos

Se procesaron 8455 muestras para el diagnostico de
Tricomonosis y 8216 muestras para el diagnodstico de
Campylobacteriosis.

Para el diagnéstico de Tricomonosis se procedi6 al cultivo
de las muestras a 37°C (MedioTricho Azul®), y a su
observacion al microscopio 6ptico durante 10 dias. En los
casos en los gue se observd presencia de protozoarios
flagelados, se procedio a la realizacion de un extendido y
coloracion de Giemsa, para confirmar el diagndstico por
morfologia. En algunos casos los aislamientos fueron
ademas corroborados por PCR. Para el diagnostico de
Campylobacteriosis se  utiliz6 la técnica de
Inmunofluorescencia.Directa (conjugado CAMPY
AZUL®). La muestra que presento bacterias
fluorescentes con la morfologia tipica de C. fetus se
consider6 positiva.

Resultados.Los resultados obtenidos a nivel individual se
presentan en la siguiente tabla:

Tricomonosis | Campylobacteriosis

Total de

muestras 8455 8216
evaluadas

Positivos 97 (1,15%) 31 (0,38%)

Negativos 8358 8185

A nivel rodeo, se encontré un 18% de establecimientos
positivos a Tricomonosis (sobre un total de 89 campos) y
20% de establecimientos positivos a Campylobacteriosis
(sobre 87 campos evaluados).

Discusion

Si bien los resultados obtenidos a nivel rodeo se
asemejan a aquellos que han sido publicados en otras
partes del pais (Campero indica en ultimos afios indica
una persistencia de la prevalencia hacia ambas
enfermedades del 10 al 20 % de los rodeos); el
porcentaje de toros positivos es menor a la observada en
esos trabajos (2 al 3 % de toros afectados segin
Campero). Esto puede deberse a que realmente el
porcentaje de toros infectados en NOA es menor, pero
también puede tratarse de falsos negativos. Por lo que
hemos observado a lo largo de estos afios de trabajo, la
presencia de falsos negativos puede deberse a malas
condiciones de obtencion de la muestra (suciedad, mala
técnica de raspado, por ejemplo), como también al mal
manejo de las muestras una vez obtenidas y/o a la
demora para su remision al laboratorio.

Resulta indispensable que los veterinarios de campo
tomen consciencia de la importancia de su trabajo en la
toma y remision de muestra, y en el manejo e
identificacion de los animales para que los resultados de
las técnicas de diagndstico descriptas sean de utilidad en
la mejora sanitaria de los rodeos
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Introduccion. Las enfermedades infecciosas de la
reproducciéon son una de las principales causas de
pérdidas en la cria bovina. Las infecciones por el virus
de la Diarrea Viral Bovina (DVB), el Herpes Virus Bovino
(HVB) y la neosporosis (Neospora caninum- N.c) estan
ampliamente distribuidas en la pampa humeda.
Brucelosis es la Unica que estd bajo control oficial. El
objetivo fue caracterizar estas cuatro enfermedades en
bovinos de cria e identificar potenciales factores de
riesgo.

Materiales y métodos. Se realizé un muestreo al azar,
por el método en dos etapas en ganado bovino de cria
en el distrito de Olavarria, provincia de Buenos Aires
(36° 52'06,21"S; 60° 33'48.42"0). Se utilizé para el
célculo del n una prevalencia esperada del 0,08; error
relativo del 0,2; confianza del 95 % y tasa de
homogeneidad baja. El calculo del n y la seleccién de los
establecimientos se realizaron con el programa
ProMESA v1.3. El tamafio de la muestra fue de 2220
sueros de 73 predios, tomando 30 de cada uno. La
determinacién de anticuerpos en suero para ambas
infecciones virales fue realizada mediante una prueba
estandar de seroneutralizacion (positivo 1:8) en INTA
Balcarce. Brucelosis: se utilizaron las pruebas y criterios
recomendadas por SENASA: BPA y FPA. La deteccién
de anticuerpos contra N.c. se realiz6 con la técnica de

ELISA indirecto (CIVTEST BOVIS NEOSPORA,
Laboratorios Hipra SA) en las muestras de suero diluidas
1/100 en solucién provista por el kit comercial; el
resultado se interpreté de acuerdo a los criterios fijados
por el proveedor. Estos dos analisis fueron realizados en
el Laboratorio Diagnéstico Olavarria. A cada productor
se le realiz6 una encuesta estructura con 50 preguntas
relacionadas a la epidemiologia de las 4 enfermedades.
La relacién entre la seroprevalencia a las 4 infecciones
y los potenciales factores de riesgo registrados en las
encuestas se evalué mediante un andlisis de regresion
logistica univariado y multivariado. Se obtuvo la
significancia de cada asociacién (X?2) y el Odds Ratio
(OR) consus IC al 95 %. Se utilizé el programa SAS para
analizar los datos.

Resultados. Se obtuvieron 2189 muestras de 73
establecimientos y se completaron 71 encuestas.
Brucelosis: 32 muestras fueron positivas; la
seroprevalencia fue 1,5 % (ICos%: 1,0-2,0 %) y estas
muestras pertenecian a 9 establecimientos (12,3 %).
Ademads, 23 de las positivas pertenecian a solo dos
establecimientos. De acuerdo a las encuestas, la
retencién de vientres vacios aumento el riesgo de
seropositividad en 6,7 veces (OR=6,7; ICos%: 1,1-41,8;
P=0,04), y la retencion de vientres que abortaron
aumento el riesgo de seropositividad a Brucelosis en
32,4 veces (OR=32,4; ICosy: 2,6-409,1; P<0,01).
Neosporosis: 297 muestras fueron positivas; la
seroprevalencia fue 13,6 % (ICes%: 12,1-15 %). Solo en
un predio no se detectaron muestras positivas. En los
establecimientos con servicio estacionado el riesgo de
seropositividad a N.c. fue 2,5 veces menor (OR=0,4;
ICos%: 0,2-0,5; P<0,01) y la inclusién de alimento
balanceado en la dieta de los perros se asoci6 a una
disminucién en 1,4 veces del riesgo de seropositividad a
N.c. (OR=0,7; ICes%: 0,5-0,9; P=0,01).

DVB: 1023 muestras fueron positivas: 56,1 % (ICos%:
53,8-57,9), todos los predios presentaron al menos un
animal con anticuerpos. El uso de vacuna contra
IBR/DVB disminuyo el riesgo de seropositividad a BVD
en 1,7 veces (OR=0,6; 1Cos%: 0,3-1,0; P=0,04).

HVB: 209 muestras fueron positivas, seroprevalencia 23
% (ICos%: 21,9-25,5 %). Setenta de 73 establecimientos
tuvieron reactores (98%). En establecimientos que
utilizaron vacuna reproductiva, el uso en forma regular,
dentro del plan sanitario, disminuyo el riesgo de
seropositividad a HVB en 2,5 veces, en comparaciéon con
los que la utilizaron en forma ocasional (OR=0,4; 1Cgs%:
0,2-0,7; P<0,01).

Discusion

La prevalencia de brucelosis se encuentra en el rango
superior de los valores descriptos para la region por el
SENASA. Los factores de riesgo asociados a alta
seroprevalencia ratifican la importancia de las medidas
clasicas de control de la enfermedad: eliminar vacas no
paridas y abortadas que son las que mantienen la
infeccién en un rodeo. La seroprevalencia de N.c., tanto
en bovinos como en rodeos, es algo mayor que la
registrada por otros autores en la provincia de Buenos
Aires en ganado bovino de cria. N.c. esta presente en
la regién y hay transmisién horizontal y vertical en todos
los establecimientos. El servicio estacionado y la
alimentacion de perros con alimento balanceados
actuaron como factores de protecciéon. Ambas practicas
pueden actuar reduciendo la potencial ingesta de restos
infectados de placentas o fetos por parte de los perros
en el campo, reduciendo de esta manera la probabilidad
de transmisién horizontal.

Los resultados muestran la amplia distribucién de HVB y
del vDVB en la regién estudiada. La prueba serolégica
utilizada no permite diferenciar si estos anticuerpos
pertenecen a animales naturalmente infectados o a
animales vacunados, o si hay una superposicién de
ambas situaciones. Sin embargo, teniendo en cuenta
que las encuestas indican que la mayoria de las
vacunaciones se realizaron pre-servicio
(invierno/primavera), que los anticuerpos post-
vacunales usualmente duran 4 a 6 meses y que el
relevamiento fue realizado durante la prefiez (otofio),
podria especularse que la mayoria de los anticuerpos
detectados son producto de la circulacién viral. El uso de
vacunas reproductivas estuvo asociado
significativamente como factor de proteccion para
ambas enfermedades virales.
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Introduccién

La neosporosis bovina es causada por Neospora caninum
protozoario Apicomplexa, cuyo principal efecto patégeno es
el aborto. N. caninum se transmite principalmente por via
transplacentaria con gran eficiencia o a partir de alimentos
contaminados con ooquistes descargados al medio
ambiente con la materia fecal de canidos. Estos Ultimos son
los hospedadores definitivos, donde realiza la etapa
coccidial del ciclo. En bovinos persiste en quistes tisulares
establecidos principalmente en el SNC. La neosporosis esta
ampliamente distribuida en rodeos bovinos de diferentes
regiones de Argentina y produce importantes pérdidas
econdmicas. La inmunofluorescencia indirecta (IFl), es la
prueba serolégica mas difundida para el diagnéstico de
neosporosis bovina, aunque algunos laboratorios han
comenzado a reemplazarla por las  pruebas
inmunoenzimaticas como ELISA indirecto (ELISAI) y de
competicion (cELISA) comerciales o desarrollados “in
house”. Debido a la dificultad para obtener un "gold
standard" accesible y de calidad, la validacion se realiza
comunmente por comparacion entre pruebas seroldgicas.
En este trabajo se compar6 el comportamiento de diferentes
pruebas serologicas para la deteccion de neosporosis
bovina en rodeos de cria del Centro-Este de Santa Fe.

Materiales y métodos

Se evaluaron tres pruebas serologicas (IFI, ELISAi y
CELISA-R) desarrolladas "in house" en tres etapas
diferentes y un cELISA comercial (CELISA-VMRD). La
prueba de IFl se evalu6 en dos diluciones. Todas las
pruebas "in house" se basaron en antigenos nativos
obtenidos en cultivos in vitro. Los resultados se expresaron
en % de Inhibicién (%l) para cELISA, % de Positividad (%P)
para ELISAI y dil*para IFI. Los puntos de corte (PC) para
diferenciar positivo/negativo fueron 230%I| (CELISA-VMRD),
>25%l (CELISA-R), 222%P (ELISAIi) y 100 y 200! para IFI.
Para este estudio se seleccionaron 16 rodeos de cria y se
analizaron al azar 22 muestras de bovinos adultos por
rodeo. Las 352 muestras de suero se analizaron en paralelo
con las pruebas seroldgicas mencionadas. Se determind la
prevalencia de neosporosis bovina mediante las distintas
pruebas serolégicas y se analiz6 la dispersion de los
resultados a través del coeficiente de variacion (CV). Se
evalud la concordancia entre pruebas, indice kappa, error
estandar e intervalo de confianza (95%C). Se obtuvo la
sensibilidad (Se) y especificidad (Es) de cada prueba
respecto del resultado (positivo/negativo) definido por la
mayoria de las pruebas ("gold standard"). Se optimizé el
rendimiento de ELISAs mediante el andlisis ROC.

Resultados

Todas las pruebas detectaron bovinos positivos a
neosporosis en los 16 rodeos. La prevalencia promedio por
rodeo vario entre el 9% y 59%. Las diferencias entre pruebas
se observ6 en el diagnéstico de 1 6 2 animales en algunos
rodeos, excepto para IFI-100 que mostr6 mayor dispersion
de casos positivos. Los CV entre las prevalencias
observadas por rodeo fueron < 0,10 en 4 casos, entre 0,10-
0,20 en 8 casos, entre 0,21-0,30 en 2 casos y >0,30 en los
2 restantes. La mayor concordancia fue del 96,8% y se
observé entre cELISA-VMRD y cELISA-R y de 94,8% entre
IFI-100 y IFI-200 (Tabla 1). El andlisis ROC segun el "gold
standard" determinado por el resultado de la mayoria de las
pruebas, mostr6 variacion del PC, Se y Es de los ELISAs
(Tabla 2).

Tabla 1. Neosporosis bovina. Concordancia (C) entre las
diferentes pruebas serolégicas. Indice kappa (K) y error
estandar. Intervalo de confianza 95% .

CELISA-VMRD CELISA-R ELISA-I IFI-100 IF1-200
CELISA-
VMRD
C=965%
CELISAR  k=0,927 (0,0207)
0,887-0,968
C=915% C=895%
ELISA1  k=0,790 (0,0340) k=0,781 (0,0336)
0,724-0,857 0,715 -0,847
Cc=883% C=840% Cc=877%
IFI-100 k=0,744 (0,0374) k=0,664 (0,0406) k= 0,722 (0,0394)
0,671-0,818 0,584-0,743 0,645-0,799
C=90,6% C=860% Cc=912% Cc=948%

IFI-200 k=0,788 (0,0347) k=0,706 (0,0379) k=0,790 (0,0358) k=0,881 (0,0270)
0,720-0,856 0,632- 0,781 0,720-0,860 0,828-0,934

Tabla 2. Rendimiento de las pruebas seroldgicas. Punto de
corte (PC), Sensibilidad (Se) y Especificidad (Es) antes
(estatus 1) y después de la optimizacion (estatus 2) respecto
del resultado de la mayoria de las pruebas.

Prueba  Estatus PC (%; dilY) Se (%) Es (%)

CELISA- 1 >30 98,2 94,1
VMRD 2 242 97,4 97,0
CELISAR 1 =25 99,1 91,1

2 >37 98,3 95,8
ELISA 1 222 89,5 97,4

2 =21 93,9 96,2
IFI-100 - 100 90,4 93,2
IFI1-200 - 200 87,0 99,2

Discusion y conclusiones

Los resultados indican que a pesar de las diferencias de
rendimiento entre pruebas, todas serian Utiles para estudios
epidemioldgicos poblacionales.

La baja sensibilidad de las pruebas de IFl, estaria
relacionada al "gold standard" utilizado, donde todas las
pruebas aportaron peso para definir el estatus de infeccion.
La IFI ha sido ampliamente usada como prueba de
referencia, lo que ha generado un sesgo ya que condiciona
el rendimiento de las pruebas evaluadas. Los cELISA tienen
la ventaja de que los resultados estan mucho mas
polarizados que ELISA-i y admite cambios del PC sin afectar
significativamente la Se y Es de la prueba.

Proyecto INTA: PNSA 1115053. Médulo 684.
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Introduccion

La brucelosis es una enfermedad muy extendida por
todo el mundo. El diagnéstico en bovinos se realiza
mediante el uso de diferentes técnicas entre ellas el
aislamiento del agente etiolégico o el diagndstico por
serologia. Entre las técnicas mas utilizadas para el
diagnéstico serolégico encontramos la del Antigeno
Bufferado en Placa (BPA), Seroaglutinacién lenta en
tubo (SAT), 2-Mercaptoetanol (2-ME), Fijacién del
Complemento (FC), Ensayo por Inmunoadsorcion
ligado a enzimas (ELISA) y la técnica de Polarizacién
Fluorescente (FPA), siendo estos dos Ultimos ensayos
similares o superiores a la FC (OIE 2012). Debido a que
son mas faciles de realizar técnicamente y mas
consistentes se prefiere el uso de cualquiera de ellas a
la FC. La prueba de aglutinacién tamponada en placa,
asi como la FC, el ELISA o FPA, son pruebas
adecuadas tanto para analizar rebafios como animales
individuales, siendo  todos  estos métodos
estandarizados y validados para el ganado bovino (OIE
2012). En especies silvestres, como por ejemplo en
bufalos (Bubalus bubalus), bisonte americano y
europeo (Bison bison, Bison bonasus), yak (Bos
grunniens), ciervo colorado (Cervus elaphus), camellos
(Camelus bactrianus y C. dromedarius), y camélidos
sudamericanos, la infeccion por Brucella sp. sigue un
curso similar que en el ganado bovino. Para estos
animales pueden utilizarse los mismos procedimientos
serolégicos, pero debe ser validados para la especie de
animal estudiada (Gall et al., 2000; 2001). El objetivo de
este trabajo fue comprobar si la técnica de Polarizacion
Fluorescente utilizada para la determinacion de
anticuerpos contra Brucella en bovinos puede ser
utilizada para el diagnéstico de Brucella en
Chaetophractus villosus.

Materiales y Métodos

De un total de 150 C. villosus, capturados en predios
rurales de la provincia de La Pampa, se extrajo (sin
anestesia), por puncion de la rete mirabile de la cola
(Luaces et al. 2011), una muestra de sangre, que fue
centrifugada a 2500 rpm, durante 15 minutos. Luego se
procedi6 a separar el suero, colocarlo en tubos
Ependorf y se los almaceno en un freezer a -20° C,
hasta su procesamiento. A cada uno de los sueros se
les realizé las siguientes pruebas BPA, SAT, 2-ME, FC
y FPA. Para comparar las distintas técnicas de
brucelosis se utiliz6 el Test de concordancia de
diagnéstico (kappa) y la proporcién de conformidad
observada.

Resultados.

De un total de 150 muestras de sueros de C. villosus se
obtuvieron 24 muestras positivas a BPA, las mismas
también resultaron positivas por medio de las técnicas
SAT, 2-Me, FC y FPA, estableciéndose un limite de
corte de 82 mP, A ese nivel de corte la sensibilidad y
especificidad del FPA se ubic6 en el 100%, al igual que
los valores predictivos positivos y negativos.

FPA FPA FPA
Sueros n Min Media | Max

Negativos | 126 3,4 60,9 81,5

Positivos 24 82,6 220,0 277,3

Discusion

El FPA es una técnica que podria ser utilizada para la
deteccion de anticuerpos contra Brucella en C. villosus,
considerandose como valor limite el de 82mP. Trabajos
previos  realizados en animales infectados
experimentalmente con B. suis, en los cuales fue
posible aislar el microorganismo de distintos 6rganos,
mostraron valores muy superiores a los indicados a
partir de las dos semanas de inoculacién (datos sin
publicar). También fue posible constatar los mismos
valores en animales en los cuales B. suis biotipo 1 fue
aislada de 2 animales infectados naturalmente (Kin et
al.,, 2014). Como conclusién podemos decir que la
técnica de FPA mostré excelente correlacion con las
otras técnicas utilizadas (BPA, SAT, 2-ME, FC), siendo
la aplicacion del test practica y rapida aunque requiere
para su aplicacién de aparatologia costosa. Aunque
FPA puede ser recomendada para el diagnéstico de
rutina de la brucelosis en Chaetophractus villosus, la
evaluacion de la técnica incluyendo mayor nimero de
muestras positivas 'y negativas deberia ser
considerada.
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I3- ESTANDARIZACION DE LA POTENCIA DE LA TUBERCULINA BOVINA
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Introduccidn: De acuerdo con la Farmacopea Europea,
la potencia estimada para las tuberculinas bovinas no
debe ser inferior a un 66% ni superior a un 150% de la
potencia indicada en el rétulo del producto. Segun la
Serie de Informes Técnicos de la OMS N°384,
periédicamente debe realizarse un analisis de la potencia
en la especie animal y en las condiciones en las que las
tuberculinas se utilizaran en la préactica. Esto implica que
las tuberculinas PPD elaboradas con la cepa de
Mycobacterium bovis AN5, deberan analizarse en la
especie bovina tuberculosa infectada en forma natural:
Manual de la OIE sobre animales terrestres 2012,
Capitulo 2.4.7.-Tuberculosis bovina)

Objetivo: Determinar la potencia de la tuberculina PPD
Bovina en el animal de destino: la especie bovina.

Materiales y Métodos: Las tuberculinas en estudio se
analizaron contra un estandar de tuberculina bovina,
mediante un ensayo de inoculacién de cuatro puntos,
utilizando dos diluciones, una de las cuales fue cinco veces
mas concentrada que la otra. En el caso del estandar se
inyectaron 0,1 y 0,02 mg de tuberculina PPD, ya que estos
volimenes corresponden a 3.250 y 650 Ul (Unidades
Internacionales). Con relacion a las tuberculinas en analisis,
se diluyeron de forma tal que se correspondan a las mismas
concentraciones de proteina. El volumen de inyeccién fue
de 0,1 mL y la distancia entre los puntos de inoculacién en
la zona cervical media fue de 15-20 cm.En un ensayo se
comparan tres tuberculinas con la tuberculina estandar en la
zona cervical de ocho bovinos tuberculosos, aplicando ocho
inoculaciones intradérmicas por animal a ambos lados de la
tabla del cuello, utilizando un disefio de cuadrados latinos
completo equilibrado. El espesor de la piel, papula, eritema
e induracién en cada punto de la inoculacion se midié con
un calibre graduado en décimas de milimetro, antes de las
inoculaciones y 72 hs. posteriores, para la lectura final del
ensayo.En forma complementaria, se procedié al analisis
estadistico de los resultados mediante un Analisis de la
Varianza para un disefio en Cuadrado Latino empleando el
programa estadistico InfoStat (Universidad Nacional de
Cérdoba). Ensayo a campo:Los trabajos se realizaron en
ganado naturalmente enfermo en el Establecimiento “Omar”
ubicado en el Distrito Portefia, Departamento San Justo,
provincia de Codrdoba, Republica Argentina. Las
tuberculinas en estudio corresponden al laboratorio Ceva
Salud Animal S.R.L. cuyas series fueron la N° 258
(vencimiento noviembre de 2014), la N°260 (vencimiento

enero de 2015), la N°261 (vencimiento marzo de 2015) y el
estandar Senasa-Dilab, serie N° 77(vencimiento julio de
2013).Las tuberculinas PPD Bovina y el estandar fueron
preparadas en la siguiente forma:1-Estandar N°77 Senasa-
Dilab: Sin diluir,2-Estandar N° 77 Senasa-Dilab: Dilucién
1/53-Serie N°258: Sin diluir,4-Serie N° 258: Dilucion 1/5,5-
Serie N°260: Sin diluir,6-Serie N°260: Dilucién 1/5,7-Serie
N°261: Sin diluir ,8-Serie N°261: Dilucioén 1/5.Se utilizaron
dos diluciones seriadas de 1/5 para cada serie,
inoculandose 0,1 mg y 0,02 mg de cada tuberculina en
ensayo e idénticas concentraciones con el estandar. Se
emplearon ocho animales. Las inoculaciones se realizaron
en la tabla del cuello con una distribucion de cuadrados
latinos de cuatro inyecciones, por cada lado de la cabeza de
cada animal.Previa a las inoculaciones fueron medidos el
espesor de la piel con un calibre digital graduado en
centésimas de milimetro y posteriormente a las 72 hs., se
repitieron las mediciones, en este caso mediante la
observacion y lectura de las reacciones.

Resultados: Los promedios de las lecturas a las pruebas
tuberculinicas intradérmicas corresponden a los siguientes
cifras en milimetros: Tuberculinas N°1 :53.19 mm,N°2 :
35.95 mm, Tuberculinas N°3 :62.2 mm, N°4 : 46.26 mm,
Tuberculinas N°5:83.25 mm,N°6 : 57.18 mm, Tuberculinas
N°7:81.87 mm,N°8 : 63.42 mm. Andlisis de Varianza —
Resultados ( Univariate Analysis of Variance ) :Analisis
estadistico de los valores numéricos en relacion a Estandar
N°77 Senasa-Dilab, Tuberculina 1: Serie N° 258 Tuberculina
2 :Serie N°260 y Tuberculina 3: Serie N°261,las tres Gltimas
producidas por Ceva Salud Animal S.R.L.Interpretacion :
La Tuberculina PPD estandar presentd los menores
espesores ,lo cual significa una potencia mas baja

.Conclusién:Las tres series analizadas de Ceva Salud
Animal S.R.L., presentaron mayores valores de potencia,
frente la tuberculina estandar.

Referencias bibliograficas: -Manual de Procedimientos
Técnicos-Produccion y Control de Tuberculina Bovina-
Derivado Proteico Purificado ( DPP ) Manual MP 22-Versién
1.0-Afo 2000. A.Bernardelli-Senasa-Republica Argentina. —
Manual of Standards and for Diagnostic Test and Vaccines
O.1.E.-Capitulo 2.4.7.Tuberculosis Bovina-paginas 1-15;Afio
2014.



14- RESPUESTA VACUNAL A IBR EN TERNEROS CON HIPOCUPROSIS

Lizarraga RM?, Galarza EM?, Rosa DE?, Lasta G*, Mattioli GA!

lLaboratorio de Nutricion Mineral y Fisiologia Reproductiva, Fac. Cs. Veterinarias, Univ. Nac. La Plata.

mattioli.fcv.unlp@gmail.com

INTRODUCCION

El virus de IBR es uno de los agentes etiolégicos de la
Enfermedad Respiratoria Bovina (ERB), la cual genera
importantes pérdidas en los sistemas de confinamiento.
Para prevenirla los animales deben ser vacunados en el
periodo de cria, previo al destete. Los sistemas de cria
son pastoriles y extensivos y suelen hacerse sobre zonas
con carencia de Cu y/o Zn, como la Cuenca deprimida del
Rio Salado (CDS), en la Pcia. de Buenos Aires. Estas
carencias podrian perjudicar la respuesta inmune y
condicionar la resistencia a la ERB. Con el fin de evaluar
tal posibilidad se estudi6 el efecto de la suplementacion
con Cuy Zn en terneros de cria de la zona.

MATERIALES Y METODOS

En un lote de terneros Aberdeen Angus al pié de la madre,
de entre 3 y 7 meses, se generaron dos grupos de 10
animales, homogéneos en peso, sexo y edad y se realizd
un ensayo de suplementaciéon con Cu y Zn inyectable
(Suplenut®). El Grupo tratado (GT) recibié una dosis
parenteral de Cu (0,3 mg/Kg) y de Zn (1 mg/Kg) cada 41
dias hasta el destete. Durante el segundo y tercer
muestreo todos los animales recibieron una dosis de
vacuna con IBR (Biopoligen ®Air). El Grupo Control (G C)
permanecio sin tratamiento. Previo a cada tratamiento se
tomaron muestras de sangre para la medir las
concentraciones de Cu y Zn y a excepcion del primer
muestreo se evaluaron los titulos vacunales a IBR por
virus neutralizacion (Bitsch, 1978). Los titulos fueron
convertidos al log;o del mayor titulo (Parrefio et al, 2010).
El disefio estadistico fue completamente aleatorio, y se
analizé con un modelo mixto con medidas repetidas en el
tiempo con el programa estadistico SAS (9.1). La
separacion de medias se realiz6 mediante el
procedimiento SLICE. Se consideraron diferencias
significativos aquellas < a 0,05 y una tendencia < a 0,1
para efectos principales.

RESULTADOS

Los grupos se diferenciaron por los niveles de Cu (p <
0.01) pero no por aquellos de Zn (p: 0.54) (Figura 1). El
tratamiento generé cambios en la respuesta vacunal, con
aumento significativo de titulos a ambas dosis (Tabla 1).

Figura 1: Variaciones de los valores promedio (+DS) de
los niveles de Cu y Zn durante el ensayo.

Cobre

==4=Tratado

++A++ Control

'05/11/2015  15/12/2015  24/01/2016 04/03/2016

Tabla 1: Valores medios (+DS) de los titulos vacunales en
el grupo Tratado y Control. Los valores corresponden al
logio del mayor titulo obtenido.

Muestreo ** Diferencia estadistica (p)
Grupo| 3 4 | Grupo Muestreo| G™UPO X
muestreo
0,00 0,84 1,60
7121299 0,00)| 20,81 | (:0.35) 0.0262 | <.0001 | 0.1537
Control 0,00 0,36 1,14 ’ ! '
(£0,00) | (£0,63) | (0,31)

** Muestreos 2, 3 y 4 correspondientes al 15/12/15, 24/01/16 y al
04/03/16 respectivamente.

DISCUCION

Los niveles de cupremia en los terneros del GC fueron
indicativos de carencia severa. Estos niveles se asocian
con fallas inmunes, que mayoritariamente afectan la
respuesta inmune innata (Minatel and Carfagnini, 2000).
Existen también informes de fallas inmunes especificas a
Brucella abortus, Candida albicans, etc (Spears, 2000). Si
bien los niveles de carencia de Cu encontrados en la zona
de estudio condicionan la inmunidad a IBR, sugieren
ademas un compromiso inmune que deberia ser
considerado. Estudios poblacionales demostraron que en
la CDS mas del 50% de los terneros presentan
hipocuprosis como las halladas en el presente estudio,
evidenciando el riesgo sanitario en areas destinadas a la
cria bovina (Ramirez et al, 1998). Finalmente resulta
evidente que la aplicacion periodica de suplementaciones
parenterales puede impedir los efectos informados.

CONCLUSIONES

La carencia de Cu en terneros durante el periodo de cria
condiciona la respuesta vacunal a IBR, evidenciando un
compromiso inmune para ese periodo pero ademas
afecta negativamente la capacidad de defensa contra un
agente involucrado en la ERB, la cual es de enorme
impacto productivo en los sistemas de confinamiento.
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Introduccion

La fiebre aftosa (FA) es considerada como la enfermedad de
mayor importancia econémica que afecta a los animales de
pezufia hendida como bovinos, cerdos, ovejas y cabras. La FA
es enzodtica en extensas regiones del mundo, especialmente en
Asia, Africa y América del Sur, donde se utiliza la vacunacion
como un método preventivo. Las vacunas comerciales se basan
en particulas virales enteras quimicamente inactivadas que se
formulan con un adyuvante.

El cerdo es la especie doméstica mas sensible a la infeccion con
el virus de la fiebre aftosa (VFA) por via oral, presentando alta
morbilidad y mortalidad, y es la especie mas relevante desde el
punto de vista de la transmision, ya que puede llegar a excretar
hasta 3000 veces mas particulas virales por dia que una oveja o
una vaca.

Dada la importancia del cerdo en la transmision de la fiebre
aftosa y el actual contexto de crecimiento de la porcicultura en
nuestro pais, resulta importante caracterizar la respuesta
inmune inducida en estos animales por la vacuna comercial que
se emplea en bovinos. Para esto es imprescindible contar con
técnicas seroldgicas sencillas, validadas y de alto rendimiento
para el seguimiento epidemioldgico y de la eficacia vacunal en
esta especie. Actualmente, solamente se aplica la
seroneutralizacién viral (VNT). Este ensayo es dificil de
estandarizar, muy laborioso y requiere de virus vivo, por lo que
se realiza bajo estrictas condiciones de bioseguridad. Es por eso
que se prefiere contar con técnicas indirectas, con formato
ELISA, que permitan usar virus inactivado y ser aplicadas con
facilidad en cualquier laboratorio. Actualmente solamente se
aplica un ELISA en fase liquida (LPBE) que utiliza dos sueros
detectores. Probablemente debido a la falta de técnicas sencillas
debidamente validadas, los estudios de eficacia de la vacuna
comercial en cerdos son insuficientes y no se cuenta con datos
de la cinética de respuesta a la vacunacion.

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un ELISA de avidez
y ELISAs de isotipos de IgG basados en virus purificado e
inactivado, y las hemos aplicado a la evaluacion indirecta de la
proteccion cruzada en bovinos. Este antigeno se usa en
pequefias cantidades, por lo que puede ser preparado
facilmente para cualquier cepa. Hemos demostrado que las
pruebas en realizadas en paralelo, combinando diferentes
ensayos, pueden brindar una informacién mas acertada sobre la
prediccion de proteccion. Estas pruebas permiten considerar
diferentes aspectos de la respuesta humoral, aparte de los
niveles de anticuerpos especificos totales o neutralizantes. Por
otra parte, el ELISA de avidez es particularmente prometedor,
siendo un ensayo de dilucion Unica, es posible evaluar 40
muestra por placa, lo que facilita su aplicacion en alto
rendimiento.

El objetivo de este trabajo fue poner a punto diversas técnicas
serolégicas novedosas para ser empleadas en sueros porcinos,
con el fin dUltimo de evaluar y caracterizar la respuesta inmune
humoral y la duracién de los anticuerpos séricos inducidos por la
inmunizacién con una vacuna comercial anti-aftosa.

Materiales y Métodos

Quince lechones destetados de 2 meses de edad fueron
divididos en dos grupos: 12 de ellos fueron vacunados con una
Unica dosis de vacuna al inicio del experimento y los 3 restantes
permanecieron como grupo control, y recibieron una solucién
que contenia adyuvante en solucion fisioldgica estéril. Se
observd el estado clinico de los animales los 7 dias posteriores
a la vacunacion (dpv) en busca de efectos adversos. Se tomaron

muestras de suero a los 0, 10, 21 y 60 dpv. La presencia de
anticuerpos especificos anti-VFA (cepas O1 Campos y A24
Cruzeiro, “Ol1c” y “A24", respectivamente) se determiné por
ELISA de Bloqueo en Fase Liquida (LPBE), tal como se indica
en el manual de la OIE. Se empled un antisuero de conejo para
capturar particulas virales inactivadas de VFA (Olc y A24) y un
antisuero de cobayo como anticuerpo detector. Los titulos de
séricos se expresan como el log;o de la dilucién de los sueros
con la que se obtiene el 50% de la absorbancia que se observa
en el control sin suero. También se titularon los anticuerpos 1gG
totales anti VFA (Olc y A24) mediante un ELISA indirecto (El)
previamente estandarizado en nuestro laboratorio. Mediante
esta plataforma también se evalu6 el perfil de isotipos inducido
por la vacunaciéon, empleando anticuerpos anti IgG1 e 1gG2 y
luego un conjugado anti-lgG de raton detector. La avidez de los
anticuerpos se determind agregando luego de la incubacién de
los sueros problema, un paso de incubacién con una solucién
concentrada de urea capaz de desestabilizar las uniones mas
débiles, lo que permite eliminar los anticuerpos de baja avidez.
El indice de avidez (IA%) se calculé segun los criterios de
Perciani y col
(2007).

Resultados

Mediante el LPBE y el El logramos detectar la presencia de
anticuerpos especificos anti-VFA en todos los animales
vacunados, tanto para la cepa Olc como para A24, a partir de
los 10 dpv. La cinética de la produccion de anticuerpos es similar
a la que se observa en bovinos, aunque en cerdos los niveles de
anticuerpos inducidos por la primovacunacién se encuentran un
orden de magnitud por debajo de los observados en bovinos.
Luego de una unica dosis, los niveles de anticuerpos siguen
incrementandose hacia los 60dpv.El isotipo predominantemente
inducido fue IgG2, con valores maximos observados a los 60
dpv; respuesta que se relaciona con un perfil tipo Thl y que se
condice con la respuesta inducida en bovinos. En todos los
ensayos, se observa una mayor reactividad para A24 respecto a
Olc, aunque las diferencias no son significativas. A los 21 dpv,
la avidez de los anticuerpos inducidos contra A24 fue levemente
superior respecto a la que se reporta para los bovinos (26,33 vs
20%). No se observan diferencias para Olc entre ambas
especies. Resta evaluar la concordancia de estas técnicas con
la seroneutralizacion viral.

Discusién y conclusiones

Hemos logrado estandarizar técnicas serolégicas sencillas y de
alto rendimiento para evaluar la inmunidad anti-aftosa en cerdos
vacunados. Estos ensayos han sido de utilidad para caracterizar
la respuesta inmune a la vacuna actual y para permitiran ademas
evaluar vacunas de nueva generacion.

Bibliografia
1 Perciani y col, 2007. Journal of clinical laboratory analysis, 21:201-206.
Improved method to calculate the antibody avidity index.
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Introduccion

La neosporosis bovina es considerada como una de las
principales causas de sindrome reproductivo en bovinos,
causando importantes pérdidas econémicas en rodeos de leche
y de carnel. En Argentina el diagndstico de la neosporosis
bovina se realiza mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI)
mientras que el ELISA es la prueba mas utilizada a nivel mundial.
Dado que no existen kits de ELISA de industria nacional, el alto
costo que implica la importacion de estos reactivos vuelven
imposible la utilizacién de esta técnica de manera rutinaria en los
laboratorios de diagnostico.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar y validar un kit de
ELISA de bajo costo y alto rendimiento capaz de detectar la
presencia de anticuerpos dirigidos contra proteinas obtenidas de
taquizoitos de Neospora caninum (sNcAg) en suero bovino.

Materiales y métodos

Para estandarizar y optimizar el protocolo generamos un pool de
sueros obtenidos de tres animales positivos (infecciones
experimentales) y otro de tres animales negativos, segun IFl. Los
mismos fueron evaluados empleando distintas concentraciones
de antigeno de captura (500, 750 y 1000 ng/pocillo), distintas
concentraciones del conjugado anti 1gG-bovino:HRP (1:2500,
1:5000 y 1:10000) y dos marcas diferentes de sustrato
cromégeno (TMB). Se probaron ademas distintos tiempos de
incubacion tanto a temperatura ambiente como a 37°C y
diferentes soluciones de bloqueo. Como resultado, en el
protocolo final se indica incubar los sueros en una dilucién 1:120
durante 30 minutos, utilizar el conjugado diluido 1:5000 e incubar
20 minutos (ambos pasos a temperatura ambiente). Una vez
adicionado el sustrato (TMB), se incuba la placa 10 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad. La reaccion se frena
agregando una solucion de parada a cada pocillo, para luego
leer a 450nm. Los resultados se calculan normalizando los
valores de OD respecto al control positivo (S/P%).

Se determind la precision de la técnica ensayando la
repetitividad entre series dentro de una placa y entre placas por
un mismo operador. Para este ensayo se selecciond una
muestra positiva débil (titulo IFI: 400), una positiva media (titulo
IFI: 800), una positiva fuerte (titulo IFI: 1600) y una negativa.
Cada una se analizé por triplicado en 5 series independientes en
una misma placa.

Para calcular la sensibilidad y especificidad diagnéstica (SenD y
EspD, respectivamente) se analizaron 307 muestras positivas y
327 muestras negativas, de titulo conocido por IFI. Con los
valores de S/P% se construy6 una curva ROC que permitio
establecer las diluciones éptimas y los puntos de corte. También

se analizé la concordancia con la técnica de IFl (considerada
como standard de oro).

Resultados

El protocolo final es muy sencillo. El suero se prepara en una
Unica dilucion, las incubaciones son cortas y se realizan a
temperatura ambiente. Asimismo, el analisis de los datos es muy
simple. La validacion se realizé siguiendo los lineamientos del
manual OIE para animales terrestres (Capitulo 1.1.4).

Dentro de cada serie el coeficiente de variacion para cada
muestra fue menor al 10% para las 4 muestras analizadas. Lo
mismo se observo entre las 5 series.

Para evaluar la estabilidad de las placas envasadas se realiz6
una prueba de estabilidad acelerada. Las placas fueron
sensibilizadas, bloqueadas, secadas y envasadas al vacio. Una
de ellas se almacen6 a 37°C y otra a 4°C. Luego de una semana,
20 muestras seleccionadas al azar (7 positivas y 13 negativas)
se evaluaron en ambas placas. Se observa una reduccion
promedio de la reactividad del 26% entre los valores obtenidos
con la placa conservada a 4 vs 37°C, lo que sugiere que las
placas se mantendrian estables por un periodo de hasta 12
meses.

Los sueros son diluidos 1:120. Los animales con un valor de
S/P% superior al 40% son considerados positivos, mientras que
los que presentan un valor menor al 30% son negativos. Los que
presentan un S/P% entre 30 y 40% son considerados dudosos,
y se vuelven a analizar en una dilucion 1:40, esta vez con un
punto de corte del 30%. En estas condiciones la sensibilidad
diagnostica es de 0.925 y la especificidad del 0.968.

La concordancia con la técnica de IFI (standard de oro) fue de
0.91, con un valor coeficiente K de Cohen igual a 0.82, indicando
una concordancia casi perfecta. No se observa correlacion lineal
entre ambas técnicas. También demostramos que mediante esta
técnica es posible analizar muestras agrupadas, detectando una
muestra positiva fuerte o media en hasta 100 muestras
negativas. Para esto las muestras se diluyen 1:40. En este caso,
la EspD y SenD alcanzan el 90%.

Discusioén y conclusiones

El ELISA desarrollado cumple las especificaciones requeridas
para utilizarse a nivel comercial. Permitira realizar relevamientos
y determinaciones individuales a bajo costo y en tiempos cortos,
mejorando el diagnéstico local de la neosporosis bovina.

Bibliografia
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Introduccién

La salmonelosis es una de las enfermedades
infecciosas mas difundidas a nivel mundial, que afecta
tanto a seres humanos como a diferentes especies
animales. La importancia de esta enfermedad se ve
reflejada a nivel de la sanidad avicola, en la seguridad
alimentaria con impacto en la Salud Publica y como
consecuencia, en el comercio internacional de
productos y subproductos avicolas. Debido a la
relevancia de estos patdgenos en la Salud Publicay en
la sanidad aviar, el SENASA instaur6 en el afio 2002
mediante la Resoluciéon N° 882/2002 el “Programa de
Control de las Mycoplasmosis y Salmonelosis de las
aves y prevencion y vigilancia de enfermedades
exoticas y de alto riesgo en planteles de reproduccion”.
La vacunacibn es wuna de las herramientas
fundamentales para el control del patégeno y su
efectividad requiere de controles de calidad para medir
la inmunogenicidad de las mismas. En este contexto,
se ha establecido un procedimiento para determinar la
inmunogenicidad de las vacunas inactivadas de
Salmonella de uso en la Argentina mediante la técnica
de microaglutinacion en placa, una de las
recomendadas por la OIE (2016). El objetivo de este
trabajo fue determinar la inmunogenicidad de vacunas
de Salmonella aviares mediante la determinacion de
titulos séricos especificos.

Materiales y Métodos

Para la evaluacién de la inmunogenicidad se establecio
un procedimiento que incluye dos vacunaciones con la
vacuna a analizar.

Aves. Se utilizaron aves ponedoras de la raza Leghorn,
tanto SPF como convencionales. Las mismas
recibieron agua y alimento ad libitum durante todo el
ensayo, segun los requerimientos de la linea utilizada.

Vacunas. Se analizaron tres vacunas inactivadas
comerciales del tipo bacterina de uso en la Argentina
que incluian distintas serovariedades de Salmonella,
Todas ellas incluian S. Enteritidis en su formulacién.

Grupos experimentales. Las aves fueron divididas en
dos grupos: Grupo Vacunado: 25 aves que recibieron
la primera dosis de vacuna durante la semana 4 de vida
y la segunda dosis durante la semana 8 de vida y
Grupo Control: 10 aves que no fueron inmunizadas
durante el ensayo.

Toma de muestras. Se tomaron muestras de sangre
individuales de todas las aves en el momento de la
primera vacunacion (suero pre-inmune) y a las 4
semanas luego de la primera inmunizacién y segunda
inmunizacion (sueros post lera y post 2da,
respectivamente). La sangre fue extraida a partir de la
vena alar y los sueros conservados a -20C hasta su
utilizacion.

Andlisis serolégico. El titulo de anticuerpos presentes
en las muestras de suero fue determinado mediante
microaglutinacion en placas de 96 pocillos con fondo en
“U”. Como antigeno, se utilizaron suspensiones de
Salmonella  inactivadas con formalina, cuya
concentracion fue ajustada al tubo 1 de la escala
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nefelométrica de Mc. Farland (correspondiente a
alrededor de 1x10® bacterias / mL). En caso de que la
vacuna analizada incluyera mas de una serovariedad,
se determind el titulo para cada una de los
componentes. Se realizaron diluciones iniciales 1:10 de
los sueros y posteriormente diluciones seriadas
binarias (entre 1:10 y 1:5120) que fueron enfrentadas
con la suspension del antigeno correspondiente.
Asimismo, todas las placas incluyeron controles
negativos (antigeno enfrentado a PBS) para verificar la
formacion del boton caracteristico de la reaccion
negativa. Las placas fueron incubadas a 37°C durante
18 hs y posteriormente se llevé a cabo la lectura de las
mismas. El titulo de microaglutinacion fue determinado
como la mayor dilucion de los sueros que presenté una
reaccion positiva en la prueba (formacién de un escudo
sobre el fondo del pocillo).

Resultados

Se observaron diferencias respecto a la seroconversion
de las aves vacunadas con las distintas vacunas
analizadas. En todos los casos, las aves de los grupos
no vacunados en cada ensayo tuvieron titulos menores
a 20. En la Tabla 1 se muestra la media geométrica de
los titulos serolégicos contra S. Enteritidis
determinados en cada una de las muestras analizadas
de las aves vacunadas.

Media geométrica del titulo de
microaglutinacion (SD)

Post-

Pre- Post-lera 2da
inmune inmunizaciéon | inmuni
zacion

Vacuna 1698
1 <20 999,3 (201,2) (214,4)
Vacuna 815,7
5 <20 286,8 (155) (150)
Vacuna 502,1
3 <20 150,2 (60) (164.2)

Tabla 1. Media geométrica de los titulos de microaglutinacion
contra Salmonella Enteritidis de aves inmunizadas con las
diferentes vacunas analizadas.

Discusioén

Se ha observado gran diversidad entre las distintas
vacunas analizadas respecto a su capacidad
inmunogénica en el modelo de analisis utilizado. Estas
diferencias seguramente se deben a las caracteristicas
y concentracién de los antigenos utilizados en su
formulacién asi como también a la diversidad de
adyuvantes incluidos en las mismas. A pesar de que en
el caso de Salmonella no existe una correlacion directa
entre niveles de anticuerpos y eficacia para proteger
contra la infeccion del patdgeno, la posibilidad de contar
con un sistema de control de las mismas en cuanto a
su inmunogenicidad es fundamental para asegurar la
calidad de los productos biolégicos utilizados en la
avicultura de nuestro pais.
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INTRODUCCION

La neosporosis bovina, producida por el protozoo
Neospora caninum del phylum Apicomplexa tiene como
hospedador definitivo a los canidos siendo hospedadores
intermediarios los bovinos, ovinos, caprinos, bufalos,
ciervos y equinos, entre otros. Se han detectado abortos
en vacas sero-positivas a Neospora caninum, como asi
también anticuerpos (Ac) y lesiones histopatolégicas en
fetos bovinos (Campero et al., 1998). Se han realizado
estudios serolégicos en diferentes regiones de nuestro
pais que revelaron una alta prevalencia de esta
enfermedad (Moore et al, 2002). En Salta, un
relevamiento regional en tambos del Valle de Lerma arrojé
una seroprevalencia promedio de N. caninum en vacas de
38,7% (Neumann, com. personal). El objetivo de este
trabajo fue, por un lado evaluar la presencia de animales
con serologia positiva contra N.caninum en diferentes
sistemas de produccion bovina de la provincia de Salta
por medio de un ELISA nacional y diferenciar entre
infecciones agudas o cronicas.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se llevé a cabo en 4 rodeos, 2 tambos ubicados
en el departamento de Rosario de Lerma (uno con
sistema free stall (Tambo 1) y otro con cria intensiva con
suplementacion (Tambo 2); y en dos emprendimientos de
cria uno en Salta Capital (Cria 1) y el otro en La Quebrada
del Toro (Cria 2), con sistemas pastoriles extensivos
familiares. La Tabla 1 muestra el nimero de animales
evaluados en cada rodeo.

Se tomaron muestras de sangre por venopuncion
coxigea, luego se centrifugaron y se extrajo el suero. Se
realizé serologia contra N. caninum utilizando un kit
nacional, desarrollado por INTA y CONICET, que mide
anticuerpos contra un extracto de proteinas del parasito.
Los sueros se procesan en una Unica dilucion. El corte se
establece como un porcentaje relativo a un control
positivo estandarizado. Para evaluar la avidez de los Ac
se agrega un paso de lavado con urea. Se calcula el
indice de avidez (IA%) como una relacién entre dos
valores de densidad Optica, con y sin el tratamiento con el
agente caotropico. Se consideran Ac de alta avidez
cuando el IA es mayor a 65%.

RESULTADOS

Se evaluaron los sueros individualmente por ELISA y se
determiné positividad segun el punto de corte del ensayo.
Los sueros positivos fueron luego evaluados para obtener
el indice de avidez. Se establecieron las infecciones
recientes y crénicas segun los valores de IA. Los
resultados obtenidos se compendian en la Tabla 1. Todos
los sistemas de produccion evaluados presentaron
animales seropositivos a N. caninum. con un valor

méaximo de 54%. El establecimiento de cria “"cria 1"
presentd valores muy bajos de animales seropositivos,
falta determinar el Al de estos sueros.

Tabla 1. Resultados del analisis seroldgico en los distintos

establecimientos.
ND: No determinado

Serologia Infecciones N
positiva recientes
(%) (% de positivos)
Tambo 1 36 22 101
Tambo 2 54 95 37
Crial 45 94 68
Cria 2 5,9 ND 63

DISCUSION

Los resultados encontrados en este estudio determinaron
un porcentaje mayor de bovinos con serologia positiva a
N. caninum en sistemas lecheros que en los de cria, lo
cual coincide con un tipo de explotacion mas intensiva y
donde las posibilidades de contagio de N. caninum seria
mayor. Sin embargo el rodeo de cria (Salta capital)
presenta una prevalencia alta y un alto porcentaje de
infecciones recientes (94% de los animales positivos);
probablemente esto pueda explicarse debido a su
cercania con la ciudad, donde la presencia de perros es
elevada.

En el tambo 1 se observd un menor porcentaje de
positivos comparado con el tambo 2, que mostraron 1A
mas altos comparado con el otro tambo, lo que indicaria
un mayor porcentaje de infecciones cronicas.

Este ELISA nacional que permite diferenciar entre
infecciones crénicas y agudas constituye una herramienta
muy importante para los estudios epidemioldgicos.
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Introduccién. La criptosporidiosis bovina es causada por el
protozoo apicomplexa Cryptosporidium spp. y es una
enfermedad desatendida a nivel global y local. Es una
zoonosis y antroponosis que afecta a inmunosuprimidos y a
nifios menores de 3 afos. A nivel local, se considera a los
terneros como mayor reservorio para el parasito y por ende
para su diseminacion, ya que es el ooquiste, eliminado por las
heces, el causante de las infecciones. Hasta hoy, estudios
moleculares han identificado exclusivamente a la especie C.
parvum en terneros de nuestro pais, la cual es considerada la
especie zoondtica mas importante [1]. En la actualidad solo
existen medidas paliativas, no hay drogas ni vacunas que
curen ni controlen la enfermedad [2].

El desarrollo de una vacuna efectiva traeria aparejados
multiples beneficios, no solo porque mejoraria la salud y el
bienestar de los animales sino que permitiria controlar la
zoonosis y los brotes causados por contaminacién de aguas y
alimentos con ooquistes, mejorando asi la salud publica. La
busqueda de antigenos capaces de generar anticuerpos
protectivos es esencial para el desarrollo de formulaciones
vacunales. Los protozoos parasitos tienen abundantes
proteinas asociadas a la superficie celular a través de un
complejo glicolipidico denominado glicosilfosfatidilinositol
(GPI), las cuales estan implicadas en el proceso de invasion
[3]. A partir de un estudio previo del proteoma de C. parvum
con herramientas bioinforméticas, se identificé una lista de
potenciales candidatos vacunales predichos de ser anclados
por GPI [4]. El objetivo de este trabajo se centra en el estudio
de la conservacion de tres de estos antigenos y su capacidad
de ser reconocidos por la respuesta humoral de terneros
infectados naturalmente con C. parvum.

Materiales y Métodos. Se usaron las siguientes herramientas
bioinformaticas: (i) base de datos CryptoDB (expresion en los
estadios infectivos), (ii) Blast reverso y OrthoMCL (bUsqueda
de ortélogos), (iii) Interpro y Pfam (identificacion de dominios
funciénales) y (ivy) BCPRED y BEPIPRED, Kolaskar
(prediccion de epitopes B). El andlisis de polimorfismo se
realiz6 por amplificacién por PCR seguido de secuenciacion a
partir de ADNg de 5 aislamientos de terneros naturalmente
infectados. Los mismos provienen de tambos ubicados en las
localidades de Santa Fe (subgenotipo: 11aA20G1R1), Cérdoba
(subgenotipo: 11aA21G1R1, 11aA23G1R1) y Buenos Aires
(subgenotipos: 11aA17G1R1). Se expres6 el marco abierto de
lectura de los genes: cphl, cpgp60 y cpsubl. Se amplificaron a
partir de aislamientos del subgenotipo 11aA23G1R1 de C.
parvum encontrado hasta el presente exclusivamente en
Argentina y fueron clonados en el vector pRSET con un tag de
histidina. Se utiliz6 una cepa expresion de E. coli (Rosetta
2DE3 pLacl). Las proteinas recombinantes fueron purificadas
por cromatografia de afinidad a iones metalicos (IMAC) y
fueron utilizadas para ensayos de Western-Blot (WB).

Se tom6 sangre de 10 terneros a distintas edades y se
obtuvieron 23 sueros en tres etapas: 1- 10 sueros de 1 a 11
dias; 2- 10 sueros de 12 a 28 dias; y 3- 3 sueros de 38 dias y
52 dias. Todos los terneros fueron previamente
diagnosticados por microscopia optica y posteriormente, de 3
de ellos, se identific6 por PCR-RFLP a C. parvum como la

especie infectante. Se determiné por refractometria si habia
falla de la transferencia pasiva de la inmunidad (FTPI).
Resultados. Los antigenos seleccionados que fueron
expresados en E. coli y se denominaron: (i) Cph1r, (ii) Cpsublr
y (iiiy Cpgp6O0r, los cuales no presentan ortélogos en otros
organismos, presentan epitopes B y se expresan en estadios
infectivos. El andlisis de polimorfismo para el gen cphl mostré
100% de identidad entre los aislamientos, y en consecuencia
los epitopes B predichos también son conservados. cpgp60
es un gen polimérfico, contiene una regién hipervariable que
es utilizada para subtipificacion. Los epitopes B de esta
proteina mostraron identidad entre los 5 aislamientos
geogréficos, a excepciéon de uno que se halla en la region
hipervariable.

El andlisis de WB mostré que los 3 antigenos en estudio son
inmundominantes, ya que fueron reconocidos por los sueros
de los 10 terneros en estudio. Cpgp60r reaccioné con 6 sueros
en la etapa 1 (1-11 dias), con 9 sueros de la etapa 2 (12-28
dias) y con los 3 sueros en la etapa 3. Cphlr fue reconocido
por 5 sueros en la etapa 1, por 6 sueros en la etapa 2 y por
los 3 sueros de la etapa 3. Cpsublr mostré reactividad con los
23 sueros en las tres etapas. Es de interés mencionar que no
hubo diferencias en la inmunorreactividad con los 3 antigenos
entre terneros con y sin FTPI.

Discusion. Los resultados de inmunorreactividad obtenidos
para Cpgp60r, sugieren que una prolongada infeccién
aumenta considerablemente el nimero de individuos con
seroconversion (negativos en la etapa 1 y positivos en las
posteriores). Para Cphlr, se puede asumir que con un
prolongado tiempo de infeccién no aumenta significativamente
la seroconversion, dado que son positivos los sueros en todas
las etapas a excepcién de uno. Los resultados obtenidos para
Cpsublr  sugieren que es un antigeno altamente
inmunodominante. No hubo diferencias entre terneros con y
sin FTPI, lo cual podria indicar que no hay anticuerpos
especificos y/o no son transferidos en el calostro. De todas
formas, se requiere investigar esta hipétesis en mas
profundidad. En conjunto, estos resultados indican que las
proteinas nativas generan una respuesta humoral en terneros
infectados naturalmente. Esto, sumado a la ausencia de
polimorfismos y conservacion de epitopes B, sugieren que
estas proteinas son atractivos candidatos vacunales y
potenciales blancos terapéuticos.
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INTRODUCCION

La brucelosis porcina es una enfermedad infectocontagiosa,
zoonotica y de curso cronico ocasionada por Brucella suis. La
enfermedad se caracteriza por provocar aborto, infertilidad y
patologias osteoarticulares, ademéas de innumerables pérdidas
econdmicas en la industria porcina. El control de la brucelosis
porcina se apoya en la deteccion y eliminacion de los animales
infectados. Dado que el diagndstico bacterioldgico es laborioso y
la liberacion de la bacteria en fluidos y exudados es poco intensa y
discontinua, lo habitual es realizar el diagndstico serologico de la
piara. Las pruebas utilizadas para el diagnéstico se consideran
poco confiables para andlisis a nivel individual. Si bien, estas
pruebas son sensibles y aplicables a un gran niUmero de muestras,
poseen baja especificidad y no estan debidamente estandarizadas
para la especie porcina.

El objetivo este trabajo fue evaluar la concordancia entre las
pruebas de aglutinacién con antigeno tamponado en placa BPA y
Rosa de Bengala (RB) y la Polarizacién de la Fluorescencia (FPA)
para el diagnostico de la brucelosis porcina en tres
establecimientos de la provincia de Buenos Aires, con diferente
estatus sanitario respecto de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Se muestrearon 197 animales de tres establecimientos y de
distintas categorias. Los establecimientos | (n=93) y Il (n=14)
presentaban animales con manifestaciones clinicas y serologia
positiva a brucelosis porcina (brote), mientras que el
establecimiento Il (n=90) era un establecimiento libre de la
enfermedad.

Se tomaron muestras de sangre por puncion yugular para la
obtencion de suero y sangre entera con heparina sddica para
hemocultivo. En el establecimiento | se recolectdé material de
aborto: higado, pulmoén, bazo y liquido estomacal fetal. Se hicieron
improntas de los 6rganos muestreados para el analisis por
inmunofluorescencia directa (IFD) y coloracion de Gram. Las
muestras de sangre entera fueron sembradas por duplicado en
placas de medio Skirrow (selectivo) y en medio bifasico (botellas
con medio solido selectivo y caldo Brucella). Se incubaron a 37°C
en aerobiosis. Los cultivos fueron observados durante 10 dias. Las
colonias aisladas se identificaron mediante pruebas bioquimicas
(Alton y col., 1988).

La deteccion de anticuerpos especificos se realiz6 mediante las
pruebas de BPA, RB y FPA. Los antigenos y la gammaglobulina
anti- Brucella conjugada a isotiocianato de fluoresceina fueron
provistos por BIOTANDIL (Laboratorio Biol6gico de Tandil SRL).
La prueba de FPA se realiz6 con el polarimetro Sentry 100 en
BIOTANDIL. La realizacién e interpretacion de las pruebas
serolégicas se realiz6 de acuerdo a la normativa oficial (Nicola,
2009).

Para determinar la concordancia entre las pruebas se evalué el
indice Kappa y se calificé del siguiente modo:

-excelente: indice Kappa mayor que 0,75.

- buena a regular: indice Kappa entre 0,40 y 0,75.

- pobre: indice Kappa menor que 0,40.

RESULTADOS

En el establecimiento | se aisl6 Brucella suis biotipo 1 por
hemocultivo y de las muestras de feto. Las improntas de los
6rganos dieron resultado IFD positivo. No se aisl6 B. suis por
hemocultivo en los establecimientos Il y Ill. En la Tabla 1 se
muestran los resultados positivos en las pruebas de aglutinacion y
FPA por establecimiento.

Tabla 1. Resultados positivos en la prueba de aglutinacién y/o FPA

Establecimiento Aglutinacion FPA

[ 18,18% (10/55) 61,81% (34/55)

I 71% (10/14) 100% (14/14)

I 0% (0/87) 0% (0/87)

En la Tabla 2 se presenta la concordancia general entre las
pruebas serolégicas analizadas, es excelente para BPA-RB,
regular a buena para BPA —-FPA y RB-FPA.

Tabla 2. Concordancia general entre las pruebas serolégicas

Pruebas serolégicas Kappa (1C95%)

BPA RB 0,85 (0,72-0,98)
BPA FPA 0,55 (0,41-0,69)
RB FPA 0,49 (0,33-0,65)

La concordancia entre las pruebas de aglutinacion es similar en los
establecimientos endémicos, mientras que no se observa
concordancia entre cualquiera de las pruebas de aglutinacion y el
FPA en esta situacion epidemioldgica (Tabla 3).

Tabla 3. Concordancia de las pruebas serolégicas en los
establecimientos endémicos

Establecimiento Pruebas serolégicas Kappa (1C95%)

BPA RB 0,75 (0,52-0,98)
[ BPA FPA 0,39 (0,22-0,57)

RB FPA 0,26 (0,1-0,42)

BPA RB 0,84 (0,53-1)
[ BPA FPA 0 (0-0)

RB FPA 0 (0-0)

Todos los cerdos del establecimiento Ill resultaron negativos a las
tres pruebas seroldgicas.

Cabe destacar que aproximadamente el 17,26% (34/197) de los
sueros analizados mostraron reacciones “atipicas” en la lectura de
la prueba BPA, lo que gener6 confusion en la lectura.

DISCUSION Y CONCLUSION

La prueba de FPA tiene la ventaja de ser una prueba objetiva,
rapida y de facil ejecucion, requiere volimenes menores de suero
y no es afectada por la hemdlisis.

El empleo de la prueba de FPA en establecimientos endémicos
permitié detectar animales que se encontraban en la etapa aguda
de la infeccién y que presentaban bajos niveles de anticuerpos. Por
este motivo, la mayoria de los animales con resultado positivo a
esta prueba fueron negativos en la prueba de aglutinacién en los
dos establecimientos endémicos.

De acuerdo a nuestros resultados, el empleo de las técnicas de
BPA o RB no serian Utiles como pruebas tamiz en porcinos debido
al elevado porcentaje de animales falsos negativos. Asimismo,
surge la necesidad de evaluar los valores de cortes propuestos
para el FPA en esta especie.

En trabajos futuros compararemos la perfomance de las distintas
pruebas convencionales con nuevas técnicas diagnésticas para
evaluar sensibilidad y especificidad, teniendo en cuenta, la
simplicidad operativa, seguridad y costos.
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Introduccién

La anaplasmosis bovina es una enfermedad infecciosa
causada por Anaplasma marginale, bacteria intracelular que
se multiplica en los eritrocitos. Se encuentra ampliamente
distribuida en el mundo y en Argentina el rea de dispersion
abarca al norte del paralelo 33°S, ocurriendo brotes
esporadicos al sur de esa latitud. En areas endémicas los
rodeos se encuentran en estabilidad enzoética cuando méas
del 75% de los bovinos se infecta con A. marginale antes de
los 9 meses de edad promedio. Cuando esto no ocurre hay
riesgo de ocurrencia de brotes de anaplasmosis aguda. El
estatus epidemioldgico se evalla a través de la deteccion
de anticuerpos especificos y permite establecer la
necesidad de vacunar a los terneros susceptibles. La
vacunacion con la cepa de A. centrale, menos patégena,
produce inmunidad cruzada parcial. El ELISA de
competicion (CELISA; VMRD Inc., Pullman, WA)[1] es la
técnica serolégica recomendada actualmente por la OIE
para la determinacién de anticuerpos. Este ELISA no
distingue los anticuerpos generados por la cepa vacunal de
aquellos generados por A. marginale.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un ELISA que
distinga bovinos portadores de A. marginale de aquellos
vacunados con A. centrale. Para ello se desarroll6 un ELISA
sandwich con desplazamiento (SELISAd) basado en los
antigenos recombinantes MSP5 de A. marginale (MSP5m)
y de A. centrale (MSP5c). A pesar de presentar un 91,5% de
identidad de secuencia, las proteinas MSP5m y MSP5c
poseen algunos epitopes B especificos de cada especie. El
SELISAd permite evaluar la presencia de anticuerpos
dirigidos hacia los epitopes B especificos. La adicién de
MSP5m no marcado en exceso bloquea el revelado de
todos los anticuerpos que reconocen epitopes de A.
marginale (especificos y compartidos con A. centrale),
pudiendo ser revelados so6lo los Ac que reconocen epitopes
especificos de A. centrale. De igual forma, el
desplazamiento con MSP5c permite detectar los
anticuerpos especificos para A. marginale.

Materiales y Métodos

SELISAd. Todas las incubaciones se realizaron a 25°C
durante 1 hora. Los antigenos recombinantes MSP5m y
MSP5c se inmovilizaron sobre placas polysorp de 96
pocillos. Las placas se bloquearon con PBS/10 % de leche,
se lavaron 3 veces con PBS/0.05 % Tween 20 (PBST) y se
agreg6 a cada pocillo 100 pl de las muestras de suero por
duplicado. Los pocillos se lavaron 5 veces con PBST y se
incubaron con las proteinas MSP5m y MSP5c biotiniladas.
A uno de los duplicados se le agrego 1 pg/pocillo de MSP5m
sin marcar (Muestra Ac) y al otro 1 pg/pocillo de MSP5c sin
marcar (Muestra Am). Se repitieron los lavados y se agreg6
estreptavidina-peroxidasa 1/500. La reaccion se revel6 con
ABTs/H,0, y la DO405nm de cada ensayo se midi6 a los 60
minutos.

Se realiz6 un ensayo con condiciones controladas usando
34 sueros de bovinos positivos por nPCR[2] para A. centrale
y negativos para A. marginale y 31 sueros negativos para A.
centrale y positivos para A. marginale para fijar el punto de
corte. El sELISAd fue evaluado en condiciones naturales
con 106 sueros de bovinos con serologia positiva para
Anaplasma spp., 53 de terneros post vacunacion
provenientes del sur de la provincia de Buenos Aires y 53 de
terneros provenientes de una zona endémica de la provincia
de Salta, sin historial de vacunacion.

Para cada muestra (m) los resultados fueron expresados
como una razén (R) segun la siguiente férmula

Rm = DOygsnm Muestra Ac/ DOgosnm Muestra Am

El rendimiento del sELISAd se optimizé mediante el analisis
de las curvas ROC.

Resultados

El punto de corte para diferenciar bovinos vacunados de
infectados fue de 0,68 con sensibilidad y especificidad del
100%. Los bovinos con valores <0,68 fueron considerados
bovinos vacunados y aquellos con valores >0,68 bovinos
infectados (portadores de A. marginale). Cuando se
analizaron sueros de terneros en condiciones naturales, la
sensibilidad y especificidad del ensayo fueron del 98%. El
promedio (X) y desvio estandar (o) de los sueros del ensayo
realizado en condiciones naturales fueron similares a los del
ensayo controlado (Tabla 1).

Tabla 1. Estadistica del SELISA con desplazamiento

Condiciones controladas (nPCR) Condiciones naturales

Ac +/Am - Ac -/Am + Vacunados Infectados
N 34 31 53 53
X (0) 0,32 (0,11) 4,49 (2,80) 0,33 (0,13) 4,25 (2,68)

Los valores obtenidos para cada bovino se grafican en la
Figura 1.

15

e enbrla ke Pt v i

=
(=1

o

D04, WURRETA B M, MEsstra B

: . L H

0 T
APCR nPCR P vacunaing Ha vacuraag
Ac+iAm - Hodam + Tama libre Tura erdémicg

Figura 1. sELISAd. A la izquierda se grafican los resultados del
ensayo realizado en condiciones controladas y a la derecha los
resultados del ensayo realizado en condiciones naturales. La linea
de puntos horizontal indica el punto de corte.

Discusion

El sSELISAd desarrollado permiti6 diferenciar con alta
sensibilidad y especificidad bovinos infectados de
vacunados. A diferencia de la nPCR, técnica utilizada
actualmente para este fin, el ELISA permite procesar un alto
nimero de muestras a un bajo costo y no requiere

equipamiento especial, por lo que un laboratorio de mediana
complejidad podria realizarlo.

Estos resultados preliminares son prometedores, pero un
mayor nimero de muestras deberian ser analizadas para la
consolidacion de los mismos.
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Introduccion

Parainfluenza virus tipo 3 (PIV3) es un virus envuelto de
ARN simple cadena y polaridad negativo, pertenece al
género respirovirus y a la familia Paramixoviridae. Este
virus ocasiona graves pérdidas en términos de morbilidad
y reduccién de la produccioén en el ganado vacuno (Ellis,
2010). En nuestro pais la infeccién por P1V3 fue detectada
por evidencia serologica en la década del 80'.
Relevamientos seroldgicos realizados en la década del
2000 en rodeos bovinos no vacunados de Jujuy y
Neuquén indicaron que el 100% de los bovinos adultos
resultaron seropositivos para anticuerpos contra este
agente viral. La técnica gold standard para la
determinacion de anticuerpos anti PIV3 es la inhibicion de
la hemoaglutinacién (IH), sin embargo, esta técnica
resulta poco efectiva por su falta de objetividad. Por lo
tanto, se describe en el presente trabajo la optimizacion
de un ELISA indirecto (se amplificé el antigeno viral en
células RK13 para evaluar anticuerpos contra PI3 en
sueros bovinos. Para establecer el punto de corte se
realiz6 una curva de frecuencia con sueros positivos y
negativos de historia conocida.

Materiales y Métodos

La cepa de referencia SF4 de PI3 se multiplicé a partir de
un virus semilla, en frascos con monocapas de células de
rifién de conejo (RK13) a 37°C con 5% CO2. Se inoculd
1 ml del virus semilla, se adsorbié por 1 hora a 37°C y
posteriormente se agregé medio de cultivo minimo
esencial de Eagle (MEM-E, Gibco). La infeccion se dej6
progresar durante 24 horas hasta detectar un 80% de la
monocapa afectada, para congelar a - 70°C
inmediatamente.

Purificacién viral para antigeno

Las células infectadas RK13 fueron lisadas mediante 3
ciclos de congelacion y descongelacion. Después de una
centrifugacién inicial a 3000g durante 15 minutos, se
afladieron a los lisados celulares polietilenglicol 8000
(Sigma) 10%. Se incubé durante 4 horas a 4°C. El virus
se sedimenté a 12000g durante 60 minutos a 4°C. El
pellet se resuspendi6 en 2.5 ml de buffer NET y 2.5 ml de
Glicerol. Finalmente se fraccion6 el antigeno y se
conservo a -20°C.

Optimizacion de un ELISA indirecto para evaluar
anticuerpos contra PI3 en sueros bovinos

Se optimiz6 el ELISA indirecto para cuantificar
anticuerpos contra PI3 en sueros bovinos amplificando el
virus PI3 en células RK13. Se evalué y seleccion6 esta
linea celular para disminuir el pegado inespecifico de
anticuerpos a antigenos celulares que se observaba
cuando se amplificaba en MDBK reportado previamente
(Maidana, 2013).

Determinacién de punto de corte y cuantificacién de
anticuerpos bovinos mediante ELISA indirecto.

Para establecer el nuevo punto de corte en el ELISA
indirecto optimizado utilizando células RK13 se testearon
sueros bovinos de historia conocida.

Se sensibilizaron 24 horas a 4°C placas Inmulon IB con el
antigeno amplificado en RK13. El bloqueo se efectud con
50 pl de buffer PBS-T ovoalbimina 1% p/v (PBS-T OVA
1%) durante media hora a 37°C con agitacion constante.
Se efectuaron tres lavados. Posteriormente, los sueros se

agregaron a la placa en una dilucién (1:40), en PBS-T
OVA 1% vy se incubaron 1 hora a 37°C con agitacién. Se
efectuaron tres lavados sucesivos y se agregé un
anticuerpo anti bovino conjugado con peroxidasa (HRP,
horse radish peroxidase - Kirkegaard & Perry
Laboratories, KPL) en una dilucién (1:2000) durante una
hora. Se procedié al revelado utilizando agua destilada,
perdxido de hidrégeno y el cromdgeno orto-fenildiamina
(OPD) (Sigma). Luego de 10 minutos la reaccion fue
frenada agregando &cido sulfdrico. La absorbancia se
midio a 490nm (A490) en un lector de ELISA (Multiskan
FC).

Resultados

Para determinar el punto de corte se corrieron 80 sueros
de historia conocida, 50 sueros positivos y 30 sueros
negativos a PI3. El 93% de los sueros negativos tuvieron
D.O.C menores a 0.2 y el 78 % de los sueros positivos
tuvieron D.O.C entre 0.35 y 0.8 Determinandose el punto
de corte como el menor valor de absorbancia a partir del
cual se considera un suero positivo, en este caso es de
0.3.

El punto de corte se determin6 en una densidad 6ptica
corregida mayor o igual a 0.3? a partir de la cual se
consideran los sueros positivos.

Discusion

Se optimizé el ELISA indirecto previamente desarrollado
(Maidana, 2013) para cuantificar anticuerpos contra PI3
en sueros bovinos amplificando el virus PI3 en células
RK13, de esta manera se logré disminuir notablemente el
background observado en la estandarizacion previa
donde se amplificaba el virus en MDBK. Para mantener
los mercados comerciales internacionales, la
determinacion de la seroprevalencia y la vacunacion de
los rebafios seran obligatorias en un futuro cercano. El
ELISA desarrollado aqui representa una técnica
complementaria a la IH para determinar anticuerpos
contra PIV3 de bovinos.

Por otro lado dado la reciente resolucién de SENASA N’
598/2012donde se exige el control inmunogénico en
modelo cobayo de vacunas virales inactivadas no
vesiculares para bovinos resultara de interés el desarrollo
de ELISA para cuantificar sueros de cobayos contra P13
inducidos por dichas vacunas y correlacionarlos con los
titulos obtenidos por las mismas vacunas en el bovino
determinadas por el ELISA bovino. El ELISA desarrollado
resulta una técnica rapida, cuantitativa y complementaria
a la IH para cuantificar anticuerpos contra PIV3 de
bovinos y podria estar disponible comercialmente en el
pais en un futuro cercano.
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Introducciéon

La inmunidad pasiva juega un papel importante en la
proteccion contra PCP (Krejci et al., 2005), una enfermedad
respiratoria contagiosa causada por Actinobacillus
pleuropneumoniae. El efecto del nimero de partos de la cerda en
relacion a la respuesta de anticuerpos contra el patégeno es poco
claro puesto que mientras algunos autores (Sjolund et al., 2011,
Cruijsen et al.,1995) han informado niveles de anticuerpos mas
altos en cerdas jovenes, otros (Fablet et al., 2011) lo han hecho en
cerdas méas viejas. Dado que se ha informado de que los
anticuerpos de cerdas se transfieren desde la sangre a la ubre
durante el dltimo mes de gestacion (Wallgreen et al., 1998),
suponiendo que el nivel de anticuerpos en el calostro y/o leche
estan relacionados con el nivel de anticuerpos en el suero de
cerdas, el objetivo de este estudio fue determinar el efecto del
ndimero de partos en la respuesta de anticuerpos frente a A.
pleuropneumoniae antes, durante y después de la gestacion.

Materiales y métodos

El estudio se realiz6 en una granja ciclo completo de 3
sitios de 4500 madres ubicado en la provincia de Santa Fe. La piara
tenia un historial de PCP. Se realiz6 un estudio longitudinal
colectando muestras de sangre de 69 cerdas de 1 a 9 partos al dia
0 de gestacion, al dia 55 de gestacién y a los 2-5 dias post-parto.
Las muestras fueron procesadas por ELISA (APP-prueba Apx IV
Ab, IDEXX, ME, EE.UU.), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante y los resultados expresados en densidad optica (DO).
Para el andlisis de los resultados las hembras fueron divididas en
tres grupos de bajo (1), intermedio (2-4) y alto (5 a 9) numero
ordinal de partos y se calculd la proporcion de positivos y la media
de la DO en cada muestreo.

Resultados

La proporcion (porcentaje) de hembras seropositivas fue
aumentando segun aumentaba el nimero de partos (tabla 1), al
igual que los valores medios de DO. Sin embargo hubo
comportamientos diferentes de las DO entre los grupos en los
distintos momentos del muestreo (Grafico 1).

Partos _ Mue;streos
Dia 0 Dia 55 postparto
BAJO (6?./,:5/0) (slggfi) (6?./,:5/0)
INTERMEDIO (52‘,"/;2) ) (Zg‘gf/s (53/1202 )
ALTO (igg%% (297503/3 (igg%%
TOTAL (aesi/g;)) ?911/% (9?13,/36;))

Tabla 1. Proporcién (%) de hembras positivas a ELISA.
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Grafico 1. Valores de DO de las hembras.
Discusioén

Los resultados muestran como en hembras de mayor
nimero de partos la proporcion de seropositivos y las DO
aumentan, coincidiendo con Fablet et al. (2011), y esto es
coherente dado que las hembras mas viejas tendrian una
exposicion reiterada al agente y sostenida por mas tiempo
respecto a las hembras més jovenes. En las hembras de bajo
nimero de partos se observa una caida en los niveles de
anticuerpos (sugerido por los valores de DO) entre el primer
muestreo, al dia 0 de gestacion y el segundo, a los 55 dias de
gestacion, para mantener mas o menos la misma tendencia hacia
el Ultimo muestro post-parto, coincidiendo con Wallgreen et al.
(1998) en la transferencia de anticuerpos desde la sangre a la
glandula mamaria. Sin embargo, en hembras de alto nimero de
partos, en mayor medida, y también en hembras de intermedio
nimero de partos, de modo menos marcado, el comportamiento
fue distinto ya que se observa una caida en los niveles de
anticuerpos entre los 55 dias y el post-parto debido posiblemente
a la citada transferencia de anticuerpos, pero entre el primer
muestreo y el segundo hay un aumento de los mismos, quizas
debido a una infeccion activa dentro del galpon de gestacion.
Comprender este fenémeno seria muy importante dada la
existencia de subpoblaciones de hembras con diferente estado
inmune frente al agente y es un punto critico en el control de la
enfermedad.
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Introduccion

Neospora caninum es protozoo intracelular obligado causante
de la neosporosis bovina, enfermedad que provoca abortos y
genera graves pérdidas econémicas en la industria ganadera
mundial. Estas mermas justifican la necesidad de avanzar en
la comprensién de los mecanismos de infeccion y patogenia
asi como también en la caracterizacion de los mecanismos
inmunes que brindan proteccion contra la enfermedad.
Aunque se han realizado numerosas investigaciones en el
desarrollo de inmunégenos para el control de la enfermedad,
en la actualidad no existen inmundgenos comerciales ni
experimentales capaces de evitar la infecciéon en bovinos. Ha
sido reportado que aquellos aislamientos de N. caninum
obtenidos a partir de terneros asintomaticos congénitamente
infectados podrian estar atenuados naturalmente en su
virulencia y serian posibles candidatos vacunales (Regidor-
Cerrillo et al. 2008). En este sentido son varios los
interrogantes que se plantean adn. Uno de ellos es si la
utilizacién como inmunégeno vacunal de una cepa viva de N.
caninum, aislada de terneros congénitamente infectados
asintomaticos, en terneras prepUberes genera respuesta
inmune sin provocar infeccion crénica en el animal. El objetivo
de este trabajo fue evaluar la respuesta inmune humoral en
terneras prepuberes inoculadas con la cepa local de N.
caninum NC-Argentina LP1, aislada a partir de terneros
asintomaticos congénitamente infectados.

Materiales y métodos

Se utilizaron 48 terneras raza Aberdeen Angus seronegativas
a N. caninum de entre 6 y 8 meses de edad libres de otras
enfermedades reproductivas. Las hembras fueron asignadas
al azar en 2 grupos con los siguientes tratamientos: Grupo A
(n = 24): animales inmunizados por via subcutanea (SC) con
taquizoitos vivos; Grupo B (n = 24): animales inoculados con
placebo (solucién fisiolégica estéril-SFE-). Como inmundégeno
experimental se utilizaron taquizoitos vivos de la cepa de N.
caninum NC-Argentina LP1 (Campero et al., 2015), los cuales
se multiplicaron en células VERO mantenidas en medio con
2% de suero fetal bovino e incubadas en estufa con 5% de
CO2. Los taquizoitos fueron cosechados durante su fase
intracelular cuando se observé un 80% de infeccion celular. El
inmundgeno fue aplicado en una dosis de 1x10° taquizoitos en
3 ml de SFE por via subcutanea al inicio del ensayo (dia 0).
Luego de la inmunizacién se realiz6 un examen clinico general
y se registré la temperatura rectal diariamente durante 5 dias.
Se realizaron muestreos de sangre para obtencién de suero al
dia 0, 11, 21, 30 y 60 post inoculacién (Pl). Finaimente, se
utilizé una técnica de ELISA indirecto para la determinacion de
1gG total con modificaciones como fue ya mencionado (Hecker
et al. 2013). Las muestras de suero fueron analizadas por
duplicado y el valor de densidad éptica fue convertido a un
indice relativo porcentual (IRPC) usando la siguiente férmula:
IRPC = [(OD405 muestra — OD405 control negativo)/(OD405
control positivo — OD405 control negativo)] x100. Un valor de
IRPC = 8.2 indic6 un resultado positivo.

Resultados

La temperatura media observada en ambos grupos fue de
39,5 + 0,06 °C durante los 5 dias PI. Las temperaturas
registradas en los animales no difirieron estadisticamente

entre grupos ni a través del tiempo (P > 0,05). Los animales
no registraron reaccion inflamatoria evidente en el sitio de
inoculacion.

Los valores de IRPC de los dos grupos experimentales
obtenidos por ELISA se observan en la Figura 1. Se
detectaron anticuerpos especificos en animales del grupo A
desde el dia 11 PI (8,71 + 6.30), aunque los valores de IRPC
recién fueron significativamente mayores respecto al grupo B
a partir del dia 21 Pl (40,80 + 6.44) (P < 0,001) y continuaron
siendo elevados al dia 30 (39,5 + 7,50) y 60 PI (43 + 10,9) (P
< 0,001). No se observaron valores de IRPC mayores a 8 en
el grupo B através del tiempo.

Figura 1: Cinética de anticuerpos especificos para Neospora
caninum representada como una media de los valores de
IRPC.
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Discusién y conclusiones

Los resultados del presente trabajo evidencian que hembras
prepUberes inmunizadas con la cepa NC-Argentina LP1
incrementaron significativamente sus niveles de anticuerpos al
dia 21 PI. Estos hallazgos coinciden con resultados previos
obtenidos en otros trabajos, aunque en el presente trabajo los
animales inmunizados no presentaron hipertermia Pl (Innes et
al. 2001, Williams et al. 2007, Hecker et al. 2013). Estos
resultados preliminares obtenidos indican el desarrollo de una
respuesta inmune activa. Para ampliar los estudios
inmunolégicos se procedera a evaluar la respuesta inmune
mediada por células mediante la determinacién de los niveles
de citoquinas. Este ensayo continuara cuando estas hembras
sean sexualmente maduras, momento en el que se evaluara la
respuesta inmune generada durante su primera gestaciéon y se
comprobara si hubo transmisién vertical de la infeccién a la
progenie de la cepa utilizada como inmunégeno vacunal.
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Introduccion

Los nematodes gastrointestinales (NGI) son un problema sanitario
de gran impacto productivo a nivel mundial. Sus efectos se deben
esencialmente a la accion expoliatriz que estos tienen al competir
con el huésped por los nutrientes®. Su impacto sobre la salud y la
ganancia de peso han sido ampliamente estudiados. Los NGI
impactan sobre el metabolismo del hospedador a varios nivelest. Su
efecto sobre el metabolismo mineral ha sido comprobado aunque
los estudios al respecto son escasos. El presente trabajo describe
variaciones en los niveles de calcio, fosforo, magnesio, cobre y zinc
en terneros parasitados y no parasitados en condiciones de
pastoreo en un establecimiento ganadero del NOA.

Materiales y Métodos

Se seleccionaron dos grupos de terneros, Bradford, de entre 6 y 8
meses de edad y recientemente destetados. Cada grupo estaba
constituido por 10 animales homogéneos entre si. El “grupo
tratado” (GT) fue desparasitado desde el inicio del ensayo
(marzo,2015) a intervalos de 45 dias hasta septiembre y luego en
diciembre con moxidectin a una dosis de 200 mcg/kg. El “grupo
control” (GC) no recibi6é ninguna desparasitacion durante el periodo
de estudio. Ambos grupos coexistieron durante todo el periodo y
fueron mantenidos bajo pastoreo con suplementacion variable
segun la oferta forrajera. Durante un afio y a intervalos de entre 30
a 45 dias se efectuaron muestreos de materia fecal y suero. La
materia fecal fue procesada por la técnicas de McMaster
modificada y de sedimentacién flotacion para descartar la
presencia de Fasciola hepatica. Ademas se determinaron los
géneros de nematodes por identificacion de larvas (L3) en los
coprocultivos. Las muestras de sangre se obtuvieron por punciéon
yugular. Se extrajo suero libre de hemdlisis por centrifugacion para
la determinacion de Ca, P, Mg, Cu y Zn. Las concentraciones de
Ca, Mg, Cu y Zn se midieron por espectrofotometria de absorcién
atobmica de llama (Perkin Elmer AAnalyst 200), y las
determinaciones de P se realizaron mediante espectrofotometria
UV-visible (Perkin Elmer-Lanbda25), segin indicaciones del
fabricante. Las diferencias de los niveles minerales entre grupos se
compararon por analisis de varianza (InfoStat).

Resultados

Los resultados de los conteos de huevos por g de heces (hpg) y
minerales para cada uno de los periodos se exponen en la siguiente
Tabla 1. Mientras que los hpg del GC se elevan hacia el invierno,
los hpg del GT disminuyen considerablemente a partir de los
tratamientos, elevandose sélo hacia el final al espaciarse la
dosificacién. El género predominante fue Cooperia (81%) y en
mucha menor medida se recuper6 Haemonchus. En los niveles
séricos de minerales sélo para el cobre se observaron diferencias
significativas (p=0,001) entre ambos grupos a partir del segundo
muestreo tal como se aprecia en el Gréfico 1. Las diferencias en la
cupremia persisten hasta el final del ensayo.

|&0
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Graéfico 1: diferencias entre los niveles de cobre promedio en cada uno de
los muestreos efectuados durante el ensayo.

Discusion

A pesar de los escasos antecedentes sobre el efecto de los
NGI sobre el Cu sérico?, en este estudio se pudo observar un
notorio efecto sobre la cupremia que perdur6 a pesar de la
interrupcion de los tratamientos en diciembre. La disminucién de
las cupremias en ambos grupos en Jun-15 indica una carencia
natural de Cu en la zona, y resulta evidente que la parasitosis
impidié la recuperacion del estatus de Cu. En concordancia,
Suarez et al., informan bajos niveles de cobre sérico en terneros
infectados con NGI en el oeste pampeano®. El efecto negativo de
los NGI sobre el estatus de Cu ha sido claramente demostrado en
ovinos inmunosuprimidos® y en humanos, donde estaria asociado
a una mala absorcion intestinal de Cu “.
Considerando que tanto la parasitosis como la carencia de Cu
generan menor productividad, estos resultados alertan sobre la
imposibilidad de recuperacion del estatus de Cu secundario al
efecto de los NGI, remarcando la necesidad del control sanitario
de ambos problemas.
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Tabla 1: diferencias entre los niveles minerales promedio y HPG en cada uno de los muestreos efectuados durante el ensayo.
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Introduccién

Las infecciones por los protozoos parasitos de vida intracelular
Neospora caninum, Toxoplasma gondii y Sarcocystis spp.
afectan a una amplia variedad de animales alrededor del
mundo(1, 2, 4). La neosporosis y toxoplasmosis se asocian
principalmente con la aparicion de abortos en bovinos y
pequefios rumiantes. Es incierta la implicancia de los ciervos en
la epidemiolgia de la toxoplasmosis humana (1). La
sarcocystosis en ciervos colorados (Cervus elaphus) es causada
por al menos 7 especies diferentes, es generalmente
asintomatica y se desconoce el potencial rol zoonotico de esta
infeccién (2).Una de las pruebas diagndsticas indirectas mas
utilizadas para evidenciar infecciones con estos protozoos es la
prueba de Inmunofluorescencia indirecta (IFl). Se conocen tasas
de seroprevalencia de estas infecciones en rumiantes de
Sudamérica, sin embargo se desconocen estos datos en ciervos
1,2, 4).

El objetivo de este estudio fue evaluar la tasa de positividad para
neosporosis, toxoplasmosis y sarcocystosis en rodeos de ciervos
colorados de la provincia de Buenos Aires.

Materiales y métodos

Se obtuvieron muestras de suero de 282 ciervos colorados de 5
establecimientos de cria de la provincia de Buenos Aires. Se
recolectaron 62, 52, 75, 51 y 42 muestras de los rodeos
denominados A, B, C, Dy E respectivamente. En los rodeos A, B
y C se analizaron sueros de 59, 39 y 58 animales
respectivamente, en 3 oportunidades (intervalo trimestral)
durante el afio 2014, para los rodeos D y E se analizd solo el
Unico muestreo recibido.. Las muestras fueron procesadas por
IFI utilizando antigeno de Toxoplasma gondii, Neospora caninum
y Sarcocystis aucheniae separadamente, como se ha descripto
previamente (4). Los sueros fueron diluidos en base 2 iniciando
en 1/100 hasta titulo final. Como conjugado se utilizé anti-IgG
bovina (Sigma) y se incorporaron controles positivos y negativos
de bovinos. Las tasas de positividad de cada rodeo para cada
infeccién se analizaron mediante Chi cuadrado (WinEpi). En los
rodeos A, By C se analiz6 la seroconversion (cambio de 4 veces
el titulo durante el periodo en estudio) para N. caninum y T.
gondii.

Resultados

Del total de animales, se registré un 33,3%, 61,3% y 68,4% de
muestras positivas para N. caninum, T. gondii y Sarcocystis spp.
respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1: Distribucién de muestras positivas (titulo=100) para
cada una de las serologias de los distintos rodeos. Letras
distintas indican diferencias significativas.

N. caninum T. gondii Sarcocystis spp.

Rodeo n (%) n (%) n (%)
A 31(50)? 28 (45,2) 42 (67,7)
B 10 (19,2)> 20 (38,5) 28 (53,8)*
C 24 (32) © 53 (70,7)° 61 (81,3)
D 27 (52,9) 50 (98)° 29 (56,9)
E 2 (4,8)¢ 22 (52,4) 33 (78,6)°

TOTAL 94 (33.3) 173 (61,3) 193 (68,4)

Para N. caninum seroconvirtieron 9 (15,3%), 1 (2,6%) y 2 (3,4%)
animales de los rodeos A, B y C respectivamente.

Para toxoplasmosis seroconvirtieron 6 (10,2%), 34 (87,2%) y 8
(13,8%) para los rodeos A, B y C respectivamente. En el rodeo
A, 3 de los animales que seroconvirtieron a T. gondii también lo
hicieron para N. caninum.

Conclusioén y discusion

La tasa de seropositividad para neosporosis y toxoplasmosis
observadas en el presente estudio resultaron superiores a las
reportadas en diversos paises de Europa y Norteamérica (1, 4,
5). El uso de antigenos heterélogos para IFl (en este caso S.
aucheniae que afecta a camélidos sudamericanos) permite la
identificacion de anticuerpos género especificos, por lo que el
resultado se expresa como positivo a Sarcocystis spp. La
seropositividad para Sarcocystis spp. resultd similar a la
detectada en otras especies de rumiantes y cérvidos (2).
Ademés, las mencionadas tasas presentaron diferencias
significativas entre los rodeos, sugiriendo diferencias importantes
en los factores de riesgo para cada establecimiento.

Este es hasta nuestro conocimiento, el primer estudio que
demuestra seroconversion para N. caninum y T. gondii en
ciervos colorados. Futuros estudios seran llevados a cabo para
relacionar la asociacién entre la presencia de abortos y
positividad para algunos de estos agentes.
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Introduccion

La neosporosis, causada por Neospora caninum, es una
enfermedad grave que afecta a caninos y bovinos
alrededor del mundo, actuando este Ultimo como
huéspedes intermediarios. El agente etiolégico es un
protozoario del filo apicomplexa, reportado por primera vez
en caninos en 1984. Los perros domésticos (Canis
familiaris) y los coyotes (Canis latrans) son los Unicos
huéspedes definitivos. En bovinos causa repeticion de
celos, abortos y nacimiento de ternos débiles. Los perros
de cualquier edad pueden desarrollar enfermedad
generalizada en diferentes 6rganos incluidos la piel y
trastornos  neurolégicos que se manifiestan con
meningoencefalitis, polimioisitis y poliradiculoneuritis. La
infeccion se da de manera clinica o subclinica. La
trasmision ocurre en forma vertical y horizontal. Las perras
infectadas  subclinicamente  pueden trasmitir la
enfermedad a sus fetos y estos nacer infectados. Los
signos neurolégicos son dependientes del sitio del
sistema nervioso central que esté parasitado.
Generalmente comienzan con una paresia del los
miembros posteriores que progresa hacia una paralisis
generalizada. Los animales afectados pueden estar
alertas y vivir por meses. Otras disfunciones reportadas
son dificultad para tragar, paralisis de la mandibula,
atrofia muscular y falla cardiaca. No se conoce
susceptibilidad sexual ni racial, pero se registra una mayor
casuistica en labrador, golden retriever, béxer y basset
hound. El diagnéstico se realiza por Inmunofluorescencia
indirecta  (IFl), aglutinacién, enzimoinmunioensayo
(ELISA), biopsia de musculo afectado. El tratamiento se
realiza con clindamicina, sulfadiacina y pirimetamina, solas
0 en combinaciones

Materiales y métodos

Caso Clinico: se present6 a la consulta un canino macho
de 8 afios, mestizo, con decaimiento, anorexia,
paraparesia que progreso hacia una tetraparesia y luego
hacia una tetrapardlisis flaccida con evolucion de 4 a 7
dias aproximadamente, registrandose sindrome de
motoneurona inferior. El canino provenia de un area rural
del Departamento Capital, ubicado en el norte de la
provincia de Corrientes, donde convivia con animales de
granja. Se tomaron muestras de sangre para realizar un
perfil bioquimico y hematoldgico, para lo cual se utilizd
un equipo myndray BC-2800 y Metrolab 1600 plus. Se
obtuvo suero para diagndstico de toxoplasmosis y
neosporosis. Para toxoplasmosis se realiz6 el test de
aglutinacion directa con anticuerpos anti-Toxoplasma
gondii. Para diagnostico de Neospora caninum se utilizo
la Inmunofluorescencia Indirecta (IACA Laboratorios)

Resultados

Tanto el hemograma como el perfil bioquimico
estuvieron dentro de los parametros normales. El test de
toxoplasmosis fue negativo; el resultado de neosporosis
fue positivo en la dilucion 1/200. El canino con
diagnodstico presuntivo se tratdé con
trimetoprima-sulfonamida a dosis de 20 mg/kg cada 12
hs durante 4 semanas. Ademas de tratamiento de sostén
a base de fluidos, vitaminas, glucosa EV y aminoacidos. El
paciente a los 5 dias comenz6 a evidenciar una
mejoria leve con intentos de incorporase, a los 12 dias
ya pudo caminar normalmente.

Discusion y conclusiones

La toxoplasmosis y la neosporosis son enfermedades
gue presentan signos clinicos comunes por lo que debe
hacerse diagnostico diferencial (Mir6, 2010). Se elige la IFI
para el diagnéstico de laboratorio como prueba de uso
general, ya que titulos bajos asociados con signos clinicos
compatibles confirman la enfermedad. La reactividad
cruzada con T. gondii es rara y los perros pueden estar
infectados por ambos parasitos (Dubey,

2010). La prevalencia de anticuerpos contra Neospora
caninum es significativamente mayor en perros de
granja en comparacion con perros de ciudad (Nazira et al.,
2014), lo cual coincide con el caso descripto, en donde
un dato anamnésico de relevancia fue la procedencia rural
del animal.

La neosporosis es una enfermedad altamente distribuida.
Se debe tener presente tanto la infeccion subclinica como
la enfermedad clinica, sobre todo en caninos que
presenten paresias o pardlisis progresiva y que vivan en
areas rurales por la presencia de los huéspedes
intermediarios, sobre todo en &reas endémicas. En este
caso, el diagndstico temprano permiti6 un tratamiento
exitoso.
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Introduccién

El diagnéstico serolégico de la infeccion por Neospora caninum
es fundamental para el control de la enfermedad en los rodeos,
ya que no hay vacunas disponibles ni tratamientos. El uso de
pruebas no estandarizadas y diferentes puntos de corte dificulta
las comparaciones de los resultados entre los laboratorios. En la
actualidad la prueba mas empleada en Latinoamérica es la
inmunofluorescencia indirecta (IFl), ya que existe dificultad para
adquirir ELISAs comerciales, los cuales ya han sido validados en
estudios comparativos inter-laboratoriales en Europa y
Norteamérica. Por tanto, es necesario realizar un estudio similar
que compare las pruebas caseras o in-house que se emplean en
esta region con la finalidad de conocer las caracteristicas
diagnosticas de las mismas. Dado que no existe una prueba gold
standard para el diagnéstico de la infeccién por N. caninum, se
han utilizado diversos criterios para estandarizar y comparar las
pruebas. El criterio gold standard basado en Informacién previa
utiliza datos epidemiol6gicos y seroldgicos y los relaciona con un
diagnéstico certero. El criterio basado en la decision de la
Mayoria de las pruebas clasifica a un suero como positivo o
negativo seguin los resultados de la mayoria de las pruebas
comparadas. El objetivo del trabajo fue realizar un estudio de
comparacion y estandarizacion de las pruebas seroldgicas
habitualmente empleadas en el diagnéstico de la infeccién por N.
caninum en bovino, en el que han participado 4 laboratorios de
Argentina, 1 de Brasil, 1 de Pert, 1 de Méjicoy 1 de Espafia.

Materiales y métodos

Cada laboratorio aportdé sueros que fueron enviados al
Laboratorio de Inmunoparasitologia (LAINPA), UNLP para formar
un panel ciego compuesto por sueros de referencia (n=80) y
sueros de una poblacion diana (n=351). Los sueros de
referencia, representativos de la poblacién diana, provenian de
animales con sueros precalostrales positivos y negativos, hijos de
madres positivas y negativas y sueros de vacas con resultados
serolégicos coincidentes en 2 muestreos consecutivos. Estos
sueros se utilizaron para estandarizar los puntos de corte de las
pruebas respecto al criterio Informacién previa. Los sueros de la
poblacién diana provenian de bovinos naturalmente expuestos y
se utilizaron para comparar las pruebas respecto al criterio
Mayoria de las pruebas. Se enviaron alicuotas del panel ciego a
cada laboratorio participante para que realizaran las pruebas
diagnosticas de rutina que fueron: IFl (realizada por 7
laboratorios) y/o ELISAs in-house y comercial (realizada por 3
laboratorios) (ver Tabla 1). Los resultados fueron remitidos al
LAINPA, donde se utilizé el andlisis TG-ROC relativo al criterio

Informacién previa con los sueros de referencia para determinar
nuevos puntos de corte y se calcularon las areas bajo la curva
(AUC) de las curvas ROC para las pruebas analizadas
(SigmaPlot12.0) considerando: no informativa (AUC=0,5), poco
precisa (>0,5 AUC <0,7), moderadamente precisa (>0,7 AUC
<0,9) y altamente precisa (>0,9 AUC < 1) y perfecta (AUC=1). Se
calculd la sensibilidad (Se), la especificidad (Esp) y la
concordancia (indice kappa, k) con un intervalo de confianza de
95% (ICgs%) con los sueros de referencia y con los sueros de la
poblacion diana, con el punto de corte original y el sugerido con el
analisis TG-ROC.

Resultados

En la Tabla 1 se detallan los valores de Se y Esp, calculados con
el punto de corte original y con el nuevo punto de corte a partir de
los sueros de referencia respecto al criterio de Informacién
previa, junto con los valores del AUC. Los resultados mostraron
una gran variabilidad entre las pruebas evaluadas, ya que 8
pruebas presentaron valores de Se o Esp inferiores al 90%, e
incluso 2 IFIs y 1 ELISA valores de Se inferiores al 80% (Tabla 1).
Los valores mas elevados de Se, Esp, k y AUC correspondieron a
las pruebas IFl 1y 4y ELISAs 1 y 2 (Tabla 1). El andlisis TG-
ROC determiné nuevos puntos de corte para las pruebas IFI 1, y
los 3 ELISAs analizados. Adicionalmente, se calcularon los
mismos parametros con los sueros de la poblacién diana a partir
del criterio Mayoria de las pruebas. En general, las
caracteristicas diagnésticas mejoraron ligeramente o no se vieron
afectadas (Tabla 1).

Discusion

Se ha realizado el primer estudio comparativo de pruebas
serolégicas para el diagnostico de la neosporosis bovina en
Iberoamérica. Dos pruebas mostraron elevada Se y Esp, mientras
que en el resto de pruebas los valores de Se y Esp fueron
variables. Recomendamos que los laboratorios empleen una
misma prueba de |IFl sensible y especifica. Para ello,
considerando la subjetividad de la técnica, previamente se
deberia incentivar el entrenamiento de los operadores para
homogeneizar la interpretacion de las lecturas y considerarlos
conjugados y microscopios utilizados. Dos de las pruebas de
ELISA también presentaron elevada Se y Esp, por lo que es
recomendable su uso siempre que sea posible. En base a los
resultados obtenidos se recomienda crear redes inter-
laboratoriales para la validacion de pruebas de diagnostico
serolégico de la neosporosis bovina en la region.

Tabla 1: Caracteristicas diagnoésticas, valores del AUC y k obtenidos en relacion a los criterios “Informacién previa” y “Mayoria de las pruebas” en funcién de los puntos de corte
inicialmente recomendados y los recalculados tras el andlisis TG-ROC.* Puntos de corte obtenidos tras el andlisis TG-ROC.

Prueba Criterio de goldstandard: INFORMACION PREVIA Criterio de goldstandard: MAYORIA DE PRUEBAS
serolégica (sueros de referencia, n=80) (sueros de una poblacién diana, n= 351)
Antigeno Pto.corte Se, (ICo5%) Esp, (ICo5%) K AUC Se, (ICg5%) Esp, (ICo5%) K
IFI1 Taquizoito completo (in-house) 1:100 100 (98,68-100) 95,24 (87,61-100) 0,95 1 100 (99,46-100) 78,43 (73,19-83,68) 0,65
1:200' 94,74 (86,32-100) 97,62 (91,82-100) 0,92 97,87 (94,42-100) 87,55 (83,25-91,85) 0,78
IF12 Taquizoito completo (in-house) 1:100 63,16 (46,51-79,81) 100 (98,81-100) 0,64 0,82 66,3 (56,1-76,51) 100 (99,8-100) 0,74
IF13 Taquizoito completo (in-house) 1:100 86,11 (73,43-98,8) 97,62 (91,82-100) 0,84 0,93 93,33 (87,62-99,04) 95,12 (92,23-98,02) 0,87
IF14 Taquizoito completo (in-house) 1:100 92,11 (82,22-100) 95,24 (87,61-100) 0,87 0,94 100 (99,46-100) 85,83 (81,34-90,31) 0,76
IFI5 Taquizoito completo (in-house) 1:100 72,97 (57,31-88,63) 100 (98,78-100) 0,74 0,86 65,43 (54,46-76,41) 97,91 (95,88-99,93) 0,7
IFI 6 Taquizoito completo (in-house) 1:100 84,21 (71,3-97,12) 97,44 (91,19-100) 0,82 0,91 89,77 (82,87-96,67) 95,49 (92,68-98,3) 0,84
IF17 Taquizoito completo (in-house) 1:100 60,53 (43,67-77,38) 97,62 (91,82-100) 0,59 0,8 75 (65,61-84,39) 94,82 (91,88-97,76) 0,72
ELISA1 Lisado de taquizoitossonicados =25 84,21 (71,3-97,12) 95,24 (87,61-100) 0,80 0,98 90,22 (83,6-96,83) 96,84 (94,48-99,19) 0,87
(in-house) 218,5 92,11 (82,22-100) 95,24 (87,61-100) 0,87 96,81 (92,72-100) 92,31 (88,78-95,83) 0,84
ELISA 2 Lisado de taquizoitossonicados >10/6 79,41 (64,35-94,47) 100 (98,81-100) 0,81 1 89,41 (82,28-96,54) 99,2 (97,89-100) 0.91
(comercial) >5,167 92,11 (82,22-100) 100 (98,81-100) 0,92 93,62 (88,14-99,09) 97,19 (94,93-99,44) 0,91
ELISA 3 Lisado de taquizoitossonicados >8,2/6 97,3 (90,72-100) 81,58(67,94-95,2) 0,79 0,98 96,7 (92,49-100) 79,75 (74,42-85,07) 0,66
(in-house) 212,09 92,11 (82,22-100) 90,48 (80,41-100) 0,82 86,17 (78,66-93,68) 89,52 (85,5-93,53) 0,73
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Introduccién La piroplasmosis canina es una enfermedad
producida por varias especies de protozoarios hemoparasitos,
que afecta a los caninos domésticos y salvajes de todos los
continentes. Pertenece al grupo de enfermedades transmitidas
por garrapatas (siglas en inglés CTBDs: canine tick borne
diseases). La gravedad de la afeccibn se encuentra
relacionada con la patogenicidad de la especie implicada, pero
en general se caracteriza por producir anemia, fiebre,
anorexia, trombocitopenia y esplenomegalia, llegando a ser
fatal en algunos casos. Hasta hace algunos afios se
consideraba que la infeccion podia ser producida solo por dos
especies del género Babesia; distincién que estaba dada por
el tamafio de las formas intraeritrocitarias: Babesia canis (>
2,5 um) y Babesia gibsoni (< 2,5 pm). En la actualidad se sabe
que existen varios géneros y especies que pueden afectar al
perro, diferenciadas por la localizacién geografica, la especie
de garrapata con capacidad vectorial y las variaciones
antigénicas y moleculares. En nuestro pais se han descripto
hasta el momento Babesia vogeli y Rangelia vitalii. La primera
es transmitida por la garrapata marron del perro Rhipicephalus
sanguineus y produce una enfermedad leve a moderada. La
infeccion con R. vitali es transmitida por Amblyomma
aureolatum y fue reportada mas recientemente en perros del
litoral argentino. Produce una enfermedad muy peculiar
caracterizada por el sangrado espontaneo de las orejas y
pabellon auricular de los perros afectados. Por Ultimo, existe
evidencia de la presencia de B. gibsoni (sensu stricto) en
perros de la provincia de Salta. En el ciclo biolégico de los
piroplasmas, las garrapatas albergan las formas de
multiplicacion  sexual del pardsito y actian como
hospedadores definitivos. Las formas infectantes son
inoculadas en el hospedador intermediario vertebrado cuando
la garrapata se alimenta. Las formas sanguineas (merozoitos)
aparecen dentro de los glébulos rojos algunos dias después
de la infeccién y pueden permanecer durante un lapso de
tiempo variable. La deteccion de la parasitemia mediante
observacion microscopica de extendidos de sangre
coloreados, es la manera mas habitual de diagndstico. Las
pruebas moleculares, ademéas de tener mayor sensibilidad,
resultan necesarias para la diferenciacion especifica del
agente.

El presente trabajo -que se constituye como un preliminar del
trabajo de tesis doctoral de uno de los autores (D.F.E.)-,
resume la informacién diagnéstica y epidemiolégica de la
piroplasmosis canina en la zona sur del conurbano
bonaerense durante el periodo 2003 — 2014.

Materiales y métodos Se evaluaron los datos obtenidos de
los hemogramas procesados en el Laboratorio DIAP,
provenientes de muestras de sangre de caninos de la zona sur
del conurbano bonaerense. Las muestras fueron remitidas con
diversos fines diagnosticos por profesionales de la zona. Se
realiz6: (1) deteccion microscopica de merozoitos de
piroplasmas (parasitemia expresada en % de eritrocitos
parasitados); (2) registro de alteraciones hematolégicas en
pacientes infectados; (3) identificacibn molecular por nested
PCR-RLFP y PCR- secuenciacion en perros parasitémicos; (4)
diagnostico molecular en perros no parasitémicos al
microscopio (n=514); (5) estudio de la variacion anual y
estacional; y (6) analisis de factores de riesgo.

Resultados En el periodo comprendido entre octubre de 2003
y mayo de 2014 se evaluaron 120567 hemogramas de perro.
La prevalencia general obtenida mediante microscopia en el
area de estudio fue del 0,25% (300/120567). La parasitemia
varié entre 0,01% y 30%, aunque el 90% de los casos tuvo 2%
0 menos. Se presentd anemia (Hematocrito <37%) en 182

casos (60,7%); de los cuales 61 (20,3%) tuvieron anemia de
moderada a grave (Hto. <20%). Hubo leucopenia (<6000
leucocitos/ul) en 94 pacientes (31,3%) Yy leucocitosis
(>18000/pl) en 35 casos (11,7%). La amplificacion parcial de
gen 18S ARNr con primers BT mediante nested-PCR
evidencié un producto de amplificaciéon de aprox. 800 pares de
bases en las muestras de sangre de los 201 perros
parasitémicos que pudieron ser estudiados con esta prueba.
Se realizé el corte con enzimas de restriccion Hinfl, Bsll y
Hindll (RFLP) y se observo el patron caracteristico de la
especie B. vogeli en 199 de las 201 muestras. El producto de
PCR de alrededor del 10% de estas muestras se purificd y
remiti6 a un centro de referencia para su secuenciacion. Las
secuencias consenso obtenidas mostraron 99-100% de
identidad con la misma especie mediante BLAST, comparado
con otras secuencias disponibles en el GenBank. En los
restantes 2 animales se observé un patron de corte y
secuenciacion compatibles con R. vitalii; uno de la ciudad de
Lants y el otro de Florencio Varela. En ambos casos los
perros habian sido recogidos de la calle y no pudo obtenerse
la informaciéon completa sobre su procedencia. De las 514
muestras de perros no parasitémicos al microscopio, 4
(0,77%) resultaron positivos a B. vogeli mediante pruebas
moleculares; 3 de ellos se encontraban coinfectados con
Hepatozoon. La prevalencia anual durante el periodo de
estudio mostré6 un aumento muy significativo (P<0.001) que
vari6 de 0,10% en 2003 a 0,32% en 2013. Se observd un
patron estacional muy estable con picos de prevalencia de
casi el 1% durante la primavera y cero durante el invierno. La
infeccién fue mas prevalente en machos (P<0.001) y en perros
menores a un afio (P<0.0001). No se encontraron diferencias
significativas entre perros de raza y mestizos, entre razas de
diferente tamafio o con diferente longitud de pelo. Mediante
deteccion microscopica se presentd coinfeccion con
Hepatozoon spp. en 28 casos (9,3%) y con microfilarias de
Dirofilaria sp. en 4 (1,3%).

Discusion Nuestros resultados demuestran que la
piroplasmosis canina producida por B. vogeli en el conurbano
bonaerense se presenta de manera endémica desde hace
méas de 10 afios. Esta especie es transmitida por R.
sanguineus, una garrapata muy abundante en la zona durante
los meses méas célidos del afio. Las manifestaciones se
presentan generalmente con anemia Yy leucocitosis o0
leucopenia pero en muchos casos no se observa ninguna
alteracion hematoldgica. La mayoria de los perros infectados
tiene parasitemias bajas (£ 2%). La coinfeccion
(principalmente con Hepatozoon spp.) suele ser frecuente. La
técnica de nested PCR permite aumentar la sensibilidad
diagnostica respecto de la microscopia vy, junto al corte con
enzimas de restriccion, puede ser una herramienta importante
y de costos relativamente bajos a la hora de conocer la
especie involucrada. Se requiere de mayor informacion para
saber si R. vitalii se presenta también en la zona de manera
autoctona.
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Introduccion
Neospora caninum y Toxoplasma gondii son protozoarios
pertenecientes al phylum Apicomplexa que producen infeccién
en caninos, causando una variedad de signos clinicos similares
para ambos parasitos, entre ellos, trastornos neurolégicos los
que motivan el diagnéstico serolégico (Dubey y col., 2007).
Estudios realizados en el Laboratorio de Inmunoparasitologia, a
partir de perros con signos clinicos, detectaron anticuerpos para
T. gondii en 30,3% y para N. caniunum en 25,6% de los sueros
analizados por Inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Venturini y
col., 2008). Esta prueba es la mas utilizada en nuestro medio
para la deteccion de anticuerpos especificos en sueros de
perros. La prueba de Immunoblot (IB) se usa principalmente con
fines confirmatorios, ya que permite detectar determinados
antigenos inmunodominantes (IDAs) de importancia diagndstica.
Los objetivos del trabajo fueron analizar el
comportamiento de los sueros de perros naturalmente expuestos
frente a IDAs de N. caninum y T. gondii y evaluar la
concordancia entre dicha prueba y la IFI para el diagnéstico de
ambas enfermedades en caninos.

Materiales y métodos

Se seleccionaron 60 sueros de perros con signos clinicos, que
fueron remitidos al LAINPA para el diagnostico serolégico de
toxoplasmosis y neosporosis, por las pruebas de IFl e IB. Para la
prueba de IFI se realizaron diluciones en base 2 a titulo final a
partir de la dilucién 1:25 y se consideré como resultado positivo
la presencia de fluorescencia periférica completa en los
taquizoitos. Para la prueba de IB, se utilizé antigeno completo
sonicado de la cepa NC-1 de N. caninum y RH de T. gondii y se
analizaron los sueros en una dilucion de 1:100. Se considerd
como resultado positivo la reaccion hacia 2 o méas IDAs (con
movilidad relativa de 19, 29, 30, 33 y 37 kDa para N. caninum y
de 19, 28, 30, 32y 34 kDa para T. gondii).

Se calculd la concordancia entre IB e IFI para el diagnéstico de
neosporosis y toxoplasmosis mediante el indice kappa (k)
(Epidat 3.1) considerando el grado de acuerdo como: pobre (k=
0,00), débil (k= 0,00-0,20), aceptable (k= 0,21-0,40), moderada
(k= 0,41-0,60); muy buena (k= 0,61-0,80) y excelente (k = 0,81).

Resultados

Un total de 21 sueros resultaron positivos a N. caninum por IB,
detectandose inmunoreaccion en al menos 2 IDAs (Fig. 1A). Al
analizar las frecuencias de las reacciones hacia los distintos
IDAs a partir de sueros seropositivos se detect6: 95% de los
sueros reacciond con los IDAs de 37 y 29 kDa, 76% con 30 kDa,
71% con 33 kDa y 43% con 17 kDa. Para T. gondii, 29 sueros
resultaron positivos por IB al menos con 2 IDAs (Fig. 1B). A su
vez, 97% de los sueros positivos reacciond con el IDA de 34
kDa, 93% con 30 kDa, 59% con 28 kDa, 48 % con 32 kDa y 10%
con 19 kDa.

La concordancia entre el IB e IFl fue muy buena para N.
caninum (k= 0,74) y moderada para T. gondii (k= 0,46). En la
Tabla 1 se detalla los resultados serolégicos para ambas
pruebas. De los 13 sueros positivos a T. gondii por IB y
negativos por IFI (titulo 1:50), 6 de ellos resultaron positivos a N.
caninum en las pruebas de IB e IFI, presentando titulos
serolégicos elevados =1:800. Del resto de los sueros (7), 4
presentaron titulo 1:25 a T. gondii por IFI.

Figura 1. Deteccion de IDAs de N. caninum (A) y T. gondii (B)
en sueros caninos por Immunoblot
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Discusion

- Los antigenos inmunodominantes de 37 y 29 kDa son los que
reaccionaron con mayor frecuencia con sueros caninos positivos
a N. caninum por IB. Similares resultados fueron hallados en
trabajos previos en el pais para el diagnostico de neosporosis en
bovinos y bufalos por IB (Campero y col., 2012; 2015).

- Los antigenos inmunodominantes de 34 y 30 kDa fueron
reconocidos por el mayor porcentaje de sueros positivos a T.
gondii por IB. Este resultado coincide con trabajos previos para
el diagnostico de toxoplasmosis en cerdos (Paridini y col., 2012)
y cabras (Gos y col., 2015) en la region.

- En el caso de los sueros con titulos altos a N. caninum,
positivos a T. gondii por IB pero negativos por IFl, podria
relacionarse con la reaccion inespecifica hacia epitopes de T.
gondii de los anticuerpos anti- N. caninum (Silva y col., 2007),
teniendo en cuenta la proximidad filogenética entre ambas
especies de protozoos. Estos resultados afectaron la
concordancia entre la IFl e IB para T. gondii.
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Tabla 1. Serologia a IFl e IB para N. caninum (NC, izquierda) y T. gondii (TG, derecha).

IB TG (=2 IDAs)
Pos (+) Neg (-) Total

IB NC (=2 IDAS)

Pos (+) Neg (-) Total
IFI NC (1:50)
Pos (+) 18 3 21
Neg (-) 3 36 39

Total 21 39 60

IFI TG (1:50)

Pos (+) 16 3 19
Neg () 13 28 41
Total 29 31 60
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Introduccién: Sarcocystis aucheniae es un protozoo
intracelular obligado que, en camélidos sudamericanos (CS),
produce la parasitosis denominada sarcocistiosis (Carletti et
al., 2013). Este parasito presenta un ciclo de vida indirecto ya
que requiere de dos hospedadores, uno definitivo (canido),
donde el paréasito desarrolla su estadio sexual, y otro
intermediario (camélido sudamericano), donde el parasito
desarrolla su estadio asexual.

La sarcocistiosis de CS domésticos da lugar a la formacion de
quistes macroscépicos (1-5 mm) similares a granos de arroz
en los muasculos de estos animales. El consumo de carne
infectada, cruda o insuficientemente cocida, puede producir en
el hombre un cuadro de gastroenteritis que cursa con nauseas,
diarreas y célicos. Ademas, los quistes dan un aspecto
desagradable a la carne que conduce a su desvaloracion y/o
decomiso, por lo que tiene un impacto negativo para las
economias que dependen de este tipo de ganado. Para ayudar
al control de esta parasitosis, es importante contar con
métodos de deteccion de las infecciones previo a la faena. En
un trabajo anterior, demostramos que es posible detectar al
parésito en sangre de CS mediante PCR (Martin et al., 2016).
El objetivo del presente trabajo fue el desarrollo de un
esquema mejorado de PCR con respecto al trabajo antes
citado, para detectar simultdaneamente ADN del parasito y del
hospedador en muestras de sangre, con alta especificidad y
sensibilidad. Asimismo, se propuso aplicar este ensayo a un
estudio epidemioldgico preliminar en dos regiones de la Puna
Argentina productoras de CS.

Materiales y Métodos: Se disefi6 una PCR semianidada
duplex utilizando como secuencias blanco regiones
especificas del gen 18S ARNr de S. aucheniae y el gen 16S
ARNr mitocondrial de llama. El ensayo se puso a punto con
muestras de ADN extraidas de quistes del parasito y misculo
de llama. Luego, fue aplicado a alicuotas de sangre de llama a
las que se agregaron distintas cantidades conocidas de
bradizoitos de S. aucheniae. Finalmente, se utiliz6 este ensayo
para detectar infecciones por este parasito en un total de 158
muestras de ADN extraido de sangre de llamas de las

provincias de Catamarca y Jujuy, mediante un kit comercial.

Los resultados obtenidos fueron tratados estadisticamente

mediante el test Chi-cuadrado.

Resultados: Se obtuvieron fragmentos finales de ADN
correspondiente a los tamafios esperados tanto para el
parasito como para el hospedador (583 y 257 pb,
respectivamente). En el ensayo de sensibilidad se logré
alcanzar un limite inferior de deteccion de 0,76 parasitos/ml de
sangre. De las 158 muestras de campo analizadas, 21.52 %
resultaron positivas para S. aucheniae. El analisis estadistico
no mostré diferencias significativas en cuanto a edad de los

animales, sexo y provincia de muestreo.

Discusion: El método fue altamente sensible y especifico, y
aplicado con éxito a muestras de sangre de llamas de
Argentina. Si bien el analisis estadistico no mostro diferencias
significativas en cuanto a edad, sexo y procedencia de los
animales, es necesario analizar mayor cantidad de muestras
para poder hacer un relevamiento mas exhaustivo de
infecciones por este parasito en Argentina y paises vecinosy,
asi conocer mejor la situacién epidemiolégica de la

sarcocistiosis de CS.
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Introduccién

El género Dirofilaria (Orden Spirurida, Familia
Onchocercidae) actualmente consiste en 27 especies validas y
15 cuestionables. En América, Dirofilaria immitis es el
responsable indiscutido tanto de la dirofilariasis canina como
de la dirofilariasis pulmonar humana. Sin embargo, al menos
otras 11 especies del género estan bien documentadas en
fauna silvestre del continente: D. feitasi, D. lutrae, D.
cancrivori, D. acutiuscula, D. macrodemos, D. panamensis, D.
subdermata, D. tenius, D. ursi, D. striata,y D. spectans.

En Argentina, la dirofilariasis canina por D. immitis se
extiende en 11 provincias: Salta, Formosa, Chaco, Misiones,
Corrientes, Entre Rios, Santa Fe, Santiago del Estero,
Cérdoba, Mendoza y Buenos Aires. Ninguna otra especie del
género ha sido confirmada hasta el presente en nuestro pais.

El objetivo de este trabajo es reportar los hallazgos
microscopicos y moleculares sobre una especie del género
Dirofilaria, distinta a D. immitis, en perros de la ciudad de
Neuquén.

Materiales y Métodos

Durante 2011-2013 se analizaron muestras de sangre
correspondientes a 8 perros microfilarémicos de la ciudad de
Neuquén. Se realiz6 un test inmunocromatogréafico para la
deteccion de antigeno especifico de D. immitis; mediciones
morfolégicas de las microfilarias recuperadas del Test de Knott
modificado y extraccién de ADN para la realizaciéon de PCR
seguido de secuenciacion de 2 targets diferentes. Una de las
técnicas amplifica fragmentos de las subunidades ribosomales
5.8S-ITS2-28S de diferentes filaridos (Panfilaria) y la otra
amplifica un fragmento del gen de la ciclooxigenasa |
mitocondrial (COl).

Resultados

Los 8 perros resultaron negativos a D. immitis por
inmunocromatografia. En los estudios morfométricos de las
microfilarias se obtuvo una media de 370 micras de largoy 7,1
micras de ancho. Todas las muestras fueron positivas a PCR.
Para la PCR Panfilaria se observaron fragmentos de un
tamafio intermedio a los esperados para D. immitis (542 pares
de bases) y D. repens (484 pb). Se obtuvieron un total de 7
secuencias (5 de PCR panfilaria y 2 de COI). Las secuencias
se correspondieron con muestras de 5 animales y presentaron
una elevada homologia entre ellas (mayor al 99%). Sin
embargo, todas las secuencias mostraron homologias
inferiores al 95% con secuencias de filaridos reportados en el
GenBank. La baja homologia de secuencia indicaria que las
microfilarias halladas no se corresponden con D. immitis ni D.
repens.

Discusion

Las mediciones morfolégicas de las microfilarias
encontradas registraron valores muy lejanos a D. immitis
(=300 micras de largo). Ademas, los resultados de la
inmunocromatografia negativos junto a la secuenciacion
obtenida, indican claramente que la especie de filarido
presente en los perros estudiados no es D. immitis. La baja
homologia de secuencias observadas mediante BLAST,
podria deberse a que las secuencias pertenecen a un filarido
aun no descripto o a alguna especie descripta pero de la que
aun no se reportaron secuencias en el GenBank.

Nuevas especies son sugeridas con cierta frecuencia.
Por ejemplo, Lépez et al. (2012) describen una potencial
nueva especie en caninos de Chile, la cual es morfolégica y
molecularmente cercana a D. repens. Sin embargo,
considerando el actual nimero de especies dudosas dentro
del género, cualquier sugerencia de una nueva especie que
no contemple una descripcion genética, biologica y
morfolégica completa (que incluya microfilarias, adultos y su
ubicacién) podria ser prematura. Mas estudios son necesarios
para avanzar sobre la identificacion del filarido que hemos
hallado en el extremo norte de nuestra Patagonia, el cual
podria o no ser el mismo recientemente descripto en Chile.
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Introduccion

El protozoo Neospora caninum provoca importantes pérdidas
econdmicas en la produccién bovina. Es considerado una de las
principales causas de aborto bovino a nivel mundial y no existen
métodos efectivos para su control. Para su diagnéstico se utiliza
principalmente la serologia; sin embargo, algunos estudios han
reportado animales infectados seronegativos (Mclnnes et al.,
2006; Yao et al., 2009; Benavides et al., 2012). En el presente
trabajo se describe un caso de deteccion de N. caninum en una
vaca seronegativa en sucesivos muestreos.

Materiales y métodos

El hallazgo se present6 en un estudio sobre la caracterizacion
de la parasitemia en vacas naturalmente infectadas con
Neospora caninum (Gual et al., 2016). La vaca analizada
pertenecia al grupo control seronegativo no gestante. Durante el
transcurso de la gestacion se tomaron 23 de muestras de sangre
con y sin anticoagulante EDTA. Para evaluar los niveles de
anticuerpos para N. caninum se realiz6 inmunofluorescencia
indirecta (IFl) (titulacién final a partir de una dilucién 1:25), ELISA
indirecto (Civtest bovis Neospora, Hipra, Girona, Espafa) e
Immunoblot (IB) en condiciones no reductoras (dilucién 1:100).
Para este dltimo, se consideré6 como positivo la deteccién de
reacciones hacia 2 o mas antigenos inmunodominates de
movilidad relativa de 19, 29, 30, 33 y 37 kDa. Para la deteccién
de N. caninum se extrajeron leucocitos por centrifugaciéon en
gradiente de Ficoll (Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare,
Uppsala, Suecia). Se les extrajo ADN (5 x 10° leucocitos por
muestra) con un kit comercial (DNeasy® Blood & Tissue Kit,
QIAGEN, Austin, EE.UU.) y se realizé una PCR anidada (Buxton
et al., 1998). El aislamiento del parasito se realiz6 por cultivo
celular; diez mil leucocitos por muestra, por triplicado, se
sembraron en placas de 96 pocillos con células VERO y medio
Earle’s suplementado con 2% de suero fetal bovino. El medio fue
reemplazado a las 24 hs de la siembra y luego dos veces por
semana durante un periodo no inferior a 60 dias y se observé
diariamente la presencia de efecto citopatico, y de paréasitos
asociados al mismo, bajo microscopio invertido. Se efectué la
eutanasia del animal y se realizo6 PCR sobre muestras de
cerebro, Gtero y ovario.

Resultados

Todos los muestreos resultaron negativos a la presencia de
anticuerpos por las pruebas de IFl, ELISA e IB. Sin embargo, 3
de las 15 muestras de leucocitos procesadas resultaron
positivas a PCR y se aislé N. caninum en 2 de las 23 muestras

sembradas. También se detectdé ADN de N. caninum en cerebro
y Utero.

Discusion

Si bien la inmunidad celular juega un rol crucial en la proteccién
contra N. caninum, la deteccién de anticuerpos resulta de utilidad
para su diagndstico. La ausencia de anticuerpos especificos en
animales infectados podria presentarse en los siguientes casos:
infeccién reciente en la que todavia no hay produccién de
anticuerpos detectables, ausencia de exposicion al antigeno por
un tiempo prolongado, o en casos de inmunotolerancia (Yao et
al., 2009). También podria ocurrir que en el huésped no se
detecten anticuerpos hacia taquizoitos de N. caninum, que es el
estadio parasitario en los que se basan las técnicas utilizadas,
pero que si se produzcan anticuerpos frente a otros estadios
parasitarios, como los bradizoitos (Benavides et al., 2012). Para
evaluar esta Ultima hipotesis se procedera a realizar un ELISA
basado en la proteina recombinante SAG4 para la deteccién de
anticuerpos anti-bradizoitos de N. caninum (Benavides et al.,
2012). En este caso en particular los dos primeros postulados
serian los menos probables ya que el parasito se detect6 en
leucocitos circulantes en varias oportunidades durante 120 dias
de seguimiento.
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En la Argentina las publicaciones referidas a la epidemiologia de los
endopardsitos son escasas. Las provincias de Corrientes y Formosa
concentran el 90% de las cabezas bubalinas del pais que son
aproximadamente 100.000 cabezas en 20 provincias.

Los endoparasitos que afectan a los rumiantes en produccién pueden
considerarse como una de las limitantes en los sistemas
desarrollados bajo condiciones de pastoreo natural. Los parasitos
internos en general interfieren negativamente en los procesos
digestivos; impidiendo una absorcién adecuada de nutrientes, lo que
afecta el desarrollo y la capacidad reproductiva de los animales
infestados. Los bufalos son considerados susceptibles a estas noxas.
Es por ello que avanzamos en este trabajo con el objeto de
determinar la presencia de los agentes causales de endoparasitos en
bufalos de diferentes categorias en las cuatro estaciones anuales, en
establecimientos ubicados en dos Provincias del Nordeste Argentino.
(Estado de avance).

Materiales y Métodos: se seleccionaron 4 establecimientos
ganaderos en diferentes departamentos (tres en la zona noroeste de
la provincia de Corrientes y uno en el sureste de la provincia del
Chaco).

Los animales muestreados fueron agrupados en categoria Adultos y
Bucerros (menores a ocho meses).

Se trabajo durante el afio 2015 en otofio (n=62), invierno (n=107),
primavera (n=43) y en el afio 2016 en verano (n=61).

Para el andlisis de parasitos internos se obtuvieron muestras de
materia fecal a las cuales se les realiz6 el diagnéstico copro-
parasitolégico a través de técnicas cualitativas.

Los métodos utilizados fueron Willis para la deteccién de huevos de
nematodes, cestodes (Flia. Anoplocephalidae) y ooquistes de
coccidios. Dennis Stone Swanson para huevos de Trematodes.

Resultados:

Se observé una dindmica poblacional variada con respecto a los
paréasitos internos evaluando 273 animales en las cuatro estaciones
anuales.

En otofio se evaluaron 62 bufalos, 46 adultos y 16 bucerros, de los
cuales el 27% (17/62) fue positivo a la presencia de huevos de
parésitos internos. Bufalos parasitados adultos fueron solo 7 (15%) y
10 (63%) de los bucerros. Los géneros de pardasitos encontrados con
mayor frecuencia fueron los de la gastroenteritis verminosa (GEV),
luego coccidios, Moniezia sp. y Fasciola hepatica con 15, 3, 1y 1
muestras positivas correspondientemente.

En invierno del 2015, se evaluaron 107 bufalos, 84 adultos y 23
bucerros, de los cuales el 31% (33/107) fue positivo a la presencia de
huevos de parasitos internos. Bufalos parasitados adultos fueron 17
(20%) adultos y 16 (70%) bucerros. Los géneros de parasitos
encontrados con mayor frecuencia fueron los de la gastroenteritis
verminosa (GEV) afectando mayoritariamente a los bucerros,
seguidos por Fasciola hepatica, coccidios, la aparicion de muestras
positivas a Strongyloides sp. y Moniezia sp. con 18, 12, 9, 5y 2
muestras positivas correspondientemente.

En primavera del 2015, se evaluaron 43 bufalos, 28 adultos y 15
bucerros, el 58% (25/43) fue positivo a la presencia de huevos de
parasitos internos. Bufalos parasitados adultos fueron 28 (36%) y
bucerros 15 (100%). Los géneros de parasitos encontrados con
mayor frecuencia fueron los de la gastroenteritis verminosa (GEV)
afectando mayoritariamente a los bucerros, seguidos por Fasciola
hepatica y coccideos y luego Moniezia sp. con 22, 3, 3y 2 muestras
positivas correspondientemente.

En verano del 2016, se evaluaron 61 bufalos, todos adultos, en el
44% (27/61) de las muestras se encontré la presencia de huevos de
parésitos internos. Los géneros de parasitos encontrados con mayor
frecuencia fueron los de la gastroenteritis verminosa (GEV), seguidos
por Fasciola hepatica y coccidios con 15, 11 y 8 muestras positivas
correspondientemente.

En la siguiente tabla se diagrama la proporciéon de animales positivos
a pardsitos internos en las cuatro estaciones representadas por las
barras y la dinamica poblacional de los géneros parasitarios
observados en las distintas estaciones.

Porcentaje de bufalos positivos a parasitos
internos y dindmica poblacional de los diferentes

géneros
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Discusion:

La estacién donde se observé la mayor proporcion de animales con
parésitos internos fue en primavera.

En el invierno, es cuando se evidencié un aumento de la gran
mayoria de los géneros parasitarios estudiados, coincidentes con lo
mencionado por Zava, M. (2011) salvo GEV que tuvo su pico maximo
en primavera.

Los géneros que se presentaron con mayor frecuencia en todas las
estaciones fueron los de la GEV, afectando a bucerros
principalmente. Situacion citada por Racioppi,O.et.al. (2004).

Por los resultados obtenidos se concluye que los bufalos adultos son
naturalmente mas resistentes que los bucerros a la infestacion de
parasitos internos.
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INTRODUCCION

La tritichomonosis bovina es una enfermedad venérea
que produce importantes pérdidas econémicas a través
de la disminucion de terneros nacidos por afio. El agente
etiolégico es un protozoario Tritrichomonas foetus (T.
foetus). En las hembras la principal manifestacion clinica
es la repeticion de celo por muerte embrionaria
acompafado de endometritis, salpingitis, vaginitis y
cervicitis (Feillesen, 1999). El mecanismo de accién
patoégena es la adherencia a células del tracto reproductor
y posterior dafio tisular. En la bibliografia se reportan
distintas pruebas para determinar la virulencia de las
cepas de T. foetus. Nuestro grupo ha trabajado con
diferentes pruebas de patogenicidad (Doumecq, et al
2012, Soto et al 2005). Sin embargo no esta definido cual
o cuales son las caracteristicas que permiten clasificar un
aislamiento mas virulento que otro. A través del trabajo de
reproduccion experimental de trichomonosis en el modelo
murino en gestacion, hemos comprobado que tiene una
presentacion similar al modelo natural bovino, con pérdida
de la gestacién en el primer tercio (Barbeito, et al 2008).
El periodo mas importante para analizar es a los 11 dias
cuando finaliza la formacién de la placenta. El objetivo es
analizar los resultados de los ensayos de prefiez a los 11
dias en modelo murino inoculados con T. foetus con
diferentes resultados en las pruebas de patogenicidad,
considerando la persistencia de la infeccién intravaginal a
los 35 dias como pardmetro de clasificacion.
MATERIALES Y METODOS

Se analizaron los aislamientos provenientes de raspaje
prepucial, subcultivados en medio TYM. Se realizaron las
siguientes pruebas de patogenicidad: produccion de
absceso subcutaneo en ratén, produccién de hemolisinas,
adherencia a células epiteliales vaginales de ratén,
adherencia y efecto citopatico en células CHO vy
persistencia de la infeccién vaginal en ratones BALB/c. De
los 21 aislamientos, en el presente trabajo se analizaron
3 para el ensayo de prefiez., TR 57, 133, 140.

Animales de experimentacion: para cada aislamiento se
trabajé con 5 ratones hembra BALB/c de 8 a 10 semanas
y 20 g de peso minimo. Los mismos fueron mantenidos
en armarios ventilados con regulaciéon de luz y
temperatura, agua y alimento a demanda.

Disefio experimental: Se sincronizaron los animales con 5
Hg de benzoato de estradiol vehiculizado con aceite de
sésamo estéril llegando a un volumen final de 100 pl por
via intramuscular. Cuarenta y ocho horas después se
inocul6 con dos dosis de 10 pl de una suspensién de 9 x
107 T.foetus /ml con un intervalo de 24 horas por via
intravaginal. Transcurridos 10 dias se realiza una citologia
exfoliativa vaginal registrando estado del ciclo estrual y
presencia del protozoario (Tf +). Se da servicio 1:1 con
macho BALB/c de 12 semanas y 22 g de peso como
minimo. Diariamente se detecta la presencia de tap6n
mucoso, considerando este como dia O de gestacion. El
lote control se compone de 5 animales con los mismos
requisitos y en las mismas condiciones que el lote
experimental. La estrogenizacion se realiz6 con el mismo
protocolo y el apareamiento fue 1:1 .A los 11 dias

de gestaciéon los animales ambos lotes se eutanasian
mediante dislocacién cervical. Se realiza la necropsia

con la verificacion de la prefiez mediante la presencia de
vesiculas de 5 — 6 mm de didmetro en los cuernos
uterinos (P+). Se toman muestras del tracto reproductor
se colocan en formol bufferado al 10% para
histopatologia y un cuerno se congela a -80°C para
posterior andlisis de citoguinas.

RESULTADOS

En el lote control observamos vesiculas de 5-6 mm de
diametro en los cuernos uterinos, demostrando que la
estrogenizacion no tuvo efecto adverso. En el lote
experimental los resultados fueron diferentes para los 3
aislamientos estudiados.

Para TR133 de 5 animales, 4 P+ de los cuales 3 Tf+. De
estos Ultimos 2 con presencia de vesiculas pequefias de
2 mm de didmetro y el restante con prefiez normal y Tf +
en el cuerno uterino. Para TR 57 de los 5 animales,3 con
prefiez negativa con Tf+. El resto con prefiez positiva.
Para TR 140 de 5 animales 4 tuvieron P+ y Tf - y un
animal P- y Tf +

DISCUSION Y CONCLUSION

Los resultados obtenidos si bien son preliminares con los
primeros aislamientos seleccionados en base a la
persistencia de infeccion vaginal, podemos afirmar que el
comportamiento es similar al modelo natural bovino. En
los lotes experimentales se observd que en aquellos
animales con presencia del protozoario, la prefiez fue
interrumpida o se encontrd tapon mucoso lo cual significa
que hubo interrupcién y volvié a tener servicio ya que el
macho no fue retirado de la caja (recordemos que el ciclo
del ratén es de 5-6 dias). En los animales que eliminaron
al protozoario, la prefiez fue positiva y en el caso de un
aislamiento (TR133) que caracterizamos de baja
patogenicidad observamos con una prefiez normal y
protozoario presente. Si bien el nimero de aislamientos
ensayados es bajo podemos afirmar que no todos
presentan el mismo comportamiento y que la persistencia
intravaginal tal vez pueda considerarse como prueba para
clasificar un aislamiento de mayor o menor patogenicidad.
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Introduccion

La toxoplasmosis y la neosporosis, producida por los protozoos
apicomplexa Toxoplasma gondii y Neospora caninum, involucran
a los felinos y los canidos como hospedadores definitivos (HD),
respectivamente (1; 2). Una de las posibles fuentes de infeccion
para los HD esta dada por la ingestion de roedores que
presentan quistes tisulares de T. gondii y N. caninum. Los
roedores también podrian contribuir a la difusiébn de estas
parasitosis entre los animales de granja de habitos carnivoros u
omnivoros, asi como los salvajes a través del ciclo silvestre (3).
Los roedores sinantropicos en su rol de hospedadores
intermediarios (HI) de T. gondii y N. caninum pueden dar cuenta
de la situacién sanitaria ambiental por la presencia de ooquistes
de T. gondii y N. caninum respectivamente en zonas urbanas y
periurbanas. El objetivo de este estudio fue evaluar la tasa de
infeccibn para toxoplasmosis y neosporosis en roedores
sinantrépicos de zonas urbanas y periurbanas de la ciudad de La
Plata, Pcia. de Bs. As., Argentina.

Materiales y Métodos

En el Centro de Estudios Parasitolégicos y de Vectores
(CEPAVE) se obtuvieron 78 muestras de sangre de roedores
sinantrépicos de zonas urbanas y periurbanas de la ciudad de La
Plata: Rattus rattus (18), Rattus norvegicus (18) y Mus musculus
(42) durante los periodos primavera—verano y otofio-invierno
2014-2015. En el Laboratorio de Inmunoparasitologia FCV-
UNLP (LAINPA) se procesaron las muestras de suero por
inmunofluorescencia indirecta (IFI) utilizando antigeno de T.
gondii y N. caninum separadamente, como se ha descripto
previamente (4). Se realizaron diluciones del suero en base 2 de
1/50, 1/200 y 1/800. Como conjugado se utiliz6 anti-lgG anti-
ratén (Sigma) y se incorporaron controles positivos y negativos
de ratones.

Resultados

Del total de roedores sinantrépicos (78), 29.5% fueron positivos
a T. gondii y 1.28% a N. caninum. Un 6.4% de las muestras
obtenidas de R. rattus, 12.8% de R. norvegicus y 10.3% de M.
musculus resultaron positivos a T. gondii; mientras que para N.
caninum el Unico animal positivo correspondié a M. musculus.

Tablal: Presencia de anticuerpos anti-T. gondii en las diferentes
especies de roedores sinantrdpicos. a: positivo 1/50; b: positivo
1/200; c: positivo 1/800; d: negativo.

a b c d

R. rattus s 1 1 13
(16, 6%) (5, 5%) (5,5%) (72, 2%)

R. 3 5 2 8
norvegicus (16, 6%) (27,7%) (11,1%) (44, 4%)

M 2 2 4 34

musculus (4, 76%) (4, 76%)  (9,5%) (80, 9%)

Tabla 2: Presencia de anticuerpos anti-N. caninum en las
diferentes especies de roedores sinantropicos. a: positivo 1/50;
b: positivo 1/200; c: positivo 1/800; d: negativo.

a b [ d
18
R. rattus 0 0 0 (100%)
R. 18
norvegicus 0 0 0 (100%)
M. 1 0 0 41
musculus (2, 4%) (97, 6%)

De los animales muestreados en primavera-verano (46) 41.3%
resultaron positivos a T. gondii, y 2.17% positivos a N. caninum,
de los animales muestreados en otofio-invierno (32) 40.6%
resultaron positivos a T. gondii, mientras que todos fueron
negativos a N. caninum. Se registraron diferentes porcentajes de
las diluciones utilizadas para T. gondii y N. caninum (Tabla 1y
2).

Conclusion y discusion

Los resultados obtenidos dan cuenta de que los animales
seropositivos estuvieron en contacto con los protozoos T. gondii
y N. caninum respectivamente. Los roedores sinantropicos
pueden actuar como centinelas sanitarios, reflejando la posible
contaminacion ambiental. En el caso de la toxoplasmosis, por
tratarse de una zoonosis, cobra especial importancia por la
cercania de estos animales en el ambiente estudiado con los
seres humanos. Hasta nuestro conocimiento este es el primer
estudio en Argentina sobre la presencia de anticuerpos para T.
gondii y N. caninum en animales sinantrpicos. Cabe tener en
cuenta la importancia de estos HI, como presas de los HD
respecto a la posible eliminaciéon de ooquistes de T. gondii y N.
caninum por parte de estos, como contaminantes del medio
ambiente. Futuros estudios de genotipificacion son necesarios
para el establecer el armado de un mapa epidemiolégico de T.
gondii en el ambiente estudiado.
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INTRODUCCION: Las leishmaniasis son un grupo de
enfermedades zoondticas causadas por protozoos del género
Leishmania (Trypanosomatidae), parasitos intracelulares
obligados, que producen lesiones a niveles cutaneo,
mucocutaneo y visceral, pudiendo esta ser letal y siendo el
canino su principal reservorio. Son endémicas en mas de 90
paises y se estiman unos 2 millones de nuevos casos por afio
(Medina and Lucero 2014; MSAL 2010). Los métodos de rutina
utilizados para el diagnodstico de las leishmaniasis son: (I) el
diagnostico parasitoldgico, (Il) y el diagnostico seroldgico.
Ambos métodos son sensibles pero el primero depende de la
habilidad del operario; mientras que el segundo puede presentar
reacciones cruzadas en presencia de una segunda infeccion
bacteriana o parasitaria (Lemos et al. 2008). El Ministerio de
Salud de la Nacion recomienda complementar estos estudios
con el diagnostico molecular por PCR; que se basa, al igual que
el diagnéstico parasitoloégico, en muestras de médula 6sea, lo
cual resulta en un procedimiento invasivo y doloroso para el
animal. El objetivo de este trabajo es desarrollar un método
alternativo de extraccion de ADN de Leishmania spp. a partir de
muestras de sangre canina utilizando la resina Chelex-100,
evaluando su sensibilidad y estabilidad comparada con otros
métodos ampliamente utilizados (fenol cloroformo y kit
comercial) y el almacenamiento en presencia y/o ausencia de un
agente caotropico. La extraccion de ADN con esta resina tiene
un costo 10 veces menor que el del kit comercial y no utiliza
solventes orgénicos que ponen en riesgo la salud del operario.

MATERIALES Y METODOS: Muestra. Se utiliz6 una muestra
de sangre canina infectada con Leishmania infantum,
diagnosticada como positiva por parasitologia (EEA INTA
Mercedes- Corrientes). Extracciones de ADN. Kit comercial: se
utiliz6 el kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN) segun las
instrucciones del fabricante. Fenol Cloroformo: Se aplicé el
método estandar de extraccion de ADN con fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1) (Sambrook and Green 2012).
Chelex-100: se tom6 una alicuota de 20 pl de sangre y se
agregaron 200 pl de suspensién de Chelex-100® (BIORAD)
(5%); se homogeneiz6 en vortex durante 5 segundos y se incub6
a 100°C durante 10°; se centrifug6 durante 15" a 13.600 x g a
temperatura ambiente. Se separ6 el sobrenadante para ser
utilizado como templado de PCR. PCR: Para la amplificacion del
ADN se utilizaron cebadores especificos para Leishmania spp.
(13A/13B) siguiendo un protocolo descripto previamente
(Ashford et al. 1995). Comparacion de sensibilidad entre
métodos de extraccion. Se realizaron diluciones seriadas al
tercio de las muestras de ADN extraidas con cada uno de los
métodos y se amplificaron por PCR. Se registré la maxima
dilucién en la que se observaron productos de amplificacién.
Conservacion de muestras de sangre y ADN a -20°C. Se
almacenaron a -20°C alicuotas de sangre y de ADN extraido por
el método Chelex-100 y kit comercial, durante periodos de
tiempo de 30, 60 y 90 dias. A las alicuotas de sangre se les
extrajo ADN por el método Chelex-100 tras cada periodo y se
evaluo el nivel de deteccion por PCR. Para las alicuotas de ADN
se aplicé ademas, un ciclo de congelado/descongelado en cada
periodo. En todos los casos, se realizaron diluciones seriadas de
las muestras al tercio. En forma paralela, se realizaron ensayos,
tanto con alicuotas de sangre como de ADN, agregando un
agente caotropico (Guanidina-HCI 6M pH 10).

RESULTADOS:

Se observé amplificacion por PCR del ADN extraido mediante
los tres métodos con una sensibilidad similar. Respecto de la
estabilidad, la deteccién del ADN extraido tanto con Chelex-100
como con kit disminuy6 un 33 % luego de conservacién a -20 °C
tanto a los 60 como a los 90 dias. En el caso de las muestras de
sangre almacenadas a -20°C durante 90 dias, el nivel de

deteccion luego de extraccion con Chelex-100 no se modifica
respecto del obtenido al inicio del ensayo (Figura 1).

Los ensayos realizados en presencia de Guanidina-HCI
mostraron resultados similares a los anteriores.
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Figura 1. Conservacién de muestras: Sangre y ADN a -20°C. Deteccién por PCR
de diluciones seriadas de ADN extraido con Chelex-100 a los 0, 30, 60 y 90 dias. Se
muestra la dilucion méxima detectada en cada caso.

CONCLUSIONES:

Estos resultados nos permiten concluir, en primer lugar, que la
resina Chelex-100 constituye un método apto para la extraccion
de ADN de Leishmania spp. a partir de muestras de sangre
entera canina. Debido a que la extraccion por este método se
lleva a cabo en un tiempo no mayor a 30 minutos, que la resina
utilizada es de bajo costo y que la deteccion por PCR resulta
similar a cuando se utiliza el kit comercial, podemos concluir que
el método Chelex-100 para extraccion de ADN de Leishmania
spp. resulta una alternativa sensible, rapida y econémica.
Ademas nuestros resultados muestran que la sensibilidad de las
muestras de ADN extraidas por ambos métodos se comporta de
forma similar en un lapso de 90 dias. Se observa que la
conservacion a -20°C por 3 meses, tanto de muestras de sangre
como de ADN extraido por el método de Chelex-100, no
presenta diferencias significativas en su nivel de deteccién por
PCR. Asi mismo, el agregado de un agente caotrépico no
representaria un aporte en la estabilidad de las muestras.

El método Chelex-100 para la extraccion de ADN es una
alternativa econdémica de utilidad para ser aplicada en el
diagndstico molecular veterinario. Por otra parte, la utilizacion de
muestras de sangre, en lugar de médula 6sea, para el
diagnéstico resulta en una opcién menos invasiva para el canino.
De esta manera, se aporta a un mejor control de la enfermedad.
(Subsidiado por: INTA- PNSA 1115052, UM PID 9-2015).
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Introduccion.

Surra es una enfermedad animal que ocurre en Africa, Asia y
América Latina, causada por Trypanosoma evansi. Este
flagelado se transmite mecanicamente por diferentes moscas
hematofagas, tales como Tabanidae y Stomoxys, asi como por
el murciélago vampiro Desmodus rotondus. En Argentina se
reportaron numerosos casos en la provincia de Formosa en las
Ultimas décadas, atacando principalmente a equinos. La
enfermedad se caracteriza por tener un curso agudo y crénico
con fiebre intermitente, anemia, pérdida de peso, edemas,
ocasionalmente trastornos locomotores y hasta la muerte de los
mismos. El diagnéstico clinico de la infeccion por T. evansi
sigue siendo dificil debido a que los signos son muy variados e
inespecificos. El diagnostico parasitolégico como la
microscopia directa y las técnicas de concentracion tienen una
limitada sensibilidad debido a que los niveles de parasitemia
son fluctuantes, en particular durante las fases cronicas de la
infeccién. El diagnostico serolégico por medio de la deteccién
de anticuerpos puede ser limitado a la hora de diferenciar
animales enfermos de aquellos que hayan resuelto la infeccion
a causa de que la prueba puede seguir detectando anticuerpos
por periodos prolongados después de un tratamiento exitoso.
Por todo lo dicho es que resulta imprescindible contar con una
herramienta de diagnéstico adecuada para establecer la
situacion epidemiolégica del T. evansi y aplicar medidas de
control estratégicos. El objetivo de este trabajo fue poner a
punto una PCR para T. evansi como prueba diagndstica.
Materiales y métodos.

Se tomaron 10 ml de sangre de vena yugular de 31 equinos
de establecimientos de cria extensiva ubicados a 80 km de la
capital de la provincia de Formosa y se procedieron a
guardarlas en tubos con y sin EDTA. Todas las muestras
fueron evaluadas para determinar la presencia del parasito con
la técnica de centrifugacion del microhematocrito entre 12 y 24
hs de la extraccion de las muestras (1). A partir del suero se
realiz6 la técnica de ELISA indirecto para la deteccion de
anticuerpos anti-T. evansi, descripta por Monzén C.M. (2).
Para la extraccion de ADN gendémico de sangre entera se
utilizé el método de lisis con detergente (3). Para el diagnostico
por PCR se utilizaron los primers descriptos por Konnai (4). Los
primers utilizados fueron 5-
CTGAAGAGGTTGGAAATGGAGAAG-3" (FORDWARD) y 5'-
GTTTCGGTGGTTCTGTTGTTGTTA-3" (REVERSE) y generan
un amplicon de 151 pares de bases. Los primers se unen a una
region conservada de la glicoproteina variable de superficie
(VSG) de T. evansi. Para la reaccion de PCR se utilizaron las
condiciones de ciclado descriptas por el autor. Se utilizaron
controles positivos y negativos adecuados. Los productos de la
reaccion fueron analizados en un gel de agarosa al 2% tefiido
con bromuro de etidio. .En dos de las muestras positivas a la
PCR-VSG se amplific6 ademas por PCR una region

hipervariable del gen 18SrRNA para su identificacion por
secuenciacién. Con las secuencias obtenidas se realiz6 la
busqueda por BLASTn contra la base de datos de NCBI.
Resultados.

De los 31 equinos analizados, 10 (32% del total) resultaron
positivos para la observacion directa por microhematocrito
mientras que, 7 muestras (22% del total) resultaron positivas
para la PCR-VSG. El ELISA detect6 anticuerpos en 23
muestras (74% del total), de las cuales 6 fueron positivas por
microhematocrito. Las dos muestras secuenciadas mostraron
100% de identidad al fragmento del gen 18SrRNA de T. evansi
luego de la busqueda por BLASTn

Discusion.

La PCR-VSG result6é adecuada para la amplificacion de
aislamientos locales de T. evansi, lo que indica la conservacion
de las regiones blanco de los primers en las muestras
analizadas. En funcién de los resultados, las diferencias de
sensibilidad entre el microhematocrito y la PCR-VSG pueden
deberse a un bajo rendimiento en el método de extraccién de
sangre entera utilizado, el cual podria ser mejorado extrayendo
el ADN de la capa leucocitaria luego de centrifugar la sangre.
La prueba ELISA a pesar de que indica Unicamente la
presencia de anticuerpos, aporto informacién epidemioldgica
indicando que la enfermedad estaria afectando a gran parte de
los animales. Este trabajo constituye una primera aproximacion
al diagnéstico molecular de la presencia de tripanosomas
equinos en Argentina. Estudios posteriores permitiran optimizar
la PCR-VSG vy determinar la distribucion de T. evansi en la
region.
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Introduccién

Las enfermedades parasitarias de la sangre causan importantes
pérdidas econémicas en areas tropicales, subtropicales y
himedas. Las de mayor impacto negativo en la produccién
pecuaria son aquellas causadas por hemoflagelados de la
familia Trypanosomatidae. Estos agentes son responsables de
un conjunto de sindromes de diversa severidad e intensidad
clinica conocidos como tripanosomiasis. Las tripanosomiasis
son causadas por especies del género Trypanosoma.

Las especies de tripanosomas que afectan a los animales, con
importancia econémica en Sudamérica incluyen T. vivax y T.
evansi. T. vivax es un hemoparasito de los rumiantes, originario
de Africa que afecta bovinos, ovinos, caprinos, bifalos y cérvidos
salvajes, ubicandose principalmente en sangre, linfa y ganglios
linfaticos.

En Argentina, el parasito fue hallado por primera en el afio 2008
en bovinos y posteriormente en bufalos, produciendo una
inmensa onda epizootica que produjo numerosas muertes en las
provincias de Formosa y del Chaco (Monzén et al., 2008). Hasta
el momento, la presencia de estos parasitos en pequefios
rumiantes no ha sido analizada en el pais, lo que motivé la
realizacion del presente trabajo.

Los medios mas comunes para detectar infecciones por T. vivax
incluyen métodos parasitolégicos y serolégicos. Los primeros
confrontan como principal inconveniente la baja sensibilidad en
la medida en que la infeccion se vuelve crénica o la parasitemia
se mantiene en bajos niveles. Los segundos tienen la limitante
de que no son capaces de diferenciar entre una infeccion activa
0 una pasada, ademas de que existe la posibilidad de que ocurra
reaccion cruzada con otras especies de tripanosomas como T.
evansiy T. theileri, con los que comparte similitud antigénica.
Las técnicas de biologia molecular, particularmente la reaccion
en cadena de la polimerasa, PCR, ha permitido revelar
infecciones en animales sintomaticos o asintométicos sin
parasitemia detectable, con gran sensibilidad y especificidad.

El objetivo del presente trabajo fue comparar dos técnicas de
PCR para la deteccion de T. vivax en pequefios rumiantes
(ovinos y caprinos) de la provincia de Formosa, y de esta manera
poder iniciar estudios epidemiolégicos y de caracterizacion
molecular en el pais.

Materiales y Métodos

Se recolectaron muestras de sangre de vena yugular de 13
ovinos y 7 caprinos de diferentes sexos y edades. Los animales
provenian de 2 establecimientos de pequefios productores de la
localidad de Formosa, en la misma provincia. El primero se
dedica a la actividad ovina y bovina, contando con 100 ovinos
aproximadamente; y el segundo predio cuenta con ovinos y
caprinos, de los cuales poseia, en el mes de marzo del 2016, un
total de 52 ovinos y 70 caprinos, mientras que dos meses
después y luego de una mortandad, se encontraron en el
momento de la visita 19 ovejas y 48 caprinos. En ambos
establecimientos se produjeron muertes y un porcentaje de los
animales vivos mantenia un cuadro clinico febril, con mucosas
pélidas y decaimiento al momento del muestreo.

Se realiz6 la determinacion de hematocrito y la prueba del
microhematocrito para la observacion directa del parasito (Woo,
1969). EI ADN gendmico se obtuvo a partir de 400 ul de sangre
con la utilizacién del kit de extraccion INBIO - ADN PuriPrep-S.
Se realizé la PCR dirigida al gen PRAC (Proline Racemase) de
T. vivax descripta por Fikru et al. (2014). Los primers utilizados
fueron: 5'CGCAAGTGGACCGTTCGCCT3'  (forward) vy
5’ ACGCGGGGCGAACAGAAGTG3' (reverse) los que generan
un amplicon de 239 bp.

Ademas se realiz6 una segunda PCR designada como Catl,
descripta por Cortez et al. (2009) que amplifica secuencias
correspondientes al dominio catalitico de enzimas Cathepsin L-

like (CatL-like). Este dominio esta ligado a la actividad
enzimatica, siendo estructural y funcionalmente conservado, lo
que facilita la amplificacién mediante PCR de un producto de 177
bp y permite un seguro alineamiento ain cuando se comparan
organismos genéticamente distantes. Los primers utilizados
fueron:  TviCatLl 5 GCCATCGCCAAGTACCTCGCCGA3’
(forward) y el DTO155
5 TTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGATCCAGTAZ (reverse)
En ambas PCR se utilizaron las condiciones de ciclado
descriptas por los autores. Se utilizaron controles positivos y
negativos adecuados. Los productos obtenidos fueron
analizados en gel de agarosa al 2% con Bromuro de Etidio.

Resultados

Los resultados obtenidos muestran un hematocrito promedio en
las 20 muestras, de 18,85% con un valor minimo de 6% y un
valor maximo de 29%. Solamente uno de los animales alcanz6
un valor normal de hematocrito (29 a 55%).

En las muestras analizadas, 11 (52,4%) resultaron positivas a la
presencia del parasito durante la observacion directa (OD). La
PCR PRAC fue capaz de detectar 7 (33,3%) muestras positivas
y la CatlL 12 (57,1%).

Discusioén

El promedio del valor de hematocrito del total de muestras esta
por debajo de lo esperado y concuerda con los signos
detectados en ambos rodeos, lo que advertiria la presencia de
una enfermedad anemizante en ambos establecimientos.

Las dos PCR realizadas funcionaron adecuadamente utilizando
los primers y protocolos de ciclado reportados, lo que demuestra
la conservacion de las regiones blanco de los primers utilizados
para ambos genes en cepas muy distantes geograficamente
(CatL fue probada en cepas de Brasil, Colombia, Bolivia,
Venezuela y de varias regiones de Africa; mientras que PRAC
fue ajustada con cepas de Etiopia, Nigeria y Venezuela).

Por otra parte, la PCR CatL pareciera ser mas sensible que la
PRAC, aunque estos resultados seran validados de forma
estadistica con el analisis de un mayor numero de muestras.

Es menester implementar métodos diagnésticos de alta
sensibilidad y especificidad, que confirmen la presencia de T.
vivax en los rodeos de pequefios rumiantes debido a las
pérdidas ocasionadas en estas actividades y a los riesgos de
transmision a otras especies susceptibles.
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Introduccion

La hepatozoonosis canina es una enfermedad parasitaria
sistémica, causada por un protozoo cosmopolita del Phylum
Apicomplexa genero Hepatozoon spp. Existen dos especies
principales que afectan a los caninos: el Hepatozoon americanum
(HA) y el Hepatozoon canis (HC) los cuales no se los puede
distinguir morfolégicamente. El HC es considerado el patégeno
més comun en las Hepatozoonosis caninas diagnosticadas. El ciclo
biolégico comienza cuando la garrapata vector Riphicephalus
sanguineus (RS), considerada el huésped definitivo dada su
reproduccion sexual en la misma, ingiere los macrogamontes y
microgamontes presentes dentro de los monocitos y neutréfilos
sanguineos del huésped intermediario, el perro. Una vez en el
intestino de la garrapata, se desarrolla la reproducciéon sexual
dando origen a miltiples cigotos, los cuales no migran a las
glandulas salivales o boca de la misma, confirmando que el perro
debe ingerirla para infectarse. Dentro del perro, las formas libres
de HC migran a varios tejidos corporales, dentro de los monocitos
y neutrofilos, como bazo, médula 6sea, pulmones, higado y
musculo y se produce en los mismos una multiplicacion activa y
nueva diseminacion hematégena que se considera la responsable
de los signos clinicos (depresion, anorexia, fiebre, mialgias
generalizadas, caquexia, anemia y muerte) presentados por el
paciente. La primera descripcion en Argentina fue comunicada en
el afio 1999 en la ciudad de Buenos Aires, y en la provincia de San
Luis en el afio 2011. Esta comunicacion tiene el objetivo
determinar la tasa de prevalencia de Hepatozoon vy la existencia
de factores de riesgo asociados en los canes de la Ciudad de
Juana Koslay (San Luis).

Materiales y métodos

El estudio se realizé en el periodo que comprende los meses de
Noviembre de 2014 a Marzo de 2015. Con una poblacion total
aproximada de 6000 caninos, de los cuales se muestrearon 61
perros (30 machos y 31 hembras), en edades comprendidas entre
los 3 meses y los 18 afios, de razas varias y mestizos, con un 95%
de confianza, un 2,9% de precision, utilizando un muestreo por
conglomerado (muestreo multietapico) estratificando a la ciudad en
6 zonas. De cada animal se tomaron 2 muestras de Sangre con
las que se realizaron finos extendidos sanguineos tefiidos con May
Grunwald Giemsa: una de sangre venosa central con
anticoagulante (EDTA) extraida de la vena cefélica post la
realizacion de un microhematocrito utilizando la
leucoconcentracion de la costra flogistica para realizar el frotis
(método buffy-coad), y otra de sangre periférica mediante un
pequefio corte con el bisel de una aguja hipodérmica en la cara
interna de la oreja del canino. Los frotis fueron observados por
microscopia para detectar la presencia de gamontes en los
leucocitos observados en 10 campos. Se clasifico en cada perro
muestreado, la carga de garrapatas en 3 grados: Baja: cuando se
encontraban hasta 5 garrapatas, Media: de 5 a 10, y alta: a méas de
10. Se extrajeron especimenes de garrapatas de cada perro
muestreado que fueron conservados en tubos eppendorf con
alcohol 70%, para su posterior identificacion. Paralelamente se

realiz6 una pequefia encuesta a los propietarios sobre habitos de
crianza del canino y medidas preventivas para el control de
garrapatas.

Resultados

Seis caninos fueron positivos a la presencia de gamontes de
Hepatozoon spp en sangre periférica y venosa a través de frotis
(prevalencia de 9,8%). Segun el muestreo establecido 4/6 zonas
fueron positivas con prevalencia del 20%, 5%, 0%, 0%, 25% y 20%.
La prevalencia afecto més a las hembras (67%) que a los machos
(33%) y a los mestizos (83%) que a los animales de raza (17%).
Solo el 33% de los positivos tenian temperatura superior a 39°C,
cambios considerables en los microhematocritos, sintomatologia
(caquexia generalizada, mialgias, dermatitis pruriginosa,
adenomegalia, anorexia, anemia) y presencia de garrapatas al
momento del muestreo. Con respecto los habitos de crianza se
observé que el 67% no tenia acceso a la calle, mientras que el 33%
el acceso a la calle era discontinuo. No se observé asociacién
estadistica entre tratamientos antiparasitarios, drogas y
frecuencias de uso con respecto a los Positivos a Hepatozoon spp.
Las garrapatas extraidas fueron identificadas por el Lab. De
Parasitologia e Inmunologia-EEA INTA Rafaela como
Riphicephalus sanguineus (posiblemente del linaje templado) y
Amblyomma tigrinum.

Conclusioén

Teniendo en cuenta las prevalencias encontradas en nuestro pais
y en el resto del mundo, el guarismo observado en este estudio es
considerablemente alto, por lo que se deberia tener en cuenta a
esta enfermedad en los diagnésticos diferenciales de las clinicas
veterinarias de la region.
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Las garrapatas representan uno de los grupos mas importantes
de los artropodos ectoparasitos que afectan a la salud animal.
Son reconocidas por su capacidad de parasitar vertebrados
domeésticos, silvestres y al hombre, lo cual puede resultar en
problemas sanitarios para sus hospedadores. El efecto deletéreo
de su alimentacién obligadamente hematéfaga compromete el
bienestar de los animales domésticos y salvajes de diferentes
maneras. Ademas pueden transmitir una variedad de agentes
patégenos y alterar directamente la fisiologia de los huéspedes a
través de su saliva al procurarse el alimento. Desde los inicios de
la ganaderia vacuna en la Argentina fueron catalogadas como un
problema de relevancia para el desarrollo de esa actividad. La
mayor parte de las pérdidas econdmicas son ocasionadas por
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, ampliamente distribuida en
el norte Argentino. En las Ultimas décadas, el avance de la
agricultura en la zona central de Argentina, ha desplazado a la
ganaderia hacia el norte, no sélo a areas favorables para el
desarrollo de Boophilus spp., como lo es el noreste por ejemplo,
sino también a zonas semiaridas como el noroeste argentino.

La importancia de este trabajo es complementar la informacion
existente de esta parasitosis en producciones bovinas; y generar
datos de prevalencia en sistemas productivos de tipo familiares
en la provincia de Misiones.

Objetivo. El objetivo del presente trabajo es comunicar los
géneros de garrapatas prevalentes en bovinos de pequefios
productores lecheros de la provincia de Misiones.

Materiales y métodos. El muestreo se llevo a cabo en agosto de
2014. Se visitaron 169 establecimientos de pequefios productores
lecheros distribuidos en 14 zonas o departamentos que involucrd
un total de 1183 animales. La distribucion de los establecimientos
por zona o departamentos fue la siguiente: Zona San Pedro (20
establecimientos), Zona el Soberbio (14). Zona B. de Irigoyen
(14), Zona A. del Valle (18), Zona Dos de Mayo P. lllia (16), Zona
El Dorado (8), Zona Puerto Esperanza-Wanda (19), Zona L.N.
Alem (8), Zona Montecarlo-El Alcazar (13), Zona Puerto Rico (11),
Zona Jardin América (8), Zona San Vicente (4), Zona Colonia
Aurora-Cooperativa Cahul (7), Zona Colonia Aurora Feria Franca
y Cooperativa Progreso (9). Cada productor contaba entre 1 a 27
animales con un promedio de 7 bovinos. En cada establecimiento
se revisaron los animales individualmente y se recolectaron los
parésitos de diferentes estadios en alcohol etilico al 70%. Luego
se identificaron en lupa de 20 aumentos. Para la identificacion de
las garrapatas del género Amblyomma se utiliz6 la clave de
Guglielmone y Vifiabal (1994).

Resultados. De los 169 establecimientos visitados, se detecto la
presencia de garrapatas en 61 establecimientos (36,1%). Se
recolectaron un total de 480 especimenes. Los géneros
identificados fueron Rhipicephalus (Boophilus) microplus vy
Amblyomma con la siguiente distribucion porcentual. El 96%
correspondié al género Rhipicephalus (Boophilus) y el 4%
restante al género Amblyomma. En todos los casos, la especie de
Amblyomma correspondié a cajennense.

Discusion. El predominio de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
es esperable dado los requerimientos ecoldgicos de éste ixddido
y coincide con lo descripto por Guglielmone y Nava (2005). La
presencia de A. cajennense, aungque algo mas esquiva, también
es descripta por Guglielmone y Nava (2006) para los dominios
Amazoénicos, en el que se encuentra incluida la provincia de
Misiones (Paranaense).

A pesar de ser una zona altamente endémica de ixédidos,
particularmente Rhipicephalus (Boophilus) microplus, el hecho
que solo un 36,1% de los establecimientos relevados hayan
presentado su presencia posiblemente se deba a que al tratarse
de productores con un reducido nimero de animales (en promedio
7 bovinos) y que en su totalidad son destinados a consumo
familiar y Ferias Francas tienen un contacto casi individual con
sus animales, lo cual les permite tener un control mas estrecho de
ésta parasitosis, que puede ser diagnosticada por el propio
productor y en su mayoria realizarles tratamientos selectivos (s6lo
a aquellos animales que se les observan elementos adheridos).
Se deberia que profundizar sobre el aspecto epidemiolédgicos de
la region ya que los propios productores reportan afios con mayor
abundancia de garrapatas y afios con menor incidencia,
posiblemente debido a variaciones climaticas.

Por otro lado la Universidad Nacional de Rio Cuarto, participa con
diversas instituciones de la provincia de Misiones, municipales,
provinciales y nacionales, en actividades de extension brindando
asesoramiento en aspectos sanitarios a pequefios productores
lecheros, relevando la presencia de tuberculosis, brucelosis,
mastitis, endo y ectoparasitos, con lo cual se estan llevando
significativas medidas de control contra esta y otras
enfermedades abordadas.
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La producciébn ovina en la Argentina estd claramente
regionalizada, involucrando a unos 80 mil productores, siendo las
zonas mas importantes la regién patagoénica. En segundo lugar
encontramos la regién nordeste; y le sigue la Regién Pampeana
abarcando la provincia de Buenos Aires, sur de Santa Fe,
Coérdoba, norte de La Pampa. En éste contexto, los nematodos
gastrointestinales constituyen una seria limitante para la salud, la
productividad y el bienestar de los herbivoros domésticos y su
control depende casi exclusivamente de la administracion de
drogas antihelminticas. Los Ultimos treinta afios se han
caracterizado por el desarrollo de numerosas estrategias de
control de endo y ectoparasitos que afectan la produccién animal,
convirtiendo a los antiparasitarios. Con el advenimiento de la
resistencia antihelmintica (RA) estas drogas fueron perdiendo
eficacia, estas estrategias se hicieron menos rentables,
comprometiendo la propia sustentabilidad del sistema productivo.
Esta resistencia es mayor en paises del hemisferio sur, en donde
la produccién de ovinos se realiza bajo sistemas basicamente
pastoriles. En Argentina, se estima que en mas del 60% de las
majadas presentan poblaciones de nematodos con resistencia
hacia alguno de los antihelminticos disponibles, constituyendo un
serio problema sanitario productivo en toda el area centro-norte
de la Argentina.

Objetivo. Determinar la prevalencia y las -caracteristicas
parasitolégicas de la RA en majadas del centro sud de la provincia
de Coérdoba.

Materiales y métodos. Muestreo pre tratamiento. Se tomaran
muestras de heces directamente del recto y seran conservadas
en refrigeracion hasta el Laboratorio de Parasitologia del
Departamento de Patologia Animal (UNRC). Procesamiento de
las muestras. Para el conteo de huevos se utilizara el método de
McMaster (Roberts y O’ Sullivan, 1949). De acuerdo a éstos
conteos se seleccionardn un minimo de 40 animales con los
conteos més altos, siendo el Iimite inferior de 150 hpg. Estos
animales se distribuiran en cuatro grupos homogéneos. Test de
reduccién del conteo de huevos (TRCH). Tres de éstos grupos se
dosificardn con los tres principios activos antihelminticos de
amplio espectro mas utilizados en nuestro pais: Levamisol,
fenbendazol e ivermectina. Un grupo quedara como control sin
tratamiento. Muestreo pos tratamiento. A los 14 dias pos
tratamiento, se extraerdn nuevamente muestras individuales de
materia fecal para conteo de hpg, y se realizaran cultivos de larvas
para cada uno de los cuatro grupos experimentales para la
identificacion de géneros parasitarios presentes segun la técnica
de Henriksen y Korsholm (1983). Analisis de los resultados. El
andlisis de la reduccion del conteo de hpg entre tratamientos se
realizara a través del test propuesto por la W.A.A.V.P. (Coles y
col,, 1992). Se establecerd como valores de RA cuando se
cumplan dos parametros al mismo tiempo: que el porcentaje de
reduccién del hpg sea menor al 95%, y el limite inferior del
intervalo de confianza del 95% (IC 95%) es menor a 90%.

Resultados. En el presente trabajo se tiene previsto muestrear
10 majadas del centro sud de la provincia de Cérdoba. Hasta la
fecha se han muestreado 3 majadas de las cuales dos de ellas
tuvieron niveles de hpg aptos para realizar las evaluaciones.

Majada 1: el porcentaje de reduccion del conteo de huevos
(%RCH) para el Levamisol fue del 100%. El %RCH para el
Fenbendazol fue del 71,9% con un IC 95% de 57%. El %RCH para
Ivermectina fue del 69,8% con un IC 95% de 62%.

Majada 2: el porcentaje de reduccion del conteo de huevos
(%RCH) para el Levamisol fue del 100%. El %RCH para el
Fenbendazol fue del 70,4% con un IC 95% de 60%. El %RCH para
Ivermectina fue del 59,4% con un IC 95% de 68%.

En ambas majadas se detectd resistencia de Haemonchus spp.
tanto para Ivermectina como para Fenbendazol. y resistencia de
Teladorsagia spp. para Fenbendazol.

Discusion. Como se puede observar, en ambas majadas hay un
nivel de eficacia bastante por debajo del 95% requerido como
minimo tanto para el Fenbendazol, como para la Ivermectina, algo
mas critica ésta Ultima droga para el caso de la majada 2.
Existen antecedentes en ambos establecimientos de
administracion de antihelminticos entre 2-4 veces al afio sin la
realizacion de estudios parasitolégicos previos. El Levamisol,
mostr6 un excelente desempefio al no dejar ningun tipo de residuo
parasitario pos tratamiento, coincidiendo en general con los
resultados obtenido por otros autores, aunque hay algunos
reportes de resistencia al TCRH, sobre todo en las provincias de
Buenos Aires, Corrientes y Chubut. Actualmente, el Unico
antihelmintico de amplio espectro con el cual no ha sido
documentada la RA en nuestro pais, es el monepantel
(introducida en el mercado veterinario argentino en el 2011). Sin
embargo, existe también preocupacién sobre el futuro de este
nuevo antihelmintico ya que han sido informados recientemente
casos de resistencia en Nueva Zelandia y Australia, luego de solo
cuatro afios de uso de la droga en estos paises.
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Introduccién: Las babesiosis (Babesia bovis, Babesia
bigemina) y la anaplasmosis (Anaplasma marginale) de los
bovinos son enfermedades anemizantes que integran el
complejo nosolégico conocido como ‘ Tristeza”, causal de
importantes pérdidas econémicas en rodeos de cria y lecheros
del Noroeste argentino. Para esta regién existe un estudio
previo basado en la casuistica de hemoparasitosis confirmada
en laboratorio, pero acotado a rodeos lecheros de un area
geogréfica restringida (Valle de Lerma, Salta) (1). El presente
trabajo analiza la casuistica de ‘Tristeza’ bovina de una zona
mas amplia, diagnosticada por el Area de Salud Animal del
INTA Salta durante los dltimos diez afios.

Materiales y Métodos: Se evaluaron 218 protocolos
ingresados al Area sefialada y vinculados con el complejo
‘Tristeza’, en el periodo comprendido entre enero de 2006 y
mayo de 2016. El material recibido para analisis comprendié:
extendidos de sangre (83,3%), sangre anticoagulada (19%),
orejas y cola (15,7%), sistema nervioso central (4,6%) y otros
6rganos (8,8%). Los extendidos de sangre y/o improntas de
drganos se colorearon con Giemsa al 10% por 30 minutos, para
su posterior observacién oOptica con lente de inmersion.
Siguiendo a Spéath (1986) (1) se defini6 como brote a la
ocurrencia en un corto periodo de tiempo de uno o mas casos
clinicos o muertes en un mismo establecimiento, con
diagnéstico confirmado en laboratorio. Los brotes se
diagnosticaron con extendidos provenientes de 589 bovinos
pertenecientes a 56 establecimientos ganaderos de cuatro
provincias. El total de animales involucrados en cada brote no
fue establecido ya que no se hizo un seguimiento de cada uno.

Resultados: En 95 casos (43,6%) se registraron parasitemias
elevadas por alguno de los hemoparéasitos del complejo
‘Tristeza’, permitiendo confirmar los brotes por dichos agentes.
De ese total, 41 (43,2%) se debieron a A. marginale (A.m), 35
(36,8%) a B. bovis (B.bo), 14 (14,7%) a B. bigemina (B.bi) y
cinco (5,3%) a Babesia sin identificacion de la especie. En 9
brotes se identificaron dos agentes en forma simultanea, con 5
casos de A.m + B.bo, 3 de A.m + B.bi y solo uno de B.bo +
B.bi. Un 64% de los brotes ocurrieron en rodeos de cria, un
22% en feedlot, 10% en tambos y 4% en sistemas de recria a
campo. Considerando la principal categoria de bovinos
afectada en cada brote, las vacas adultas (mas de 2,5 afios)
lideraron la casuistica con un 42% de los casos, seguidas por
los novillos y novillitos (25%), vaquillonas (16%), toros (12%) y
terneros (5%). El biotipo de vacuno més involucrado fueron las
razas sintéticas Brangus y Braford (79 brotes), seguidas por
Holando-Argentino (10 brotes) y Aberdeen Angus (seis brotes).
En 53 (55,8%) de los brotes, se registr6 al menos un bovino
muerto con un maximo de 54 6ébitos en un brote de
anaplasmosis (2) en Jujuy (mortalidad media = 4,7 bovinos).
Ademas en diez de los brotes se produjeron abortos como
evento asociado a los mismos. Ochenta y seis (90,5%) brotes
ocurrieron en 13 departamentos de Salta, cinco brotes (5,3%)
en cuatro departamentos de Jujuy y dos pares de brotes (4,2%)
ocurrieron, respectivamente, en las provincias de Santiago del
Estero y Chaco. Los afios 2007 y 2016 fueron los de mayor
casuistica, con 15 y 16 brotes, respectivamente, aunque en el
afio 2016 se evaluaron solo cinco meses. El 79% de los brotes
del periodo se produjo en la primera mitad del afio (enero-junio)

con un pico en abril. Los brotes restantes (21%) ocurrieron en
la segunda mitad del afio, exceptuando septiembre, mes en el
cual no se registraron brotes de hemoparasitosis durante todo
el periodo evaluado (Fig. 1). Result6 llamativo que B. bigemina
desapareciera de la casuistica después de julio de 2012, en
gue se presenté por Ultima vez.

20
15
10 HE—
d 111l PP
0

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12

N° de brotes

B A. marginale = B.bo + B.bi Meses

Figura 1. N° de brotes de hemoparasitosis por mes (2006-16).

Discusion y Conclusiones: La casuistica de babesiosis y
anaplasmosis fue similar a la analizada por Spéth (1986), tanto
en la distribucion porcentual de los hemoparasitos
responsables de los brotes como en la estacionalidad de los
mismos. Dicho autor informé que, en 172 brotes, el 45% se
debieron a A.m., mientras que el 55% restante respondié a
Babesia spp., con amplio predominio de B.bo sobre B.bi (1). A
su vez, el 91% de los brotes de babesiosis ocurrid entre
noviembre y junio, en tanto el 89% de los de anaplasmosis se
produjo entre enero y julio, con un pico en abril para ambos
agentes (1). El predominio de B.bo y A.m. en la casuistica fue
comunicado también por Sarmiento y Zimmer (2010) para
brotes ocurridos durante 2009-2010 en Corrientes (3) y la
estacionalidad en los brotes de anaplasmosis por Guglielmone
y col. (1997) en rodeos de cria de Santa Fe, pero no en los
rodeos lecheros de esa misma provincia (4). Tanto en este
analisis como en los precedentes, la mayoria de los brotes se
debieron a un Unico agente causal. Se concluye que las
hemoparasitosis de los bovinos mantienen importancia como
patologias regionales, aun disponiendo de tecnologia para su
control desde hace ya varias décadas. La mortandad registrada
en mas de la mitad de los brotes es apenas un indicador, si
bien el mas importante (2), de las cuantiosas pérdidas que
estas noxas infligen a la ganaderia bovina del norte argentino.
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INTRODUCCION

Los nematodes gastrointestinales (NGI) son unas de las
principales limitantes sanitarias de la produccion de carne
bovina (Suarez, 1993). En el noroeste (NOA) subtropical
de Argentina, existen regiones de selvas y pastizales
pedemontanos que son aprovechadas para la cria de
ganado. Actualmente, en estas zonas la creciente
intensificacion ha descubierto limitantes productivas que
permanecian ocultas bajo regimenes productivos mas
extensivos, como aquellas relacionadas con las parasitosis
del ganado. Debido a la escasez de informacién en estos
temas, el objetivo del presente ensayo fue caracterizar la
epidemiologia y los efectos de los NGI en la cria bovina
en esta regién agroecolégica.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se llevé a cabo en el Dto. de San Martin,
Salta, bajo un régimen de lluvias estivales que se
interrumpe con un periodo seco que se prolonga de
abril-mayo a noviembre. Durante el periodo de marzo a
diciembre 2015 se monitorearon terneras cruza Brangus
de destete precoz, recriadas sobre pasturas de
Brachiaria brizantha y Panicum maximum con
suplemento de maiz. Se formaron tres grupos de 20
terneras que pastorearon con un lote de 300 animales
mas; grupos: GTS con tratamiento sistematico cada 40-
50 dias (moxidectin, MXD: 200 mcg/kg), GTL con el
tratamiento local del establecimiento realizado el 4/5/15 y
el 5/8/15 con ivermectina (IVM: 200 mcg/kg) y GST sin
tratamiento antihelmintico. Se realizé6 conteo de huevos
por gramo de heces (hpg) y coprocultivos para
diferenciacion de géneros. Se registré la ganancia de
peso vivo (GPV) y las diferencias entre grupos se
compararon por andlisis de varianza (InfoStat).

RESULTADOS

Al inicio, los hpg promedios (595 +480) fueron de
moderados a altos, lo que motivé el tratamiento con IVM
del grupo GTL en mayo (Fig., 1). El hpg del GST se
elevé hasta el inicio del invierno (907 +754), mientras
qgue el GTL mostré solo un descenso parcial. Luego, a
partir de julio el GST experimenté un descenso gradual
del hpg hasta el final de las observaciones, mientras que

Fig. 1. Conteo de huevos por gramo (hpg) de los grupos

el GTL debio ser tratado nuevamente debido a mermas
en la ganancia de peso, aungue la eficacia de la IVM fue
del 48%. El grupo GTM siempre tuvo valores de hpg muy
bajos, mostrando una eficacia del 93% de la MXD.

Los géneros de nematodes predominantes fueron
Cooperia (81,9%), en menor medida Haemonchus
(15,5%) y escasamente se recuperaron larvas de
Oesophagostomum (2,3%) y Trichostrongylus (0,3%). No
se recuperaron huevos de Fasciola hepatica ni larvas de
vermes pulmonares.

A pesar que durante las observaciones no se
presentaron signos clinicos de gastroenteritis verminosa,
el efecto de los tratamientos se evidenci6 a partir del 2do
muestreo observandose una diferencia (p<0,002) entre
el GTM vy los otros dos grupos. A partir del tratamiento
del GTL, se observaron diferencias significativas
(p<0,01) en la GPV entre grupos (Cuadro 1). Hacia
diciembre las diferencias de peso del GTM y del GTL
representaron un incremento con respecto al GST del
49,6 y 19,8 % respectivamente.

Cuadro 1: Resultado de las pesadas.

18/03/15 01/12/15 22/3/16.
grupos | Peso inicial GPV total Peso Final
GST 158 a 520a 262 a
GTL 153 a 64,9 b 263 a

GTM 158 a 778 ¢ 289 b
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Letras diferentes son diferencias significativas (p<0,05)

DISCUSION

Los presentes resultados muestran un efecto nocivo de
los NGI, principalmente Cooperia sp sobre la GPV que
seguramente fue mayor, debido a que hubo en el disefio
una interaccion entre grupos, ya que el GTM pastored
junto a una tropa de 300 terneras bajo el tratamiento
local, por lo que nunca estuvo totalmente libre del efecto
de los NGI. Ademés, los terneros destetados en enero
ya venian con una carga de NGI importante que
seguramente ya habia afectado su GPV antes del inicio
del presente ensayo. Estos motivos sugieren un
tratamiento al destete y un 2do tratamiento fijado a partir
de un monitoreo de hpg a lo largo de la recria. Por otro
lado, la baja eficacia de la IVM, amerita una prueba de
reduccion del conteo de huevos para dar con una droga
eficaz (Suarez y Cristel, 2014). Estos primeros
resultados muestran la importancia de los NGI en los
sistemas de carne bovina y la necesidad de profundizar
los estudios en la region.
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Introduccién: La Hepatozoonosis es una enfermedad vectorial
que afecta a los caninos producida por Hepatozoon spp. Este
hemoparéasito del phylum Apicomplexa pertenece a la familia
Hepatozoidae y esta estrechamente relacionado
filogenéticamente con los piroplasmas y hemosporidios.
Hepatozoon canis se transmite por la ingestion de la garrapata
Rhipicephalus sanguineus infectada con el parasito. Presenta una
distribucion cosmopolita, se ha identificado en diferentes regiones
del sur de Europa, Africa, Asia y en algunos paises
sudamericanos, como Venezuela, Brasil y Argentina. En nuestro
pais se describe por primera vez en el afio 1999 y desde entonces
los hallazgos se han incrementado, habiéndose reportado en
diferentes provincias, como Buenos Aires, Mendoza y Santa Fe.
Todas las especies de Hepatozoon comparten un ciclo de vida
basico que incluye el desarrollo sexual y esporogonia en un
huésped definitivo invertebrado hematéfago y merogonia seguido
por gametogonia en un huésped intermediario vertebrado. La
ingestion de una garrapata que contiene ooquistes maduros de H.
canis es seguido por la liberacion de esporozoitos en el tracto
gastrointestinal del perro. Estos penetran en la pared intestinal y
son transportados en forma hematégena a los tejidos
hemolinfaticos, incluyendo el bazo, la médula 6sea y ganglios,
donde se forman los merontes. La merogonia también puede
producirse en otros 6rganos viscerales, y estd asociada con la
presentacion de hepatitis, neumonia y glomerulonefritis. Tras la
liberacion de merontes maduros, los merozoitos invaden a los
neutréfilos, donde se desarrollan a gamontes y posteriormente
circulan en la sangre periférica. Dependiendo del grado de
parasitemia, puede tener una presentacion subclinica con
animales aparentemente sanos, o bien puede manifestarse como
una enfermedad debilitante severa. Es comudn encontrarla
asociada a otras enfermedades inmunosupresoras como
Distemper,  Parvovirosis, Toxoplasmosis, Leishmaniasis,
Babesiosis, Ehrlichiosis, etc. El objetivo de este trabajo fue
determinar la prevalencia de H. canis en caninos del centro de
Reinsercion Municipal de la ciudad de Rio Cuarto.

Materiales y métodos: Durante la primavera de 2014, se realiz6
un estudio transversal para determinar la prevalencia de H. canis,
a partir de frotis sanguineos, de caninos alojados en el Centro de
Reinsercién Municipal (CRM). Dicho centro es un establecimiento
publico de administracion municipal, que tiene como objetivo
albergar caninos que fueron recolectados de la via publica y
mediante el adiestramiento y modificacion de la conducta se trata
que los animales puedan ser reinsertados a la comunidad. Se
encuentra emplazado en dos hectareas de campo, contando con
20 caniles con capacidad para 3 animales cada uno y 6 caniles
comunitarios de 5 animales. La mayoria de los caniles se hallan
separados mediante tejido olimpico. Todos los animales
presentes en el predio (n= 62) fueron evaluados. Se realizaron
frotis sanguineos de la vena cefélica antebraquial, se colorearon
con la tincion de May Grunwald —Giemsa y fueron observados
mediante microscopio éptico con objetivo de inmersién (1000X)
en busca de gamontes dentro de neutréfilos y monocitos.
Ademas, cada canino fue examinado durante 5 minutos a fin de
recolectar todas las garrapatas que se pudiera en ese lapso de
tiempo. Las garrapatas fueron posteriormente colocadas en
alcohol etilico al 70%. Luego se procedid a la identificacion de
género y especie con una lupa de 20 aumentos. Para la
identificacion de las garrapatas del género Amblyomma se utilizé
la clave de Guglielmone y Vifiabal (1994).

Resultados: De los 62 animales evaluados, 20 fueron positivos a
H. canis (32,2%). Ninguno de ellos presenté sintomas clinicos de
enfermedad. El nivel de parasitemia fue bajo, siendo el porcentaje
promedio de gamontes en neutr6filos y monocitos del 3%
(rango=1-7%). El numero de especimenes de garrapatas
recolectado fue de 310, el 98% correspondié a Rhipicephalus
sanguineus y solamente el 2 % a Amblyomma tigrinum.

Discusion: En el presente estudio se observé una elevada
proporcion de animales positivos a H. canis (32%), muy superior
a la reportada por Ruiz et al. (2011) quienes observaron 2,5% de
muestras positivas de caninos de la ciudad de Esperanza, Santa
Fe. Esta diferencia posiblemente se deba a las condiciones de
confinamiento del CRM, donde convive de un gran nimero de
animales en un espacio limitado y a la dificultad de realizar un
correcto control de ectoparasitos en dicho establecimiento debido
a las caracteristicas edilicias. La ausencia de sintomas clinicos se
relacion6 con el bajo porcentaje de gamontes en neutrdfilos y
monocitos. Este hallazgo concuerda con Baneth (2011) quien
observé que la presentacion mas comun de H. canis es una
infeccién subclinica y generalmente asociada a un bajo nivel de
parasitemia (1-5%).

La presencia de A. tigrinum se asoci6é al ambito rural donde se
encuentra emplazado el establecimiento y a la estacién del afio
en la que se realiz6 este estudio, ya que en la primavera es donde
se observa un pico de abundancia de los estadios adultos.

El elevado porcentaje de animales positivos y el abundante
nimero de garrapatas observado, determinan la necesidad de
modificar la estructura edilicia para facilitar el manejo y limpieza
de la misma, asi como la urgencia de tomar medidas mas
efectivas de prevencion y control al ingreso de los animales y
durante su permanencia en el predio. Ademas, teniendo en
cuenta que estos animales recuperados de la via publica
posteriormente seran entregados en adopcion por las sociedades
protectoras colaboradoras, resulta muy valioso el abordaje
multidisciplinario de la sanidad del predio entre la UNRC y el CRM.
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Introduccion

La neosporosis es una enfermedad abortigena de amplia
difusiéon e impacto econémico en rodeos bovinos de leche y
carne, tanto en Argentina como en el resto del mundo. El agente
responsable es un protozoo denominado Neospora caninum,
siendo el bovino huésped intermediario, y perro el huésped
definitivo del parasito. El consumo de alimentos contaminados
con materia fecal de los perros sumado a la trasmisién vertical
son factores que tdiseminan en un rodeo. Desde el primer
reporte de abortos asociados a este agente en Argentina
(Campero et al., 1998), diversos grupos de investigaciéon han
realizado relevamientos serolégicos en rodeos de carne y
leche, principalmente en cuencas lecheras de la Pampa
Himeda (Fort et al., 2015).

En la provincia de Misiones, imperan los sistemas de
produccién lechera a pequefia escala con escaso uso de
tecnologia (Schneider y col.,, 2016). Segun registros dela
Secretaria de Agricultura Familiar, la cuenca lechera de Aurora,
en la provincia de Misiones, cuenta con aproximadamente 190
productores lecheros y un promedio de 8 vacas en ordefio, en
su mayor parte agrupados en cooperativas lecheras. A través
de resultados de encuestas y trabajos de terreno que nuestro
equipo realiza desde hace mas de 13 afios en esta provincia y
en la zona de Aurora en particular, existen antecedentes de
abortos y baja eficiencia reproductiva en la regién; se ha
realizado diagnostico serolégico de Brucelosis bovina y los
resultados son de prevalencia cero, sin determinar otras causas
de estos cuadros abortigenos, (Schneider y col., 2016). A
conocimiento de los autores, no hay informacién disponible
sobre la neosporosis en esta region.

El objetivo del presente trabajo es informar los resultados de
relevamientos serolégicos de neosporosis bovina en tambos de
pequefios productores de la cuenca lechera de Aurora, en la
zona centro — este de la provincia de Misiones.

Materiales y Métodos

Se extrajeron muestras de sangre sin anticoagulante de 168
vacas adultas, pertenecientes a 22 productores a la cuenca
lechera de Aurora, en el centro-este de la provincia de Misiones.
Las muestras de suero fueron congeladas y remitidas a un
laboratorio privado, donde se realizé la técnica de Enzimo-
inmuno ensayo (ELISA), utilizando el kit comercial de
Idexx™Laboratories Inc., siguiendo las instrucciones de los
fabricantes.

Resultados

Através de la técnica de ELISA, 56 animales de un total de 168,
resultaron positivos, siendo entonces la seroprevalencia
estimada del 33,33%.

Discusién y conclusiones

La prevalencia detectada en el presente trabajo es mayor a la
observada en otras regiones del pais, como en tambos de la
provincia de La Pampa (Fort et al., 2015), donde obtuvieron un
20,3%.

Por otra parte, la seroprevalencia en nuestro muestreo fue
similar a la reportada en tambos de pequefios productores del
oeste de Uruguay (Furtado y col., 2011), donde las muestras
fueron colectadas de rodeos de los departamentos de Durazno
y Tacuarembd, arrojando un 25,2% y un 33,3% de animales
seropositivos respectivamente. La seroprevalencia obtenida
por Corbellini et al. (2006) en rodeos lecheros medianos (60

vacas totales en promedio), en el sudeste de Brasil fue del
17,8%, siendo significativamente menor a la detectada en
nuestro estudio.

Cabe destacar que en los 22 establecimientos evaluados se
constat6 la presencia de perros, atribuyéndole a los mismos un
importante rol en el mecanismo de ingreso y diseminacion de la
enfermedad en los rodeos (Corbellini et al., 2006). Asimismo, la
mayor seroprevalencia detectada en pequefios
establecimientos, ya fue observada por Corbellini et al (2006),
asociada segln estos autores al estrecho contacto que tienen
los perros con los bovinos en las explotaciones de pequefia
escala.

El tamafio del rodeo, y el sistema de produccioén conlleva una
estrecha relacién entre bovinos y caninos, la reposicion es casi
exclusivamente interna, aunque también se realizan
intercambios entre vecinos, generando de esta manera las
probabilidades de mantener la enfermedad en los rodeos por
su efectiva trasmision vertical. (Corbellini et al. 2006)

Las caracteristicas del ambiente en la zona de estudio, como la
mayor temperatura y humedad relativa en comparacién con
otras regiones del pais, incrementan el riesgo de exposicién al
agente en base a lo reportado por Corbellini et al. (2006).
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Introduccién

La ganaderia de cria sobre pasturas naturales y recursos
perennes (pasturas megatérmicas), es una de las principales
actividades en la provincia de Salta. La utilizaciéon de estos
recursos forrajeros durante todo el afo, genera en ciertos
momentos del ciclo productivo y fisiolégico de los vientres,
deficiencias minerales que afectan seriamente la productividad de
los rodeos?. El objetivo del presente trabajo consistié en relevar
las posibles deficiencias minerales en vientres a lo largo de las
cuatro estaciones del afio, durante tres afios

Materiales y Métodos

Se evalué un rodeo bovino ubicado en la localidad de Cornejo,
Departamento San Martin, al norte de la provincia de Salta. La
cria se realiza sobre pasturas megatérmicas (Brachiaria brizantha
y Panicum maximun). El manejo reproductivo responde al
servicio natural estacionado entre septiembre y octubre,
destetando los terneros precozmente entre enero y febrero. El
pastoreo se decide en relaciéon a la disponibilidad de forraje
segun la estacién, con escasa suplementaciéon con maiz molido a
campo durante algunos periodos criticos. El ensayo se inici6 en
marzo de 2015 con el primer muestreo y se extendié hasta marzo
de 2016. Los muestreos se efectuaron a intervalos de 60-90 dias,
se seleccionaron del rodeo 20 vacas y 20 terneros de destete
que fueron identificados y mantenidos sin ningdn tipo de
suplementacién mineral durante el ensayo. Se extrajo suero libre
de hemodlisis por centrifugacion para la determinaciéon de Ca, P,
Mg, Cu y Zn. Las concentraciones de Ca, Mg, Cu y Zn se
midieron por espectrofotometria de absorcién atémica de llama
(Perkin Elmer AAnalyst 200), y las determinaciones de P se
realizaron mediante espectrofotometria UV-visible (Perkin Elmer-
Lanbda25), segun indicaciones del fabricante. Las diferencias
entre grupos se compararon por analisis de varianza (InfoStat).

Resultados

Todos los resultados obtenidos se presentan en al Tabla 1;
observandose diferencias significativas entre vacas y tenreros
para el cobre en todos los periodos muestreados (p< 0,05). Las
diferencias entre periodos fueron significativas (p<0,001) para el
fésforo entre los muestreos de dic-15 y mar-16 y los muestreos

previos (mar.-15, jun.-15 y sept.-15) tanto para los terneros como
para las vacas.

Discusion

El presente trabajo demuestra la existencia desbalances
minerales para ambas categorias muestreadas. La carencia mas
severa estuvo vinculada al cobre. Como se observa en los
resultados los terneros presentaron niveles bajos para este micro
mineral practicamente durante todo el estudio. Las vacas por su
parte presentaron niveles limites para el mismo, lo que sugiere
que este puede ser un factor limitante durante algunos periodos
del afio. El fésforo por su parte se mantuvo estable durante casi
todo el ensayo, aunque durante el verano (dic-2015 y mar-2016)
los valores séricos descendieron en ambas categorias. Los
demés minerales estudiados se mantuvieron dentro de los limites
de normalidad durante todo el ensayo tanto en vacas como en
terneros.

La deficiencia de fésforo y cobre es bien conocida en ambientes
tropicales?. Su impacto sobre la produccion ha sido ampliamente
demostrado en la bibliografia y este trabajo demuestra la
presencia de desbalances que deben ser corregidos para mejorar
la productividad del sistema.

Para el caso de fésforo la deficiencia casi siempre es primaria, y
se debe a niveles bajos del mineral en las pasturas®. Por este
motivo su correccién se basa en suplementar sales ricas en dicho
mineral durante los periodos criticos. Por otro lado la deficiencia
de cobre puede ser secundaria a la presencia de antagonistas
como molibdeno, hierro, etc®. Atento a esto se deben efectuar
estudios sobre las fuentes de alimento y agua para determinar
cudl es la causa de esta carencia.

Los estudios sobre minerales en el Noroeste_Argentino (NOA) son
escasos y profundizar sobre estos aspectos permitird tomar
medidas de control que mejoren la competitividad del sector a
nivel nacional.
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Tabla 1: Niveles minerales en vacas y terneros (valor promedio + desvi6 estandar) en cada uno de los muestreos efectuados durante el

Fecha de Ca{mg/fdl) Mg{mg/di  Plmg/dl) Cufpg,/dl) Enfpg/fdi)
muesireo }
mar-15 vacas 9,4+1,1 2,320,2 5,621,2 71,1+9.5 131,8+18.8
Lerneros 9.9:1.6 2,040,2 6,8x1,2 Bdxl2 93+19
Jun-15 wvacas 10,4+1.3 2,8:0.4 5,2%0,8 B9, 1 13924231
terneros 10,5x1,9 2,130,5 5,4z0.4 35z14 112129
sep-15 Vacas 9,515 2:310,5 S, 70,7 63,6¢12.2 123,1130.2
tarmeros 2,8+0,9 2,320.4 B,421,5 55216 121+23
dic-15 Vacas 11,9:1.9 2:420,4 3, 70,3 6d,1+10.3 1056+23.9
Lerneros 11,1+1.8 2,2:0,37 3,120,43 42%14 118455
mar-16  Vacas 11116 2,540.3 3,7+0.4 b3, 7108 126,5220,7
termeros 10,6418 2.440,37 3,520,36 47+19 114422

ensayo.
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Introduccion

La hematuria enzoética Bovina (HEB) es una
enfermedad mundialmente distribuida causada por la ingestion
prolongada de ptaquilosidos (PT) presentes en algunos helechos
(P. aquilinum):. Se caracteriza por la presencia de lesiones
neoplasicas en la vejiga urinaria siendo el signo principal la
aparicion de sangre en orina. La presencia de hematuria, puede
ser usada como estimador de prevalencia en rodeos donde la
enfermedad es endémica?. Este trabajo evalla el uso de las tiras
reactivas de orina como método para cuantificar la presencia de
hematuria en “rodeos endémicos” y “no endémicos” para HEB en
comparacion con la evaluacion del sedimento urinario.

Materiales y Métodos

Se colectaron muestras de orina mediante masaje
perineal en animales mayores de 3 afios provenientes de rodeos
con y sin antecedentes de HEB. Se defini6 como “Positivo” a
aquellos rodeos que presentaran antecedentes histéricos de la
enfermedad y que al menos presentaran un animal afectado al
momento de la visita. Adicionalmente en aquellos rodeos que se
tuvo acceso, se efectuaron 8 necropsias. En concordancia se
defini6 como “rodeo negativo” a aquellos con ausencia de
antecedentes histéricos de la enfermedad y que ademéas no
presentaran ningln animal con un cuadro compatible a HEB al
momento de la visita. Se efectué un muestreo al azar estratificado
segun el tamafio del rodeo por unidad productiva (UP)
definiéndose un nivel de confianza del 95% y un error relativo del
5 % empleando una prevalencia esperada del 35 %
Las muestras de orina fueron rapidamente testeadas empleando
tiras reactivas de orina (UTT) (®Wiener Laboratories S.A.l.C,
Argentina) para la determinacion de micro-hematuria. Los
resultados fueron cuantificados empleando de 0 a 4 cruces (+)
segun las especificaciones del fabricante. Inmediatamente de
testeadas las orinas fueron centrifugadas para la evaluacién del
sedimento urinario (ESU), considerandose la muestra positiva a
hematuria cuando se observaran mas de 5 eritrocitos por campo.
En conclusién se consideré “enfermo de EEB” a aquellas
muestras que resultaran positivas a UTT y a la exploracién del
sedimento urinario. Finalmente se calcul6 especificidad de UTT
para detectar hematuria en rodeos con y sin antecedentes de
HEB en contraste con ESU como técnica gold-estandar.
Adicionalmente se emple6 el test de Tukey para evaluar la
diferencia entre UTT y ESU entre rodeos positivos y negativos
para HEB.

Resultados

Se muestrearon un total de 20 establecimientos de los
cuales 5 eran HEB —y 15 eran HEB +. Se colectaron un total de
363 muestras de bovinos de mas de 3 afios de edad, siendo la
proporcion de animales muestreados del 22,2 % en HEB+

(n=243) y de 21,2% en rodeos HEB - (n=129). En algunas
granjas se modifico la cantidad de ganado en la muestra de
acuerdo con la voluntad y el interés de los propietarios. En las 8
necropsias realizadas se identificaron lesiones caracteristicas
macro y microscopicas para BEH. La prevalencia de hematuria
detectada mediante UTT y confirmada por ESU en los rebafios
HBE+ fue del 47%, valor significativamente diferente (P <0,0008)
de la prevalencia obtenida en los rebafios sin HEB -(4,7%). De las
muestras UTT positivas en rodeos con historial de BEH (n=114) el
30,78% (35/114) resultaron valores de una 1+ y solo tres de estas
fueron negativas a ESU. Clinicamente 26,3% (30/114) de las
muestras recogidas de ‘"rebafios endémicos" presentaron
hematuria macroscépica mientras que ninguna de las muestras
de orina de los rebafios donde HEB estaba ausente presentaron
evidencias de hematuria macroscépica. La especificidad y valor
predictivo positivo de UTT para detectar la hematuria en rebafios
con una historia de BEH se expresan en la tabla anexa.

Discusion

La HEB produce importantes pérdidas econémicas en la
industria ganadera y como otras enfermedades, conocer la
prevalencia es esencial para el establecimiento y la evaluacion de
las medidas de control. Estimar su prevalencia es un gran desafio
y varios estudios estiman el impacto de la enfermedad en base de
los resultados de mataderos. Este método, aunque especifico,
tiene la dificultad de que solo se puede utilizar en animales
sacrificados. Otros autores han utilizado con éxito la ecografiay la
cistoscopia como métodos alternativos para el diagnéstico de
EBH.

Si bien la hematuria es un signo “tipico” de esta
enfermedad no es exclusiva de ella y otras enfermedades deben
ser contempladas como diferenciales. Por este motivo el empleo
del urianalisis debe ir acompafiada de un correcto diagnéstico
clinico y patolégico de la enfermedad en el rebafio. La deteccion
de micro hematuria han sido reportados en enfermedades
caracterizadas por producir hematuria crénica en humanos2En
este trabajo la presencia de HEB fue confirmado mediante la
observacion de los animales clinicamente afectados en el
momento de la toma de muestras y estos resultados son
sostenidos por los hallazgos de necropsia encontrados en los 8
animales eutanasiados.

Los resultados de UTT como método para estimar la
prevalencia se sostienen en la diferencias en los niveles de
hematuria detectados en rodeos HEB positivos y negativos (47%
vs 4% respectivamente). En consecuencia, podemos concluir que
los estados de hematuria detectados por UTT son atribuibles a la
presencia de HEB.

Resuleados de UTT N de posithvas Posithve & EST N falsos positivos %0 Falsos positivos Especificidad VPP
' il i3 7 175 36.3%% B1.6%
L i &l i) il 1007y 100%%
H-4 16 36 0 0 100%% 100%
- 36 36 i 0 100%% 10075
UTT general 133 116 5.3% 68 4% 04.6%
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Introduccion

La miopatia nutricional en ovinos o enfermedad del cordero
rigido es una afeccién frecuente en muchas areas del mundo
que ocurre como consecuencia de la deficiencia en la dieta de
selenio (Se) o vitamina E, pero raramente ambas. El cuadro
clinico se presenta, principalmente, en corderos menores a 8
meses de edad y en rapido crecimiento. La tasa de mortalidad
suele ser baja, mientras que un alto porcentaje de corderos
puede padecer la enfermedad de manera subclinica. Factores
estresantes pueden actuar como condicionantes en la
presentacion clinica. Las lesiones y sus correspondientes signos
clinicos son tan variados como las circunstancias bajo la cual
ocurre la miopatia. Principalmente afecta los musculos del
hombro y el muslo, pero también parte posterior del cuello y los
musculos respiratorios. La apariencia de los misculos afectados
es similar a la descripta para los terneros, aunque la probabilidad
de mineralizacion muscular es mayor. En el presente trabajo se
describen las caracteristicas clinicas en un presunto caso de
miopatia nutricional en corderos con deficiencia primaria de
selenio en la provincia de Buenos Aires

Materiales y métodos

El episodio ocurrid en un establecimiento de partido de Rauch,
Buenos Aires. El problema afect6 a miembros de una majada
compuesta por 154 ovinos % Dorper ¥ Corriedale de dientes de
leche a boca llena. Al momento de desencadenarse el problema,
los animales se encontraban en un potrero de 15 ha, con una
cobertura vegetal del 50-60% y baja disponibilidad de especies
forrajeras, tanto nativas como naturalizadas. Doce dias después
de realizar el descole (03/02/16), una de las corderas de 6
meses de edad, aproximadamente, se vio clinicamente afectada.
El dia 06/02 se realizé un examen clinico completo y se tomaron
muestras de sangre sin anticoagulante tanto de la cordera con
signologia clinica, como de 6 compafieros del lote. Diez dias
mas tarde (16/02), una nueva muestra de sangre con y sin
anticoagulante fue extraida de la cordera con signologia clinica.
Una vez tomada la primera muestra de sangre se efectud, sobre
el animal clinicamente enfermo, una terapia a base de
oxitetraciclina, complejo B, dexametasona. Luego este animal
fue retirado del establecimiento y trasladado a instalaciones del
INTA para un mayor seguimiento. Tras 10 dias de evolucion y
bajo un pronostico desfavorable, se le aplico 2cm® de una
solucion de aporte nutricional que contenia vitamina A y E,
metionina, fosforo, potasio, cobre, zinc y selenio, previa
extraccion de una segunda toma de muestra de sangre. A su
vez, al finalizar el problema, se efectué una recorrida por el
potrero donde habia permanecido la majada por mas de 2
meses. Alli se recolectaron muestras de especies forrajeras para
determinar la concentracion de selenio. Se realizé el hemograma
a través de un contador hematolégico Mindray BC5150; se
determind la actividad de las enzimas creatin quinasa, (CK)
transaminasa  glutdmico oxalacética (TGO) vy lactato
deshidrogenasa (LDH) a través de un autoanalizador de quimica
clinica Metrolab CM250 en cinética a 37°C con rediluciones
automaticas. Se determind la concentracién de cobre por
espectrofotometria de absorcion atdomica. Mientras que la
concentracién de selenio, tanto en suero como en forraje, se
realiz6 por plataforma de  hidruros acoplado a un
espectrofotometro de absorcion atémica. Tras 25 dias de
observacion, luego de haber revertido el cuadro clinico y bajo un
pronéstico favorable, la cordera fue llevada nuevamente al
establecimiento de origen.

Resultados

La cordera afectada presentaba paresia y debilidad en los
miembros. Esta condicién se traducia en una marcha dificultosa.
En un principio los signos se localizaban, principalmente, en el
miembro toréxico derecho para luego de 48hs progresar hacia
ambos miembros. Al examen clinico se observé taquicardia (120
FC), taquipnea (40 FR), temperatura rectal de 40,9°C y palidez
de mucosas. Los resultados de las pruebas analiticas realizadas
a partir del suero se resumen en la tabla 1. Los resultados del
hemograma no revelaron alteraciones. Mientras que la
concentraciéon de Se en el forraje fue de 32.11 ppb (valores de
referencia: 100,00-300,00 ppb).

Tabla 1: Actividad enzimatica de CK, TGO y LDH, concentracion
de cobre y selenio sérico en dos momentos con 10 dias de
intervalo en la cordera con signos clinicos y actividad enzimatica
de CK en otros miembros de la majada. Id: identificacion, Det:
determinacion. ND: no determinado

Id Det 06/02  16/02 VR

Cordera c/signos CK 381 1352 7,7- 101 UI/L
TGO 463 167 49-123 UI/L
LDH 2300 1722 83-476 UI/L

Se <15 <15 >50 ng/ml

Cu 45 60 >60 pg/dl
Cordero 1 CK 338 ND 7,7- 101 UI/L
Cordera 2 CK 280 ND 7,7- 101 UI/L
Cordera 3 CK 225 ND 7,7- 101 UI/L
Borrega 4 CK 599 ND 7,7- 101 UI/L
Oveja 5 CK 337 ND 7,7- 101 UI/L
Oveja 6 CK 309 ND 7,7- 101 UI/L

Discusion

Los resultados del examen clinico revelaron una paresia o
paralisis parcial. Este signo clinico puede responder a un
sindrome de motoneurona inferior, a enfermedades
neuromusculares o a miopatias, todas ellas con mayor o menor
grado de compromiso de la motricidad. La actividad enzimatica,
en el suero de la cordera con signologia clinica, reflejé un
incremento en la concentracion de CK, TGO y LDH. A su vez,
también se observé un aumento de la actividad enzimatica de la
CK en el suero de los animales clinicamente sanos integrantes
de la majada. Este aumento pudo deberse al dafio de la
membrana a partir de un agente traumatico o ser la evidencia de
una disfuncion de la membrana de la célula muscular como
ocurre en las miopatias de origen nutricional. Esta disfuncion
podria responder a la baja concentraciéon de Se en suero, como
se observé en ambas muestras analizadas pertenecientes a la
cordera con signologia clinica. El origen de este valor en suero
podria estar relacionado a la baja concentracion de Se que se
registré en las especies forrajeras, condicionando de esta forma
una deficiencia primaria. Por Ultimo, hubo una respuesta
aparentemente favorable en el aspecto terapéutico tras el
tratamiento con una solucién de aporte nutricional que contenia
selenio. La signologia clinica observada, la edad de los
animales, el aumento en los valores de CK, TGO y LDH, los
niveles deficientes de selenio en el suero del animal afectado y
en el forraje, asi como una aparente respuesta favorable tras el
tratamiento permiten presumir un caso de miodistrofia nutricional
por carencia primaria de selenio.
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Introduccion

La lesién de la médula espinal en los animales domésticos,
constituye un evento sustancial, asociado con la pérdida de
capacidades del sistema neuromuscular y la disfuncién del
sistema de la contencién y evacuacion. La blisqueda de
nuevas alternativas terapéuticas que mejoren los signos y
sintomas de estos pacientes, concentra varias investigaciones
experimentales y clinicas (Samadikuchaksaraei A. 2007). En
este sentido se ha documentado que, la reparacién podria
lograrse mediante fuentes enddgenas, permitiendo plantear
cuestiones relacionadas con el reemplazo celular y la
neurogénesis (Kang SK, et al. 2006; Mothe AJ, et al. 2005.)
por lo cual, resultaria significativo identificar las células con
potencial génico, sin inducir dafio medular y con posibilidad de
su manipulaciéon para desarrollar alternativas de terapia
autbloga (Garcia-Ovejero D, et al. 2015.). Los objetivos del
presente trabajo mediante la toma de muestras celulares
minimamente invasiva, son: a) Evaluar la coordinacion y el
equilibrio motor de animales donde se tom6 muestra de tejido
medular; b) Mediante citogenética clasica, identificar
ependimocitos en mitosis, en la muestra.

Materiales y Métodos

Se trabajé utilizando ratas adultas Wistar n=20, divididas en
dos grupos: Grupo 1 (G1, n=5) y Grupo 2 (G2, n=15). El uso
de animales se realiz6 respetando las normativas de; Guia del
NIH - Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.
NCR/USA/1996; CIOMS - Ginebra 1985; Directiva
86/609/CEE.

En ambos grupos la preparacion pre-quirdrgica, se realizé con
Ketamina (100 mg./kg.) y Xilacina (10 mg./kg.). Previa
administracion local de lidocaina al 2%, se procedi6 al
abordaje quirtrgico, con el animal en hiperextension de
columna, a nivel de L1-L2, exponiéndose el area laminar entre
dichas vértebras y luego la médula espinal. Solo en G2,
utilizando un micro- manipulador con controles para los tres
ejes del espacio, junto a una micropipeta, e ingresando por el
surco medio dorsal de la médula, atravesando la comisura
gris dorsal se tom6 1 pl. de muestra de tejido medular.
Posteriormente en ambos grupos, se realizd asepsia del area
quirdrgica, con el cierre mediante dos planos de sutura. La
totalidad de los animales en estudio se mantuvieron en
bioterio para observacién, con alimento y agua ad-libitum,
ademés de administracion intramuscular de Cefalexina 20
mg./kg. y Dexametasona 1 mg./kg. cada 24 horas durante tres
dias.

Se realiz6 evaluacion de la coordinacion motora y el equilibrio,
en miembros posteriores, utilizando test de Footprint en
ambos grupos (G1 y G2): una vez, cinco dias antes, Yy
después, cada 10 dias, de la toma de muestra de tejido
medular, hasta los 60 dias. La técnica de citogenética clasica
para observacion de mitosis, consisti6é en: fijar la muestra en
Carnoy, hidrélisis con acido clorhidrico, disgregacion celular,
tincion con Hematoxilina propionica, observacion al
microscopio 6ptico y registro.

Las variables estudiadas: a) Mediante el Footprint fueron,
distancia de zancada, la desviacién del eje plantar, distancia
de la base de sustentaci6n; b) Mediante la citogenética
clasica, el nimero de células ependimarias en division por
campo. El procesamiento estadistico de los datos, fue
realizado mediante Excel, para su andlisis descriptivo.
Resultados

En la evaluacién de la coordinacion y equilibrio motor
mediante Footprint: a) en G1, la distancia de zancada
presento un rango intercuartilar de 0,18 cm. (figura N° 1), una
media de 5,57 cm. y un desvio estandar de 0,11 cm. En G2,
en cada una de las 6 evaluaciones, estos valores
permanecieron muy similares (figura n° 4, representa una de
las 7 estimaciones posteriores a la toma de muestra); b) en
G1, la desviacién del eje plantar presentd un rango
intercuartilar de 0,17 cm. (figura N° 2), una media de 12,01 cm

y un desvio estandar de 0,09 cm. En G2, en cada una de las 6
evaluaciones, estos valores también permanecieron similares
(figura n° 5, representa una de las 7 estimaciones posteriores
a la toma de muestra); c) en G1, la base de sustentacion
presenté un rango intercuartilar de 0,21 cm. (figura N° 3), una
media de 2.62 cm. y un desvio estandar de 0,12 cm. En G2,
en cada una de las 7 evaluaciones, estos valores también
permanecieron similares (figura n° 6, representa una de las 7
estimaciones posteriores a la toma de muestra).

Fig. N* 1. G1 antes de loma de muestra.  Fig, N* 4. G2 pest. toma de muestra,
[n=5}, 2% zancadas por animal, (= 15), 20 rancadkas por animal.
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En todas las muestras, se observé
4+1 células ependimarias por campo
y 1+1 divisiones mitéticas (figura N°

7), mediante microscopia O6ptica y ..--' al.
(X40). e +B v ary
Discusiones '-;5;?-

Segun los resultados, el modelo no -'qﬁ.#;--'-".-""-"
altera la funcionalidad de la médula A
espinal, permite contar con células para posibles protocolos
de cultivo o diferenciacion con fines terapéuticos. Este modelo
nuevo, de obtencion celular, podria representar un recurso
técnico de gran potencialidad en investigacion y terapia
aut6loga, para reparar médula espinal lesionada en animales.
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Introduccion

Las patologias motoras, inducidas por lesiones en el Sistema
Nervioso Central (SNC), suelen manifestar diferentes tipos de
alteraciones morfofuncionales, bioguimicas y moleculares,
que se citan en muchos textos de Neurologia basica y clinica,
asi como, en diferentes articulos cientificos generados a partir
de modelos experimentales (Fulceri F, 2012.). Dentro de las
patologias motoras, como ser el Parkinson, foco actual de
varios modelos de estudio, se describen alteraciones motoras,
bioquimicas, moleculares, y electrofisiolégicas (Teruya PY,
2014.), pero no existe referencia que sugiera alteraciones en
el Sistema Nervioso Periférico. También, en alteraciones
motoras causadas por lesiones del SNC y pinzamientos
radiculares, se han descrito diferentes cambios motores,
morfofuncionales, bioguimicos, moleculares y
electrofisiolégicos, a nivel de estructuras centrales vy
periféricas. Por otro lado, sobre el Nervi nervorum, estructura
simpéatica encargada de la inervacion de los nervios
somaticos, involucrado con el dolor, la inflamacién y el
mantenimiento de su trofismo (Bove G, 2008.; Reina MA,
2000), no ha sido dilucidado su rol en este tipo de patologias.
Algunos trabajos sobre los Nervi nervorum en relacién a los
Vasa nervorum, sugieren un posible rol adrenérgico
(Rechthand E, 1986.). Los objetivos del presente trabajo son:
a) Identificar el Nervi nervorum en los nervios somaticos de
animales sin y con alteraciones motoras. b) Observar la
distribucion del Nervi nervorum en los diferentes nervios
estudiados.

Materiales y Métodos

Se trabaj6 con biopsias de nervio del muasculo biceps crural
de ratas adultas Wistar, n=15, adultas, pertenecientes a dos
grupos: Grupo 1 (n=5) sin lesién del SNC y sin alteraciones
motoras; Grupo 2 (n=10), todas modelo estandarizado de
animal con Parkinson, inducido con neurotoxina 6-
hidroxidopamina mediante lesion localizada en encéfalo.
También se trabajé con biopsias de nervio somatico periférico,
pertenecientes a animales domésticos: caninos sanos, sin
alteracion motriz (n=2), caninos con lesibn de SNC vy
compromiso motor de miembros caudales (n=6), vy
pinzamiento radicular lumbar con compromiso motor (n=4);
felinos con lesibn de SNC con compromiso motor de
miembros caudales (n=3); y silvestres como reptiles con
lesion de SNC con compromiso motor de miembros caudales
(n=2). La toma de biopsias del nervio en los animales
experimentales se realiz6 respetando las normativas de punto
final, recomendadas en: Guia del NIH; CIOMS - Ginebra
1985; Directiva 86/609/CEE. Las biopsias de los animales
domésticos y silvestres fueron donadas y obtenidas desde
veterinarias locales, previa confirmacion clinica de sintomas.
Todas las muestras fueron procesadas siguiendo protocolo
para Microscopia Electrénica de Barrido (MEB), realizandose
la misma en el Centro Integral de Microscopia Electronica
(CIME) dependiente del CONICET/UNT de Tucuman,
utilizando un equipo SEM Zeiss Supra 55VP.

Resultados

Mediante el presente estudio se encontr6: a) En todos los
nervios estudiados, de animales experimentales sin alteracion
motriz, la distribucién del Nervi nervorum fue uniforme y
regular a nivel intra e interfascicular (Figura N° 1); b) En todos
los nervios estudiados, de animales experimentales, modelo
de Parkinson, la distribucion del Nervi nervorum fue uniforme,
de gran concentracion y con caracteristicas tortuosas, a nivel
intra e interfascicular (Figura N° 4); ¢) En todos los nervios
estudiados, de animales domésticos sanos, como los caninos,
el Nervi nervorum presentd idénticas caracteristicas de
distribucion y dispersién que los animales experimentales
sanos (Figura N° 1); d) En todos los nervios estudiados, de
animales domeésticos y silvestres, con lesion del SNC y
compromiso motriz, como caninos, felinos y reptiles, el Nervi

nervorum presenté distribucién irregular, con areas de gran
concentracién y con caracteristicas tortuosas a nivel intra e
interfascicular (Figura N° 3); e) En todos los nervios
estudiados, de animales domésticos, con pinzamiento
radicular lumbar, como caninos y felinos, el Nervi nervorum
presenté una distribucién poco concentrada y localizada, a
nivel intra e interfascicular (Figura N° 2).

Fig. N® 2. Mervio de canine

Fig- N 1. Narvio do rata

Figuras N° 1-4. MEB de nervios somaticos en diferentes animales, donde se
observan distintos grados de presentacion del Nervi nervorum.

Discusion

Se logré identificar el Nervi nervorum en todas las muestras
estudiadas, observandose que la distribucién del mismo varia
segun el deterioro motor, y posiblemente en relacion a la
ubicacién de la lesion en el sistema nervioso, sea esta
motoneurona superior, motoneurona inferior o nervio. El
aumento en la concentracion de fibras nerviosas del Nervi
nervorum a nivel del nervio soméatico, podria apoyar el rol
adrenérgico sugerido (Rechthand E, 1986.), es decir, estaria
asociado al descontrol en la contraccion muscular del modelo
experimental de Parkinson.

En base a los resultados se piensa que la MEB constituye un
recurso técnico Uutil y facil de desarrollar que, en nuestro caso,
se utilizé para observar las alteraciones en patologias motoras
del nervio periférico.

Por lo tanto, mediante el presente trabajo se identificé por
primera vez las alteraciones del Nervi nervorum en patologias
motoras.
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INTRODUCCION:

El Tumor Venéreo Transmisible (TVT) es una neoplasia que
afecta a los caninos. Se localiza a nivel de mucosas,
principalmente genitales siendo muy agresivo localmente y
rara vez metastatiza. Los signos clinicos dependen de la
localizacion del tumor. Se transmite por transplante de células
neoplasicas en mucosas erosionadas. Los animales con TVT
desarrollan policitemia®, lo cual podria ser de valor
diagnéstico. El tratamiento mas usado es sulfato de
vincristina® Entre los efectos adversos se describe la
mielosupresion @, Objetivo: evaluar la relacion del TVT con
factores bioquimicos y hematol6gicos previo y posterior al
tratamiento con sulfato de vincristina.

MATERIALES Y METODOS:

Se realiz6 un estudio observacional en 20 caninos con TVT de
presentacion espontanea, tratados con sulfato de vincristina
(0.025 mg/kg). Se obtuvo una muestra de sangre previo y
durante la quimioterapia para realizar estudios hematolégicos
y determinaciones bioquimicas (ALT, urea, creatinina,
proteinas totales, albumina y perfil electroforético). El analisis
estadistico se realiz6 con el programa InfoStat.

RESULTADOS Y DISCUSION:

El 35% de los animales present6 anemia de leve a moderada
y disminuy6 a 17,6% a los 14 dias, manteniendo porcentajes
similares durante el resto del tratamiento. En la mayoria de los
casos (66,6%) la anemia fue microcitica normocrémica,
caracteristica de las anemias por eritropoyesis inefectiva por
pérdida crénica de sangre lo que permite inferir que en la
mayoria de los animales, el cese de la hemorragia es la causa
de la recuperacion hematolédgica. No se presentaron animales
con policitemias. El 40% de los animales present6 leucocitosis
al momento de la consulta con neutrofilia (40%), desvio a la
izquierda regenerativo leve (10%), linfopenia (20%),
monocitosis (35%), eosinofilia (55%), eosinopenia (5%), lo que
indicaria que estaban respondiendo a diferentes estimulos
leucopoyéticos, debido probablemente, a que la mayoria de
los perros presentaba un habitat callejero que los expone a
condiciones sanitarias adversas. Entre los 7 y 14 dias post
tratamiento se observé una disminucion de los leucocitos a
expensas de los neutréfilos en el 100% de los casos. El 45%
de los pacientes presentd neutropenias severas (menores a
3000 neutrdfilos/ul). Los leucocitos y neutréfilos se
mantuvieron diminuidos mientras duré el tratamiento. Las
diferencias fueron estadisticamente significativas (p < 0.0001).
Esto demuestra el efecto mielosupresor selectivo para la serie
neutrofilica producida por la vincristina durante el tratamiento
del TVT. Los linfocitos y monocitos fluctuaron sin una
tendencia establecida, con valores por encima de los de
referencia para los monocitos a los 7 dias de iniciado el
tratamiento. El 55% de los animales presentd eosinofilia que
se mantiene sin diferencias significativas a lo largo del
tratamiento (p < 0.0932), aunque, la cantidad de animales que
cursan con eosinofilia tiene una tendencia a disminuir a
medida que se reducen las células neoplésicas en las biopsias
analizadas con el avance del tratamiento. EI mecanismo
responsable de la eosinofilia no es conocido; sin embargo, el
persistente incremento de eosindfilos en caninos con TVT,
podria deberse a un factor eosinofilotactico asociado al tumor.
El promedio de plaquetas se encontré dentro de los valores de
referencia, tanto en fase progresiva como regresiva, existiendo
un porcentaje de animales que cursaron con trombocitopenia
(22,2%) vy trombocitosis (11,1%). Los animales con

trombocitopenia, podrian presentar exacerbacién de los signos
hemorragicos. A los 7 dias de iniciado el tratamiento se
observa un leve incremento en el ndmero promedio de
plaquetas disminuyendo la cantidad de pacientes que
presentaban trombocitopenias, probablemente debido a una
estimulacion de la vincristina sobre la liberacion de plaquetas
de los megacariocitos, efecto que es transitorio ya que si bien
el nimero de plaquetas se mantiene a lo largo del tratamiento,
la cantidad de pacientes trombocitopénicos vuelve a aumentar
en los 14 y 21 dias post tratamiento. La actividad de ALT,
concentracion de urea y creatinina se encontraron dentro de
los valores de referencia para el canino, tanto en las muestras
obtenidas previo y durante el tratamiento con vincristina, lo
que sugiere que la funcionalidad hepatica y renal no estaria
seriamente comprometida como consecuencia del mismo. De
todas maneras, es necesario el control bioquimico previo a
una quimioterapia, para tener una vision de las posibilidades
de metabolizacion, activacion y eliminacion de los agentes
citotoxicos. Las proteinas totales (PT), albuminas (Alb) y
globulinas (Glob), se encontraron dentro de los valores de
referencia para la especie canina. La corrida electroforética
sobre acetato de celulosa mostré las distintas bandas
correspondientes a cada proteina sérica, separandose en: Alb,
alfa-1 globulinas (al), alfa-2globulinas (a2), beta-1 globulinas
(B1), beta-2 globulinas (32) y gama globulinas (y1 y y2). Estas
tltimas no presentaron una banda neta de separacion por lo
cual se las consider6 juntas. Las concentraciones de (32
globulinas se observaron en el limite superior del valor de
referencia o ligeramente incrementadas. Entre las globulinas
que corren en esta fraccién, esta la 2 microglobulina, y sus
valores séricos reflejan el grado de activacién del sistema
inmune, pudiendo ser utilizados como marcadores en
procesos tumorales. Este incremento de las f-globulinas
podria relacionarse a los mecanismos inmunolégicos de
control del TVT. El resto de las globulinas fluctuaron dentro de
los referenciales.

CONCLUSION

Del perfil hematolégico, los cuadros de anemia, leucocitosis,
neutrofilia, monocitosis y eosinofilia se relacionan con el TVT.
La eosinofilia, al ser la variable mas frecuentemente
observada, puede considerarse como un signo paraneoplasico
en el TVT. El efecto mielosupresor de la vincristina no se
refleja en la respuesta eritroide con la misma magnitud
respecto a otras lineas celulares y afecta selectivamente la
serie neutrofilica produciendo leucopenias con neutropenias
severas. Los valores hematoldgicos basales y los controles
durante el tratamiento son elementos de juicio importantes
para las decisiones terapéuticas y para el control post
tratamiento.
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INTRODUCCION

El tumor venéreo transmisible (TVT) pertenece al grupo de
tumores denominados de células redondas que afecta a
caninos, coyotes, zorros y lobos. El diagnéstico de TVT se
realiza por observacion clinica, citoldgica e histopatolégica.
Para contribuir en el pronéstico de las neoplasias y prediccion
de la respuesta al tratamiento en funcién de su malignidad se
utilizan marcadores de proliferacion como el recuento de
figuras mitéticas y las Regiones Organizadoras Nucleolares
Argiréfilas (AgNORs). Estas Ultimas son proteinas implicadas
en la transcripcion y procesamiento del ARNr,

Objetivo: determinar el valor pronéstico de los AgNORs en
factores relacionados con el comportamiento y tratamiento del
TVT.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd6 un estudio observacional en 20 caninos con
diagnoéstico de TVT de presentacion espontanea que fueron
tratados con sulfato de vincristina (0.025 mg/kg). Se evalu6 la
respuesta al tratamiento y se tomaron muestras citologicas y
biopsias previo a cada aplicacion. En 17 pacientes, se evalu6
la proliferacion celular con técnicas de AgNORs segun los
protocolos de Howell y Black (1980) y Ploton, et al., (1994),
respectivamente. Se contaron 200 células neoplasicas en
forma manual e individual, teniendo en cuenta la cantidad y
distribucion de puntos marrones que se encontraban en el
nucleo de la célula de TVT. Se realizé un andlisis de varianza
(ANOVA) y un test de Tukey a posteriori para detectar las
diferencias estadisticamente significativas.

RESULTADOS Y DISCUSION

La técnica de AgNOR present6 puntos criticos como son el
tipo de fijador utilizado y el tiempo de la reaccion que es
dependiente de la temperatura y que oscilé entre 20 y 60 min.
La cantidad de AgQNOR en muestras histopatolégicas vari6 de
0 a 16 puntos por célula, la mayoria de las veces distribuidos
de forma aislada. Las formas eran redondeadas o ligeramente
irregulares, ubicadas en el interior del nucleo, alrededor del
nucléolo o tifiéndolo por completo. El 85% de los animales
presentd buena respuesta al tratamiento, con remision total
del tumor luego de 3 a 7 aplicaciones de vincristina. El 15% de
los pacientes mostrd resistencia al tratamiento. En ambos
casos el nimero de AgNOR fue superior a lo observado por
otros autores, lo que podria relacionarse a los criterios usados
en cuanto al recuento de las particulas. Los numeros de
AgNOR se presentan en la tabla I.

Tabla I:nimeros de AgNORs en animales con respuesta y sin
respuesta al tratamiento previo y posterior al mismo.

Animales tratados N° de AgNOR N° de AgNOR
pretratamiento postratamiento
Con respuesta
(n=14) 3,1+1,3 1,4+0,8
Sin respuesta 41+16 53+23
(n=3)

Estos resultados fueron estadisticamente significativos (p <
0.0002) y permitirian establecer pautas para evaluar el
pronéstico y evolucion del TVT canino, como se realiza en
otras neoplasias. Sin embargo, el nimero de AgNOR
observado en células de TVT es superior a los encontrados en
muchas neoplasias malignas por lo que el nimero estaria mas
asociado a una mayor tasa de proliferacion celular que a un
comportamiento maligno del tumor. Se podria postular, que la
alta presencia de proteinas argiréfilas en el TVT, se asociaria
a células en proliferacion celular con una cinética mas corta
del ciclo celular, que produciria mayor cantidad de ribosomas,
proteinas y AgNORs por unidad de tiempo durante la
interfase. En la mayoria de las tinciones se observaron todos
los casos posibles de distribucion de las particulas de AQNOR
segun los caracteriza Santos et al., (2011), con predominio de
la distribucion aislada y difusa, cubriendo todo el nucléolo,
excepto en uno de los tumores resistentes que presenté una
distribucion en cadena y en la periferia del nucleo. Por lo que
no se observaron patrones que permitan sospechar la
naturaleza de mayor o menor agresividad del tumor. Los
resultados obtenidos en las tinciones citoldgicas, permitieron
hacer un andlisis de los agregados, resultando una técnica
més rapida que trabajar con cortes histologicos y permitirian
usar la técnica de tincion de plata para la determinacién de los
AgNORs en la evaluacion del paciente. Tienen como
desventaja que con el avance del tratamiento, el nimero de
células neopléasicas en los extendidos se reduce y dificulta un
contaje celular representativo.

CONCLUSION

El mayor nimero de AgNORs observados en fase progresiva
de TVT comparado con algunos tumores malignos, indicaria
que esta relacionado a la velocidad del ciclo celular mas que
al comportamiento biolégico. Su determinacion temprana,
luego de iniciada la quimioprofilaxis, es de utilidad pronéstica
para seguir el tratamiento y evolucién del TVT, permitiendo al
clinico tomar decisiones en relacién a modificaciones en la
terapia o uso de terapias alternativas. Sin embargo, es
fundamental encontrar un método de determinacion de
AgNOR que permita la estandarizacion, para poder obtener
resultados comparables.
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Introduccion. ElI mantenimiento de las concentraciones
normales de electrolitos y gases en sangre es fundamental en
pacientes que ingresan a la urgencia clinica. Los trastornos de
estos parametros, por diversas patologias, afectan a varios
érganos, incluyendo el sistema nervioso, cardiaco y musculo
esquelético. Las alteraciones electroliticas y de acido/base son
habituales, y tienen una importancia significativa en la morbilidad
y mortalidad de casos clinicos, sino se reconocen o si el
tratamiento es inadecuado. La correccién oportuna de estas
alteraciones causa un beneficio méas inmediato que el establecer
un diagnostico especifico, aunque ambos son necesarios. La
mayoria de las alteraciones en el volumen del fluido extracelular
van acompafiadas de alteraciones en la composicion del plasma,
esto no se debe Unicamente a las pérdidas de iones que
contribuyen al problema inicial, sino que la defensa del rifién
frente al agotamiento del volumen, altera la capacidad renal para
regular la composicién del plasma. Por ello, los niveles de los
principales electrolitos: potasio, sodio, calcio, magnesio y cloro
estan estrechamente relacionados por la accién de hormonas y
por la funcién renal, que se ven afectados por diversas
patologias. El analisis de gases sanguineos, incluye la
determinacion de pH y de los gases implicados en el equilibro
acido/base y proporcionan informacion de utilidad para Identificar
y caracterizar la alteracion acido/base; evaluar su gravedad;
identificar el proceso patolégico causante de la alteracion
acido/base; guiar en la eleccion de medidas terapéuticas
adecuadas y monitorizar la respuesta terapéutica del paciente.
La aparicibn de analizadores de gases de -caracteristicas
adaptables a las clinicas veterinarias, ha permitido que estas
mediciones se empleen cada vez méas en la practica habitual y
puedan construir un instrumento muy Util para el clinico si se
realizan e interpretan correctamente. El presente trabajo tiene
por finalidad medir los electrolitos y gases en sangre en caninos
y felinos que ingresaron al servicio de urgencia y cuidados
intensivos de la clinica veterinaria; con la finalidad de realizar un
reporte de diferentes patologias clinicas y sus trastornos en los
pardmetros mencionados. Esto permitira no solo conocer datos
de importancia para la implementacién de correccién, sino
también concientizar a los médicos veterinarios sobre la
importancia de estas mediciones.

Materiales y métodos. Muestras de sangre provienentes de
pacientes que ingresaron al servicio de urgencia y cuidados
intensivos de la Clinica Veterinaria Del Sol de la ciudad de La
Plata, durante los afios 2014 y 2015. Para las mediciones se
empled el Analizador de Cuidado Critico OPTI CCA-TS con dos
Cassette: E-Cl y E-Ca.

Resultados y Discusion. Caninos: el 46% de los animales
fueron diagnosticados con Gastroenteritis Hemorragica (GEH); el
23% con insuficiencia Renal Croénica (IRC); el 18% con
Dilatacion Torsion Vélvulo Gastrica (DTVG) y el 13% con

politraumatismos (PT). IRC: El 64% de los pacientes presento
pH por debajo de lo normal, el 18% pH dentro del valor normal
pero al limite superior y el 18% presentaron pH por encima de lo
normal. La mayoria de pacientes presentaron acidosis y el 100%
presentd hipocalcemia. GEH: El 45% presentd disminucion del
pH; el 45% present6 el pH dentro del valor normal y el 10% con
pH por encima de lo normal. Si bien la mayoria de pacientes
presenté acidosis, la alcalosis y los valores cercanos a la
alcalosis son en respuesta compensatoria 0 a alteraciones
mixtas. El 82% present6 hipernatremia y el 18% con valores de
sodio normales. El 50% se encontré hipopotasemico; el 45%
dentro del rango normal y el 5% hiperpotasemico, esto nos
sugiere desorden electrolitico que cursa con deshidratacion.
DTVG: El 67% present6 disminucion del pH; el 11% presenté pH
normal y el 22% con pH por encima de lo normal. Si bien la
mayoria de pacientes presenta acidosis, la alcalosis y los valores
cercanos a la alcalosis son en respuesta compensatoria 0 a
alteraciones mixtas. El 90% de los pacientes presentod
hipernatremia e hipopotasemia. PT: El 50% presenté una
acidosis metabdlica descompensada; el 17% acidosis
metabodlica compensada; el 17% pH normal pero con
hipernatremia e hipopotasemia y el 16% pH normal con
hipernatremia e hipocalcemia. Felinos: el 62% de los animales
fueron diagnosticados con enfermedad del Tracto Urinario
Inferior (FLUTD) y el 38% por Insuficiencia Renal Cronica (IRC).
FLUTD: El 100% report6 una disminucion del pH y el 88%
hiperpotasemia. El 62% presentd acidosis metabdlica
descompensada y el 25% compensada con pH disminuido, El
13% present6 una alteracion mixta. |IRC: el 100% reportdé una
disminucion del pH y el 60% report6 una deplecion del potasio, e
hipernatremia. Este estudio resume las alteraciones de gases y
electrolitos de pacientes a los cuales agrupamos por diagndéstico
de ingreso. El alcance de este estudio es orientativo y se debe
tener claro que cada paciente es Unico y su respuesta varia para
compensar su medio interno alterado. Si bien es de esperar
cambios en ciertas patologias como por ejemplo hipocalemia en
GEH o la hipercalemia en FLUTD, notamos que los pacientes
analizados no siempre responden a un resultado esperado, por
ello reafirmamos la complejidad del medio interno y la
comprension del mismo para la mejor atencién a nuestros
pacientes.
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INTRODUCCION

La region NEA de Argentina se identifica mayormente por
actividades agropecuarias como la cria y recria bovina y ovina
que se realiza casi exclusivamente sobre campos naturales en
donde comunmente crecen distintos tipos de plantas toxicas
que forman parte de la biodiversidad de los pastizales
subtropicales.

La falta de conocimiento sobre las distintas plantas téxicas que
se encuentran en la region provoca que muchos casos no
puedan ser diagnosticados o se confundan con otra etiologia,
haciendo dificil estimar las pérdidas econémicas que producen,
aungue sin duda el impacto real se encuentra subestimado
(Caspe et.al 2008).

El objetivo de este trabajo es informar sobre las plantas toxicas
como causales de enfermedad, diagnosticadas en la EEA INTA
Mercedes entre los afios 2005y 2015.

MATERIALES Y METODOS

Los casos que ingresan al SEDISA (Servicio de Diagnostico de
Sanidad Animal) de la EEA INTA Mercedes se registran con un
numero de protocolo Unico y constan de los datos del
solicitante, de la muestra y de la poblaciéon animal de la que
proviene, incluyendo los resultados parciales de cada etapa del
diagnostico, inspeccion clinica, estudios post mortem,
resultados de los distintos laboratorios e informe final. La
informacion contenida en estos protocolos es almacenada en
ficheros de papel los cuales se vuelcan a una base de datos
desarrollada en Microsoft® Office Access 2003, denominada
EpiDiagno que permite la carga de datos mediante un
formulario ad hoc y a través de distintas consultas realiza un
andlisis descriptivo con generacion de tablas y graficos. Un
maédulo especifico permite la exportacion de datos para su
vinculacion y visualizacién con ArcMap (ESRI®ArcMap™ 9.2).
Cada caso esta constituido por una muestra o conjunto de
muestras (biolégicas o no biolégicas) obtenidas de un animal o
grupo de animales pertenecientes a un establecimiento, las
cuales son remitidas para su estudio con el fin de obtener,
confirmar o descartar un diagndstico. En estos casos se realizo
la visita al campo para el reconocimiento botanico de especies
toxicas.

RESULTADOS

En el SEDISA de la EEA INTA Mercedes desde 2005 a 2015 se
diagnosticaron 38 casos de intoxicacion en bovinos por el
consumo de plantas toxicas; los cuales provenian de 14
departamentos de las provincias de Corrientes, Misiones y
Entre Rios (Tabla 1), representando un 0,8% del total de casos
registrados. El 89,5% de los casos pertenecieron a la provincia
Corrientes, el 7,9% a Misiones y el 2,6% a Entre Rios.

La mayoria de estas plantas presentan principios téxicos
bastante especificos que afectan funciones digestivas,
cardiacas, renales o nerviosas (Reit-Correa et.al, 2007). En los
casos registrados se identificaron plantas hepatotoxicas
agudas y crénicas, enterotoxicas, miotoxicas, cardiotoxicas y
nefrotoxicas, dentro de las cuales algunas se diagnostican con
mayor frecuencia en la zona (Tabla 2) causando importantes
pérdidas econdmicas con un total registrado de 446 animales
muertos.

Tabla 1: Numero de casos distribuidos por provincia y

departamento
Provincia Departamento Casos %
Corrientes Bella Vista 10 26,3
Mercedes 9 23,7
Curuza Cuatia 5 13,6
Concepcion 2 53
San Martin 2 53
Santo Tome 1 2,6
San Roque 1 2,6
P. de los Libres 1 2,6
Monte Caseros 1 2,6
Ituzaingo 1 2,6
Esquina 1 2,6
Misiones Apostoles 1 2,6
Concepcion 2 2,6
Entre Rios La Paz 1 2,6

Tabla 2: Especies identificadas y frecuencia de los casos
presentados en el periodo 2005-2015

Nombre Cientifico Nombre Vulgar Casos %
Cestrum parqui Duraznillo negro 11 29
Senecio sp Maria mole 8 21
Senna occidentalis Cafetillo 5 13
Bacharis coridifolia Mio mio 5 13
Lantana camara Bandera espafiola 4 11
Asclepias mellodora Lecherona 2 5
Amaranthus sp Yuyo colorado 2 5
Wedelia glauca Sunchillo 1 3

DISCUSION Y CONCLUSION

Las plantas toxicas constituyen en nuestra region una fuente de
pérdidas de produccién en nuestra ganaderia y una constante
preocupacion en los médicos veterinarios.

Los resultados obtenidos concuerdan con la amplia distribucion
de Cestrum parqui, Senecios sp, y Bascharis coridifolia en la
mayoria de las provincias del Centro-Norte argentino (Cabrera
et. al, 1999; Deble, 2012) y Senna occidentalis en el Norte del
pais (Scarpa, 2004), siendo estas cuatro plantas las que mayor
cantidad de casos presentaron en la zona.

Frecuentemente las mortandades causadas por estas plantas
remiten solas cuando los animales dejan de tener contacto con
ellas terminando con el problema sin ser diagnosticado. Otras
veces los tratamientos sintométicos a base de antibidticos o
antiinflamatorios que suelen utilizarse en la clinica diaria nos
hacen pensar que funcionaron, cuando en realidad los animales
que se recuperan lo hacen por no haber ingerido la cantidad
suficiente de toxinas y no por el tratamiento en si.

Este trabajo demuestra la importancia de las plantas téxicas
como causales de enfermedad y cuales de ellas se encuentran
en nuestra region.
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INTRODUCCION: La triada letal es wuna entidad
patolégica que se caracteriza por presentarse en
pacientes con shock hipovolémico, acidosis respiratoria
e hipotermia. Esto desencadena una coagulopatia
severa que de no revertirse todas ellas produce la
muerte del paciente por hemorragia masiva. El objetivo
de este trabajo es determinar si frente a hipotermia,
acidosis 'y shock hipovolémico se produce una
inactivacion de los factores plasmaticos de la
coagulacién que se vea reflejada de manera precoz en el
screening hemostético basico para poder revertir de esta
manera el cuadro y evitar la muerte del paciente.

MATERIALES Y METODOS: Se trabaj6é sobre 17
caninos, de ambos sexos y diferentes razas que
ingresaron al Hospital Escuela de la Facultad de
Ciencias Veterinarias UBA. Se evalu6 el medio interno
comprobandose que estaban en acidosis respiratoria,
temperatura inferior a 38°C y shock hipovolémico por
diferentes patologias. Se extrajo sangre con
anticoagulante de citrato de sodio a razén de 2 gotas por
cm® de sangre para evaluar el tiempo de protrombina
(TP), tiempo parcial de tromboplastina activado con
kaolin (KPTT), tiempo de tromboplastina (TT), dosaje de
factores y con anticoagulante de EDTA para hemograma
y recuento plaquetario. Para las pruebas de coagulacion
se separ6 el plasma del paquete eritrocitario
inmediatamente de obtenida la muestra y se efectué una
doble centrifugacion a 3.500 rpm durante 15 minutos. Se
congelé el plasma a -10°C hasta el momento de
efectuarse todas las pruebas hemostéaticas. Se
implement6 el tratamiento especifico en todos los casos
para corregir la hipotermia, la acidosis respiratoria y el
shock hipovolémico y se volvieron a tomar muestras
para controlar las pruebas de coagulacion y dosar
factores. Se realizd un estudio estadistico descriptivo y
se utilizé el test no paramétrico de Wilcoxon (Mann-
Whitney).

RESULTADOS: Del total de los pacientes evaluados, el
41,2 % (n= 7 /17) de los pacientes presentaban aumento
del TP, el 52,9% (n= 9/17) del KPTT, el 29,4% (n=5
/17) del TT. EI 29.4% (n= 5/17) tenian disminucién en
la concentracion de fibrindgeno, el 17.6 % (n= 3/17) de
factor Il, el 23,5% (n=4/17) de factor V, el 13,1% (n=2

/17) del factor VII, el 82,3 % (n=14 /17) del factor VIII, el
94,1% (n= 16/17) del factor IX, el 29,4 % (n=5/17) del
factor X. Se estudiaron las diferencias entre los valores
hemostaticos de los pacientes en acidosis e hipotermia
respecto de los controles. Hubo diferencias significativas
en el TP (p=0,01), KPTT (p=0,0004), FVIll (p=<0,001) y
FIX  (p<0,001). Una vez efectuado el tratamiento
especifico para la hipotermia, acidosis y el shock se
tomaron nuevas muestras para evaluar la hemostasia.
Las mismas se habian normalizado.

DISCUSION: De las tres pruebas béasicas que evaltan la
hemostasia, las dos que manifestaron alteraciones de
manera precoz fueron el TP y el KPTT. Si bien el factor
VIl se vio comprometido en un porcentaje bajo de
pacientes, su compromiso se vio reflejado en el
alargamiento del TP ya que dicho factor tiene una vida
media muy corta y es el Unico que se evalla en dicha
prueba. La marcada inactivacion de los factores VIIl y IX
produjo el alargamiento del KPTT. ElI TT no se vio
comprometido ya que los factores evaluados por este
test sufrieron disminuciones en su porcentaje de
actividad leves, compensandose la funcionalidad de
unos con las de los otros y de esta manera no
reflejandose en el TT.
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Introduccién

La diplodiosis es una micotoxicosis producida por el hongo
Stenocarpella (=Diplodia) maydis, el cual afecta los cultivos de
maiz (Zea mays) ocasionando la “podredumbre de la espiga”. Se
han reportado casos de intoxicacién en bovinos (Odriozola et al.,
2005) y ovinos (Kellerman et al., 1991) que consumen rastrojos
0 maiz en pie durante el otofio e invierno con mayor
predisposicion los afios con precipitaciones por encima de la
media anual, manifestando signologia nerviosa entre los 7-15
dias de entrar a consumir el forraje. Si bien esta signologia es la
detectada mas frecuentemente, algunos trabajos mencionan el
aborto de ovinos consumiendo maices infectados durante el
segundo Y tercer tercio de la gestacion (Kellerman et al., 1991,
Prozesky et al., 1994). Tanto en animales adultos afectados
como en casos de mortalidad perinatal, se describe una
espongiosis de la sustancia blanca cerebelar y cerebral
(Kellerman et al., 1991, Prozesky et al., 1994, Odriozola et al.,
2005). El objetivo del presente trabajo es describir 3 episodios
de sindrome nervioso y mortalidad perinatal en bovinos de la
region central de Argentina consumiendo maices infectados con
S. maydis, diagnosticados por el Servicio de Diagndstico
Veterinario Especializado (SDVE) del INTA EEA Balcarce.

Materiales y métodos

Se reportaron 3 casos ocurridos en rodeos de bovinos para
carne durante los meses de junio y julio del 2016: Caso A, en
Caferata (Santa Fe); Caso B, en Ayacucho (Buenos Aires) y
Caso C, en Daireaux (Buenos Aires). Se recopil6 la informacién
anamnésica y las caracteristicas clinicas de los animales de
estos rodeos, y se examinaron 5 terneros nacidos con signologia
nerviosa (2 del caso A, 2 del caso B y 1 del caso C). Se procedio
a la examinacion post mortem y se extrajeron muestras de
tejidos y fluidos: pulmén y contenido de abomaso para cultivos
bacteriolégicos (en atmésfera con un 10% de CO:z y
microaerofilia) y para cultivo de T. foetus; bazo y cerebro para
aislamiento viral; improntas de rifion, pulmén y humor acuoso
para deteccion de Leptospira spp. por IFD; cerebro para PCR
para Neospora caninum, fluido de cavidades para
seroneutralizacion viral (Herpesvirus bovino y virus de la Diarrea
Viral Bovina) y deteccion de anticuerpos a N. caninum por IFI.
También se obtuvieron tejidos que fueron fijados en formol
bufferado al 10% para andlisis histopatoldgico de rutina y tincién
de Luxol Fast Blue (LFB) para observar la mielinizacion de tejido
encefalico. También se analizaron muestras de espigas del maiz
consumido en los rodeos para detectar la presencia de
fitopatégenos.

Resultados

Los rodeos afectados se componian de entre 300 y 900 vacas
gue consumian rastrojos de maiz o maices en pie con presencia
de espigas en las que se identificd S. maydis. En el caso Ay en
el caso C, 18/300 y 4/350 vacas respectivamente, manifestaron
ataxia, hipermetria, caidas de forma repentina, xifosis, cabeza
flexionada hacia ventral y estupor. De esas afectadas, 2 y 1
murieron en cada caso, respectivamente. En el caso A, habian
nacido 7 terneros que manifestaron opist6tono, imposibilidad
para caminar y muerte entre 24 y 72hs. En el caso B, las vacas
gque pastoreaban el maiz no presentaron signologia clinica
evidente, aunque parieron 6 terneros que tenian dificultad en la
marcha, imposibilidad para incorporarse y temblores. En el caso
C, habian parido 11 terneros, algunos de ellos muertos y otros
que manifestaban signologia nerviosa: dificultad para
incorporarse. En todos los casos, recién comenzaba la paricién
y todos los terneros nacidos estaban a término de su gestacion.
Durante la necropsia de los terneros afectados de los casos Ay
B no se observaron lesiones evidentes. En el caso C se identificd
un hematoma meningeo en cerebelo, secundario a una aparente
herniacion del mismo. No se identificaron patdégenos de
importancia clinica en el andlisis bacteriolégico y virolégico
realizado sobre los especimenes analizados. Se amplific6 ADN
de N. caninum del cerebro de uno de los terneros del Caso A.
En todos los especimenes analizados se visualizé espongiosis

moderada a severa en sustancia blanca cerebelar. En algunos
terneros, la espongiosis también se presenté en la sustancia
blanca de corteza cerebral y edema perivascular. Ademas, se
corroboré desmielinizacion de la sustancia blanca cerebelar en
los especimenes analizados utilizando la tincién de LFB.

Discusién y conclusiones

Si bien Kellerman et al. (1991) describe casos de mortalidad
perinatal asociada al consumo de S. maydis en bovinos de
Sudafrica, su trabajo solo reproduce experimentalmente la
enfermedad en ovinos. Este reporte describe por primera vez
detalladamente cuadros espontaneos de diplodiosis asociada a
mortalidad perinatal en bovinos. Los hallazgos clinicos y
patolégicos concuerdan con los descriptos en bovinos adultos
(Odriozola et al., 2005) como en corderos con muerte perinatal
(Kellerman et al., 1991; Prozesky et al., 1994). Ademas se
corroboré la presencia de infeccién con S. maydis en los maices
que los vientres consumian.

Se descart6 la presencia de otros patdgenos asociados a
mortalidad perinatal. Si bien se corrobor6 transmision vertical de
N. caninum en uno de los terneros analizados, no se observaron
lesiones compatibles con esta enfermedad.

Teniendo en cuenta la presentacion clinica en terneros sin verse
afectadas sus madres, se corroboraria que las toxinas
producidas por S. maydis (Rahman et al., 2002) tienen la
capacidad de atravesar la placentay un particular tropismo hacia
el tejido encefalico fetal.

Este trabajo demuestra la importancia de incluir a la diplodiosis
como diagnéstico diferencial de pérdidas reproductivas cuando
los animales consuman maices diferidos o rastrojos de este
cultivo. Se necesitan més estudios para evaluar la sensibilidad
del bovino a esta micotoxicosis, sobre todo teniendo en cuenta
gue estos recursos forrajeros son ampliamente utilizados en la
region.
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Introduccion

El Zn es un micromineral esencial para los bovinos y su
carencia genera consecuencias dificiles de detectar
debido a su caracter subclinico. El estatus de Zn puede
estimarse por sus concentraciones en plasma, aunque
existen discrepancias respecto a su valor diagndéstico y a
los rangos de normalidad aceptados. Se considera que el
rango normal de zincemia en bovinos es entre 90 y 140
pg/dL, con un rango de marginalidad entre 80 y 90 pg/dL
y se consideran valores de carencia a aquellos menores
a 80 pg/dL (Kincaid, 1999). Suttle (2010) propone un
rango marginal de so6lo 40 a 60 pg/dL. La Cuenca
Deprimida del Rio Salado (CDS), Pcia de Buenos Aires,
es un area donde se generan anualmente 2 millones de
terneros sobre un sistema pastoril extensivo y existen
antecedentes de bajos niveles plasmaticos en varios
Partidos (Ramirez y col, 1998). En ese contexto se evalué
el efecto de la suplementacién con Zn sobre las ganancias
de peso en terneros.

Materiales y métodos

En un lote de terneros Aberdeen Angus al pié de la madre,
de entre 3 y 7 meses, se generaron dos grupos de 20
animales, homogéneos en peso, sexo y edad y se realizd
un ensayo de suplementacién con Zn inyectable. El Grupo
tratado (GT) recibié una dosis parenteral de Zn (1 mg/Kg)
cada 40 dias hasta el destete. EI Grupo Control (GC)
permanecio sin tratamiento. Previo a cada tratamiento se
registraron los pesos y se tomaron muestras de sangre
para estudio hematologico completo y para la medir las
concentraciones de Zn. Los dos grupos permanecieron al
pié de la madre y con control sanitario de rutina que
incluyé desparasitaciones y tratamientos con Cu. El
disefio estadistico fue completamente aleatorio, y se
analizé con un modelo mixto con medidas repetidas en el
tiempo con el programa estadistico SAS (9.1). La
separacion de medias se realizd6 mediante el
procedimiento SLICE. Se consideraron diferencias
significativos aquellas < a 0,05 y una tendencia < a 0,1
para efectos principales.

Resultados

El tratamiento no generé diferencias en los parametros
hematoldgicos. Curiosamente, tampoco existieron en
ningun muestreo diferencias en los niveles de zincemia,
pero si se diferenciaron en las ganancias de peso (Tabla
1).Tabla 1: Valores medios (xDS) de zincemia y
ganancias diarias de peso (GDP) en terneros
suplementados (GT) y control (GC).

Zincemia (ug/dl) GDP (g/dia)
Muestreo GT GC GT GC
11/11/2015 (1834) (f ‘;) (¢8f$6) (f 39@)
22/12/2015 (11 21% (il l157) (17 %93) (175595)
01/02/2016 (11 l1?5) (il c175) (¢5f279) (16124?7)
13/03/2016 (tl 2283) (tl ?L%) ?13386; (i81862)

a-b: diferencias significativas (p< 0.05).

Las muestras compuestas de forraje aportaron 17ppm
sobre base seca, mientras que el agua de bebida fue de
excelente calidad para el consumo bovino, con una
concentraciéon de Zn de 0.1 mg/L.

Si bien los grupos no se diferenciaron significativamente
en sus valores de zincemia, existi6 una alta correlacion
entre zincemias y GDP (r: 0.67). Por otro lado, al ordenar
las zincemias en rangos de 10 pg y asociarlos a las
ganancias de peso queda graficada esta asociacion
(Gréfico 1)

Gréfico 1: Valores medios de ganancias diarias de peso
agrupadas por rangos de zincemia.
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Discusion

El tratamiento demostr6 la existencia de una carencia
subclinica de Zn, aunque las zincemias no tuvieron la
sensibilidad suficiente para registrarlo. Esto coincide con
lo sugerido por Kincaid (1999). Sin embargo, las
zincemias demostraron una clara asociacion con las
ganancias de peso, sugiriendo que serian un buen
indicador de estatus de Zn, aunque sin sensibilidad
suficiente cuando se hacen tratamientos discontinuos
como en el presente ensayo. Otro motivo de discrepancia
serian los rangos de normalidad y marginalidad
propuestos, considerandose atinado extenderlo hasta 120
pg/dl en animales en crecimiento.

Conclusiones

La carencia de Zn en terneros durante el periodo de cria
afecta su ritmo de crecimiento y existen razones para
recomendar su suplementacion. Para el diagnéstico de
rodeo deberia considerarse un rango de riesgo mas
elevado que el actualmente en vigencia, especialmente
para animales en crecimiento.
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INTRODUCCION

Condalia microphylla, comunmente llamado Piquillin, es un
arbusto que crece en las regiones aridas de casi toda la
Republica Argentina. Si bien su madera se utiliza para lefia y
sus frutos para la realizacion de arrope, no es una especie
forrajera. A pesar de ello, los animales consumen los rebrotes
y corteza del Piquillin cuando escasea el alimento o se dan
ciertas caracteristicas ambientales. El Mal del Piquillin ha sido
previamente descripto, reproduciéndose la intoxicacién
administrando corteza de piquillin a bovinos, porcinos y
cobayos En todos estos casos las lesiones microscépicas que
se hallaron fueron deformaciéon de las vainas de mielina y
degeneracion axonal en la medula espinal. Los animales
presentaron signos neurol6gicos como incoordinacién, ataxia y
paresia. Se observd afeccion inicial de los miembros
posteriores, evidenciado por una flexion exagerada de la
articulacion metatarso falangeana, progresando hacia los
miembros anteriores cuando continué el consumo.

Aunque tanto especies monogastricas como rumiantes son
sensibles a la intoxicacion, poco se sabe del efecto del principio
activo sobre las aves de corral. Estas podrian ingerir porciones
de la planta cuando son criadas bajo condiciones de traspatio.
A su vez, si bien el cobayo podria utilizarse como modelo
experimental, contar con un modelo méas simple y econémico
seria de utilidad en el estudio de este trastorno. Los objetivos
de este trabajo fueron evaluar la susceptibilidad del pollo
parrillero al Mal del Piquillin y el cuadro clinico asociado a su
consumo, y determinar la utilidad de esta especie como posible
modelo experimental.

MATERIALES Y METODOS

Se utiliz6 corteza de Piquillin proveniente de Carmen de
Patagones (Buenos Aires) molida en molino de matrtillo hasta
alcanzar particulas de 1,5 mm para ser administrada por via
oral (intraesofagica, mediante pipeta Pasteur, suspendida en
agua potable). Se utilizaron 12 pollos parrilleros de 40 dias de
edad de 2 kg de peso aproximado que fueron divididos en 4
grupos de 3 animales cada uno. Cada animal fue rotulado en
las patas con marcador indeleble. Todos los grupos recibieron
alimento terminador ad libitum, excepto el grupo 3, el cual tuvo
una dieta restringida. Los grupos quedaron conformados de la
siguiente manera: Grupo control: solo alimento; Grupo 1:
alimento + 0,5 grs de corteza, Grupo 2: alimento + 0,25 grs. de
corteza; Grupo 3: alimento restringido (100grs de alimento/kg
de pollo/dia) + corteza entera para consumo voluntario. Todos
los animales fueron inspeccionados diariamente. Al finalizar el
ensayo todos los animales fueron sacrificados, realizandose la
correspondiente necropsia. Se tomaron muestras para
histopatologia de: higado, encéfalo, medula toracica y
lumbosacra de todos los animales.

RESULTADOS
Examen clinico: A los 10 dias de haber comenzado el
tratamiento,

un animal del grupo 2 comenzé progresivamente con signos de
ataxia leve, que fue progresando durante el tratamiento aunque
sin afectar otros miembros. Hallazgos macroscopicos: Grupo
1: en un animal se observé edema de meninges en la region
lumbosacra; Grupo 2: en el animal afectado se observé edema
de meninges en la region lumbosacra con desplazamiento de
la medula hacia lateral. Hallazgos microscopicos: en todos los
animales del grupo 1, en uno del grupo 2, y en uno del grupo 3
se encontrdé vacuolizaciéon leve de la sustancia blanca del
cerebelo, y con degeneracién axonal leve. Cambios similares,
aunque mas leves, se encontraron en la médula toracica y
lumbosacra. Estas lesiones no se encontraron en el grupo
control.

DISCUSION

El Mal del Piguillin es una enfermedad neurolégica que afecta
a bovinos y porcinos. Produce una leucomielopatia progresiva,
que culmina en la muerte de los animales afectados. Los
resultados obtenidos indican que las aves desarrollan lesiones
compatibles tras la administracion de corteza de Condalia
microphylla. A su vez, solo 1 animal manifesté el cuadro clinico
compatible observado en mamiferos. Esto podria relacionarse
con que la dosis administrada o el periodo de administracion
no alcanzaran el umbral toxico. En este sentido, la aparicion de
signos en el animal afectado estaria relacionada con su mayor
susceptibilidad individual.

Si bien el mantenimiento de los animales en experimentacion y
la administracién de la corteza resultaron muy sencillos, los
resultados obtenidos no reprodujeron el cuadro tal como se
observara en mamiferos. Las lesiones observadas resultaron
mas evidentes en el cerebelo que en la médula espinal. Esto
podria deberse a un efecto diferencial del toxico en las aves,
como a un mayor dafio en la médula al momento de su
extraccion, que dificulta la observaciéon de cambios sutiles.

El presente trabajo resulta un primer acercamiento al desarrollo
de un modelo experimental alternativo del Mal del Piquillin. Si
bien se observaron en los animales expuestos a la corteza de
la planta cambios compatibles con la enfermedad, estos no se
ajustan a lo previamente descripto para la misma. Futuros
estudios seran necesarios para determinar el origen de estas
diferencias, como asi también para evaluar la utilidad del
modelo aviar en el estudio de esta intoxicacion.
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Introduccién:

Los taninos son compuestos fenélicos derivados de plantas, que
comunmente forman parte de la dieta de los rumiantes. Muchos
trabajos sugieren que la inclusion de extractos vegetales ricos en
taninos en la alimentacién mejora la performance productiva y la
salud de los bovinos. Aunque estos efectos han sido mayormente
atribuidos al bypass proteico de la digestién ruminal, dicho
mecanismo no puede explicar completamente el efecto promotor
de crecimiento que ejercen los taninos. El rumen alberga una
microbiota extremadamente compleja, que permite convertir la
masa vegetal no digerible en energia. Se ha postulado que los
taninos pueden mejorar la microbiota del rumen en forma similar
a los promotores de crecimiento antibiticos, mediante la
reduccién de grupos especificos de microorganismos.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el impacto de extractos
vegetales ricos en taninos derivados de castafio y quebracho
sobre la composicién y la dindmica de la microbiota ruminal de
bovinos sometidos a una dieta rica en almidones.

Materiales y métodos:

Se realiz6 la secuenciacion de alto rendimiento del gen de ARN
ribosomal 16S para evaluar la variacion temporal en la
composicion de poblaciones bacterianas del rumen luego de la
adicion de taninos derivados de castafio y quebracho a la dieta en
una dosis de 2g de extracto por kg de alimento. Se muestrearon 6
animales fistulados de 5 afios de edad raza Holando-Argentino,
tomando 5 muestras seriadas de cada animal: una antes del
tratamiento (T1) y otras cuatro a los 3, 5, 9 y 12 dias de
tratamiento con taninos (T2-T4). Se extrajo el ADN total de cada
muestra, se construyeron librerias las regiones variables V3 y V4
del gen 16S mediante amplificacion por PCR, y se realiz6 la
secuenciacion masiva de las mismas mediante la plataforma
lllumina MiSeq. El andlisis bioinformatico de las secuencias de
efectu6 usando el software QIIME mientras que las
comparaciones estadisticas se realizaron con el programa
STAMP.

Resultados:

Se obtuvieron un total de 9.871.395 de secuencias del gen 16S,
con un promedio de 330.000 lecturas por muestra. Luego de la
clasificacion de los grupos bacterianos presentes en el rumen, se
encontré que el nimero total de phyla bacterianos se incrementé
de 34 a 40 luego de la adicion de taninos a la dieta. Asimismo, el
numerd total de unidades taxonomicas operacionales (OTUs,
equivalentes a especies bacterianas) también aumentd
significativamente de 12.323 (T1) a 13.365 (T5) (p<0.05) luego de
la adicién de taninos a la dieta. La diversidad microbiana en el
rumen, estimada mediante el indice de Shannon, también se vio
aumentada al final del tratamiento con taninos (p<0.10),
concomitantemente con una reduccion de 4 veces en la variacion
interindividual de dicho estimador de diversidad.

A nivel de composiciébn de la microbiota, se observé un
reacomodamiento de las abundancias relativas de diferentes
grupos bacterianos. Entre estos cambios, se observé un aumento
del phylum Firmicutes (principalmente bacterias de la familia
Ruminococcaceae) en detrimento del phylum Bacteroidetes
(reduccion del género Prevotella). La relacion entre Firmicutes y
Bacteroidetes se vio aumentada (de 0.78 a 1.14, p<0.10) y dicho
aumento mostré6 una fuerte correlacion con el tiempo de
tratamiento con taninos (r=0.96). También se observé un aumento
de las bacterias celuloliticas y amiloliticas de distintos phyla, y
una disminucion en la proporcién de bacterias metanogénicas del
phylum Euryarchaeota.

Discusion:

La diversidad de la microbiota ruminal es una caracteristica
fundamental de los rumiantes, dado que confiere a los animales
una gran capacidad de adaptacion frente a un amplio rango de
condiciones alimentarias. Los resultados muestran que la adicion
de taninos de castafio y quebracho en la dieta de bovinos
permitié a la microbiota ruminal adquirir una mayor diversidad y
complejidad, y la misma sufrié una estabilizacién progresiva entre
los animales a lo largo del tratamiento con taninos. A su vez,
luego del tratamiento con taninos se observé un aumento en la
relacion Firmicutes/Bacteroidetes, una mayor proporcion de
bacterias celuloliticas y amiloliticas, y una reduccién en el nimero
de arqueas metanogénicas. Todos estos cambios han sido
relacionados con una mayor capacidad de aprovechamiento de la
energia y producciéon de masa corporal en distintos animales, lo
que podria explicar el efecto promotor de crecimiento que ejercen
estos taninos en dosis bajas o0 moderadas.
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INTRODUCCION

La anemia ha sido identificada como consecuencia de una
carencia severa y prolongada de Cu (Suttle et al, 1987).
Recientemente se inform6é de una disminucion del
porcentaje de hematocrito como consecuencia temprana
de la carencia de Cu en terneros (Fazzio et al, 2010). En
un intento por evaluar este tema se realiz6 un ensayo de
suplementacién con terneros en la Cuenca del Salado,
area con antecedentes de carencias graves de Cu y
moderadas de Zn.

MATERIALES Y METODOS

En un lote de terneros Aberdeen Angus al pié de la madre,
de entre 3 y 7 meses, se generaron dos grupos de 10
animales, homogéneos en peso, sexo y edad y se realizd
un ensayo de suplementaciéon con Cu y Zn inyectable
(Suplenut®). El Grupo tratado (GT) recibié una dosis
parenteral de Cu (0,3 mg/Kg) y de Zn (1 mg/Kg) cada 41
dias. El Grupo Control (GC) permaneci6 sin tratamiento.
Se tomaron muestras de sangre entera para la realizacién
de un hemograma completo y con el plasma se midieron
las concentraciones de Cuy Zn. El disefio estadistico fue
completamente aleatorio, y se analizd6 con un modelo
mixto con medidas repetidas en el tiempo con el programa
estadistico SAS (9.1). La separacién de medias se realiz6
mediante el procedimiento SLICE. Se consideraron
diferencias significativos aquellas < a 0,05 y una
tendencia < a 0,1 para efectos principales.

RESULTADOS

En la figura 1 se presentan los valores medios (+SD) de
Cu y Zn. Los grupos se diferenciaron por los niveles de
Cu (p < 0.01) pero no por aquellos de Zn (p: 0.54). El
tratamiento generé cambios en el hemograma. Si bien el
recuento de eritrocitos no vario entre grupos (p: 0.93), la
suplementacion elevé el porcentaje de hematocrito (Hto),
con aumento del VCM y la HCM, sin afectar la CHCM y
con tendencia a aumentar la concentracion de
hemoglobina (p: 0.069), siempre a favor del GT. Esta
ultima y el Hto ya evidenciaron diferencias significativas al
primer muestreo, 41 dias post-tratamiento, demostrando
el caracter precoz del cambio.

Figura 1: Variaciones de los valores promedio (+DS) de
los niveles de Cu y Zn durante el ensayo.
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DISCUSION

La asociacion histoérica entre la deficiencia de Cu y la
anemia ha sido la dependencia del metabolismo del Fe de
cuproenzimas encargadas de favorecer la absorcién
intestinal y la movilizacion hepética de Fe (Meyer et al,
2001). Esta patogenia parece muy lenta para justificar
cambios hematolégicos tempranos. Sin embargo, la
deficiencia de Cu también reduce la actividad antioxidante
eritrocitaria de la Cu-Zn SOD (Sharma et al, 2005). La
disminucién de esta enzima aumenta el dafio oxidativo del
eritrocito y reduce su vida media. El riesgo es aln mas
grave cuando coexisten las carencia de Cu y Zn, las
cuales han causado anemias microciticas pero
macrocrémicas en razas cebuinas (Damir et al, 1988). De
este modo, posiblemente sea la disminucién en la
capacidad antioxidante eritrocitaria la responsable de los
cambios hematologicos citados.

CONCLUSIONES

La carencia de Cu en terneros genera de manera precoz
una disminucién del Hto y de la concentracién de
hemoglobina, posiblemente asociada a fallas en la
capacidad antioxidante del eritrocito.
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INTRODUCCION

El aumento de la produccién de fibras y demas
productos de los camélidos sudamericanos debe ser parte de una
estrategia global de inversion sostenida en investigacion vy
desarrollo apropiados. Entre los productos que se comercializan
se encuentra la carne, cueros, lana, fibras y artesanias. Todos a
través de vias informales de comercializacién (mercados de
trueques y/o canjes por alimentos no perecederos) de manera
individual y a bajos precios (Quispe, 2009). A partir de la década
del ‘60 ha habido un crecimiento del rodeo de llamas estimulado
por factores tales como el involucramiento de las autoridades de
las provincias del NOA y de organismos federales e
internacionales, que ya consideran la produccion de camélidos
como un factor de desarrollo regional, pero también por un
incremento de las posibilidades de comercializacion de fibra y
carne que comienza a insinuarse. La cantidad total de ganado
camélido en la Argentina es mayor de 160.000 animales,
distribuidos principalmente en el altiplano de Jujuy (100.000), y el
resto en Catamarca y Salta (Aba, 2005.).
Estas especies poseen ventajas comparativas, dado que se
desarrollan en &reas agro- ecolégicas donde no se adaptan
adecuadamente otras especies de interés productivo; asi mismo
Su crianza constituye una actividad socioeconémica sumamente
importante para el poblador alto andino (Garcia Fernandez, 1992).
En la provincia de Jujuy, la mayoria del ganado camélido se
encuentra en manos de comunidades campesinas de pequefios
productores familiares cuya actividad principal es la ganaderia de
altura. Las condiciones de manejo son precarias, de manejo
tradicional, carente de tecnologia o sistemas racionales de
explotacion y en la mayoria de los casos la mano de obra es
familiar. Debido a las caracteristicas de dicho manejo se suman a
los factores limitantes de la produccion las respuestas de estrés y
las enfermedades.
Por las razones anteriormente mencionadas es importante que el
productor adquiera pautas que posicionen a este producto no solo
desde el valor nutricional sino desde el valor ético. En el &rea de
bienestar animal se abordan estudios relacionados a evaluar el
impacto de diferentes situaciones de manejo como la esquila,
practicas sanitarias, y la adecuacion de las instalaciones a estas
especies. Los efectos del manejo de los animales sobre el
bienestar animal se pueden medir a través de indicadores
fisiologicos y de comportamiento.
Con el objetivo de evaluar pardmetros bioquimicos y celulares
como indicadores de bienestar animal en distintos sistemas de
produccion de llamas, nos propusimos poner a punto un método
eficiente de obtencion de muestra para dicha evaluacion,
purificacién de glébulos blancos y su posterior criopreservacion.
Como producto de estos estudios se pretende generar
recomendaciones de manejo bajo las condiciones particulares de
los sistemas rurales locales y de las especies animales, ya que
hasta el momento no existen muchos antecedentes al respecto.
MATERIALES Y METODOS

La muestra de sangre de llamas fue tomada de la vena
yugular externa con citrato 3.8% (1:10) como anticoagulante.
Luego se procesaron con tres protocolos distintos para la futura
evaluacion de obtencién de glébulos blancos con cada uno de
ellos, con el objetivo de maximizar el nimero de células obtenidas,
evitando la contaminacion de glébulos rojos. Se

parti6 de 500 ul de sangre en cada protocolo, se realizaron por
duplicado. La diferencia entre protocolos consiste principalmente
en el método de lisis de gldbulos rojos, ya que al tratarse de
camélidos es una de las principales variables a ajustar. Difieren
del resto de los mamiferos en que sus glébulos rojos son elipticos
y con mayor afinidad por el oxigeno. Para analizar la eficiencia de
cada protocolo se realizé un conteo de células con azul de tripan
en camara de Neubauer. Para evaluar pureza de las muestras
obtenidas se realiz6 un extendido de las células, se tifiieron con
Giemsa y se observaron al microscopio éptico.

Protocolo general: 1-Centrifugar 1000 g 30 min, separar plasma.
2-LISIS 1. 3-Centrifugar 1200g 5 min. 4-LISIS2. 5- Centrifugar
1200g 5 min. 6-Lavar con RPMI. 7-Centrifugar 1200g 5 min.

8- Resuspender células en RPMI-10%SFB.

LISIS Protocolo 1: H,O destilada 1:1, 4°C

LISIS Protocolo 2: 5,4 g sacarosa 300 mM en Tris-HCI (pH 7,5) +
0,5 mL Triton X // 1:1, 5 min, 4°C

LISIS Protocolo 3: NH,Cl 155 mM; Bicarbonato de potasio 10 mM;
EDTA dis6dico 0.1 mM //  1:1, 15 min, 4°C

LISIS Protocolo 4: NH,Cl 155 mM; Bicarbonato de potasio 10 mM;
EDTA dis6dico 0.1 mM // 1:1, 15 min, 37°C

Luego de la purificacién, se puso a punto un método de
criopreservacion de células.
RESULTADOS
Protocolo 1: Células obtenidas:28 x10° Céls./ml

Contaminacion de eritorocitos: Muy Alta
Protocolo 2: Células obtenidas:12 x10° Céls./ml

Contaminacion de eritorocitos: Baja
Protocolo 3: Células obtenidas:92 x10° Céls./ml

Contaminacion de eritorocitos: Alta
Protocolo 4: Células obtenidas:103 x10° Céls./ml

Contaminacion de eritorocitos: Baja
DISCUSION

Luego de analizar el niumero de células obtenidas y la
contaminacion de glébulos rojos presentes se concluye que el
protocolo nimero 4 es el adecuado para la obtencion de plasma
y la purificacién de glébulos blancos de llama. Unicamente con
el protocolo 4 se logré una muestra final con un buen rendimiento
en la obtencién de linfocitos y neutréfilos sin contaminacion con
glébulos rojos. La lisis en los protocolos 1 y 3 fue muy baja,
mientras que en el protocolo 2 si se observo lisis de eritrocitos
pero también de glébulos blancos. La mejor combinacién fue en
el protocolo 4, donde se utiliz6 un buffer con mayor poder lisante
que el 1 pero menor que el 2, a una temperatura que optimice su
accion.

Se logro, siguiendo a la purificacién, un método eficiente
de criopreservacion de células a -80°C.
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Introduccién

La hepatitis supurativa focalizada, o absceso hepatico, es un
trastorno inflamatorio agudo, caracterizado por la presencia de
un exudado purulento limitado por una capsula de tejido
conectivo, que puede encontrarse como una estructura Unica
(focal) o mdltiple (multifocal). Estos pueden confinarse al higado
0 generar émbolos que afectan otros 6rganos. Son causados por
diversas bacterias que alcanzan el higado por diferentes vias.
Un factor predisponente en bovinos es el desarrollo de acidosis
ruminal, la cual es frecuente en sistemas productivos intensivos
debido al uso de concentrados energéticos. Estos reducen el pH
ruminal y producen una inflamacion que favorece la
diseminacion hematégena de microorganismos ruminales, los
cuales acceden rapidamente al higado. Por esta razén, los
bovinos criados bajo condiciones intensivas o de engorde a
corral tienen mayor riesgo de padecer este trastorno.

Los abscesos hepaticos reducen el consumo de los animales
afectados, la conversion alimenticia, y provocan el decomiso del
higado, afectando asi el margen de ganancia de las
explotaciones de engorde a corral. En Argentina, un estudio
previo indica una prevalencia del 4,4% en bovinos engordados
bajo este sistema. Si bien este valor seria menor al reportado en
otros paises, disminuir el nimero de animales afectados
impactaria positivamente en la produccion bovina, considerando
la utilizacién creciente de los sistemas de produccion intensivos.
Para mejorar el rendimiento de estos sistemas se utilizan en la
dieta sustancias promotoras del crecimiento, generalmente
antibiéticos que a dosis bajas controlan la proliferacion de la
microbiota ruminal y mejoran la conversién alimenticia. A pesar
de sus beneficios productivos, el uso de estos productos tiene
efectos adversos como son la generacion de resistencia a
antibiéticos en microorganismos y la persistencia de residuos en
la carne. Por esto, otros aditivos han sido evaluados
exitosamente como promotores de crecimiento. Debido a su
efecto sobre la microbiota, los mismos pueden ser Utiles en el
control del desarrollo de abscesos hepaticos. El objetivo del
presente trabajo es evaluar si existen diferencias en la
frecuencia de diagnéstico de absceso hepético en bovinos
criados en confinamiento, cuando se utilizan promotores de
crecimiento diferentes.

Materiales y métodos

Se seleccionaron 90 terneras Aberdeen angus, de 8 meses de
edad, las cuales fueron divididas en 2 grupos de 45 cada uno, y
criadas en confinamiento hasta alcanzar su peso de faena. Se
alimentaron con una dieta amilolitica (5% de fibra),
administrando al grupo 1 un producto comercialmente disponible
desarrollado en base a extractos vegetales polifenélicos
(Silvafeed Bypro, Silvateam Argentina) a una dosis de 0,28% del
total de MS, y al grupo 2 el antibiético monensina a una dosis de
40 mg/kg de MS, contando ambos grupos de animales con agua
ad libitum. Tras un periodo de 84 dias, los animales fueron
sacrificados en frigorifico tras alcanzar su peso de faena. Alli, se
inspeccioné el higado de los animales de ambos grupos,
registrando la presencia de abscesos. Los resultados obtenidos
para ambos grupos fueron analizados mediante el test exacto de
Fischer, considerando significativas las diferencias ante un valor

de p<0,05.

Resultados

No se encontraron abscesos hepaticos en animales del grupo 1.
Dos animales del grupo 2 tuvieron abscesos. En uno se encontré
un absceso de 3 cm de diametro, mientras en el otro se
encontraron 4 abscesos de hasta 2 mm. Las diferencias
encontradas entre ambos grupos resultaron estadisticamente no
significativas.

Discusion

La presencia de abscesos hepéticos reduce el margen de
ganancia de los sistemas productivos de engorde bovino de tipo
intensivo. Los resultados obtenidos en el presente trabajo para el
grupo de animales tratado con monensina indican una
prevalencia similar a la previamente reportada en Argentina. Tal
hallazgo seria de esperar si se considera que este antibiético es
uno de los productos mas utilizados como promotor de
crecimiento en estos sistemas. Por otro lado, los animales del
grupo 1, tratados con derivados de extractos polifendlicos, no
mostraron abscesos hepéticos. Si bien las diferencias
observadas no fueron estadisticamente significativas, la
ausencia de lesiones indicaria una tendencia que debera
confirmarse mediante estudios adicionales.

El uso de antibiéticos como promotores de crecimiento genera
resistencia en numerosos microorganismos, lo cual es un efecto
indeseado tanto para la salud animal como para la salud publica.
A su vez, muchos requieren de un periodo de restriccion pre
faena para evitar la presencia de residuos en la carne. Por ello,
el uso de este tipo de productos como promotores de
crecimiento estd siendo desalentado por la legislacion de un
nimero creciente de paises tanto en bovinos como en otras
especies. En este sentido, los mismos deberan ser
reemplazados por otros productos que tengan efecto similar. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que el
aditivo utilizado como promotor de crecimiento, obtenido a partir
de extractos vegetales polifendlicos (blend de diferentes fuentes
de taninos), ademas de mejorar la conversion alimenticia y
mejorar la ganancia diaria de peso seria de utilidad para el
control de abscesos hepaticos. Si bien deben realizarse estudios
adicionales para confirmar esta hipotesis, esto representaria una
ventaja adicional por sobre los antibidticos actualmente
utilizados.
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N Tratamiento Numero de animales con
(dosis) abscesos* (promedio en %)
Grupo 1 40 XXX () 0 (0)
Grupo 2 44 Monensina () 24,5

*Diferencia no significativa (p=4.95)

Tabla 1: Animales con abscesos hepéticos en los grupos experimentales



PT18- VALORES DE CALCIO, FOSFORO, MAGNESIO Y PROTEINAS EN SUERO DE LLAMAS (LAMA
GLAMA) DE LA PROVINCIA DE JUJUY

R.E. Marin?, O.D. Medina?, P.A. Corregidort

1 Facultad de Ciencias Agrarias, Alberdi 47, 4600, Jujuy. Universidad Nacional de Jujuy, raulemarin@hotmail.com

Introduccién

La provincia de Jujuy posee la mayor poblacion nacional
de llamas (Lama glama), donde adquiere una vital importancia
socioecondmica en el altiplano provincial. La necesidad de lograr
la sistematizacion productiva de la especie plantea el objetivo de
establecer las variables sanitarias, identificando tanto las
enfermedades de potencial impacto productivo, como parametros
de valoracion clinica para la aplicacion en la salud productiva de
la especie. En este trabajo se presentan los valores de proteinas
totales y sus fracciones, y los perfiles minerales de calcio,
magnesio y fosforo obtenidos en llamas nativas de Jujuy, las
cuales fueron sometidas simultdneamente a multiples estudios
serolégicos para una amplia variedad de agentes etioldgicos
parasitarios, bacterianos, virales y medicion de endoparasitos
(Marin, R.E, 2011)

Materiales y métodos

Durante 2007 y 2008 se muestrearon 182 llamas sin
discriminacion de sexo, mayores de 3 afios de edad, provenientes
de 27 localidades diferentes de 6 departamentos provinciales y
pertenecientes a 65 productores. Todas las tropas muestreadas
son nativas y viven a mas de 3000 metros de altura sobre el nivel
del mar (msnm), salvo solo una que se encuentran a 1800 msnm.
Se muestrearon entre 5 y 10 animales por tropa por productor.
Ningin animal presentaba signologia clinica de ningln tipo y
fueron elegidos al azar. Todas las tropas muestreadas realizan un
manejo tipico de la region, en forma extensiva y con pastoreo
natural sin racionamiento. Se obtuvo sangre mediante
venopuncién yugular y posteriormente colocada en tubos con y
sin anticoagulante, para medicion de parametros hematicos y
para obtencién de suero. Se realizé la medicion de proteinas
fraccionadas por método U.V automatizado, calcemia por método
Cresolft.-Complexona automatizado, fosfatemia por el Método
Cinético U.V automatizado, y magnesio en sangre por el Método
colorimétrico automatizado
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Resultados

Los resultados obtenidos se expresan en valores promedio y
desvio estandar y se muestran en la tabla 1

TABLA 1: Valoresde proteinas, Calcio, fosoforo y magnesio
X Desv. Estnd.| rango

Proteinas totales (g%) 6,32 0,62 4,6-7,93
Albuminas (g %) 3,9 0,5 2,39-6,79
Globulinas (g %) 2,45 0,69 1,05-5,52
Relacion A-G 1,75 0,7 0,8-4-55
Calcio (mg/dl) 8,76 0,88 6,7-10,73
Fosforo (mg/dl) 6,6 1,35 2,57-10,23
Magnesio (mg/dl) 2,4 0,56 1,08-4,1

Discusion

La informacion local y regional sobre parametros fisioldgicos con
interpretacion clinica de sus variables en llamas son muy escasos
(De Vega, Fy Col, 2011, De Vega y Abalos, 2011), donde aporta
datos sobre 25 llamas de Abra Pampa, Jujuy, y concluye que el
32 % de esos animales presentan hipercalcemia, hiperfosfatemia
e hipermagnesemia, considerando al resto de los sueros
examinados como normales fisiolégico de los minerales
estudiados, mientras que aporta datos sobre proteinograma en
llamas. Los resultados obtenidos en el presente trabajo se
establecen dentro de los valores previamente publicados en Abra
Pampa, Jujuy (De Vega y col, 2011 y De Vega y Abalos, 2011) y
en literatura de consulta internacional (Manual Merk de
Veterinaria, 2007) y fueron obtenidos sobre un muestreo mayor y
con una amplia cobertura geografica y aportan datos de
referencia, pero debido al amplio rango en los valores, resulta
dificultoso establecer dichos valores como fisiologicos. El dato
adicional de que éstos mismos animales fueron evaluados
serolégicamente a diversos agentes infecciosos, tanto virales,
parasitarios y bacterianos, y andlisis cuali-cuantitativos de
endoparasitos, aproxima los datos aqui presentados desde un
modo mas objetivo como valores de referencia en la region, dado
qgue los animales no presentaban ademas signologia clinica
alguna. Se considera la necesidad de realizar estudios posteriores
que relacionen éstos valores con respecto a niveles nutricionales,
época del afio y condicion corporal.
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Introduccion

El puma andino (Puma concolor) es un carnivoro de gran
importancia para el ecosistema. Aumentar el conocimiento
sobre esta especie permitiria mejorar su estado de
conservacion, superar los problemas que afectan su
sobrevivencia y asi lograr una efectiva proteccién. Este
trabajo tiene como objetivo describir parametros
hematolégicos, las concentraciones plasmaticas de
diferentes  variables  bioquimicas de importancia
diagnostica, y a su vez aportar a la creacion de un banco
de datos que contribuya al conocimiento de esta especie
en la Estacion de Fauna Autdctona en la Reserva Las
Costas de San Lorenzo, Salta.

El objetivo del trabajo fue determinar valores
hematolégicos  (Hematocrito, = Hemoglobina  (g/dl),
Eritrocitos (x 10%ul), Leucocitos (x 10%/ul) y formula
leucocitaria) y niveles séricos de enzimas: ASAT, ALAT,
FAL, Proteinas totales y albimina, glucosa, urea, creatinina
y los minerales calcio i6nico, sodio y potasio

Materiales y métodos:

Se extrajeron muestras de sangre de cuatro ejemplares
hembras adultas de Puma concolor mantenidas en
cautiverio. Se realizd6 una contencién quimica para
inmovilizar a los individuos y poder tomar una muestra
sanguinea de la vena cefélica para luego realizar su
andlisis. En estas muestras se determinaron niveles de
calcio ionico (Ca*"), potasio (K*) y sodio (Na*). Para su
determinacion se  utiliz6 un  espectrofotémetro
BIOSCIENCE, UV-visible, analizador automatico de
electrolitos DIESTRO 103 y reactivos Wiener y Diestro.
Para los andlisis hematolégicos se utiliz6 camara de
Naubauer, soluciones de Turk (Ac Acético 2% v/v), solucién
salina al 0,85%, Giemsa y reactivo Hemocian de Brizuela
Lab, (Argentina). Para los indices hematimétricos se
utilizaron las férmulas citadas por L Ramirez y col. (1998)

Resultados

Se obtuvieron los siguientes resultados de los
hemogramas: Concentracion de Eritrocitos 6,93 + 0,43 x
10%/ul, HCT (hematdcrito) 36+ 2,71%, Concentracion de
Hemoglobina 11,30 + 1,16 g/dl y los indices
hematimétricos: VCM 51,95 + 1,03 fl, HCM 16,29 + 0,84
pg y CHCM 31,37 + 1,80 g/dl. Los resultados de los
leucogramas fueron: Concentracion de Leucocitos 11,49 +
5,14 x 10%ul y los valores porcentuales: neutrofilos: 66,75
+ 4,65%, eosindfilos: 3,5 + 1,0%, linfocitos 24,5 +5,2 % y
monocitos 4,25 * 0,96 %.

La concentracion plasmética promedio de proteinas totales
fue de 7,0 £ 0,5 g/dl, la de albumina de 3,7 £ g/dl y la RAG
(Relacion Albumina Globulina) fue de 1,2 + 0,6. Las
concentraciones plasmaticas de ureay creatinina fueron de
165 + 90 mg/dl y de 22 + 16 mg/l respectivamente. La
glucemia fue de glucosa 113 + 39 mg/dl. La actividad
plasmatica de ASAT 21+ 6,2 U/l, de ALAT 18+ 2,5 Ull, y
de Fosfatasa Alcalina fue de 59 + 25,7 U/I.

Las concentraciones sanguineas para Na fue de 145,9 +
9,1 mmol/L, para Potasio, de 3,8 + 0,2 mmol/L, para el
Calcio ionico fue de 4,23 + 0,3 mg/dl.

laboratorio.veterinaria@ucasal.edu.ar

Discusion

Los valores encontrados en las pumas fueron similares a
los de su misma especie en lquitos, Per( (Tamayo, 2011),
excepto el VCM y HCM, que alcanzan valores mas altos.
La enfermedad renal crénica es un hallazgo comun en los
felinos exéticos de edad avanzada mantenidos en
cautiverio, lo cual se manifiesta en los valores de urea y
creatinina superiores a los encontrados en otros felinos
salvajes Felis silvestris (Ignasi y col.,2000) y Panthera
onca (Mussarty col. ,2009). Las concentraciones y
actividades plasmaticas de las enzimas ASAT, ALAT, FAL
, junto con Proteinas totales, albuminay glucosa obtenidas
en este estudio, en su mayoria, son similares a los
descritos anteriormente en felinos salvajes mantenidos en
cautiverio.

Se obtuvo valores de calcio i6nico, el cual es una fraccién
del calcio total. En futuros trabajos se prevé determinarla,
al correlacionarla con el valor de calcio total.

Los valores obtenidos en este estudio sirven para ampliar
el conocimiento sobre los parametros hematolégicos y
bioquimicos del puma andino en cautiverio.
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Introduccion:

El primer caso de leishmaniosis visceral canina (LVC)
en la ciudad de Mercedes, Corrientes fue diagnosticado
clinicamente a fines del afio 2010, en un consultorio de
actividad privada y por citologia de Puncién aspiracion
con aguja fina (PAAF) de médula 6sea (método
parasitologico) y seroldgico (tira reactiva RK39) en
inicios del afio 2011. Desde el inicio de actividades del
laboratorio (afio 2013) hasta el momento (inicios del afio
2016) los casos positivos a leishmaniosis representan un
32.3% del total de muestras recibidas para citologia de
médula 6sea, nddulos linfaticos y de lesiones cuténeas.
En este informe se describe el caso de un canino
hembra que present6é un tumor venéreo transmisible
vaginal, la citologia de tejido tumoral revel6 amastigotes
de Leishmania spp dentro de macro6fagos infiltrantes. Se
ha sugerido en reportes [1; 2; 3] que la presencia de
amastigotes de Leishmanias spp en células neoplasicas
de un tumor venéreo transmisible puede representar un
modo alternativo de transmision de leishmaniosis canina
en las zonas donde estas enfermedades coexisten.

Materiales y métodos:

El paciente en estudio corresponde a una hembra canina
de 4 afios de edad, raza indefinida, castrada.
Fue asistida en la consulta y el médico veterinario que la
atendi6é informa que durante el examen fisico observo
una masa sangrante, de 5 cm de diametro en el
vestibulo vaginal. Llevaba varios meses de evolucion, y
no presentaba otros signos clinicos sistémicos
significativos. Presumiendo que el paciente sufria un
Tumor Venéreo Transmisible (TVT) y, con el objeto de
confirmar el diagnéstico, se realizé una PAAF y una
biopsia de la tumoracion. El laboratorio procesa las
muestras (extendido fino de PAAF de masa vulvar),
utilizando la tincién Giemsa. Con la finalidad de recoger
méas datos, se extrajo sangre, suero y muestras de
médula 6sea y linfonddulo popliteo por PAAF. En el

laboratorio se realiz6 un test seroldgico con tira reactival.

rk39, una prueba inmunoenzimética basada en un
antigeno recombinante compuesto por una secuencia

repetitiva de 39 aminodcidos de  Leishmania2.
chagasi (rK39), que tiene un formato de tira reactiva,3.
requiere 20 ul de suero problema y ofrece resultados4.

cualitativos (reaccionante 0 no reaccionante) en pocos
minutos.

Resultados: 5.
La observacion microscoépica reveld: células redondas6.
con grandes nucleos y nucléolos evidentes con7.

cromatina reticulada, binucleacion y con escaso
citoplasma vacuolado, numerosas figuras mitoticas,
algunos neutrdfilos y  eritrocitos, caracteristicas
descriptas de las células, compatibles con células de
Tumor Venéreo Transmisible. También se observan
estructuras de 2 micras de diametro con ndcleo y
kinetoplasto rodeados de citoplasma, aislados o
agrupados, en el interior de macréfagos y dentro de lo

que podrian ser células neoplasicas. Dichas estructuras
descriptas son compatibles con amastigotes de
Leishmania spp. La histopatologia de la muestra
obtenida por biopsia de la tumoracion, revel6 la
presencia de amastigotes de Leishmanias spp dentro de
las células neopléasicas y dentro de los macréfagos.

El test serolégico con tira reactiva rk39, resultd
reaccionante.

Conclusion:

El estudio citolégico y serolégico permitieron la
confirmacion del diagndstico de Leishmaniosis, la cual,
por ser una enfermedad de denuncia obligatoria se
notificé en tiempo y forma a las autoridades competentes
en nuestra ciudad.

Creemos que la infeccion de Leishmaniosis se podria
transmitir mediante la implantacion de células
neoplasicas con amastigotes de Leishmanias infiltrantes,
dado el estudio histopatolégico que confirmé la
presencia de Leishmanias dentro de células neopléasicas.
Reportes en casos similares podrian indicar esta
posibilidad en las zonas donde estas enfermedades
coexisten. El presente caso pone de relieve los desafios
de diagnéstico, la naturaleza compleja, y las posibles
consecuencias epidemioldgicas de la superposicion de
las enfermedades infecciosas.
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INTRODUCCION:

En el cancer mamario un correcto diagnéstico histopatolégico
permite evaluar prondéstico y plantear estrategias terapéuticas. El
prondstico esta correlacionado con el nivel de diferenciacion. Los
tumores malignos con mejor pronéstico son los adenocarcinomas
complejos con estructura glandular altamente diferenciada. Los
menos  diferenciados  tienen  aspecto  heterogéneo vy
desorganizado. Son los méas malignos y se los conoce como
anaplésicos, con gran tendencia a invadir vasos linfaticos y
sanguineos. En Medicina Humana la incorporacion de
marcadores tumorales ha permitido una mejor comprension de la
biologia del cancer mamario, con valor prondéstico y predictivo de
respuesta a la terapia. En el cancer de mama, una fraccion de las
pacientes sobreexpresan el oncogén Her2-Neu como parte del
proceso de malignizacion. Esto esta asociado a incrementos en
las tasas de proliferacion, comportamientos mas agresivos,
independencia hormonal y aumento de Ila resistencia a
quimioterépicos. El objetivo del presente trabajo es investigar la
expresion del oncogén Her2-Neu en cancer mamario canino, su
relacion con el diagnoéstico histopatoldgico y la sobrevida global
asociada.

MATERIALES Y METODOS:

Se trabaj6 con 39 muestras de tejido neoplasico mamario canino
de tipo maligno, provenientes del Servicio de Histopatologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria-UBA. El tipo histologico se
determiné por el método histoldgico convencional. Para
inmunohistoquimica las secciones de tejido fueron procesadas
siguiendo la técnica de Cell Marque, Rockling, CA, USA
utilizando el anticuerpo monoclonal de ratén anti-Herb2-Neu (c-
erbB-2) (clon CB-11). Las muestras fueron evaluadas a bajo
aumento (x40) y luego, para el recuento de células con nucleos
con tincién positiva, a gran aumento (x400). Se evaluaron 3000
células tumorales y se calculé el porcentaje de células con
expresion positiva para Herb2-Neu. Los resultados se
interpretaron segun tabla N°1

Tabla N°1

Escala | Interpretaciéon || Patrén de Tincion para Herb2Neu

No se observa tincién o la tincién
en la membrana es en menos del
30% de las células tumorales.

0 Negativo

Tincién leve apenas perceptible
en mas del 30% de células. Se
tine parte de la membrana
celular.

1 Negativo

Tincién leve a moderada de la
membrana completa en més del
30% de las células tumorales.

2 Positivo

Tincién intensa en la membrana
completa en mas del 30% de las
células tumorales.

3 Positivo

Para evaluar sobrevida global se emple6 el método estadistico
de analisis de supervivencia de Kaplan Meier. La comparacion
entre ellos se realiz6 mediante el Test de Logrunk y Cox-Mantel,
considerandose significativos los p menores o iguales a 0,05.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES:

Se observaron diferencias significativas en cuanto a la expresion
0, 1, 2 y 3 de Herb2-Neu con una mediana se supervivencia de
870, 1092, 230 y 100 respectivamente. El grupo con escala 0-1,
la cual se interpreta como negativa para la expresion de Herb2-
Neu (Tabla N°1), mostré6 mejor prondstico y mayor sobrevida
global que el grupo de pacientes con escala 2-3 que se interpreta
como positiva. (Grafico N°1) De la evaluacion del tipo
histopatol6gico y su relacion con la expresion de Herb2-Neu se
observd en los adenocarcinomas simples (n=24, expresion
positiva n=14 58,3% expresion negativos n=10 41,7%), en los
adenocarcinomas compuestos (n=11, expresiéon positiva n=4
36,4% expresion negativos n=7 63,6%), en los carcinomas de
células escamosas (n=2, expresion positiva n=2 100%) y tumores
mixtos malignos (n=2, expresion positiva n=2 100%). El 53,9% de
los pacientes con tumores mamarios malignos presentaron
amplificado y/o sobreexpresado el proto-oncogén Herb2-Neu en
un porcentaje mayor que el reportado por la bibliografia
consultada. Estos tumores resultaron ser invasivos y con
posibilidad de diseminarse a distancia con una rapida progresion
de la enfermedad, pobre respuesta a la quimioterapia, corta
sobrevida global y mala calidad de vida. La evaluaciéon del
Herb2-Neu permitird adecuar la terapéutica a emplear en cada
caso tendiendo a incrementar la sobrevida global y a mejorar la
calidad de vida.

Grafico N°1
Herb2-neu (p=0,008)
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PT 22- MODIFICACIONES DEL MEDIO INTERNO EN CANINOS CON INSUFICIENCIA CARDIACA
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Resumen:

Los disturbios del medio interno, electroliticos y acido-base,
son una complicacion frecuente y potencialmente peligrosa en
pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva (ICC). La
identificacion temprana de estas alteraciones mediante la
gasometria arterial o venosa y el conocimiento de los
mecanismos fisiopatoldgicos son muy importantes para el
manejo clinico de estos pacientes y su pronoéstico de vida.
Introduccion:

La ICC constituye un sindrome clinico que se manifiesta con
congestion y edema, mala perfusién periférica y/o hipotension
sistémica. La ICC siempre implica importantes alteraciones
hidroelectroliticas y acido base como consecuencia del
accionar de los mecanismos renales de compensacion y de
la mala perfusion periférica. Las alteraciones del medio
interno pueden ocasionar la descompensacion y muerte de
los pacientes en estado critico y/o comprometer la eficacia
terapéutica de los farmacos empleados en el tratamiento de
la ICC. El siguiente trabajo tuvo como objetivo evaluar la
incidencia de trastornos acido base y electroliticos en
pacientes caninos con insuficiencia cardiaca congestiva
avanzada y analizar los mecanismos fisiopatolgicos
desencadenantes.

Materiales y Métodos:

Se trabajé con 12 caninos atendidos en el Hospital Escuela
FCVUBA. La poblacién estudiada correspondia a caninos con
signos de insuficiencia cardiaca congestiva Todos los pacientes
fueron sometidos a la clasificacién ISACHC (International Small
Animal Cardiac Health Council) siendo agrupados en clases llla
y lllb segin su gravedad. Luego a cada uno se le realizé
hemograma- bioquimica general- gases sanguineos, ionograma
y lactato.

Discusion:

Con el analisis de las variables puede evidenciarse que la casi
totalidad de los pacientes seleccionados con insuficiencia
cardiaca congestiva (ICC) presentaba disturbios del medio
interno, tanto &acido base (92%), electroliticos (92%) vy
metabdlicos (75%). El disturbio acido base mas comun fue la
acidosis respiratoria o insuficiencia ventilatoria aguda (33%) no
compensada, manifestado por el aumento significativo de la
Presion de diéxido de carbono venoso (hipercapnia), sin
compensacion metabdlica (aumento del bicarbonato) debido
posiblemente a las alteraciones de la distensibilidad pulmonar
que caracteriza a los cuadros pulmonares congestivos crénicos
y posiblemente asociados al sindrome de insuficiencia

respiratoria global que cursan con hipoxemia arterial e
hipercapnia También puede notarse que un 25 % presentd un
disturbio mixto acido base con acidosis respiratoria y acidosis
metabolica. La causa mas comun de acidosis metabdlica es la
acidosis lactica producida por el aumento de las concentraciones
de lactato es sangre venosa que es producido por las células
cuando no reciben un adecuado aporte de oxigeno. En cuanto a
los niveles de bicarbonato de los pacientes analizados se
observa un leve aumento en los pacientes ISACH llib y esto
puede explicarse ya que en este grupo de pacientes el disturbio
més comun fue la acidosis respiratoria simple (sin otro disturbio
asociado).

Otro dato muy relevante es la presencia de que un 75% con ICC
presentaba hiperazotemia al momento de la consulta lo que
evidencia la presencia del sindrome cardiaco renal. Esto no solo
es relevante para el conocimiento de la fisiopatologia sino
también para la terapéutica a implementar ya que los
vasodilatadores IECA como el enalapril podrian empeorar estos
marcadores renales y no serian los mas adecuados en este tipo
de pacientes con el sindrome cardiaco-renal.

Conclusion:

Las alteraciones del medio interno son frecuentes en pacientes
criticos con ICC y deben valorarse en busca de la estabilizacion
electrofisiologica y hemodinamica que ayuden ala prevencion
de eventuales complicaciones como las arritmias, la eleccion del
mejor tratamiento farmacolégico y el aumento de la sobrevida
del paciente con ICC.
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INTRODUCCION

En el diagnostico confirmatorio de enfermedades virales se suelen
emplear técnicas serolégicas (ELISA e inmunodifusién en agar
AGID) o moleculares (PCR, RT-PCR) para la deteccion de los
agentes virales. Si bien, muchas veces los reactivos necesarios
suelen ser caros y poco accesibles al evaluar un gran nimero de
muestras. Ademas, en muestras biolégicas donde la carga viral
suele ser baja, las técnicas antes mencionadas suelen presentar
limitaciones. La forma de confirmar la presencia del agente viral es
obtener su aislamiento en cultivo de células, siguiendo la aparicién
del efecto citopéatico caracteristico para cada uno de ellos. Sin
embargo, es habitual que la cepas de campo no se adapten a su
multiplicacion in vitro en lineas celulares establecidas, por lo que
muchas veces es necesario recurrir a los cultivos primarios.

El objetivo de este trabajo consistié en la generacién de un cultivo
primario de origen epitelial ovino y caprino con el fin de obtener un
sistema celular que permita el aislamiento de los virus de artritis y
encefalitis caprina (CAEV) y el virus ORF (ORFV),agente causal
del Ectima contagioso, a partir de muestras sospechosas.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ovinos y caprinos adultos, se los inmovilizé, se realizé
la tricotomia de la zona inguinal y los lavados quirGrgicos para
luego inyectarle subcutaneamente lidocaina 1% con epinefrina en
forma de ele (L) y una vez insensibilizada la zona, se realiz6 una
biopsia, en un primer ensayo de 1cm cuadrado de piel, mientras
que en los ensayos subsiguientes se extrajeron explantes
longitudinales de 1cm x 5cm. El tejido fue colocado inmediatamente
en PBS adicionado con una solucién de antibiéticos-antimicético
(ATB/ATM) para su traslado refrigerado hasta el laboratorio en
menos de 24h. La herida del animal se suturé con puntos simples,
desinfectando y previniendo la produccion de miasis con el uso de
piretroides en aerosol.

El tejido fue lavado dos veces con PBS-ATB/ATM y a continuacién
se procedi6é a una disgregacién mecanica y enzimatica, mediante
agitacién en una solucion de tripsina 0,25% durante 20min a 37°C.
Finalizado ese tiempo, se recuper6 la solucion de tripsina y se
centrifugé (800 g, 5 min a temperatura ambiente) obteniéndose el
pellet de células. Se repite el procedimiento 5 veces hasta procesar
completamente el tejido disgregado.

Todos los pellets celulares recuperados fueron sembrados en
botellas de cultivo T75 con medio MEM-D y 10% de suero fetal
bovino, con el agregado de una solucion de ATB/ATM.

Los cultivos primarios obtenidos Eov (epitelio ovino) y Eca (epitelio
caprino) fueron evaluados tomando diferentes criterios:
recuperacion celular, nimeros de pasajes, viabilidad luego de un
ciclo de criopreservacion y susceptibilidad a los virus CAEV y
ORFV.

Los indculos virales utilizados para CAEV consistieron en liquido
articular de animales con sintomas clinicos y ELISA positivo,
mientras que las muestras para ORFV consistieron en el macerado
con nitrégeno liquido de costras de ovinos con diagndstico clinico
de Ectima y PCR positiva. Se prepararon monocapas de Eov y Eca
en placas de 12 wells y se desafiaron con los in6culos de CAEV y
de ORFV y se las observo hasta la aparicion del efecto citopético
caracteristico para cada virus.

RESULTADOS

Las células epiteliales obtenidas por disgregacion del tejido
demoraron entre 10 y 20 dias en desarrollar una monocapa
adherida, se observd que el porcentaje de células tipo fibroblastos
fueron las que desarrollaron y completaron la monocapa celular. A
partir de estos cultivos se realizaron subcultivos y se
criopreservaron en los pasajes n°2, 4 y 6. Luego de un mes
crioconservadas (en N2 liquido), fueron descongeladas y se
observoé una viabilidad del 90% y un crecimiento normal.

A partir del pasaje n°8 para el cultivo Eov y del n°6 para Eca se
observa la seleccién de clones celulares, tipo fibroblasticos, con los
cuales se intentara obtener una linea establecida y sensible a los
virus de ovinos y caprinos.

En los ensayos para evaluar estos cultivos en cuanto a la
susceptibilidad a la infeccién con los virus CAEV y ORFV se
utilizaron los pasajes n°4 para Eca y n°6 para Eov. Para el caso de
las células infectadas con liquido articular se observé la formacion
de sincicios, efecto citopatico caracteristico del virus CAEV en
cultivo; mientras que en el caso de las células infectadas con
ORFV se observé que las células se redondean, pierden
adherencia al plastico y forman grumos, efecto citopatico descripto
en la bibliografia para el virus ORF.

DISCUSION

Fue posible obtener cultivos primarios epiteliales de origen ovino y
caprino, estables al menos hasta el pasaje n°8, con alta
recuperacion luego de su criopreservacion y que permite observar
el efecto citopatico esperado para los virus CAEV y ORFV.

Estos cultivos resulta una valiosa herramienta para lograr el
aislamiento de cepas de campo tanto de CAEV como de ORFV,
que permitiran luego su confirmacién molecular, caracterizacion y
determinacion de la variabilidad entre las cepas que circulan en
nuestro pais.
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Introduccion

La anemia infecciosa equina (AIE) es una enfermedad causada
por un lentivirus, que afecta a equinos de todo el mundo. Es
transmitida por vectores hematéfagos e iatrogenia. En Argentina
es especialmente prevalente en las provincias situadas al norte
del pais, donde los vectores son abundantes en determinadas
épocas del afio. Existe una legislacion vigente (Resol. SENASA
617/05) que establece la lucha contra la enfermedad a través del
diagnostico seroldgico de los positivos y su posterior eliminacion.
Sin embargo en zonas de alta prevalencia se permite la
permanencia de equinos positivos a AIE en establecimientos
hasta tanto puedan ser eliminados, siempre y cuando se
conformen rodeos con un manejo separado de aquellos que estan
sanos. Por otra parte, la trypanosomosis es una enfermedad
parasitaria causada por protozoarios flagelados del género
Tryoanosoma spp., que causa anemia hemolitica en los equinos
que la padecen, y es transmitida también por insectos,
especialmentes tabanos. Los Trypanosomas se multiplican
activamente y de esta manera producen en el organismo una
serie compleja de trastornos que incluyen fiebre inicial de hasta
41° C por 2 ¢ 3 dias que luego cede para volver a aparecer en 8-
10 dias, de manera que el grafico de la temperatura es de tipo
remitente. Hay anemia hemolitica progresiva, hemoglobinemia,
bilirrubinemia y edemas por hipoproteinemia, pérdida de estado
general, trastornos parapléjicos del tren posterior (Mal de
Caderas) y salvo casos excepcionales de recuperacion total, se
llega a la emaciacién y la muerte del animal si no se instaura el
tratamiento. En la presente comunicacién se describe un caso de
coinfeccién de AIE y trypanosomosis en equinos de trabajo de un
establecimiento rural del sur de la provincia del Chaco.
Materiales y métodos

El brote se presenté en un rodeo compuesto por 18 equinos de
trabajo, de entre 4 y 12 afios de edad. Se realiz6 la evaluacion
clinica de los animales y la posterior toma de muestras de sangre
con anticoagulante (citrato 3,8%) y sangre entera para la obten-
cion de suero. El diagnoéstico de AIE se realiz6 conforme a lo re-
glamentado por SENASA (Resol. 617/05) mediante Test de Cog-
gins (inmunodifusién en gel de agar). Para el diagnéstico de
Trypanosoma spp. se realiz6 la observacion parasitologica de ex-
tendidos tefiidos con Tincion 15 (Lab. Biopur). Se estim6 ademés
el valor de hematocrito en cada uno de los caballos analizados,
antes y después de instaurado un tratamiento.

Resultados

Los equinos analizados presentaban una serie de signos que se
desarrollaron a lo largo de 10 a 15 dias previos a la realizacion de
este estudio y gque consistieron en letargia, anorexia, adelgaza-
miento, pérdida de pelo y desprendimiento de la piel en forma de
pequefias costras. Al momento de la evaluacién las mucosas de
todos los animales afectados se hallaban pélidas, y en algunos de
ellos se observaba tambaleo y marcha paresiante, con cabeza
gacha y evidentes signos de fatiga. De los 18 equinos evaluados
para ambos diagnésticos, se registraron 16 positivos a AIE 'y en 4
de ellos se observo la presencia de hemoparasitos compatibles
con Trypanosoma spp. Los valores de hematocrito, estimados en
el momento del diagnéstico, se situaron en un rango de entre 18
y 31,5%, todos ellos inferiores a lo normal.

Se interpretd que esta situacion se correspondia con un brote de
trypanosomosis, basados en que en 4/18 (22,2%) de los animales
pudo observarse el hemoparasito, en coinfeccién con AIE. Ac-
tuando conforma a reglamentacion, se procedio a conformar un
rodeo separado con los animales enfermos y realizar tratamiento
especifico para Trypanosomas spp. mediante la utilizacién de Dia-
ceturato de Diminzaina (Ganaseg compuesto®) en un protocolo
que consiste en la utilizacién de 7 mg/kg, una vez por semana,
durante 3 semanas consecutivas (Da Silva et al. 2009). Se admi-

nistr6 ademas suplementos de hierro y vit. B12 inyectables, des-
parasitacion contra vermes gastrointestinales y suplementacion
alimentaria para favorecer su recuperacion.

En el grafico 1 se resumen los resultados del hematocrito pre y
post tratamiento de los equinos incluidos en el estudio.

Gréfico 1. Valores de hematocrito en 18 equinos de trabajo,
pre y post tratamiento contra Trypanosoma spp.
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Discusion y Conclusiones

La AIE es altamente prevalente en la provincia del Chaco, y esta

situacion era evidente en este rodeo caballar. La coinfecciéon de

los equinos de la zona con el virus de la AIE y otros agentes que

causan discrasias sanguineas, como los parasitos del género Ba-

besia spp. y Trypanosoma spp., es de ocurrencia frecuente, su-

cediendo habitualmente que no se insiste en el diagndstico de los

hemoparasitos luego de verificar que el equino posee anticuerpos

contra AlE, y esto genera una atencion insuficiente de casos cli-

nicos donde los agentes actiian combinando sus acciones pat6-

genas. Es sabido que el diagnéstico parasitolégico mediante ob-

servacion de frotis tiene una sensibilidad moderada, sin embargo,

la combinacién de esto con el valor de los hematocritos y la anam-

nesis permitieron identificar el brote. Monzo6n et al. (1990), reco-

miendan la combinacion de técnicas diagndsticas para la identifi-

cacion de los equinos infestados. El tratamiento de eleccién para

la trypanosomosis son las formulaciones con quinapiramina, sin

embargo, esta droga no se comercializa en Argentina. Ante tal si-

tuacion, se eligio tratar con Daceturato de Diminazina, que segin

prospecto, esta indicada para el control de la trypanosomosis

equina. Sin embargo, se eligi6 el protocolo publicado por Da Silva

et al. (2009), por estar demostrado ser mas eficaz y que utiliza el

doble de la dosis recomendada y tres aplicaciones consecutivas.

Sin embargo y como puede observarse, algunos equinos poseian

un hematocrito inferior en la segunda estimacién, y esto podria

deberse a que la hemdlisis haya continuado luego de la primera
toma de muestras, a pesar de la administracion de farmacos para
el control del Trypanosoma. Esto refuerza la necesidad de usar

protocolos més complejos que los recomendados por el fabri-

cante, como el que se eligio en este caso.

Se concluye que en todos los casos de equinos con sintomatolo-

gia compatible, deberia extenderse el diagndstico hacia todas las

enfermedades anemizantes endémicas en la region.
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Introduccidn. El herpesvirus bovino 4 (BoHV-4)
pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia
Gammabherpesvirinae, género Rhadinovirus (Zimermann et al.,
2001). Aunque el virus fue aislado de bovinos con diversos
cuadros clinicos, ya sea como Unico agente o asociado a otros
patégenos, también se lo aisl6 de animales clinicamente sanos;
lo cual ha generado controversias sobre el verdadero rol del
BoHV-4 como patégeno primario. En Argentina, BoHV-4 se aisl6
por primera vez en el afio 2007, a partir de muestras de mucus-
cérvico vaginal de vacas que abortaron y que fueron remitidas al
Servicio de Diagnéstico Veterinario Especializado (SDVE) del
INTA Balcarce (Verna et al., 2008). Desde 2008 hasta la fecha,
se cuenta con mas de 50 aislamientos del virus, provenientes
principalmente de muestras de secreciones vaginales de vacas
con trastornos reproductivos, de ovocitos bovinos destinados a
fecundacioén in vitro (Gonzales Altamiranda et al., 2015) y de
semen congelado de un centro de reproduccién (Lomoénaco et
al., 2009, Moran et al., 2013), entre otras muestras. El analisis
filogenético de cepas argentinas de BoHV-4 demostr6 que las
mismas se distribuyen en grupos genéticamente distintos:
Genotipo 1 (correspondiente al prototipo europeo), Genotipo 2
(prototipo americano) y Genotipo 3, un nuevo grupo sélo
descripto en Argentina (Verna et al., 2012).

El objetivo de este estudio fue evaluar la patogenicidad
de una cepa de BoHV-4 durante los estadios iniciales de la
gestacion en un modelo de infeccién experimental en el bovino.

Materiales y Métodos. Se utilizaron 6 hembras bovino
adulto, libres de infecciones reproductivas cuyos ciclos estrales
fueron hormonalmente sincronizados y recibieron servicio natural
durante 24 hs. El monitoreo de la gestacion se realizd
semanalmente mediante ecografia. A los 30 dias de gestacion
(diagnostico ecografico, Aloka SSD 500), 5 vacas fueron
inoculadas via intranasal con la cepa denominada 10/154 de
BoHV-4 (genotipo 2) a una dosis de 10 ml a 10° TCIDs¢/ml. Una
hembra gestante, inoculada con medio de cultivo, se utiliz6 como
control. Se colectaron muestras de sangre con anticoagulante
para obtener leucocitos (buffy coats), hisopados nasales y
oculares semanalmente post-inoculaciéon. Los animales se
sacrificaron en un matadero comercial a los 83 dias post-
inoculacion (dpi) (113 dias de gestacion), donde se obtuvieron
muestras de tejido del tracto reproductivo, placenta y fetos. Las
muestras se destinaron a aislamiento virolégico y deteccion de
ADN viral por nested-PCR para el ORF25 de BoHV-4 (Fabian y
Egyed, 2004).

Resultados. Ninguno de los animales inoculados
presenté signos clinicos y no se detectaron muerte embrionaria
0 abortos. No se logré aislar BoHV-4 de los hisopados nasales,

oculares, o de muestras de tejidos maternos, placentas o fetos.
Solo fue posible el aislamiento de BoHV-4 de leucocitos
circulantes de las vacas inoculadas a los 11 dpi. Mediante
nested-PCR fue posible detectar consistentemente genoma de
BoHV-4 de las muestras de Gtero y cérvix. Las muestras de
ovario resultaron negativas. También fue posible detectar ADN
de BoHV-4 en sistema nervioso, fluido de cavidad abdominal y
pulmén de dos fetos recolectados de vacas inoculadas. Las
muestras provenientes de la vaca sin inocular resultaron
negativas.

Discusion. En el presente trabajo se demostr6 que la
cepa de BoHV-4 utilizada en este estudio, representativa del
grupo filogenético mas frecuentemente detectado en nuestro
pais, es capaz de infectar los tejidos del tracto genital y del feto
bovino. Aunque en este estudio no fue posible detectar BoHV-4
en los ovarios, estudios previos de Gonzales Altamiranda et al.
(2015) demostraron que el virus infecta las células de la
granulosa de los ovocitos utilizados para fecundacion in vitro. Si
bien el rol patogénico de BoHV-4 en los trastornos reproductivos
aun no estd esclarecido, este trabajo aporta informacion
relevante sobre la capacidad de infeccion y distribucion del
BoHV-4 en estos tejidos. Se requieren estudios adicionales para
determinar la relaciéon de BoHV-4 con el aborto bovino y sobre
las consecuencias de la infeccion en estadios méas avanzados de
la gestacion.
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Introduccién

El Ectima contagioso (EC) es una enfermedad de origen viral de la
piel (dermatitis pustular contagiosa) que afecta principalmente
ovejas y cabras pero puede afectar también a otros rumiantes y
animales salvajes. Los casos en el hombre estdn siempre
asociados a Vveterinarios, trabajadores rurales o de plantas
industriales que tienen contacto con cueros y lanas. Si bien la
enfermedad es relativamente benigna, su presencia en el rebafio
genera pérdidas econémicas y actualmente es considerada una
zoonosis de distribuciéon mundial. El agente etiolégico del EC, es el
virus Orf (ORFV), el cual pertenece al género Parapoxvirus, dentro
de la familia Poxviridae. El virus es muy resistente a la desecacién
y puede permanecer muchos afios en costras secas de animales
que padecieron la enfermedad. Estas se pueden esparcir en las
pasturas logrando una alta dispersion geografica. La transmision se
da principalmente por contacto con animales infectados o con sus
costras.

El objetivo general de este trabajo fue caracterizar a nivel molecular
las cepas de ORFV que causaron brotes de Ectima en majadas
ovinas y caprinas de la Patagonia durante el afio 2014, con el fin de
determinar el nimero y variabilidad de cepas que circulan en la
region.

Materiales y métodos

Los brotes de Ectima que se analizaron en este trabajo ocurrieron
entre los meses de septiembre y noviembre de 2014, en
establecimientos ovinos y caprinos de cuatro provincias
patagonicas. Los establecimientos ganaderos eran cercanos a las
localidades de: Pichi Neuquén (Neuquén), Pilcaniyeu (Rio Negro),
Comallo (Rio Negro), Tecka (Chubut) y San Julian (Santa Cruz).

Se tomaron muestras de costras en animales con diagndstico
clinico de Ectima en diferentes localidades de Patagonia por
veterinarios integrantes del Sistema Regional de Salud Animal
(SIRSA) del INTA Bariloche

Las costras fueron disgregadas mecanicamente y se extrajo el
ADN utilizando el kit QlAamp DNA mini kit (Qiagen). Se realizé una
PCR basada en la amplificacion del gen ORF045 (Kottaridi y col.
2006) con la finalidad de confirmar el diagnéstico clinico.

Luego se procedié a la amplificaciéon por PCR de tres marcadores
moleculares: los genes ORF020, ORF109 y ORF127. Los genes
ORF020 y ORF127 codifican para proteinas que interfieren con la
respuesta inmune del hospedador, mientras que el gen ORF109
codifica para una proteina de superficie del virus que es inductora
de anticuerpos neutralizantes. Los amplicones obtenidos fueron
purificados y enviados a secuenciacion por el método de Sanger en
la unidad de Secuenciacién y Genotipificacion del CICVyA.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias
de tres cepas de referencia depositadas en el GeneBank y con las
secuencias de las dos cepas argentinas caracterizadas hasta el
momento (Peralta y col. 2015). Se establecieron las relaciones
filogenéticas computando las distancias genéticas entre los
distintos virus (programa MEGAS5; Kimura-2p, Neihgbor-Joinig,
bootstrap de 1000).

Resultados

En la figura 1 se muestra la relacion filogenética en el gen ORF020
entre las cepas de ORFV argentinas y las tres cepas de referencia.
Las cepas que causaron los brotes en Pichi Neuquén (gNeul4),
Tecka (sChul4) y Pilcaniyeu (sPil14) son idénticas para este
marcador y estan relacionadas con la cepa que causo el brote en
Pilcaniyeu 2013 (sPil13).

En la figura 2 se muestra la relacién filogenética en el gen ORF109.
Nuevamente se observa que las cepas gNeul4, sChul4 y sPill4
son idénticas, aunque para este marcador no se observa una
relacién con la cepa sPil13.

Finalmente, en la figura 3 se muestra la relacion filogenética en el
gen ORF127, donde se observa una vez mas que las cepas
gNeul4, sChul4 y sPil14 son idénticas entre si y diferentes a las

cepas que causaron otros brotes durante el mismo periodo en la
region patagonica.
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Discusion

En este trabajo se analizaron 5 aislamientos de virus ORF, de
brotes ocurridos en cuatro provincias patagénicas y del mismo se
concluye que (1) la cepa que causoé el brote en Pilcaniyeu 2014 es
diferente a la que ocasioné el brote en la misma majada pero en el
afio 2013 (2) los brotes ocurridos en las establecimientos de
Pilcaniyeu (Rio Negro), Tecka (Chubut) y Pichi Neuquén (Neuquén)
en 2014 fueron causadas por la misma cepa viral (3) la cepa que
causo el brote en San Julian (Santa Cruz) se encuentra distante
filogenéticamente del resto de las cepas argentinas conocidas, al
menos en 2 de los 3 marcadores analizados, mientras que la cepa
que causé el brote en un establecimiento de caprinos en la
localidad de Comallo (Rio Negro) es distante filogenéticamente en
los tres marcadores en estudio (4) durante septiembre y noviembre
de 2014, en la region patagénica, circularon al menos tres cepas
distintas de virus ORF.

Esta co-circulaciéon de cepas de virus ORF también fue observada
en Brasil por Abrahao y col (2012) aunque en un intervalo de
tiempo mayor al reportado en este trabajo.

Cabe destacar que cepas idénticas del virus afectaron tanto a
ovinos (sChul4 y sPill4) como caprinos (gNeuld), esto indicaria
que la co-infeccion entre especies puede ocurrir en
establecimientos donde se crian ambas especies con estrecho
contacto.

Estos hallazgos podrian explicar en parte los diferentes cuadros
clinicos que suelen observarse a campo y las fallas vacunales que
los productores suelen reportar.
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Introducién

El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) es uno de los
patdgenos mas comunes de los bovinos en el mundo que
ocasiona considerables pérdidas econémicas en la industria
ganadera. Una de las claves en el control del VDVB es la
identificacion y eliminacion de los animales persistentemente
infectados (Pl), que son inmunotolerantes al virus y mantienen
su circulacion en los rodeos. A la hora de seleccionar una
técnica para propoésitos de “screening” en un programa de
control y erradicacion, es importante elegir una prueba con una
alta sensibilidad que permita identificar a los animales que son
verdaderamente libres de la enfermedad.

Dado que la muestra a la que mas facilimente se accede en los
laboratorios regionales es suero, nos propusimos desarrollar un
ensayo ELISA-luminometrico asistido por filtracion-"FAL ELISA”
(por su sigla en inglés) lo suficientemente sensible como para
que pueda utilizarse para detectar una proteina no-estructural
(proteasa NS3) del VDVB en muestras de suero.

Materiales y Métodos

El protocolo estandar de la técnica queda establecido segun se
detalla a continuacion: placas de PVDF desarrolladas en forma
personalizada se activan con metanol durante 60 segundos. El
metanol se elimina por filtracién en vacio y se lava con PBS1x.
A continuacion se afiade un anitcuerpo especifico policlonal de
captura y se deja incubando 30 minutos a temperatura
ambiente (Tamb). La solucién captura se retira por filtracion y
se lava continuando con el paso de bloqueo durante 90 min a
Tamb. Las muestras de suero previamente centrifugadas y
filtradas, se procesan diluidas en buffer de bloqueo (dil 1:10)
asi como también los controles positivo y negativo. La
incubacion de dichas muestras se realiza durante 20 minutos a
Tamb para luego proceder a su filtrado por vacio y lavar la
placa de ensayo. Se afiade el anticuerpo monoclonal anti NS3
conjugado con peroxidasa (1:2000) diluido en buffer de bloqueo
incubandose por 40 minutos a Tamb. Por Ultimo, se lava y
adiciona luminol Sigma® (segun condiciones del fabricante). La
lectura tiene lugar después de 5 minutos de incubacién en
luminémetro con un tiempo de integracion de 0, 1s. Las
lecturas en unidades relativas de luz (RLU) se transfirieren a
una planilla de Excel. Cada placa se valida con respecto a la
sefial de ruido de valores (pocillos donde solo se incuba el
buffer de dilucion -NIL- por duplicado). Para cada muestra y
controles los valores de cRLU se obtienen de la relacién entre
las lecturas de RLU respecto al NIL.

1-FAL ELISA sobre pooles de sueros: se contamind un suero
normal bovino con la minima cantidad de NS3 determinable por
la técnica y dicho suero asi preparado se mezcl6 con diferentes
sueros normales agregando un suero por vez.

2-FAL ELISA para detecciéon de animales Pl: 121muestras
fueron analizadas tanto FAL ELISA como por ELISA de
antigeno NS3 (PrioCHECK® BVDV Ag Pl-plus®) Asimismo,
momento de escritura de este resumen se analizaron 6
muestras por FAL ELISA y RTnPCR (tomada como técnica
gold standard).

Resultados:

Para iniciar la puesta a punto de la técnica diagnostica se
procedio a establecer el tiempo de activacion de las placas (60
segundos) y la concentracién éptima de metanol (concentrado).
Luego se realizé el ajuste de la diluciéon de uso del anticuerpo
policlonal de cabra utlizado como captura, siguiendo los
lineamientos establecidos en publicaciones anteriores de
nuestro grupo (3, 4). La misma qued6 establecida 1:500 en
PBS1X durante 30 minutos a temperatura ambiente. El agente
bloqueador mas eficaz fue el tampén que permiti6 minimas
interacciones inespecificas, que coincidié con el ya reportado
(3, 4). El paso de bloqueo se estableci6 en 90 minutos a
temperatura ambiente. En cuanto al detector de la reaccion
inmunolégica la dilucién de uso del mismo quedd establecida

como 1:4000 en PBS1X, incubandose durante 40 minutos a
temperatura ambiente.

Para obtener el control positivo del ensayo se infectaron células
MDBK (confluencia 75-80%) con una MOI 0.05 empelando
virus Singer citopatico (de 6.55 10° TCDI/50ml) Las botellas
infectadas fueron congeladas y descongeladas y luego
clarificadas por centrifugacién. Como control negativo se utilizé
el sobrenadante de células MDBK sin infectar. La dilucién
optima de uso en FAL ELISA qued6 determinada en 1:10 para
el control positivo y 1: 5 para el control negativo. Para los
controles se realizéd el estudio de reproducibilidad en seis
analisis independientes y se obtuvo el Desvio Estandar (D.E) y
el porcentaje de coeficiente de variacién (CV%) respectivos
para cada control

La sensibilidad analitica: se estudi6 realizando diluciones de
sobrenadantes de células MDBK infectadas con VDVB de titulo
conocido. Se ajust6 la suspension viral al nimero de particulas
por unidad de volumen. Comparativamente se realizé el mismo
procedimiento con un ELISA anti NS3 comercial.

FAL ELISA sobre pooles de sueros: es posible detectar NS3 en
pooles de hasta 5 sueros negativos sin perder sensibilidad
diagnéstica.

FAL ELISA para deteccion de animales Pl: se estudiaron
muestras de suero de establecimientos con animales que
presentaban sintomatologia compatible con BVDV y animales
sin sintomatologia. 121 animales analizados por FAL ELISA al
también se analizaron por ELISA de antigeno NS3
(PrioCHECK® BVDV Ag Pl-plus®) se hall6 una concordancia
del 0.7 entre ambas técnicas. Asimismo, un total de 6 muestras
de suero analizadas por FAL ELISA se compararon con su
estudio por RTnPCR, donde cuatro de las muestras fueron
positivas y solo una negativa empleando ambos tests. Solo una
de las muestras que resulto positiva por RTnPCR no fue
detectada como tal mediante el FAL ELISA, La concordancia
entre ambas técnicas, si bien hasta el momento se analizé6 un
numero acotado de muestras, resulté buena (0.83).

Discusion

Esta técnica posibilita una deteccién rapida y eficaz de
antigenos de BVDV en suero. con la consecuente posibilidad
de proveer a los laboratorios nacionales de una técnica de
screening para detectar la presencia de animales PI.
Asimismo, dicha técnica tiene un importante potencial debido a
a que puede detectarla presencia de antigenos del VDVB en
pooles de muestras, facilitando el screening de los rodeos por
serologia.
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Introduccién: Las estomatitis vesiculares del bovino suelen
ser la manifestacion clinica de la infeccién por varios tipos
de virus, que afectan a éstos y a otros animales de
produccion. El virus de la Fiebre Aftosa (FA) es el principal
agente productor de estomatitis vesicular en los rumiantes;
debido a que Argentina posee el estatus sanitario de pais
libre de FA con vacunacion, la deteccion de animales con
signologia clinica compatible obliga a realizar un diagnéstico
diferencial preciso con otras enfermedades virales que se
manifiestan con lesiones similares; dentro de estas se
encuentran la Diarrea Viral Bovina (DVB), Rinotraqueitis
Infecciosa bovina (IBR), Lengua Azul (LA) y Estomatitis
Vesicular (EV).

Materiales y Métodos: Descripcion del caso: El brote se
presentdé en mayo de 2016. El lote afectado estaba
conformado por 63 vacas y 1 ternera lactante. Los animales
se alimentaban con rollo de moha y pastura natural. Los
casos clinicos se observaron durante aproximadamente 15
dias. En este lapso enfermaron 13 animales adultos y la
ternera lactante (hija de una vaca enferma). Los signos
fueron pérdida considerable de condicién corporal, sialorrea
y dificultad para aprehender los alimentos. Algunos animales
presentaron leve hipertermia. Al explorar la cavidad bucal se
observé la presencia de mudltiples erosiones y Ulceras en
cara interna de carrillos, lengua y paladar duro. Estas
lesiones presentaban desprendimiento de mucosay dejaban
expuestas heridas sangrantes. En un solo caso se observé
la presencia de dos pequefias vesiculas, una sobre el vértice
de la lengua, y otra sobre la encia inferior. También se
detectaron lesiones tipo papulas, de color amarillentas,
debajo de la lengua. Estas mostraban tendencia a coalescer.
Algunos animales presentaron una severa glositis, con
aparente retraccion cicatrizal.

Muestreo y pruebas diagnésticas: Se extrajeron muestras de
sangre de la vena yugular sin anticoagulante y con
anticoagulante (EDTA y heparina). Se derivaron al
Laboratorio Central del SENASA 8 muestras de suero para
realizar ELISA para DVB, IBR, LA (también se realizd
inmunodifusiéon en gel de agar) y EV (cepa Indiana y New
Jersey). En el CEDIVE se realizé virusneutralizacion (VN)
para IBR, DVB, aislamiento viral y cultivo bacteriol6gico. A 3
animales se les realizé serologia pareada en busqueda de
seroconversion. Cuatro muestras de sangre con heparina se
sembraron en linea celular MDBK para aislamiento viral.
Hisopados de lesiones bucales se sembraron en medio Agar
Tripticasa Soya (ATS) y se incubaron en estufa a 37 °C. Tres
muestras de sangre con EDTA se remitieron al Laboratorio
Central de la FCV.UNLP para la realizacién de hemogramas.

Resultados: Todos los sueros procesados por ELISA
resultaron positivos a IBR; y 5 sueros también fueron
positivos a EV cepa Indiana. Los resultados de VN se
muestran en la tabla n° 1. A la fecha, en la primer lectura del
cultivo virolégico no se observd efecto citopatico (se
realizardn al menos 2 pasajes mas). Los cultivos
bacteriol6gicos presentaron desarrollo de flora variada no
patégena. Los hemogramas no mostraron alteraciones a
destacar.

Identificacion DVB IBR
1 1/2024 1/16
2 1/512 1/128
3 1/256 1/128
4 (1° muestreo) 1/1024 1/16
(2° muestreo) 1/1024 1/32
5 (1° muestreo) 1/512 1/8
(2° muestreo) 1/256 1/8
8 (1° muestreo) 1/512 1/128
(2° muestreo) 1/512 1/128
13 1/128 1/128
14 1/64 1/32
Tablan°® 1

Discusioén: La morbilidad fue del 20% y la letalidad nula.
Las lesiones se limitaron pura y exclusivamente a la cavidad
oral. No se observaron lesiones en ubres, ni en pezufias
como describe la bibliografia para algunas de estas
infecciones virales. Los 8 sueros analizados por ELISA
fueron positivos a IBR y negativos a DVB. Cuando se
procesaron por VN todos los animales presentaron titulos a
ambas enfermedades, pero en ningin caso se observo
seroconversion. Ambos virus se presentan en nuestros
rodeos con una alta seroprevalencia, por lo que la basqueda
de seroconversién es clave en el diagnéstico. Cinco sueros
fueron positivos a EV cepa Indiana. Este dato resulta
relevante debido a que se trata de una enfermedad exotica;
por lo tanto en los rodeos no debieran existir anticuerpos
naturales ni vacunales. La casi no observacion de vesiculas
en los animales estudiados es coincidente con lo
mencionado en la bibliografia consultada, donde se describe
que las vesiculas duran muy pocas horas como tal, antes de
romperse y pasar a erosiones; o directamente no se forman.
En infecciones experimentales con el virus de la EV sélo el
30 % de las lesiones forman vesiculas. En los animales de
carne rara vez se presentan lesiones en las ubres y en las
pezufias; sin embrago en rodeos de leche las lesiones en
ubres pueden ser severas. No se registraron movimientos de
animales en el establecimiento que pudieran ser asociados
al ingreso de la infeccion. La presentacion del brote en mayo
(antes de las heladas) muestra correlacién con la forma de
transmision del virus de la EV; quien es transmitido por
distintas especies de moscas, tabanos y mosquitos. Este
modo de difusion hace que los brotes tiendan a desaparecen
con las primeras heladas. Esto se asocia a la muerte, o a la
menor actividad de los insectos. En este caso, a partir de los
primeros dias de junio no aparecieron nuevos enfermos, y el
brote mostr6 tendencia a desaparecer. La aparicion
repentina de esta enfermedad en Argentina fue comunicada
a mediados del afio 2015 por SENASA, quién hizo referencia
a dos brotes ocurridos en las provincias de Santa Fe y
Santiago del Estero en vacas Holando Argentino. Las
caracteristicas epidemioldgicas del caso, las lesiones y los
estudios complementarios preliminares de laboratorio son
compatibles con el diagndéstico de estomatitis vesicular.

Bibliografia: 1- Grant Maxie M, Youssef S. Alimentary system. In:
Grant Maxie M., ed. Jubb, Kennedy, and Palmer’s. Pathology of
Domestic Animals. 5th ed. Elsevier, USA. Vol 2: 137-164, 2007.

2- Radostits OM, Gay CC, Blood DC, Hinchcliff KW. Medicina
Veterinaria. Tratado de las enfermedades del ganado bovino, ovino,
porcino, caprino y equino. 9° edicién, Ed: McGraw-Hill-
Interamericana de Espafia S. A.U..Vol 2:1254-1268, 2002.
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Introduccién

El virus de la artritis y encefalitis caprina (CAEV) pertenece al grupo
génico simple de los lentivirus rumiantes menores (SRLV) de la
familia Retroviridae, afecta a ovinos y caprinos transmitiéndose
naturalmente entre ambas especies y puede producir cuatro formas
clinicas clasicas: pulmonar, nerviosa, mamaria y articular.

En la Argentina se detect6 serolégicamente por primera vez en
ovinos en 2001 en la provincia de Rio Negro. Y a partir de entonces
se lo ha detectado con prevalencias crecientes en casi todo el
pais?.

A fin de caracterizar la presencia general de enfermedades en las
majadas caprinas de la regién del noroeste argentino, se llevd a
cabo una encuesta sanitaria a productores caprineros, con toma de
muestras  biolégicas para el diagnostico de diferentes
enfermedades en la que fue incluida CAEV? Este trabajo tiene
como propésito mostrar la situacién epidemiolégica de la
enfermedad en las provincias de Salta y Jujuy a través de las
seroprevalencias obtenidas entre los afios 2011-2016.

MATERIALES Y METODOS

Entre abril y noviembre de 2011 a 2016 se realizé una encuesta ad
hoc a propietarios caprineros que con la ayuda de fotos de
patologias, en la misma se recabaron datos de manejo general y
sanitario en particular en 78 establecimientos de las ecorregiones
de Quebradas Aridas (QA), Chaco Saltefio (CS) y Valles
Templados (VT) de las provincias de Salta y Jujuy. Se tomaron
muestras de suero (S) de entre 20 y 25 hembras adultas por
establecimiento.

Se procesaron los sueros para el diagnéstico de diferentes
patologias y se realiz6 la prueba de Elisa IDEXX CAEV/MVV Total
Ab, segln las recomendaciones del fabricante para detectar
anticuerpos especificos contra CAEV. Mientras que la prueba
IDEXX MVV/CAEV p28 Ab Verification fue utilizada como método
confirmatorio.

RESULTADOS

El resumen de los establecimientos evaluados por ecorregion,
provincias y prevalencias se presentan en la tabla 1.

Tabla 1: Establecimientos, ecoregiones, provincia, nimero de
establecimientos positivos, nimero de establecimientos negativos,
prevalencias por ecorregion e intra-majada (%).

Establecimientos 20
zona

Salta 10 37 1
Jujuy 30 0 0

Negativos 39 36 0
Prev. ecorregion 2,5% 2,7% 100%

Prev. Intra-majada 4,8% 10% 55%

T
37 1

Se detecté un establecimiento positivo en cada ecorregién, que
equivale a un 3,8% de prevalencia para Salta-Jujuy. No se
hallaron casos positivos en la provincia de Jujuy mientras que

la prevalencia en la provincia de Salta fue de 6,25%. Los
establecimientos positivos evaluados por ecorregién tuvieron
valores de 2,5% en QA, 2,7% en CS y 100% en VT, mientras
que los resultados intra-majada fueron de 4,8% QA, 10% CS'y
55% VT.

DISCUSION

En la zona de QA de la provincia de Jujuy no se presentaron
reactores en ningun establecimiento, mientras que si lo hubo en QA
de Salta en una unidad que poseia animales lecheros cruza
Saanen con una prevalencia baja. En el CS la prevalencia fue
mayor con predominio de animales criollos y cruza Anglo Nubian,
también dedicados a la produccion lactea, mientras que el caso
positivo de VT de alta prevalencia, se dio en un tambo comercial,
con manejo semi-intensivo de caprinos Saanen. Estos resultados
contrastan con los presentados por Trezeguet! en la provincia de
Salta, con un 30% de predios positivos y prevalencias regionales
del noroeste norte y sur de entre el 12 y 19%.

En el pais se ha descripto la presencia de casos clinicos con
serologia positiva, como el de Rio Negro 2001, en el oeste
pampeano en caprinos en el 2006 por Bedotti®, continuando por un
caso de adenomatosis pulmonar ovina en Jujuy, que
posteriormente fuera confirmada la presencia seroldgica del virus
de CAEV asociado (Marin y col., 20124, junto al brote de 2015 en
San Luis, (Rossanigo 2016°) y seguida de la reciente denuncia en
Salta -que se encuentra en las fases terminales del aislamiento
viral-. Toda esta informacién evidencia, mas alla de los hallazgos
seroldgicos conocidos, que la enfermedad esté presente en el pais
como también en Salta y Jujuy y que seria necesario el desarrollo
de capacidades locales para el diagnéstico de la enfermedad como
base para la planificacién de cualquier estrategia de erradicacién o
de control a nivel de predio.
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Introduccién: El virus de la leucosis bovina (BLV) es un retrovirus
ampliamente distribuido en los tambos de nuestro pais (1). El
virus infecta principalmente linfocitos B y la transmisién ocurre
por contacto con células infectadas. La mayoria de los animales
infectados permanecen asintomaticos, pero en algunos casos la
enfermedad progresa a linfocitosis persistente o linfosarcoma
(2). Los animales infectados pueden desarrollar alta o baja carga
proviral. Los animales de alta carga proviral serian mas eficaces
en la transmision del virus por la gran cantidad de linfocitos
infectados circulantes en sangre que poseen. Las pérdidas
econdmicas producto de la infeccion son muy importantes, de
ahi la relevancia del problema y la necesidad de identificar a los
animales con alta carga proviral para intentar disminuir la tasa
de transmision (3).

Objetivo: Desarrollar un ensayo de PCR cuantitativa en tiempo
real (QPCR) utilizando SYBR Green para detectar la presencia
del BLV en linfocitos de sangre periférica, amplificando una
region altamente conservada del gen pol.

Materiales y métodos: Se realizé una cuantificacién absoluta del
gen pol en animales infectados con serologia positiva y PCR
convencional negativa para la infeccion con BLV. Para elaborar
la curva de calibraciéon se utilizaron como estandar diluciones
seriadas del plasmido pBLV913 en agua. El plasmido pBLV913,
que contiene una copia completa del virus (gentileza de la Dra
G. Buehring, University of California, Berkeley), se us6 para
transformar bacterias TOPO10 y luego se purificé usando un kit
comercial (Axygen, Biosciences). La concentracion de ADN
plasmidico se midi6 en el equipo NanoDrop 2000
Spectophotometer (Thermo Scientific). Se construy6 una curva
estandar con diluciones del plasmido conteniendo de 10° a 10
copias del virus. Cada punto de la curva se amplifico por
triplicado y la eficiencia de amplificacion se determiné mediante
un modelo de regresion lineal de acuerdo a la ecuacion E = 10[-
1/slope] (4). La curva estandar se valido repitiendo al menos 3
veces la amplificacion.

RESULTADOS:

Figura 1: Curva estandar Ct (Threshold cycle) vs nimero de
copias. y =-3,104 x + 37,043. R? 0,945.

Se analizaron veinte animales con serologia positiva/PCR
convencional negativa para BLV. El ensayo de cuantificacion
absoluta por gPCR permiti6 detectar un bajo nimero de copias
del virus (>100 copias). El punto de corte se determiné de forma
arbitraria. Se consideran de baja carga proviral aquellos
animales que tengan menos de 100 copias del virus cada 30 ng
de ADN de células mononucleares de sangre periférica.

Conclusiones: Los animales con serologia positiva y PCR
convencional negativa se consideran de baja carga proviral. Con
este ensayo de alta especificidad y sensibilidad se pueden
discriminar a los animales infectados en alta y baja carga
proviral. La metodologia desarrollada permite detectar hasta 10
copias del virus por reaccion.
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Introduccion:

El Herpesvirus bovino 4 (BoHV-4), miembro de la familia
Herpesviridae, subfamilia ~ Gammaherpesvirinae, género
Rhadinovirus, ha sido aislado en diferentes partes del mundo en
bovinos con una amplia variedad de casos clinicos, y de animales
aparentemente sanos. Si bien no se lo ha establecido como
agente causal de una entidad patoldgica especifica se lo asocia
mayormente con infecciones del tracto reproductivo de los
bovinos, particularmente durante el periodo pos parto. En nuestro
pais este agente viral era practicamente desconocido hasta su
deteccion e identificacion en el afio 2007, por el Servicio de
Diagnostico Veterinario del INTA Balcarce, a partir de muestras
provenientes de vacas que abortaron. Hasta la fecha se han
obtenido méas de 50 aislamientos conjuntamente con la aparicién
de variantes virales que difieren filogenéticamente de las cepas
prototipos americana (DN599) y europea (Movar). Estas cepas
fueron caracterizadas y clasificadas en tres grupos filogenéticos
diferentes, designados como genotipos 1 (europeo), 2
(americano) y 3 (nuevo grupo genotipico). En trabajos realizados
in vitro, se observaron diferencias significativas en la dinamica de
replicacion entre algunas cepas. El objetivo de este trabajo fue
determinar si cepas argentinas de BoHV-4, geneticamente
divergentes, presentan distinto comportamiento in vivo.

Materiales y Métodos;

Se inocularon 4 terneros, intranasalmente, con 20 ml (10 ml en
cada orificio nasal), de las cepas de BoHV-4 de los diferentes
grupos filogenéticos, seleccionadas en funcién de su actividad
biolégica in vitro. Las cepas fueron previamente amplificadas en
cultivos celulares (Madin-Darby bovine kidney, MDBK) con un
titulo de 10° TCIDso/ml. Los animales se inocularon de acuerdo a
la siguiente distribucion: ternero 1(t1) cepa 09/508 (tipo europeo),
ternero 2 (t2) cepa 08/330 (tipo americano), ternero 3 (t3) cepa
07/435 (variante correspondiente al nuevo grupo) y ternero 4 (t4)
control sin infectar. Se recolectaron muestras de leucocitos de
sangre periférica, secreciones (nasales y oculares) y de suero a
los dias 0, 7, 14 y 21 pos infeccién (pi) y muestras de 6rganos
para aislamiento y detecciébn de genoma viral luego de la
eutanasia al dia 21 pi. Las muestras para aislamiento se
inocularon sobre monocapa de MDBK, realizandose 4 pasajes
cada 72 h. Para la detecciéon del genoma se adapté una nested
PCR para el ORF 25 (gen que codifica una de las principales
proteinas de la capside) (Fabian y Egyed 2004). La determinacion
de anticuerpos seroneutralizantes se realizd6 mediante la técnica
de seroneutralizacién viral (SNV), desafiando los sueros de los
tres animales con las cepas homdlogas y heterdlogas.
Resultados:

No se observaron manifestaciones clinicas en ninguno de los
animales. Las cepas 08/330 y 07/435 se aislaron de los
hisopados nasales a los dias 7 y 14 pi, y la cepa 09/508
solamente al dia 14 pi. Sélo la cepa 08/330 se aisl6 en hisopado
ocular al dia 7 pi. en el cuarto pasaje. El aislamiento viral a partir
de las muestras de o6rganos y leucocitos de los animales
infectados fue negativo. El genoma viral fue detectado en bazo,
médula, nédulo trigeminal, traquea y cerebro del t1 (cepa 09/508),
en traquea, bazo, rifion, linfonddulo retrofaringeo y cerebro del t2

(cepa 08/330) y en linfonédulo pulmonar y cerebro del t3 (cepa
07/435). También se detect6 el genoma en leucocitos de los
animales infectados con las cepas 08/330 (dias 14 y 21 pi) y
09/508 (dia 21 pi). No se detecto la presencia del genoma viral y
no se aisl6 BoHV-4 en las muestras del ternero control. Se
observé seroconversion solamente en el ternero 1(contra la cepa
homoéloga), aunque con bajos titulos de anticuerpos (Ac). Todos
los animales, incluido el control, presentaron titulos de Ac. contra
la cepa 08/330. No se detectaron Ac. contra BoHV-1.

Discusion:

En el presente trabajo se demostr6 que las cepas de BoHV4
utilizadas fueron capaces de replicar en un modelo in vivo. Es
importante destacar la deteccion del genoma de las tres cepas en
el sistema nervioso central. Si bien el aislamiento viral en cultivos
celulares es el método gold standard, en algunas circunstancias
se ve dificultado por la variabilidad en la velocidad de replicacion
y en la presentacion de efecto citopatico (ECP) de las diferentes
cepas virales. Dada la complejidad del aislamiento viral se
requiere la utilizacion de técnicas de alta sensibilidad, como
nested PCR, para la deteccion de la presencia del virus.

La técnica de seroneutralizacion viral (SNV) es uno de los
aspectos controvertidos en el diagndstico del BoHV-4. La
respuesta inmune humoral no resulta eficiente en los bovinos
infectados; esta situacién parece estar asociada a una deficiente
exposicién de los epitopes involucrados en el mecanismo de
neutralizacién viral por anticuerpos, debido a la presencia de una
barrera de glicanos. Para el diagnéstico serolégico, el método
mas utilizado es el test de ELISA. Considerando que la técnica de
seroneutralizacién puede dar como resultado la deteccion de
accion neutralizante inespecifica para algunas cepas, como se
observd con la cepa 08/330, seria aconsejable utilizar otras
técnicas serologicas alternativas para el diagndstico de
laboratorio como herramienta para relevamiento en los rodeos.

La amplia variedad de cepas existentes en todo el mundo revela
la capacidad de variabilidad que posee este virus y su
complejidad tanto biolégica como epidemiolégica, lo cual
constituye un factor para considerar al momento del diagnéstico.
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Introduccion

El laboratorio de Virus Adventicios del Instituto de Virologia del
INTA ofrece desde el afio 2003 servicios especializados de
deteccion de virus adventicios contaminantes en productos
biofarmacéuticos o bioterapéuticos de uso humano o veterinario
y de evaluacién de sus procesos de manufactura mediante el
andlisis directo, y/o la demostraciéon de la capacidad de estos
procesos para inactivar o remover agentes virales (Clearance
viral). Es un servicio Unico en Latinoamérica, que se ofrece desde
un organismo estatal como el INTA. El servicio esta dirigido
principalmente a instituciones y empresas biofarmacéuticas que
elaboran sus productos/sub-productos a partir de materias
primas o ingredientes de origen animal, que necesitan validar la
calidad de sus productos y/o de sus procesos de manufactura
para su comercializacion nacional e internacional. El propdsito de
este trabajo es mostrar la labor realizada durante el afio 2015 en
el laboratorio de Virus Adventicios del INTA en el control de
contaminantes virales en productos biol6gicos y en procesos de
manufactura.

Materiales y Métodos

En los ensayos de control de Virus Adventicios, cada
muestra a controlar fue inoculada en al menos dos lineas
celulares diferentes dependiendo del origen y destino de la
muestra, fue observa diariamente durante 21 dias (con pasajes
cada 7 dias) para detectar efecto citopatico en el cultivo, y
finalmente los cultivos fueron revelados por hemaglutinacion
para detectar virus hemaglutinantes y por Inmunofluorescencia
directa para detectar especificamente virus porcinos y/o bovinos
segun corresponda. Cuando la normativa lo exige, las muestras
fueron inoculadas también en ratones lactantes por diferentes
vias y en huevos embrionados. Se analizaron muestras: suero
fetal bovino, hormona gonadotrofina coriénica equina, bancos de
células de diversos origenes, stocks virales, dispositivos
dermoepidémicos, suero de leche, solucién de inmunoglubulina
humana, suero de animales, entre otras muestras. En los
ensayos de Validacion, una etapa del proceso productivo a
evaluar fue realizada a escala laboratorio previa contaminacion
del material inicial (definido por la empresa solicitante) con altas
dosis infecciosas de distintos virus modelos. Se tomaron
muestras a diferentes tiempos para evaluar la cinética de la
inactivacion viral y se determiné de factor de reduccion viral por
titulacion viral sobre las muestras tomadas en cada proceso. El
disefio del ensayo de validacion fue realizado de acuerdo a la
normativa nacional e internacional vigente, de acuerdo al
producto y/o proceso a evaluar y de acuerdo a requerimientos

especificos de cada elaborador. Una vez finalizados todos los
ensayos propuestos se elabord un informe completo en espafiol
e inglés con todos los resultados obtenidos. Algunos productos
biolégicos, asi como las poblaciones animales donantes de los
mismos, fueron controlados por ensayos de serologia y/o de
deteccion de acidos nucleicos contra los principales agentes
infecciosos segun la especie de origen. Las principales pruebas
utilizadas fueron IDGA para deteccioén de anticuerpos contra el
Virus de la anemia infecciosas equina, RT-PCR vy
seroneutralizacion para la deteccién del Virus de la diarrea viral
bovina, ELISA para la deteccién de anticuerpos contra el Virus de
la leucosis bovina, PCR para la deteccién de Mycoplasma sp.

Resultados

Durante 2015 se analizaron 186 protocolos (PVA segun
caodificacion interna). El 20% del total de los PVAs analizados
corresponden a ensayos de control epidemiolégico y control de
contaminacion por Mycoplasma sp. En estos PVAs se analizan
entre 3 y 3.000 muestras en cada uno. El 80% de los PVAs
corresponden a ensayos de control de adventicios sobre distintos
productos, subproductos o ingredientes de origen bilégico. Se
realizaron 4 ensayos de validacién solicitados por 4 empresas
biofarmacéuticas nacionales.

Conclusiones

El Servicio de Control de Virus Adventicios, esta dirigido
principalmente a instituciones y empresas biofarmacéuticas que
elaboran sus productos a partir de materias primas o ingredientes
de origen animal, que necesitan validar la calidad de sus
productos y/o de sus procesos de manufactura para su
comercializacion nacional e internacional. Es un servicio técnico
especializado que ofrece el INTA a demanda, que da valor
agregado a la industria biofarmaceutica nacional y regional. Las
actividades del Laboratorio de Virus Adventicios estan
enmarcadas dentro de los proyectos estratégicos de la Cartera
de INTA. Los fondos generados por el servicio son utilizados para
el funcionamiento operativo del laboratorio. Una fraccion de los
mismos es utilizada para la financiacion de las lineas de
investigacion del grupo de trabajo.
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1. Revised January 2002. Animals and Animal Products. Chapter
I, Animal And Plant Health Inspection Service, Department Of
Agriculture Part 113. "Requirements for Cell Lines Used For The
Production Of Biologics" and “Requirements for ingredients of
animal origin used for production of biologics”, 113.46, 113.47,
113.51, 113.52.
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Introduccion

Los Virus de la artritis-encefalitis caprina (Caprine Arthritis-
Encephalitis Virus- CAEV) y Maedi-visna (MVV) son miembros de
la familia de los Retrovirus, e infectan ovejas y cabras en forma
indistinta. La mayoria de los animales infectados son
asintomaticos, solo un pequefio porcentaje desarrollan un
sindrome clinico caracterizado por una enfermedad inflamatoria
multisistémica que afecta pulmones, sistema nervioso central,
articulaciones y glandula mamarias CAEV y MVV pueden ser
aislados de tejidos afectados o de fluidos mediante co-cultivo con
células susceptibles por deteccion de efecto citopatico (ECP)
caracteristico y posterior confirmaciéon por inmunomarcaje y/o
biologia molecular. El objetivo de este trabajo fue realizar el
aislamiento del virus CAEV/MVV mediante cultivo celular a partir
de muestras de cabras de la provincia de San Luis con
sintomatologia clinica compatible con Artritis-encefalitis caprina.

Materiales y métodos.

Se realizaron ensayos de inoculacién de cultivos celulares con el
objeto de detectar CAEV/MVV a partir de diferentes muestras de
dos cabras (nro.29 y nro.88) con sintomatologia compatible de
Artritis-encefalitis caprina y serologia positiva, pertenecientes a
un rodeo de la provincia de San Luis. Para esto, monocapas
subconfluentes de células de la linea GSM (membrana sinovial
de cabra) fueron inoculadas con liquido sinovial, linfocitos de
sangre periféricay homogenatos de membrana sinovial, glandula
mamaria, linfonédulo mamario y pulmoén de ambas cabras. Se
observé diariamente la presencia de efecto citopatico (ECP)
caracteristico durante 10 dias. Los cultivos fueron pasados en
forma ciega. Aquellos cultivos donde se observé la presencia de
efecto citopatico fueron sometidas a un ensayo de PCR puesto a
punto en nuestro laboratorio (segin Olech y col. 2012), con el
objeto de detectar la presencia de fragmentos genéticos
especificos virales. Todas las muestras originales inoculadas en
células GSM fueron evaluadas antes de ser inoculadas por el
mismo ensayo de PCR para detectar la presencia de material
genético de CAEV/MVV.

Resultados

Cuando se realizé el co-cultivo de células GSM con los diferentes
tejidos de ambas cabras, se observé un ECP compatible con
infeccion por CAEV/IMVV en el segundo pasaje del liquido
sinovial y en menor medida de las muestras de PBMC. Esta
observacion fue concordante con la deteccion de RNA especifico
de CAEV/MVV en los lisados de células de los co-cultivos de las
muestras antes mencionadas. Ademas, se detecté RNA viral en
los homogenatos crudos de membrana sinovial y glandula
mamaria de la cabra 29. Se detect6 DNA proviral solo en el
homogenato de membrana sinovial de la cabra 29.

Al momento de la escritura de este resumen, se estan realizando
nuevos pasajes ciegos de cada uno de los co-cultivos de células
GSM con los diferentes tejidos, asi como amplificando los pocillos
donde se detecté ECP. Los cultivos deben ser pasados varias
veces antes de ser declarados negativos.

Conclusiones

Los resultados preliminares obtenidos hasta el momento, aportan
informacion preliminar sobre el la deteccion de CAEV/Maedi
Visna en Argentina. Muchos mas ensayos son necesarios para
confirmar el hallazgo, y obtener evidencia de identificacion y
caracterizacion viral especifica. Para esto, las muestras positivas
en el ensayo de PCR estan siendo secuenciadas para establecer
el genotipo de la cepa en aislamiento, y de esta forma comenzar
a juntar evidencias de cepas que circulan en nuestro pais.

Este trabajo, es un primer paso para comenzar a conocer la
situacion de la enfermedad producida por CAEV/MVV en
Argentina y para poner a punto métodos diagndsticos que
permitan establecer medidas rapidas de control de la infeccion
para evitar su diseminacion.

Nota: Por ser la Artritis-encefalitis caprina una enfermedad de
denuncia obligatoria, la misma fue comunicada al SENASA local
(San Luis). Las muestras utilizadas fueron obtenidas en la
necropsia realizada por SENASA en conjunto con EEA de San
Luis.
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Introduccion

Los lentivirus de pequefios rumiantes (small ruminant lentiviruses
— SRLVs) son miembros de la familia de los Retrovirus y
comprenden al Virus Maedi-visna (VMV) y al Virus de la artritis-
encefalitis caprina (Caprine Arthritis-Encephalitis - Virus- CAEV)
que infectan a ovejas y cabras. La mayoria de los animales
infectados por estos virus son asintomaticos, pero un porcentaje
desarrollan un sindrome clinico caracterizado por una enfermedad
inflamatoria multisistémica que afecta pulmones, sistema nervioso
central, articulaciones y glandula mamaria. Los animales
asintomaticos y los que presentan enfermedad son fuente de virus
y pueden transmitir la enfermedad a animales sanos. En la CAEV
las principales presentaciones son las de una encefalomielitis
progresiva que afecta a cabritos de 2 a 6 meses y el de la artritis
cronica que se observa principalmente en animales mayores de un
afio, aunque se han descrito otros tres sindromes que cursan con
mastitis acompafiada de hipogalactia o agalactia, con neumonia
intersticial progresiva crénica y con pérdida de peso. Esta
enfermedad se trasmite en forma vertical a través de la leche o el
calostro de cabras infectadas, u horizontal, a través de secreciones
vaginales, sangre, saliva o vias respiratorias. En nuestro pais la
enfermedad es de denuncia obligatoria y se encuentran en la lista
de enfermedades del Coédigo Sanitario para los Animales
Terrestres de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE).
En Argentina se ha reconocido la existencia de animales
serolégicamente positivos en majadas de varias provincias,
aunque hasta el presente no se ha podido aislar el virus. Esta
comunicacién tiene el proposito de aportar las observaciones
realizadas en un caso clinico con artritis crénica compatible con
CAEV en cabras de un establecimiento caprinero del centro de la
provincia de San Luis.

Materiales y métodos

El caso se presenté en agosto del 2015 en una majada de un
pequefio productor de la localidad de Donovan (San Luis)
compuesta por 28 cabras y un macho Saanen que habian sido
comprados el afio anterior. El productor realizo la consulta por que
sus cabras presentaban abortos en la pariciéon de otofio-invierno,
problemas de artritis en la articulacion carpo-metacarpiana que
dificultaban el desplazamiento y el antecedente que a su mujer le
habian detectado brucelosis en el hospital provincial de San Luis
atribuida al consumo de leche de las cabras enfermas. En visitas
previas se extrajo sangre de la vena yugular en dos sangrados méas
de 15 de diferencia, para el chequeo de enfermedades abortivas:
brucelosis, usando la técnica de BPA como prueba tamiz y
toxoplasmosis  por inmunofluorescencia indirecta  (IFI).
Posteriormente en una visita clinica se registraron los
antecedentes del caso, se revisaron todos los animales y frente a
la sospecha de infeccion por virus de la Artritis-Encefalitis, se
extrajo sangre entera con anticoagulante a 9 cabras que fueron
procesadas por ELISA comercial para la deteccién de anticuerpos
contra CAEV/MVV tilizando reactivos de un Kit de Idexx
Laboratories. Se sacrificaron dos de los animales més afectados y
se tomaron muestras refrigeradas y en formol de diferentes
6rganos (encéfalo, pulmén, glandulas mamarias, articulaciones
con artritis) y fluidos corporales (leche y sangre) con la intencién
del aislamiento viral futuro y de estudios histopatolégicos.
Especificamente en encéfalo se realizaron estudios en secciones
de 3 um de espesor de corteza frontal, parietal y occipital, tAlamo,
nucleos basales, mesencéfalo, puente, 6bex y cerebelo.

Resultados

En la anamnesis realizada se pudo determinar que los caprinos
Saanen comprados provenian de un tambo-queseria de la region
que al cerrar su actividad productiva puso en venta las hembras y
los machos a pequefios productores de la zona, terminando
muchos de ellos con la misma problemética de las artritis crénicas.
Segun el relato del productor los abortos eran de fetos grandes con
un moco marréon entre la placenta o a veces se producia el
nacimiento de cabritos débiles que morian en las primeras 48 horas
de vida. La anamnesis revelé también que el diagndstico de
brucelosis de la mujer databa de 10 afios atras con un
agravamiento actual de la sintomatologia independiente a la
problematica de la majada. En el examen clinico se detectaron 3
cabras (11%) con ubres indurativas e hipogalactia y 8 animales
(29%) con signologia clinica de artritis del carpo con aumento de
la temperatura local y dolor articular. Todos los animales
sangrados fueron negativos al BPA y se detect6 una importante
seroconversion en los titulos serolégicos superiores a 1/400 para
toxoplasmosis por IFl en 4 cabras y el macho. La deteccion de
anticuerpos contra CAEV por ELISA arroj6 el 100 % de las
muestras positivas. El diagnéstico morfolégico del estudio
histopatol6gico de los dos encéfalos revelé edema cerebral y una
meningoencefalitis no supurativa muy leve en uno de ellos

Discusion y conclusion

La deteccion de anticuerpos frente a CAEV confirma el diagnostico
clinico y presuntivo de la artritis crénica cursada con mastitis
fibrosa y hipogalactia. Este diagnostico clinico-serolégico sera
reforzado con los estudios de deteccion y aislamiento viral que se
estan llevando a cabo en el Laboratorio de Virus Adventicios del
Instituto de Virologia del CICVyA INTA Castelar. Por tratarse de
una enfermedad de denuncia obligatoria la misma fue comunicada
al SENASA local. El resultado de los titulos a toxoplasmosis iguales
0 superiores a 1/400 con importantes seroconversiones hacen
considerar que el Toxoplasma gondii pudo ser el agente etiolégico
de los abortos ocurridos en el otofio-invierno. Los cambios
observados en los estudios histopatolégicos son compatibles con
un trastorno hemodinamico sistémico, posiblemente asociado con
agonia o con el método de eutanasia empleado.
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Introduccion

El ectima contagioso también se conoce como boquera, epizootia,
boca costrosa y dermatitis pustular contagiosa. Tiene un
comportamiento epidémico, produciendo brotes anuales siendo
mas frecuente en animales jévenes, aunque bajo ciertas
circunstancias los animales adultos también pueden verse
afectados. Es una enfermedad viral que afecta a ovejas, cabras,
alpacas, camellos y otros rumiantes salvajes. Los humanos
también pueden verse afectados a través del contacto con
animales infectados y se han registrado casos ocasionales en
perros que comen animales muertos infectados. La enfermedad
es causada por un virus epiteliotropico ( Parapoxvirus), conocido
como virus ORF, que se encuentra en lesiones cutaneas y
costras de animales infectados y se cree que ingresa mediante
contacto directo con cortes o abrasiones en la piel a través de
secreciones y por objetos contaminados. El virus es muy
resistente en el ambiente pudiendo permanecer en la lanay en el
cuero durante aproximadamente un mes. Los signos y lesiones se
detectan entre 3 a 7 dias luego de la exposicién al virus y por lo
general, la herida sana por si sola en 2 a 6 semanas sin dejar
cicatrices. Los primeros signos son pequefias protuberancias
elevadas (papulas), llagas y ampollas en los labios, morro, orejas
y/o parpados de los animales y en algunos casos las lesiones
aparecen en la nariz, alrededor de los ojos, patas, vulva, ubre y
axila. En la boca de los lactantes puede impedir el
amamantamiento por las lesiones dolorosas y causar pérdida de
peso, y ademas puede infectar los pezones y la ubre de la madre,
dando lugar a la mastitis. En casos raros, las lesiones se
encuentran en la lengua, encias, techo de la boca, el eséfago y
en ocasiones con lesiones en el rumen. El presente resumen
describe dos brotes que afectaron a majadas ovina y caprina en
establecimientos del centro-oeste del pais

Materiales y métodos

Los brotes se presentaron en majadas sin antecedentes de haber
aplicado la vacuna viva atenuada frente al Ectima contagioso. El
brote ovino se presentd en julio en un establecimiento sito en
Huinca Renancé (Cérdoba) en una majada compuesta por 28
ovejas cruza Corriedale x Pampinta y 16 corderos de menos de
60 dias. En las ovejas adultas las lesiones se presentaban en
boca, ubre y pezones, mientras que los corderos presentaban
lesiones vesiculares y costrosas de diferente magnitud en la boca,
labio y nariz. En ambas categorias no se observaron lesiones en
rodete coronario de las pezufias, oreja, parpados, conjuntiva
ocular y dérganos genitales. El brote en el ganado caprino se
presenté en agosto una majada que se encontraba en época de
servicio en de la localidad de Concaran (San Luis), donde la
enfermedad se observé en dos animales adultos (un macho y una
cabra) de un total de 50 cabras adultas y en dos cabritos muertos
por inanicién de un total de 20. En todos los casos se tomaron y
conservaron en -70 °C costras de las lesiones tipicas en labio
para la confirmacion del diagnostico clinico siguiendo las
instrucciones del kit QlAamp DNA, para la extraccién de ADN. En
primer lugar se determiné la integridad del ADN obtenido
(mediante electroforesis en gel de agarosa) y luego se procedi6 a
realizar la PCR diagnéstica basada en la amplificaciéon del gen
ORFO045 con la finalidad de confirmar el diagnéstico clinico,
usando una dilucién ¥z (1/5) y 1/10 de los ADN de las muestras.
El tamafio esperado para el producto de PCR fue de 392pb y el
marcador de peso molecular utilizado fue 100pb.

Resultados

A larevisacion clinica del brote ovino se constaté 8 ovejas (28,6%)
afectadas con lesiones costrosas en ubre-pezones en el 75% de
los casos y en boca-morro en el 25 % de las enfermas.

El 100% de los 7 corderos afectados (43,7%) presentaban
lesiones costrosas en morro y labio. Las dolorosas lesiones
costrosas en los corderos y sus madres dificultaban el
amamantamiento. Todas las madres se recuperaron del brote
mientras que la letalidad de los corderos fue del 14,3% (1/7). Las
lesiones costrosas del brote en la majada de cabras se limitaban
a boca y labio tan to en los adultos como en dos cabritos muertos.
La PCR diagnéstica para Ectima realizada sobre el ADN extraido
de las costras recolectadas amplificé un producto del tamafio
esperado. Todas las muestras de ambos brotes fueron positivas
para la presencia del virus ORF, agente causal del Ectima
contagioso (figura 1).
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Figura 1: PCR diagnéstica para Ectima ovino y caprino

Discusion y conclusién

A pesar que en ambos brotes no se pudo comprobar el ingreso de
la enfermedad a través de animales portadores del virus, queda
claro el mayor porcentaje de animales afectados en el brote ovino
comparado con el caprino, demostrando la mayor sensibilidad de
estos animales como lo reportaron otros autores. La época de
presentacion de ambos brotes (invierno) concuerda también con
los reportes realizados por otros autores en el sentido que los
meses frios son mas predisponentes para la aparicién de la
enfermedad. Mediante la prueba de PCR se confirmé
molecularmente la presencia de ADN del mismo virus ORF en las
muestras de costras de ambas especies, confirmando la hipétesis
de que el mismo virus afecta a estas dos especies.
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Introduccion

Los lentivirus de pequefios rumiantes (small ruminant lentiviruses
— SRLVs) son miembros de la familia de los Retrovirus y
comprenden al Virus Maedi-visna (VMV) y al Virus de la arteritis-
encefalitis caprina (Caprine Arthritis-Encephalitis Virus- CAEV)
que infectan a ovejas y cabras. La mayoria de los animales
infectados son asintomaticos, solo un porcentaje desarrollan un
sindrome clinico caracterizados por una enfermedad inflamatoria
multisistémica que afecta pulmones, sistema nervioso central,
articulaciones y glandulas mamarias. A pesar de una fuerte
respuesta inmune, el virus no pude ser eliminado y el animal
permanece como portador por el resto de su vida, y puede
transmitir la enfermedad a animales sanos. MVV y CAEV pueden
ser aislados de explantos de tejidos o de fluidos mediante co-
cultivo con células permisivas por deteccién de efecto citopatico.
Es una técnica muy laboriosa y requiere de un laboratorio con
gran equipamiento. El mejor método diagnéstico es la serologia,
ya que la deteccion de anticuerpos es indicativo que el animal
contrajo la enfermedad. Los ensayos de PCR son muy Utiles
como métodos complementarios a los serologicos,
especialmente durante el periodo de ventana o ante la presencia
de anticuerpos calostrales. Las PCR permiten ademas confirmar
los hallazgos de cultivo celular y realizar estudios de informacién
epidemiolégica molecular. Las muestras elegidas para la
realizacion de ensayos de PCR son las células mononucleares
de sangre periférica (PBMC), leche/calostro, liquido sinovial. Con
el objetivo de disponer de una herramienta de diagnéstico rapida
y complementaria para la deteccion de CAEV/IMVV y se
estandarizé la técnica de PCR segun fue descripta por Olech y
col. (2012) con algunas modificaciones, y se evalué su
performance al aplicarse para el diagnéstico de MVV y CAEV en
muestras de campo procedentes de casos naturales y de
aislamientos en cultivo celular.

Materiales y métodos

Se utilizo la cepa K1514 prototipo de MVV amplificada en células
GSM (membrana sinovial de cabra) para la puesta a punto del
ensayo de PCR, como fuente de virus (RNA) y de provirus (DNA
proviral). Se extrajo DNA y RNA de las distintas muestras
utilizando kits comerciales. A partir del DNA extraido se detect6
el provirus de CAEV/MVV mediante una reaccion de PCR
anidada del gen gag de CAEV/MVV segun Olech y col (2012).
Para la deteccion de ARN viral se realiz6 una reaccion de
trascripcion reversa (RT) a partir de ARN extraido y tratado con
endonucleasa RQ1 RNAse free DNase para degradar el DNA.
La reaccion de RT se llevd a cabo con M-MLV Reverse
Transcriptase y random hexameros. Una vez obtenido el ADN
copia (ADNc) se amplificé por la misma reaccién de PCR. Se
establecio la temperatura de annealing de la reaccién de PCR
mediante un gradiente de temperatura. Se determind el limite de
deteccion de cada una de las reacciones utilizando diluciones
de un lisado de células GSM infectadas con el virus K1514. Se
analizaron distintos tipos de muestras con la PCR puesta a
punto.

A partir de DNA extraido de lisado de células GSM infectadas
con MVV cepa K1514 se estableci6 el ciclado de la reaccion de
PCR donde se observaban la menor cantidad de bandas
inespecificas.

Resultados

Fue posible detectar CAEV/MVV en muestras de sangre entera,
homogenatos de tejidos y en lisados celulares de co-cultivos de
células GSM con liquido sinovial, PBMC y homogenatos de
tejidos. El limite de deteccion observado para la reaccion de PCR
a partir de RNA fue mayor que a partir de DNA cuando se
analizaron diluciones de ambos &cidos nucleicos. Esta
observacion se  repiti6 cuando se  contaminaron
experimentalmente diferentes matrices como sangre entera,
leche, homogenato de tejidos con diluciones del lisado celular de
GSM infectado con MVV-K1514. La reaccion de PCR fue
especifica para CAEV/MVV ya que &cidos nucleicos de
diferentes patdégenos de ovinos y caprinos resultaron negativos
cuando fueron analizados con este ensayo de PCR.

Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se
pudo poner a punto un ensayo de PCR para la deteccién de
CAEV/MVV, con resultados confiables. Esto permite contar con
una herramienta de diagnostico rapida, complementaria a la
serologia, para la detecciébn de animales infectados con
CAEV/MVV, asi como para la deteccion de los agentes en los
ensayos de aislamiento a partir de cultivo de células.
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Introduccién

El Exantema Coital Equino (ECE), causado por
Herpes virus equino 3 (HVE-3), es una enfermedad
venérea, altamente contagiosa y caracterizada por la
formacién de papulas, vesiculas, plstulas y Ulceras en
los genitales externos de yeguas y padrillos. El
diagnostico se realiza principalmente de forma clinica,
ya que las lesiones son muy caracteristicas. Sin
embargo, debido a que existen animales latentemente
infectados en los que el virus se reactiva y re excreta
en forma subclinica y no predecible, la identificacion
de estos animales resulta critica para prevenir la
transmisién de la infeccion 2. El diagndstico de
laboratorio mediante el aislamiento del virus en células
EDerm o la deteccion del genoma viral por PCR
convencional o en tiempo real (QPCR) son alternativas
no apropiadas para el control de ECE en la practica.
La deteccion rapida del virus al pie del animal
contribuiria a disminuir las probabilidades de contagio
al padrillo o entre yeguas, particularmente durante el
servicio natural, Unico método reproductivo en la raza
sangre pura de carrera, y en centros de inseminacion
artificial y transferencia embrionaria en otras razas. El
dispositivo portati POCKIT™ COMBO (GeneReach
USA), que incluye un sistema de extraccion
automatizado (tacoTM mini) y un equipo de PCR
isotérmica aislada portatil (iPCR), ha sido descripto
recientemente para la deteccién rapida, simple y
sensible de otros patdgenos equinos ¢ * 4. El objetivo
de este trabajo fue evaluar el desempefio de la iiPCR
para la deteccion de HVE-3.

Materiales y Métodos

Para evaluar la sensibilidad analitica de la iiPCR, la
misma fue comparada con la técnica de gPCR,
utilizando diluciones seriadas de HVE-3 (E-9283-07
C3A). Para evaluar la especificidad de la iiPCR se
incluyeron virus de referencia y aislamientos de campo
de HVE-1, 2, 4 y virus de arteritis equina (VAE), asi
como también cepas de campo de Salmonella enterica
sv. abortus equi, y Streptococcus equi. Por Ultimo, se
realizé la extraccion de DNA a partir de 85 muestras
de hisopados genitales-perineales (HGP) mediante el
sistema automatizado de extraccién taco™ mini
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los
acidos nucleicos extraidos se analizaron por medio de
las dos metodologias, iPCR y gPCR. La
concordancia entre las mismas se calcul6 a través del
test Kappa.

Resultados

Se establecio el limite de deteccion de la iiPCR (95%)
con un punto final de deteccion similar al de la gPCR.
Ninguno de los aislamientos y cepas de referencia de
HVE-1, 2, 4, VAE, Salmonella enterica sv. abortus
equi, y Streptococcus equi. incluidos en el estudio
fueron detectados por la iiPCR de HVE-3. De las 85
muestras analizadas, 45 resultaron positivas por las
dos metodologias y una negativa por gPCR y positiva
por iiPCR (Tabla 1).

HVE-3gPCR
Positivas ~ Negativas |Total

T |Positivas 8% 1 46

0 |Negativas 0 39 3

2 [rot 5 I &

Concordancia: 98.82%; IC (95%): 95.03% - 100%
Especificidad = 93.34%; Sensibilidad = 100%

Tabla 1: Concordancia entre las técnicas de iiPCR y gPCR
para la deteccion de HVE-3 en muestras de hisopados
genitales-perineales equinos.

A partir de estos datos, se estableci6 un nivel de
concordancia del 98,82% (k: 0,98).

Discusion

A partir del sistema de iiPCR mediante el dispositivo
portatii POCKIT™ COMBO (GeneReach USA) es
posible detectar al pie del animal y en el transcurso de
2 hs (25 minutos para la extraccion de &acidos
nucleicos y 58 minutos para la iiPCR) la presencia de
HVE-3 en muestras de HGP en animales sin lesiones
clinicas de ECE. Por esta razén, el dispositivo portatil
POCKIT™ COMBO (GeneReach USA), es una
herramienta muy valiosa para el diagnéstico y control
de ECE en centros de monta, inseminacion artificial y
transferencia embrionaria.
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Introduccién

La Anemia Infecciosa Equina (AIE) es una enfermedad
de los equinos que se caracteriza por la presentaciéon de signos
clinicos agudos y/o cronicos recurrentes como depresion, fiebre y
trombocitopenia (Issel & Coggins, 1979). Los caballos infectados,
incluidos los asintomaticos, son portadores y fuente de infeccion
durante toda su vida, por lo que su detecci6n temprana es un punto
critico en el control de la AIE. El éxito del diagndstico de la
enfermedad mediante el uso de pruebas serol6gicas depende del
tiempo que tarda el equino en desarrollar una respuesta inmune,
que usualmente es de 45 dias post-infeccién, pero es muy variable
(Issel & Coggins, 1979; Issel & Cook, 1993; Hammond et al., 1997)
y es comUnmente llamado el “periodo de ventana” y de de la
sensibilidad y especificidad de las técnicas diagnosticas. La prueba
de referencia para el diagnéstico de la infecciébn es la
inmunodifusién en gel de agar (IDGA) o test de Coggins. Otra
técnica serolégica comunmente utilizada, es el Enzimoinmuno
ensayo o ELISA (por sus siglas en inglés). A menudo, para la
confirmacion de un resultado positivo a la IDGA se utiliza alguno
de los ELISA disponibles en el mercado. Sin embargo, las pruebas
de ELISA pueden arrojar resultados falsos positivos y cualquier
resultado positivo a ELISA debe confirmarse con la IDGA. Esto
genera cierta controversia a la hora de determinar el estado de
infeccién de un individuo y en la practica implica una pérdida
importante de tiempo antes de poder tomar alguna decisién sobre
el mismo para controlar la enfermedad y limitar la diseminacién del
virus. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una prueba
directa y es capaz de detectar una infeccion de manera muy
temprana y puede detectar reactores positivos incluso antes de
que el caballo haya desarrollado una respuesta inmune, en
aquellos animales subclinicos y en potrillos en los cuales las
pruebas seroldgicas podrian ser mal interpretadas debido a la
presencia de anticuerpos maternos (Nagarajan & Simmard, 2001).

Debido a que los laboratorios no ofrecen cominmente
este tipo de diagndstico molecular para la deteccion de AIE y que
se tuvo acceso a algunos equinos sospechosos de tener la
enfermedad en el sur de la provincia de Cérdoba, el objetivo del
presente trabajo es informar el uso de una PCR anidada para la
deteccién del ADN proviral del virus de AIE.

Materiales y métodos

Entre setiembre de 2015 y marzo de 2016 fueron
remitidas al laboratorio muestras de sangre con anticuagulante
EDTA de 13 caballos de la zona de General Levalle (Provincia de
Coérdoba) cuyo rango de edades iba de los 3 a los 20 afios. Doce
de ellos tenian resultados de IDGA negativos y uno de ellos era
IDGA positivo. Todos pertenecian a o habian estado en contacto
con el grupo de equinos en el que se habia desarrollado uno de los
focos y en el que habian sido detectados 3 casos positivos (IDGA)
que fueron enviados a faena.

El ADN de las muestras de sangre fue extraido con kit
Puri prep S (Inbiohighway) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante y conservado a -20°C hasta su procesamiento. Para
evaluar la integridad del ADN extraido se realiz6 la amplificacién
del gen de la B-actina de acuerdo a las condiciones anteriormente
informadas (Nagarajan 2001). Para la deteccién del ADN proviral
se utilizé la PCR anidada previamente descripta (Nagarajan 2001)
con las mismas condiciones y utilizando los mismos cebadores
informados por los autores. Brevemente, la primera reaccion
utilizando los cebadores P1-P2 y las segundas reacciones
utilizando los cebadores P3-P5 y P4-P5 respectivamente. Los
amplimeros fueron sembrados en gel de agarosa al 1,5% tefiido
con SYBR Green | (Invitrogen) y corridos a 70 v por 45 min.

Resultados

Dos de los equinos resultaron positivos (uno de ellos
habia sido IDGA negativo y el otro habia sido IDGA positivo)
mostrando un amplimero mas nitido al combinar los cebadores P3-
P5. En todas las muestras hubo amplificacién del gen de la B-
actina.

Discusioén

Los resultados obtenidos muestran la utilidad de la
técnica en dos escenarios diferentes. En el primero, del animal que
fue positivo a la PCR anidada y que habia sido positivo a la IDGA,
podria decirse que la PCR fue confirmatoria, ganando tiempo en el
diagnostico y asi en las medidas de control de la infeccién, en lugar
de, en caso que el propietario lo hubiese requerido, confirmar por
ELISA y después volver a confirmar por IDGA. En el segundo
escenario, el caballo que habia sido IDGA negativo pero fue
positivo a la PCR anidada pudo deberse o bien a una infeccion muy
reciente por lo cual el animal no habia seroconvertido adn, o bien
a que se encontraba en el “periodo de ventana”. La identificacién
de este animal hubiese permitido aislarlo o sacrificarlo para evitar
la diseminacién del virus, pero lamentablemente este equino no
pudo ser seguido en el tiempo.

Debido a que cada vez se presentan mas casos de AIE en
zonas no endémicas, la PCR anidada representa una alternativa
rapida de deteccién en animales portadores seronegativos o en
estadios tempranos de infeccién. Deberia poder utilizarse como
prueba oficial en caso de brotes, como lo indica la OIE, para evitar
la diseminacién de la enfermedad.
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INTRODUCCION

En la cuenca lechera del Valle de Lerma, la leucosis bovina tiene
una prevalencia superior al 85%. Existe una elevada mortalidad de
vacas y terneros, por diversas causas, con lo que la sanidad del
futuro rodeo puede ser mejorada actuando sobre la etapa inicial,
brindando a los terneros un calostro sanitarizado!?

Este trabajo propone la evaluacién en modelo cordero, de la
infectividad del virus de la leucosis bovina (BLV) utilizando una
técnica de pasteurizacion de calostro para la prevenciéon del
contagio de leucosis bovina por via galactégena.

MATERIALES Y METODOS

A 13 vacas secas de tercer y cuarto parto se les efectué la prueba
de Elisa P243 y la técnica de PCR en tiempo real para la
determinacién de carga proviral (CP) de BLV4 De las que
resultaron de alta carga, se realiz6 el seguimiento de tres hasta su
parto y se colect6 el calostro de una de ellas. Se tomé una muestra
para la determinacion de la CP y 4 litros del fluido fresco, fueron
sometidos a pasteurizacion tipo batch 59°C, 35 minutos (min), y se
reservaron 4 litros en refrigeracion a 4°C. Las dos fracciones,
pasteurizada y no pasteurizada, se centrifugaron a 2000 rpm por 10
minutos, se les retiré la interfase de grasa, se descartd el
sobrenadante y se resuspendié el contenido celular con PBS
estéril, repitiendo la accién hasta conseguir dos concentrados
celulares limpios -trabajando siempre en flujo laminar-. Cada una
de las fracciones se subdividi6 en 4 partes iguales de 25ml con
PBS estéril, y con ello se inocul6 al azar, por via subcutanea a 8
corderos de 4 meses de edad. Se realiz6 un seguimiento
serolégico de los animales los dias 0, 30, 45, 60 y 90 post
inoculacién (dpi).

RESULTADOS
El andlisis de las muestras de sangre de vacas secas por Elisa y
PCR se presentan en la tabla 1.

Tabla 1: Caravana, resultado serolégico Elisa P24, % de
reactividad, CP expresada en copias de provirus/ pg de ADN.

Resultado % de

Caravana serolégico Reactivida Carga proviral *
658 + 196,4 323950,4
754 + 212,4 213883,8
860 + 166,0 803216,8
905 + 202,8 184605
920 + 120,8 ND 2
926 + 223,6 133350,2
927 + 184,8 286848,8
948 + 196,4 ND 2
1020 + 163,6 7153,6
1046 + 216,8 432478,8
1130 + 208,8 458,4
1207 + 157,2 Coagulada
2233 + 228,0 Coagulada

1 Copias BLV/ug ADN 2 ND= No detectada

Todas las hembras evaluadas fueron serolégicamente positivas a
BLV con una reactividad alta, superior al 100%, que se asocia con
alta CP en la mayoria de los casos®. La prueba de PCR revel6 que
un 63,63% poseia alta carga (mayor a 10.000 copias/ug de ADN),
18,18% baja carga, 18,18% no sobrepasaban el umbral de
deteccién, mientras que dos muestras no pudieron ser procesadas.

En la Tabla 2, se muestra el andlisis de la CP de pellets
resuspendidos de calostros por PCR en tiempo real.

Tabla 2: Muestra, detector fluorescente utilizado, ciclo umbral
promedio para la muestra, copias de provirus por pug de ADN
genémico.

Muestra Detector CuUs Copias BLV/ug ADN
926 calostro Sybr green 35,67 23.8
Calostro positivo ~ Sybr green 31,45 298,3

3 CU= Ciclo umbral

La carga de la hembra dadora de calostro fue de 133350,2 copias
de BLV/ug de ADN vy la del calostro fue de 23,8 copias de BLV/ug
de ADN.

Con respecto a los grupos de corderos, ambos permanecieron
negativos durante todo el seguimiento serolégico.

DISCUSION

Siendo la carga proviral del calostro utilizado baja, como es normal
en el fluido, pero aun asi dentro de lo detectable*S. Los corderos
inoculados con el concentrado pasteurizado al igual que los que
recibieron el mismo sin tratar, no tuvieron cambios en su estado
serolégico, permaneciendo negativos durante los 90 dias del
ensayo, en contraposicion con trabajos previos que utilizaron
contaminacién de leche con lineas celulares infectadas (Lomonaco,
comunicaciéon personal). Esto pudiera deberse a la presencia de
inmunoglobulinas (lg) remanentes en el calostro que pudieran
neutralizar el bajo nivel de expresion virica presente en los
inéculos* o inclusive, se podria pensar que existe un minimo de
carga virica para el desarrollo de la infeccién que no ha sido aun
determinado y que en este ensayo no se alcanz6 dicho umbral.
Debido a que estos resultados no quedarian validados con la
infeccion de los corderos inoculados via subcutanea, con calostro
sin termoprocesar de una CP de 23,8 copias BLV/[ig ADN, es que
se plantea la necesidad de realizar nuevas pruebas con diferentes
CPs, ante la presencia y ausencia de IgG activas -total y
especificas para BLV- antes y después de la pasteurizacion.

Los resultados no son concluyentes a cerca de la efectividad de la
pasteurizacién a 59°C 35 min en calostro para la prevencién del
contagio de leucosis en el modelo cordero.
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Introduccién

El virus de la Diarrea Viral Bovina (vDVB) causa importantes
pérdidas econdémicas en la ganaderia bovina. Una situacion
relevante es la existencia de bovinos persistentemente infectados
(PI) producto de la exposicion congénita al virus; estos animales
son el principal reservorio y fuente de diseminacion del virus [1]. En
consecuencia, la eliminacion de estos animales Pl resulta esencial
para el control del vDVB. Como en otras enfermedades, la DVB
tiene la desventaja que las pérdidas no son féacilmente
cuantificables, por lo que existe falta de conocimiento de su real
implicancia en la produccién. El objetivo del presente trabajo fue
valorizar econémicamente la implementacion de una Estrategia
Sanitaria de Control del vDVB en un rodeo de cria del sudeste
bonaerense.

Materiales y métodos

En un establecimiento de cria bovina de 652 ha, ubicado en el
partido de San Cayetano (Bs. As.) y compuesto por 528 vientres,
el Servicio de Diagnostico Veterinario Especializado (SDVE) del
INTA Balcarce diagnostic6 la mortandad de 29 terneros de un afio
(18 hembras y 11 machos) por enfermedad de las mucosas. En el
establecimiento hubo también 15 abortos y mortalidad neonatal de
30 terneros. En consulta con el SDVE, se decidi6 realizar el
saneamiento del rodeo mediante la deteccion y eliminacion de
animales PI. Para ello se sangr6 la totalidad del rodeo y se
determiné la presencia del vDVB en suero por una técnica
adaptada de nested RT-PCR [2]. Posteriormente, se realiz6 el
andlisis econémico de la situacion mediante la cuantificacion de las
pérdidas econdmicas efectivas y debidas ala DVB y la valorizacion
de la implementacién de la estrategia sanitaria aplicada en un
programa de 5 afios.

Resultados y discusién

Los resultados se abordaron desde tres ejes principales: 1)
diagnéstico de la DVB, 2) cuantificacion de las pérdidas
econdémicas efectivas y debidas al vDVB y 3) valorizacion de la
implementacioén de la estrategia sanitaria de control.

El nimero final de animales diagnosticados Pl fueron 3/528
(0,56%). Adicionalmente, si se considera que los 29 muertos por
enfermedad de las mucosas también eran PI, el nimero total de Pl
en el establecimiento hubiese sido del 5,75%.

Tabla 1: Estimacion de los ingresos no percibidos por abortos y
perdidas perinatales en 2015

Incremento de costos por reposicién de vientres abortados

Kg. por vaca 400
$ por Kg de valores 2015 (precio establecimiento) $14.-
Venta vientre $ 5.400.-
Compra vientre (precio establecimiento) $ 7.500.-
Diferencia reposicion: $2.100.-
Cantidad vacas abortadas 50% de 45 $23.-

Total: pérdidas por reposicion de vientre abortado $47.250.-
Ingresos no percibidos por menor produccién de terneros

Kg. por ternero al destete 160
$ por Kg a valores 2015 (precio establecimiento) $ 28.-
Ingreso no percibido por ternero al destete $4.364.-
Cantidad vacas abortadas 50% de 45 $23.-

Total: ingresos no percibidos por ternero al destete $98.208.-

En cuanto a los abortos y mortalidad perinatal y neonatal, también
podrian ser atribuibles, en parte, al vDVB, ya que el rodeo se
encontraba libre de brucelosis y otras enfermedades reproductivas
y venéreas.

Las pérdidas econOmicas imputables al vDVB, con valores
actualizados a 2015, fueron de $ 369.465.- Se consideraron los
egresos por vacunacion ($10.302.-) y los ingresos no percibidos
por trastornos reproductivos, los cuales totalizaron 45 casos.
Asumiendo que la mayoria de estas pérdidas se debieron
efectivamente a la presencia del vDVB, sélo se imput6 el 50% de
los casos ($ 145.458.-; ver detalle en Tabla 1) y por mortandad de
29 animales de recria de 200 kg de peso vivo medio ($ 152.200.).
Ademés, se incluyeron las erogaciones incurridas por el
asesoramiento del SDVE, tanto en la etapa de reconocimiento del
problema ($ 3.080.-) como en la aplicacion de la propuesta
sanitaria ($ 42.125.-) y el costo de reposicion de los animales PI ($
6.300.-).

Se estim6 un valor aproximado de la implementacion de la
Estrategia Sanitaria de Control del vDVB y en funcion de ello se
calcularon egresos/ingresos para un lapso de 5 afios (Tabla 2).

Se tom6 como momento de valuacion el afio 2015 (Afo 0), dado
que la deteccién de animales Pl y la propuesta de control tuvo lugar
en este periodo. En 2015 los flujos fueron sélo egreso y a los
efectos del presente andlisis, los 5 afios subsiguientes se
plantearon como flujos constantes, en donde los egresos son por
vacunacion y vigilancia. Los ingresos son aquellos que en el Afio 0
fueron considerados como egresos (trastornos reproductivos y
muertes), ya que una vez “saneado” el establecimiento no se
incurrird en esas pérdidas, pudiendo argumentarse que se
obtendran esos “kg de carne adicionales”.

Tabla 2: Valorizacién de la Estrategia Sanitaria de control del vDVB
en un establecimiento de cria

Afio 0 Afio 1 Afio 2 Afio 3 Afio 4 Afio 5

$-10.302| $-10.302| $-10.302| $-10.302| $-10.302| $-10.302

Egresos $-51.505 $-500 $-500 $-500 $-500 $-500

$-307.960 $0 $0 $0 $0 $0

Total egresos $-369.767| $-10.802| $-10.802| $-10.802| $-10.802| $-10.802

Ingresos $0| $307.960| $307.960| $153.980| $ 153.980| $153.980
Total ingresos $0| $307.960| $153.980| $153.980| $ 153.980| $153.980
'"ngZ‘r’:S'g:"OS $-369.767| $297.158| $297.158| $143.178| $143.178| $143.178

Valor de la

implementacion de | $ 207.467
la estrategia al 15%

El ejemplo presentado permitié validar el servicio propuesto y su
potencial utilizacion en amplia escala. Esta valoracion fue positiva
implicando que no sélo se recuperaron los egresos del afio previo
sino qué ademas hubo un valor positivo adicional favorable al
establecimiento.
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ENFERMEDADES INFECCIOSAS DURANTE 1996-2015

A Etchecopaz, G Retamar, M Mesplet, N Guida nguida@fvet.uba.ar

E20- ESTUDIO SEROEPIDEMIOLOGICO DE LA BRUCELOSIS CANINA EN EL PARTIDO
DE BAHIA BLANCA

A. Prochazka, E. Bonzo, G. Miceli y E. Mortola  mortola@fcv.unlp.edu.ar

E21- ACTUALIZACION DE LA SITUACION DE LA BRUCELOSIS EN RUMIANTES
DOMESTICOS DE LA PROVINCIA DE FORMOSA, ARGENTINA

D. Martinez , A.M. Russo, , C. Storani, R. Jacobo, F. Cipolini; E. Martinez, O.A. Mancebo, M.G.
Espasandin, S. Torioni de Echaide _ e-mail: demartinez@vet.unne.edu.ar

E22- ESTUDIO DE PREVALENCIA DE LEPTOSPIROSIS EN CAPRINOS DEL
DEPARTAMENTO BELGRANO, PROVINCIA DE SAN LUIS, ARGENTINA

B. Brihuega , G. Delgado., E. Martin Rodriguez. , M. J. Spina ,S. Grune, M. Martinez , G.
Romero, L. Samartino, C Garro brihuega.bibiana@inta.gob.ar

E23- DISTRIBUCION ESPACIAL DE LA SEROPREVALENCIA Y DE LOS FACTORES DE
RIESGO ASOCIADOS A LA BRUCELOSIS Y LEPTOSPIROSIS EN CANINOS DE MARIA
IGNACIA VELA

M. Rivero, B. Mordn, J. Silva, E. Scialfa, M. Molina Mola, M. Olivera, R. Perdomo, E. Rau, A.
Aguiar, M. Carrizo, J. Passucci, F. Moreno, M. Signorini, S. Estein. mrivero@vet.unicen.edu.ar

E24- EPIDEMIOLOGIA DE BRUCELOSIS Y LEPTOSPIROSIS CANINA EN MARIA IGNACIA
VELA.

M. Rivero, J. Silva, E. Scialfa, M. Molina Mola, M. Olivera, R. Perdomo, E. Rau, A. Aguiar, M.
Carrizo, J. Passucci, M.Signorini, S. Estein mrivero@vet.unicen.edu.ar

E25- PREVALENCIA DE ENTEROPATOGENOS ASOCIADOS A LA EDAD Y AL SINDROME
DIARREICO EN TERNEROS DE RODEOS LECHEROS DE LA PROVINCIA DE BUENOS
AIRES.

Garro, C.J., Morici, G., Tomazic, M., Vilte, D., Bok, M., Vega, C., Parrefio, V., Schnittger, L.
garro.carlos@inta.gob.ar

E26- ESTUDIO SEROEPIDEMIOLOGICO DE LEPTOSPIROSIS CANINA EN EL PARTIDO DE
LOMAS DE ZAMORA

S. Moldes, P.L.Martin y E. Mortola mortola@fcv.unlp.edu.ar

E27- PREVALENCIA DE TRICOMONOSIS Y CAMPYLOBACTERIOSIS EN RODEOS
BOVINOS DE LA PROVINCIA DE SALTA

C Casaretto; C Gorchs; A Mazzuca; M Burgos Zamudio -
carolina.gorchs@labsanisidro.com.ar

E 28- FACTORES ASOCIADOS A LA SEROPREVALENCIA DE CUATRO ENFERMEDADES
REPRODUCTIVAS DE LOS BOVINOS EN EL PARTIDO DE OLAVARRIA.

Spéth, E.J.A.L, Odedn, A.C.1.; Nagy Gyuris, G.?; Moore® 3; D.P.; Armendano, J.1.*%,
spath.ernesto@inta.gob.ar



mailto:nguida@fvet.uba.ar
mailto:mortola@fcv.unlp.edu.ar
mailto:demartinez@vet.unne.edu.ar
mailto:brihuega.bibiana@inta.gob.ar
mailto:mrivero@vet.unicen.edu.ar
mailto:mrivero@vet.unicen.edu.ar
mailto:garro.carlos@inta.gob.ar
mailto:mortola@fcv.unlp.edu.ar
mailto:carolina.gorchs@labsanisidro.com.ar
mailto:spath.ernesto@inta.gob.ar

INMUNOLOGIA

|1- COMPARACION DE DIFERENTES PRUEBAS SEROLOGICAS PARA EL DIAGNOSTICO
DE NEOSPOROSIS BOVINA

B. Valentini, S. Caspe, E. Primo, S. Torioni de Echaide, I. Echaide
valentini.beatriz@inta.gob.ar

I2- USO DE LA TECNICA DE POLARIZACION FLUORESCENTE PARA EL DIAGNOSTICO
DE BRUCELLA EN CHAETOPHRACTUS VILLOSUS

M. S. Kin, H. Giménez, M. Fort
I3- ESTANDARIZACION DE LA POTENCIA DE LA TUBERCULINA BOVINA

A. Bernardelli, F. Martino, C. Martino, J. Rui, A. Briggiler, A. Baima, P.Costamagna, M. Signorini

l4- RESPUESTA VACUNAL A IBR EN TERNEROS CON HIPOCUPROSIS

Lizarraga RM, Galarza EM, Rosa DE, Lasta G, Mattioli GA mattioli.fcv.unlp@gmail.com

I5- DESARROLLO DE METODOLOGIAS INMUNOLOGICAS PARA LA MEDICION DE
EFICACIA DE VACUNAS ANTI-AFTOSA EN CERDOS

FC Mansilla, JM Sala:, S Galdo Novo, F Besone, MV Trotta, Fabrisio Alustiza, Raul Franco,
Jorge Brunori, HG Piscitelli, AV Capozzo capozzo.alejandra@inta.gob.ar

16- DESARROLLO Y VALIDACION DE UN KIT DE ELISA PARA EL DIAGNOSTICO DE LA
NEOSPOROSIS BOVINA

FC Mansilla, | Gual, MS Pérez-Aguirreburualde, NP Cardoso, ME Quintana, AV Capozzo

[7- INMUNOGENICIDAD DE DISTINTAS VACUNAS INACTIVADAS DE SALMONELLA
AVIARES DE USO EN LA ARGENTINA

M Bombicino, C Leiva, A Kaloghlian, MV Terreray P Chacana mbombicino@senasa.gov.ar

I8- APLICACION DE UN ELISA NACIONAL PARA DIFERENCIAR INFECCIONES AGUDAS
DE CRONICAS DE NEOSPORA CANUNIM EN DIFERENTES SISTEMAS PRODUCTIVOS

R. Pereyra, R. Neumann, F. Mansilla, V. H. Suarez, A. Capozzo

19- EVALUACION DE LA INMUNOREACTIVIDAD Y CONSERVACION DE CANDIDATOS
VACUNALES DE CRYPTOSPORIDIUM PARVUM

Tomazic M.L. Lombardelli J., Poklepovich T., Rodriguez A.E., Galarza R., Toledo J. Garro C.1,
Tiranti K., Florin-Christensen M. y Schnittger L. tomazic.mariela@inta.gob.ar
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110- DIAGNOSTICO DE BRUCELOSIS PORCINA: ANALISIS DE CONCORDANCIA ENTRE
PRUEBAS SEROLOGICAS PARA ESTABLECIMIENTOS ENDEMICOS Y LIBRES

.R. Bence ; S.E. Gutiérrez P. Soto ; H. M. Echevarria C.S. Cacciato M.A. Rivero, S. M. Estein
arbence@vet.unicen.edu.ar

[11- RESULTADOS PRELIMINARES DE UN ELISA PARA ANAPLASMOSIS QUE PERMITE
DIFERENCIAR ANIMALES VACUNADOS DE INFECTADOS.

M. Sarli, C.S. Thompson, M. B. Novoa, S. T de Echaide y M. E. Primo primo.maria@inta.gob.ar

112- OPTIMIZACION DE UN ELISA INDIRECTO PARA CUANTIFICAR ANTICUERPOS
BOVINOS CONTRA PARAINFLUENZA VIRUS 3

Echague H, Ferrecio C, Garcia S Maidana, S., Rodriguez A; Odeon M; Parrefio V, Romera, S.
romera.alejandra@inta.gob.ar

113- DINAMICA DE ANTICUERPOS CONTRA Actinobacillus Pleuropneumoniae en
hembras con diferente nimero ordinal de partos

P. Tamiozzo, A. Carranza, B. Menseguez, A. Ambrogi ptamiozzo@ayv.unrc.edu.ar

|114- RESPUESTA INMUNE HUMORAL EN TERNERAS PREPUBERES INMUNIZADAS
CON LA CEPA LOCAL NC- Argentina LP1 DE NEOSPORA CANINUM

Y Hecker, F Fiorani, | Gual, MR Leunda, S Pereyra, M Mazzanti, L Olmos, | Llada, J
Migliavacca, E Louge, LM Campero, P Zamorano, G Cantén, A Odeén, DP Moore.
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PARASITOLOGIA

P1- EFECTO DE LOS NEMATODES GASTROINTESTINALES SOBRE LOS NIVELES
SERICOS DE CALCIO, FOSFORO, MAGNESIO, COBRE Y ZINC EN TERNEROS.

Milcheloud, J.F; Martinez, G.M.; Rosa, D.E; Ventura, M.B; Mattioli, G.A; Suarez, V.H.
micheloud.juan@inta.gob.ar

P2- TASAS DE SEROPOSITIVIDAD PARA NEOSPORA CANINUM, TOXOPLASMA GONDII
Y SARCOCYSTIS SPP. EN CIERVOS COLORADOS (CERVUS ELAPHUS).

Dellarupe A, Moré G, Soler JP,Rambeaud M, Pardini L, Campero LM, Gos ML, Unzaga JM,
Venturini MC.

P3- NEOSPOROSIS (Neospora caninum): REPORTE DE UN CASO EN UN CANINO DEL
NORTE DE LA PROVINCIA DE CORRIENTES
R. Cardozo, C. Storani, D. Martinez, F. Bogado, M.F. Cipolin  rb-cardozo@hotmail.com

P4- EL PRIMER ESTUDIO COMPARATIVO INTER-LABORATORIAL IBEROAMERICANO
DE PRUEBAS SEROLOGICAS PARA EL DIAGNOSTICO DE LA NEOSPOROSIS BOVINA
DEMOSTRO VARIABILIDAD DE RESULTADOS

Campero LM, Moreno-Gonzalo J, Venturini MC, Moré G, Dellarupe A, Rambeaud M, Valentini,
B, Echaide I, Campero CM, Moore DP, Fort M, Mota RA, Serrano-Martinez ME, Cruz-Vazquez
C. Ortega-Mora LM, Alvarez-Garcia G. ‘lcampero@fcv.unlp.edu.ar

P5- EPIDEMIOLOGIA Y DIAGNOSTICO DE LA PIROPLASMOSIS CANINA EN BUENOS
AIRES

D. F. Eiras, D. Vezzani, G. Moré diegoeiras@fcv.unlp.edu.ar

P6- DETECCION DE REACCIONES SEROLOGICAS HACIA ANTIGENOS
INMUNODOMINANTES POR IMMUNOBLOT Y COMPARACION CON
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA PARA EL DIAGNOSTICO DE NEOSPOROSIS Y
TOXOPLASMOSIS EN PERROS

De Felice L, Campero LM, Venturini MC, Unzaga JM |defelice@fcv.unlp.edu.ar

P7- DESARROLLO DE UNA PCR SEMIANIDADA DUPLEX PARA LA DETECCION DE ADN
DE Sarcocystis aucheniae EN MUESTRAS DE SANGRE DE LLAMA

C. Decker Franco, S. Romero, A. Ferrari, R. Mamani, L.Schnittger, M. Florin-Christensen
decker.cecilia@inta.gob.ar

P8- EVIDENCIAS MORFOLOGICAS Y MOLECULARES SOBRE UNA NUEVA ESPECIE DE
DIROFILARIA EN PERROS DEL NORTE DE LA PATAGONIA ARGENTINA

D. Vezzani, G. Moré, A. Varni, D.F. Eiras bpleiras@gmail.com

P9- AUSENCIA DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS EN UNA VACA INFECTADA

CON NEOSPORA CANINUM

Gual I, Campero LM, Hecker YP, Leunda MR, Cano DB, Venturini MC, Odeén AC, Moore DP.
gual.ignhacio@inta.gob.ar
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P10- DIAGNOSTICO DE ENDO Y ECTO PARASITOS EN BUFALOS (Bubalus bubalis); EN
LOS DEPARTAMENTOS DEL NOROESTE DE LA PROVINCIA DE CORRIENTES.

J. D. Alvarez; T. Rigonatto; E. I. Martinez; O. Racioppi; S. E. Ramirez
parasito@vet.unne.edu.ar

P11- EVALUACION DE AISLAMIENTOS DE TRITRICHOMONAS FOETUS SOBRE EL
MODELO MURINO EN GESTACION

Monteavaro, C , Doumecq, M.L ; Falcon, J.E.; Soto P . Barbeito, C.
cmonteav@vet.unicen.edu.ar

P12- ESTUDIO SEROLOGICO DE TOXOPLASMA GONDII Y NEOSPORA CANINUM EN
ROEDORES SINANTROPICOS DE ZONAS URBANAS Y PERIURBANAS DE LA CIUDAD
DE LA PLATA

Dellarupe A, Fitte B, Robles MR, Navone G, Campero, LM, Bernstein, M; Rambeaud, M,
Venturini, MC, Unzaga JM. adellarupe@gmail.com

P13- EXTRACCION DE ADN DE LEISHMANIA SPP. A PARTIR DE SANGRE ENTERA
CANINA: NUEVO METODO SENSIBLE DE BAJO COSTO

M.E. Ascencio, M. Florin-Christensen, L. Schnittger.. Rodriguez rodriguez.anabel@inta.gob.ar

P14- DIAGNOSTICO MOLECULAR POR PCR DE TRYPANOSOMA EVANSI EN EQUINOS
DE LA PROVINCIA DE FORMOSA

E.F. Dubois, M.S. Paoletta, A.S.Florentin, A.M.Russo, C.M. Monzon, S.E. Wilkowsky
fernando_dubois@hormail.com

P15- DIAGNOSTICO MOLECULAR DE TRYPANOSOMA VIVAX EN PEQUENOS
RUMIANTES

DEL ESTE DE LA PROVINCIA DE FORMOSA

Florentin AS, Paoletta MS, Dubois EF, Monzén CM, Wilkowsky SE florentinas@gmail.com

P16- ESTUDIO DE PREVALENCIA DE HEPATOZOON spp. EN CANINOS DE LA CIUDAD
DE JUANA KOSLAY (SAN LUIS)
Moyano J. D.y Rossanigo C. E. rossanigo.carlos@inta.gob.ar

P17- PRINCIPALES GENEROS DE GARRAPATAS PREVALENTES EN BOVINOS DE
PEQUENOS PRODUCTORES LECHEROS DE LA PROVINCIA DE MISIONES

H. Lovera; E. Sticotti; M. Maci6; M. Schneider; C. Rang; C. Motta; G.; E. Bergamo; J. Giraudo
hlovera@ayv.unrc.edu.ar

P18- EVALUACION DE LA RESISTENCIA ANTIHELMINTICA EN MAJADAS DEL CENTRO-
SUR DE CORDOBA (ARGENTINA). RESULTADOS PRELIMINARES

H. Lovera; V. Nievas; J. Fernandez; E. Sticotti, J. Raviolo,C. Descarga; J. Giraudo
hlovera@ayv.unrc.edu.ar

P19- ANALISIS DE BROTES DE BABESIOSIS Y ANAPLASMOSIS BOVINA
DIAGNOSTICADOS EN EL AREA DE SALUD ANIMAL DEL INTA SALTA, ARGENTINA.
PERIODO 2006-2016

V. Ardoz ; J.F. Micheloud; A.B. GaidoT; A.O. Salatin; D.H. Aguirre araoz.virginia@inta.gob.ar



mailto:parasito@vet.unne.edu.ar
mailto:cmonteav@vet.unicen.edu.ar
mailto:adellarupe@gmail.com
mailto:rodriguez.anabel@inta.gob.ar
mailto:fernando_dubois@hormail.com
mailto:florentinas@gmail.com
mailto:rossanigo.carlos@inta.gob.ar
mailto:hlovera@ayv.unrc.edu.ar
mailto:hlovera@ayv.unrc.edu.ar
mailto:araoz.virginia@inta.gob.ar

P20- EPIDEMIOLOGIA Y EFECTO DE LOS PARASITOS GASTROINTESTINALES EN LA
CRIA BOVINA DE LA REGION DE SELVAS Y PASTIZALES PEDEMONTANOS

V.H. Suérez, J.F. Micheloud, G.M. Martinez, A.E. Viflabal vsuarez@-correo.inta.gov.ar

P21- DETERMINACION DE Hepatozoon canis EN CANINOS DEL CENTRO DE
REINSERCION MUNICIPAL DE LA CIUDAD DE RiO CUARTO

C. Motta; L. Espinoza; M. Fiorimanti; M. Richardet; H. Lovera; C. Guendulain; P. Gonzalez; V.
Nuesch; S. Oberto; Martin, V. cmotta@ayv.unrc.edu

P22- SEROPREVALENCIA DE NEOSPOROSIS EN BOVINOS PERTENECIENTE A
PEQUENOS PRODUCTORES EN LA CUENCA LECHERA DE AURORA, PROVINCIA DE
MISIONES

J. Fernandez; J. Giraudo; E. Sticotti; M. Macio; M. Schneider; C. Rang; A. Rojo; G.Gomez; V.

Nievas; C. Sturniolo; H. Lovera; E. Bergamo; D. Zubeldia - jgiraudo@ayv.unrc.edu.ar
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PATOLOGIA

PT1- NIVELES SERICOS DE CALCIO, FOSFORO, MAGNESIO, COBRE Y ZINC EN VACAS DE CRIA'Y
TERNEROS EN EL CHACO TROPICAL SALTENO.

Milcheloud, J.F; Suéarez, V.H, Martinez, G.M.; Rosa DE, Ventura MB, Mattioli, GA.
micheloud.juan@inta.gob.ar

PT2- USO DE TIRAS REACTIVAS DE ORINA PARA ESTIMAR LA PREVALENCIA EN RODEOS
AFECTADOS POR HEMATURIA ENZOOTICA BOVINA.

Micheloud JF ; Colque Caro LA; Suarez V; Riet-Correa F  micheloud.juan@inta.gob.ar

PT3- DEFICIENCIA PRIMARIA DE SELENIO EN CORDEROS CON DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE
MIOPATIA NUTRICIONAL

Rodriguez AM, Cesa A, Victoria D, Schmidt D, Fernandez EL, Brambilla EC rodriguez.alejandro@inta.gob.ar

PT4- EVALUACION DE MODELO EXPERIMENTAL PARA OBTENCION DE
CELULAS CON POTENCIAL NEUROGENICO DE MEDULA ESPINAL EN RATAS

RB Luna, A Pastoriza, RA Guerrero, RE Escalante. lunarominab@gmail.com

PT5- HALLAZGOS EN NERVIO SOMATICO A TENER EN CUENTA EN EL DIAGNOSTICO
POST-MORTEN DE PATOLOGIAS DE TRASTORNO MOTOR EN ANIMALES

RB Luna, H Parry Vega, AR Guerrero, ER Escalante, HS Grifasi lunarominab@gmail.com

PT6- VARIACIONES HEMATOLOGICAS Y BIOQUIMICAS EN CANINOS CON TUMOR VENEREO
TRANSMISIBLE INDUCIDAS POR EL TRATAMIENTO CON VINCRISTINA
C. Maffrand; A. Benzoni; G.Cabral; M.Fiorimanti; A.Alcoba, G. Morilla, S. Rossi; C. Merkis.

cmaffrand@hotmail.com

PT7- REGIONES ORGANIZADORAS NUCLEOLARES EN EL PRONOSTICO DEL TUMOR VENEREO
TRANSMISIBLE CANINO

C. Maffrand; A. Benzoni; A. Alcoba, S. Babini; N. Schleef; M. Fiorimanti; C. Merkis. cmaffrand@hotmail.com

PT8- ELECTROLITOS Y GASES EN SANGRE EN CANINOS Y FELINOS QUE INGRESAN AL SERVICIO
DE URGENCIA Y CUIDADOS INTENSIVOS DE LA CLINICA VETERINARIA

J. Galvez , J. Mouli, A. Larsen y E. Mortola mortola@fcv.unlp.edu.ar

PT9- CASUISTICA DE PLANTAS TOXICAS EN EL NORESTE ARGENTINO, DURANTE EL PERIODO
2005 A 2015
P. Thompson; S.G. Caspe; E. J.A.Spath; L.A. Chalich; J.M._Sala  sala.juan@inta.gob.ar

PT10- ALTERACIONES DE LOS FACTORES PLASMATICOS Y SU IMPLICANCIA EN LAS PRUEBAS
HEMOSTATICAS BASICAS EN PACIENTES CON TRIADA LETAL

Esarte, MS; Baratcabal FM; Pérez M; Marquez, AG; Calvo, D; Fuensalida S; Falzoni E; Micciullo, VS
marcesarte@hotmail.com

PT11- ESPONGIOSIS CEREBELAR Y CEREBRAL CONGENITA EN TERNEROS ASOCIADA AL
CONSUMO DE STENOCARPELLA MAYDIS

J. Cora Ibarra, I. Llada, J. Migliavaca, M. Mazzanti, L. OIlmos, L. Lischinsky, Y. Hecker, A. Ode6n, G. Cantén,
E. Odriozola *odriozola.ernesto@inta.gob.ar
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PT12- EFECTO DE LA DEFICIENCIA DE Zn SOBRE LAS GANANCIAS EN TERNEROS

Galarza EM, Rosa DE, Lizarraga RM, Campora L, Mattioli GA mattioli.fcv.unlp@gmail.com

PT13- MAL DEL PIQUILLIN: REPRODUCCION EXPERIMENTAL EN POLLOS PARRILLEROS
G. Jauregui, E. Redondo, D. Cristos, A. Salvat, F. Delgado jauregui.gloria@inta.gob.ar

PT14- LA ADICION DE TANINOS DE CASTANO Y QUEBRACHO EN LA DIETA ESTABILIZA LA
MICROBIOTA RUMINAL EN BOVINOS.

J.M. Diaz Carrasco; C. Cabral, L.M. Redondo , N. Pin Viso , M.D. Farber , M.E. Fernandez Miyakawa
diazcarrasco.j@inta.gob.ar

PT15- LA ANEMIA COMO CONSECUENCIA TEMPRANA DE LA HIPOCUPROSIS EN TERNEROS

Rosa DE, Lizarraga RM, Galarza EM, Fazzio LE, Mattioli GA mattioli.fcv.unlp@gmail.com

PT16- PROCESAMIENTO DE MUESTRA DE SANGRE DE LLAMA: PURIFICACION DE GLOBULOS
BLANCOS

MM Odeon, S Romero, SA Romera romera.alejandra@inta.gob.ar

PT17- DIAGNOSTICO MACROSCOPICO DE ABSCESO HEPATICO EN BOVINOS PARA CARNE
TERMIANDOS EN CONFINAMIENTO UTILIZANDO DISTINTOS PROMOTORES DE CRECIMIENTO

C Cabral, E. Redondo, F Delgado ccabral@silvateam.com

PT18- VALORES DE CALCIO, FOSFORO, MAGNESIO Y PROTEINAS EN SUERO DE LLAMAS (LAMA
GLAMA) DE LA PROVINCIA DE JUJUY

R.E. Marin, O.D.Medina, P.A. Corregidor raulemarin@hotmail.com

PT19- VALORES HEMATOLOGICOS Y BIOQUIMICOS DEL PUMA ANDINO (Puma concolor) EN LA
ESTACION DE FAUNA AUTOCTONA DE LAS COSTAS DE SAN LORENZO, SALTA, ARGENTINA.

Mazzuca A, Borrelli L, AquinoJ laboratorio.veterinaria@ucasal.edu.ar

PT20- OBSERVACION DE LEISHMANIA SPP. EN TUMOR VENEREO TRASMISIBLE EN UNA HEMBRA
CANINA EN LA CIUDAD DE MERCEDES, CORRIENTES.
M.V. Pertile Carla Natalia; M.V. Bazzalo Valeria. Carlapertile10@ hotmail.com ; valeriabazzalo@ hotmail.com

PT21- CANCER MAMARIO CANINO: EXPRESION DEL ONCOGEN HER2-NEU EN LOS
DISTINTOS TIPOS HISTOPATOLOGICOS
Pereira, M.E.; Fidanza, M.M.; Arteze, J.; Vartabedian, A; Falzoni, E mpereira@fvet.uba.ar

PT 22- MODIFICACIONES DEL MEDIO INTERNO EN CANINOS CON INSUFICIENCIA CARDIACA
CONGESTIVA

Gonzéalez Sebastian ; Buzzano Orlando ; Artese Joaquin ; Jensen Mario ; Falzoni, E sebvet@hotmail.com



mailto:mattioli.fcv.unlp@gmail.com
mailto:jauregui.gloria@inta.gob.ar
mailto:diazcarrasco.j@inta.gob.ar
mailto:mattioli.fcv.unlp@gmail.com
mailto:romera.alejandra@inta.gob.ar
mailto:ccabral@silvateam.com
mailto:raulemarin@hotmail.com
mailto:laboratorio.veterinaria@ucasal.edu.ar
mailto:Carlapertile10@hotmail.com
mailto:valeriabazzalo@hotmail.com
mailto:mpereira@fvet.uba.ar
mailto:sebvet@hotmail.com

VIROLOGIA

V1- OBTENCION Y EVALUACION DE CULTIVOS PRIMARIOS DE ORIGEN EPITELIAL PARA EL
AISLAMIENTO DE LOS VIRUS CAEV Y ORFV
O. Zabal, AM Dodero, R. Reina, M. Valenzano, AV Peralta peralta.andrea@inta.gob.ar

V2- COINFECCION DE ANEMIA INFECCIOSA EQUINA Y TRYPANOSOMOSIS EN EQUINOS DE
TRABAJO DE UN ESTABLECIMIENTO DE BASAIL, CHACO

D. Martinez, C. Storani, R. Jacobo, F. Cipolini; E. Martinez, Espasandin, A.G_demartinez@vet.unne.edu.ar

V3- DETECCION DEL HERPESVIRUS BOVINO 4 EN EL TRACTO REPRODUCTIVO BOVINO DURANTE
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