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EDITORIAL

La AAVLD celebrara por primera vez un Congreso virtual, en su version numero XXIIl; una modalidad inédita
para nosotros y a lo que tuvimos que adaptarnos. También por primera vez nuestra gestion se extendi6 a tres
afos, todo un desafio y durante el que tuvimos la mirada puesta en cumplir los objetivos fijados en nuestro
Estatuto teniendo siempre presente que la llegada al Asociado debia ser fundamental. Por eso, se trabajo
arduamente en la actualizacion de la base de datos y asi logramos realizar cursos, talleres, jornadas y ahora
nuestra XXIIl Reunion Cientifica Técnica muy préxima a concretarse.

Agradecemos infinitamente a todos los actores que de una u otra manera haran posible llevar a cabo esta
reunién; comenzando con los disertantes por el incondicional apoyo y aceptacion a esta nueva modalidad que
sin dudas con sus excelentes conferencias enalteceran el nivel de la misma; a los autores de los trabajos
cientificos que a pesar de la situacion dificil que se atraviesa han dedicado su tiempo a la investigacion y al
aporte cientifico en apoyo al diagnéstico en salud; a los profesionales evaluadores de los mencionados
trabajos que incondicionalmente nos han apoyado y dedicado su valioso tiempo en esta tarea de tanta
responsabilidad; a las entidades auspiciantes por el apoyo y confianza en darnos su aval; a las varias
empresas patrocinadoras que sin condiciones nos han brindado el respaldo y el apoyo econémico
fundamental para este logro; a los integrantes de las Comisiones Cientificas que durante estos tres afios han
apuntalado nuestra Asociacion; a los integrantes de la Comision Directiva y Revisora de Cuentas por el
compromiso, el esfuerzo, el entusiasmo y la resiliencia para enfrentar este nuevo desafio; a todos los
asistentes asociados y no asociados que sin dudas haran un esfuerzo para asistir y a todas las personas que
de alguna manera también haran su aporte.

Dra. Nirma Alicia Gonzalez

Presidente
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LEPTOSPIROSIS BOVINA COMO ZOONOSIS

Dr. Ariel Alejandro Koval
Biogénesis Bagd, Garin, Provincia de Buenos Aires, Argentina
ariel.koval@biogenesisbago.com

Casos humanos de leptospirosis en Argentina son reportados periédicamente en diferentes Provincias. La mayoria de las veces se trata
de casos aislados que involucran un nimero relativamente reducido de personas. La enfermedad cobra mayor notoriedad cuando fallecen
pacientes o son afectadas muchas personas, hecho que ocurre ante fenémenos climéaticos extraordinarios, como lo fue la gran inundacién
de Santa Fe en el afio 2003. En paises tropicales donde se producen fuertes lluvias y tormentas estacionales anualmente, grandes
inundaciones invariablemente traen aparejado el aumento de casos en humanos. Esto se explica porque diferentes especies de animales
portadores eliminan leptospiras a un ambiente que favorece la sobrevida y dispersion de la bacteria. Personas que pasan mucho tiempo
en el agua tienen un riesgo muchisimo mas alto de infeccion, sumado a que la piel se reblandece y favorece el ingreso de la bacteria.
Leptospira es una bacteria labil si la orina infectada se seca rapidamente, lo que explica la disminucién del riesgo de infeccién durante la
estacion seca. Otra condicion que predispone a la aparicion de brotes de la enfermedad es el aumento indiscriminado de alguna especie
animal reservorio, por lo general roedores. Periddicamente factores ecol6gicos y/o biol6gicos permiten una multiplicacion exacerbada de
ratas u otros roedores, en general por un exceso de alimento, que favorecen la reproduccién por encima de los niveles considerados
normales. En Argentina quizas el fenémeno mas conocido sea la multiplicacion indiscriminada del ratén colilargo en la Patagonia,
asociada a la floracién periddica de la cafia colihue. Si bien este fendmeno no involucra a la leptospirosis, dispara el aumento de casos
de otra enfermedad grave producida por el hantavirus y resulta un buen ejemplo para explicar estos fenémenos. El riesgo de brotes
graves es mayor si se combinan los factores. Como ejemplo se puede citar la Primera Guerra Mundial, que se caracteriz6 por ser una
guerra de trincheras. Con la lluvia las trincheras se anegaban y se llenaban de agua y barro, las ratas se reproducian de manera
descontrolada por exceso de alimento a partir de los cadaveres y constituian una verdadera plaga que directamente impedia dormir a
las tropas. Hubo muchos soldados afectados por la “enfermedad de Weil” que, en ese contexto, probablemente fuera el “mal menor”. La
leptospirosis es una enfermedad subdiagnosticada en todo el mundo. Leptospirosis leves se confunden con otras enfermedades como
cuadros gripales y no se diagnostican. Los sintomas son inespecificos y si no es frecuente en una regién, muchos médicos naturalmente
no la consideran en el diagnéstico diferencial. En nuestra region, a nivel veterinario, es una enfermedad conocida, tanto en pequefios
como en grandes animales. Los perros que son llevados periédicamente a control veterinario suelen vacunarse con vacunas polivalentes
que contienen la fraccion leptospira. En el campo, es una enfermedad de alto impacto en la produccion ganadera produciendo grandes
pérdidas econémicas debidas a tormentas de abortos y mortalidad de animales jovenes. El ganado se suele vacunar con vacunas
reproductivas que contienen uno 0 mas serovares en su composicion antigénica o directamente con vacunas especificas para prevenir
la enfermedad en los animales. Sin embargo, su rol como agente zoonético no es del todo conocido. Investigaciones que han sido
publicadas demuestran que tamberos y trabajadores rurales de importantes cuencas lecheras de Argentina tienen escaso conocimiento
de las zoonosis en general y de la leptospirosis en particular. Tampoco son conocidas las vias de transmision de los distintos agentes
zoonoticos. En afios recientes, el Servicio Técnico de Biogénesis Bago intervino en 2 brotes de leptospirosis bovina donde se infectaron
el duefio y 2 operarios en el primer caso y la responsable del tambo en el segundo. Todos los pacientes requirieron internacion en terapia
intensiva, lo que indica que se traté de cuadros severos, aungue no hubo que lamentar victimas fatales. Ambos establecimientos lecheros
no vacunaban, estaban en situacion de inundacién y, en uno de ellos, conviviendo los bovinos con cerdos. Se aisl6 la bacteria (serovar
Pomona) en la mayoria de los animales muestreados (orina de vacas abortadas) y los cultivos fueron positivos antes de los 7 dias. Esto
da una idea de la cantidad de leptospiras que estaban siendo eliminadas al ambiente. Los bovinos son reservorios de algunas especies
de leptospiras adaptadas a esta especie como Leptospira borgpetersenii serovar Hardjobovis y se infectan con serovares denominados
incidentales o no adaptados como los serovares Pomona y Canicola. Si existen animales eliminando leptospiras por orina pocas
actividades pueden ser mas riesgosas que el trabajo en una fosa de ordefie. Y mas aln si los operarios no conocen este riesgo, al que
se exponen 2 veces por dia durante los 365 dias del afio. Manos mojadas, mucosas sin proteccion, operarios trabajando por debajo del
nivel de los animales que, con cada miccion, generan aerosoles y microgotas en un ambiente himedo. No es casualidad que paises
como Nueva Zelanda, donde la lecheria es un pilar de la economia nacional, tengan un largo historial de trabajadores de tambos
infectados por leptospiras. Pero la vacunacion sistematica en tambos y criaderos de cerdos permitié disminuir los casos humanos de un
pico de 875 pacientes infectados en 1974 a menos de 35 en 1997. La vacunacion de los animales es la mejor y mas probada herramienta
para disminuir el riesgo de infeccion en los humanos que trabajan con ellos. Los Veterinarios que trabajan en lecheria, que también son
grupo de riesgo, pueden dedicar tiempo a concientizar a productores y capacitar operarios en relacion con las zoonosis. Pueden disefiar
los planes sanitarios e incluir la vacunacion prolija y sistematica para prevenir leptospirosis. Pero no dejan de ser acciones individuales,
un “trabajo de hormiga”. Si se pretende alcanzar a todos los establecimientos, el ejemplo de Nueva Zelanda puede ser analizado. Vacunas
de calidad, con control de potencia oficial y aplicadas bajo un plan de vacunacion obligatoria en los tambos pueden contribuir a disminuir
las pérdidas que provoca esta enfermedad en los animales y cuidar a las personas que trabajan en estrecho contacto con ellos.

FORMULACION DE UN DIAGNOSTICO MACROSCOPICO EN GRANDES Y PEQUENOS ANIMALES:
CUANDO LAS LESIONES INDICAN LA POSIBLE PATOLOGIA

Dr. Francisco A. Uzal

California Animal Health and Food Safety Laboratory. Faculty of Veterinary Medicine, University of California, Davis. San Bernardino
LabBranch, CA, US.
fauzal@ucdavis.edu

A-DEFINICIONES
Hay 4 definiciones fundamentales para tener en cuenta al momento de formular un diagnéstico macroscépico: 1) Diagndstico morfoldgico;
2) Diagnostico etioldgico; 3) Etiologia o causa y 4) Nombre de la enfermedad o condicion.

1-Diagnéstico morfoldgico

El diagnostico morfolégico describe la lesion pero no identifica la causa. Por ejemplo: “enteritis granulomatosa difusa”, “bronconeumonia
supurativa focal”.

Los tres modificadores indispensables para formular un diagnéstico morfolégico son érgano, proceso y distribucion. Los modificadores
opcionales incluyen severidad y duracion.

Modificadores indispensables
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i) Organo: el érgano afectado debe estar incluido o implicado en todo diagnéstico morfoldgico. Por ejemplo “enteritis”, “neumonia”,
“necrosis hepatica”.
ii) Proceso: los cuatro procesos fundamentales en la produccién de enfermedad son: Inflamacién, Necrosis/Degeneracion, Neoplasia y
Anomalias del desarrollo. Frecuentemente, sin embargo, mas de uno de estos procesos fundamentales coexisten en una lesién. Por
ejemplo, en la mayoria de los procesos inflamatorios hay cierto grado de necrosis y viceversa, muchas neoplasias presentan inflamacion
y necrosis, etc. Lo importante es determinar entre estos cuatro cual es el proceso primario y/o mayoritario y utilizar ese conocimiento
para establecer el diagnéstico morfolégico. Por ejemplo en una neumonia sabemos que el proceso primario es inflamatorio, aunque haya
cierto grado de necrosis y por eso la llamamos neumonia y no necrosis pulmonar. En los casos de intoxicacion por Wedelia glauca la
lesion principal es necrosis hepatica, a pesar de que siempre hay cierto componente inflamatorio y por eso llamamos a la lesién necrosis
hepética y no hepatitis. A su vez, cada uno de estos cuatro procesos fundamentales en la produccién de enfermedad se clasifican en
distintos tipos como se explica a continuacion.
Inflamacioén: la inflamacién se clasifica de acuerdo al componente primario en supurativa, fibrinosa, granulomatosa, hemorragica,
necrotizante, proliferativa, linfoplasmocitica, ulcerativa y catarral. A veces se pueden usar combinaciones de dos o mas de estos
modificadores: por ejemplo “fibrino-supurativa”, etc.

Necrosis: las principales formas de necrosis son de coagulacion, licuefactiva y caseosa.

Neoplasia: las neoplasias tienen su propio sistema de clasificacion, cuya descripcion va mas alla del alcance de este articulo.
Para establecer un diagnostico morfologico de una neoplasia alcanza con mencionar la neoplasia y la ubicacién. Por ejemplo “piel;
carcinoma de células escamosas”, “linfosarcoma renal”. Sin embargo, a veces pueden agregarse otros modificadores tales como focal o
multifocal, primario o metastatico, etc.

Anomalias del desarrollo: para los desordenes del desarrollo no hay modificadores especificos y se utilizan con frecuencia los nombres
especificos de las anomalias, como por ejemplo “amelia”, “amorphus globosus”, “ciclopia”, etc.

iii) Distribucion:

Focal: ubicacion Unica y discreta.

Focal extensa: ubicacion Unica y discreta de gran tamafio.

Multifocal: focos de ubicacion mdltiple y discreta separados por tejido normal.

Milliar, diseminada, embdlica: es una variedad de la distribucién multifocal y describe lesiones principalmente distribuidas por via
sanguinea.

Multifocal a coalescente: lesiones multiples que se juntan para formar una lesién grande.

Difusa: involucra todo el tejido.

Unilateral/ bilateral/simétrica: estos modificadores se utilizan para describir distribucion de lesiones en 6rganos pares o simétricos,
como por ejemplo pulmones y cerebro, respectivamente.

Transmural: abarca todas las capas de la pared de un érgano hueco. Por ejemplo “enteritis transmural”.

Modificadores Opcionales

i) Severidad: generalmente se usa una escala subjetiva que incluye leve, moderada y severa.

ii) Duracion: los indicadores de duracion también suelen ser subjetivos a menos que haya por ejemplo evidencia clara de fibrosis u otras
lesiones que sabemos con seguridad que llevan varios dias en producirse. Estos incluyen:

Aguda: lesiones producidas en segundos a horas, generalmente por problemas vasculares o infiltrado inflamatorio. Usualmente no se
ven lesiones macroscopicas.

Subaguda: lesiones producidas en horas a dias y pueden o no ser visibles macroscépicamente.

Crénica: lesiones producidas en dias a semanas. Estas son las lesiones que macroscépicamente suelen ser mas floridas

iii) “Con”. Algunas lesiones pueden definirse mejor morfolégicamente si luego de incluir los modificadores mencionados arriba se
agregan algunos otros. Por ejemplo, la tipica lesion de la piel en la erisipelosis porcina es “vasculitis cutanea multifocal, con infartos
dérmicos”. En este caso la lesion principal es vasculitis, pero el resultado son los infartos cutaneos.

2-Diagnostico etiolégico
El diagnostico etioldgico incluye sitio y agente. Por ejemplo “Enteritis micobacteriana” o “Micobacteriosis intestinal”

3- Etiologia o causa
La etiologia es el agente o condicion que caus6 el problema y puede ser un agente infeccioso, una deficiencia mineral, un toxico, una
mutacién genética, etc. Por ejemplo “Mycobacterium avium, subespecie Paratuberculosis”, “deficiencia de selenio”, “Wedelia Glauca”.

4-Nombre de la enfermedad o condicion

El nombre de la enfermedad se aplica a algunas enfermedades que tienen nombres que no necesariamente reflejan la etiologia o el
diagnéstico morfoldgico, pero que son lo suficientemente conocidas por su nombre propio para que quien lo lea sepa a que nos referimos.
Por ejemplo “paratuberculosis”; “enterotoxemia”, “piometra”, etc.

B-DESCRIPCION DE LESIONES MACROSCOPICAS

El objetivo de la descripcion macroscopica es describir los cambios observados para, a través de la interpretacion de los mismos, llegar
a un diagnostico morfolégico y si es posible a un diagnéstico etiologico, a una etiologia y/o al nombre de la enfermedad. Mientras que la
observacion es objetiva, la interpretacion es subjetiva y depende de los conocimientos previos que el observador tenga de la condicion.
Los parametros a describir incluyen color, extension, distribucién, demarcacion, textura y consistencia.

Color

El color innato de las células y el estroma se modifica por la cantidad de sangre en el lecho vascular y pigmentos como la mioglobina,
esteroides, bilis, melanina, etc. Los colores oscuros suelen ocultar colores claros. Los diferentes colores son sugestivos de distintos
cambios.

Rojo: Este color indica hemorragia, congestion y/o hiperemia. Las hemorragias casi siempre se asocian a necrosis y es raro observar
solo hemorragia (ejemplo de esto ultimo es la intoxicacién por warfarina).

Blanco: Necrosis e inflamacion son los dos procesos mas comunmente asociados con el color blanco, aungue el blanco aparece también
en hueso, grasa, tejido conectivo fibroso, depoésitos minerales, queratina y uratos. Los focos blancos de diferentes tamafios y bordes
indefinidos estan generalmente vinculados a inflamacion linfocitaria y macrofagica. Los focos blancos intensos y algo brillantes, bien
demarcadas en piel en general estan producidos por calcinosis circunscripta.

Amarillo: Necrosis que involucra lipidos, bilirrubina, fibrina, meconio, produccion de esteroides (estos Ultimos dan en general una
tonalidad naranja).

Verde: Este color se ve asociado a pigmentos biliares (pseudomelanosis), algunos procesos con infiltracion masiva de neutréfilos o
eosinofilos, necrosis de coagulacion en aves, infecciones por algas u hongos, hemosiderina y aspiracion de material vegetal.
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Negro: Asociado a sangre, melanina, necrosis, pigmento de trematodes, carb6n exégeno y H,S. Por ejemplo el rifidn de una oveja puede
verse negro por la presencia de hemoglobina debido a la hemdlisis producida por la intoxicacion por cobre.

Extension
La extension se refiere al porcentaje del 6rgano afectado, lo que a su vez ayuda al diagndstico y a establecer la severidad del proceso.

Distribucion

El patrén de distribucion ayuda a determinar la patogénesis de un proceso. Por ejemplo, Histophilllus somni en el bovino provoca multiples
areas focales de hemorragia y necrosis en cerebro, lo que sugiere distribucion por via sanguinea. Las lesiones simétricas casi siempre
son de origen metabdlico o téxico (por ejemplo, la encefalomalacia simétrica focal debida a la toxina épsilon en la enterotoxemia ovina).

Demarcacion
El grado con que la lesion esta definida del tejido anormal adyacente ayuda a establecer si la lesion es aguda o crénica (si por ejemplo
hay una capsula esto indica que la lesién es crénica).

Textura
Si se puede esparcir la lesién con un cuchillo, probablemente esas células no estén unidas entre si lo que indica que probablemente
sean células muertas. Las células vivas, por otro lado, son dificiles de separar manualmente.

Consistencia

La consistencia se refiere a como se siente el tejido a la palpacion, e incluye varias posibilidades.

Gas: aire atrapado en el tejido (enfisema)

Fluido: el tejido parece o se siente himedo o parece una pelota de agua. El fluido puede ser edema, sangre, trasudado, exudado rico
en liquido, efusiones, orina, etc.

Blando: el tejido es pobre en células y rico en liquidos como exudado o trasudado.

Firme: el tejido es pobre en liquidos y abundante en células: hiperplasia, neoplasia, fibrosis, etc.

Duro: tejido con mineralizacion.

Contorno

El contorno se refiere al grado con que la lesion esté elevada o deprimida con respecto al tejido adyacente.

Sobreelevado: indica que hay algo agregado, pudiendo tratarse de células y otros componentes inflamatorios, fluido, neoplasia o
elementos normales. Por ejemplo la vejiga de un gato con mucosa sobreelevada por gas en cistitis enfisematosa.

Deprimido: indica que algo se perdio; por ejemplo necrosis, atrofia o fibrosis (en al ultimo caso, el tejido conectivo se contrae, deprimiendo
el tejido). Por ejemplo, en el rifion de un conejo infectado con E. cuniculi se pierden nefronas que son remplazadas por tejido conectivo
fibroso.

Plano: la lesién no esta ni elevada ni deprimida respecto al tejido circundante. Esto en general indica que es una lesion reciente y no
hubo tiempo para cambios de volumen. Por ejemplo, en un perro lesiones rojas de diferentes tamafios debido a infartos producidos por
Herpesvirus canino.

Tamafo
Es importante estimar o medir el tamafio de las lesiones, porque esto tiene impacto en el significado clinico de la misma.

IVERMECTINA: BASES FARMACOLOGICAS DE SU POTENCIAL ANTIVIRAL

Prof. Carlos Lanusse

Med. Vet., Dr Cs Vet., Ph.D., Dip ECVPT
Laboratorio de Farmacologia, Centro de Investigacion Veterinaria de Tandil (CIVETAN),
CONICET-CICPBA-UNCPBA, Tandil, Argentina.
clanusse@vet.unicen.edu.ar

El reposicionamiento de farmacos es una estrategia que busca identificar nuevas indicaciones para farmacos ya aprobados con otra
finalidad, o sea para tratar condiciones diferentes a las de su proposito original. La extension temporal y la elevada inversion econémica
requerida en los procesos de descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas, han motivado el planteo de estrategias de identificacion
de “viejos farmacos para nuevos usos”. Aunque el reposicionamiento ha sido primariamente focalizado en la busqueda da farmacos
alternativos para el tratamiento del cancer, el mismo se ha extendido a una variedad de campos terapéuticos. El reposicionamiento por
tamizaje virtual (metodologia computacional) esta basado en el analisis de la estructura proteica. Se utiliza para identificar nuevos
compuestos bioactivos, en base a la conformacion/posicion optima del ligando en su blanco molecular (receptor). Trabajando con
moléculas existentes (probadas y seguras), se acelera considerablemente el tiempo/esfuerzo requerido para la aprobacion hacia una
nueva indicacion. Ante la sorpresiva irrupcion de la pandemia por el virus SARS-CoV-2, se ha realizado un notable esfuerzo para
encontrar alternativas de tratamiento basadas en el reposicionamiento de moléculas existentes. Farmacos antiparasitarios, antivirales,
antimicrobianos, antiinflamatorios, antihipertensivos, anticuerpos monoclonales, entre otros, han sido evaluados como posibles
tratamientos para el COVID-19.

El farmaco ivermectina ha sido un exitoso antiparasitario de uso masivo en salud animal y humana. Hoy se estima que méas de 2000
millones de personas han sido tratadas con ivermectina para el control de diferentes enfermedades parasitarias (oncocercosis,
geohelmintiasis, pediculosis, etc.) a lo largo de los ultimos 30 afios y sin observarse efectos adversos mayores, lo cual es una prueba
elocuente de la seguridad del farmaco. Pero ademas la ivermectina ha sido investigada, como modelo de molécula de reposicionamiento
hacia otras varias indicaciones terapéuticas. Su descubrimiento y posterior desarrollo significé un punto de inflexion en la historia de la
terapia antiparasitaria que se ha proyectado hacia otros posibles campos terapéuticos en base a su accion pleiotropica sobre una variedad
de blancos celulares. Su actividad antiviral, antiinflamatoria, inmunomoduladora y antitumoral ha sido descripta en los Ultimos afios.
Desde abril del 2020, la ivermectina surgié como una molécula promisoria por sus potenciales efectos sobre el SARS-CoV-2, a partir de
la evidencia de su efecto antiviral in vitro a concentraciones muy elevadas. Desde ese momento, se han realizado diferentes tipos de
estudios para evaluar su actividad in vivo y medir los beneficios clinicos de su uso preventivo y/o curativo en pacientes con COVID-19.
El efecto antiviral de la ivermectina radica primariamente en la inhibicién del transporte nuclear mediado por el heterodimero de la
importina alfa/betal (responsable de la importacién nuclear de proteinas virales). Ademas de este efecto indirecto sobre el transporte
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nuclear, otros blancos para un efecto antiviral directo han sido descriptos, utilizando técnicas de acoplamiento molecular in silico. Se ha
demostrado que la ivermectina tiene afinidad por la proteina S de la espicula viral, la enzima convertidora de angiotensina 2, y la proteasa
de transmembrana serina 2, constituyéndose en blancos moleculares responsables de una actividad antiviral directa. Entre los varios
aspectos farmacodinamicos por los cuales puede explicarse la actividad antiviral, existe consenso en que el principal mecanismo identifica
a la ivermectina como un inhibidor del transporte nuclear mediado por importina, lo cual parece fundamental para el ciclo de vida de
diferentes virus ARN, tales como el virus del dengue, encefalitis equina venezolana, el virus del oeste del Nilo, Zika y HIV entre otros.
Ademas, se ha demostrado que la ivermectina podria ser un importante agente terapéutico o preventivo contra virus con genoma ADN
como el de la Pseudorabia porcina y recientemente se ha evidenciado una importante actividad antiviral in vitro contra diferentes virus
que intervienen en la enfermedad respiratoria bovina y sobre el virus de la fiebre aftosa, todo lo cual abre un nuevo campo de estudio en
el marco de la virologia animal tanto para la ivermectina como para otros farmacos quimica y mecanisticamente relacionados dentro de
la familia de las lactonas macrociclicas.

La actividad antiinflamatoria y/o inmunomoduladora de ivermectina, lo cual podria resultar beneficioso para atenuar la patologia pulmonar
inducida por el SARS-CoV-2, ha sido descripta recientemente. Dicha actividad antinflamatoria podria estar sustentada en la capacidad
pleiotrépica de la ivermectina para actuar sobre diversos receptores. Por ejemplo, un agonismo parcial en receptores de glicina con
canales de cloro asociados presentes en diversas células del sistema inmune, tales como macroéfagos, neutrofilos alveolares y del
endotelio vascular, células de relevancia en el proceso inflamatorio pulmonar. Por otra parte, esta demostrado que la ivermectina se
comporta como un modulador positivo alostérico de receptores nicotinicos, y recientemente se corroboré que el virus SARS-CoV-2 podria
interrumpir mecanismos antiinflamatorios endégenos mediados por la via colinérgica a través de la interaccion de la proteina S viral con
dichos receptores. La ivermectina también ha sido propuesta junto con otros farmacos, como una herramienta terapéutica para regular
las cascadas mediadas por la familia de enzimas conocida como Janus kinasas (JAKs) que desencadenan efectos inflamatorios y
trombdticos ante la presencia del SARS-CoV-2. Evidentemente, existen diferentes mecanismos que podrian explicar el efecto
antiinflamatorio de la ivermectina y su potencial contribucién para atenuar la exagerada respuesta inflamatoria observada a nivel pulmonar
en respuesta a la infeccién viral, sustentado por los resultados de modelacién de los perfiles de concentracion de ivermectina que se
alcanzarian a nivel del tracto respiratorio en seres humanos, basado en la informacién previa obtenida en bovinos en nuestro Laboratorio.
La relacién directa entre exposicion sistémica (concentraciones de ivermectina) y la disminucion de la carga viral en las secreciones
respiratorias de pacientes tratados con dosis elevadas al inicio de los sintomas de la enfermedad, se demostré en un estudio clinico
multicéntrico realizado en Argentina. Este trabajo mostré por primera vez la existencia de una correlacion entre aspectos farmacocinéticos
(PK) y el efecto antiviral como indicador farmacodinamico (PD). La evidencia de una relacién PK/PD para el efecto de ivermectina frente
al virus se evidencié con una correlacion positiva entre los niveles de ivermectina en sangre y la reduccion de la carga viral en las
secreciones nasofaringeas de los pacientes tratados. En los pacientes que mostraron las mayores concentraciones de ivermectina en
sangre luego de un régimen de tratamiento de 0.6 mg/kg durante 5 dias consecutivos, la velocidad de aclaramiento viral fue 4 veces
mayor respecto al grupo control. En resumen, desde el punto de vista farmacodinamico, la ivermectina tendria una respuesta antiviral
que podria combinar acciones indirectas (inhibicion del transporte a través de la membrana nuclear) y directas sobre blancos moleculares
del propio virus. Ademas, su efecto benéfico frente a los cuadros asociados a COVID-19 podria verse potenciado por sus efectos
antiinflamatorios, los cuales serian de utilidad clinica para atenuar la tormenta de citoquinas desencadenadas durante el desarrollo de la
enfermedad. En este contexto se destaca la actividad cientifica desarrollada en Argentina y orientada al disefio y evaluacién de una
formulacién de ivermectina en forma de spray nasal en un modelo animal, que permiti6 demostrar una notable ventaja en relacion a las
concentraciones del farmaco que se alcanzan en el regiéon nasofaringea y tracto pulmonar, abriendo un camino alternativo y novedoso
para la aplicacion intranasal (actualmente en evaluacion clinica) de este farmaco en el futuro.

Desde la aparicion de los resultados cientificos que corroboraron los efectos in vitro de la ivermectina sobre el virus del SARS-CoV-2, se
han desarrollado una importante cantidad de estudios de investigacion para evaluar el uso de este farmaco dentro de una estrategia de
tratamiento preventivo y/o terapéutico. Los resultados obtenidos han generado un elevado interés y un enorme debate publico a escala
nacional e internacional. Hoy existe un importante cuerpo de evidencia cientifica disponible en la literatura (eficacia y seguridad) que
sustenta el efecto favorable de la ivermectina sobre el SARS-CoV-2. Sin embargo, han surgidos caminos divergentes entre el intento (a
veces desordenado por la premura) de la ciencia por aportar evidencias clarificadoras en los aspectos clinicos, la posicion de los entes
regulatorios y el interés de las corporaciones farmacéuticas. Esto ha planteado un dilema adn no resuelto, que dificulta la posibilidad de
avanzar con el reposicionamiento de una molécula (segura y econémica) que podria haber resultado de mayor utilidad en la actual
pandemia en todo el mundo.

Nota: En el marco de esta conferencia se presenta una revision actualizada y esquematica de la informacién cientifica disponible sobre
el efecto antiviral del farmaco ivermectina. La comprension y analisis de la misma se sustenta en 25 afios de experiencia y aportes
cientificos sobre las propiedades farmacoldgicas de este farmaco y otros quimicamente relacionados, generados desde nuestro
Laboratorio de Farmacologia Veterinaria, CIVETAN. Este aporte al conocimiento sobre la tematica de reposicionamiento de un exitoso
farmaco antiparasitario como potencial agente antiviral, se realiza poniendo en evidencia el rol que nuestra profesion veterinaria tiene en
el marco del paradigma de abordaje médico de “una salud”. Queda disponible ante la requisitoria de los interesados, el sustento
bibliografico de la informacién técnica que se aporta en este resumen.

INTERPRETANDO CON CALIDAD LOS RESULTADOS BIOQUIMICOS EN LA CLINICA
DE PEQUENOS ANIMALES

Dr. Eiras, Diego Fernando'?
1Departamento de Epizootiologia y Salud Publica, FCV, UNLP, Buenos Aires, Argentina. 2Laboratorio DIAP (Diagndstico en Animales
Pequefios), Banfield, Buenos Aires, Argentina.
diegoeiras@diap.com.ar

La presente disertacion tiene como objetivo abordar la tematica de la calidad del laboratorio de analisis clinicos veterinarios desde la
relacion que se establece de manera cotidiana entre el veterinario de laboratorio y el veterinario clinico. Para ello vamos a pensar el
sistema de calidad de un laboratorio desde las etapas que se inician y finalizan en el paciente. El veterinario clinico usualmente resulta
ajeno al conjunto de procesos y procedimientos que conciernen a la etapa analitica, es decir, lo que sucede dentro del laboratorio y en
los detalles de las técnicas utilizadas para la obtencion de resultados. Pero la calidad de un estudio no se reduce a los momentos de la
intimidad de los ensayos y por esto se distinguen fases preanaliticas y posanaliticas que influyen de manera significativa en el sistema
integral de calidad.

¢ Coémo interviene el veterinario clinico en la calidad de los estudios de laboratorio? Quien atiende al paciente se encuentra involucrado
de manera activa en la calidad de la etapa pre-analitica ya que, a diferencia de lo que puede suceder en los laboratorios de medicina
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humana, el veterinario clinico es en muchos casos quien toma y remite las muestras al laboratorio. Aun sabiendo de la responsabilidad
por la obtencion de una buena muestra, el punto de partida del sistema de calidad se encuentra mucho antes, en una etapa denominada
pre-pre-analitica, o sea, el momento del examen clinico y la solicitud de los estudios acordes para ese paciente particular. La concepcion
de la calidad desde el ingreso del paciente al consultorio funciona como un disparador del proceso que el laboratorio pondra en marcha
y volvera al paciente con un resultado interpretable y seguro para la toma de decisiones clinico-terapéuticas. A esta Ultima etapa la
denominamos pos-pos-analitica y es concebida como el momento donde las acciones que se implementen en un paciente individual
dependen del aseguramiento de la calidad de los resultados desde el principio hasta el final del mencionado proceso.

Esto quiere decir que la calidad, por asi decir, de un valor de urea o creatinina no solo puede verse afectada por la calidad del
procedimiento aplicado, el equipamiento utilizado, los reactivos y hasta la tension eléctrica en el momento de la medicion. Esta etapa
“analitica” que necesita de mucha atencion y control se encuentra sumergida dentro del laboratorio y poco importa todo lo que hagamos
por la calidad alli si la muestra fue mal tomada, proviene de un paciente sin ayuno, fue ingresada erroneamente al sistema o se encuentra
mal acondicionada. Resulta también inconsistente si el valor que entrega este sector tiene buena precision y veracidad, pero luego es
trasladado erroneamente al informe que se emite. Ambas etapas, preanalitica y posanalitica son pilares fundamentales en la calidad
del laboratorio clinico, pero, aunque todo lo antedicho hubiera salido bien (i.e. con los desvios aceptables), de nada va a servir al paciente
recibir un buen resultado de urea y creatinina si su problema no estaba relacionado con el rifién o si en base a los valores dentro del
intervalo de referencia dejan al paciente sin atencién médica para su rifién enfermo por causa de un informe con errores de transcripcion.

Se propone de esta manera ampliada buscar una definicion de calidad en la mutua interrelacion de confianza y confidencialidad entre el
laboratorio y el veterinario clinico, no pudiendo funcionar el uno sin el otro sin comunicarse de manera permanente. El siguiente esquema
resume las fases del sistema de la calidad en un laboratorio de analisis clinicos veterinarios, mostrando las etapas intralaboratorio y
extralaboratorio y la integracion de los momentos de la interrelacion necesaria entre el veterinario de laboratorio y el veterinario clinico.

Aseguramiento de la Calidad en el Laboratorio Veterinario
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FAUNA SILVESTRE Y RIESGO DE ZOONOSIS: EL JABALI COMO MODELO DE ESTUDIO

Dr. Sergio Abate
Centro de Investigaciones y Transferencia Rio Negro (UNRN-CONICET), Viedma, Rio Negro, Argentina

En las Ultimas décadas se ha incrementado la velocidad de cambios ambientales, como consecuencia de causas naturales y antropicas.
Este fenémeno ocurre a escala global, y genera gran preocupacion debido a su relacion con el incremento de riesgos para la Salud
Publica. El aumento de la poblacion humana, junto al cambio en el uso de la tierra y la expansion de la frontera agropecuaria, explican
en gran medida el fenémeno de fragmentacion y disminucion de areas naturales, e incrementan la probabilidad de contacto entre seres
humanos y sus animales domésticos con reservorios silvestres de enfermedades infecciosas. La actual pandemia del SARS Cov 2 nos
obliga a reflexionar sobre la asociacion entre el incremento de zoonosis emergentes y reemergentes y el mayor contacto entre fauna
silvestre y el ser humano en la interfaz entre los ambientes silvestre y doméstico. En un importante documento elaborado desde el
enfoque “un mundo, una salud” (FAO:2013) se identifica a la ganaderia actual como el eslabén mas débil de la salud mundial, y la
prevencion del contagio de patégenos entre el ambiente silvestre y el doméstico como uno de los cuatro frentes de accion para el manejo
de las enfermedades en el nuevo contexto mundial. Aunque el estudio sanitario de animales silvestres en la interfaz silvestre y doméstico
lleva varias décadas en el mundo, su consideracion como politica publica es relativamente reciente en Argentina. No solo resulta
necesario detectar enfermedades emergentes y reemergentes, sino hacerlo con rapidez para la decisién de politicas eficientes orientadas
ala salud publica. La informacién obtenida, también resulta relevante para el comercio internacional de ganado, alimentos y subproductos
de origen animal, debido a la necesidad de demostrar la ausencia de enfermedades de interés comercial en un pais o una region, para
acceder a mas y mejores mercados en la exportacion de produccién pecuaria, asi como para mantener los mercados existentes.
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El jabali (Sus scrofa) es uno de los mamiferos invasores mas dafiinos del planeta (Lowe et al., 2000), que llegé a nuestro continente
desde Europa hace mas de un siglo. Algunas caracteristicas biolégicas y ecolégicas lo convierten en un excelente centinela para la
vigilancia epidemiolégica de enfermedades emergentes: sus habitos alimentarios omnivoros oportunistas, su capacidad de
desplazamiento de al menos 40 km diarios y su gran adaptacion a diferentes tipos de ambientes, y la tendencia a vivir en grupos con
estrecho contacto, facilitan que adquiera infecciones y las mantenga en el grupo. Por otro lado, y teniendo en cuenta la legislacién vigente
referida a fauna silvestre, su condicion de exético invasor facilita su manipulacion y toma de muestras para estudios en comparacion con
la fauna silvestre nativa. Su carne es tradicionalmente utilizada para consumo humano en muchas regiones de Argentina, (en su mayor
volumen sin control sanitario de inocuidad), por ello las acciones de vigilancia epidemiolégica en jabali resultan muy Utiles para conocer
riesgos de surgimiento de nuevas zoonosis emergentes, asi como para prevenir zoonosis de transmision alimentaria y por manipulacion
de piezas de caza.

Enfermedades parasitarias

Considerando que la elaboracion de embutidos para consumo en crudo constituye uno de los sus usos mas frecuentes de la carne de
jabali, (con fines comerciales o para autoconsumo), la triquinosis es una de las enfermedades parasitarias méas preocupantes en estos
animales. En el laboratorio de zoonosis de la UNRN se estudi6 el posible ciclo silvestre de la triquinosis en Patagonia noreste durante
los dltimos afios (Winter, 2019) no pudiendo encontrar casos positivos en jabalies ni en roedores silvestres por digestion artificial. Los
resultados coinciden con otros estudios, desarrollados en la misma regién. Sin embargo, en Patagonia andina ha sido reportada una
prevalencia aparente (PA) superior al 3% en el afio 2015 (Lauge, 2015), y referentes de Parques Nacionales alertan sobre el incremento
de casos positivos en laboratorios de triquinosis de Neuquén y Rio Negro. En el Parque Nacional el Palmar de Colon, hace algunos afios
se realiz6 un estudio en que se demostro la circulacion de Trichinella spp en jabalies, y luego (Cohen 2010), y luego de varios afos de
implementar un programa de presion de caza selectiva, (eliminando a los ejemplares de mayor porte y edad) actualmente los analisis
arrojan resultados negativos a esta parasitosis. Este dato es relevante, porque aporta informacion Util sobre el manejo de una zoonosis
mediante el control de una especie dafiina para el ambiente y la produccién. Actualmente se denuncian casos de jabalies positivos a
Trichinella spp en diferentes regiones del pais, constituyendo un riesgo para la Salud Publica.

La presencia de Toxoplasma gondii en jabali también ha sido estudiada, encontrandose n=18/144 casos positivos (12,5%) en muestreos
realizados entre los afios 2015 y 2018 en Patagonia noreste. Considerando que los embutidos para consumo crudos (curados por sal y
desecacion) constituyen uno de los usos mas frecuente de la carne de jabali para autoconsumo, resulta critico el porcentaje de NaCl que
cada familia utiliza en la receta para elaborarlos, ya que por debajo de 2,5% esta sal es incapaz de inactivar al parasito.

Otro parasito que esta siendo estudiado es Sarcocystis spp. En Patagonia andina, sobre 96 muestras de jabalies (provincias de Rio
negro y Neuquén) Elizabeth Chang Reising encontr6 una prevalencia del orden del 47%. En una muestra, se identific6 mediante
microscopia electrénica un quiste compatible con S. suihominis con capacidad zoonética. En otro estudio desarrollado en un area mayor
de nuestro pais (Patagonia y zona centro-este), sobre 259 muestras la PA superé levemente el 50% (Helman, 2021).

Enfermedades bacterianas

La brucelosis es una de las zoonosis bacterianas méas importantes, en las que el jabali jugaria un papel importante como reservorio. Se
han realizado estudios serolégicos en diferentes regiones de nuestro pais en la Ultima década: El Palmar del Colon (area protegida bajo
programa de control de jabali), Patagonia noreste (area de produccion ganadera extensiva), Bahia Samborombén (area protegida sin
plan de control de jabali). En todos los estudios desarrollados en areas sin planes de manejo de jabali, se han detectado casos positivos
a Brucella cepa lisa mediante BPA + FPA: 7% para una zona de Patagonia noreste donde hay actividad ganadera, y 1,89% para un area
natural de la Bahia de Samboromb6n en Buenos Aires. Estos resultados manifiestan que, en ausencia de manejo de esta especie, el
jabali representa un riesgo para transmision de brucelosis al ser humano, por contacto directo (manipulacién de la pieza de caza) o por
infeccion de animales domésticos intermediarios, entre los que se encuentra el ganado bovino y o porcino.

La tuberculosis es otra zoonosis bacteriana importante, para la cual el jabali ha demostrado ser un importante reservorio. Se han realizado
estudios serolégicos, por analisis de lesiones macroscépicas, cultivo, aislamiento e identificacién molecular, en diversas partes del pais.
En una zona ganadera de la Patagonia noreste, sobre 30 linfonddulos de la cabeza de jabalies se identificaron n= 12 positivos (40 %), 7
resultaron M. bovis y los 5 restantes micobacterias atipicas. Este valor es alarmante, por constituir un riesgo por contacto directo por
quienes manipulan y consumen esta carne asi como por el posible pasaje del jabali al ganado.

La brucelosis y la tuberculosis resultan relevantes, por su poder zoonético y su impacto en la produccion. La infeccion en el ser humano
podria ocurrir desde la obtencion de la pieza de caza y durante todo el proceso de manipulacion, eviscerado y manejo de la carcasa.
Como existe la tradicion de caceria con perros, éstos también estan en riesgo de infeccion ya que toman contacto con las visceras de
los jabalies abatidos. El pasaje al ganado podria ocurrir por contacto directo o indirecto: no solo las fuentes de agua constituyen puntos
de contacto eventuales entre el ganado y la fauna silvestre, sino ciertas areas de refugio y sombras, como ha sido demostrado en
Patagonia noreste (Cifuentes 2018). El SENASA viene implementando programas de control de brucelosis y tuberculosis en ganado
desde hace afios, cuyos costos son afrontados por los productores pecuarios. En estos planes de control se regulan varias acciones,
entre ellas la identificacion de ganado infectado y su eliminacion. La presencia de jabalies con brucelosis y tuberculosis que acceden a
establecimientos pecuarios constituye una amenaza para los programas oficiales de control de estas enfermedades, asi como un factor
de mantenimiento y dispersion de estas zoonosis.

La leptospirosis es otra zoonosis estudiada en jabalies de diferentes zonas del pais. Aunque la metodologia aplicada (microaglutinacion
o MAT) no permite identificar la especie de Leptospira responsable de la infeccién, nos orienta sobre el serogrupo al que pertenece. En
un alto porcentaje de casos, los jabalies han manifestado serologia positiva a serogrupos que incluyen especies con importancia
zoondética y poder patégeno en el ganado: en Patagonia noreste hemos encontrado una PA cercana al 20% (Abate 2018). Una PA del
36% fue encontrada en Bahia Samborombén, con n=30/83 animales positivos (Carpinetti, 2016). Este ambiente con mayor humedad,
cursos de agua superficial y bafiados, y con mayor densidad de fauna, pueden explicar la prevalencia del 30% observada en la provincia
de Buenos Aires, en comparacion a lo observado en Patagonia noreste. En el Palmar del Colén se encontré una PA de casos positivos
a MAT cercana al 40%. En todos los casos, L. Pomona es el serovar mas prevalente. Hay registro del aislamiento de L. borgpetersenii
de material fetal de jabali en Patagonia andina (Brihuega 2017), que ha mostrado homologia genética con aislamientos de otras especies
de animales domésticos y silvestres, sumando evidencia sobre el papel del jabali en el mantenimiento y difusion de la leptospirosis.

Enfermedades virales
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La hepatitis E es responsable del mayor nimero de casos de hepatitis en varios lugares del mundo, su transmision suele ser fecal-oral,
aungue el consumo de carne de animales infectados también ha sido reportado. En Argentina esta siendo estudiada desde hace poco
tiempo, no obstante, ya se ha identificado la presencia de este virus en fuentes de agua natural y en jabalies (Pisano 2019). En Patagonia
noreste hemos encontrado n= 20 animales positivos sobre 102 animales estudiados (19,6 %), utilizando un método de ELISA
estandarizado. Estos resultados alertan sobre el potencial del jabali para diseminar este virus interactuando con el ser humano de manera
indirecta (a través del ganado doméstico) o de manera directa.

Otras enfermedades con eventual poder zoonético, como la aftosa, han sido estudiadas en jabalies de Argentina, con el interés de
realizar una vigilancia sobre la circulacién de este virus que resulta de mucho interés por las implicancias en el comercio internacional.

En el manejo de las zoonosis resulta critico la eliminacion del agente infeccioso en las fuentes de infeccién. Tradicionalmente la mayoria
del enfoque se ha puesto en los animales de compafia y produccion. La fauna silvestre ha demostrado jugar un papel crucial en el
mantenimiento de zoonosis y su potencial riesgo de transmision al ser humano (de forma directa o indirecta a través de los animales
domésticos), manifiesta un continuo incremento en muchos paises del mundo: aquellas personas que acceden a fauna silvestre para
consumo como alimento, quienes viven en zonas silvestres o en adyacencias a éstas, quienes trabajan en ambitos rurales, se encuentran
en riesgo de adquirir zoonosis emergentes o reemergentes segin la OMS. Este hecho debe alertar a los servicios veterinarios oficiales
y privados, laboratorios de diagndstico, productores agropecuarios y personas y entes responsables de la fauna silvestre. Los resultados
aqui expresados constituyen una evidencia insoslayable para que los decisores de politicas publicas implementen programas de control
de jabali (ayudando de esa manera al manejo de las enfermedades que esta especie puede transmitir), incluyendo asi a la fauna silvestre
en los planes oficiales de control de enfermedades pecuarias con capacidad zoonética, y difundiendo la necesidad de adoptar medidas
de bioseguridad en establecimientos pecuarios con el fin de evitar el contacto entre fauna silvestre y el ganado.
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ZOONOSIS EMERGENTES O DESATENDIDAS: BARTONELLA spp.
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Taxonomia

El género Bartonella, actualmente este género esta compuesto por todas las especies que anteriormente se incluian en el género
Bartonella, Rochalimaea y Grahamella. El analisis filogenético con el gen 16S rRNA como marcador mostré un clado con todas las
especies del orden Rickettsial y excluye al género Rochalimaea y a B. bacilliformis, estos fueron agrupados en un clado con a-
proteobacterias y fue eliminado del orden Rickettsial.

Los datos disponibles sobre Bartonella spp. se han ampliado rapidamente durante los Gltimos afios, ya que se ha descubierto que este
grupo de organismos esta asociado a un espectro creciente de enfermedades emergentes y reemergentes. Hasta la fecha, se han
encontrado mas de 20 especies diferentes de Bartonella en una variedad de mamiferos, y el nimero de Bartonella spp. y sus respectivos
huéspedes reservorios esta en constante crecimiento. Se han identificado al menos 13 especies como patégenas para el ser humano,
con tres especies responsables de la mayoria de las infecciones clinicamente relevantes en el ser humano: B. bacilliformis, B. quintana
y B. henselae (B.h.). Dentro del género, B.h. es responsable de la mayoria de los casos de enfermedad humana y representa el prototipo
de las bartonelas zoondticas.

Ecologia: Reservorio, transmision y distribucién geografica

Los gatos domésticos son el reservorio natural de B.h. y las pulgas de los gatos (Ctenocephalides felis) son principalmente el vector
aungue la garrapata Ixodes ricinus también se ha postulado como un potencial vector de B.h. En menor medida, B.h. se ha identificado
en perros y se ha identificado ADN de B.h. en la pulga Ctenocephalides canis recogida en un perro en Israel.
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La transmision entre gatos se produce a través de la picadura de la pulga infectada y no hay transmision directa entre gatos en un entorno
libre de pulgas ni transmision vertical y transmamaria.

B.h. se replica en el intestino de las pulgas y puede sobrevivir hasta 3 dias en las heces de estas. La transmision gatos-humanos, se
produce a través de la inoculacién directa por ej. durante los arafiazos donde las ufias del gato contienen heces de pulga contaminadas
con B.h.: también se han detectado en la saliva de los gatos, por lo que las mordeduras se consideran una fuente de infeccién. También
se ha postulado a la picadura de pulga como posible via de transmisién al ser humano.

La infeccion en los gatos tiene una distribucion mundial, con una mayor prevalencia en las regiones célidas y himedas, y una menor
prevalencia en las regiones mas frias, con rangos de prevalencia del 1% en Noruega y Suiza a 64% en California y Florida, EE.UU.
Varios estudios revelan una mayor prevalencia en gatos callejeros en comparacion con los gatos domésticos, y muestran que los gatos
con infestacion de pulgas tenian mas probabilidades de ser bacteriémicos y seropositivos a B.h. La prevalencia en personas también es
variable, entre el 2% en India a 57% en Croacia. Factores como el cuidado de los gatos, la historia de haber sido arafiado o mordido por
gatos muestran una asociacion significativa con la seroprevalencia de B.h., mientras que no se observaron diferencias en la
seropositividad entre hombres y mujeres. La seropositividad es significativamente mas frecuente en los grupos de mayor edad en
comparacion con los nifios. Basandose en la presencia de anticuerpos anti- B.h. en pacientes sanos, se sugiere que la mayoria de las
infecciones por estos patégenos son subclinicas.

Genotipificacion de Bartonella henselae

Se ha descrito una rica diversidad genética entre las B.h. en todo el mundo, en el Reino Unido, delineando 12 ST's diferentes en las 118
cepas estudiadas, en Alemania y Espafia describiendo 16 ST's en los 41 aislados y 10 ST's en los 85 aislados analizados. Sin embargo,
esta diversidad no se observé en Japdn, donde solo se detectaron tres ST en 55 aislados caracterizados. Estas observaciones sugieren
que la diversidad de B.h. es mas pronunciada en algunas partes del mundo que en otras. La distribucion de las ST depende de la
localizacion geogréafica, por ej. ST1, ST5 y ST6 se distribuyen en Europa, América del Norte y Australia, ST4 en Australia y Europa,
mientras que ST9 esta presente en América del Norte y Europa y ST7 solo esta presente en Europa. La distribucion de las ST también
varia entre los distintos paises de Europa; por ejemplo, se ha observado el predominio de la ST1 en Italia e Israel, pero esta casi ausente
en Francia, Reino Unido y Alemania. Algunos ST solo se describen en un pais y en baja frecuencia. Estas ST poco comunes se han
aislado en gatos, no siendo evidentes en humanos. En los gatos, se ha demostrado una mayor heterogeneidad genética que en los
humanos, los ST1 a ST32 estan representados en los gatos, mientras que en los humanos fueron los aislados ST1 a ST8. ST1, ST2,
ST5 y ST8 estan significativamente asociados a la zoonosis.

Se postula que la transmisién de B.h. al ser humano podria ser un proceso extremadamente ineficiente y puede atribuirse en parte a la
variabilidad de las cepas en su capacidad de provocar la enfermedad en el ser humano o a que solo determinadas ST representan un
riesgo de infeccion para el ser humano. Por lo tanto, la caracterizacion de las variantes de B.H. es importante para una mejor comprension
de la biologia de este patégeno y para evaluar su riesgo para la Salud Publica.

Infeccién por Bartonella henselae en Chile

Se han estimado seroprevalencia del 95,6%, 79,2% y entre el 74,6 y el 71% en gatos de Santiago, Coquimbo y Valdivia, respectivamente.
La mayor prevalencia en Santiago podria deberse a que la mayoria de los gatos del estudio eran gatos callejeros. El ADN de Bartonella
spp. se identific6 mediante técnicas moleculares en el 18% de gatos domésticos muestreados de la ciudad de Valdivia. De los que fue
posible caracterizar las especies de Bartonella: 62% correspondié a B.h., 34,4% B. clarridgeiae y 3,4% (1/29) B. koehlerae.

Hasta la fecha, existen 2 estudios epidemiolégicos nacionales asociando la infeccion por B.h. en gatos domeésticos, en ambos, no se
encontré asociacion entre el sexo, edad y la presencia de pulgas. Solo se encontr6 asociacion con el estilo de vida del gato,
evidenciandose una seroprevalencia significativamente mayor en los gatos callejeros en comparacion con los domésticos.

En un estudio en perros rurales de la provincia de Valdivia, se detect6 ADN de Bartonella en 4,3%, de los cuales fue posible la
secuenciacion de dos muestras. Una secuencia con 99% de homologia con B. vinsonii subsp. Berkhoffii y otra con 100% de homologia
con B. henselae, siendo la primera descripcion de B.h. en perros de Chile.

Se estudio la presencia de Bartonella en vectores y se detect6 ADN de Bartonella en pulgas recogidas de gatos y perros. Se amplifico
ADN de Bartonella spp. en 11.7% de C. felis de gatos y 10.8% Pulex irritans de perros. Dos secuencias obtenidas de C. felis mostraron
un 99% de homologia con B. clarridgeiae, dos presentaron 100% de homologia con B.h., y una obtenida de P. irritans mostr6 una alta
homologia (97,2%-99,5%) con B. rochalimae. En Valdivia, también se detect6 ADN de Bartonella spp. en el 39,3% de las muestras de
pulgas (C. felis) recogidas de gatos, y de las secuenciadas, el 47,3% corresponde a B. clarridgeiae, 42,1% a B.h. y el 5,3% a B. koehlerae.
La infeccion por B.h. en Chile es endémica y de alta prevalencia en el ser humano y aunque se han diagnosticado méas de 200 casos de
ECS entre 1997-2000, no es de notificacion obligatoria en el pais. Un estudio realizado en nifios de entre 2 y 7 afios, residentes en
Santiago, encontrd anticuerpos IgG anti B.h. por IFA en el 13,3% de los individuos; con titulos de anticuerpos de 1/64 (88%) y 1/256
(12%). Ademas, en nifios de Chile, B.h. se ha establecido como la tercera causa mas frecuente de fiebre de origen desconocido (8,7%),
entre las etiologias infecciosas.

El estudio de seroprevalencia en personal con riesgo laboral de Santiago, Valdivia, Chillan y Concepcion, se estimé una prevalencia de
10,3% en veterinarios y técnicos veterinarios (Santiago-Valdivia) y una seroprevalencia de 60,5% en veterinarios y criadores de gatos
(Concepcion-Chillan). Ademas, se detecté ADN de B.h. en el 13,6% de los donantes de sangre del Hospital San José de Santiago. Por
lo tanto, el riesgo de transmision sanguinea de B.h. debe considerarse posible en Chile.

En cuanto a los factores de riesgo asociados a la infeccion por B.h. en humanos, los estudios realizados en Chile no muestran diferencias
significativas segin género y edad, solo uno de los estudios establece el antecedente rasgufio o0 mordedura como factor de riesgo.
Bartonella spp. in animales silvestres en Chile

En los dltimos afios, el numero de especies o subespecies de Bartonella identificadas en mamiferos ha aumentado considerablemente.
Los roedores son reservorios naturales de aproximadamente dos tercios de las Bartonella spp. descritas hasta la fecha y algunas de
ellas han sido implicadas en enfermedades humanas. Los roedores y las pulgas (Hexapoda: Siphonaptera) se consideran actores clave
en el ciclo de Bartonella, ya que muestran una gran eficiencia en la transmision de Bartonella spp. entre los roedores. Entre las Bartonella
conocidas adaptadas a roedores, varias variantes han sido implicadas como agentes causantes de manifestaciones clinicas humanas,
como B. elizabethae en la endocarditis, B. washoensis en la miocarditis, meningitis y linfadenopatia, B. grahamii en neurorretinitis, B.
rochalimae en la esplenomegalia, B. vinsonii subsp. arupensis, B. tribocorum y B. tamiae en la bacteriemia, y B. kosoyi (cepa de Tel Aviv)
en la linfadenopatia. Algunos estudios apoyan la posibilidad de que especies de Bartonella adaptadas a los roedores puedan ser
responsables de muchas mas infecciones humanas, especialmente en zonas donde los humanos estan en estrecho contacto con
roedores.

La informacion sobre Bartonella spp. de roedores en Sudamérica es escasa, hasta hace poco tiempo solo de Pert y Brasil. SIn embargo,
mas recientemente en un estudio en Chile, a partir de pulgas recogidas de ratas negras sinantrépicas (Rattus rattus), estas fueron
positivas a Bartonella spp., estando estrechamente relacionadas con B. coopersplainsensis, B. mastomydis, B. queenslandensis, B.
tribocorum y B. doshiae.

En otro estudio de nuestro equipo, proporcionamos la primera evidencia de Bartonella spp. en roedores silvestres y sinantropicos de
Chile y revelamos que estos mamiferos pueden actuar como reservorios de varias Bartonella en el pais, incluyendo especies
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potencialmente zoonéticas. La infeccion por Bartonella spp. parece estar muy extendida en los roedores de la provincia de Valdivia, tanto
en especies sinantrépicas (M. musculus, R. novergicus, R. rattus) y especies silvestres endémicas (A. longipilis, Abrothrix sp.). Abrothrix
es un género de ratones sudamericanos de tamafio medio distribuido en los més diversos ambientes de Chile, desde la ecorregion
mediterranea en el norte de Chile, desde la ecorregion mediterranea en el norte hasta los bosques templados y patagénicos del sur de
Chile y Argentina.

La presencia general de Bartonella spp. en los roedores del sur de Chile (36,6%) fue similar a los estudios moleculares en R. rattus de
Tailandia (32,5%), norte de California (33,3%) y Pantanal brasilefio (31,2%), mientras que una prevalencia mucho menor se describié en
roedores del sur de Brasil (3,6%) y una mayor tasa de infeccion [67,5%)] se observé en R. norvegicus de Los Angeles, EE.UU.

Nuestros resultados también confirman la presencia de Bartonella en roedores fuera del continente chileno, en una isla deshabitada de
Chile, debido a invasion previa de R. rattus. Aunque las condiciones ecoldgicas en Guafo pueden ser adecuadas para el ciclo vital de
Nosopsyllus sp. y Plocopsylla sp, la transmisién de la infeccién por Bartonella a las ratas negras salvajes ain debe investigarse en la
region. La presencia de pulgas infectadas de la isla de Guafo, que es un lugar de reproduccién para muchas especies de aves marinas,
mamiferos marinos y roedores autéctonos hace necesario que se realicen futuras investigaciones para determinar si estas bacterias
podrian suponer un riesgo para las especies autéctonas o los seres humanos. Se describen por primera vez Bartonella spp. altamente
diversas y potencialmente zoonéticas (B. rochalimae y B. tribocorum) en roedores silvestres y roedores silvestres y sinantropicos de
Chile. Ademas, se ha descrito una nueva Bartonella spp. relacionada con cepas previamente aisladas de Phyllotis spp. en Pert. Ademas,
se detect6 B. tribocorum en R. rattus de la isla de Guafo.

La secuenciacion y los analisis filogénicos dirigidos a tres loci (ITS, gltA, rpoB) de Bartonella spp. permitieron identificar un maximo de
cinco genotipos en roedores del sur de Chile, potencialmente pertenecientes a tres Bartonella spp. diferentes, entre ellos B. tribocorum
identificado en R. rattus, B. rochalimae detectado en Abrothix sp, y dos genotipos de Bartonella spp. potencialmente no caracterizados e
identificados a partir de M. musculus, R. norvegicus, A. longipilis y Abothrix sp. Ademas, se identificaron dos genotipos de B. tribocorum
en pulgas de la isla de Guafo.

Bartonella tribocorum fue detectada tanto en R. rattus como en sus pulgas asociadas, de Chile, pertenece al complejo de B. elizabethae
sensu lato que representa un amplio grupo de especies y cepas asociadas a las ratas del Viejo Mundo y se ha asociado con fiebre de
etiologia desconocida, fatiga, dolor muscular y dolor de cabeza en humanos.

Independientemente de ser de diferentes especies, todos los roedores de nuestro estudio fueron atrapados en la misma comuna (Corral)
de la provincia de Valdivia, lo que permite suponer también una potencial transmision entre especies de roedores, por lo que el habitat
de los roedores puede representar una variable importante en la eficiencia del ciclo de transmisién y en la seleccién del repertorio de
Bartonella spp. al que estan expuestos los roedores.

La deteccion de especies de Bartonella zoonéticas, asociadas a roedores en el sur de Chile, suscita preocupacion en materia de Salud
Publica y pone de relieve la necesidad de seguir explorando su potencial zoonético y sus caracteristicas patégenas.

MAEDI-VISNA

Dr. Francisco A. Uzal
California Animal Health and Food Safety Laboratory, Faculty of Veterinary Medicine, University of California, Davis. San Bernardino
Lab, CA, US.
fauzal@ucdavis.edu

La enfermedad de maedi-visna es una condicion crénica de los ovinos, causada por un lentivirus de la familia Retroviridae. La enfermedad
se caracteriza por neumonia cronica con pérdida de estado y a veces signos neurologicos. Maedi significa “disnea” y visna significa
“caquexia”; este Ultimo término se usa para referirse a la forma neuroldgica de la enfermedad. El virus persiste en linfocitos, monaocitos y
macrdéfagos. La transmision es principalmente por via oral (principalmente por ingestion de calostro proveniente de ovejas infectadas) o
por aerosoles.

La enfermedad clinica es mas comudn en animals de 4 afios o mayores, y se desarrolla en forma progresiva. La pérdida de estado y las
dificulades respiratorias son los signos mas comunes. La forma encefélica produce movimientos en circulo e inclinacién de la cabeza.
Hay una forma medular que causa paralisis.

Las lesions post-mortem mas comunes se encuentran en los pulmones y los gangios linfaticos asociados, y consisten en neumonia
intersticial y linfadenitis. En la forma nerviosa hay encephalitis y/o mielitis mononuclear.

El diagndstico en los animales vivos se basa en serologia, que se realiza por ELISA y, con menos frecuencia, inmunodifusiéon en gel de
agar. El diagnéstico en los animals muertos se basa en la historia clinica, lesiones post mortem macro y microscopicas, y deteccion del
virus por immunohistoquimica y/o PCR. El diagnéstico diferencial incluye la adenomatosis pulmonar y otras neumonias bacterianas,
virales y parasitarias, encefalitis tales como listeriosis, scrapie, nematodiasis cerebrospinal, y neoplasias del sistema nervioso central.
No hay vacunas disponibles para el control de la enfermedad, que se basa en la deteccion y eliminaciéon de animales infectados.

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE SARS-COV-2 EN MASCOTAS

Dr. Moré, Gaston'?
Q) Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET), Buenos Aires, Argentina. (2) Laboratorio de
Inmunoparasitologia, Facultad de Ciencias Veterinarias (FCV), Universidad Nacional de La Plata (UNLP), Buenos Aires, Argentina.
gastonmore@fcv.unlp.edu.ar

Resumen

Los coronavirus son virus de ARN envuelto que infectan aves y mamiferos. La mayoria estan adaptados a una especie hospedadora, sin
embargo, su alta frecuencia de mutacion determina una alta diversidad genética y la eventual adaptacion a otros hospedadores. Este
“salto” de especies, y en particular desde animales a humanos, ha sido la teoria de génesis del SARS-CoV-2 y de la actual pandemia de
la enfermedad producto de su infeccion, conocida como Coronavirus Disease 2019 (COVID-19). La deteccion de SARS-CoV-2 en
animales es uno de los eslabones epidemioldgicos que requieren atencion y ha sido recomendado por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS). Los animales podrian actuar como un hospedador natural, intermediario y/o reservorio para la infeccion en humanos.
Actualmente, se esta llevando a cabo el diagnostico y monitoreo de la infeccion con SARS-CoV-2 en muestras de animales de todo el
mundo, reportandose casos en felinos, caninos, hurones y visones. Genera preocupacion la introduccion y circulacion de nuevas cepas
de virus en el hombre, que resulten en modificaciones de transmisibilidad o virulencia y en una disminucion de la eficacia de los
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tratamientos y de las vacunas. Desde mediados del 2020 llevamos adelante parte del proyecto financiado por la Agencia Nacional de
promocion a la Investigacion, Desarrollo Tecnol6gico e Innovacion en asociacion titulado Deteccion y caracterizacion molecular del
SARS-CoV-2 en animales y vigilancia epidemioldgica de posibles reservorios, amplificadores y/o transmisores del virus. Los objetivos
del proyecto involucran el diagnéstico y la vigilancia epidemiolégica de animales pertenecientes a personas infectadas con SARS-CoV-
2.

Los métodos de diagndstico para SARS-CoV-2 disponibles actualmente, se basan principalmente en la deteccién de fragmentos génicos
mediante real time RT-PCR y han sido validados utilizando diversos patégenos respiratorios humanos. En nuestro pais existen
numerosos kits comerciales disponibles y aprobados por la ANMAT para su uso en diagndstico, bajo situacion excepcional, de la infeccion
en humanos. Nuestro grupo de trabajo integra el laboratorio que la Facultad de Ciencias Veterinarias-UNLP puso a disposicion para el
diagnostico por real time RT-PCR de hisopados derivados por el Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires mediante un
convenio especifico. Como parte de este convenio se procesaron mas de 6000 muestras mediante kits de real time RT-PCR del tipo
“one-step” en multiplex con sondas tipo TagMan provistos por el Ministerio. Los kits utilizados fueron los siguientes: 1- BGI= Real-Time
Fluorescent RT-PCR Kit for Detecting SARS-CoV-2 (BGI, China) con 1 target viral y B-actina como target de control interno; 2-GF=
GeneFinder™ COVID-19 Plus RealAmp kit (OSANG Healthcare, Korea), con 3 fragmentos o targets virales y 3- AP= DisCoVery SARS-
CoV-2 RT-PCR detection kit Cy5 (AP-Biotech, Argentina) de 2 targets virales. Los kits 2 y 3 utilizan como control interno un fragmento
de la RNApol humana. Luego de analisis comparativos sobre muestras de hisopados humanos, se seleccioné para uso en animales el
kit AP como el de mejor sensibilidad y especificidad. En base a la experiencia en el uso de estos kits y gracias al financiamiento de
Agencia, se decidio realizar el diagnoéstico en muestras animales adquiriendo y adaptando estos kits comerciales. Teniendo en cuenta el
costo de estos kits, se propuso restringir el testeo a mascotas de personas con diagnéstico positivo para SARS-CoV-2.

Se tomaron muestras, de hisopados orofaringeos y rectales de 46 caninos y 35 felinos con la utilizacion de equipamiento de proteccion
personal apropiado. Las muestras fueron transportadas refrigeradas y en triple envasado al laboratorio. Se adapt6 la extracciéon de ARN
con kits comerciales, para incorporar ARN humano en el proceso de purificacion, bajo cabina de seguridad bioldgica tipo Il. De este
modo, es posible utilizar el control interno (RNApol humana) de los kits de PCR como monitor de la extraccion y potencial presencia de
inhibidores. Se detectd reaccién a los targets virales en muestras de hisopado orofaringeo y rectal de un felino y un canino y solo en el
orofaringeo de otro felino y otro canino. Los valores de Ct en las muestras fueron considerados “altos” indicando a priori, bajas cargas
virales. En el canino y felino que resultaron positivos en ambos hisopados los Ct en la muestra de hisopado rectal fueron mayores y
cercanos a los valores de corte del kit, indicando una menor cantidad de genoma viral en esas muestras. Los animales reactivos no
presentaron signologia importante, y solo una de los felinos presenté estornudos. Los animales fueron nuevamente muestreados
alrededor de una semana después del diagnéstico inicial y en todos los casos el resultado de la real time RT-PCR fue no reactivo o no
detectable para los targets virales. Los hallazgos fueron reportados ante la OIE. El hisopado orofaringeo de esta gata con estornudos
presento los Ct para targets virales mas bajos (Ct alrededor de 30). Sobre esta muestra se procedio a la secuenciacion de fragmentos y
del genoma completo para confirmar la identidad y variante de SARS-CoV-2 detectada. Se confirmé la identidad y se detect6 la variante
o linaje B.1.499, la cual era frecuentemente detectada en casos humanos del Area Metropolitana de Buenos Aires al momento de
deteccion en el felino. Estos resultados fueron recientemente publicados (Fuentealba et al., 2021). Nuestros resultados sugieren, en
principio, una infeccién de las mascotas a través del contacto estrecho con sus responsables humanos infectados. Es recomendable que
las personas consideradas como caso sospechoso o confirmado, traten de evitar el contacto estrecho con sus mascotas de modo de
evitar las infecciones animales y minimizar los riesgos de “saltos” de especies y potenciales recombinaciones.

Sin embargo, es necesaria la estandarizacion de métodos directos e indirectos que permitan la deteccion especifica de SARS-CoV-2 en
diferentes muestras provenientes de animales susceptibles como los caninos, felinos y visones, y que sean mas accesibles
econdémicamente para estudios poblacionales. La correcta identificacion de las diversas infecciones por coronavirus especificos de
especie, y la diferenciacion de la infeccion por SARS-CoV-2 en animales, permitira la estandarizacion de los test diagndsticos disponibles
actualmente para SARS-CoV-2, el disefio de nuevos test a nivel local y su posterior uso en la vigilancia epidemioldgica de los animales.
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ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE CORONAVIRUS EN MURCIELAGOS, ROEDORES Y CAMELIDOS
DE LA PROVINCIA DE JUJUY

Dra. Bratanich, Ana Cristina
Céatedra de Virologia Animal- Facultad de Ciencias Veterinarias- Universidad de Buenos Aires-Buenos Aires, Argentina
abratanich@fvet.uba.ar

La pandemia producida por el SARS-CoV2 represento el tercer evento (visible) de infeccion en humanos producido por un coronavirus
animal en los dltimos 20 afios. En estos tres incidentes, juntos con otros ya conocidos tanto en humanos como en animales, se cree que
coronavirus que infectan persistentemente murciélagos y roedores son los antecesores de los virus que los causaron. Las caracteristicas
moleculares de todos estos virus claramente indican que estas especies animales generaron tipos virales que a través de un huésped
intermedio (no siempre probado) alcanz6 a infectar al ser humano. Indudablemente las propiedades que poseen estos virus de crear
variabilidad genémica, especialmente por recombinacion, les otorga una amplia capacidad para cambiar rapidamente e infectar nuevos
huéspedes. El ser humano, sin embargo, no es el huésped final en esta cadena ya que, como se observé en esta pandemia, el virus
puede ser transmitido a partir de él hacia otros animales, domésticos y de produccion. A pesar de todas las alarmas previas, este nuevo
evento puso en evidencia que sigue existiendo muy poco conocimiento sobre los tipos virales circulando en animales silvestres,
especialmente en aquellas especies del cual se originan practicamente todos los coronavirus (murciélagos, roedores y aves). A su vez,
al desconocer que virus existen en la naturaleza, se pierde también la posibilidad de estudiar qué factores conllevan a un salto de especie
y cudles son las caracteristicas moleculares que el virus requiere para lograrlo y adaptarse a un nuevo huésped.
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Para contribuir al conocimiento de los tipos de coronavirus circulando actualmente en animales silvestres en Argentina, emprendimos un
proyecto subsidiado por la Agencia Nacional de Promocién de la Investigacion, el Desarrollo Tecnolégico y la Innovacion para estudiar
un hotspot en la provincia de Jujuy. En este lugar conviven murciélagos frugivoros, insectivoros y hemat6fagos con roedores y camélidos,
lo cual permite estudiar no solo que tipos virales circulan sino también el grado de intercambio genético que pudo haber ocurrido entre
ellos. Para ello se obtuvieron hisopados nasales, orofaringeos y rectales y muestras de materia fecal (pooles o individuales) de
murciélagos, roedores, llamas, vicufias, cabras y equinos (alrededor de 550 muestras). Las especies de murciélagos muestreados fueron
Desmodus rotundus, Diaemus youngi, Artibeus planirostris, Myotis riparius, Molosus molosus, Histiotus laephotis, Eptesicus furinalis,
Tadarida brasiliensis y Myotis dinellii. EI RNA extraido se utilizé para una reaccion de transcripcion reversa con primers degenerados que
amplifican todos los géneros de coronavirus. De 120 muestras de materia fecal y 160 de hisopados de murciélagos se obtuvieron 31
amplificaciones positivas de las especies Desmodus rotundus, Myotis riparius y Molossus molossus mientras que de 37 muestras de
roedores (hisopados orales y materia fecal) se logré la amplificacion en dos de ellas. No se hallaron positivos en el resto de las especies
muestreadas. Los productos de PCR fueron secuenciados para analizar su homologia con coronavirus ya descriptos.

Mediante alineamientos con secuencias del GenBank las muestras de murciélagos y de roedores fueron identificadas como
alfacoronavirus, con una identidad nucleotidica de entre 83% al 99% con secuencias descriptas en murciélagos de los géneros Myotis,
Eptesicus, Artibeus y Desmodus de Brasil y EE.UU. Interesantemente, y como ha sido reportado previamente en la literatura, se hallaron
secuencias de alfa-coronavirus de murciélagos en material de roedores, en conjuncién con las especies con las cuales interactdan. Sin
embargo, no puede descartarse en estas muestras la posibilidad de contaminacion ambiental al hallarse solamente en materia fecal.

Parte de las muestras positivas estan en el proceso de ser secuenciadas en su totalidad en el exterior (Universidad de Georgia, USA) a
fin de evaluar si han existido eventos de recombinacién entre los virus presentes.

Los resultados de este trabajo son relevantes al aportar, hasta lo que sabemos, las primeras secuencias de alfacoronavirus presentes
en especies de murciélagos que habitan el territorio argentino.

CIRCULACION DE SARS-COV2 DE MASCOTAS EN CABA

Dra. Mundo, Silvia Leonor
Instituto de Produccién Animal UBA-CONICET. Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Veterinarias, Catedra de
Inmunologia. Buenos Aires Argentina.
smundo@fvet.uba.ar

China informé de un brote a la OMS el 31 de diciembre de 2019 y poco después se identific6 como microorganismo causante a un
betacoronavirus con alta homologia con un coronavirus (CoV) de murciélago que utiliza el receptor de la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2) como mecanismo de ingreso a la célula (Lu y col., 2020; Wan y col., 2020). Después de este probable contagio
zoonotico, los eventos de transmision de persona a persona se sucedieron con presentaciones clinicas que van desde la ausencia de
sintomas, fiebre leve, tos y disnea, a tormenta de citoguinas y la muerte. El COVID-19 es un nuevo sindrome respiratorio agudo severo
producido por el coronavirus 2 (SARS-CoV-2) que se origind en Wuhan (provincia de Hubei, China) a finales de 2019. Se ha extendido
por todo el mundo afectando a millones de personas. No solo afecta la salud, sino que ha restringido el movimiento de la mayor parte de
la poblacion mundial durante los Ultimos meses impactando en las actividades econémicas, culturales y sociales. Por lo tanto, el COVID-
19 se ha convertido en el principal desafio sanitario, econémico y humanitario del siglo XXI. Ademas, se han informado casos de
infecciones por SARS-CoV-2 en huéspedes animales como perro, gato, hurén, tigre, leén y vison (Lakdawala SS y col. 2020; Hernandez
My col. 2020; Oreshkova N y col. 2020; Newman A y col. 2020; Leroy EM y col. 2020). En un estudio de susceptibilidad animal, se ha
intentado la infeccién experimental de perros, gatos, hurones, cerdos, pollos y patos con SARS-CoV-2 (Shi J y col. 2020). Los resultados
de este estudio muestran que el virus replica de manera eficiente tanto en los gatos como en los hurones y podian transmitir el virus, los
perros mostraban una baja susceptibilidad, mientras que los cerdos y las especies de aves eran huéspedes no permisivos. La estrecha
asociacion entre humanos y animales, incluidos los animales de compafiia, plantea preocupaciones sobre los riesgos potenciales de
transmision del SARS-CoV-2 de los pacientes con COVID-19 a los animales (“zoonosis inversa”) y el papel potencial de los animales
infectados, que podrian contribuir a perpetuar la propagacion de la enfermedad (Hernandez My col. 2020; Leroy E y col. 2020). El grupo
de Gaudreault NN y col. (2020) infecto artificialmente via oral y nasal a gatos domeésticos de 4 a 5 meses de edad con altas dosis de
SARS-CoV-2 y detectd virus en secreciones y 6rganos, sin identificar signos clinicos. También se detectaron anticuerpos en suero. Sin
embargo, estos gatos asintomaticos fueron capaces de trasmitir la infeccion a otros gatos centinelas. Dicha publicacion, junto con los
trabajos de Shi y col. (2020), confirman que el contagio entre gatos es posible y que pueden actuar como potenciales reservorios. Por
otro lado, Halfmann y col. (2020) no identificaron virus en los hisopados rectales de gatos infectados. Un trabajo de Bosco Lauth y sus
colegas (2020) investigé el desafio y la transmision experimental del SARS-CoV-2 en gatos y perros adultos y la reinfeccion en los
primeros 28 dias post-desafio. En los gatos estudiados, identificaron una alta susceptibilidad a la infeccién subclinica caracterizada por
un periodo de excrecion viral por via oral y nasal, capaz de infectar a otros gatos. Estos gatos presentaban anticuerpos que prevenian la
reinfeccion, mientras que en los perros desafiados no pudieron detectar virus en secreciones, pero si anticuerpos. Todos estos estudios
corresponden a desafios experimentales. Las diferencias observadas podrian explicarse por la edad de los animales o por la utilizacion
de diferentes cepas virales en la infeccion experimental. En nuestro pais, en el marco de la Unidad Coronavirus del MINCyT AGENCIA-
CONICET, se han detectado focos de animales positivos a SARS-CoV-2 COVID-19 en 2 gatos, 4 perros y un puma. Los dos gatos
presentaron sintomas clinicos, asi como uno de los perros. El resto de los animales fueron asintomaticos. Los perros y gatos convivian
con personas con diagndéstico positivo de COVID-19 (OIE. World Organisation for Animal Health. SARS CoV-2 Argentina). A partir de
estos antecedentes nuestro objetivo es identificar la infeccion natural en animales de compafiia a través del desarrollo de herramientas
diagnosticas que detecten la respuesta inmune. En un primer momento, y a fin de convalidar las técnicas a desarrollar, se trabajé sobre
muestras de referencia (controles positivos y negativos). En el marco del proyecto IP COVID-19 N°239 - N° 06 “Una salud: identificacién
de la presencia de COVID -19 en animales domésticos y silvestres en dos hotspots en Argentina” hemos iniciado el estudio de esta
enfermedad en nuestro pais, y hemos identificado la presencia de anticuerpos especificos en mascotas aplicando el ELISA desarrollado
por el Instituto Leloir (cedidos gentilmente por la Dra. Andrea Gamarnik). Hemos adaptado el kit a gatos y perros y logrado la identificacion
de sueros controles positivos y negativos para ambas especies. Por otro lado, la confirmacion diagnéstica mediante la aplicacion del
PCR para la identificacion viral en esas mascotas fue positiva en un canino. Estos resultados obtenidos por nuestro grupo, sumado a los
altos titulos de anticuerpos identificados en los animales de compafiia a nivel internacional nos alientan a continuar con este proyecto.
Ademas, hemos desarrollado una nueva construccion a partir de un aislamiento de seres humanos de origen local y expresado la proteina
a partir de la transfeccién de este plasmido en células de mamiferos. Estamos ensayandolas como antigeno en pruebas diagndsticas,
esta nueva construccion es a partir de un aislamiento viral en la Republica Argentina. Proponemos aplicar estas técnicas a los animales
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que se presentan a la consulta en el Hospital Escuela a fin de identificar nimero de animales afectados, presencia y tipo de signologia y
caracterizacion de la respuesta de anticuerpos que se detectare. El conocimiento del tipo de patologia o signologia de la infeccion en los
animales de compaiiia permitird generar recomendaciones a los veterinarios y/o poseedores de mascotas. Asi como el relevamiento
serolégico podra sustentar la toma de decisiones en cuanto a las posibles acciones de proteccién como: aislamiento, cuarentena y/o
inmunizaciones, o sea vigilancia en animales de compafia. Ademas, la dinamica de la enfermedad requiere una explicacién mas
detallada, principalmente en lo que respecta a la transmision del virus de humanos a animales y viceversa. A la fecha se analizaron 66
gatos y 73 perros convivientes con humanos infectados. Se adapt6 el ELISA-COVIDAR (Lab. Lemos SRL que utiliza la proteina Spike
(pS) mas RBD expresadas en células HEK) a las especies felina y canina utilizando anticuerpos comerciales (Novex, Invitrogen). Los
valores de corte fueron fijados estudiando sueros pre-pandemia (n: 83 gatos y n: 79 perros). Los sueros considerados reactivos fueron
analizados en un ELISA in house, utilizando la pS expresada en baculovirus (Nanobiotec UBA/Conicet) y se identificd su efecto
neutralizante por pseudo-seroneutralizacion viral. Nueve de los 66 gatos (13,63%) fueron clasificados como reactivos en ambos ELISAs,
de los cuales 4 mostraron efecto neutralizante in vitro (6%). Cinco de 9 casos felinos reactivos presentaron signos clinicos (55%).
Veintinueve de los 73 perros (39,72%) fueros reactivos para ambos ELISAs, de los cuales el 6 mostraron efecto neutralizante (7,5%).
Siete de 29 casos caninos reactivos presentaron signos clinicos (24%). Este estudio permite afirmar que tanto gatos como perros
convivientes pueden ser permisivos al virus humano, que el porcentaje de reaccionantes detectados es mayor en caninos que en felinos,
pero que los gatos reactivos presentan signologia en una proporciéon mayor. La técnica aplicada permite realizar el seguimiento de los
pacientes veterinarios y contar con herramientas que nos permitan realizar el control de los animales domésticos aplicando el concepto
de una salud. La informacién obtenida permitira lograr una mejor comprension y podra ser el sustento de acciones epidemiolégicas a
futuro, contribuyendo a la formulacién de medidas preventivas para combatir la transmisién de COVID-19.
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RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS: UN ENFOQUE INTEGRAL
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Las enfermedades infecciosas bacterianas provocan una elevada morbi-mortalidad en todo el mundo tanto en seres humanos como en
animales. Los antibi6ticos forman parte de las principales herramientas profilactica-terapéuticas en medicina humana y veterinaria para
el control de estas enfermedades. Sin embargo, su indicacion no racional o abusiva, ha llevado a que la eficacia de los mismos disminuya
considerablemente. El aumento de bacterias multiresistentes a los antibiéticos se genera por el uso irracional de los antimicrobianos por
profesionales de la salud y no profesionales) y, representa una importante amenaza en salud humana y animal. Aungue la resistencia a
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los antibidticos es un fendmeno constante, esta directamente relacionada con el volumen de antibiéticos consumidos tanto en medicina
humana como en medicina veterinaria, ademas de la transmisién via cadena alimentaria. Cada vez se utilizan mas cantidades de
antibiéticos en la atencién sanitaria y en la agricultura, diseminando principios activos en el medio ambiente. Por consiguiente, el impacto
del uso generalizado de los antibiéticos es enorme, promoviendo la aparicién y diseminacion de la resistencia a los antimicrobianos
generando las llamadas “superbacterias” de muy dificil control farmacolégico. Frente a la ausencia de desarrollo de nuevos farmacos
antimicrobianos, la resistencia a los antibiéticos se ha convertido en uno de los principales problemas de Salud Publica, Salud Animal y
Salud Medioambiental a nivel mundial. La resistencia bacteriana a los antibiéticos en salud humana tiene un fuerte correlato con la
sanidad animal y viceversa (zoonosis reversa), siendo el medioambiente el factor primordial de transmisibilidad de genes resistentes. La
falta de investigacion sobre el desarrollo de nuevos antimicrobianos de las grandes compafiias farmacéuticas es un problema
preocupante. Cada afio en USA al menos 2 millones de personas se infectan con bacterias resistentes a los antibiéticos, y 23,000
personas mueren cada afio como resultado directo de estas infecciones. Mientras la atencion global esté siendo consumida por el COVID
19 otra pandemia ya esté instaurada a nivel local e internacional. Actualmente, alrededor de 700 mil personas mueren por afio en todo
el mundo por enfermedades causadas por gérmenes resistentes. Se estima que hasta 10 millones de personas podrian morir anualmente
por superbacterias en 2050, segun nuevas proyecciones estadisticas.

ETICA Y LEGISLACION

Dr. Mariano Bernades
Ex Presidente Tribunal disciplina Colegio Veterinarios Pcia. Buenos Aires

Distintos organismos regulan el ejercicio profesional entre ellos el Ministerio de Agricultura y Ganaderia, Senasa, Ministerio de Salud
Publica, Colegios y Consejos Profesionales.

Los codigos de etica no permiten discriminaciones, negligencias, no utilizar medios inadecuados, emitir certificados en blanco, o sin
efectuar la practica o alterar resultados. Tampoco censurar en publico a colegas, o injuriarlos.

Las denuncias llegadas a los Colegios pueden ser derivadas a tribunales de disciplina o ética. Luego de los pasos establecidos se llega
a la sancion o absolucion.

Los contratos de trabajo son de objetivos, cuando son ciencias exactas, o de medios o intencion. Estos corresponden a las no exactas
como nuestra profesion. Solo se exige seguir los procedimientos aceptados, no el resultado.

Los directores técnicos de establecimientos son responsables de lo que en ellos suceda. Evitar que auxiliares efectien tareas que no
correspondan.

Responsabilidades civiles surgen ante dafios que pudieran producirse. Delito culposo es cuando se produjo el dafo sin que se haya
propuesto. Delito doloso es el intencional.

La Ley Penal 24527/95 en su articulo 247 sanciona al que sin tener titulo o habilitacién correspondiente efectuara acciones propias de
una profesion.

También corresponde a penal defraudar, sustituir un documento, destruirlo, certificar en blanco, adulterarlo.

En la misma clasificacion son actos de maltrato o crueldad contra animales.

En laboratorios el equipamiento debe ser acorde a las técnicas diagnosticas que se realicen. Su calibracion, que debe realizarse en
laboratorios habilitados, y/ o verificacion, es un requisito y es una obligacion ética.

Todo el personal debe estar capacitado y ser competente para emitir un resultado valido.

No dejar de notificar enfermedades infecciosas ante organismos, si son de denuncia obligatoria. Se esta intentando una red de
notificaciones provinciales, luego nacionales.

Se aconseja a quienes realicen estudios histopatologicos la conservacion de los tacos, ante eventuales necesidades de control.

Ante necropsias o peritajes sean ordenados en el proceder. Informar los hallazgos, luego conclusiones. Emplear expresion compatible
antes de asegurar. Puede convenir dividir en exposicion, discusion, comentarios, conclusion.

Ante errores en resultados transmitidos, por falla de equipo, identificacion u otra, informar cuanto antes al derivador.

VIRUS QUE AFECTAN A LAS ABEJAS MELIFERAS EN LATINOAMERICA

Antlnez, Karina
Laboratorio de Microbiologia y Salud Apicola. Departamento de Microbiologia. Instituto de Investigaciones Biolégicas Clemente
Estable, Montevideo, Uruguay. Sociedad Latinoamericana de Investigacion en Abejas.
kantunezO3@gmail.com

Las abejas son los principales insectos encargados de la polinizacion, contribuyendo en gran medida a la produccion agricola, asi como
al mantenimiento de la biodiversidad en diferentes ecosistemas. Latinoamérica posee cerca de 8.000.000 de colmenas de abejas Apis
mellifera, aproximadamente el 10% de las colmenas existentes en el mundo; y se producen cerca de 230.000 toneladas de miel anuales
(15% de la produccion mundial). Ademas, Latinoamérica posee una gran diversidad de abejas nativas, incluyendo més de 300 especies
de abejas sin aguijon. Estas abejas son empleadas por diferentes comunidades rurales para la produccién de miel, lo que se conoce
como “meliponicultura”.

Durante los ultimos afios se han reportado altos porcentajes de pérdidas de colonias de abejas meliferas, principalmente en Estados
Unidos y Europa, lo que ha ocasionado un importante impacto no solo a los productores apicolas sino en todas las actividades agricolas
dependientes de la polinizacion. En el marco de la Sociedad Latinoamericana de Investigacion en Abejas (SOLATINA), se esté llevando
a cabo desde el afio 2016, un estudio a gran escala para estimar las pérdidas de colonias de abejas meliferas y abejas sin aguijon. Los
resultados preliminares muestran datos preocupantes, con altos porcentajes de pérdidas de colonias en diferentes paises de la region.
Estas elevadas pérdidas impactan directamente en la produccion de miel y otros productos de la colmena, asi como en el rendimiento
de muchos cultivos que dependen de las abejas para la polinizacion.

Entre las causas involucradas en la pérdida de las colonias a nivel mundial, se encuentra la intensificacion en el uso de la tierra, lo que
ha ido acompafiado de un aumento en la extensién de los monocultivos y una disminucion de la diversidad y disponibilidad de polen y
néctar para las abejas, generando problemas nutricionales. Ademas, esta intensificacion se ha acompafado de un aumento en el uso de
pesticidas (insecticidas, herbicidas, funguicidas). Finalmente, por sus condiciones de vida en comunidad, las abejas son blanco de
multiples plagas y patégenos que afectan severamente su salud. La principal amenaza bidtica es el acaro Varroa destructor, un
ectoparasito que se alimenta de los cuerpos grasos de las abejas, debilitdndolas y pudiendo causar su muerte. Pero ademas del dafio
directo causado por este acaro, es vector de diferentes virus ARN.
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Se han descrito multiples virus que afectan a las abejas meliferas, muchos de los cuales contribuyen significativamente al debilitamiento
de la colonia y a su muerte. Los virus que revisten mas importancia apicola son el Virus de las alas deformes (DWV), el Virus de la cria
ensacada (SBV), el virus de las celdas reales negras (BQCV), el Virus de la pardlisis aguda (ABPV) y el Virus de la paralisis cronica
(CBPV). Se trata de virus simple hebra de polaridad positiva, en su mayoria pertenecientes al orden Picornaviridae. Cuando los titulos
virales son altos, estos virus pueden causar sintomas claramente identificables por los apicultores a nivel de campo, pero en bajos niveles
son capaces de permanecer asintomaticos en colonias aparentemente sanas. Por este motivo es importante contar con métodos
adecuados de diagndstico molecular que nos permitan identificar su presencia y/o cuantificar el nivel de infeccion.

Estos virus se pueden transmitir de forma horizontal, vertical, venérea, o a través de parasitos como el &caro V. destructor. Sin embargo,
lo que ha permitido su diseminacion a nivel global, ha sido la accion del hombre a través de la comercializacién de material vivo (abejas,
reinas, etc.). Como consecuencia, el ABPV, BQCV, CBPV, DWV y SBV se encuentran distribuidos alrededor del mundo, habiendo
reportes de su presencia en diferentes paises de Latinoamérica. Incluso se han detectado en diferentes especies de abejas nativas en
nuestra region, como Bombus atratus, Xylocopa augusta y diferentes especies de abejas sin aguijon, confirmando el derrame de estos
patégenos hacia insectos polinizadores nativos.

Si bien en los dltimos afios las aproximaciones genémicas nos han permitido ampliar enormemente el conocimiento sobre la diversidad
de virus que infectan a las abejas, su distribucion, sus rutas de transmision, el impacto a nivel individual y colonial, ain quedan muchos
aspectos por dilucidar. Es necesario continuar investigando en esta tematica para comprender mejor la relevancia de estos virus y su
papel en las pérdidas de colonias.

RESISTENCIA ANTIHELMINTICA: ¢ QUE SABEMOS Y HACIA DONDE VAMOS?

Dr. Schapiro, Javier Hernan
Area de Parasitologia, Instituto de Patobiologia - IPVET, Centro de Investigacién en Ciencias Veterinarias y Agronémicas (CICVyA)
INTA Castelar, Buenos Aires (Argentina). Catedras de Parasitologia y de Enfermedades Parasitarias, Escuela de Veterinaria,
Facultad de Ciencias Agrarias y Veterinarias, Universidad del Salvador. Buenos Aires (Argentina)
schapiro.javier@inta.gob.ar

La resistencia de los nematodos parasitos a los farmacos antihelminticos es considerada una de las problematicas mas importantes a la
que se enfrenta la produccion de rumiantes mayores y menores a nivel mundial. Se la defini6 como la capacidad de una poblacion
parasitaria de disminuir su sensibilidad a la accién de uno o mas farmacos antihelminticos, expresandose a través de un aumento
significativo de individuos resistentes capaces de tolerar dosis probadamente letales para la mayoria de la poblacién normal (susceptible)
de la misma especie. Presenta caracter heredable, es decir que las progenies de los paréasitos resistentes también presentaran esta
caracteristica. Existen antecedentes documentados de este fenémeno desde el afio 1957 donde inicialmente se reporté en EE.UU. con
cepas resistentes de Haemonchus contortus a la fenotiacina, y en nuestro pais los primeros informes en la especie ovina fueron
publicados por J. Romero en 1992 en majadas de Bs. As., y en bovinos por O. Anziani et al. y C. Fiel et al. en el afio 2000. A partir de
ese momento se comenzaron a informar una cantidad importante de casos de resistencia antihelmintica (RA) en varios establecimientos
ganaderos del pals.

Actualmente los antihelminticos contintian siendo el principal insumo para el control de los nematodos gastrointestinales (NGI) de
rumiantes. Se los agrupa en diferentes grupos quimicos: benzimidazoles (fenbendazol, albendazol, ricobendazol), imidazotiazoles
(levamisol), lactonas macrociclicas (ivermectina, doramectina, abamectina y moxidectina), derivados del aminoacetonitrilo (monepantel),
salicinalidas (closantel), spiroindoles (derquantel) y organofosforados. Estratégicamente, un control ideal deberia también contemplar
diferentes estrategias de manejo de los animales y de las pasturas. La ausencia de medidas de control concretas que no estén basadas
en su empleo contribuy6 a que en las Ultimas décadas hubiera una dependencia casi exclusiva de los mismos. Se puede considerar
como un fenémeno multicausal, dado que el uso intensivo e indiscriminado sin considerar criterios epidemiolégicos de la enfermedad, en
muchas ocasiones en ausencia de diagndstico que determine la real necesidad de efectuar el tratamiento, con dosificaciones
errbneamente calculadas, y rotacion ausente o inadecuada de principios activos, condujo inevitablemente a la seleccion de poblaciones
de nematodos resistentes.

En el desarrollo de la RA existen 3 fases:

1- Establecimiento de los genes resistentes: los nematodos sufren modificaciones génicas al azar que les confieren en las primeras
etapas cierta resistencia a los tratamientos. Frente a sucesivas desparasitaciones empleando el mismo farmaco la poblacién
mayoritariamente susceptible inicialmente muere y sobreviven sélo aquellos individuos resistentes. Luego de varios tratamientos (presion
de seleccion) estos Ultimos aumentan su poblacion y transmiten alelos resistentes de generacién en generacion instalando
indefectiblemente el fenémeno de RA. Kohler en el 2001 propuso que el principal mecanismo que los helmintos utilizan para adquirir
resistencia es a través de modificaciones en los receptores para el farmaco, con disminucion o pérdida de la afinidad a los mismos.

2- Difusion de los genes resistentes: los parasitos resistentes difunden en forma oculta desde el lugar donde se produjo el establecimiento
de la mutacion hacia otras zonas a través del traslado de animales infestados.

3- Emergencia o aparicion clinica de la resistencia: se hace visible la falla de eficacia del antiparasitario cuando la proporcién de parasitos
resistentes alcanza valores cercanos al 25%.

Con el fin de poder establecer un control parasitario racional y preservar la vida Util de los antiparasitarios, resulta de vital importancia
lograr una deteccion temprana de este fendmeno. Estos insumos deben ser escogidos adecuadamente en base a ensayos que
determinen su real eficacia, los que deben realizarse al menos una vez al afio en cada establecimiento ganadero. La informacion obtenida
contribuird a establecer un programa de control especifico para dicho lugar. Existen dos tipos de ensayos: 1- in vitro, poco utilizados y
destinados sobre todo a investigacion, y 2- in vivo, ampliamente utilizados a campo, y que se describen a continuacion:

1) Test de Reduccién en el Conteo de Huevos (TRCH): estima la eficacia antihelmintica comparando los recuentos de huevos por gramo
de materia fecal (HPG) eliminados previo y posterior a un tratamiento en comparacion con un grupo control sin dosificar. Esta metodologia
esta ampliamente difundida ya que es la mas conveniente dada su practicidad y posibilidad de evaluar varios antihelminticos a la vez.
Como desventaja presenta baja sensibilidad en las etapas iniciales de RA, pero si ofrece resultados confiables cuando la proporcion de
parasitos resistentes es superior al 25%.
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2) Prueba de eficacia controlada: es considerada la prueba de oro para evaluar la eficacia de los farmacos antihelminticos. Es el método
mas confiable y exacto ya que compara las cargas parasitarias en animales tratados frente a animales controles. No es muy utilizado
debido a su principal desventaja que radica en su elevado costo debido a que se requiere de necropsia de animales.

3) Prueba de control de tratamiento: simplemente consiste en evaluar los HPG previo y posterior al instaurar el tratamiento antiparasitario,
sin requerir de un grupo control.

Los trabajos de investigacion realizados en Argentina confirman que este fenémeno estd ampliamente distribuido e instalado en los
sistemas productivos. En el afio 2004 se realiz6 el primer relevamiento a nivel nacional a través de un Proyecto de Cooperacion Técnica
auspiciado por la FAO en la que participaron el INTA y diferentes universidades. Se estudi6 la prevalencia de la RA en las principales
zonas productivas de bovinos y ovinos del pais. En los primeros, sobre un total de 69 establecimientos muestreados, los resultados
mostraron que sélo el 41% tenian nematodos parasitos susceptibles al tratamiento con todos los farmacos evaluados, y en el restante
59% se presentd 10% de resistencia a benzimidazoles, 7% al levamisol, 55% a la ivermectina, y 13% de resistencia multiple. Por su
parte, en el estudio efectuado sobre 35 establecimientos de produccion ovina se observé que sdlo el 38% tenian nematodos parasitos
susceptibles al tratamiento con todos los farmacos evaluados, y en el restante 62% se present6 53% de resistencia a benzimidazoles,
25% al levamisol, 50% a ivermectina y 16% de Haemonchus contortus resistentes al closantel. Casi una década después (2014-2015),
la RIEP (Red Interinstitucional de Investigacion y Experimentacion en Enfermedades Parasitarias) realizé un nuevo relevamiento nacional
de la prevalencia de la RA en 62 establecimientos de cria bovina. Llamativamente se observé que tan sélo el 5% de los establecimientos
tenia parasitos sensibles a los farmacos evaluados, mientras que el 95% restante presenté resistencia antihelmintica. Los resultados
observados fueron 94% de resistencia a la ivermectina, 35% al fenbendazol, 28% a ricobendazol, 26% a la combinacion de ricobendazol
+ ivermectina, 33% de resistencia multiple (ivermectina + benzimidazol) y no se encontraron establecimientos con parasitos resistentes
al levamisol. La técnica de diagnostico empleada en todos los casos fue el TRCH.

En funcion a lo expuesto, y debido a la amplia distribucion de la RA y los niveles alarmantes que esta alcanza en determinados lugares
(en bovinos tan sélo un 5% de los establecimientos muestreados atn pueden emplear todos los farmacos evaluados), se hace prioritario
plantear cambios en el modo de uso de los antihelminticos asi como también impulsar la busqueda de herramientas alternativas o
complementarias al control farmacolégico de estas helmintiasis tendientes a desarrollar un control sostenible de la enfermedad
parasitaria. En Parasitologia Veterinaria, las metodologias de control alternativo pasaron de ser un campo estrictamente académico a
transformarse en una disciplina que adquirio relevancia en busca de una diversificacion de estrategias de control.

Pensando un poco en el “hacia donde vamos” para retrasar o manejar la RA, se describen a continuacion brevemente algunas de las
actuales tendencias que se encuentran en etapa de investigacion:

Fitomedicina

La investigacion de plantas y de sus extractos tuvo un crecimiento notorio en los Ultimos 30-35 afios, existiendo un marcado interés para
considerarla en las estrategias no quimicas para el control parasitario. Dentro de ellas se destacan las plantas polifendlicas o la corteza
de ciertos arboles (Eucaliptus, Pino, Acacia, Quebracho, entre otros) que contienen diferentes concentraciones de taninos condensados
en su composicién. Precisamente sobre estos metabolitos secundarios de las plantas se enfocaron muchos trabajos de investigacion por
sus efectos nutracéuticos con beneficios sobre la nutricion y sanidad animal. Una de las lineas de investigacion que se estéa llevando
adelante en el Instituto de Patobiologia (IPVET) de INTA Castelar esta vinculada a determinar el efecto antihelmintico in vitro e in vivo de
diferentes concentraciones de taninos condensados adicionados a la dieta de los animales, asi como también a la elaboracion y
evaluacion de extractos vegetales a partir de plantas autéctonas. Con estos se realizan metodologias in vitro para determinar la actividad
sobre los estadios de huevos (test de inhibicion en la eclosion de huevos) y sobre larvas infectivas de parasitos (test de inhibicion en la
migracion larval) en busca de alternativas que puedan sumarse al control de los parasitos.

Seleccién genética de animales resistentes

Se basa en el empleo de animales que tienen la capacidad inmunitaria de resistir al establecimiento y posterior desarrollo de la infeccion
parasitaria. Esta variabilidad de susceptibilidad a los parasitos se denomina Resistencia Parasitaria y se expresa con valores de HPG
inferiores en relacion a infestaciones similares de otros animales. Estos animales necesitan de un minimo nimero de tratamientos
antiparasitarios y pueden utilizarse en estrategias de control sostenibles. Algunos Institutos y Centros del INTA estan llevando adelante
esta linea de investigacion generando importante informacion al respecto.

Recambio de cepas

Es un proceso de recuperacion de la eficacia antiparasitaria basado en el recambio de parte de la poblacién parasitaria que se encuentra
en el refugio. Se entiende como refugio a la poblacién de parasitos no expuesta a los tratamientos antiparasitarios. Esto disminuiria la
diseminacion de la RA ofreciendo una fuente de parasitos susceptibles que generan una dilucién de los resistentes que estan presentes
en la pastura. Se puede efectuar introduciendo una cepa sensible mediante animales destetados portadores sin desparasitar. Es una
linea de trabajo que estan llevando en forma conjunta profesionales de INTA Balcarce y de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
UNCPBA.

Sistemas silvopastoriles

Pueden contribuir a reducir las infestaciones por NGI en el contexto de un manejo integrado de control parasitario. La relacion existente
entre el proceso de descomposicién de la materia fecal con la dinamica parasitologica de los nematodos es uno de los factores mas
determinantes en el comportamiento general de esta parasitosis en estos sistemas. Es de destacar que aqui se favorece el desarrollo de
una fauna edafica representada principalmente por coledpteros coprofagos que participan activamente en los procesos de
descomposicion de la materia fecal con la consiguiente disminucion del nimero de huevos y de larvas infectivas de NGI, disminuyendo
asi la contaminacion e infectividad de las pasturas.

Control biolégico mediante hongos nematéfagos

Las principales lineas de trabajo se desarrollaron con el hongo nematéfago Duddingtonia flagrans. Basicamente consiste en la
administracion de esporas que atraviesan el tracto gastrointestinal, y el control lo ejercen en la materia fecal donde las hifas producen la
captura y la predacion de larvas infectivas previo a su migracion a las pasturas. Se encuentra ain en etapas de investigacion.

Farmacologia

Es una estrategia que puede tener diferentes objetivos: 1-modificar la farmacocinética y farmacodinamia de los antiparasitarios, 2-
combinacién de farmacos que puedan alcanzar un sinergismo, y 3-combinacion con otras sustancias (extractos vegetales) que puedan
mejorar la actividad inicial del antiparasitario. Se propone a la combinacion de farmacos que presentan diferentes mecanismos de accién
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como alternativa para retardar la aparicién de la RA o bien para controlar poblaciones parasitarias con resistencia diagnosticada. Como
condicion previa a su uso, no deberia existir resistencia cruzada entre los componentes de la combinacion.

El desafio esta planteado. Nuestra mision es demostrar a la comunidad cientifica en general que estas alternativas sean sustentables
para el control integral del parasitismo gastrointestinal y de la resistencia antihelmintica, y puedan ser transferidas lo antes posible al
sector productivo. Y para esto debemos estar todos juntos: centros de investigacion, universidades, veterinarios y productores ganaderos.

DESARROLLO Y TRANSFERENCIA DE UNA NANOVACUNA CONTRA LA COVID-19

Dr. Juan Sebastian Pappalardo
Grupo de Nanomedicina Veterinaria, Instituto de Investigaciones Forestales y Agropecuarias Bariloche (IFAB, INTA-CONICET), EEA
Bariloche, Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria. Bote Modesta Victoria 4450, San Carlos de Bariloche, Rio Negro,
R8403DVZ, Argentina.
pappalardo.juans@inta.gob.ar

El 11 de marzo de 2020 la Organizacion Mundial de la Salud declar6 la pandemia a causa del virus SARS-CoV-2 causante de la
enfermedad COVID-19 y el mundo tuvo que adaptarse a una nueva realidad. En ese contexto, en la Estacion Experimental Agropecuaria
Bariloche del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA EEA-Bariloche), el Grupo de Nanomedicina Veterinaria, estaba
planificando ensayos en ratones para evaluar una nueva vacuna basada en nanotecnologia y biotecnologia contra la linfoadenitis
caseosa, enfermedad zoonética que afecta principalmente al ganado ovino y caprino en la region patagénica. En el grupo surgié entonces
un interrogante: ¢ seria posible contribuir en el desarrollo de una vacuna para responder a esta terrible situacion?

Considerando que globalmente se necesitan vacunas por tratarse de una pandemia, es de vital importancia contar con independencia y
soberania cientifica sobre las tecnologias de desarrollo de vacunas, para contar con la propia.

Cuando el Gobierno Nacional a través del Ministerio de Ciencia y Tecnologia (MinCyT) abri6 la convocatoria extraordinaria de la Agencia
Nacional de Promocion de la Investigacion, el Desarrollo Tecnolégico y la Innovacion (AGENCIA) para Ideas Proyecto IP-COVID-19, no
dudamos en escribir una propuesta y presentarnos para obtener financiaciéon y comenzar a trabajar. La idea era evaluar una estrategia
similar a la que estdbamos planificando para la linfoadenitis caseosa, pero para el SARS-CoV-2: La utilizaciéon de una tecnologia
denominada “Plataforma de Nanovacunas” desarrollada por INTA en colaboracion con Northeastern University (Boston, USA) y la
Universita degli Studi di Padova (Padua, ltalia) desde 2006, con patente otorgada en 2018. Dicha tecnologia, que permite la formulacion
de diversas vacunas utilizando nanotecnologia y biotecnologia se conoce como “Plataforma de Nanovacunas”, porque segun el antigeno
que se usa, la vacuna que se obtiene. Si bien no fuimos seleccionados en esa convocatoria, el proyecto fue valorado positivamente y se
sugeria la necesidad de contar con una contraparte privada para poder avanzar.

Fue asi como se comenzé a buscar una empresa que estuviera interesada en invertir en el desarrollo de una vacuna y se logré el vinculo
con Laboratorios Bagd S.A. Luego de varios meses de evaluar y pulir el proyecto entre ambos equipos, se firmé un convenio de
Investigacion y Desarrollo (I+D) que permitié conseguir el financiamiento necesario para avanzar con los experimentos. El convenio se
estructurd en etapas gue se irian implementando segun los resultados. La primera etapa fue una prueba de concepto de la tecnologia,
evaluando la respuesta inmune humoral en los ratones, utilizando la Plataforma de Nanovacunas para vehiculizar ADN plasmidico
codificante para una region de la proteina Spike del SARS-CoV-2, denominada en inglés “Receptor Binding Domain” (RBD). Los
resultados fueron muy alentadores y nos impulsaron a seguir avanzando con las etapas siguientes. Estas etapas, que estamos llevando
adelante, actualmente nos permitiran evaluar dos aspectos importantes de la vacuna que estamos desarrollando. Por un lado,
estudiaremos la capacidad de la vacuna de generar inmunidad celular o memoria inmunoldgica, es decir, la capacidad de generar una
respuesta inmune que le permita al animal vacunado “recordar” el patégeno y montar una respuesta inmune que lo proteja de la
enfermedad cuando se encuentre con el mismo. Por otro lado, evaluaremos la seguridad del candidato vacunal, es decir, si la vacuna es
téxica o genera alguin efecto adverso en animales de laboratorio.

Nuestra tecnologia en detalle

La vacuna que estamos desarrollando entre INTA y Laboratorios Bagé S.A. se basa en liposomas racionalmente disefiados para
direccionar moléculas de ADN plasmidico, codificantes para RBD, a células dendriticas. Los liposomas son nanovesiculas esféricas
formadas principalmente por fosfolipidos, que se utilizan como sistemas de transporte, tanto en industria farmacéutica como cosmética.
El direccionamiento se realiza a través del uso de receptores especificos presentes en las células dendriticas y una molécula
direccionadora basada en patrones moleculares asociados a patégenos. Esta molécula sintética es novedosa y se usa para direccionar
diversos nanovehiculos, entre ellos los liposomas, hacia células dendriticas de distintas especies, ya que, a diferencia de los anticuerpos
monoclonales, se trata de una molécula “especie inespecifica” lo que permite su utilizacién tanto en salud animal como salud humana.
Las células dendriticas son células clave del sistema inmune por lo cual dirigir la carga de la vacuna hacia las mismas aumenta
notablemente la eficacia de la vacuna, ya que son estas células las que expresan los antigenos del SARS-CoV-2 y montan la respuesta
inmune.

Es importante destacar, que esta plataforma ya ha sido evaluada por INTA para otros patogenos de interés veterinario, como Brucella
ovis y Herpesvirus bovino 1, con resultados promisorios. Por otro lado, los liposomas son compuestos ampliamente utilizados en medicina
humana en diversos farmacos como por ejemplo en la doxorrubicina liposomal, la anfotericina B liposomal, verteporfina liposomal,
vincristina liposomal, bupivacaina liposomal, morfina liposomal, irinotecan liposomal, y vacunas tales como Shingrix® herpes zoster
liposomal, Inflexal V® influenza liposomal, y las vacunas contra SARS-CoV-2 de ARNm en nanoparticulas lipidicas, entre otras, lo que
garantiza aspectos vinculados a la seguridad de los mismos. A su vez, las vacunas basadas en ADN plasmidico se encuentran en la
actualidad aprobadas para su uso en diversas enfermedades veterinarias e incluso hay varios desarrollos para SARS-CoV-2 en fase
clinica, una de ellas, Zydus Cadilla®, recientemente aprobada en India.

La tecnologia propuesta, que combina la utilizacion de liposomas con ADN plasmidico, cuenta con la ventaja de utilizar un sistema de
produccion simple, econémico y escalable y ha sido recomendada por la Organizaciéon Mundial de la Salud como la alternativa predilecta
en el caso de vacunas para afrontar pandemias en paises emergentes.

Las ventajas de esta nanovacuna son su produccién econémica y escalable, su formulacién estable que no requiere sistemas de
refrigeracién a muy bajas temperaturas para su distribucion y capacidad de rapida adaptacion a nuevas variantes virales. Vale tener en
cuenta que esta tecnologia es accesible, rapida en su produccion, no necesita facilities especiales o con sistemas de bioseguridad alta
(costosos).

Esto nos da una ventaja sobre las vacunas a proteina recombinante que no se adaptan facilmente a variantes, y sobre las vacunas a
mARN, que son muy novedosas pero costosas y necesitan temperaturas muy bajas para el transporte (logistica costosa). También la
vacuna génica a ADN es ventajosa y segura en relacion a las vacunas a adenovirus, ya que estas Ultimas son cuestionables por varias
razones: transportan y liberan una cantidad mucho mayor de ADN, deberian ser evaluadas inmunolégicamente a largo plazo ya que al
poseer trazas de ADN y proteinas humanas podrian generar problemas (los adenovirus se cultivan en lineas celulares humanas), y
también porque se genera una respuesta inmune contra el vector adenoviral, lo que disminuye la efectividad en dosis sucesivas.
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NANOBODIES PARA PREVENIR Y TRATAR LA COVID19

Dra. Viviana Parrefio
INCUINTA, IVIT, CICV y A, INTA CONICET. Castelar, Buenos Aires, Argentina
parreno.viviana@inta.gob.ar

Durante 2020, en el contexto de la PANDEMIA por el virus SARS CoV.2, el grupo de investigacion de INCUINTA en conjunto con el
grupo de la Dra. Itati Ibafiez de CONICET desarrollamos una biblioteca de genes de nanoanticuerpos derivados de llamas contra la
proteina Spikes del virus de SARS CoV.2. A partir de dicha biblioteca se obtuvieron 53 nanoanticuerpos con diferentes propiedades,
capaces de reconocer epitopes de la proteina Spike. Especificamente, 17 de ellos estan dirigidos al dominio RBD (receptor binging
domain) y poseen diferente grado de actividad neutralizante de la infeccién in vitro, evaluados por un ensayo de pseudo neutralizacién
viral, blogueando la unién del virus al receptor celular ACE2, y luego confirmado por neutralizacion utilizando las variantes salvajes
circulantes en 2020 en Argentina (aislamientos del Instituto Malbran e INTA) y en Estados Unidos (aislamiento Dr Jonathan Auguste,
Virginia Tech). Durante 2021, se avanz6 en la puesta apunto del proceso de escalado industrial de produccién de los nanoanticuerpos
en INCUINTA vy lotes purificados de 6 de los clones mas neutralizantes se probaron en un modelo ratén en Virginia Tech. Donde se
observé que uno de los clones arroj6 un 80% de proteccién a la muerte de los ratones desafiados con el virus al ser administrado como
tratamiento preventivo en una Unica dosis de 10 ug por via intranasal, otros lotes protegieron al 60% de los ratones en una dosis de 20
ug. Los resultados preliminares obtenidos hasta el momento resaltan la importancia de los nanoanticuerpos derivados de camélidos
como una potencial terapia para prevenir y tratar la COVID19.
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Andlisis descriptivo de los resimenes presentados en las ultimas 10
Reuniones Cientifico—Técnicas de la AAVLD, 2002-2021

Dr. Ernesto Spath

En los ultimos 20 afios la AAVLD organizé 10 Reuniones Cientifico Técnicas (RCT XIV2 a XXII12) en distintas
ciudades del pais. En este breve trabajo se analiza a través de graficos simples la evolucion temporal de la
frecuencia de presentacion de los resimenes teniendo en cuenta su tematica, pertenencia institucional y
localizacion geografica del primer autor, especies hospedadoras y agentes etioldgicos objeto de los estudios.
Solamente se analizan las caracteristicas de los resimenes y no se incluyen las conferencias u otros informes
y actividades realizados por las Comisiones Cientificas especificas.

En las 10 RCT analizadas se presentaron 1225 resimenes y 175 conferencias (Gréfico 1); participaron como
autores de los resimenes 7179 profesionales; muchos de ellos se repiten en diferentes afos y resimenes.
El nimero promedio de autores de los resiimenes fue 6 (rango 1 a 13), siendo esta cifra bastante constante
a lo largo de los 20 afios, variando entre 4,8 a 6,8 autores por resumen).

Tradicionalmente los resumenes de las RCT fueron agrupados en secciones tematicas, aunque en algunas
RCTs hubo variantes, por lo cual se agruparon para un analisis estandarizado en las 8 secciones tradicionales.
Bacteriologia, Epidemiologia y Parasitologia fueron las tres secciones tematicas mas frecuentes (Grafico 2).

La pertenencia institucional de los primeros autores se sistematizé en 12 grupos, los mas frecuentes fueron
el INTA, las Universidades y el sector privado (Gréafico 3). Sin embargo, en la mayoria de los resimenes estas
dos instituciones y el sector privado estaban asociadas con otras instituciones u organismos municipales,
provinciales y nacionales, lo cual no fue cuantificado en este analisis.

Los primeros autores de los 1225 resumenes provenian de 54 localidades pertenecientes a 22 provincias, la
Ciudad Auténoma de Buenos Aires (CABA) y del exterior. La provincia de Buenos Aires, CABA y Santa Fe
fueron las regiones con mayor numero de resumenes (Gréfico 4).

Las especies motivo de los estudios fueron 15 domésticas, mientras que las de laboratorio, silvestres y otras
constituyeron otros 3 grupos. Las 3 especies mas frecuentes fueron la bovina, canina y porcina (Grafico 5).

Los agentes etiol6gicos fueron agrupados en 7 grupos; 5 especificos (bacteriana, parasitaria, viral,
metabdlico-nutricional y toxica) y dos grupos de otras y varias especies. Las 3 etiologias mas frecuentes
fueron la bacteriana, parasitaria y viral (Gréfico 6).
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B1-CONTAMINACION DE ESCHERICHIA COLI PRODUCTOR DE TOXINA SHIGA EN CARNE BOVINA
DE TIERRA DEL FUEGO Y RELACION CON LA PRESENCIA DE RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS
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Introduccién. El concepto “Una sola Salud” propone un
abordaje interdisciplinario para minimizar el impacto de las
enfermedades que impactan en la salud humana y animal, asi
como las que ocasionan grandes pérdidas econémicas. Dentro
de las enfermedades infecciosas humanas se destaca por sus
costos directos e indirectos en los sistemas de salud el
sindrome urémico hemolitico (SUH) y las infecciones causadas
por bacterias multirresistentes. Entre los agentes causales de
SUH, Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC), es
responsable de enfermedades de transmision alimentaria con
una dosis infectiva muy baja (< 100 UFC/g). La principal fuente
de infeccion sefalada para el hombre es la carne bovina molida.
Si bien en Buenos Aires se observé hasta 25% de
contaminacion de STEC en carne en puntos de vental, en
Tierra del Fuego (TDF) donde la tasa de infeccion de SUH es
de las mas elevadas de Argentina?, datos previos indican que
ha sido menor al 1%. La carne que abastece el mercado de TDF
proviene en su mayoria de animales que son criados en la isla.
TDF cuenta con 2 playas de faena, ambas municipales, con
faena mixta bovina y ovina. Una se encuentra en Ushuaia y la
otra en Rio Grande. En ellas, no se utilizan sobre las medias
reses ni desinfectantes ni antimicrobianos (ATM). Su presencia
justificaria la baja carga de STEC detectada, pero podria sugerir
que se hayan administrado al animal prefaena y quiza no se
cumpla con los periodos de retirada correspondientes. Hasta
donde tenemos conocimiento no hay evaluaciéon de presencia
de ATM en la carne de TDF ni estimacién de los perfiles de
resistencia en la microbiota acompafante. El objetivo del
trabajo fue analizar si la baja carga de STEC como
contaminante en las muestras analizadas podria corresponder
a la presencia de residuos de ATM en la matriz carnica.

Materiales y métodos. Se realizd una ronda de muestreo en
las 112 carnicerias de TDF segun registros municipales durante
marzo de 2019. Las muestras se recolectaron por compra,
fueron congeladas y transportadas freezadas via aérea a
Buenos Aires y de alli inmediatamente al laboratorio de
Microbiologia (FCV-UBA). Las muestras se procesaron segun
el algoritmo propuesto para STEC O157:H7 y no-O157 en
concordancia al protocolo de FSIS/USDA 2014, utilizando 3259
de muestra. En el algoritmo de O157:H7 se incorpord un
tamizaje con dispositivos de flujo lateral para la deteccién del
serogrupo 0157 (Hygienica®) segun las recomendaciones del
proveedor, para definir la utilizacion de inmunocaptura en la ruta
diagnostica de las muestras sospechosas. Para la deteccion de
stx1/stx2 y rfbO157 se utilizo6 la metodologia de tamizaje por
PCR muiltiple segun el esquema de calificacion externo en el
que particip6 el laboratorio (Statens Serum Institut: EQ4, 2013
y EQ5, 2014).

Considerando la emergencia de resistencia a ATM se analiz6
en al menos 38% de las muestras de carne (seleccionadas al
azar dentro del grupo en estudio) la detecciéon de cefalexina,
enrofloxacina y estreptomicina. Se utilizé cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC) en el primer caso y, para el resto,
enzimoinmunoensayo con el kit de Ridascreen®.

Resultados. Se recolectaron 110 muestras de carne molida.
Se identifico la presencia de los marcadores genéticos de la
toxina Shiga (stx1 o stx2) en 6/110 muestras, lo cual permitio
caracterizarlas como positivas potenciales de STEC. En 2/6
positivas potenciales se confirmé la presencia de STEC por
aislamiento. Ambas cepas eran portadoras de stx2 en forma
exclusiva. No se detect6 la presencia de STEC 0157 en
ninguna muestra. Al analizar la presencia de residuos ATM en

la matriz carnica, se obtuvieron valores para cefalexina <0,10
ug/g en 42 muestras analizadas, para estreptomicina <0,02 g
/g en 81 muestras y para la enrofloxacina <0,01 pg/g sobre 78
muestras estudiadas.

Discusién y conclusiones. Se reconoce que la principal via
de transmision de STEC es la oral-fecal, asociada a
contaminacion de alimentos. La OMS clasifica esta enfermedad
como Enfermedad de Transmision Alimentaria, caracterizada
por una baja carga infectiva (< 100 bacterias/gramo). Mas de
100 serotipos con el mismo potencial patégeno han sido
aislados de casos clinicos® y la carne se ha asociado como
fuente de infeccion en el 50% de los casos en Argentina®. La
contaminacion a través de la cadena productiva aumenta
progresivamente hasta alcanzar 25% en los locales de
expendio en Buenos Aires®. Los resultados obtenidos en este
estudio difieren considerablemente de los niveles de
contaminacion registrados en otros puntos del pais. Es posible
gue el clima oceanico subpolar de TDF influya en el control de
la carga bacteriana, ya que afecta a todo el proceso desde la
faena hasta el punto de venta, y colabora en mantener la
calidad del producto. La congelacion hasta el procesamiento,
podria influir negativamente en la deteccién del patégeno
particularmente si se parte de una baja carga. No puede
descartarse que a diferencia de lo observado en trabajos
previos®, la carga de STEC al momento del procesamiento esté
por debajo del limite de deteccion del ensayo. Los protocolos
de identificacion han sido validados en el sistema de calificacion
externo y se incluy6 el uso del sistema de flujo lateral cuyo limite
de deteccion de 0157 es de 4 UFC cada 100 g de muestra, con
resultados negativos. Los ATM en medicina veterinaria son las
drogas mas comunmente administradas. Si bien su empleo es
objeto de constante analisis, muchas veces las pautas
empleadas no garantizan el uso racional de los mismos®. Varios
son los grupos de drogas utilizadas en la produccion bovina, la
aparicion de formulaciones disefiadas para esta especie, como
ser cefalexina de depdsito, estreptomicina (asociada a
penicilina G), enrofloxacina, conducen a un aumento en la
frecuencia de su uso empirico. La presencia de los mismos
podria influir en los resultados de contaminacion por STEC, por
lo que fueron analizados en este trabajo. La concentracion
detectada de dichos ATM fue menor al limite de deteccion de
cada ensayo, la cual al ser menor a la CIM de E.coli’, permite
descartar que la baja carga de contaminacion con STEC sea
por efecto de los ATM analizados. Los resultados obtenidos
permiten considerar que la carne molida de venta al consumidor
no seria el factor critico que explica la alta tasa de SUH en TDF.
Este resultado no estd enmascarado por la presencia de
residuos de los ATM ensayados. Si bien otros residuos podrian
estar implicados, se debe considerar diversas fuentes de
contaminacion de STEC para la poblacion de TDF. Dada la alta
tasa de SUH en la Isla de TDF, es necesario evaluar aquellas
alternativas que podrian ser de impacto local.

Bibliografia

- Etcheverria, A.y col. (2010) Meat Science 86: 418-421.

- Ministerio de Salud Argentina (2020). BIV 481 SE02/2020.
- Mead, P.S.y Griffin, P.M. (1998). Lancet, 10:1207-12.

- Rivas, M.y col. (2008) Emerg. Infect. Dis., 14:763-77.

- Miccio, L y col. (2011) Invet 13:37-44.

- Hao, H. y col. (2014). Front. Microbiol. 5:288.

- CLSI 2019.

43


mailto:aben@fvet.uba.ar
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Introduccién. Las infecciones urinarias (ITU), se pueden
desarrollar cuando hay un desbalance en los mecanismos de
defensa del huésped, lo que permite la adherencia,
multiplicacion y persistencia de microbios virulentos en el tracto
urinario. Entre las especies bacterianas que colonizan con
mayor frecuencia el sistema urinario en caninos, se encuentran
bacterias aerobias Gram negativas, causantes de la mayoria de
los casos de esta enfermedad, seguido de cocos Gram
positivos. Los microorganismos aislados mas frecuentemente
son: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Proteus spp. y
Enterococcus spp. El cultivo de orina es una prueba de
laboratorio de uso frecuente y de eleccién para la confirmacion
de las ITU, se suele salicitar junto con el antibiograma para la
seleccion del antibiético a utilizar y/o en caso de haber
instaurado el tratamiento, corroborar la eleccién del mismo. La
muestra clinica de eleccion es la orina tomada por cistocentesis
para evitar el efecto de arrastre de microorganismos de las vias
urinarias bajas.

El objetivo del presente trabajo es reportar la frecuencia de
aislamientos bacterianos a partir de muestras de orina de
caninos con ITU que fueran remitidas al Laboratorio de
Microbiologia Clinica y Experimental (FCV-UNCPBA) entre
2018 y 2021.

Materiales y métodos. Las muestras de orina obtenidas por
cistocentesis, provinieron mayoritariamente del Hospital
Escuela de Pequefios Animales (HEPA-FCV-UNCPBA) y de
veterinarias de actividad privada. Una vez recibida la muestra
de orina, debidamente envasada, conservada e identificada, se
procede a su andlisis bacterioldgico. La muestra de orina se
siembra en Agar Tripteina Soya (ATS) suplementado con 10%
de sangre bovina y en medio Cistina Lactosa Deficiente en
Electrolitos (CLED). En este ultimo caso, la placa se divide en
tres partes iguales y con ansa calibrada, se realizan estrias
onduladas en cada tercio. Ambos medios se incuban a 37 °C
en atmoésfera aerobia y a las 24 h se registra el desarrollo de
colonias. A continuacion se realiza la identificacién por
observacion microscépica y pruebas bioquimicas de rutina de
acuerdo a lo descripto por la bibliografia de referencia.

Luego de identificados los microorganismos involucrados en las
ITU, se realiza el antibiograma de acuerdo a lo establecido por
el CLSI para cada microorganismo, la patologia especifica y la
especie animal afectada.

Resultados. De un total de 53 (100%) muestras remitidas, 40
(75,5%) tuvieron aislamiento positivo y 13 (24,5%) fueron
negativas.

13
(25%)

e |

d
(75%)

POSITIVAS NEGATIVAS

Grafico. NUmero y porcentaje de muestras de orina con
aislamiento positivo y negativo.

La frecuencia de aislamiento fue de 15 (37,5%) para E. coli, 9
(22,5%) para Enterococcus spp., 6 (15%) para Staphylococcus
spp., 4 (10%) para Proteus spp., 2 (5%) para Pseudomonas
spp., 2 (5%) para Corynebacterium spp., 1 (2,5%) para
Enterobacter spp. y 1 (2,5%) para estreptococos beta-
hemoliticos.

Discusiéon y conclusién. Con respecto a los resultados de
aislamientos negativos (24,5%) a partir de muestras de orina
tomadas por cistocentesis, se infiere que podria deberse a
microorganismos no detectados por las técnicas habituales de
cultivo, causas no infecciosas de la inflamaciéon del tracto
urinario como tumores, patologias téxicas, metabdlicas, entre
otras. La frecuencia de aislamiento de los principales agentes
bacterianos coincide con lo reportado por la bibliografia de
referencia. Mas del 70% de las infecciones urinarias en los
perros, son causadas por especies bacterianas comunes. De
acuerdo a lo descripto por Barsanti (2012), E. coli es la bacteria
mas frecuentemente aislada entre un 37% a 55% de las ITU.
Estos resultados coinciden con los obtenidos en nuestro trabajo
donde la frecuencia de aislamiento para E. coli fue de 37,5%.
Luego le siguieron los cocos Gram positivos, Enterococcus
spp., Staphylococcus spp. y estreptococos beta-hemoliticos
(20%), cuyos resultados también coinciden con lo descripto por
el mismo autor quien informa entre 23 y 30% de frecuencia de
aislamiento para estos patdgenos. Con respecto al aislamiento
de Proteus spp., Pseudomonas spp., Corynebacterium spp. y
Enterobacter spp., la frecuencia de aislamiento es menor y se
corresponden con casos aislados.

Si bien el objetivo de este trabajo no es analizar la sensibilidad
antimicrobiana de las bacterias mas frecuentes que causan
ITU, es importante reflexionar sobre la relevancia del
conocimiento de los patrones de aislamiento y sensibilidad a los
antimicrobianos de uso rutinario. Finalmente, concluir en la
importancia de la toma de muestra de orina por cistocentesis
para realizar el cultivo, una técnica de bajo costo que no sélo
permite la confirmacion de las ITU sino también realizar el
antibiograma y asi seleccionar el antibiético a utilizar para lograr
una rapida remision del cuadro y asi, evitar consecuencias para
el animal en lo que a recidivas y desarrollo de resistencia
antimicrobiana se refiere.
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Introduccién

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa bacteriana,
causada por serovares patdgenos de Leptospira spp. Afecta a
los animales y se transmite a los humanos, principalmente en
areas con clima templado o tropical, donde las condiciones de
temperatura y alta humedad causada por lluvias intensas son
favorables para la sobrevida de la bacteria. En Argentina, es
endémica y la mayor cantidad de casos se registra en la region
de la Pampa hdmeda.* En los equinos, la leptospirosis ha
adquirido importancia por las consecuencias econémicas que
ocasiona. La enfermedad puede ser clinica o subclinica. Por lo
general es de caracter leve o sub-clinico, no obstante, pueden
producirse abortos o mortalidad peri-natal, trastornos
respiratorios y cuadros de uveitis recurrente o iridociclitis.* >
En Argentina, se reportd un caso en el que una yegua de polo
aborto sin presentar signologia previa al aborto.® Se han aislado
gran cantidad de serovares en equinos infectados, siendo los
principales, los pertenecientes a los serogrupos Pomona y
Grippotyphosa, pero también se han encontrado
Icterohaemorrhagiae, Autumnalis, Sejroe, Canicola y Ballum.®
Los estudios seroldgicos han revelado que la exposicion de los
equinos a las leptospiras es bastante comun y se los considera
hospedadores de mantenimiento del serovar Bratislava.® 25 El
objetivo del estudio fue: determinar la tasa de seropositividad a
Leptospira spp. y la frecuencia de deteccién de los principales
serogrupos que infectan a equinos del sur de las provincias de
Santa Fe y Cérdoba.

Materiales y Métodos

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo en una
poblacion de 96 equinos (Equus caballus), de distintos sexos,
razas y edades, proveniente del sur de Santa Fe y Cérdoba. Se
analizaron dos grupos: grupo 1, constituido por 40 muestras de
suero sanguineo, 20 correspondientes a machos y 20 a
hembras, con signologia clinica sospechosa de leptospirosis,
remitidas para su andlisis mediante la técnica de aglutinacion
microscopica (MAT) y el grupo 2, de 56 equinos, 21 hembras y
35 machos, sin signologia clinica, cuyas muestras habian sido
remitidas para el analisis control de Anemia Infecciosa Equina.
No se obtuvieron detalles de razas ni edades, pero todos los
animales eran adultos. Las muestras de sangre se obtuvieron
por puncion venosa y los sueros fueron refrigerados a -20°C
hasta su analisis mediante la MAT. Se emplearon cepas de
referencia de serovares representativos de 12 serogrupos de
Leptospira spp.: Pomona, Pomona, Pomona;
Icterohaemorrhagiae Copenhageni, M 20, Canicola, Canicola,
Hond Utrech 1V, Australis, Bratislava, Jez Bratislava, y Australis,
Ballico, Pyrogenes, Pyrogenes, Salinem, Sejroe, Hardjo,
Hardoprajitno, y Wolffi, 3705, Autumnalis Autumnalis, Akiyami
A de Leptospira interrogans; Grippotyphosa Grippotyphosa,
Moskva V de L. kirschneri; Ballum Castellonis, Castellon 3 y
Tarassovi, Tarassovi, Perepelitsin de L. borgpetersenii. La
dilucion de los sueros utilizada como punto de corte fue de
1:100.

Resultados

En el grupo 1, se hallaron 24 sueros reactivos, con una tasa de
seropositividad del 60%. Dentro de los mismos, se pudo
observar que 9 (37,5 %) reaccionaron frente a un Unico serovar,
de los cuales 4 eran hembras y 5 machos. El prevalente fue
Pomona (7/9), con titulos de 1:100 a 1:400, seguido por
Copenhageni (2/9) con 1:100. En 15 (62,5%), 7 hembras y 8
machos se observo reactividad cruzada frente a mas de un
serovar. El titulo mas elevado (1:400), se observo en tres de las
reacciones cruzadas, en un caso para Pomona, en otro para
Copenhageni y en otro para Castellonis. Dentro del grupo 2, se
detectaron 44 serorreactivos, con una tasa de seropositividad
del 78,57%. Los sueros reactivos frente a un serovar fueron 9
(20,45%), 3 hembras y 6 machos, prevalecié Autumnalis (8/9)
seguido por Bratislava (1/9), con titulo de 1:100. En 35 (79,54%)
sueros, 12 hembras y 23 machos, se observaron reacciones

cruzadas, destacandose en una oportunidad el titulo mas alto
de 1:400 para Pomona.

Discusién y Conclusion

Los equinos del estudio no habian recibido vacunas contra
Leptospira, por lo tanto se presume que los titulos de
anticuerpos hallados se debieron a un contacto con los
antigenos en forma natural. Para el grupo 1, de equinos con
sospecha clinica de la enfermedad, tanto la tasa de
seropositividad hallada como la reactividad serolégica
detectada frente a serovares de los serogrupos Pomona e
Icterohaemorrhagiae, estuvieron en concordancia con las
registradas por autores de estudios previos realizados en
equinos, tanto a nivel internacional como nacional y en la
provincia de Santa Fe.*® Los resultados coincidieron también
en gue en los animales con sospecha clinica de la enfermedad,
Pomona fue el serogrupo mas prevalente y frente al cual se
registraron los titulos méas altos.* ° Dentro del grupo 2, se hallé
una alta tasa de seropositividad, considerando que se trataba
de caballos asintomaticos. Este hecho podria sugerir que la
mayoria de las infecciones por leptospiras en equinos son
inaparentes.® * ® Varios reportes afirman que la leptospirosis
subclinica es comUn en esta especie y que a pesar de hallarse
tasas de seropositividad elevadas, son pocos los equinos con
signos clinicos, lo que representa un riesgo potencial para la
salud de las personas y otros animales de su entorno natural. *
234 Ademas, se pudo observar, por un lado, reactividad con
titulos de anticuerpos bajos al serovar Bratislava que tendria al
equino como especie hospedadora.l > En relacion a esto,
nuestros resultados sugieren que el serovar Autumnalis
también podria encontrarse adaptado al hospedador equino,
debido a la alta frecuencia de deteccion y los titulos bajos
registrados. 2 Por otro lado, en ambos grupos se hall6 un
mayor porcentaje de serorreactivos que expresaron reacciones
cruzadas, principalmente en el grupo 1, dénde se destaco el
titulo mas elevado 21:400 para los serovares/serogrupos
detectados mayoritariamente. Este hecho también fue
reportado por otros autores, que relacionaron al serogrupo de
mayor titulo con la posibilidad de ser el causante de la infeccion
real.> En el grupo 1, no se observaron diferencias considerables
entre los sexos y en el grupo 2 predominaron los machos
serorreactivos, pero quizas se debié a que se analizaron en
mayor cantidad.
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Introduccién. La tuberculosis bovina (TBb) es una enfermedad
zoonotica, crénica, producida por Mycobacterium bovis (M.
bovis). Afecta principalmente al ganado bovino, pero puede
infectar a otras especies domeésticas y silvestres. Esta incluido
dentro del complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT) que
incluye otras micobacterias patbgenas y zoondticas. Las
medidas del Plan Nacional de Control y Erradicacion de la
Tuberculosis Bovina son la inspeccion veterinaria en las playas
de faena, la normativa de pruebas diagndsticas, el sacrificio de
animales positivos y la notificacion de la enfermedad al
SENASA. La deteccion de lesiones compatibles con
tuberculosis (LCT) durante la inspeccién bromatolégica es la
ultima barrera sanitaria de proteccion para el consumidor. El
dificil control y erradicacién de la TBb esta dado por diferentes
caracteristicas epidemioldgicas, incluyendo la capacidad de
infectar a casi la totalidad de los mamiferos, la existencia de
reservorios silvestres, la capacidad de latencia en el huésped,
y las limitaciones en las técnicas diagnésticas. En el mundo, se
identificaron diferentes especies de vida libre como reservorios
de TBb: el tejon, el ciervo colorado, la zariglieya, el bufalo, el
antilope y el jabali. En Argentina, si bien se ha reportado la
infeccion por M. bovis en animales silvestres, no se han
determinado reservorios que ocupen roles epidemiolégicos
importantes en el mantenimiento y la transmision de la TBb.
Otra limitante es la deteccion de la enfermedad. El cultivo
bacteriologico es la técnica de oro para el diagnoéstico de la TBb,
aunque no alcanza para caracterizar la especie de micobacteria
presente y son necesarias pruebas bioquimicas que enlentecen
mucho el diagnéstico. Las técnicas moleculares han permitido
la identificacién de los aislamientos en forma mas rapida. La
amplificacion de la secuencia de insercién 6110 identifica a las
micobacterias pertenecientes al CMT y otras técnicas
moleculares logran la diferenciacion de especie y su
genotipificacion. La epidemiologia molecular permite relacionar
los aislamientos obtenidos de diferentes especies a lo largo del
tiempo y determinar su frecuencia en determinadas regiones.
El polimorfismo de la region de repeticiones directas (DR)
(especifica del genoma de las micobacterias), permite
identificarlas dentro del CMT y diferenciar cepas dentro de una
misma especie de micobacteria. La region DR presenta
secuencias polimérficas (espaciadores) intercaladas entre las
repeticiones directas y constituye el principio de la técnica de
Spoligotyping. La presencia o ausencia de estos “espaciadores”
definen patrones de hibridacion o “espoligotipos”, y permiten la
identificacion de especie y cepas. El Spoligotyping es una
herramienta muy utilizada en epidemiologia molecular para
conocer la frecuencia de cepas de M. bovis en un periodo de
tiempo determinado en aislamientos de diferentes especies. El
objetivo de este ftrabajo fue reportar los diferentes
espoligotipos obtenidos a partir de aislamientos de M. bovis
detectados en animales domésticos y silvestres de la Argentina,
remitidos al laboratorio de Enfermedades Infecciosas de la
Facultad de Ciencias Veterinarias (UBA) entre 2000 y 2020.

Materiales y métodos. Se seleccionaron 382 aislamientos de
M. bovis de animales domésticos y silvestres presentes en la
Argentina en determinadas regiones en un lapso de 20 afios.
Las especies involucradas fueron: bovinos, porcinos, ovinos,
bufalos, perros, gatos, jabali, cerdos cimarrones, ciervos,
pecaries, venado de las pampas, mono arafia y leopardo de las
nieves, provenientes de Buenos Aires, Cordoba, Entre Rios,
Rio Negro, Corrientes, Chaco, Mendoza, La Pampa, Salta y
Santa Fe. Todos los aislamientos fueron identificados por PCR-
1IS6110 y genotipificados por Spoligotyping, segin el protocolo
descripto por Kamerbeek y col., (1997). Se amplificé la region
DR utilizando un primer biotinilado. Los productos de PCR se
hibridaron en una membrana de Nylon (Mapmygenome, India)
conteniendo los oligonucledtidos espaciadores fijados

covalentemente 'y las muestras fueron sembradas
transversalmente utilizando un miniblotter, produciéndose una
hibridacién formando un patrén de puntos. Los espoligotipos
fueron identificados en las bases de datos locales (IABIMO,
INTA-CONICET) y en la internacional de la Universidad
Complutense de Madrid (www.mbovis.org). Las frecuencias de
los distintos espoligotipos fueron estimadas y comparadas para
las distintas especies estudiadas.

Resultados. Se identificé 44 espoligotipos en 10 provincias
diferentes. Se detect6 TBb en 6 especies domésticas y 7
especies silvestres. El espoligotipo mas detectado fue el
SB0140 (186/382, 48%) siendo el espoligotipo histéricamente
predominante en el pais (46%) tanto en animales como en
humanos. El segundo en frecuencia fue el SB0130 con un 8%
(30/382) de los aislamientos. Ambos espoligotipos estuvieron
presentes tanto en especies domeésticas como silvestres. El
tercero en frecuencia fue el SB0120, (7,8%) encontrandose casi
exclusivamente en animales domésticos. Por otra parte, se
identificaron nuevos espoligotipos no reportados hasta el
momento en el mundo, cuya incorporacion en la base de datos
ya fue solicitada. De los 12 espoligotipos encontrados en
especies silvestres, 8 (66,6%) son compartidos con especies
domésticas y 4 (33,3%) s6lo se encontraron en jabalies. De los
40 spoligotipos diferentes que se hallaron en especies
domeésticas, el 30% fue compartido con especies silvestres y el
70% so6lo estuvo presente en especies domésticas.

Discusién y conclusiones. Se observé que las especies
domeésticas y silvestres comparten espoligotipos, sugiriendo
una transmisién activa de TBb entre estas. El mayor porcentaje
de espoligotipos exclusivos dentro de los animales domésticos
indicaria una mayor eficacia en la transmisién de TBb entre
estas especies (bovinos, porcinos y bufalos principalmente)
mientras que existieron patrones que so6lo se observaron en
especies silvestres (jabali), sugiriendo una transmision efectiva
entre fauna silvestre sin la presencia de un hospedador
doméstico. Se necesitarian mas estudios de genotipificacion
abarcando un mayor nimero de animales para elaborar
conclusiones mas precisas. Si bien el jabali se destaca como
una especie silvestre con un rol epidemiolégico de reservorio
de la TBb, en nuestros ecosistemas, se requeririan analisis
moleculares mas profundos para establecer la direccionalidad
de la transmision hacia especies como el porcino y el bovino. El
conocimiento de la circulacion de cepas podra contribuir a
mejorar los disefios de los programas de control y erradicacion
de la TBb, y facilitar la vigilancia y mejor comprension
epidemiologica de la enfermedad en nuestro pais.
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Introduccién. Los Mycoplasma son bacterias que carecen de
pared celular, pertenecen a la clase Mollicutes, tienen genomas
pequefios y presentan un bajo contenido de G+C. Estos
organismos  causan infecciones articulares, dticas,
respiratorias, reproductivas y mamarias en bovinos (Maunsel et
al., 2011). El diagnéstico de estas infecciones no se realiza en
forma rutinaria en nuestro pais, por lo que existe poca
informacion acerca de su participacion en cuadros de
enfermedad. En los Ultimos afios se ha incrementado la
capacidad diagnéstica de estas infecciones en bovinos
empleando tanto metodologias clasicas como moleculares o
ambas, ampliando el conocimiento sobre las especies mas
frecuentemente aisladas y su asociacién a diversos cuadros
clinicos (Tamiozzo et al., 2014; Margineda et al., 2017; Neder
et al., 2021). El objetivo de esta comunicacién es describir tres
casos de artritis en terneras en etapa de crianza artificial, asi
como la metodologia de diagndstico utilizada.

Materiales y métodos. Las terneras provenian de un
establecimiento lechero ubicado en el partido de Lobos (Pcia.
de Buenos Aires) con 630 vacas en ordefio, en las cuales se
habia diagnosticado previamente la presencia de Mycoplasma
en leche de vacas con signos de mastitis clinicas. Tres terneras
alimentadas con leche del tambo presentaron signos clinicos de
artritis o poliartritis en las articulaciones carpales y tarsales.
Ademas, una de ellas presentd signos de otitis. En los tres
casos se tomaron muestras de liquido articular por puncién. Las
muestras fueron mantenidas refrigeradas hasta su llegada al
laboratorio. Se realiz6 observaciéon microscépica directa por
coloracion de Gram y siembra en agar Hayflick modificado
incubandose a 37°C en atmosfera de CO, al 10% por 7 a 10
dias. Ademas, las muestras se sembraron en agar sangre y
agar McConkey. La extraccion del ADN se realizé por
calentamiento a 100°C por 10 minutos, centrifugacién 2 min a
10.000 g recuperacion del sobrenadante. EI ADN extraido se
utilizé6 como templado para la realizacion de una PCR genérica
para identificacion de Mycoplasma spp., amplificando un
fragmento del gen 16-23 S rRNA. Para la identificacion a nivel
de especie de los aislamientos positivos, se realizaron dos
multiplex PCR, una para detectar las especies M. bovis y M.
canadense y otra para detectar las especies M. californicum y
M. leachii descriptas previamente (Neder et al., 2021). Los
productos de amplificacion fueron analizados por electroforesis
en gel de agarosa al 1.5%

Resultados. Los tres animales presentaron tumefaccion de las
articulaciones del carpo y tarso con distintos grados de
severidad y dificultad locomotora. En el caso mas severo
también se vieron implicada ambas articulaciones fémoro tibio
rotulianas. No se observaron formas bacterianas en el examen
microscopico directo ni se obtuvo desarrollo en agar sangre y
agar McConkey. Entre los 5y 7 dias de incubacion se observé
el desarrollo de colonias tipicas de Mycoplasma en agar
Hayflick modificado. A partir de dos muestras se pudo extraer
ADN y por PCR genérica se determiné la presencia de
Mycoplasma spp. A partir de las dos multiplex PCR en una

muestra se identificé M. canadense y en otra M. bovis. En todos
los casos los animales recibieron tratamiento antibiético. En un
caso hubo respuesta pobre a la oxitetraciclina usada como
primera opcioén y debié remplazarse por tulatromicina (también
con pobres resultados). Los otros dos casos fueron tratados con
lincomicina+espectinomicina y oxitetraciclina, respectivamente.
En todos los casos se utilizaron las dosis recomendadas vy el
tratamiento se combind con AINES. De las tres terneras, dos
mostraron mejoria clinica, mientras que una tuvo recuperacion
transitoria, debiendo ser sacrificada a los 9 meses por marcada
dificultad para desplazarse.

Discusién y conclusién. El uso del cultivo clasico permitio la
identificacion presuntiva de Mycoplasma spp., lo cual fue
confirmado por PCR genérica. A través del uso de dos PCR
multiplex se logré la identificacion a nivel de especie de los
aislamientos obtenidos. Mycoplasma bovis se considera
actualmente la especie mas frecuentemente asociada a
enfermedades del ganado en todo el mundo, por lo que existe
numerosa informacién sobre aspectos patogénicos Yy
epidemiologicos (Maunsell et al., 2011). En Argentina se ha
identificado en distintos cuadros en ganado lechero a partir de
la década de 2000 (Tamiozzo et al. 2012; Margineda et al.,
2017; Neder et al., 2021). Mycoplasma canadense es aislado
con menor frecuencia y por lo tanto, los cuadros asociados a
este organismo estan menos caracterizados que los causados
por M. bovis. En nuestro pais ha sido aislado de leche de
tanque (Tamiozzo et al., 2012) y de infeccién mamaria (Neder
et al., 2021), ambos en provincia de Buenos Aires. Ademas se
lo asocia con vulvovaginitis granulopapular en ganado lechero
(Lysnyansky et al., 2009). Tanto la descripcion del presente
caso como la metodologia diagnéstica empleada son de utilidad
para ampliar el conocimiento sobre las infecciones por
Mycoplasma en bovinos vy ratifica la importancia de incluir su
blsqueda en los diagnésticos de rutina en nuestro pais.
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Introduccién. Clostridium perfringens es una bacteria
anaerobia, Gram positiva, que puede aislarse del medio
ambiente en muestras de agua y suelo, asi como del intestino
de animales sanos. Esta bacteria se caracteriza por producir
una gran variedad de toxinas, seis de las cuales (alfa, beta,
épsilon, iota, enterotoxina y NetB) permiten clasificar sus
aislamientos en seis tipos bacterianos (A, B, C, D, E, F y G)
(Rood et al. 2018). Si bien C. perfringens tipo A es el toxinotipo
mas frecuentemente aislado de muestras de agua, suelo y el
tracto gastrointestinal de animales, es también el agente causal
de una gran cantidad de enfermedades como la enteritis
necrética en pollos, enteritis en cerdos, enteritis hemorragica en
bovinos y gangrena, intoxicacion alimentaria y enfermedad
gastrointestinal en humanos. Si bien, C. perfringens no esta
considerada dentro del Codigo Terrestre de la Organizacion
mundial de Sanidad Animal dentro de las plagas vy
enfermedades de las abejas, la presencia de la bacteria y sus
toxinas en los productos derivados de la apicultura como la
miel, el polen, la jalea real, y propéleos disminuye su calidad
microbiol6gica afectando su seguridad (Grenda et al. 2017). La
informacion disponible sobre la presencia de C. perfringens en
muestras obtenidas a partir de abejas o en sus productos
derivados como la miel es escasa. El objetivo del presente
trabajo fue determinar la presencia de C. perfringens en el
intestino de Apis mellifera en el norte de la Patagonia Argentina,
mediante técnicas de biologia molecular y bacteriologia
tradicional.

Materiales y métodos. Se recolectaron 60 abejas de distintas
colmenas del apiario presente en la Estacion Experimental
Agropecuaria Bariloche de INTA. Se trasladaron al laboratorio
y se sacrificaron por congelamiento a -20 °C. Se tomaron
muestras de los intestinos en forma aséptica en una cabina de
seguridad biolégica. Las muestras se sembraron en caldo
cerebro corazoén y se incubaron a 37 °C por 24 h en jarras de
anaerobiosis con una atmoésfera de 95% H, y 5% CO,. Se
utilizaron 100 pl de caldo cerebro corazén para sembrar placas
de agar sangre con neomicina (100 pg/mL). Las placas se
incubaron en anaerobiosis por 24 h. Las colonias con doble halo
de hemolisis compatibles con C. perfringens se identificaron
mediante la tincibn de Gram y las pruebas bioquimicas:
lecitinasa, lipasa, catalasa, CAMP y aerotolerancia (Fig. 1).
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Figura 1: Esquema del procesamiento de las muestras.

Por otro lado, se realiz6 la extraccion de ADN mezclando 20 pL
de caldo cerebro corazén con 150 uL de la resina Chelex®, se
incub6 20 min a 65 °C, 8 min a 100 °C, se centrifugd 2 min a
10.000 g y se recuperd el sobrenadante. El ADN extraido se
utiliz6 como templado en una PCR utilizando cebadores
previamente descriptos del gen cpa, que codifica para la toxina
alfa (Fig. 1). Se utilizaron las siguientes condiciones 10 mM
dNTPs, 2mM MgCI2, 2 x PCR buffer Taq Pegasus (PB-L,
Argentina), 1.25 U DNA Taq Pegasus, 1 pL de ADN y agua
hasta completar 25 pL. Las condiciones de ciclado fueron las
siguientes: 25 ciclos a 95 °C por 1 min, 53 °C por 1 min 72 °C
por 1 min y un paso adicional de 10 min a 72 °C.

Resultados. Se ha podido detectar por PCR la presencia del
gen alfa de C. perfringens en 13 de las 60 muestras de intestino
de abejas. Por medio de técnicas de bacteriologia fue posible
obtener aislamientos de la bacteria en 9 de las 13 muestras que
fueron positivas por PCR (Fig. 2). Sumado a los aislamientos
de C. perfringens pudieron aislarse 3 aislamientos de
Clostridium spp.

N° DE MUESTRAS | MUESTRAS POSITIVAS | AISLAMIENTOS POR
POR PCR BACTERIOLOGIA

60 b 13 3 9 N

Figura 2: Presencia de Clostridium perfringens detectada por
PCR y bacteriologia.

Discusién y conclusion. Fue posible detectar la presencia de
C. perfringens en un 21,6% de las muestras y recuperarla por
aislamiento en un 15%. Conocer y caracterizar la presencia de
bacterias anaerobias en las producciones apicolas es un aporte
para avanzar en mejoras en la calidad microbiol6gica de los
productos terminados favoreciendo el crecimiento de esta
industria para satisfacer las demandas del mercado interno y
externo, ya que el 95% de la produccion se destina a
exportacion.
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Introduccién. A nivel mundial, el género Brucella se encuentra
en constante expansion. La deteccion y caracterizacion de
nuevas especies de esta bacteria en animales silvestres
sugiere incrementar el relevamiento de la circulacion de
Brucella spp. En nuestro pais, el rol de la fauna silvestre no se
encuentra completamente establecido. En este caso en
particular, la presencia de anticuerpos en animales
pertenecientes a la fauna autéctona podria marcar una mayor
comprension de la cadena epidemiolégica de infecciones por
Brucella. Hasta el momento no existe evidencia de la presencia
de especies de Brucella adaptadas a los armadillos.
Actualmente hay informacién detallada sobre el desempefio de
las técnicas serologicas convencionales para el diagnostico de
brucelosis en animales de produccion, pero dicha informacion
es inexistente o insuficiente al momento de trabajar con
especies no tradicionales. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el desempefio de dos técnicas serologicas
ampliamente utilizadas: Ensayo de Polarizacién Fluorescente
(FPA) y Fijacion de Complemento (FC) para la deteccion de
anticuerpos anti-Brucella en sueros de Pichis/Piches (Zaedyus

pichiy).

Materiales y métodos. Se analizaron un total de 216 sueros
de Z. pichiy. Los mismos fueron conservados por congelacion
a -20°C. Las muestras fueron procesadas mediante FPA 'y FC.
Para la ejecucion de FPA se utiliz6 un analizador de luz
polarizada SENTRY 100 (Diachemix ®) y el kit diagnéstico
elaborado por BIOTANDIL ® con el polisacarido de la cadena
“O” de Brucella abortus 1119-3. El punto de corte utilizado fue
de 85 mP y se trabajé el suero a una dilucién 1/25. En el caso
de FC, la técnica se realiz6 en microplacas de polipropileno de
96 pocillos, fondo en U con capacidad para 250 pl. La prueba
se realiz6 a un volumen final de 100 pl. Como antigeno se utilizo
Brucella abortus 1119-3 en fase lisa inactivada por calor. Los
lineamientos generales de ambas técnicas siguieron las
sugerencias del Manual de Diagnostico Seroldgico de SENASA
2019. En los casos donde se observd poder
anticomplementario (PAC) se realiz6 un segundo ciclo de
inactivacion (primer ciclo 58 + 2 °C durante 30 minutos y
segundo ciclo a 60 - 63 °C durante 30 minutos). Se tom6 como
punto de corte 20 UIFC. El punto de corte de FPA fue ajustado
a partir de otras especies (Arregui et al., datos no publicados).
En el caso de FC, el punto fue establecido en la primera dilucion
donde se observ6 ausencia total de hemolisis (1/4).

Resultados. Del total de sueros procesados, 12 muestras
arrojaron resultados dentro del punto de corte establecido para
otras especies, clasificando a los mismos como positivos (Tabla
1). Dentro de los resultados obtenidos mediante FC, en un
ndmero importante de muestras (35/216) se observd poder
anticomplementario (PAC) en lo sueros, lo cual impidio la
correcta lectura de los resultados. Luego de la segunda

inactivacion no hubo cambios significativos en la lectura de los
resultados.

Tabla 1: Resultados de FPA y FC en los sueros catalogados
como positivos

Muestra #21 #23 #35 #56 #101 #128 #156 #172 #193 #204 #211 #214

FPA(mP) 91 87 95 9 8 91 9 8 8 93 90

FC(UIFC) 31 20 40 31 20 20 31 20 20 40 31

Discusién y conclusion. Luego de analizar los resultados a
ambas pruebas, no existieron resultados contradictorios. Se
observ6 una gran concordancia entre los puntos de corte de
ambas pruebas. No existen datos suficientes como para realizar
un ajuste en la interpretacion de los resultados. Es necesario,
para futuros trabajos, el procesamiento de tejidos para
aislamientos bacterianos y de esa manera ajustar
correctamente los puntos de corte de las diferentes técnicas.
Todos los valores obtenidos fueron bajos, en comparacién con
los que se suelen obtener en el analisis de especies
domésticas. Las dificultades encontradas al momento de la
lectura de FC ponen en ventaja a FPA (ya ampliamente
estudiada y descripta como multiespecie). Las técnicas
seroldgicas empleadas en el presente trabajo buscan detectar
anticuerpos contra la cadena “O” del LPS de Brucelas lisas y no
existen evidencias de que exista circulacion entre piches,
tampoco de la presencia de alguna especie de Brucella
particularmente adaptada a este tipo de fauna. Si bien
previamente fueron detectados anticuerpos anti-Brucella en
diferentes especies de armadillos, en este trabajo en particular
en cambio se realiz6 una comparacion entre los resultados
arrojados por dos pruebas ampliamente descriptas. Es
necesario realizar un mayor nimero de ensayos con el fin de
establecer posibles correcciones en los puntos de corte o
modificaciones en los protocolos, ya que se extrapolaron los
procedimientos establecidos para especies domésticas.
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Introduccién. Mycobacterium bovis (M. bovis) es el agente
causal de la tuberculosis bovina (TBB), enfermedad zoondtica
que afecta a distintos hospedadores. La infeccion por M. bovis
en el ganado caprino es menos frecuente que en el bovino,
siendo su prevalencia variable segin el afio y la region en
estudio (0,67-7,3%). En el afio 2015, se demostro la existencia
de lesiones compatibles con tuberculosis (LCT) en 51 cabras
provenientes de 8 hatos de pequefios productores que habian
resultado positivas a la prueba tuberculinica (Magnano et al.,
2015). Las técnicas moleculares como la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), permiten identificar la presencia de
micobacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT)
como M. bovis y Mycobacterium caprae en distintos tipos de
muestra incluyendo la leche. El objetivo de este trabajo fue
detectar especies del CMT, a partir de muestras de leche de
cabra, mediante PCR de punto final comparando diferentes
secuencias blanco.

Materiales y métodos. Se estudiaron muestras de leche de 24
cabras reaccionantes a la prueba tuberculinica. Esas cabras
habian sido faenadas, cultivados sus drganos y leche. Los 17
aislamientos obtenidos de tejidos fueron tipificados por
spoligotyping (Magnano, 2015). Ademas, se procesaron 32
muestras de leche de animales libres de TBB. Un volumen de
500pL de leche fue procesado mediante digestion enzimatica
con proteinasa K y posterior extraccion con solventes organicos
(fenol / cloroformo / alcohol isoamilico) precipitando el ADN total
con isopropanol en medio salino (Zumarraga et al., 2012). El
ADN extraido se cuantificé por espectrofotometria (Nanodrop)
y se evalu6 su calidad segun la relacion A260/A280. Se
emplearon 2 pL de ADN como templado en la reaccion de PCR,
con el fin de amplificar un fragmento de 448 pb de la secuencia
Rv2807, 245 pb de la secuencia 1S6110 presente en los
miembros del CMT y la secuencia TbD1 de 51 pb presente en
M. bovis, M. africanum y en cepas ancestrales de M.
tuberculosis (Aradjo et al., 2014). Los productos de
amplificacion se separaron por electroforesis en geles de
agarosa, al 2% para 1S6110 y Rv2807 y al 3% para ThD1, se
tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron por exposicion
a un transiluminador de luz UV, estimando el tamafio del
fragmento amplificado por comparacién con marcadores de
peso molecular (100bp y 50bp DNA Ladder, Promega). Se
calcul6 el Valor Predictivo Positivo (VPP) y Negativo (VPN) y
concordancia (indice kappa, k) de la prueba considerando al
cultivo de tejidos como el estandar de oro del diagndstico de la
enfermedad.

Resultados. De un total de 24 muestras analizadas, 11
(45,8%), resultaron positivas tanto por PCR-1S6110 como PCR-
Rv2807, mientras que las 13 (54,2%) restantes resultaron
negativas. Por PCR-TbD1 19 muestras (79,17%) resultaron
positivas, mientras que los 5 restantes (20,83 %) fueron
negativas. Los cultivos de las leches resultaron negativos en
todos los casos, sin embargo, en 14 de las 19 muestras que
tuvieron PCR positiva, se confirmé la presencia de M. bovis por

cultivo de los 6rganos y por spoligotyping. En todos los casos
se obtuvo el espoligotipo SB0140, el mas frecuente de las
muestras analizadas de Argentina. Todas las muestras de leche
de animales libres de tuberculosis tuvieron PCR negativas con
las tres secuencias blanco.

1S6110/Rv2807 TbD1

VPP 54,5 73,7
VPN 82,2 100
SENSIBILIDAD 42,9 100
ESPECIFICIDAD 88,1 88,1
INDICE k 0,33 0,78
(concordancia
débil) (concordancia
adecuada)

Tabla 1: Resultados de las PCRs en muestras de leche caprina con las
secuencias blanco 1S6110, Rv2807 y TbD1. Se indica el VPP, VPN,
sensibilidad, especificidad e indice k (Win Epi; http://www.winepi.net/)
(IC95%).

Discusion y conclusion. En este trabajo se confirmé que la
leche caprina constituye una buena matriz para la extraccién de
ADN de calidad para ser utilizado como templado de la PCR. La
PCR-TbD1 fue la méas sensible para la deteccion de M. bovis en
leche, habiéndose confirmado por cultivo de tejidos el 73,6% de
las muestras con PCR-TbD1 positiva (14/19). Un estudio previo
realizado por Zumaérraga y col. (2012) en bovinos lecheros
permiti6 identificar rodeos infectados en tambos con certificacion
de libre de TBB, mediante el andlisis de la leche del tanque.
Considerando este antecedente, podemos concluir que el método
utilizado para la detecciéon de M. bovis en leche caprina es una
estrategia valiosa y podria utilizarse complementariamente a las
técnicas oficiales de diagndstico. La PCR-TbD1 constituiria una
nueva herramienta para la deteccién de M. bovis en esa matriz,
alimento que por sus caracteristicas nutricionales cobra cada vez
mas importancia en el pais y en el mundo.
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Introduccién. La criopreservacion de semen bovino es una
importante biotecnologia reproductiva, que busca promover la
conservacion del germoplasma masculino. Cuando se asocia a
la inseminacién artificial (IA), representa un mecanismo
eficiente para la promocién y difusién de material genético. Pero
también a través de ellas, se pueden vehiculizar
microorganismos patégenos u oportunistas para los animales y
para la Salud Publica, algunos son agentes zoonéticos. Los
centros de IA deben seguir las recomendaciones formuladas
por el Cédigo Zoosanitario Internacional de la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE). En nuestro pais, el SENASA
por resolucion N° 899/99 aprueba los "Requisitos Sanitarios
Generales para la importacion de Semen Bovino
criopreservado hacia la Republica Argentina”. De acuerdo a la
OIE, el control sanitario en la producciébn de semen
criopreservado y su distribucion internacional, debe mantener
la sanidad de los animales dentro de un centro de IA, evitando
la transmision de microorganismos a otros animales y/o a las
personas, quedando implicito el concepto de Una Salud. En
este contexto, los profesionales que intervienen deben
asegurar que elsemen sea extraido, diluido, congelado y
almacenado higiénicamente a -196 °C, ya que muchos
microorganismos son capaces de sobrevivir a los antibiéticos y
al proceso de criopresevacion y descriopreservacion del
semen. Es importante remarcar que de un eyaculado se
obtienen numerosas dosis de semen, por ello el riesgo de
diseminacion de enfermedades en diferentes rodeos es
elevado. Las posibilidades de infectar a una hembra durante la
IA aumentan, debido a que el semen es depositado en el Utero,
evitando losefectos bactericidas de las secreciones vaginales y
del cuellouterino. La evaluacion microbiolégica del semen,
constituye un excelente mecanismo de control, ya que permite
establecer el estado sanitario de los sementales dentro de los
centros de IA 'y fuera, en la comercializacion del semen. En este
trabajo se incluyen los resultados del control microbiolégico
(CM) de semen bovino criopreservado realizado en la Facultad
de Ciencias Veterinarias (UNCPBA) en el periodo 2013-2020,
como continuaciéon del trabajo presentado en la reunion
Cientifico Técnica del afio 2014.

Materiales y métodos. En el servicio de evaluacion de semen
criopreservado durante el periodo 2013-2020 se analizaron 937
partidas, provenientes de 35 Centros de |A: 408 (43,5%)
provenientes de reproductores de razas lecheras y 529 (53,5%)
de reproductores de carne. De acuerdo al origen, las pajuelas
de semen de razas lecheras fueron mayoritariamente
importadas (90,7%) y en las de carne, el mayor porcentaje fue
nacional (77%). De cada partida, se procesaron tres pajuelas y
se evaluaron los siguientes parametros: viabilidad pos
descongelacion, morfologia espermatica, numero de
espermatozoides con motilidad progresiva por dosis y el CM.
Las pajuelas procesadas fueron de origen nacional e
importado: USA, Canadé, Nueva Zelanda, Australia, Francia,
Suecia Dinamarca, Brasil y Uruguay, y remitidas al laboratorio
proveniente de distribuidores de semen nacional e importado,
cooperativas de IA y veterinarios de la actividad privada. EIl CM
se realizé siguiendo el protocolo de rutina de acuerdo a los
microorganismos buscados: patdégenos oportunistas como
Staphylococcus aureus y Estafilococos coagulasa negativo,
Pseudomonas spp., Escherichia coli, Acinetobacter spp.,
Actinomyces spp., Proteus spp., Corynebacterium spp.,hongos
y levaduras y patégenos de la reproduccién, Brucella abortus,
Campylobacter fetus, Listeria monocytogenes, Leptospira
interrogans., Histophilus somni, Tritrichomonas foetus,
Mycoplasma bovis, Chlamydia spp., Trueperella pyogenes. De
cada partida de semen criopreservado se realizaron tres

diluciones seriadas a partir de 1/20, para la determinacién de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en agar triptosoya
(Britania B0210206). Para el aislamiento de los patogenos, la
dilucion inicial se sembr6 en: agar triptosoya suplementado con
sangre bovina y caldos Brucella (DIFCO/BD 211088),
tioglicolato (Britania B0214406) e infusion cerebro-corazén
(Britania B0214606). Las placas para UFC se incubaron en
aerofilia a 37 °C durante 48 h. Las placas para aislamiento de
los patégenos, en aerofilia y microaerofilia a 37 °C hasta 10
dias. Los microorganismos aislados se identificaron por
pruebas bioquimicas tradicionales. Para la busqueda de
Campylobacter fetus y Brucella abortus se sembr6en medio
Skirrow con una incubacioén en microaerofilia a 37 °C de hasta
10 y 20 dias, respectivamente. Para el aislamiento de
Tritrichomonas foetus se sembré en medio TYM y se incub6 en
aerofilia a 37 °C durante 7 dias. Las consideraciones para
determinar si una pajuela es apta o no para IA se basan en las
Normas ISO 9002 que exigen que el semen esté libre de
patogenos de la reproduccién y hasta 500 UFC para
microorganismos oportunistas por unidad de inseminacion. La
OIE clasifica el semen en calidad bacteriol6gica media entre 500
y 5000 UFC y baja = 5000 UFC.

Resultados. Del total de partidas analizadas, 276 (29,45%) se
consideraron como no aptas. Los conteos entre 500 y 5000
UFC/DI registrados fueron: 173 (62,7%), 47 (27,2%) partidas
de leche y 126 (72,8%) carne. Mayores a 5000 UFC/DI, 103
(37,3%), 12 (11,7%) leche y 91 (88,3%) carne. En cuanto a la
procedencia de las pajuelas no aptas, el mayor nimero fue
para semen nacional 197 (71,4%) y para carne 186 (94,4%).
En el semen importado 79 (28,6%) el mayor ndmero fue leche
48 (60,7%) y 31 (39,3%) carne. El 88% de las partidas no aptas
presentaron cultivos polimicrobianos. Los principales hallazgos
son Acinetobacter calcoacéticcus, Staphylococcus aureus,
Comomonas testosteroni, Moraxella iwofii, Streptococcus
uberis, Candida spp., Aspergillus spp. Algunos de los
patégenos aislados podrian estar relacionados con fallas
reproductivas, como Candida spp., Aspergillus spp. y
Staphylococcus aureus, Corynebacterium bovis,
principalmente presentes en pajuelas de carne nacional.

Discusidn y conclusiones. El 30% del semen comercializado
fue considerado no apto por microbiologia. Varios de los
patégenos aislados son comunes al hombre y a los animales.
En el semen algunos microorganismos pueden encontrar las
condiciones Optimas para sobrevivir, ocasionar dafos a los
espermatozoides y desencadenar procesos de infertilidad o
infecciones del tracto reproductivo de la hembra bovina. Si
bien se recomienda la IA como método de prevencion de
enfermedades de transmision sexual, es importante el andlisis
del semen a utilizar, ya quepuede convertirse en una fuente de
infeccién y diseminacion de patégenos.
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Introduccién. Los micoplasmas hemotrépicos o hemoplasmas
son bacterias pleomoérficas Gram negativas que carecen de
pared celular. Afectan de manera obligada los glébulos rojos y
pueden provocar anemia hemolitica en una gran variedad de
mamiferos. Pertenecen a la clase Mollicutes, orden
Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae y el género
Mycoplasma. En 1942, en un caso de anemia felina se lo
describe por primera vez como Eperythrozoon felis. En 1953,
Flint y Moss describieron este microorganismo en gatos
anémicos de EE. UU., nombrando a la enfermedad Anemia
Infecciosa Felina. Flint y Mc Kelvie en 1955 sugirieron la
denominacién Haemobartonella felis, nombre que fue aceptado
en 1984. Se describieron dos formas: la variante pequefia, que
fue designada “Cepa California” de H. felis y la variante grande
designada como “Cepa Ohio” de H. felis. En 1997, los estudios
de las secuencias del gen 16S del ARNr concluyeron que
Haemobartonella spp. no pertenecia a la familia
Anaplasmataceae, que no se encontraba en el orden
Rickettsiales y que sus parientes mas cercanos eran las
especies del género Mycoplasma. Se propuso que la
clasificacion taxonoémica debfa ser modificada a fin de
reconocer la verdadera filogenia y en los afios subsiguientes el
género Haemobartonella fue reclasificado dentro del género
Mycoplasma como parte del clister o grupo de micoplasmas
hemotrépicos a los que también se los comenzé a denominar
informalmente “hemoplasmas”. Se determiné que la Cepa Ohio
de H. felis o variante grande seria ahora llamada Mycoplasma
haemofelis y que la variante pequefia o Cepa California de H.
felis se llamaria Candidatus Mycoplasma haemominutum. Afios
mas tarde, se describe en un gato de Zurich (Suiza) una tercera
especie, Candidatus Mycoplasma turicensis (de Turicum,
Zurich en latin). El término Candidatus fue el asignado por el
Comité Internacional de Bacteriologia Sistematica como
categoria para los nuevos procariotas caracterizados mediante
secuenciacion, pero que presentan dificultades para cultivarse
y por lo tanto solo pueden describirse en términos limitados. La
enfermedad producida por estos microorganismos varia desde
la ausencia de signos clinicos hasta anemia hemolitica aguda
con presencia de palidez de las mucosas, depresion, letargia,
pérdida de peso, anorexia, deshidratacion, hipertermia
intermitente, esplenomegalia y, menos frecuentemente,
ictericia. La presentacion clinica depende de la patogenicidad
de la especie de hemoplasma, de la etapa de la infeccién, de
los factores propios del huésped y de la presencia de
enfermedades concurrentes. Mycoplasma haemofelis es
considerada la especie mas patégena, pudiendo producir
enfermedad en gatos inmunocompetentes, con anemia
moderada a grave en la etapa aguda. La etapa cronica
usualmente se presenta sin anemia significativa, pero es
posible la reactivacion. Candidatus M. haemominutum vy
Candidatus M. turicensis no suelen producir anemia a menos
que el paciente se encuentre inmunocomprometido, sin
embargo, en algunos estudios se reconoce a Candidatus M.
haemominutum como causa primaria de anemia moderada. La
forma de transmision de estos hemoplasmas no ha sido
confirmada hasta el momento. Se ha sugerido la transmision
por ectoparasitos hematofagos, peleas entre gatos,
transfusiones sanguineas y prenatal/neonatal de la madre a sus
cachorros. En Argentina, las descripciones sobre micoplasmas
hemotropicos en gatos domésticos son escasas y poco
concluyentes. El objetivo del presente trabajo fue detectar
mediante técnicas moleculares las especies de hemoplasmas
felinos presentes en la zona sur del Area Metropolitana de
Buenos Aires (AMBA).

Materiales y métodos. Se evaluaron 50 muestras de sangre
provenientes de pacientes felinos del AMBA remitidas al
Laboratorio DIAP por profesionales de la zona para diagnostico
molecular de micoplasmas hemotrépicos entre febrero y junio
de 2021. La extraccion del ADN se realizé a partir de sangre

entera con un sistema comercial de columnas. Se procedi6 con
dos protocolos, uno de PCR convencional para la amplificacion
del gen 16S del ARNr de Mycoplasma spp., y un segundo
protocolo de PCR multiplex para la deteccion del gen 16S del
ARNr de M. haemofelis, Candidatus M. haemominutum y
Candidatus M. turicensis. El producto de amplificacién se revelo
por electroforesis en gel de agarosa al 1,8% con ECO-Gel y se
visualiz6 con transiluminador de luz azul. Se realiz6 la
purificacién del ADN y se remitié al UGB (INTA- Castelar) para
secuenciacion los productos de amplificacion de la PCR
multiplex de 2 muestras: una positiva a M. haemofelis y otra
positiva a Candidatus M. haemominutum y Candidatus M.
turicensis.

Resultados. De las 50 muestras analizadas, 14 (28%)
resultaron positivas a ambas técnicas moleculares,
obteniéndose para Mycoplasma spp. un producto de alrededor
de 600 pares de bases (pb). Mediante la técnica de PCR
multiplex, 5 (10%) fueron positivas a Mycoplasma haemofelis
con un producto de 190 pb, 8 (16%) a Candidatus M.
haemominutum con un producto de 241 pb y 2 (4%) a
Candidatus M. turicensis con un producto de 359 pb. Los
resultados de la secuenciacion fueron alineados en el software
Geneious, obteniéndose las tres secuencias consenso de cada
especie. Estas secuencias mostraron 100% de identidad
mediante BLAST con las secuencias de referencia de M.
haemofelis (MN240855.1), Candidatus M. haemominutum
(MN240867.1) y Candidatus M. turicensis (MK632342.1)
disponibles en el GenBank.

Discusién. La informacion obtenida demuestra que las tres
especies de hemoplasmas felinos se encuentran presentes en
los gatos domésticos de la zona de estudio. Histéricamente, el
diagnostico se realiza mediante la observacion microscépica de
los microorganismos epicelulares en la superficie de los
eritrocitos de extendidos sanguineos coloreados. Sin embargo,
esta técnica tiene escasa sensibilidad y especificidad, pudiendo
detectarse menos del 50% de los gatos infectados y siendo
posible los falsos positivos debido a mala preparaciéon de los
extendidos, presencia de precipitados de colorante, artefactos
de secado o cuerpos de Howell-Jolly. Adicionalmente, la
microscopia dptica no permite la diferenciacion entre especies
y Candidatus M. turicensis no es visible con la utilizacion de
esta técnica.

Conclusién. Resulta de importancia el entrenamiento de los
profesionales veterinarios en la confeccién de extendidos de
sangre capilar a fin de obtener mayor precision en el
diagndstico microscoépico. Es recomendable en la mayoria de
los casos, la complementacion de la microscopia con los
hallazgos hematoldgicos y las técnicas de PCR disponibles
para el diagnostico correcto y el tratamiento acertado de la
hemoplasmosis felina.
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Introduccién. La leptospirosis es una zoonosis emergente de
distribucion mundial producida por bacterias del género Leptospira. La
enfermedad en caninos se puede presentar desde una forma leve hasta
un cuadro grave que compromete la vida de los animales afectados.
Asimismo, las mascotas afectadas constituyen una fuente de infeccién
para sus propietarios dado que eliminan el microorganismo con la orina
por periodos variables. La vigilancia de la leptospirosis canina es
importante dado que compone una de las estrategias de control de la
misma permitiendo conocer cambios en la epidemiologia en diferentes
zonas. En Argentina, la seroprevalencia a partir de muestras de caninos
con sospecha de la enfermedad varia entre 33 al 52,3 % para el Area
Metropolitana de Buenos Aires (AMBA) y para otras regiones de la
provincia de Buenos Aires no pertenecientes al AMBA (Tealdo y col.,
2007; Molina y Scialfa, 2018). Mientras que, en muestras provenientes
de animales sin sintomatologia se han publicado datos del AMBA y de
la ciudad de Cérdoba con valores de 26,1 y 82,35 % respectivamente
(Martin y col., 2014; Rollan y col., 2018). Los objetivos del presente
trabajo fueron determinar la seroprevalencia a Leptospira spp., en
sueros caninos; describir las serovariedades de mas frecuente
presentacion; y evaluar si existen diferencias en la seroprevalencia
segun la procedencia de muestras.

Materiales y métodos. Se realiz6 un estudio descriptivo de corte
transversal a partir de los resultados serol6gicos obtenidos de muestras
de caninos con sospecha clinica de la enfermedad, remitidas al Servicio
Central de Laboratorio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata (SCL-FCV-UNLP) durante el periodo
2015-2020. Se incluyeron todos los resultados sin distincion de edad,
sexo ni raza provenientes de las dos areas metropolitanas en las que
se ubican los laboratorios que derivan muestras al SCL-FCV-UNLP. Por
lo cual, de acuerdo con su procedencia, se establecieron 2 grupos:
aquellas provenientes del AMBA y aquellas derivadas de la zona de
Gran Coérdoba y Cérdoba capital (GC-CC). El diagnéstico se realizd
mediante la prueba de microaglutinaciéon (MAT), de acuerdo con el
método estandar, utilizando un panel de antigenos de seis cepas de
Leptospira: L. borgpetersenii serovariedad Castellonis, L. interrogans
serovariedad Canicola, L. kirschneri serovariedad Grippotyphosa, L.
interrogans serovariedad Copenhageni, L. interrogans serovariedad
Pomona y L. interrogans serovariedad Pyrogenes. Los sueros se
analizaron inicialmente a una dilucién de 1:100 y en caso de positividad
se diluyeron hasta el titulo final. La prueba de chi-cuadrado fue utilizada
para determinar diferencias significativas (p<0.05) entre la procedencia
y la seropositividad en la prueba de MAT, y el valor de Odss ratio (OR)
para estimar la asociacion entre seropositividad y la procedencia de las
muestras.

Resultados. Entre febrero de 2015 y marzo de 2020 se recibieron 1642
sueros de caninos, 1392 provenientes del AMBA y 250 de GC-CC. La
seroprevalencia global fue de 36,3%, indicando que en la poblacion se
encuentra entre 33,97% y 38,62%. La serovariedad predominante fue
Canicola (72,8%), seguida de Copenhageni (53%), Castellonis (36,7%),
Pomona (17,1 %), Grippotyphosa (5,5%) y Pyrogenes (0,3%). Con
relacion a la seroprevalencia por regiones se observé un valor de 34,9%
(32,48%-37,49%) para el AMBA y de 43,6 % (37,4-50,0) para la region
de GC-CC. Las diferencias entre la procedencia y la seropositividad
fueron estadisticamente significativas (p<0,05). El OR fue de 1,43
indicando que aquellas muestras provenientes de GC-CC presentan

entre 1,09 y 1,89 mas probabilidades de ser serorreactivas que las
provenientes de AMBA

Discusién. La seroprevalencia global hallada es semejante al valor
encontrado en estudios previos del AMBA del 33% en muestras
provenientes de animales con sospecha de leptospirosis, no obstante,
es menor a lo publicado por otros autores en regiones de la provincia
de Buenos Aires no contempladas dentro del AMBA (Tealdo y col.,
2007; Molina y Scialfa, 2018). Estas diferencias posiblemente se
deban a los diferentes factores de riesgo a los que se exponen los
caninos en areas mas rurales como en el resto de la provincia. En el
analisis por cada region, la mayor seroprevalencia observada en el
AMBA en contraposicion con el 26,1% publicado para regiones
concretas del AMBA como La Plata-Berisso-Ensenada (Martin y col.,
2014), podria corresponder a que en nuestro estudio se incluyeron
muestras de caninos con sospecha de la enfermedad y se
contemplaron otras areas del AMBA como las del conurbano
bonaerense. Particularmente, la menor seroprevalencia encontrada en
nuestro trabajo para la region de GC-CC en relacion con lo publicado
(Rollan y col., 2018) probablemente se origine en que este estudio se
llevé a cabo en un area urbana mas periférica. En estos casos, la
cercanfa a basurales, contacto con reservorios silvestres o con
animales utilizados para traccién a sangre podrian incrementar la
probabilidad de infeccién en comparacion con caninos residentes en
zonas metropolitanas. En relacién con las serovariedades mas
frecuentes, nuestro trabajo coincide en lo que respecta a datos previos
del AMBA (Martin y col.,, 2014). Sin embargo, difiere de otros
publicados para esta misma zona y aquellos de la ciudad de Cérdoba
en donde las serovariedades mas frecuentes fueron Cynopteri y Hardjo
respectivamente (Tealdo y col., 2007; Rollan y col., 2018). De acuerdo
con lo expuesto, es importante destacar que la seroprevalencia de la
leptospirosis es variable de acuerdo a las condiciones en que residen
los caninos, las que finalmente determinan los factores de riesgo a los
gue se exponen. Por lo tanto, seria conveniente en futuros estudios
incluir el aislamiento o biologia molecular para una mejor
caracterizacion de las cepas circulantes y del estado de portador de
los pacientes, como también, determinar posibles diferencias en estos
factores de riesgo para desarrollar medidas preventivas acordes a la
situacion particular de cada region.
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Introduccién. La acuicultura en Argentina se instauré en la
década de 1970 con el cultivo de trucha arcoiris, siendo en la
actualidad una actividad importante en Patagonia Norte. Como
en toda produccién animal, los peces también estan expuestos
a diferentes patégenos, algunos de los cuales causan pérdidas
econdémicas importantes. En los Ultimos afios la microbiota
intestinal de peces ha comenzado a ser estudiada, aunque en
comparacion con los animales terrestres, se conoce muy poco
de la misma y en este sentido la trucha arcoiris no es la
excepcion (Lyons et al., 2016). Clostridium perfringens es una
bacteria de distribucion ubicua, presente en muchos ambientes,
incluyendo el tracto gastrointestinal de animales y personas
(Mignaqui et al., 2017). Esta bacteria es capaz de causar
enfermedades severas en animales de produccion y en
humanos. Segin su capacidad para producir diferentes toxinas
se clasifica en 7 distintos toxinotipos desde la A a la G
(Freedman et al., 2014, Rood et al., 2018) (Tabla 1). El hallazgo
de C. perfringens en animales de produccién constituye una
amenaza potencial, dado que cuando el animal sufre una
situacion de estrés o cambios bruscos en su dieta, esta bacteria
prolifera liberando mas cantidad de toxinas al medio intestinal
causando enfermedades y por lo tanto pérdidas econémicas.
Los escasos estudios que se han realizado sobre la presencia
de esta bacteria en peces encontraron que se halla en mayor
cantidad en intestinos de peces de aguas contaminadas, siendo
escaso el hallazgo de la misma en peces de aguas de mejor
calidad (Matches et al., 1974). La calidad del agua en la
Patagonia es alta, siendo sus fuentes de origen glaciar y de
vertientes naturales, produciendo arroyos limpios y frios. Aunque
las condiciones del agua son excelentes, ha habido un fuerte
incremento de la poblacién humana durante las Gltimas décadas,
impactando negativamente sobre la calidad del agua. En el
cultivo, los peces son manipulados intensamente durante la
época de desove y su crecimiento es controlado mediante la
alimentacion, siendo ambos factores productores de altos
niveles de estrés.

Toxina , | ALFA BETA EPSILON 10TA ENTEROTOXINA | NETB
Gen:cpa o plc | Gen:cpb | Gen: etx Gen:iap +ibp | Gen:cpe Gen: netB

Toxinotipo

y

A +

B +

Cc +

D 17 +
E +

F +

G +

Tabla 1. Produccién de toxinas y toxinotipos de Clostridium
perfringens.

+ +/-

+/-

El objetivo del presente trabajo fue determinar la presencia de C.
perfringens en el intestino de truchas arcoiris del Centro
Salmonicultura Bariloche mediante técnicas de biologia
molecular y bacteriologia tradicional.

Materiales y métodos. Se tomaron muestras del intestino de
truchas arcoiris (n=46) del Centro de Salmonicultura Bariloche
dependiente de la Universidad Nacional del Comahue. Las
muestras se procesaron inmediatamente en forma aséptica en

cabina de seguridad biolégica. Las muestras se sembraron en
caldo cerebro corazén y se incubaron a 37 °C por 24 h en jarras
de anaerobiosis con una atmésfera de 95% H, y 5% CO,. Se
utilizaron 100 pl de caldo cerebro corazén para sembrar placas
de agar sangre con neomicina (100 pg/mL). Las placas se
incubaron en anaerobiosis nuevamente por 24 h. Las colonias
con doble halo de hemdlisis compatibles con C. perfringens se
identificaron con la tincién de Gram y las pruebas bioquimicas:
catalasa, lecitinasa, lipasa, CAMP y aerotolerancia. Por otro
lado, se realizo la extraccion de ADN mezclando 20 pL de caldo
cerebro corazén con 150 pL de la resina Chelex, se incubé 20
min a 65 °C, 8 min a 100 °C, se centrifugé 2 min a 10.000 g y se
recuperd el sobrenadante. EI ADN extraido se utiliz6 como
templado en una PCR utilizando cebadores previamente
descriptos del gen cpa, cpb, ETX, cpe, cpb2 y iA, que codifican
para las toxinas alfa, beta, épsilon, enterotoxina, beta2 e iota
respectivamente. Se utilizaron las siguientes condiciones 10 mM
dNTPs, 2mM MgCI2, 2 x PCR buffer Tag Pegasus (PB-L,
Argentina), 1,25 U DNA Taq Pegasus, 1 yuL de ADN y agua hasta
completar 25 pL. Las condiciones de ciclado fueron las
siguientes: 25 ciclos a 95 °C por 1 min, 53 °C por 1 min 72 °C por
1 min y un paso adicional de 10 min a 72°C.

Resultados. Por PCR se observaron 8,7% de las muestras
positivas para el gen cpa (n=4), es decir que fueron positivas
para C. perfringens, mientras que por bacteriologia se aisl6 en
tres muestras (6,5%), en todos los casos con menos de 5 UFC.
No se detectaron otras toxinas por lo que todas las muestras
obtenidas de C. perfringens son del toxinotipo A. Sumado C.
perfringens se recuper6 1 aislamiento de Clostridium spp.

Conclusiones y discusion. C. perfringens es una bacteria de
distribucion ubicua que posee un riesgo potencial para la salud
animal causando tanto pérdidas econdmicas en las
producciones como pudiendo afectar la salud humana. La
evaluacion de esta bacteria complementa los analisis sanitarios
que se pueden hacer en los establecimientos. En el presente
trabajo, fue posible detectar la presencia de la bacteria por
biologia molecular y obtener aislamientos por bacteriologia. Si
bien el porcentaje de presencia de esta bacteria fue bajo,
indicando una buena calidad del producto y buenas condiciones
del agua, debe seguir evaluandose en otros muestreos ya que
la informacién disponible es escasa. Este es el primer registro
de C. perfringens en peces de cultivo de la Patagonia Argentina.
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Introduccién. Los micoplasmas hemotréficos (MH) constituyen
un grupo dentro del Género Mycoplasma, con afinidad por los
glébulos rojos (GR): se adhieren a su membrana y generan
anemia hemolitica cuya gravedad depende en primer lugar de
la especie de MH en cuestion. Los MH hasta ahora conocidos
en gatos domésticos son: Mycoplasma haemofelis (Mhf) es el
mas patégeno, Candidatus M. haemominutum (CMhm) vy
Candidatus M. turicensis (CMt) y en general provocan cuadros
de anemia si hay inmunosupresion previa. Los gatos infectados
que sobreviven permanecen como portadores. La transmision
de los MH se produce a través de sangre infectada. La
enfermedad incluye signos de anemia de gravedad variable?.
Pueden verse estructuras compatibles con MH (ECMH) en frotis
sanguineos coloreados, aunque la sensibilidad de esta técnica
es baja. Por lo anterior, para el diagnéstico preciso debe
recurrirse a métodos moleculares como la reacciéon en cadena
de la polimerasa (PCR). Una variante de PCR se realiza con el
analizador de acidos nucleicos POCKIT™ que utiliza la
conveccion térmica natural para impulsar la reaccion de PCR
en el tubo R, colocado dentro de la camara POCKIT™, que
proporciona aislamiento y una Unica fuente de calor de 95°C
que se aplica a la parte inferior del tubo: la solucién (con sondas
y elementos de la reaccion) mas caliente se aliviana y genera
una corriente que sube, la solucién mas fria superior es mas
pesada y baja: se genera una corriente con gradiente térmico a
lo largo del tubo produciéndose desnaturalizacion en la parte
inferior, hibridacién en la parte superior y alargamiento en el
medio®. El objetivo fue detectar MH en muestras de sangre de
gatos que habian ingresado a consultorio por diferentes
causas, entre ellas sintomatologia compatible con la producida
por MH.

Materiales y métodos. Se realiz6 la recepcién de 38 muestras
de sangre entera de gatos domésticos llegados a consultorios
de profesionales de localidades del sur de Santa Fe y Sudeste
de Cdrdoba. Veinte casos presentaban una clinica compatible
con hemoplasmosis. Se realizaron hemogramas completos y
frotis sanguineos que se colorearon con May-Griinwald Giemsa
para chequear la presencia de ECMH (excepto en tres
muestras por la escasa cantidad). Se procedio a la extraccion
del ADN a partir de una alicuota de 200ul de sangre utilizando
un kit comercial (PeNAD™) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se realiz6 la técnica de PCR en camara Pockit™
utilizando sondas comerciales (GeneReach Biotechnology
Corp) para la deteccion de Mhf, de CMhm y de CMt, agregando
sus respectivos controles positivos. Debido a que se disponia
de un numero diferente de sondas para cada MH, en 38
muestras se chequed la presencia de Mhf, en 37 muestras se
busc6 CMhm y y en 22 muestras CMt. Por lo tanto, en 22
muestras pudieron chequearse los tres MH, en 15 Mhf y CMhm
y en una muestra solo Mhf.

Resultados

Hemograma. Dieciséis de las 35 muestras analizadas
presentaron anemia. De los 17 gatos que resultaron positivos a
alguna de las especies de MH, en 3 de ellos las muestras
resultaron insuficientes para realizar los estudios
hematolégicos, 9 evidenciaron anemia en el hemograma:
valores por debajo del rango normal tanto del hematocrito como
del recuento de GR y de la concentracion de hemoglobina.
Examen de frotis coloreados. Al realizar el frotis en dos de las
muestras recibidas se observaron ECMH adheridas a los GR.
En ambos casos se presenté anemia severa. En una de ellas la
prueba de PCR result6 negativa en tres ocasiones para los 3
MH y no pudo volver a chequearse por muerte del paciente. En
la muestra restante, el animal result6 coinfectado con Mhf y
CMhm y también muri6 después de confirmarse el diagnéstico.

PCR. Diecisiete de los 38 gatos resultaron positivos a una o 2
especies de MH. Mhf: 7 de 38 (18,42%) resultaron positivos;
CMhm: 13 de 37 (35,13%) resultaron positivos; CMt: 3 de 22
(13,63%) resultaron positivos.

Coinfecciones. En 6 muestras se detectaron coinfecciones.
Cuatro animales resultaron positivos a Mhf y CMhm y dos a
CMhm y CMt. Dos de los animales que resultaron coinfectados
con mas de una especie de MH no presentaron anemia.

Discusion y conclusiones

Se detectaron las 3 especies de MH con una prevalencia alta
especialmente para CMhm, en un grupo reducido de animales
que ingresaron a consultorio por diferentes motivos. Veinte
gatos presentaban algin signo compatible con hemoplasmosis,
pero solo 8 de ellos fueron positivos a PCR. Mas de la mitad de
los animales positvos a PCR presentaron valores
hematologicos indicativos de anemia, aunque lo mismo se
detectd en casi la mitad de los gatos negativos. Se observé una
mayor prevalencia de CMhm en comparacion con Mhf y CMt.
En estudios realizados en todo el mundo CMhm ha sido el MH
mas comunmente encontrado®. Esto podria sugerir que esta
especie infecta y se multiplica de manera mas eficiente que Mhf
y CMt. Su mayor prevalencia en comparacion con las otras dos
especies podria deberse a su menor virulencia, lo que lleva a
una convivencia proéspera entre el animal y el microorganismo*.
Seis de los gatos positivos presentaron coinfeccion con dos
especies de MH. La coinfeccién con mas de una especie de MH
puede ser un factor que exacerbe su patogenicidad, pero dos
de estos animales con coinfeccion no presentaban anemia. Al
realizar el examen de los frotis sanguineos, Unicamente se
hallaron ECMH en 2 muestras y solo una de ellas fue positiva a
PCR. Se sabe que el examen directo puede arrojar resultados
falsos positivos y falsos negativos. Un factor a considerar en los
resultados negativos es el tiempo pasado entre la recoleccion
de la muestra y la realizacion de los frotis; en algunos casos la
situacion epidemioldgica de Covid-19 impidio la rapida llegada
de las muestras al laboratorio: el contacto prolongado con el
anticoagulante utilizado (EDTA), podria favorecer el
desprendimiento de los microorganismos de los GR. Lo anterior
podria explicar los resultados del paciente con ECMH, valores
hematoldgicos de anemia y resultados de PCR negativos a los
3 MH. También podria considerarse la presencia de una
especie de MH diferente a las buscadas: se considera que los
MH son especificos de especie, pero existen reportes de
infecciones en especies animales no consideradas
hospedadores primarios. Con respecto a la técnica PCR
utilizada, se la considera con elevadas sensibilidad y
especificidad. Hasta el momento, no existen en el pais estudios
de la prevalencia de estos MH, a partir de un muestreo
estadistico disefiado especialmente, pero puede decirse que,
de acuerdo a estos resultados, las tres especies de MH que
afectan a los gatos estan presentes en la region.
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Introducciéon. Las bacterias pertenecientes al género
Salmonella ocasionan infecciones agudas y crénicas en las
aves de produccion, generando importantes pérdidas
econdmicas. Los signos clinicos y las lesiones asociadas con
la infeccion de esta bacteria en las aves se asemejan a las
producidas por otras bacterias, por lo que el diagnostico final
depende del aislamiento e identificacion de Salmonella spp. Por
otra parte, dado que esta bacteria se transmite en las aves de
manera vertical y horizontal, su monitoreo en pollitos BB es una
herramienta fundamental en el control de las infecciones
producidas por los distintos serotipos de Salmonella spp. (Gast
y Porter, 2020). Por ello, el objetivo de este trabajo fue
comparar dos métodos de cultivo en el monitoreo de Salmonella
spp. en aves de produccion intensiva y extensiva.

Materiales y métodos. Se analizaron un total de 1790 pollitos
correspondiente a pollos parrilleros (1250), reproductores (520)
y lineas INTA (20), que tenian entre 1 y 25 dias de edad. Los
mismos llegaron al laboratorio, en su mayor parte, vivos para el
monitoreo de Salmonella spp. El estudio se realiz6 desde el 8
de mayo de 2019 al 16 de junio de 2021. Grupos de 10 pollitos
BB pertenecientes al mismo lote fueron sacrificados por
dislocacion cervical. De cada uno de los pollitos del grupo se
tomaron higado y corazon; los 6rganos de 5 pollitos fueron
sembrados por impresion de la cara interna de cada érgano en
agar Mac Conkey (AMC) y luego colocados en un frasco estéril.
Por otro lado, los mismos érganos de las aves restantes de
cada grupo fueron colocados en el mismo frasco estéril. Se
siguieron dos métodos de cultivo, uno para los 6érganos
individuales y otro para los pooles de 6rganos sin triturar. Las
placas sembradas en AMC fueron incubadas a 37 °C durante
18-24 h. Si durante ese periodo no habia crecimiento
bacteriano, se dej6 incubando la placa a la misma temperatura
durante 24 h mas. Posteriormente, se tomaron 1 a 2 colonias
bacterianas compatibles con Salmonella spp. y se le realizaron
las pruebas bioguimicas para su confirmacion. En caso de no
haber colonias compatibles con Salmonella spp. igual se
tomaron 1-2 colonias. Por otro lado, los pooles de 6rganos de
cada grupo fueron incubados en agua peptona tamponada
(APT) en relacion 1/10 P/V durante 18-24 h a 37 °C.
Posteriormente, se sembré en AMC, y se incub6 durante 18-24
h a 37 °C. A su vez, se tomé 0,1 ml del caldo APT incubado y
se lo colocé en un tubo con 10 ml de caldo Rappaport-
Vassiliadis (RV) y se incubd a 41,5 °C durante 18-24 h. Las
placas de AMC incubadas se siguieron como se detallé
anteriormente. Por otro lado, el caldo RV incubado se sembré
en agar xilosa lisina desoxicolato (AXLD) y agar Salmonella
Shigella (ASS). Se tomaron una a dos colonias compatibles con
Salmonella spp. y se realizaron las pruebas bioquimicas para
su confirmacién. En todos los casos, la tipificacion se realizo
siguiendo el esquema de Kauffmann-White-Le Minor. Se

calcul6 la tasa de aislamiento de cada metodologia. A su vez,
en base a los resultados de aislamiento de Salmonella spp., la
concordancia (coeficiente Kappa) de los dos métodos utilizados
fue calculada siguiendo el programa Working in epidemiology
(de Blas, 2006) con un nivel de confianza del 95%.

Resultados. Siete muestras fueron positivas a Salmonella
spp., 5 pertenecientes a pool de érganos (1 en agar AMC, 3 en
AXLD y 4 en ASS), 1 a higado y la restante a corazon. La tasa
de aislamiento fue de 2,8% (5/179), 0,1% (1/895) y 0,1% (1/895)
para los pooles de 6rganos, higado y corazén, respectivamente.
Las dos muestras de 6rganos individuales fueron positivas en
el pool de 6rganos respectivo. Se tipificaron 2 serovares: S. ser.
Enteritidis (correspondientes a 2 muestras de pooles de
organos) y S. ser. Livingstone (correspondiente a muestras de
6rganos y pooles de érganos). Por otro lado, la concordancia
entre los 2 métodos de cultivo utilizados fue de 0,327.

Discusién y conclusiones. En estudios de monitoreo de la
Unién Europea, se encontré que los serovares de Salmonella
méas frecuentemente aislados en reproductores y pollos
parrilleros fueron S. ser. Enteritidis y S. ser. Typhimurium
(EFSA and EDCD, 2019). Los tres serovares nombrados
anteriormente pueden no dar signologia clinica en las aves,
pero son importantes como agentes zoonoticos (Gast y Porter,
2020). Por otro lado, Waltman (2000) indicé que el proceso de
sembrar directamente 6rganos en las placas con medio de
cultivo suele ser improductivo, salvo en el caso de infecciones
agudas. En el caso del trabajo que se presenta, los animales
estaban vivos en su mayor parte y llegaron al laboratorio para
el monitoreo de Salmonella spp. por un diagnéstico preventivo.
La baja carga de esta bacteria en este tipo de animales y la falta
de signos clinicos podria explicar los resultados. Por todo lo
expuesto anteriormente, el método de cultivo utilizado para
pooles de 6rganos presenta una mayor tasa de aislamiento de
Salmonella spp. frente al método de siembra directa de 6rganos
individuales en el monitoreo de esta bacteria en aves de
produccion intensiva y extensiva.
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Introduccioén. Las infecciones por Mycoplasma spp. provocan
diferentes cuadros clinicos en el bovino: artritis, mastitis,
neumonias, otitis, entre otros. Generalmente se transmite via
directa por leche de vacas con mastitis o por secreciones
respiratorias (aerosoles) o indirectamente, aunque en menor
medida, a través del agua y el alimento contaminado con
secreciones de animales infectados. En este trabajo se
describe la metodologia empleada para la deteccién de
Mycoplasma spp. en cuatro casos clinicos en bovinos a los que
asistio el Servicio de Diagnostico Veterinario Especializado del
INTA Balcarce.

Materiales y métodos

Historia clinica de los rodeos

El caso A ocurrié en un feedlot del partido de Carlos Tejedor,
donde se engordaban terneros de destete precoz que habian
sido inmunizados con una vacuna comercial contra neumonia
(tres dosis, a los dias 0, 21 y 42 del ingreso) y recibieron
metafilaxia con tilmicosina (dos dosis, a los dias 0y 21). El caso
B ocurri6 en un sistema de recria pastoril intensiva en el partido
de General Villegas, donde se engordaban terneros “cola de
paricion”, que habian recibido dos dosis de vacuna contra
enfermedad respiratoria. El caso C ocurrié en un tambo en el
partido de Trenque Lauquen, con 300 vacas en ordefie que no
habian recibido vacuna contra enfermedad respiratoria. El caso
D ocurrié en un sistema de engorde pastoril de novillos en el
partido de Olavarria, que habian recibido dos dosis de vacuna
contra enfermedad respiratoria al ingreso.

Examen post mortem y toma de muestras

Después del examen clinico, los animales mas afectados
clinicamente (5 del caso A, 1 del caso B, 1 del caso C y 3 del
caso D) fueron eutanasiados de acuerdo a las
recomendaciones del Comité Institucional para el cuidado y uso
de animales de experimentacion (CICUAE) del INTA, y se les
practic6 necropsia. Se recolectaron tejidos en formol
tamponado al 10% para el examen histopatologico y de
inmunohistoquimica (IHQ). Ademas, se recolectaron muestras
estériles de pulmon, liquido y cépsula sinovial para cultivo
microbioldgico y muestras de pulmén que fueron conservadas
a -80°C para posteriores estudios moleculares (PCR).

Histopatologia e inmunohistoquimica

Los tejidos fijados en formol fueron embebidos en parafina, se
cortaron a 4-5 ym y se tifleron con hematoxilina y eosina (HE)
para el examen microscopico. Posteriormente fueron
seleccionadas secciones de capsula sinovial y pulmén del caso
A, y procesadas para IHQ para la deteccion de Mycoplasma
bovis utilizando un anticuerpo monoclonal anti-M. bovis
(Millipore MAB970) en una dilucion 1:100, incluyendo controles
positivos y negativos, respectivamente.

Microbiologia y PCR

Se sembraron muestras de capsula sinovial, liquido sinovial y
pulmén en medios de Agar Sangre Columbia, Mc Conkey y
Hayflick modificado y se incubaron a 37 °C por 24-48 h. Se
realizaron improntas de pulmon, se fijaron con calor y se tifieron
con Ziehl-Neelsen (ZN) para detectar bacterias acido-alcohol
resistente. Ademas, se extrajo ADN de los mismos
especimenes utilizando un kit comercial (Puri-Prep S, Inbio
Highway, Argentina). Se realiz6 una nested-PCR para
amplificar la region intergénica 16S-23S ARNr de Mycoplasma
spp. Los productos amplificados del caso A fueron purificados
(Puriprep-GP Kit, Inbio Highway), cuantificados y secuenciados
(ABI 3130xl; Applied Biosystems) y las secuencias fueron
curadas utilizando el programa Clustal Omega software.

Resultados. En el caso A se vieron afectados el 24% de los
terneros de 6-8 meses de edad, con signos de dificultad
respiratoria progresiva, de curso subagudo a crénico, y
poliartritis. En el caso B se afect6 el 50% de los terneros, con
signologia respiratoria subaguda a crénica y sin buena
respuesta a los tratamientos con antibiéticos. En el caso C se
afectaron 15 vacas, con una presentacion en forma de goteo,
con signologia respiratoria cronica. En el caso D, se vieron
afectados el 4% de los animales del rodeo, presentando
claudicaciones de diferente grado, poliartritis evidentes en
diferentes articulaciones, y en algunos, signologia respiratoria
leve. En las 10 necropsias realizadas se observaron lesiones
macroscopicas compatibles con infeccion por Mycoplasma
bovis caracterizadas por la presencia de miltiples secuestros
pulmonares, conteniendo exudado caseoso rodeado por tejido
fibroso, presencia de adherencias con la parrilla costal, y en
algunos casos areas de hepatizacion roja; en 8 animales se
observé  tenosinovitis  proliferativa  caseosa,  artritis
fibrinonecroética, abundantes colectas de liquido sinovial con
presencia de hilos de fibrina. Histolégicamente se observo
bronconeumonia multifocal necrotizante crénica activa
caracterizada por un centro de necrosis coagulativa de forma
circular bien delimitado rodeado por neutrdfilos, leucocitos
necroéticos y abundante tejido fibroso inmaduro (secuestros), y
tenosinovitis necrotizante severa con fibroplasia moderada. En
el tejido articular y pulmonar del caso A, se observo
inmunomarcacion positiva de M. bovis en las areas lesionadas.
En muestras de articulaciones y/o pulmén de los 4 casos (A, B,
C y D) se amplifico ADN de Mycoplasma spp. mediante PCR y
se aislé Mycoplasma spp. en medio Hayflick. Luego del analisis
de las secuencias de los amplicons del caso A, se confirmo
100% de homologia con M. bovis. Asimismo, se aislaron otras
bacterias: Trueperella pyogenes (caso Ay C), Histophilus somni
(caso A), Pasteurella multocida (caso B). La tincion de ZN
resulté negativa en todas las improntas analizadas.

Discusién y conclusion. La mayoria de los casos de
Mycoplasma bovis en bovinos a nivel mundial se asocian
frecuentemente a enfermedad respiratoria y articular,
existiendo escasos reportes de cuadros clinicos simultaneos de
origen respiratorio y articular. En este trabajo se describen
cuatro casos en los cuales se confirmé la infeccion con
Mycoplasma spp. mediante métodos moleculares y culturales
clasicos, tanto en sistemas de engorde a corral, pastoril y de
produccion lechera. Ademas, se detectd por IHQ, siendo esta
una evidencia fuerte de que era el causal de las lesiones. Los
signos clinicos registrados en los distintos establecimientos son
similares a los descriptos en la bibliografia: dificultad
respiratoria subaguda a croénica y poliartritis. En los casos A y
D fue dificil poder establecer la fuente de contagio en estos
brotes, ya que los animales provenian de diferentes origenes.
No hubo buena respuesta al tratamiento con antibiéticos en los
animales severamente afectados. En esta enfermedad es
importante realizar una vigilancia activa y estricta, para
identificar y apartar tempranamente a los animales clinicamente
afectados, posible fuente de infeccion para el resto del rodeo y
para evitar futuros contagios.
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Introduccion. Las colecciones de cultivos microbianos
permiten la conservacion de los recursos genéticos y de la
biodiversidad de cada regién o pais. Estas colecciones
pertenecen a entidades donde se realizan actividades cuya
finalidad es obtener, clasificar, estudiar, preservar y
documentar de forma completa y accesible microorganismos de
interés, generando informacion de relevancia en diferentes
areas. El objetivo primario de una coleccion de cultivos
microbianos es mantener las cepas en un estado viable sin
cambios morfologicos, fisiologicos o genéticos. Nuestro
Laboratorio Veterinario de la EEA INTA Balcarce cuenta con
una coleccion de mas de 2000 especimenes bacterianos de
diferentes géneros y especies, con cepas de referencia, entre
ellas, de Campylobacter fetus aisladas de secreciones
genitales y fetos bovinos. El género Campylobacter comprende
20 especies y subspecies y es reconocida como un patégeno
importante en salud veterinaria y salud publica.
Particularmente, la especie C. fetus, incluye las subspecies C.
fetus fetus (Cff), C. fetus venerealis (Cfv) y C. fetus venerealis
biovar intermedius (Cfvi), es una de las principales causas de
infertilidad, reducciéon de las tasas de prefiez y abortos en
bovinos®. El objetivo de este trabajo es divulgar la coleccion de
Campylobacter fetus (CCf) del Laboratorio de Bacteriologia de
la EEA INTA Balcarce, como miembro de la Federaci6n
Latinoamericana de Colecciones de Cultivos (FELACC) e
integrante de la Red de Recursos Genéticos del INTA.

Materiales y métodos. La CC se inici6 en 1989 y cuenta con
160 cepas de C. fetus aisladas de bovinos, hasta 2018. Las
cepas son originarias de diferentes casos de diagnéstico de
enfermedades reproductivas en bovinos en la Argentina. Las
muestras de los casos correspondieron a rodeos de
establecimientos ganaderos con bajo rendimiento reproductivo
e incluyeron mucus cervico vaginal (MCV) de vacas/vaquillonas
y esmegma prepucial (EP) de toros recolectadas en medio de
transporte Cary Blair, refrigerados y entregados al laboratorio
dentro de las 2 a 36 horas posteriores a la recoleccion.
También, a partir de la necropsia de fetos abortados,
correspondieron a muestras de pulmén, contenido abomasal y
placenta. Las muestras de MCV se sembraron en agar
semisolido de Brucella (ABS) con antibidticos y se incubaron
durante 48 horas a 37° C en condiciones microaerdfilas (90%
Hz, 5% O, y 10% CO;). A partir de las 48h el anillo de
crecimiento superficial fue inoculado en medio Agar Skirrow
(ASK). Las placas se incubaron a 37°C en atmoésfera
microaerofilica y se observaron cada 48h durante 7 a 10 dias.
Las muestras fetales y de EP se inocularon en ASK y se
incubaron en las mismas condiciones de temperatura y
atmosfera que las de MCV. Las colonias con morfologia
compatible con C. fetus (convexas, con bordes definidos,
brillantes y con tonalidad rosa translicida), fueron observadas
en un microscopio de contraste de fases para verificar la
morfologia y la motilidad caracteristica del género
Campylobacter (movimiento espiralado). Las colonias
compatibles con C. fetus se inocularon en tubos de medio
Kligler en pico de flauta para determinar la especie de acuerdo
con la actividad de la enzima catalasa (positiva) y la produccién
de H,S (negativa). La subespeciacion se determind mediante
pruebas bioquimicas: resistencia a la glicina, produccion de
sulfuro de hidrégeno en medios sensibles con tiras de acetato
de plomo, reduccion de nitratos en medios de agar selenito de
sodio (ASe) y supervivencia en cloruro de sodio. Brevemente,
1) Cfv fue identificado cuando no se presenté produccion de
H,S, no se observo tolerancia a glicina 1%, ni presento
crecimiento en agar selenito de sodio; 2) Cfvi se clasifico por su
tolerancia a glicina 1%, crecimiento en 2 de 5 estrias en ASe y
produccion leve de H,S; 3) Cff se determind por su tolerancia a
glicina 1% o mayor, crecimiento de 5 estrias en ASe y
produccion marcada de H,S. Todos los aislamientos de la CCf

se conservaron en nitrégeno liquido (-196°C) y en ultrafrio (-
80°C), como método de respaldo, utilizando un medio
crioprotector a base de caldo tripticasa soja, glicerina y suero
equino inactivado.

Resultados. El 94% de las cepas fueron aisladas de
establecimientos ganaderos de la provincia de Buenos Aires, el
resto correspondieron a Santa Fe, La Pampa y Cérdoba. De los
160 aislamientos, 108 (67.5%) fueron de muestras de fetos, 41
(25.5%) de MCV y 11 (7%) de EP. De las muestras de fetos 48
(44.5%) aisladas de pulmén, 55 (51%) de liquido de abomaso y
5 (4.5%) de placenta. La clasificacion de subspecies dio como
resultado 122 (76%) cepas de Cff, 16 (10%) Cfv, 8 (5%) Cfvi,
mientras que en 14 (9%) especies identificadas como C. fetus
no se realiz6 clasificacion de subespecie. También se
caracterizaron por técnicas moleculares y se secuenciaron
completamente mas de 50 cepas formando parte de referencias
y bancos internacionales de referencia > * #. Los genomas se
encuentran disponibles en el GenBank.

Discusién y conclusion. En la presente CCf la subespecie Cff
fue significativamente mas aislada, en contraste con la
bibliografia donde Cfv es considerada la subespecie de
importancia sanitaria y epidemiolégica para bovinos. Estos
aislamientos de Cff provienen de abortos esporadicos, mientras
que los aislamientos de placenta son reducidos debido a la baja
remision de este tipo de muestras, no existiendo diferencias
significativas entre la recuperacion desde pulmoén o abomaso.
La recuperacion de cepas de secreciones genitales resulto baja
ya que no es comun el diagndstico por cultivo de las mismas,
asociado a dificultades desde el momento del muestreo y el
arribo al laboratorio. La importancia estratégica de esta CCf se
centra en mantener este material biol6gico para describir la
biodiversidad regional, uso como herramienta innovativa de
diagnéstico, de nuevos inmunégenos, controles de laboratorios
y centro de referencia. Ademas su utilizacion se manifiesta
importante para estudios sobre modelos de infecci6n
experimental en animales, investigaciones sobre la interaccion
huésped-patdgeno y evaluacion de caracteristicas bioquimicas
y genéticas que podrian influenciar la capacidad de
colonizacién y virulencia, asi como en la validacién de pruebas
moleculares para diagnéstico en diferentes muestras bovinas.
La CCf funciona como una biblioteca de material microbiano
patoégeno vivo, sostenible y estable pues actiia como repositorio
de este género, buscando proporcionar herramientas para la
ensefianza, la investigacion y desarrollo de técnicas
diagndsticas y estrategias vacunales con el surgimiento de
nuevas cepas. El mantenimiento de la CCf motiva a realizar
investigaciones que permitan nuevas tecnologias para control
de enfermedades reproductivas®. Los mayores porcentajes de
aislamiento de Cff de muestras reproductivas nos sugieren una
importante participacion de esta subespecie en el proceso
colonizacién, virulencia y patogenicidad en el aborto, pero
también como importante patégeno en el proceso de la
infeccion venérea en bovinos.
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Introduccion. La situacion epidemioldgica en Argentina de la
Trichomonosis bovina y Campilobacteriosis genital bovina,
varia en las diferentes regiones ganaderas segun el grado de
control de los factores de riesgo. La infeccion crénica de los
toros y la persistencia de la infeccién en algunas hembras, son
un reservorio para ambas enfermedades. Una practica
adecuada en los programas de control es la identificacion y
eliminacion de los toros infectados. Para ello existen métodos
de diagnéstico, validados por la OIE, como el uso de medios de
cultivo para Tritrichomonas foetus (T.f.) y Campylobacter fetus
spp. (C.f.), inmunofluorescencia directa (IFD) para C.f. y
técnicas de biologia molecular (PCR). Se reportan diferencias
en la sensibilidad y especificidad de estos métodos (Waldner,
2017) influenciadas por, entre otros factores, la calidad de la
muestra y su transporte hasta el laboratorio, cantidad de T.f. o
C.f. obtenidas, protocolo de diagnostico y para la PCR
considerar el método de extraccion del DNA. El cultivo para T.f.
y la IFD para C.f., han sido los més utilizados en Argentina en
los Ultimos 40 afos. Recientemente la PCR ha comenzado a
implementarse como prueba confirmatoria o como Unico
método de diagndstico. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar la capacidad de deteccion de T.f. y C.f. a partir de
muestras prepuciales, de toros infectados experimentalmente,
mediante los métodos de diagnéstico convencionales y
moleculares.

Materiales y métodos. El ensayo se realiz6 en un
establecimiento privado en Coronel Vidal, con los animales en
condiciones naturales. Se utilizaron 10 toros adultos con 2
muestreos previos al ensayo, negativos a T.f. por cultivo y C.f.
por IFD, divididos en 3 lotes de acuerdo con el siguiente disefio
de infeccion experimental: L1 (n=3) con T.f.; L2 (n=4) con C.f.
subsp venerealis (C.f.v.) y L3 (n=3) con C.f. subsp fetus (C.f.f.).
Infeccién experimental: Por instilacion en el fondo de la cavidad
prepucial, de 2 mL con una suspension de 1x10° T.f. (cepa
34518 de BIOTANDIL) o 4x10” UFC C.f. (cepas C1Na para
C.f.f. y 97/608 para C.f.v., de INTA Balcarce), al inicio del
ensayo y una segunda instilacion el dia 7 antes del primer
muestreo, de acuerdo con lo indicado para cada lote. Muestras:
Se tomaron 4 muestras prepuciales de los 3 lotes
experimentales, en los dias 7, 14, 21 y 28 post infeccion, con
raspadores descartables, previa tricotomia e higiene del anillo
prepucial, e introducido en un tubo con 4 ml de PBS estéril y
transportados con refrigeracion al laboratorio. De cada muestra
se realizaron los siguientes ensayos: Lote 1: a- Cultivo de T.f.:
se utiliz6 el medio de cultivo semisélido de BIOTANDIL,
sembrado con 500 pl del PBS con esmegma, incubacién a 37°C
durante 7 dias. b- PCR: de cada muestra se tomaron dos
alicuotas de 500 pl para extraccion de DNA con kit comercial
High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) y con un
método “in house” de BIOTANDIL. La amplificacion del DNA se
realizé6 con una PCR convencional (PCRc) y una PCR en
tiempo real (qPCR). Los primers utilizados para la PCRc fueron
TFR1-2 y TFR3-4 (Felleisen, 1998). Para la gPCR se utiliz6 el
protocolo y kit comercial de primers aprobados para
laboratorios inscriptos en el Programa de Control y Erradicacion
de Enfermedades Venéreas de la Provincia de La Pampa. Lote
2y 3: a- |IED para C.f.: se realizé con 500 pl del PBS, el cual fue

centrifugado a 4.200 rpm durante 40 minutos; se continué
aplicando el protocolo de diagnéstico indicado en el kit
comercial “Conjugado-Campy” de Biotandil. b- Cultivo de C.f.:
una alicuota del PBS se sembr6 en medio agar Skirrow e
incubado en microaerofilia a 37 °C, con observacion cada 48 h
durante 10 dias. c- PCR: Se procedi6 de la misma manera que
con el lote 1, para la PCRc, utilizando los primers CFETSpp L y
CFETSpp R (abril 2007), mientras que en la qPCR se empled
el kit comercial aprobado en La Pampa.

Resultados. Se procesaron un total de 40 muestras
prepuciales:

PCRc gPCR
Cultivo
LOTE IFD Cf.| ADNin house ADNKit |ADNin house| ADN Kit
Tf. (G Tf. G Tf | Cf. | Tf | Cf [ Tf | Cf
1 91,6 - - 58,3 = 16,6 — |5833| — 58,3 -
2 - 56,2 | 62,5 = 75 = 25 = 25 - 25
3 = 83,3 75 = 100 = 25 = 66,6 = 66,6

Cuadro 1: Porcentaje de deteccion de toros infectados por método de
diagnéstico.

Discusién. El medio de cultivo semisélido para T.f. (L1)
permitié detectar el 91,6% de los toros infectados, seguido con
un 58,3 %, por la PCRc y gPCR con extraccion de DNA in house
y kit. Para la detecciéon de C.f.v. (L2) los 3 métodos con mayor
porcentaje de deteccion fueron PCRc DNA in house, IFD y
cultivo en medio Skirrow, con un 75, 625 y 56,2 %
respectivamente. En el L3, infectados con C.f.f. los 3 métodos
con mayor porcentaje de deteccion fueron la PCRc DNA in
house, cultivo en Skirrow e IFD, con un 100, 83.3 y 75 %
respectivamente. Para la gPCR el DNA extraido por método in
house y kit, fue derivado a un Laboratorio Veterinario acreditado
en el programa de venéreas de La Pampa para ser procesado
con una gPCR multiplex y una confirmatoria T.f. o C.f. / C.f.v.
segun el lote, utilizando la tecnologia de Sybr Green. Los
resultados del L1 fueron similares entre la gPCR y la PCRc. En
el caso de C.f. (L2 y L3) los % de deteccion de la gPCR
resultaron menores a los obtenidos por los otros 3 métodos de
diagnéstico. Las diferencias observadas podrian atribuirse al
empleo del Sybr Green como tecnologia de deteccion en la
gPCR en vez del empleo de sondas que podrian aumentar la
especificidad y sensibilidad de la reaccion, o modificaciones en
el método de extraccion del DNA. Este trabajo estimula a
continuar los ensayos para contribuir a la validacion de las
técnicas de biologia molecular a partir de muestras clinicas de
toros. De nuestros resultados surge la importancia de combinar
mas de un método de diagndstico, y en de emplear la PCR
como Unico método, se sugiere realizar mas de un muestreo.
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PROVINCIA DE BUENOS AIRES

V. Salazar*?; J. Loménaco?; P. Nievas ; F. Paolicchi*2. 1. Laboratorio de Bacteriologia, EEA INTA Balcarce. 2. Facultad de Ciencias
Agrarias, Universidad Nacional de Mar del Plata. paolicchi.fernando@inta.gob.ar

Introduccién. El agua es el principal vehiculo de exposicion a
los peligros microbiol6gicos, participando como bebida, en el
riego de cultivos o en la conformacion de aerosoles. Una gran
diversidad de microorganismos pueden encontrarse
contaminando este recurso. Segun la OMS, mas del 80% de las
enfermedades en el mundo estén relacionadas con el consumo
de agua no potable o de mala calidad. Por otro lado, en los
sistemas ganaderos tradicionales, especialmente aquellos de
carne y leche, el agua de bebida es uno de los nutrientes mas
importantes y, probablemente, el menos considerado de la dieta
de los animales, pudiendo ser un importante vector de

microorganismos patégenos. La OMS, la OIE y la FAO
fomentan en conjunto la construccion de politicas publicas en
concepto de “Una Salud”, ya que la salud humana y la salud
animal son interdependientes 'y estan vinculadas
estrechamente a los ecosistemas en los cuales coexisten.
Cambios en cualquiera de estas tres dimensiones (salud
publica, salud animal y salud ambiental) generan
necesariamente impactos directos e indirectos en las otras. La
provincia de Buenos Aires presenta complejas particularidades
con respecto a la hidrogeologia regional. El agua subterranea,
se halla a profundidades que oscilan entre 5 y 20 metros y sus
caracteristicas son variables®.La calidad microbioldgica del
agua se asegura mediante la determinacién de
microorganismos indicadores. Los mas utilizados son los
indicadores de contaminacion fecal. En nuestro pais, el Codigo
Alimentario Argentino (CAA) establece las caracteristicas
microbiolégicas que debe presentar el agua para consumo
humano, pero no existe legislacion ni parametros establecidos
para la calidad microbiolégica del agua destinada a bebida
animal. El objetivo de este trabajo es caracterizar la calidad
microbiolégica del agua de zonas rurales y periurbanas del
partido de Balcarce.

Materiales y métodos. Se seleccionaron 93 muestras de agua
de pozo de zonas rurales y periurbanas del partido de Balcarce
que fueron ingresadas al Laboratorio de Bacteriologia (EEA
INTA Balcarce) desde el afio 2012 hasta el afio 2020. De
acuerdo a lo establecido por el CAA, se realizaron las siguientes
determinaciones: 1) recuento de bacterias aerobias mesofilas
totales (BAMT), en Agar Plate Count; 2) coliformes totales (CT)
utilizando la técnica de tubos multiples con caldo Mac Conkey
(prueba presuntiva) y caldo Verde Brillante Bilis (prueba
confirmatoria); 3) presencia de Escherichia coli mediante
siembra en caldo EC y confirmacion por pruebas bioquimicas;
4) presencia de Pseudomonas aeruginosa mediante pre
enriguecimiento, siembra en Agar Cetrimida y confirmacion por
pruebas bioquimicas (APHA, 1998).

Resultados y discusion. Del total de muestras analizadas, el
39,78% (n=37) fueron clasificadas como potables desde el
punto de vista microbiol6gico, mientras que el 60,21% (n=56)
resultaron no potables por presentar al menos un parametro por
encima de los limites establecidos por el CAA. Considerando
las muestras no potables, el grupo indicador CT fue el que se
encontr6 en exceso en la mayoria de los casos (96,43%),
seguido de la presencia de E. coli (46,43%), BAMT (25%) y
presencia de P. aeruginosa (12,5%) (grafico 1). En cuanto al
origen de las muestras, el 53% correspondieron a
establecimientos agropecuarios, de las cuales el 43%
resultaron potables y el 57% no potables; el 34% a
establecimientos educativos rurales (escuelas y jardines de
infantes), de esta categoria el 28% fueron potables y el 72% no
potables; y el 13% a viviendas de zonas rurales y periurbanas,
en este caso el 58% fueron potables y el 42% no potables. Los
resultados observados son similares a los obtenidos por otros
autores que han evaluado la aptitud microbiolégica de aguas de
pozo en el sudeste bonaerense?*. El parametro responsable de
la no potabilidad de las muestras en la mayoria de los casos fue

CT. Si bien los coliformes son indicadores de contaminacion
con enterobacterias de vida libre y/o intestinal, se pudo
comprobar la presencia de E. coli en un alto porcentaje de estas
muestras, lo cual indica contaminacion de origen fecal reciente.
El recuento de BAMT y la determinacion de P. aeruginosa son
considerados como indicadores de calidad sanitaria,
permitiendo evaluar la eficiencia de los sistemas de tratamiento
y el grado de limpieza e integridad del sistema de distribucion e
instalaciones. En este trabajo, el porcentaje de muestras no
potables con presencia de P. aeruginosa fue similar al
reportado en otro estudio realizado en una zona cercana®, sin
embargo se debe considerar que al tratarse de una bacteria
patégena oportunista, su presencia en agua ademas de ser un
indicador de mala calidad sanitaria, representa por si misma un
riesgo para la salud humana.

BAMT |
CT —
E.coli |

P. aeruginosa [N

o

20 40 60 80 100
(%)

Gréfico 1. Porcentaje de muestras de agua no potable segln el parametro que
presentaban por encima de los limites establecidos por el CAA.

En cuanto a la calidad del agua para consumo animal, como ya
se menciond, no existe consenso sobre los parametros
microbiolégicos. No obstante, se deberia considerar que un
recuento elevado de microorganismos indeseables podria
representar un riesgo, sobre todo para animales jévenes. En
este sentido, mas de la mitad de las muestras analizadas
corresponden a explotaciones agropecuarias, donde las
fuentes de agua ademas de abastecer el consumo animal,
también proveen de agua a las familias que viven en estos
establecimientos, con lo cual la calidad microbiol6gica en estos
casos adquiere mayor relevancia y vinculan directamente el
concepto de Una Salud.

Conclusién. Este trabajo contribuye al conocimiento de la
calidad microbiolégica del agua utilizada en zonas rurales y
periurbanas del partido de Balcarce y su aptitud para el
consumo animal y humano. Es fundamental crear conciencia
para que se generen acciones correctivas tendientes a mejorar
la calidad del recurso acuifero y se realice el monitoreo en
forma periédica. Resulta necesario ademas realizar estudios
gue evalien el efecto que podria tener en los animales el
consumo de agua con altos recuentos de microorganismos
indicadores de contaminacién y de esta manera establecer
criterios que permitan controlar su calidad.
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Introduccién. Se sabe que las aves pueden ser un reservorio
de patégenos entéricos humanos, dentro de los cuales se
encuentra Salmonella spp., presente principalmente en el tracto
intestinal de las aves, que a menudo parecen asintomaticas
(Khalid y col., 2020). Por otro lado, los alimentos de origen
animal, en particular los productos avicolas contaminados
como huevos y carne, se han considerado los principales
vehiculos de infeccion por Salmonella spp. en los seres
humanos, principalmente a través del consumo de alimentos
contaminados crudos o poco cocidos (Antunes y col., 2016).
Por este motivo, determinar la presencia de este patdgeno tanto
en la piel que cubre la parte del pollo, asi como en la superficie
de la carne de las partes del pollo sin piel que se venden en los
locales de venta al publico es importante por su impacto en la
salud publica (Guran y col., 2016). Por ello, el objetivo de este
trabajo fue comparar dos métodos de aislamiento de
Salmonella spp., en carne de pollo de venta al publico, tanto en
piel como en musculo.

Materiales y métodos. Se analiz6 un total 75 patas-muslos de
pollo congeladas adquiridas en 8 locales de venta al publico de
la ciudad de Concepcion del Uruguay, Entre Rios, Argentina
desde marzo a julio de 2021. Las mismas se transportaron al
Departamento Avicultura, de la EEA INTA Concepcion del
Uruguay, donde se analizaron, tanto muestras de piel (N= 75)
como de carne (N= 75). En primer lugar, se realiz6 siembra
directa (SD) por impresion la cara interna de las muestras de
piel y carne de la misma pata-muslo en agar xilosa lisina
desoxicolato (XLD) y agar lisina hierro modificado (LIM). Si
durante ese periodo no habia crecimiento bacteriano, la placa
se incub6 a la misma temperatura durante 24 h mas.
Posteriormente, se tomaron al menos 2 colonias bacterianas
compatibles con Salmonella spp. y se le realizaron las pruebas
bioquimicas para su confirmacion. En caso de no haber
colonias compatibles con Salmonella spp., igual se tomaron 1-
2 colonias. Por otro lado, se realiz6 el aislamiento por técnica
completa (TC). Para ello se tomaron 25 g de piel y 25 g de
carne, con pinzas estériles, de las mismas piezas descriptas
anteriormente y se pre-enriquecieron en agua peptona
tamponada (APT) en relacion 1/10 P/V durante 18-24 h a 37 °C.
Posteriormente, se tomé 0,1 ml del caldo APT incubado y se lo
colocé en un tubo con 10 ml de caldo Rappaport-Vassiliadis
(RV) y se incubd a 18-24 h a 41,5 °C. Al término de la
incubacion se sembraron desde los tubos de RV en agar XLD
y LIM, que se incubaron a 37 °C durante 18-24 h. Se tomaron
al menos dos colonias compatibles con Salmonella spp. y se
realizaron las pruebas bioquimicas para su confirmacion. En
todos los casos, la tipificacion se realiz6 siguiendo el esquema
de Kauffmann-White-Le Minor. Se calcul6 la tasa de aislamiento
de cada metodologia. A su vez, en base a los resultados de
aislamiento de Salmonella spp., la concordancia (coeficiente
Kappa) de los dos métodos utilizados y los tipos de muestras
fue calculado siguiendo el programa Working in epidemiology
(de Blas, 2006) con un nivel de confianza del 95%.

Resultados. No se aislé6 Salmonella spp. por SD de ambos
tipos de muestras. Por otro lado, la tasa de aislamiento de
Salmonella spp. considerando todas las muestras analizadas
fue del 19,3% (29/150), de las cuales el 8,0% (6/75) fueron
positivas tanto en piel como musculo, mientras que el 12,0%
(9/75) y el 10,7 % (8/75) fueron solo positivas en muestras de

piel y musculo, respectivamente. Se tipificaron 7 serovares en
las muestras de piel: Enteritidis (SE, 6 muestras), Livingstone
(SL, 4); Infantis (SI, 1), Typhimurium (ST, 1), Westhampton
(SW, 1), Cerro (SC, 1) y S. serovar 4,5:d:- (1). Con respecto a
las muestras de musculo se tipificaron 5 serovares: S| (5
muestras), ST (3), SE (3), 4,5:d:- (2) y SL (1). Por otro lado, se
observé que 3 muestras de piel con su respectiva muestra de
carne no concordaron en el serovar aislado (SCy SE; SWy S.
serovar 4,5:d:-; SE y S. serovar 4,5:d:-). La concordancia entre
los 2 métodos de cultivo utilizados (SD vs TC) fue de 0, mientras
gue este parametro al comparar el aislamiento entre los tipos
de muestra fue de 0,273. Por otro lado, la concordancia
obtenida al comparar los dos medios de cultivo selectivos-
diferenciales utilizados para cada tipo de muestra fue de 1.

Discusién y conclusiones. En cuanto al nimero de serovares,
resultados similares fueron encontrados por Guran y col.
(2017), quienes reportaron 5 serovares diferentes (S. serovar
Heidelberg, S. serovar Kentucky; ST, S, S. serovar Seftenberg
y S. serovar Thompson) en muestras de carne de pollo. En
contraste con estos resultados, Tarabees y col. (2017)
evaluaron un total de 100 muestras de carne de pollo
provenientes de diferentes supermercados y s6lo pudieron
tipificar dos serovares (SE y ST). Por todo ello, el aislamiento
por técnica completa utilizado para muestras de piel y misculo
de pollo presenta una mayor tasa de aislamiento de Salmonella
spp. frente al método de siembra directa. Ademas, se deberian
tomar ambos tipos de muestras en pata-muslo de pollo para
lograr obtener un dato mas real de la contaminacion por este
patégeno en la muestra descripta anteriormente.
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Introduccién. El andlisis de leche de tanque es una
herramienta de gran utilidad a la hora de monitorear la calidad
de leche de un tambo. Mediante la toma de muestras pareadas
de leche de tanque y complementandolo con bacteriologias
individuales se puede realizar un seguimiento y un diagnéstico
de la calidad de leche de un establecimiento. El National
Mastitis Council (NMC) establece los protocolos de trabajo para
realizar estos seguimientos en los cuales detalla que medios de
cultivo se deben utilizar para la busqueda de cada patégeno o
grupo de microorganismos en general. Dentro del protocolo de
analisis de leche de tanque propuesto por el NMC no esta
detallada la utilizacién de un medio selectivo para la bisqueda
de Prototheca como es el Prototheca isolation medium (PIM).
Si bien el alga patégena Prototheca desarrolla en medios de
cultivo comunes como el agar tripteina soja suplementado con
5% de sangre bovina, el medio PIM es un medio de cultivo
selectivo que aumenta la sensibilidad de deteccién de este
patogeno en leche. Por otro lado, debido a que esta alga puede
provenir tanto de vacas infectadas como del ambiente es que
no se le ha dado tanta utilidad a su blusqueda en leche de
tanque. En este trabajo, se reporta el uso del medio de cultivo
PIM para la deteccién de Prototheca a partir del cultivo de leche
de tanque y se evalla la utilidad del screening de este
microorganismo en leche de tanque para la posterior basqueda
de Prototheca en muestras individuales de leche de cuartos
mamarios de vaca.

Materiales y métodos. Las muestras de leche de tanque y de
cuartos provienen de 30 tambos ubicados en la Cuenca Mar y
Sierras y alrededores. Estas fueron analizadas en un
laboratorio privado durante los afios 2019, 2020 y 2021 (enero
a julio). La mayoria de estos tambos remite mensualmente una
muestra de leche de tanque y a su vez muestrean toda vaca
que se detecta con mastitis clinica y gran parte de las que
presentan mastitis subclinica segin el recuento de células
somaticas del control lechero o el resultado del California
Mastitis test (CMT). Por lo tanto, las muestras de leche de
cuartos (pool o individuales) provienen de vacas con mastitis
clinica o subclinica. Al protocolo estandar de cultivo de
muestras de tanque establecido por el NMC se afiadio el cultivo
de las muestras de leche en el medio PIM. Se sembraron 50 pl
en superficie, se incubd a 37°C en atmosfera aerobia y a las 24
- 48 h se registr6 el desarrollo de colonias caracteristicas
(Figura 1). A continuacion, se realizd la identificacion de
Prototheca por coloracion con azul de metileno y observacion
microscopica de acuerdo a lo descripto por la bibliografia de
referencia (Figura 2).

Figura 1. Colonias de Prototheca en medio PIM

Las muestras de leche de cuartos se sembraron (10 pl) en agar
tripteina soja suplementadas con 5% de sangre bovina de

acuerdo a los establecido en los protocolos del National Mastitis
Council.

Figura 2. Morfologia de Prototheca. Coloraciéon con azul de
metileno (100x)

Resultados. De un total de 30 tambos que remitieron leche de
tanque, 6 tambos tuvieron aislamiento positivo en mas de un
tanque remitido y 24 tambos fueron negativos. Del total de los
tambos positivos a Prototheca en sus leches de tanque (6),
todos tuvieron al menos un cultivo positivo en muestras de
leche individuales. Por otro lado, en ningiin tambo negativo a
Prototheca en leche de tanque mediante la siembra en PIM (24)
se pudo identificar Prototheca en muestras individuales de
leche remitidas, ya sea de vacas con mastitis clinica (MC) o
mastitis subclinica (MSC).

Discusién y conclusion. En este estudio el 100 % de los
tambos positivos a Prototheca en sus leches de tanque fueron
positivos en al menos un animal a Prototheca (ya sea por
mastitis clinica o subclinica). Por lo tanto, la presencia de
Prototheca en leche de tanque se relaciona con la presencia de
Prototheca en leche de cuartos mamarios. Esto indica que el
hallazgo en leche de tanque es un fuerte indicador de bisqueda
en vacas individuales y no se relacionaria con una
contaminacion ambiental exclusiva. Estos resultados resaltan la
utilidad de implementar de rutina el uso del medio PIM para la
deteccion de la presencia de Prototheca en leche de tanque. Es
importante destacar que el cultivo de leche de tanque no debe
ser utilizado como una técnica de diagnéstico Unica dado que
es necesario realizar la correlacion de estos resultados con
observaciones a campo y otros analisis de laboratorio, tales
como el recuento de células sométicas y cultivos de muestras
de leche de vacas individuales. En conclusién, el uso de rutina
del medio PIM se propone como una estrategia de monitoreo y
control de Prototheca en rodeos lecheros. Por ultimo, también
se recomienda el cultivo de muestras ambientales en un intento
por determinar otras fuentes de contagio de estos
microorganismos.

Bibliografia

-APROCAL (2021). Examen microbiolégico de la leche de
tanque. Disponible en: http://www.aprocal.com.ar.

-Britten, J. (2021) Mastitis Pathogen Updates from the Field:
Perspectives and Data from a Milk Quality Lab. NMC Annual
Meeting Proceedings.

-National Mastitis Council (2017) Laboratory Handbook on
Bovine Mastitis. Third Edition.

-Pore, R.S. (1973) Selective Medium for the Isolation of
Prototheca Applied Microbiology, Vol. 26, No. 4, p. 648-649.
-Zaror, L.; Valenzuela, K.; Kruzeb, J. (2011) Mastitis bovina por
Prototheca zopfii: primer aislamiento en Chile. Arch. Med.

Vet, 43, 173-176.

62


mailto:bottinie@vet.unicen.edu.ar
http://www.aprocal.com.ar/

B21-ESTADO ACTUAL DE LAS COLECCIONES DE MICROORGANISMOS VINCULADAS A SANIDAD
ANIMAL Y/O PUBLICA PRESENTES EN EL INTA

Neder, V.E*; Marcellino, R*%; Salazar, V*?Soria, M*; Baldone, V*; Pécora, A%; Brihuega, B*; Martinez, M*; Pertile, C*; Sarmiento, N*;
Fiorentino, A'?; Paolicchi, F*?; Verna, Al; Louge, E*; Poo, J'y Perticari, Al Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria ?Facultad de
Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Mar del Plata.’IFAB (INTA-CONICET) neder.veronica@inta.gob.ar

Introducciéon. Los recursos microbianos son un componente
estratégico dentro de la biodiversidad global, donde su variabilidad
genética como respuesta ya sea al manejo antrépico o eventos de
cambio climatico, constituyen hitos de adaptabilidad que deben ser
considerados. Por tal motivo se considera fundamental su preservacion
para conocimiento y trazabilidad presente y futura, tal es el caso de
microorganismos que pueden producir diferentes enfermedades en
animales y en el hombre, por tratarse muchas de ellas de zoonosis. En
el INTA (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria) se ha generado
una Red de Recursos Geneticos y dentro de esta una destinada a los
Recursos Microbianos con la finalidad de compatibilizar protocolos de
preservacion, documentacion, intercambio y adecuacién de permisos
de acceso vinculados al Protocolo de Nagoya. El objetivo de esta
comunicacion es dar a conocer el estado actual de las colecciones
vinculadas a Sanidad Animal.

Materiales y métodos. Se ha realizado un relevamiento en las
Experimentales e Institutos del INTA que cuentan con cepas
conservadas de patogenos a partir de actividades de diagndstico e
investigacion en Sanidad Animal y que cotidianamente realizan
controles de viabilidad.

Resultados y discusion. Integrando la red se encuentran hasta el
presente 8 colecciones y 2 bancos de células vinculados a la
conservacion (Tabla 1). Se compatibilizaron alrededor de 11000
entradas documentadas que contienen 41 géneros bacterianos, 3 de
protozoarios, 1 de hongos micotoxigénicos, 34 tipos de virus y 30 lineas
celulares. Las especies mas representadas son Salmonella,
Campylobacter, Staphylococcus, Mycobacterium, Tritichomonas,
Anaplasma, Brucella, Babesia, Corynebacterium y Leptospira. Un 90%
de las colecciones utiliza el nitrégeno liquido para la conservacion y
como método de respaldo se utiliza ultrafrio a -80 °C y/o liofilizacion.
Los patdégenos conservados representan casi la totalidad de los
agentes etioldgicos que producen enfermedades en los animales de
produccion presentes en nuestro territorio. El 60% de lo conservado
corresponde a enfermedades de bovinos, un 30% a sanidad aviar, un
8% a sanidad de ovinos y el resto a enfermedades de caprinos,
zoonoticas y de otras especies animales. Se ha realizado un mapa
interactivo con la ubicacén geografica de cada coleccién. Estos
materiales preservados pueden ser hitos de referencia para actividades
de diagnostico, la elaboracion de vacunas, para estudios
epidemioldgicos, etc. Para ello se requiere que estas colecciones de
trabajo cumplan un proceso de adecuacion y acondicionamiento de
controles, caracterizacion y trazabilidad documentada de todo lo
conservado. Como asi tambien a los requerimientos de personal
capacitado y de infraestructura de acuerdo al Nivel de materiales
conservados (Smith, D.,1996). Finalmente cuando todos los protocolos
se encuentren formalizados podran alcanzar un status de Banco
(Alondra, M. et al, 2021). En este grado se facilitara la transferencia de
cepas y el intercambio con otros, como asi también el deposito y/o
resguardo. Actualmente en este proceso de implementacion de normas
se encuentran nuestras colecciones con el fin proporcionar al sector
involucrado materiales biolégicos rigurosamente caracterizados.

Cepario Especies conservadas Lugar

EEA C. del Salmonella C. Eentre Rios

Uruguay

EEA Rafaela St aureus Santa Fe
E. coli

EEA Brucella Rio Negro

Bariloche

Corynebacterium

Instituto de  Virus animales Buenos Aires

Virologia

Banco de Células

EEA Anguil Tritichomonas La Pampa
Campylobacter
EEA Campylobacter Buenos Aires

Balcarce
Mycobacterium y otros

30 géneros bacterianos.

Hongos micotoxigénicos

Virus de animales

Banco de Celulas

Buenos Aires

Instituto de Leptospira
Patobiologia
EEA Anaplasma Corrientes

Mercedes
Babesia

Tabla 1: Caracterizacion de las colecciones microbianas.
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Introduccién. La Paratuberculosis (PTBC) o enfermedad de
Johne, es una enfermedad crénica de los rumiantes producida
por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) que
afecta a caprinos, ovinos y otros rumiantes, desencadenando
importantes pérdidas productivas. En humanos, se la vincula a
la Enfermedad de Crohn y algunos investigadores la consideran
una zoonosis. En pequefios rumiantes, la PTBC, tiene un gran
impacto econoémico y su distribucién es mundial. Sin embargo,
en Argentina los antecedentes de esta enfermedad en cabras y
ovejas son limitados. Hasta la fecha, en cabras solo existe la
confirmacién de PTBC, en un tambo caprino de la provincia de
Buenos Aires. En el NOA, pese a la abundancia e importancia
del ganado caprino, solo existen evidencias serolégicas de la
enfermedad, aunque no se menciona la observacién de signos
clinicos de la PTBC en las majadas bajo estudio. En este
trabajo se describen aspectos clinicos, epidemiologicos y
patolégicos de la enfermedad en un tambo caprino en la
provincia de Jujuy.

Materiales y métodos. El problema ocurri6 en un
establecimiento comercial dedicado a la produccién de leche
caprina, con aproximadamente 4500 hembras en ordefie
ubicado en lo localidad jujefia de Huacalera. Motivé la consulta
del productor la persistencia de animales positivos a la prueba
de tuberculina pese al continuo descarte de animales por mas
de 5 afos. Para el estudio se sometieron a necropsia 31
animales positivos a la prueba de intradermorreaccion
empleando derivado proteico purificado de Mycobacterium
bovis (PPD bovis). Durante la necropsia se colectaron muestras
en formol al 10% para estudio histopatologico y muestras
estériles para su estudio bacteriolégico. De todos los animales
se colectaron muestras de linfonddulos retrofaringeos para el
cultivo de Mycobacterium bovis. Para el cultivo de Map, se
obtuvieron muestras de materia fecal, ganglios mesentéricos,
retrofaringeos y valvula ileocecal y se sembraron en medio
Herrold con y sin Micobactina J. Los cultivos se incubaron a 37
°C hasta 6 meses y se examinaron cada dos semanas para
detectar el crecimiento bacteriano. Las colonias con morfologia
de Map tipicas se caracterizaron principalmente en funcién de
la dependencia de la micobactina J y el crecimiento lento. La
confirmacion de los aislamientos se realizé por PCR 1S900. Se
realizé la tipificacion molecular basada en MIRU (unidades
repetitivas intercaladas de micobacterias) y VNTR (numero
variable de repeticiones en tdndem). También se cultivaron los
tejidos en medio Stonebrink y Lowenstein—Jensen.
Adicionalmente se efectu6 frotis de los tejidos con la tincién de
Ziehl-Neelsen (ZN) considerandose muestras positivas a
aquellas en las que se identificaba la presencia de abundantes
bacilos acido-alcohol resistentes, agrupados en ovillos,
compatibles con Map.

Resultados. El 100% de los animales presentaron lesiones
macroscopicas compatibles con PTBC de diferente grado de
severidad. El 355% de los casos presentaron lesiones
microscopicas  leves (n=11) que consistieron en
linfadenomegalia mesentérica, con zonas edematosas Yy
necrosis periférica, enteritis granulomatosa focal en duodeno y
yeyuno. El 35,5% (n=11) de las cabras presentaron lesiones
moderadas, se observé linfadenomegalia granulomatosa
mesentérica difusa y necrosis de tipo laminar en la region
subcapsular y enteritis granulomatosa segmental o difusa. El
29% de los animales presentaron lesiones severas (n=9) que
consistian en linfadenomegalia con necrosis caseosa. Enteritis
granulomatosa difusa, severa en ileon, yeyuno y valvula

ileocecal reactiva. No se observaron lesiones macroscépicas
en linfonddulos retrofaringeos. El 54,8% de los animales fueron
positivos a la tincién ZN cuando se analizaron muestras de la
vélvula ileocecal (n=17). En contraste, todas las muestras de
ganglios retrofaringeos fueron negativas a la tincion con ZN. La
histopatologia revelé linfadenitis granulomatosa que variaba de
leve a severa con focos necréticos y abundante cantidad
células gigantes de Langhans. En intestino las lesiones
inflamatorias se limitaron a la presencia de infiltrado
linfoplasmocitico en el compartimento proliferativo de la
mucosa. Sin embargo, solo 5 animales, que presentaron
lesiones severas a la necropsia se pudo identificar bacilos
acido-alcohol resistentes mediante la tincion de ZN. Un 38,23%
de los cultivos fueron positivos a Map. Se genotipificaron por
completo 16 de las muestras y se clasificaron segin las
combinaciones INMV (INRA, Nouzilly, MIRU-VNTR). El patrén
encontrado en todas las muestras fue INMV2. No se obtuvo
aislamiento de M. bovis en ninguno de los animales.

Conclusiones. En Argentina, la produccion caprina comercial
tiende a incrementarse y esto es muy importante en algunas
zonas del pais como en el NOA. En el presente trabajo, la
sospecha clinica de enfermedad por PTBC en un hato de
cabras lecheras en la provincia de Jujuy se confirmé mediante
técnicas histopatoldgicas, bacteriolégicas y moleculares. El uso
de diversas técnicas pudo descartar la presencia de
Mycobacterium bovis en el hato, como se sospechaba en un
principio. Estos hallazgos sugieren que en caprinos es
recomendable emplear la intradermorreaccion de PPDa (aviar)
junto con la PPDb (bovis), debido a que la PTBC puede ser una
enfermedad de relevancia en hatos caprinos comerciales en
Argentina. Algunas de las proteinas de la PPDb se comparten
entre las diferentes especies de micobacterias, lo que puede
resultar en reacciones cruzadas a la intradermorreaccion. Por
tales motivos, la prueba cervical comparada con PPDa
aumentaria la especificidad de la intradermorreaccién. El
genotipo/patrén encontrado coincide con otros trabajos
realizados en el pais, esto indicaria la relacion epidemiol6gica
de Map entre Argentina y Europa. Debido a la falta de
conocimiento sobre la PTBC entre los productores de cabras,
la falta de regulaciones sobre el comercio y las practicas de cria
de cabras debe esperarse una continua propagacion de la
PTBC entre y dentro de los rebafios caprinos, a menos que se
realice diagnéstico y control de la enfermedad.
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Introduccioén. El fésforo es un nutriente esencial tanto para el
bovino como para los microorganismos de su rumen. Este
elemento es esencial para la formacion y mineralizacion de los
huesos ademas de otras funciones en el organismo. Durante
periodos de deficiencia el organismo extrae calcio y fésforo de
los huesos para mantener la homeostasis y las concentraciones
normales de estos elementos. Cuando estas reservas se agotan
0 no son removidas rapidamente, comienzan a hacerse
evidentes los sintomas clinicos de deficiencia. En la provincia de
Corrientes practicamente todos los suelos son deficientes en
fésforo y sodio, haciendo necesaria la suplementacién con los
dos elementos para corregir y mantener los niveles de
produccion adecuados (Mufarrege, 2004). El trabajo presenta un
caso clinico de deficiencia de fésforo en un establecimiento
ubicado en el departamento de Mercedes (Corrientes).

Materiales y métodos. El problema se origind en el campo
antes citado zona de monte espinal, el cual posee un sistema de
produccion extensivo, dedicado a la cria con bovinos de la raza
Braford. Durante el mes de febrero de 2021 se present6 un 6%
(20/353) de animales afectados de entre 6-7 afios, y un 4%
(15/353) de animales muertos. Los animales afectados se
encontraban sobre campo natural (zona de loma) y eran
suplementados con sales minerales (fésforo al 6% segun el
fabricante) las cuales previo al suministro eran mezcladas en
una proporcién 1/5 con cloruro de sodio. La enfermedad era de
curso cronico, con pérdida paulatina de peso, dificultad motriz,
envaramiento, y pezuias deformadas con sefios. Se realiz6 la
anamnesis y posterior necropsia de un animal afectado, el cual
para su edad (6-7 afios) presentaba un tamafio aparentemente
reducido. Se tomaron muestras de sangre sin anticoagulante a
fin de evaluar funcionalidad renal y hepatica como asi también
identificar concentracion sanguinea de calcio y fosforo.

Resultados. A la necropsia en abomaso e intestino se observé
mucosa sobreelevada con parasitos enquistados. En la corteza
renal se observaron multiples infartos de curso crénico,
presencia de célculos de color negro en pelvis y célices renales.
Se observé atrofia serosa del tejido adiposo. En costillas se
observaron multiples callos 6seos, algunas de curso agudo y
otras de curso crénico. También se observé adelgazamiento de
estructuras 6seas y erosiones en cartilagos

articulares. Los andlisis seroldgicos (tabla 1) para bilirrubina,
albumina, proteinas totales, creatinina, ureay enzimas hepaticas
(GOT, GPT y FAL) se encontraron normales (Kahn y Line 2007;
Radostits et al., 2002). El calcio con 7,92 mg/dl (VR 8,4-11 mg/dl)
se encontrd levemente por debajo del valor de referencia,
mientras que el fosforo registrado fue de 1,8 mg/dl (VR 4,3-7,8
mg/dl) con una relacion 1/4,4 (fésforo/calcio) presentando
valores muy por debajo de los normales.

Discusién. Posiblemente el bajo nivel de fosforo producto de un
mal uso del suplemento mineral haya provocado la movilizacién
de calcio con el consiguiente cuadro clinico en los animales.
Estos datos sumados con los hallazgos de necropsia y datos
anamnésicos llevaron a determinar que las pérdidas se
produjeron por una deficiencia de fosforo lo que llevo a la
hipofosfatemia lo que finalmente ocasion6 la muerte. Trabajos
realizados por INTA Mercedes demuestran que la falta de una
adecuada suplementacion de fosforo genera reduccion en el
apetito, ganancia de peso y prefiez. A su vez, el animal pierde
estado corporal, los huesos se descalcifican y deforman llevando
finalmente a la muerte del animal. Por este motivo y debido a las
deficiencias minerales de la zona se recomienda que el
suplemento mineral contenga un minimo de 6% de fésforo,
alrededor de 12% de calcio y un 50% de sal (Mufarrege, 2004).
Este reporte es de importancia ya que demuestra la necesidad
de utilizar suplementos minerales en la zona, sin una mezcla
previa con cloruro de sodio.
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Tabla 1. Andlisis de bioquimica clinica en suero. VR: valores de referencia, Prot totales: proteinas totales.

BILIRRUBINA
LIS Direct Indirect GOT/AST GPT/ALT Fésforo  Calcio  Albumina Pl Creatinina Urea
A a a Total totales
1 0,1 0,1 0,2 108 44 1,8 7,92 2,6 5,21 0,91 18
o 45-110 6,9-35 4378 Cis 2,8-3,9 Gz 0,6-1,8 s
A U UL UL mg/dl /L e m/dl &
mg/dL 9 mg/d 9 gldL 9 mg/dL
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Introduccién. En la Argentina, la deficiencia de cobre (Cu) en
bovinos ha sido detectada y evaluada desde hace mas de 50
afios. El estudio continuo y sistematico de esta problematica
en regiones ganaderas como la Pampa Humeda, el Noreste
Argentino (NEA) y el Noroeste Argentino (NOA), han permitido
establecer planes de suplementaciones periddicas con el fin de
prevenir la ocurrencia de pérdidas productivas y enfermedad
clinica en los rodeos. En la Patagonia, los antecedentes
formales de esta deficiencia son escasos, encontrandose sélo
un trabajo publicado donde se detect6 cupremias bajas de
origen primario en bovinos de 5 establecimientos del
departamento Pichi Mahuida, en el Noreste de la provincia de
Rio Negro?. En el presente trabajo se brinda informacion
preliminar sobre un brote de hipocuprosis severa en un rodeo
bovino de la Meseta Central de la provincia de Santa Cruz.
Materiales y métodos. El establecimiento problema esta
ubicado en la Meseta Central Santacrucefia (-49°35°S-
69°15°0). Cuenta con un stock de 85 bovinos cruza britanica de
raza Hereford. El porcentaje de destete fue del 68% y el
porcentaje de prefiez en el mes de mayo 2021 fue del 60,4%
diagnosticado por tacto rectal. Ademas, en el predio hay 500
ovinos raza Merino con una sefalada en 2021 del 50%. El
sistema de pastoreo es extensivo sobre una estepa
subarbustiva con areas de mallines mejoradas bajo riego y
varias de estas areas fueron implantadas con diversas especies
forrajeras (Festuca, Agropiro y Pasto Ovillo). En febrero de
2021, el propietario detecta una baja performance productiva
del rodeo y comenta que los animales adultos incorporados al
campo hace 2 afios, estaban en mal estado y no habian
mudado el manto de pelo. Ante esta situacion, en el mes de
enero el productor administra cobre via subcutanea (Cobre LA
Proagro®) a los animales adultos con 3 ml (75mg de Cu) y a los
terneros mas grandes con dosis de 2ml (50mg de Cu), dejando
sin dosificar a los terneros mas chicos. Ante la consulta del
productor, se asistié al establecimiento para revisar el rodeo,
determinar los signos clinicos presentes e investigar las
posibles causas del problema. Se revisaron clinicamente los
animales y se tomaron muestras de materia fecal para estudios
coproparasitolégicos (HPG y Sedimentacion); muestras de
sangre a 15 madres con signos clinicos para realizar analisis
de Paratuberculosis mediante la técnica de Inmunodifusion en
Gel de Agar (IDGA); y muestras de sangre a 13 terneros para
determinacion de la cupremia.

Resultados. Al revisar el rodeo, se observé en vacas adultas
una condicion corporal promedio de 4 0 5 puntos (escala 1-10),
pelo hirsuto y diarrea con heces de consistencia liquida de color
verde claro con olor normal en mas del 50% de las madres. Los
animales afectados eran todos de la misma categoria (6
dientes). El 25% de los terneros y algunas vacas del rodeo
presentaban acromotriquia. Los analisis coproparasitoldgicos
evidenciaron una baja presencia de nematodos (X: 8; Rango: 0-
40) y presencia de huevos de Fasciola hepatica en el 78,5% de
los animales. A su vez, todos los sueros de vacas adultas
resultaron negativos a la prueba de Inmunodifusién en Gel de
Agar (IDGA) para determinacién de Paratuberculosis por
Mycobacterium avium var. paratuberculosis. Los valores de
cupremia de los terneros se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores de cupremia en terneros con y sin acromotriquia en un
establecimiento de la Meseta Central de Santa Cruz.

# Clinica Tratado Cupremia* Tipo

1 Sin Sintomas 30d antes 0.43 Moderada
2 Sin Sintomas 30d antes 0.44 Moderada
& Sin Sintomas No 0.10 Severa
4 Sin Sintomas No 0.24 Severa
5 Sin Sintomas No 0.10 Severa
6 Sin Sintomas No 0.40 Moderada
7 Acromotriquia No 0.11 Severa
8 Acromotriquia No 0.15 Severa
9 Acromotriquia No 0.10 Severa
10 Acromotriquia No 0.11 Severa
11 Acromotriquia No 0.10 Severa
12 Acromotriquia No 0.12 Severa
13 Acromotriquia No 0.10 Severa

Ref.: #: Animal; *: pl/ml. VR: 0.6-1.5 pl/ml.

Discusién. Mediante la informacién obtenida en este caso, se
demuestra por primera vez la ocurrencia de un brote de
hipocuprosis en bovinos de la Meseta Central de Santa Cruz.
En bovinos, la deficiencia de cobre produce un abanico de
signos clinicos como diarrea, ulceras abomasales, anemia,
acromotriquia, quebraduras espontaneas; como asi también
signos mas sutiles como menores ganancias diarias de peso en
terneros y problemas de fertilidad en madres*. Los valores
normales de cobre en sangre en bovinos se encuentran entre
0.6-1.5ul/ml. La hipocuprosis segin los valores en sangre
puede clasificarse como: leve, entre 0.5-0.59 ul/ml; moderada,
entre 0.3-0.49 pl/ml; y severa, menos de 0.29 pl/ml. En el
presente brote, la hipocuprosis severa se evidencio
clinicamente con acromotriquia y diarreas, y en los vientres, se
vio afectado el porcentaje de prefiez. Debido a que las
hipocuprosis moderada y leve generalmente producen
enfermedad subclinica®, es posible que las deficiencias en la
zona sean sub-diagnosticadas. Incluso los terneros
previamente suplementados con Cu un mes previo al muestreo,
no alcanzaron a regularizar los niveles de cupremia (Tabla 1),
evidenciando la necesidad de ajustar las suplementaciones en
cuanto a las dosis, vias y productos utilizados. Es por ello, que
seria recomendable realizar un mapeo del estado del mineral
en los rodeos de la zona con el fin de evaluar la necesidad y
disefiar un plan de suplementacion estratégica del micromineral
acorde. Cabe mencionar que en la zona donde ocurrio el brote,
se depositaron cenizas provenientes de la erupcion del volcan
Hudson en el afio 1991, dichas cenizas tenian en su
composicion azufre (S), un antagonista del cobre en la
absorcién entérica. Futuros estudios permitiran determinar el
origen de la deficiencia con el fin de mejorar las medidas
terapéuticas aplicables en la region. Debido a que la alta
prevalencia de fasciolosis (F. hepatica) en el rodeo pudo haber
contribuido a la sintomatologia observada en este caso, es
recomendable iniciar el control de esta parasitosis.
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Introduccién. La tuberculosis bovina (TBb) es endémica en
Argentina. Si bien se desconoce su prevalencia real, el Senasa
ha reportado el hallazgo de lesiones compatibles con la
enfermedad en animales provenientes de al menos un 10% de
los establecimientos ganaderos que faenan en frigorificos
nacionales anualmente. La eficiencia de una prueba
diagnostica es clasicamente evaluada comparandola con una
prueba de referencia (método frecuentista), que se asume tiene
una Sensibilidad (Se) y una Especificidad (Es) conocida y
aceptable. Tradicionalmente, se ha considerado el cultivo
bacteriol6gico como prueba de referencia en el diagnéstico de
la TBb, aunque su eficiencia es sub-Optima. En este tipo de
situacion, cuando no existe una prueba perfecta para
referenciar, los modelos bayesianos de clases latentes son una
alternativa para evaluar la eficiencia de las pruebas
diagnoésticas. El objetivo de este trabajo fue comparar la
evaluacion, mediante los métodos frecuentista y bayesiano, la
sensibilidad (Se) y especificidad (Es) de dos pruebas post
mortem: el cultivo bacteriol6gico y la PCR 1S6110 en tejidos y
la proporcion de muestras de lesiones granulomatosas
compatibles con la enfermedad que realmente estaban
infectadas.

Materiales y métodos. Se obtuvieron 109 muestras de
lesiones compatibles a TBb en faena durante los afios 2008 a
2019 a las cuales se les realizé PCR y cultivo bacteriano. La
evaluacion de la eficiencia diagnéstica se llevo a cabo con a)
cultivo bacteriano como prueba de referencia (método
frecuentista), utilizando la herramienta Epitools (Sargento,
2018) y reportdndose media e intervalos de confianza 95%, y
b) modelo bayesiano de clases latentes (“latent class analysis,
-LCA-"), en ausencia de prueba de referencia. Se utilizé6 un
modelo para una poblacién y pruebas dependientes (Branscum
y col, 2005) y se establecieron las distribuciones Beta a priori
para los parametros Se y Es y posible proporcién de positivos.
El LCA se ajust6 con OpenBUGS 3.2.3 (Lunn y col., 2009) via
R20penBUGS. Las distribuciones a posteriori se reportaron
como mediana e intervalos posteriores de probabilidad (PPI
95%).

Resultados

En la Tabla 1 se presenta el nimero de muestras y resultados
del cultivo bacteriolégico (Cult) y PCR. La proporcién de
lesiones TBb postivas, Se y Es de las pruebas estimadas por
ambos métodos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 1

Cult+ Cult- Total
PCR + 67 6 73
PCR - 19 17 36
Total 86 23 109

Discusién. La proporcion estimada de lesiones de TBb
halladas durante la vigilancia en playas de faena fue alta
(90,2%). En cuanto a la PCR, las medianas estimadas de la Se
y de la Es fueron similares con ambos métodos. LCA: a) PCR:
la Se (77,8%) estimada por el LCA fue similar a la del Cult
(81,2%) y algo menor a las publicadas por Courcoul y col 2014
(97,0%) y por Barandiaran y col. 2019 (82,9%). La Es (93.5%)
fue intermedia a la reportada en esos estudios (97,0% y 89,0%).
b) Cult: la Se (81,2%) no difirié de las reportadas en los mismos

estudios (78,1% y 79,9%) y su Sp (95,8%) fue menor (99,1% y
97,5%).

Tabla 2: Se y Es del cultivo y PCR de tejidos y proporcion de
TBb (Prop) en muestras de lesiones compatibles, estimadas por
ambos métodos

Bayesiano Frecuentista
81,20%
Se Cult
(73,6-87,7)
95,80%
Es Cult
(84,4-99,6)
77,80% 77,90%
Se PCR
(68,8-85,4) (67,7-86,1)
93,50% 73,90%
Es PCR
(73,0-99,6) (51,6-89,8)
90,20% 67,00%
Prop
(79,5-99,0) (58,1-75,8)

Conclusién. La proporciéon de TBb estimada en muestras de
lesiones compatibles fue alta. La PCR seria una prueba de
utilidad en faena para mejorar la vigilancia debido a que su
sensibilidad es similar a la del cultivo. Contar con un resultado
casi inmediato permite actuar de manera rapida, identificando
fuentes de infeccion. Seria recomendable, para aumentar ain
mas la Se diagnéstica en plantas de faena, utilizar la PCR y el
cultivo en paralelo, cultivando las muestras de lesiones
negativas a PCR. Dado que, en Argentina, la Unica prueba
diagndstica oficial es ante mortem (tuberculinizacién), la PCR
posee el potencial de ser incorporada al Plan de Control y
Erradicacion, en paralelo al cultivo, para mejorar el diagnéstico
post mortem.
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Introduccion. El 80% de la produccion porcina de la
provincia de La Pampa son producciones familiares que
tienen un promedio de 10 cerdas productivas (SENASA,
2018). Estos sistemas productivos se consideran un alto
riesgo para el control y erradicacion de ciertos agentes
infecciosos que no soélo afectan econdémicamente la
produccién, sino que, también atentan contra la salud
publica (FAO, 2010; Dibarbora et al., 2017). El objetivo de
este trabajo fue detectar la circulacion de Brucella suis (Bs)
y el Virus de Aujeszky (VA) en 30 establecimientos
pertenecientes a productores familiares de las localidades
de Catrilé, Uriburu y Anguil de provincia de La Pampa.

Materiales y métodos. Se trabajo con 30 pequefios
productores familiares de las localidades de Catril6, Uriburu
y Anguil de la provincia de La Pampa. Los productores
tenian entre 5 a 25 madres en produccion con un promedio
de 20. Se recolectaron 348 muestras de sangre de
reproductores. La toma de muestra se realiz6 en dos
instancias. La segunda etapa se realiz6 un afio después de
la primera. En un primer momento se muestreo un 20% del
plantel reproductor de cada establecimiento seleccionado
(n=255). La segunda etapa del muestreo consistio en la
toma de muestra a la totalidad del plantel en aquellos
establecimientos que fueron positivos a la presencia de
anticuerpos de algunos de los antigenos estudiados, previa
eliminacion de animales positivos anteriormente (n=93).
Las técnicas seroldgicas que se aplicaron fueron para Bs
de aglutinacion con antigeno tamponado en placa (BPA) y
polarizacion fluorescente (FPA) segun Nielsen et al.,
(1999). Para VA se utilizé un kit comercial de ELISA de
blogueo (CIVTEST). Para su interpretacion se siguieron las
recomendaciones del fabricante. Con los resultados
obtenidos se estimé la prevalencia de la presencia de
anticuerpos para Bs y VA y la prevalencia intra
establecimiento, con un nivel de confianza de 95%.

Resultados y discusidn. En el primer muestreo, el porcentaje
de muestras positivas a Bs fue de 3,13% (n=8), correspondiendo
al 6,6% de establecimientos positivos (n=2). Resultados
similares fueron obtenidos en el estudio realizado por Dibarbora
et al. (2017) en el que estudiaron granjas del centro, norte y sur
del pais y los establecimientos positivos a Bs fueron sistemas
productivos al aire libre como en el presente trabajo Mientras que
el 14,11% (n=36) de las muestras fueron positivas al VA,
correspondiendo al 3,53% de los establecimientos positivos
(n=9). En el segundo muestreo, se muestreo la totalidad de los
animales reproductores de los establecimientos que resultaron
positivos a alguno de los dos agentes infecciosos en el muestreo
anterior. No hubo muestras positivas a Bs mientras que, el 16%
de las muestras resultaron positivas al VA (n=15), siendo el 45%

de los establecimientos muestreados (n=5). Resultados
Cuadro 1: resultados de animales positivos a Bs y al
VA, en el segundo muestreo realizado

Animales
reactores
S VA

Animales
muestreados
6
20
18
3

Establecimientos B
0
0
0
0
15 0
0
0
0
0
0
0

2
6
2
10
3
8
Total 93 0/93

AC—IOMMUOUO®E>
NONOOOMO®OPR

15/93

similares a los del presente trabajo, fueron reportados por
SENASA (19%) en los relevamientos nacionales del afio 2010.
La prevalencia encontrada en los establecimientos positivos (A,
C, E, | y K) fue de 1%, 6,45%, 4,3%, 2,15%, 2,15%
respectivamente. Por otro lado, la circulacién del VA se mantuvo
en el 16,6% de la totalidad de los establecimientos muestreados,
aun con la correcta eliminacion de animales positivos. Por el
contrario, Bs logro ser eliminada de los predios positivos en el
primer muestreo.

Conclusién. Los datos obtenidos con este estudio preliminar,
demuestran la presencia de Bs y VA en producciones familiares
de las localidades de Catrilo, Uriburu y Anguil de la provincia de
La Pampa. Este trabajo ha sido un paso importante en el
conocimiento de la circulacién de estos agentes etioldgicos y es
fundamental para el desarrollo de estrategias que tiendan a
mejorar la eficiencia productiva y la situaciéon sanitaria de las
producciones familiares de la provincia.
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Introduccién. La Brucelosis caprina es una enfermedad
infecto-contagiosa cronica, zoonética, producida por Brucella
melitensis (Alton, 1990). En Argentina, con excepcion de la
Patagonia, la enfermedad esta presente en los hatos caprinos,
implicando un problema en la salud humana y animal. Los
escasos recursos, el insuficiente acceso a la informacion y el
desconocimiento de medidas de control y prevencion,
conforman un escenario comun de la mayoria de los
productores caprineros de la region del oeste chaquefio, en su
mayoria pobladores rurales y comunidades de pueblos
originarios (Ministerio de Salud de la Nacién, 2013). En
Argentina estd vigente el Plan Nacional de Control y
Erradicacion de la Brucelosis Caprina que establece la
necesidad de generar informaciéon en aquellos lugares donde
ésta sea insuficiente para permitir la toma de decisiones
sanitarias. El objetivo del presente trabajo fue determinar la
prevalencia de brucelosis caprina en el Dpto. General Gliemes
— Chaco.

Materiales y métodos. Para la obtencion de las muestras se
defini6 un sistema de muestreo simple en dos etapas,
estimando primero la cantidad de establecimientos —para
determinar la prevalencia interpredio, y luego la cantidad de
animales, —para determinar la prevalencia intrapredio (tabla 1),
utilizando el programa Win Episcope Version 2.0.

Tabla 1 Estimacion de cantidades de establecimientos y
animales a muestrear en el Dpto. Gral. Gliemes

PASO 1: ESTABLECIMIENTOS PASO 2: ANIMALES
Total de
establecimientos Total de animales
Gral. Guemes 4152 Gral. Guemes 114234
Prevalencia
interpredios Prevalencia
intrapredios
esperada 35% esperada 10%
Error 5% Error 1%
Nivel de confianza 95% Nivel de confianza 95%
Total de
establecimientos a Total de animales a
muestrear 323 muestrear 3356

Cantidad de animales a muestrear por establecimiento

3356/323 = 10 caprinos

Mediante los registros de los 5 Centros de Desarrollo
Productivo — CEDEPRO (dependientes del Ministerio de
Produccion del Chaco), ubicados estratégicamente en la region
del Impenetrable, se estimé la cantidad minima de
establecimientos a muestrear por localidad (323/5=65). Se
tomaron muestras de sangre (5ml) de hembras mayores de 6
meses de edad mediante venopuncion yugular. Las muestras
fueron analizadas en el Laboratorio de Sanidad del Ministerio
del Chaco por medio de la prueba del Antigeno Bufferado en
Placa (BPA) como prueba tamiz. Los sueros positivos a BPA
fueron derivados al Laboratorio de Sanidad Animal de la
Catedra de Enfermedades Infecciosas de la FCV - UNNE, para
su diagnéstico confirmatorio mediante  Fluorescencia
Polarizada (FPA). Ambas técnicas fueron realizadas siguiendo
las directrices de SENASA (Nicola y col., 2019).

Resultados. En la tabla 2 se exponen los totales
correspondientes a productores visitados en cada localidad,
animales muestreados, animales con resultados positivos por
medio de las técnicas diagndsticas, y los resultados de las
prevalencias interpredios e intraprediales de la enfermedad.

Tabla 2 Establecimientos visitados en las localidades del
Dpto. Gral. Giemes

‘:lgnsi:‘ﬁ;loens Prevalencia
Est. . L . . intrapredial
visitados Animales positivos a | Animales | Prevalencia mediay
Localidad muestreados ambas positivos | Interpredios
(n) pruebas (n) (%)
(n) rango (%) en
™ est. positivos
El Espinillo 64 960 1 2 1,56 0,21
1,83
Miraflores 69 1035 7 19 10,14
(6,6-40)
Fuerte 0,59
78 1170 6 7 7,69
Esperanza (6,6-13,3)
Nueva S
P —— 66 1028 36 96 54,54
pey (6,6-46,6)
6,31
Sauzalito 85 570 17 36 48,57
(6,6-40)
TOTALES 312 4763 67 160 21,47 3,35

*Est.: establecimientos

Se definié como predio infectado a aquel que tuviera al menos
1 animal con resultado positivo a ambas pruebas diagndsticas
(BPAy FPA).

Discusién y conclusién. Robles y col. (2014), definen al
departamento de Gral. Glemes en la provincia de Chaco como
una regién de prevalencias bajas o medias. Sin embargo y
siguiendo la misma clasificacion propuesta, en las condiciones
evaluadas y de acuerdo con los resultados obtenidos
(prevalencia interpredial 21,47 y prevalencia intrapredial
3,35%) la situacion sanitaria actual del departamento se
clasifica como de prevalencia alta. Cabe destacar que dentro
de las localidades visitadas se evidenci6 heterogeneidad,
siendo bajas las prevalencias halladas en El Espinillo y
elevadas en Fuerte Esperanza, Miraflores, Sauzalito y Nueva
Pompeya. De acuerdo con OIE (2016), para establecer
estrategias de control y vigilancia, es indispensable regionalizar
la seroprevalencia a nivel animal (intrapredial), como a nivel de
establecimientos (interpredial). Posteriormente se deben
caracterizar los sistemas productivos predominantes de la
region a fin de aplicar las estrategias méas adecuadas. Los datos
obtenidos en este trabajo permitieron demostrar la presencia de
la enfermedad en el Dpto. Gral. Gliemes. Los diferentes
escenarios epidemioldgicos revelados, confirman la necesidad
de continuar con los muestreos en establecimientos pendientes
y en los demas departamentos de la provincia, con el fin de
generar informacién epidemioldgica sobre el estado de la
brucelosis caprina para poder planificar la implementacién de
medidas de control y manejo de la enfermedad en humanos y
animales.
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Introduccion. La leucosis bovina enzodtica (LBE) es una
infeccidn viral cronica y contagiosa del ganado bovino, causada
por el virus de la leucosis bovina (BLV). ElI BLV es un retrovirus
oncogénico del género Deltaretrovirus e infecta principalmente a
linfocitos B CD5+IgM+, donde replica produciendo nuevos
viriones. Los animales permanecen infectados de por vida, y si
bien en la mayoria de ellos la infeccion es subclinica, el 30%
presenta linfocitosis persistente y entre el 1-5 % de los animales
infectados desarrolla linfomas malignos en diversos 6rganos,
llevando a la muerte del animal (1). La transmision natural de la
infeccion puede ser horizontal o vertical, a través del pasaje de
linfocitos infectados con el provirus integrado. Por lo tanto, todas
las secreciones y excreciones (sangre, leche, calostro, secrecion
nasal, saliva, semen y orina) son factores potenciales de
transmision viral, en la medida en que contengan linfocitos B (2).
La infeccion por BLV es de alta endemicidad en los rodeos
lecheros del mundo. En Argentina, la prevalencia se incrementé
drasticamente en las Ultimas décadas. En el afio 2001 el 84% de
los rodeos lecheros estaban infectados con BLV, con una
prevalencia individual del 33%, mientras que, estudios mas
recientes de nuestro grupo han demostrado que la prevalencia
individual es mayor al 85% (3). Si bien en nuestro pais el mayor
porcentaje de actividades ganaderas bovinas son destinadas a
la produccién de carne, los reportes de prevalencia en estos
rodeos son escasos, No se encuentran actualizados y
corresponden a pocas regiones del pais (4, 5). Por lo tanto, el
objetivo del presente trabajo fue estudiar a nivel nacional la
seroprevalencia de BLV en rodeos de cria, a fin de conocer el
estado actual de la infeccion en animales destinados a
la produccion de carne, para poder asi implementar
eventualmente medidas sanitarias y de manejo que garanticen
la disminucién de la diseminacion.

Materiales y métodos. La poblacion objetivo del muestreo
fueron establecimientos de cria de las principales regiones
productivas de la Argentina. Se calcul6 el numero de predios a
muestrear (n) tomando como frecuencia estimada la prevalencia
hallada en estudios previos, un error absoluto del 5% y un nivel
de confianza del 95%. El nimero de animales a muestrear por
establecimiento, estuvo en funcion del nimero de animales
totales del mismo. La seleccion de los predios y animales a
muestrear dentro de cada predio fue aleatoria. Las categorias
analizadas fueron: vacas, vaquillonas y toros. Se aplicé
un cuestionario estructurado a los productores y/o veterinarios a
cargo de los establecimientos, sobre las practicas de manejo
empleadas en los mismos (vacunacién, castracion, descorne,
palpacion, reposicion, etc.) con el objetivo de identificar factores
de riesgo asociados a la presencia de BLV. De cada animal se
obtuvo sangre entera por puncion de la vena yugular. Las
muestras de plasma o0 suero se mantuvieron siempre
refrigeradas y se remitieron al laboratorio para su analisis. La
deteccion de anticuerpos especificos contra BLV se realizé
mediante un ELISA desarrollado y validado en el laboratorio, el

cual utiliza la proteina p24 de la capside del BLV expresada en
bacterias.

Resultados. En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos
para las provincias de Buenos Aires, Salta, Cérdoba y Santa Fe.
Casi el 90% de los establecimientos de cria analizados tienen
animales infectados con BLV. En 16 de los establecimientos
positivos la seroprevalencia de BLV fue entre 1-10%, mientras
que los otros 7 presentaron una prevalencia mayor al 10%. Dos
de estos Ultimos, tienen mas del 40% de sus animales
seropositivos para BLV. Hasta el momento no se ha realizado el
analisis de riesgo por no poseer un numero de establecimientos
suficiente para el andlisis estadistico.

Tabla 1: Seroprevalencia de BLV en rodeos de cria de Argentina.

Prev.
Provincia | EStablec. |Pev. Prediall,q 4o ggq | AMIMAES |\ giig iz | ic del 9506 [ RAN90 d€
analizados (%) analizados ) prev (%)

Buenos Aires 7 85.7 59,8-111,6 460 4,35 2,49-621 | 0-12,86

Salta 5 100 440 4,77 2,78-6,76 | 1,0-18,01
Cérdoba 8 75 45-105 519 5,01 3,13-6,89 0-16,67
Santa Fé 6 100 349 23,49 19,04-27,94| 2,5-47,19

Total 26 88.4 76,1-100,7 1768 8,43 7,13-9,73 0-47,19

Discusién y conclusién. Estos resultados preliminares
sugieren que la infeccion por BLV se encuentra
considerablemente diseminada en rodeos de cria de nuestro
pais con valores de prevalencia mayores a los reportados
anteriormente. Esto puede deberse a la mayor sensibilidad de la
técnica utilizada (ELISA), con respecto al IDGA, utilizada en
estudios previos; o bien a un aumento real de la prevalencia
como consecuencia de cambios en las practicas actuales de
manejo que probablemente aumenten el riesgo de transmision.
Una vez realizado el analisis de riesgo, se podran identificar
practicas y/o manejos que puedan favorecer la transmisién de
BLV en el rodeo e implementar medidas para disminuir su
diseminacion.
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Introduccién. El jabali (Sus scrofa) es una de las principales
especies exoéticas invasoras de Argentina, siendo reconocido
como una amenaza potencial para la salud publica y animal
(Ruiz-Fons, 2015). La triquinelosis es una zoonosis endémica en
el pais y registra la mayor prevalencia de casos en personas en
América del Sur (Ribicich et al., 2020). El Plan de Control de
Mamiferos Exoéticos Invasores del Parque Nacional El Palmar
(PNEP), implementado desde el afio 2006, es una medida de
manejo basada en la participacion comunitaria tendiente a
disminuir las poblaciones de jabali. La carne de los animales
abatidos es consumida por los cazadores y el personal del
parque y es donada a comedores escolares y comunitarios. El
jabali es un hospedador comin de Trichinella spp. y puede
actuar como reservorio para humanos y animales domésticos
que consuman carne cruda (curada) o insuficientemente cocida
que contenga el estadio infectivo del parasito. En este estudio,
evaluamos la presencia de infeccién por Trichinella spp. en
jabalies y la exposicién de las personas que los consumen.
Ademas analizamos los factores de riesgo de los consumidores
considerando sus ocupaciones dentro del plan de control y sus
habitos de consumo de carne de caza.

Materiales y métodos. Durante los afios 2018 y 2019 se
recolectaron muestras de sangre y de musculos diafragmaticos,
maseteros y de la base de la lengua de jabalies abatidos en el
PNEP (n=49). Los sueros se analizaron mediante un ELISA in-
house (Riva et al., 2021) y las muestras de musculo mediante
digestion artificial (DA) (Gamble et al., 2000) (Laboratorio de
Trichinellosis, CIVETAN-UNCPBA). En agosto y noviembre de
2019, personal de salud del Hospital Publico San Benjamin
(Colén, Entre Rios) extrajo sangre a las personas (n=63) que
participaron voluntariamente del estudio, avalado por el Comité
Central de Bioética en la Practica e Investigacion Biomédica de
la ciudad de Parana, Entre Rios. Ademas, se les realizd un
cuestionario estructurado para obtener informacion relacionada
con la ocupacion dentro del plan de control y el consumo de
carne de caza. La deteccion de anticuerpos séricos (Ac) anti-
Trichinella se realiz6 mediante Inmunofluorescencia Indirecta
(IFl) (Laboratorio de Triquinelosis, Dto. de Zoonosis Rurales,
Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires).

Resultados. Se detectaron larvas de Trichinella spp. en 5/49
(10,2%) jabalies, con una carga parasitaria X de 0,24 larvas por
gramo (Ipg) (0,06-0,95 Ipg). En estos cinco individuos, el peso X
de las muestras fue de 14,06 g (4,2-18,1 g). La muestra de un
individuo juvenil (4,2 g) present6 la mayor carga parasitaria (0,95
Ipg). No se detectaron Ac especificos mediante ELISA en
jabalies. Los participantes (52 hombres y 11 mujeres) fueron
clasificados segun su ocupacion en cazadores (n=33),
guardaparques (n=15) y otros (brigadistas, personal de apoyo e
investigadores, n=15). Ninguno reportd6 signos clinicos
compatibles con la enfermedad. No se detectaron Ac especificos
por IFl. El consumo de embutidos crudos se asocié con la
ocupacion de los individuos (P=0,03297). Los cazadores
reportaron 6 veces mas consumo de alimentos curados que la
categoria “otros” (OR: 6,25; IC95% 1,45-25).

Discusiéon y conclusion. Nuestros resultados revelan la
presencia de Trichinella spp. en jabalies del PNEP y enfatizan la
importancia de la vigilancia epidemiolégica en esta especie y
previo al consumo. Si bien un laboratorio regional analiza
regularmente muestras de jabali del PNEP, la distribucion
heterogénea de larvas musculares en hospedadores con cargas
parasitarias muy bajas podria explicar que en dicho laboratorio
no se hayan encontrado larvas por DA. Ademas, algunas de las

muestras del presente estudio fueron de un peso superior al
utilizado en los analisis de rutina, incrementando la sensibilidad
diagnéstica. Asimismo, la presencia de bajas cargas
parasitarias, o la posibilidad de infecciones tempranas en los
jabalies estudiados (ej. juvenil), podrian explicar una insuficiente
respuesta inmune (IgG anti-Trichinella) para su deteccion por
ELISA. El consumo de carne de jabali implica riesgo de
exposicién a Trichinella spp., especialmente cuando la carne se
prepara sin una coccion adecuada (Pozio, 2015). En el presente
estudio, las personas no refirieron sintomas de la enfermedad y
no se detectaron Ac anti-Trichinella. Sin embargo, el elevado
consumo de carne de jabali en embutidos crudos constituiria el
principal factor de riesgo para los cazadores. Se destaca la
necesidad de promover acciones en favor de la prevencion de
las zoonosis y de la seguridad alimentaria de la carne de caza
para reducir la exposicion de humanos y animales domésticos.
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Introduccion. La brucelosis bovina es una enfermedad
infectocontagiosa de curso cronico producida por bacterias del
género Brucella. Constituye una importante zoonosis y
ocasiona trastornos reproductivos en los animales afectando la
economia agropecuaria. La Cuenca Lechera de Trancas,
situada al noroeste de la provincia de Tucuméan en la Republica
Argentina, tiene como principal actividad econdmica la
produccion lechera. Diferentes trabajos se han desarrollado
para observar la prevalencia de brucelosis bovina. Andrada y
col. describieron que en La Cuenca de Tranca durante 2013 el
29% de los tambos, implementaron el diagnostico oficial de
Brucelosis, mientras que en el afio 2014 la cantidad fue solo del
23%. Asimismo, describieron que la prevalencia de la
enfermedad en la region para el primer afio fue del 1%, mientras
que para el afio siguiente esta se vio incrementada en dos
puntos porcentuales llegando a valores cercanos al 4%. En el
periodo 2015-2016 Araoz J. y col?. estimaron para La Cuenca
Lechera una prevalencia de brucelosis del 6% y el 1%
respectivamente. En 2019 el programa Nacional de Control y
Erradicacion de Brucelosis Bovina lanza una nueva Resolucion
67/2019 contra la enfermedad. Segln Araoz y Col®. en el primer
afo de ejecucion de la nueva resolucion un 95,6 % de los
tambos de la Cuenca Lechera de Trancas realizaron el
diagnéstico de la enfermedad encontrandose una prevalencia
de establecimientos positivos del 2 %. De los establecimientos
muestreados el 49% correspondian a pequefios productores. El
objetivo del trabajo es describir los resultados de la vigilancia
epidemioldgica de la Cuenca Lechera de Trancas, Tucuman
basada en la Prueba del Anillo en Leche (PAL) analizadas en
el LABRYDEA entre agosto 2020 y julio 2021.

Materiales y métodos. El trabajo fue llevado a cabo en el
LABRYDEA, Unico laboratorio de diagnéstico de brucelosis
animal de la provincia de Tucuman (perteneciente a la Facultad
de Agronomia y Zootecnia, Universidad Nacional de Tucuman,
integrante de la red oficial del SENASA), tomando como base
de datos las muestras de leche de la Cuenca Trancas durante
el periodo agosto 2020-julio 2021 que ingresaban para
vigilancia epidemiolégica mediante la técnica de diagnéstico
PAL. El trabajo se desarroll6 en 2 etapas: organizacion del
sistema de informacién y analisis cuantitativo de los
diagnosticos de brucelosis bovina realizados por afio y por
establecimientos lecheros. Respecto a la organizacion del
sistema de informacion, en primer término, se cargaron y
sistematizaron los datos contenidos en los protocolos oficiales
del SENASA, que acompafian a las muestras de leche. Para el
analisis cuantitativo de los datos se utilizaron herramientas de
estadistica descriptiva basica como promedios, razones y
proporciones. Se analizaron 17 tambos que totalizan un total de
2671 animales. En promedio los establecimientos cuentan con
279 vacas, aungue la dispersion es variable. En el de mayor
tamafio (es decir, que acumula mayor cantidad de animales)
observamos 592 vacas totales (es decir, un 22% del total), en
tanto que en el mas pequefio hay 40 (un, 1,5% respecto de la
cantidad total). El muestreo se realiz6 cada 90 dias, tomandose
durante el periodo establecido (agosto 2020-julio 2021). Se
analizaron un total de 64 muestras de leche, 4 repeticiones de
muestras por establecimiento, a excepcion de aquellos que no
cumplieron con la periodicidad requerida.

Resultados. Segun datos de Mesa Lechera de la Cuenca de
Trancas, existen 45 establecimientos con limites definidos.

Durante el periodo agosto 2020- julio 2021, se encontré que 17
tambos se incorporaron al método de vigilancia epidemiolégica
con PAL para mantener su condicion de “libre”, el total de los
establecimientos resultaron negativos a la enfermedad durante
todo el periodo analizado (Tabla 1).

Tabla 1: Resultados de la vigilancia epidemiolégica de la
Cuenca Lechera de Trancas

Remision de muestras de
leche durante el periodo N° Total,
agosto 2020-julio 2021 Tambos | muestras
Establecimientos que realizaron
4 repeticiones 15 60
Establecimientos que realizaron
2 repeticiones 2 4
64
N° de muestras positivas 0
N° de muestras negativas 64

De los 17 predios analizados, 15 cumplen con la periodicidad
de recertificacion, es decir realizaron el muestreo de leche cada
3 meses, 2 tambos solo hicieron 2 repeticiones de PAL no
cumpliendo con la normativa.

Discusién y conclusion. Se puede concluir que un 38 % de
los tambos de La Cuenca se incorporé al método de vigilancia
epidemiolégica PAL en el periodo 2020-2021, con el propésito
de mantener su condicién de "libre". El 33% de ellos cumplié
con la frecuencia en la periodicidad del diagnéstico. Segun
Araoz y Col*, en el primer afio de vigencia de la nueva
resolucion, el 95,6 % de los establecimientos realiz6 la
determinacion de su estatus sanitario, encontrandose una
prevalencia de establecimientos positivos del 2%. Sin embargo,
la continuidad en la adhesion de la normativa fue baja. En el
afio 2013 Andrada y col®. describieron que el 29 % de los
tambos implementaba el diagnostico, mientras que en el 2014
ese porcentaje fue del 23%.

Pasaron 8 afios desde la primera publicacion que analizaba el
grado de adhesién a la normativa que rige el Programa
Nacional de Control y Erradicacion de Brucelosis Bovina, y a un
afo de una modificacién sustancial en la resolucién que busca
simplificar el mantenimiento de la condicién de “libre”, puede
observarse que, pese al tiempo transcurrido, la cantidad de
tambos de La Cuenca que adhiere y cumple con dicha
normativa, a través de la implementacion de vigilancia
epidemioldgica con el método PAL, no se ha incrementado
sustancialmente.
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Introduccién La produccion lechera en Argentina ha registrado
en los dltimos afios una reduccion en el nimero de tambos y
del nimero de vacas a una tasa del 3,4% y 1.4% anual,
respectivamente (OCLA, 2018). La ineficiencia reproductiva y/o
de crianza de las terneras de reemplazo podria ser un factor
limitante de la capacidad de recambio del rodeo. Las terneras
de reemplazo deben ser criadas maximizando la salud y su
bienestar ya que representan el futuro de los rodeos lecheros.
Los objetivos de nuestro estudio fueron 1) describir las
caracteristicas de crianza de las terneras de reposicion en
rodeos lecheros con manejo intensivo del calostrado, 2) estimar
la morbilidad (diarrea y neumonia) y mortalidad en crianza
artificial y 3) describir la distribucion de estos eventos evaluados
durante el periodo de riesgo.

Materiales y métodos. Se colecté informaciéon registrada en
bases de datos (Diary Comp 305) de 17 rodeos lecheros,
integrantes del programa Alta Cria Argentina. Una encuesta fue
elaborada para registrar informacion de la crianza. El periodo
de estudio fue del 1 de enero al 31 de diciembre de 2020. El
periodo de riesgo de morbilidad y mortalidad evaluado fue el
que transcurri6 entre los dias 1y 60 de vida de las terneras. La
morbilidad y mortalidad fue calculada como el ndmero de
terneras que enfermaron o murieron entre el dia 1 y 60 de
vida/cantidad de terneros nacidos x 100. Sobre la base de lo
sugerido por Santman-Berends et al. (2019), la mortalidad y la
morbilidad fueron calculadas a nivel de rodeo, y la media
general y el rango se utilizaron como medida de resumen. Los
rodeos que no registraron casos de morbilidad no fueron
considerados para el célculo de la morbilidad general. La
definicién de caso de diarrea y/o neumonia fue basada en los
signos clinicos caracteristicos. Para describir la distribucién de
la ocurrencia de diarrea, neumonia y mortalidad se emple6 una
tabla de frecuencia cuyo factor de agrupamiento fueron los dias
de edad.

Resultados. En total, se analizaron los datos de crianza de
18769 terneras. La mediana de vacas totales de los tambos
evaluados fue de 775 (Q:= 440; Qs=1212). El 88% y 82% de los
rodeos aplicaba vacunas preparto para el control de la diarrea
neonatal y de la neumonia, respectivamente. El 76% de los
rodeos separaba al ternero de la madre antes de las dos horas
de nacido y los restantes, lo realizaban antes de las 24 horas.
El 94% de los rodeos suministraba a las terneras calostro por
medios artificiales en las primeras 6 horas de vida (2 a 5 litros
usando mamadera y/o sonda esofagica). El 88% de los rodeos
controlaba la calidad del calostro suministrado (refractometria o
calostrometro) y el 74% utilizaba calostro bovino deshidratado
(Calostro 100®[1) como mejorador. El 47% repetia una
segunda toma de calostro dentro de las nueve horas
posteriores a la primera toma. La dieta liquida para alimentar a
las terneras fue leche y sustituto lacteo en el 77% y 23 % de los
rodeos, respectivamente.

A A,

Figura 1: Frecuencia relativa (%) diaria de eventos de diarrea (linea con
triangulos), eventos de neumonia (linea con asteriscos) y de mortalidad
(barras) entre los dias 1 y 60 de vida.

A nivel rodeo, la mortalidad media general, fue del 6,2% (rango:
2,1 —14.2%; n=17). La morbilidad media general de diarrea fue

del 48,5% (rango 1,6 — 87,1%; n=11) y la de neumonia, del
11,3% (rango 0,2 — 62%; n=10). A nivel individual, se registraron
1599 muertes, 1048 eventos de neumonia y 5992 eventos de
diarrea. La frecuencia absoluta relativa agrupada por dias de
edad se muestra en la Figura 1. La frecuencia acumulada
relativa indica que para el dia 21 de vida, habian ocurrido el
93% de todos los casos de diarrea, el 69% de todas las muertes
registradas y el 29% de todos los casos de neumonia.
Discusién. Este estudio retrospectivo estima los parametros de
morbilidad y mortalidad en terneras de crianza artificial en
rodeos lecheros con manejo intensivo del calostrado. Aunque
se observaron caracteristicas homogéneas en el manejo de los
rodeos, los valores de morbilidad y mortalidad mostraron un
amplio rango. La mortalidad es un indicador de las condiciones
de bienestar animal de los animales y de la capacidad de
progreso genético para para la mejora futura del rodeo. La
mortalidad media encontrada fue considerablemente menor a
la informada en trabajos locales previos (~27%, Brea et al.,
2016) y de rodeos lecheros de Uruguay (10,8%; Schild, 2017).
El conocimiento preciso de este parametro, nos permitir
establecer estrategias de mejoras para comparar el progreso
sanitario entre rodeos o intra-rodeo en el transcurso del tiempo.
La morbilidad de diarrea fue considerable, a pesar de las
medidas de manejo tendientes a incrementar la inmunidad
pasiva del ternero. Esto sugiere que la adecuada inmunidad
pasiva no seria suficiente para controlar el riesgo de enfermar
y/o morir. Debe considerarse que las vacunas preventivas,
contienen inmundgenos contra varios enteropatégenos como
rotavirus, coronavirus, E. coli, y Salmonella, pero no para
Cryptosporidium parvum, un parasito endémico y ampliamente
distribuido en rodeos lecheros regionales. Por otro lado, otros
factores (ambientales y del hospedador) podrian ser causas
suficientes de diarrea. La morbilidad de neumonia en los rodeos
investigados fue menor a la de diarreas. Las morbilidades de
diarrea y neumonia observadas sugieren que el desempefio
productivo de un porcentaje considerable de terneras de
reemplazo podria verse reducido en la primera lactacion, segin
las observaciones de Heinrichs and Heinrichs (2011). La
ocurrencia de diarrea hace su pico maximo entre la primeray la
segunda semanas de vida, para luego reducirse a valores
irrelevantes, mientras que la neumonia es un evento menos
frecuente, pero puede ocurrir durante todo el periodo de
crianza. Un sistema de monitoreo de signos clinicos y un
tratamiento precoz podrian limitar el impacto de estas
afecciones sanitarias.

Conclusiones. En rodeos lecheros con manejo intensivo del
calostrado, los hallazgos de morbilidad y mortalidad en terneras
pueden ser variables entre rodeos lecheros. Conocer la
distribucion de la morbilidad y la mortalidad por edad nos
permite identificar puntos criticos de control que puedan ser
resueltos para prevenir pérdidas econémicas en la crianza.
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E8-VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE TUBERCULOSIS:
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Introduccién. La tuberculosis bovina (TB) es una infeccion
endémica en rodeos bovinos de Argentina. El movimiento de
bovinos es un factor de riesgo para el ingreso de TB en rodeos
de engorde (Milne et al., 2019). Sin embargo, esta es escasa la
informacion regional sobre la ocurrencia de TB en engordes a
corral a pesar de la elevada tasa de contacto, que podria
facilitar la transmisién respiratoria (Phillips et al., 2003). Los
sistemas de vigilancia epidemiolégica permiten la deteccién
precoz de eventos que pueden implicar un riesgo para la
sanidad animal y la salud publica. La deteccién de lesiones
compatibles con TB en faena es un sistema de vigilancia
epidemioldgica que permite identificar animales afectados. Sin
embargo, a medida que la prevalencia de TB disminuye en el
ganado también lo hace la sensibilidad diagnéstica del sistema.
En este contexto, la deteccion de TB en sistemas de engorde a
corral podria, a través del sistema de trazabilidad, identificar
potenciales fuentes de infeccion y direccionar los esfuerzos del
plan de saneamiento a los rodeos de origen de los bovinos
afectados. Nuestro objetivo fue describir los movimientos de
ingresos anuales en un sistema de engorde a corral e identificar
la presencia de TB y su procedencia de origen.

Materiales y métodos. Un establecimiento de engorde a corral,
ubicado en el dpto. Rio Cuarto, provincia de Cérdoba, fue
investigado. Para describir los ingresos durante el afio previo al
estudio (Feb 2020-Feb 2021), se utilizo el sistema VGS
(Sistema de visualizacion geogréafica) de SENASA. Asimismo,
el sistema VGS nos permitié identificar, a través de la
trazabilidad, el origen de los bovinos investigados. Para
identificar la presencia de TB, se realiz6 un estudio
observacional transversal en marzo 2021 aplicando la prueba
de la tuberculina. En total, 367 animales fueron sometidos a la
prueba diagnéstica en el pliegue ano caudal interno utilizando
una jeringa McLintock. El tamafio del pliegue de piel fue medido
en el tiempo 0 (inoculacién) y a las 72 hs posteriores utilizando
un cutimetro manual. Se registraron los nimeros de caravanas,
incluyendo el CUIG (clave Unica de identificacion ganadera), y
los corrales a los cuales pertenecian los animales inoculados.

Resultados. Durante el periodo anual de observacién habian
ingresado al sistema de engorde a corral un total de 2655
bovinos distribuidos en 41 eventos de ingreso. Todos de razas
britanicas y cruzas con razas indicas. Las regionales de origen
de los ingresos correspondieron a los siguientes centros
regionales: NOA norte (61%), Chaco — Formosa (12%), La
Pampa - san Luis (9%), Buenos Aires norte (7%), NOA sur (5%)
y Santa Fe (2%). Las categorias ingresadas fueron novillitos
(87%), terneros (7,4%), novillos (2,6%) y vaquillonas (2,5%).
Los corrales eran de 2600 metros cuadrados cada uno y
contenian entre 60 y 72 animales. Del estudio observacional,
se identificod un novillo de raza Hereford como positivo a la
prueba de la tuberculina (tamafio final del pliegue = 32 mm). El
mismo, pertenecia a un corral que contenia 68 novillitos que
habian ingresado al engorde 38 dias previos al estudio. Se
determind que el animal positivo era proveniente del dpto. San
Martin, provincia de la Pampa. Dicho establecimiento de origen,

estaba registrado como de “cria bovina” desde el afio 2017 y no
registraba antecedentes de reportes de tuberculosis en faena
ni registros de saneamientos para esta enfermedad.

Discusién. Los ingresos anuales descriptos en este estudio
demuestran la cantidad y variedad de origenes del cual pueden
provenir los animales en establecimientos de engorde a corral.
A diferencia de otras enfermedades infecciosas reportadas en
bovinos de engorde a corral (Miranda et al., 2013), la TB nos es
prevenible a través de vacunas por lo que el diagnostico es la
Unica herramienta disponible para detectar y segregar a los
animales afectados. Los resultados demuestran que la TB
puede estar presente en sistemas de engorde a corral. De igual
manera, sugiere una baja prevalencia de infeccién en estos
sistemas de produccion. Esto podria deberse a la raza de
animales inoculados que provienen en general, de sistemas de
produccion de cria extensiva donde es conocido que la TB tiene
una baja prevalencia. Al mismo tiempo, sugiere que en estos
sistemas en engorde a corral con alta carga instantanea (38
mts?/animal), la transmisibilidad intra e inter corral de TB es baja
cuando el tiempo de permanencia es limitado. La categoria del
animal involucrado (novillito) sugiere que podria transitar un
limitado desarrollo de la infeccion tuberculosa y con ello, una
menor probabilidad de transmision. La ausencia de otros
animales infectados sugiere que el animal positivo a TB podria
haber ingresado previamente infectado al sistema de engorde
a corral. La ausencia de registros de saneamiento en TB del
rodeo de origen apoya esta posibilidad. La ocurrencia de
animales infectados en sistemas de engorde a corral debe
alertar a veterinarios y productores sobre potenciales hallazgos
de lesiones o decomisos durante la faena.

Conclusiones. La vigilancia activa de tuberculosis en sistema
de engorde a corral en combinacion con los datos de
trazabilidad del SENASA podrian ser un sistema de vigilancia
epidemioldgica para identificar potenciales fuentes de infeccion.
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Introduccién. La leptospirosis en porcinos constituye un
importante problema de salud publica [1]. En muchas partes del
mundo, los cerdos son reconocidos como uno de los mamiferos
mas importantes asociados con la leptospirosis en el hombre y
animales [1]. Nuestro objetivo fue el estudio serolégico de
Leptospira spp. de porcinos en las provincias de Buenos Aires
y de La Pampa de la Argentina.

Materiales y métodos. Se analizaron 548 muestras de suero
porcino, 388 de la provincia de Buenos Aires y 160 de la
provincia de La Pampa. La totalidad de las muestras fueron
remitidas por laboratorios y veterinarios de las provincias
mencionadas. El 100% provenian de establecimientos
porcinos. El 87% provenian de animales adultos (80% cerdas y
7% padrillos) y el 13% de cachorros. Los sueros fueron
procesados mediante la prueba de aglutinacién microscopica
(MAT) para detectar la presencia de anticuerpos contra
Leptospira. La MAT se realizé segun el manual de la OIE (OIE,
2019) [2]. Las cepas utilizadas fueron Leptospira interrogans
(L.i), serogrupo Pomona serovar Pomona cepa Pomona, L.i.
Icterohaemorrhagiae Copenhageni M 20, L.i. Canicola Canicola
Hond Utrecht IV, L.i. Sejroe Wolffi 3705, L.i. Sejroe Hardjo
Hardjoprajitno, L. borgpetersenii (L.b) Ballum Castellonis
Castellon 3; L.b. Tarassovi Tarassovi Perepelicin; y L. kirschneri
Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V. Se utilizé un
microscopio de campo oscuro Nikon® Eclipse E200 con un
objetivo de 10X.

Resultados. En la provincia de Buenos Aires, 124/388 (32%)
muestras fueron seropositivas. Serovares: Pomona (90%),
Grippotyphosa (18%), Castellonis (12%), Copenhageni (7%),
Tarassovi (4%) y Canicola (1%). En la provincia de La Pampa
74/160 (46,25%) muestras fueron seropositivas. Serovares:
Pomona (61%), Wolfii (59%), Grippotyphosa (39%), Canicola
(16%), Copenhageni (11%), Tarassovi (11%) Castellonis
(2.7%), y Hardjo (4%). Los titulos seroldgicos observados en la
provincia de La Pampa fueron: < 1/100 en 73,6%, = 1/400 y <1
/800 en 25.0% y = 1/1600 en 1.4%, y en la provincia de Buenos
Aires fueron: < 1/100 en el 84,0%, = 1/400 y < 1/800 en el 16,0%
de las muestras procesadas. El 100% de los sueros positivos
resultaron de animales adultos (90% cerdas y 10% padrillos).

Conclusién. Este estudio indica que los porcinos muestreados
habian estado en contacto con Leptospira spp. En este estudio
serologico el principal serovar detectado fue el serovar
Pomona, en la provincia de Buenos Aires y los serovares
Pomona, Wolffi y Grippotyphosa en la provincia de La Pampa.
Estos serovares concuerdan con los genotipos detectados en
otros animales domésticos [3 y 4]. La diferencia en los
serovares se basa en el comportamiento regional de la
leptospirosis  porcina, influenciada  directamente  por
condiciones ambientales, por el tipo de explotacion y por la

fauna anexa a donde se alojan los animales [5]. Las muestras
de la provincia de La Pampa (46.25%) fueron extraidas de
animales con signos clinicos compatibles con leptospirosis, sin
embargo, las muestras de la provincia de Buenos Aires (32%)
se tomaron al azar. Estos datos concuerdan con estudios
previos que muestran una seroprevalencia de 30% en porcinos
en Argentina [5]. El conocimiento de las zonas de riesgo es
fundamental para la adopcién de las medidas preventivas
adecuadas.

Provincia N Seroreactividad Rango de titulos Serovar
(%) (%)

bajos -medios-

predominante

altos
Buenos 124/388 (32%) 84,0-16,0-0 Pomona (90%)
Aires
La Pampa | 74/160(46.25%) 73,6-25.0-1.4 Pomona (61%),

(39%)

Tabla 1. Seropositividad de Leptospira spp en porcinos de las
provincias de Buenos Aires y La Pampa, Argentina.
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E10-ANAPLASMOSIS EN LA CUENCA LECHERA DE VILLA MARIA, CORDOBA
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Introduccién. La anaplasmosis bovina es una enfermedad
infecciosa producida por la bacteria intraeritrocitica Anaplasma
marginale. Se manifiesta por anemia severa y elevadas tasas
de mortalidad de bovinos adultos. En Argentina es enzodtica
tanto en areas infestadas por uno de sus transmisores, la
garrapata Rhipicephalus microplus (norte del paralelo 31°S) y
en la zona libre de este acaro (paralelos 31°S y 33°S), con una
distribucion no uniforme. Al sur del paralelo 33°S ocurren
esporadicamente brotes de la enfermedad, por la introduccion
de bovinos portadores asintomaticos desde zonas endémicas.
Eritrocitos infectados de esos animales también se transmiten
a los bovinos susceptibles a través de insectos hemato6fagos y
agujas hipodérmicas (iatrogenia). La muerte de bovinos con
anaplasmosis aguda puede evitarse por el tratamiento oportuno
con antibiéticos y puede prevenirse mediante la vacunacion con
A. centrale viable, especie de menor patogenicidad. El
diagnostico de los casos agudos se confirma mediante
microscopia Optica de frotis de sangre. La deteccion de
portadores asintomaticos se realiza mediante pruebas
seroldgicas (Ej. ELISA) y eventualmente técnicas moleculares
para diferenciar especies de Anaplasma (Ej. PCR). El objetivo
de este estudio fue establecer la difusion de la anaplasmosis en
rodeos lecheros del &rea de influencia de Villa Maria, Cérdoba.

Materiales y meétodos. El estudio incluyé areas de los
departamentos San Martin, Juarez Celman, Rio Segundo, San
Justo, Tercero Arriba y Unién de la provincia de Cérdoba, donde
existen aproximadamente unos 1500 establecimientos lecheros
(Dpto. Lecheria, Min. Agric. Cérdoba, 2019). Con el apoyo de
Médicos Veterinarios de la zona, se realiz6 un muestreo
aleatorio simple transversal (95% IC, 7% E) para una
prevalencia predial esperada del 20% e intrapredial promedio
esperada del 4% (Thrusfield, 2005), mediante el programa Win
Episcope 2.0. Este incluyo una encuesta epidemiolégica ad hoc
(conformacion del rodeo, manejo), factores de riesgo
(reposicion externa de reproductores, rodeos vecinos con
anaplasmosis endémica) y antecedentes clinico-patoldgicos
compatibles con la enfermedad. Se analizaron 114 rodeos
lecheros y 29-30 bovinos por rodeo que incluyeron vacas,
vaquillonas y toros (n=3411). De cada bovino se obtuvieron 5
ml de sangre y los coagulos y sueros y se almacenaron a -20°C
hasta su procesamiento. Para la deteccion de anticuerpos
contra Anaplasma spp se utiliz6 como prueba tamiz un ELISA
sandwich (ELISAs) segin Primo et al. (2019) y como
confirmatoria, un ELISA de competicion (ELISAc) producido en
el LIPVet-EEA Rafaela segun Torioni de Echaide et al. (1998),
ambos basados en la proteina recombinante MSP5 de
Anaplasma spp. Los resultados de ELISAs se expresaron en %
de positividad (%P) y se usé un punto de corte 250%P; los de
ELISAc se expresaron en % de inhibicion (%l) y se us6 con un
punto de corte 230%lI. Para diferenciar las infecciones
causadas por A. marginale o A. centrale, se extrajo ADN de los
coagulos de sangre de los bovinos ELISAs positivos y se
analizaron mediante la prueba de PCR anidada (nPCR) segun
Molad et al., (2006). El rodeo se consideré infectado cuando al
menos habia un bovino positivo por ELISAs y ELISAc o
mediante ELISAs y nPCR. Cuando no fue posible identificar la
especie actuante, el rodeo se categoriz6 como infectado por
Anaplasma spp.

Resultados. El 91 % de los rodeos muestreados tenia una
poblacion promedio de 280 + 98 vacas >3 afios de edad. En el
49% de los rodeos se hacia reposicion externa de toros, en el
30% de vacas o vaquillonas y en el 30% habia interaccion con
rodeos vecinos. En el 25% de los rodeos se identificaron
bovinos con anemia, ictericia, depresion y caida de la
produccion lactea. La prevalencia poblacional de anaplasmosis
fue del 3% (101/3411). La prevalencia predial fue del 19%
(22/114) y la intrapredial varié entre 3 y 27% (n=19). No se

incluyeron 3 rodeos vacunados con A. centrale. El 55% de los
rodeos positivos tuvo una prevalencia £10%. Dos rodeos
vacunados con A. centrale después de un brote por
anaplasmosis tuvieron una prevalencia de 50% y 63%. La PCR
identifico A. marginale en 7 de los 22 rodeos positivos y A.
centrale en tres de ellos. Esta Ultima especie también fue
identificada en otros 6 rodeos. En el 70% de los rodeos
positivos se registraron signos clinicos compatibles con
anaplasmosis, o antecedentes de la enfermedad en rodeos
vecinos. En el 59% de los rodeos positivos se identifico la
especie de Anaplasma actuante. Anaplasma centrale fue la
especie mas frecuente y se observd coinfeccion entre A.
marginale y A. centrale. La asociacion entre rodeos con
Anaplasma spp y el atributo “presencia de signos clinicos en el
rodeo propio o vecino’, tuvo un OR= 14,2418 (IC95%
4,9150, 41,2667) y la asociacion con “Rodeos con reposicion
externa de reproductores”, tuvo un OR= 4,000 (IC95%
1,042, 14,4902). Ambas asociaciones son significativas y se
consideran factores de riesgo.

Discusién. Este relevamiento confirma la expansion de la
anaplasmosis causada por A. marginale en la Cuenca lechera
de Villa Maria, aunque aun con bajo nivel de endemicidad.
También se verificé la utilizacién incipiente de A. centrale, como
inmundégeno vivo para su prevencion. La expansion es
consecuencia de la introduccion de bovinos portadores a
rodeos susceptibles. Esto incluye a los bovinos vacunados
como potencial fuente de infeccién por A. marginale porque
algunos podrian estar coinfectados. Esto soporta la importancia
de los periodos de cuarentena y analisis serolégicos en
simultaneo, antes del ingreso de bovinos con estado sanitario
desconocido.

El uso de tres pruebas de diagnéstico incremento la precision
para identificar el estatus de la mayoria de los rodeos. Sin
embargo, en 9 rodeos con serologia positiva, no se pudo
identificar A. marginale y/o A. centrale mediante nPCR. Se
deberian profundizar los estudios para descartar la presencia
de otras especies de Anaplasma que podrian ser detectadas
s6lo por las pruebas serologicas.

Conclusiones. El uso estratégico de las pruebas serolégicas y
su interpretacion en el contexto epidemiol6gico de cada rodeo
permite definir la presencia de portadores de Anaplasma spp.
La bacteriemia parasitemia de A. marginale observada en frotis,
junto a los datos clinicos y epidemiolégicos son factores
determinantes para confirmar brotes de anaplasmosis. El uso
racional de la vacuna basada en A. centrale en esta region,
permitird evitar severas pérdidas econémicas por mortalidad de
bovinos adultos.
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Introduccion

En el nordeste argentino la cria de bufalos representa una
alternativa de creciente desarrollo, dada la posibilidad de esta
especie de volver productivos a los campos marginales. En la
mayoria de los casos, bovinos y bubalinos cohabitan en los
establecimientos agropecuarios. Desde 2005 se incluye al
bufalo en el Plan Nacional de Control y Erradicacién de la
brucelosis Bovina (SENASA, Res. 725/2005). El Plan establece
la obligatoriedad de la vacunacién con B. abortus C19 y el
diagnéstico seroldgico y eliminacién de reaccionantes positivos
segun pruebas diagnosticas oficiales (SENASA, Res.
438/2006). También establece que los bubalinos reproductores
deben ser negativos para brucelosis segin pruebas serolégicas
realizadas en laboratorio de red (SENASA 67/2019). Dentro de
las técnicas oficiales esta incluida la polarizacién fluorescente
(FPA) y en los laboratorios se utiliza, en el caso de los
bubalinos, la interpretacion de resultados estandarizados para
el ganado bovino. En trabajos recientes del grupo de
investigacion se encontré que el punto de corte optimo en
sueros bubalinos, basado en el anélisis ROC de los resultados
de FPA comparados con la técnica de referencia internacional,
Fijacion del Complemento, seria inferior al de bovinos
(Martinez, 2012; Martinez et al., 2021). El objetivo de este
trabajo fue analizar los resultados a FPA en sueros bubalinos
siguiendo dos diferentes interpretaciones, la actualmente
utilizada para bovinos y la alternativa encontrada por el grupo.

Materiales y métodos

Se analizaron los resultados de la técnica seroldgica de FPA
aplicada a sueros de 524 bubalinos provenientes de
establecimientos pecuarios de Corrientes (n=5) y Formosa
(n=1). Los muestreos se realizaron entre diciembre 2019 y junio
2021, con el objetivo de sanear y/o trasladar hacienda bubalina,
siguiendo lo indicado en la reglamentacion vigente. Los sueros
se procesaron en el laboratorio de Red SENASA LR0205
mediante las técnicas serolégicas de Antigeno bufferado en
placa (BPA) como tamiz y de FPA como confirmatoria. Para
este trabajo se interpretaron los resultados de FPA utilizando
dos puntos de corte diferentes: el vigente para bovinos
(negativos < 94 mP, sospechosos entre 94 y 104 mP y positivos
= 105 mP) y un punto de corte alternativo (negativos < 86 mP y
positivos 287 mP) (Martinez et al., 2021).

Resultados
En todos los rodeos bubalinos hubo reaccionantes positivos a
las técnicas de BPA y FPA, en distinta proporcion (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de animales muestreados y porcentaje de
positivos a BPA y a FPA usando dos diferentes puntos de corte en
muestras de 524 bufalos de Corrientes y Formosa.

Animales Pos Pos Pos

muestreados BPA Posa FPA FPA Pos FPA  Pos FPA
ID Est. (n) (n) BPA(%) PCB(n) PCB(%) PCA(n) PCA (%)

1 67 5 7,46 3 4,48 4 5,97

2 13 1 7,69 1 7,69 1 7,69

3 52 20 38,46 0 0,00 3 5,77

4 122 26 21,31 7 5,74 17 13,93

5 34 3 8,82 2 5,88 2 5,88

6 236 42 17,80 30 12,71 33 13,98

Total 524 97 18,51 43 8,21 60 11,45

*ID Est.= establecimiento, Pos= positivos; PCB= punto de corte bovino:
PCA= punto de corte alternativo

En la figura 1 se muestra como se distribuyen los status de los
sueros reaccionantes a BPA e interpretados luego segin los
dos diferentes puntos de corte a FPA.

Figura 1. Comparacion de los status otorgados a sueros bubalinos
reaccionantes a BPA y analizados luego segun FPA, utilizando dos
diferentes puntos de corte.

* (-) = negativo; (+)= positivo; (S)= sospechoso; PCB= punto de corte
bovino; PCA= punto de corte alternativo.

Como puede observarse, existe una proporcion de sueros
bubalinos que, utilizando el punto de corte estandarizado para
bovinos, obtiene el estatus de sospechoso (13,4%) y ain de
negativos (4,1%), mientras que son positivos segun el punto de
corte alternativo.

Discusién y conclusiones. Si bien el bufalo pertenece a la
familia bovidaeal igual que el bovino, son especies distintas y
esto hace que el comportamiento de los sueros ante las
técnicas diagnosticas pueda diferir. OIE recomienda
estandarizar la técnica de FPA en cada especie y en cada
region en la que se utlizard. En efecto, se han reportado
diferentes puntos de corte para FPA en bufalos en ltalia (117
mP) (Montagnaro et al., 2008) y Brasil (104 mP) (Paulin et al.,
2012). En Argentina esta reglamentado ademas el uso de
puntos de corte diferentes del estandarizado para bovinos
cuando se realiza FPA en caprinos, ovinos o porcinos (Manual
de Procedimientos Brucelosis, SENASA, 2019). Esta situacion
indica la necesidad de ajustar el punto de corte a la especie
bubalina, ante el riesgo de retener en los rodeos animales
potencialmente infectados, que podrian ser fuente de infeccién
tanto para otros bufalos como para los bovinos cohabitantes.
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[2-ASOCIACION ENTRE LA DENSIDAD OPTICA Y HALLAZGOS POST MORTEM COMPATIBLES CON
TUBERCULOSIS EN BOVINOS POSITIVOS AL TEST DE ELISA
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Introduccién. La tuberculosis bovina (TB) es una enfermedad
infecto-contagiosa causada principalmente por
Mycobacteriumbovis. Genera un impacto econémico negativo
en la produccién pecuaria y también en la salud publica, por
tratarse de una zoonosis. La respuesta inmune a la infeccion es
predominantemente mediada por células. En ello se
fundamenta el diagnéstico a través de la prueba de tuberculina
o intradermorreaccion (IDR). Actualmente, Argentina cuenta
con un plan nacional de control y erradicacion (1), basado en el
diagnéstico a través de la IDR. Sin embargo, existen evidencias
de bovinos no reactores a la IDR que presentan lesiones
compatibles con TB, siendo diagnosticados por medio del test
serolégico ELISA (2). En este sentido, se ha descripto que la
respuesta mediada por anticuerpos resulta evidente en
estadios avanzados de la enfermedad, asociada a cuadros
patolégicos severos. El objetivo de este trabajo, fue evaluar la
asociacion entre la densidad 6ptica (DO) obtenida por ELISA y
la presencia de lesiones compatibles con TB (LCTB).

Materiales y métodos. Fueron seleccionados 14
establecimientos lecheros en base a sus antecedentes de TB
(endémicos), pertenecientesa las provincias de Cérdoba, Entre
Rios y Buenos Aires. Se analiz6 un total de 12.463 bovinos
negativos a IDR en un lapso de tiempo desde junio de 2019 a
enero de 2020, a través de un test ELISA previamente descripto
(2). Para ello se colecté suero de bovinos adultos, entre 15y 25
dias post IDR, para aprovechar el efecto booster (3).
Posteriormente, se seleccion6 un grupo de 32 bovinos IDR
negativo-ELISA positivo (~2animales por establecimiento), se
aplico protocolo eutanasico y se efectué la necropsia;
evaluando presencia de LCTB y colectando muestras para
realizar estudios histopatoldgicos. Los 6rganos inspeccionados
y colectados fueron linfonodos (retrofaringeos, mediastinicos,
traqueobronquial, hepatico, mesentérico y retromamario),
pulmoén, higado, glandula mamaria e ileon. A su vez, se
colectaron muestras de todo 6rgano que presentase LCTB. Las
lesiones macroscopicas presentes fueron categorizadas
siguiendo un criterio sugerido previamente, teniendo en cuenta
factores tales como; presencia, tamafo y distribucién de las
mismas (4). La asociacion entre los resultados obtenidos en el
ELISA (DO) y la puntuacién de lesiones se evalué a través de
la correlaciéon de Spearman.

Resultados. Del total de animales analizados a través del
ELISA, 50 fueron considerados positivos (0,4%) y 79 (0,6%)
sospechosos, con un rango variable de DO que oscilé entre
0,26 y 1,80. En 32 de ellos se realiz6 la necropsia (27 ELISA
positivos y 5 sospechosos). Todos los animales presentaron
LCTB. La puntuacién otorgada a las lesiones observadas fue
en promedio de 42 (rango 12 a 85; CV = 62%). En 26 de ellos
(81%), se observaron lesiones multiorganicas(= 2 érganos
afectados). La histopatologia confirm6 LCTB en todos los
casos. La correlacion entre las DO y las lesiones fue0,2581 (P-
value0,1529).

Discusién. La proporcion general de animales negativos a la
IDR que resultaron positivos o sospechosos al ELISA fue
baja~1% (rango 0,14 a 1,90). Sin embargo, todos los animales
estudiados manifestaron presencia de LCTB, lo que sugiere
que esta técnica podria estar identificando potenciales
reservorios de la infeccién en el rodeo que no estarian siendo
detectados por la IDR. Esto se encuentra en consonancia con
estudios previos (2,3), donde se ha registrado un incremento en
la patologia tuberculosa relacionado a una disminucion en la
respuesta inmune mediada por células (IDR) y al comienzo de

la respuesta mediada por anticuerpos. La presencia de lesiones
y su clasificacion fue muy heterogénea, lo cual sugiere que en
animales ELISA positivos se pueden observan un amplio rango
de lesiones. En este estudio, no se observé una asociacion
entre los valores de DO obtenidos en el ELISA y el desarrollo
de lesiones macroscopicas. Esto podria sugerir que los bovinos
con altos valores de DO en el ELISA no necesariamente
transiten un cuadro avanzado de TB y, por tanto, representen
un mayor riesgo epidemioldgico para el rodeo. La deteccion de
anticuerpos no se utiliza de rutina como diagnéstico de TB,
aunque los resultados obtenidos sugieren que seria de gran
utilidad como complemento de la IDR. Futuros estudios seran
necesarios para profundizar el conocimiento sobre Ila
inmunopatogenia de esta enfermedad y el uso del ELISA para
su diagnéstico.
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I3-CONCORDANCIA ENTRE HEMAGLUTI'NACIC')N INDIRECTA E INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA PARA EL DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE Toxoplasma gondii EN CABRAS EN SALTA,
ARGENTINA

Mazzuca AJ, Sarmiento R, Pintos L, Rojas C, Gutiérrez D, Fernandez C, Sanchez Negrette, O. Facultad de Ciencias Agrarias y
Veterinarias Universidad Catolica de Salta. amazzuca@ucasal.edu.ar

Introduccion. La toxoplasmosis es una zoonosis causada por
Toxoplasma gondii, un parasito intracelular capaz de infectar
a las células de humanos, mamiferos y aves. La
emaglutinacién Indirecta (HAI) y la Inmunofluorescencia
Indirecta (IFI) son técnicas utilizadas para diagnosticar esta
patologia que provoca grandes pérdidas economicas a los
productores de cabras. Los objetivos fueron comparar y
establecer si existe concordancia entre las técnicas HAI e IFI
para la cuantificacion de Titulos de anticuerpos IgG anti-
Toxoplasma gondii; y proponer una tabla de equivalencias de
los Titulos determinados por ambas técnicas.

Materiales y métodos. Estudio descriptivo transversal en 100
sueros caprinos. Se realizé el Toxotest HAI-Wiener, que utiliza
eritrocitos de carnero sensibilizados con antigenos
citoplasmaticos y de superficie de T. gondii. Las muestras se
diluyeron de 1:4 a 1:2048 con PBS, y se consider6 como
positivo al Titulo216. Para IFl: Improntas con antigeno
adsorbido de T gondii, provistas por la UNLP y conjugado anti-
IgG caprino marcado con isotiocianato de fluoresceina
(Sigma-Aldrich). Se diluyeron las muestras de 1:25 a 1:12800,
considerandose como positivo al Titulo2100. Se siguid el
procedimiento indicado por Unzaga (2014) Los datos fueron
cargados en planillas Excel y pasados a Epidat 4.2 en el que
calculé el indice Kappa de Cohen(K) para determinar el grado
de concordancia entre los resultados obtenidos por ambas
técnicas (HAl e IFl), considerando la graduacién de
concordancia de la siguiente manera:Si 0.81< K<1, el grado
de concordancia es excelente; si es 0,61< K<0,8 el grado de
concordancia es bueno; si es 0,41< K<0,6 es moderado; si es
0,21< K<0,4 es regular y si 0< K<0,2 el grado de concordancia
es pobre.

Resultados. El grado de concordancia entre las pruebas de
HAI 'y de IFI mediante el indice de Kappa fue de 0,534 (IC95%:
0,368 — 0,701y p < 0,05). En la Tabla N°1 se observan el
ndmero de muestras cuyos resultados son concordantes entre
IFI y HAI. Se establecieron 9 niveles (categorias) de
positividad con los titulos respectivos para cada técnica para
poder estratificar resultados similares. Al comparar los
resultados obtenidos, por Titulo en cada Técnica, se determind
que el indice Kappa de concordancia fue del 0.363(1C95%
0.194 — 0.532y p<0,05).

Discusién y conclusién. Se determiné una moderada
concordancia entre las muestras positivas y negativas de
toxoplasmosis determinadas por HAI e IFI (kappa= 0,534),
pero al estratificar los Titulos en los 9 niveles de positividad
para establecer equivalencias entre las técnicas de
diagnéstico, se evidencié que la concordancia entre ellas es
regular (kappa= 0.363)

Este grado de concordancia regular también puede deberse a
la diferencia de antigenos utilizados en cada prueba, dado que
presentan determinantes antigénicos diferentes, como asi
también a la brecha de valor de corte entre HAI ((Titulo=16) e
IFI (Titulo=100)
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Tabla N°1. Titulo Ac anti T gondii IFI

Comparacion de

las técnicas HAI e Negativo 100 200 400 2800 1600 3200 6400 12800 (Total general

IFI para el Negativo 4 9 2 55

diagndstico de 16 6 4 1 1 12

infeccion por T. Titulo Ac 32 s 1008 2 10

gondii en cabras. .

Casos positivos y anti 64 B 3 d

negativos T gondii 128 1 1 2 5

(Kappa=0.534) y HAI 256 1 1 3 5

estratificacion por 512 1 5 3

Titulos

(Kappa=0.363) 1024 2 2 4

2048 1 1

Total general 57 14 7 3 2 7 3 4 3 100
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|4-SEROPREVALENCIA A Neosporacaninum EN VALLES CENTRALES Y CALCHAQUIES
DE LA PROVINCIA DE SALTA, ARGENTINA

Mazzuca AJ, Sarmiento R, Pintos L, Rojas C, Gutiérrez D, Fernandez C, Sanchez Negrette, O. Facultad de Ciencias Agrarias y
Veterinarias Universidad Catolica de Salta. amazzuca@ucasal.edu.ar

Introduccién. La neosporosis es una enfermedad causada por
Neosporacaninum, un parasito intracelular obligado, capaz de
causar pérdidas reproductivas y econémicas en el ganado.
Para que cumpla su ciclo completo precisa del perro
(hospedador definitivo) La ingestion de carne poco cocida,
infectada con quistes tisulares, o el consumo de alimentos y
agua contaminados con ooquistes son vias de infestacion. En
la provincia de Salta, existen escasos registros de la situacion
epidemioldgica de esta parasitosis en el ganado caprino. La
neosporosis reporta altos indices de morbimortalidad, lo cual ha
motivado a muchos investigadores a realizar estudios
inmunol6gicos encaminados hacia el diagnéstico temprano
mediante el desarrollo de técnicas basadas en la determinacion
de anticuerpos especificos contra N. caninum.

Objetivo. Determinar la seroprevalencia de Neosporacaninum
en cabras en los Valles Centrales y Calchaquies de la provincia
de Salta.

Materiales y métodos. Se muestrearon 30 cabras
provenientes de 3 Unidades Familiares Productoras (UFP) del
departamento de San Carlos, en los Valles Calchaquies, y 21
cabras provenientes de 3 UFP deldepartamento de Rosario de

Resultados. El 33,3% (17/51) de las muestras de cabras
presentd anticuerpos anti N. caninum, En el grafico se muestra
la cantidad de cabras analizadas de los 6 rodeos de las UFP
(A,B,C,D,E y F), con sus respectivas prevalencias a N.caninum
La mitad de los rodeos supera la prevalencia media del 33,3%.
Se encuentra diferencia estadistica significativa (p=0,0158) con
respecto al lugar en el que viven las cabras; siendo la
prevalencia a N. caninummenor en los Valles Centrales14,3%
(3/21) al compararlas con la de los rodeos de los Valles
Calchaquies 46,7% (14/30). Es 5,25 veces mas probable de
hallar anticuerpos anti N. caninum en los sueros de las cabras
provenientes de los Valles Calchaquies que en las cabras de
los Valles Centrales (OR=5,25; 95%IC= 1,23 a 21,65).

Discusién y conclusion. Los rodeos en ambas regiones tienen
condiciones de manejo semiintensivo, Si bien los animales
estan confinados en corrales que mantienen una situacion
propicia para la supervivencia de los ooquistes, también tienen
la oportunidad de alimentarse libremente en las zonas cercanas
a los corrales: La mayor exposicion de los animales al parasito
en los Valles Calchaquies podria ser consecuencia del manejo
de los animales caprinos y caninos

Lerma, en los Valles Centrales. Los 51 sueros fueron
analizados por Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) para
anticuerpos IgG- anti-N. caninum, siguiendo el procedimiento
de Unzaga (2014), los sueros fueron diluidos con PBS a partir
del:25 en microplacas. Se sembr6 10 ul de la dilucion 1:100 de
cada suero en un pocillo del portaobjeto, empleando 1 control
positivo y 1 control negativo, por cada portaobjetos (controles
LAINPA-Univ. Nac. La Plata); se incubdé a 37 °C durante 30
minutos en camara humeda; se lavé 3 veces con buffer de
carbonatos, en agitador. Se agrego6 10 ul de conjugado anti IgG-
caprino marcado con isotiocianato de fluoresceina (Sigma,
Aldrich), diluido en 1:100 en PBS; se incubé a 37°C por 30
minutos, en camara himeda, con 3 lavados posteriores con
Buffer carbonatos, en agitador. Finalmente, se hizo el montaje
de los cubreobjetos con buffer glicerinado. La lectura se realizé
en el microscopio de IF Arcano. La presencia de fluorescencia
completa periférica de los taquizoitos se consider6 como una
reaccion positiva (Paré, 1995 y Romero,1995). Andlisis de los
datos: Se utilizaron Excel e Epidat 4.2. La presencia de
anticuerpos anti N.caninum y su asociacion con el lugar de
procedencia de las cabras fueron analizadas por Chi-cuadrado
(x3) y por la Razén de Probabilidades (O.R).

0,0
A B c D E F
UFP
Rosaric de Lerma (Valles Centrales) San Carlos Valles Calchaguies)
Total de cabras Cabrasseropositivas = =«Frev. Toml= 3.3 %
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I5-COMPARACION ENTRE UN ELISA ESPECIFICO DE LEPTOSPIRA SPP Y LA PRUEBA MAT PARA
MONITOREAR LA RESPUESTA DE ANTICUERPOS VACUNALES EN BOVINOS
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Brihuega®2.martinez.mara@inta.gob.ar.
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Introduccion. La leptospirosis es una enfermedad zoondtica y
un grave problema econémico para la produccion bovina [1]. La
vacunacion estd recomendada para disminuir las pérdidas
econdmicas y la transmisién al humano. Nuestro objetivo fue
comparar un ensayoinmunoenzimatico (ELISA) especifico de
Leptospira spp con la prueba de aglutinacion microscopica
(MAT) para evaluar la respuesta de anticuerpos IgG de una
vacuna comercial en bovinos.

Materiales y métodos. Diez bovinos hembra biotipo britanico,
de entre dos a siete afios de edad, recibieron una vacuna
comercial basada en preparaciones de células enteras de
Leptospira interrogans (L.i.): Canicola, Icterohaemorrhagiae,
Pomona y Sejroe. Los animales recibieron la primer dosis el dia
cero (DO) y el refuerzo el dia 25 (D25). En los dias DO, D25, D49,
D76, D120 y D300 se les extrajo sangre y se les realizaron los
ensayos de ELISA y MAT. El ensayo de ELISA se prepar6 de
acuerdo a Martinez y col. [2]. El punto de corte (CO) se
determind a partir de la densidad éptica (DO) obtenida de los
diez sueros MAT negativos antes de la vacunacion [3]. La MAT
se realizé6 segun el manual de la OIE (OIE, 2019) [4]. Los
antigenos utilizados fueron L.i. Pomona Pomona Pomona, L.i.
Icterohaemorrhagiae Copenhageni M20, L. borgpetersenii (L.b.)
Tarassovi Perepelicin; L.i. Canicola Hond Utrecht IV, L.i. Sejroe
Wolffi 3705, L.i. Sejroe Hardjo Hardjoprajitno, L. b. Ballum
Castellonis Castellon 3 y L. kirschneri Grippotyphosa Moskva V.
La concordancia entre ambos métodos se evalué utilizando el
indice kappa (k) https://epitools.ausvet.com.au/comparetwotests

Resultados. El CO del ELISA resulté de una DO de 0,156. En
el tiempo cero (D0), ningin animal presentd anticuerpos
detectables mediante MAT (el 100% result6 <1/100) y la DO del
ELISA a 450 nm fue < 0,156 en todos los sueros bovinos (k = 1).
En el D25, MAT detectd anticuerpos especificos en el 40% de
los sueros bovinos mientras que el ELISA en el 90% (k = 0,20).
Luego de la dosis de refuerzo (D49), el 50% de los sueros
bovinos fueron positivos por MAT, mientras que el 100%
resultaron positivos por ELISA. La concordancia global entre
MAT y ELISA fue débil [k = 0.0826; IC del 95% (-0,0774-0,2426)].
La sensibilidad de cada técnica para detectar anticuerpos
vacunales fue del 95% para el ELISA [IC 95% (76,39-99,11)] y
45% para MAT [IC 95% (25,82-65,79)].

Discusién y conclusion. Dado que no existe una técnica
confiable para monitorear la respuesta immune vacunal a
Leptospira spp. en bovinos, evaluamos un nuevo IgG-ELISA [2]
para la deteccién de anticuerpos especificos vacunales frente a
multiples serogrupos de Leptospira spp. Nuestros resultados son
consistentes con trabajos previos que reportan baja sensibilidad
de MAT para la deteccién de anticuerpos inducidos por vacunas
[5]. Como resultado preliminar, el ELISA utilizado seria util para
evaluar la generacion de anticuerpos IgG inducidos por la
vacuna contra Leptospira spp, ya que mostré un mejor
desemperio que la prueba MAT.
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I6-DESARROLLO DE UN ELISA DE INHIBICION COMPETITIVO PARA EL DIAGNOSTICO
DE LA BRUCELOSIS EN BOVINOS, RESULTADOS PRELIMINARES
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Introduccion. La brucelosis es una enfermedad infecciosa
zoon6tica de relevancia mundial, causada por bacterias del
género Brucella que provoca desérdenes reproductivos en
animales. En bovinos es causada principalmente por Brucella
abortus. En Argentina, la proporcion de rodeos de cria y mixtos
con brucelosis en la zona de mayor produccion bovina es del
12,4%, mientras que para rodeos lecheros de la cuenca de
Santa Fe se ha reportado el 2,2%. Las herramientas para el
control de la enfermedad se basan en la vacunacion, deteccion
y segregacion de animales infectados. Las técnicas de
diagnostico serologico oficiales incluyen como tamiz la prueba
del antigeno tamponado en placa (BPA) en muestras de suero
sanguineo y la de ELISA indirecto en muestras de leche. Las
pruebas de seroaglutinacion en tubo (SAT) y 2-mercaptoetanol
(2-ME) en paralelo, polarizacion fluorescente (FPA) y ELISA de
inhibicion competitiva (ELISAc) se utilizan como pruebas
confirmatorias y la fijacion del complemento (FC) como prueba
de referencia, todas en muestras de suero sanguineo. En
Argentina se dispone de un ELISAc validado para la deteccion
de anticuerpos anti-B. abortus, basado en reactivos importados
que no se consiguen comercialmente. El objetivo de este
trabajo fue validar un ELISAc para deteccion de anticuerpos
anti-B. abortus en muestras de suero sanguineo basado en
reactivos producidos en la EEA Rafaela-INTA (ELISACraragLA)-

Materiales y métodos. El antigeno lipopolisacarido liso (SLPS)
de B. abortus cepa 1119-3 y el anticuerpo monoclonal (AcM)
anti-sLPS (AcM D7) se produjeron previamente en la EEA
Rafaela-INTA. El ELISAcraraeLa Utiliza como antigeno al sLPS
inmovilizado en una placa de poliestireno. Los sueros problema
y controles se agregaron en una dilucién 1/10 en buffer PBS +
EDTA/EGTA 0,075 M. Luego se afiadi6 el AcM D7 en una
dilucién 1/1000 en buffer PBS + EDTA/EGTA 0,075M, seguido
de un anticuerpo anti-IlgG de ratén conjugado con peroxidasa
en una dilucién 1/3000 en PBS + 0,05% tween-20. Se utiliz6
ABTS como sustrato cromégeno. En cada paso se realiz6 una
incubacion de 30 minutos a 25 °C y luego 3 lavados con buffer
PBS + 0,05% tween-20. Cada placa de ELISA incluy6 sueros
control positivo fuerte (C++), débil (C+), negativo (C-) y un
control de conjugado (Cc) sin suero. Se realizé una lectura
dindmica estandarizada para cuando el Cc alcanzara una DO=1
(= 20%) a los 10 minutos (+ 20%) de agregado el ABTS. Los
resultados se expresaron en porcentaje de inhibicién (%l)
respecto al control de conjugado, segun la siguiente formula: %l
= 100 — (DOmuyestra X 100) / DOcc. Para evaluar el ELISACraraeLA
desarrollado, se utilizaron muestras de suero sanguineo de 458
bovinos. Las muestras de suero sanguineo negativas se
obtuvieron de vacas (n = 299) mayores a 3 afios de edad
vacunadas con la vacuna de B. abortus C19 entre los 3 y 8
meses de edad, pertenecientes a un establecimiento lechero
libre de brucelosis en los Ultimos 10 afios. Las muestras de
sangre positivas se obtuvieron de vacas infectadas (n = 159) de
otro establecimiento lechero con antecedentes de brucelosis
(presencia de abortos y aislamiento bacteriol6gico). Todas las
muestras de suero fueron analizadas por duplicado mediante
ELISACraraeLnY FC. Los resultados obtenidos por ELISACraraeLa
se analizaron a través de una curva ROC utilizando el programa
Medcalc. Se determind el area bajo la curva (ABC), el punto de
corte optimo (PC) y la sensibilidad (Se) y especificidad (ES)
relativas a la FC con un 95% de confianza. Se evalud la

concordancia y el indice kappa (k) entre el ELISACraraeia Y la
FC.

Resultados. El ELISACraraeLA moOstro un ABC = 0,999 (95% IC
= 0,991 — 1,000). EI PC fue = 40 %l con una Se de 99,4% (95%
Cl = 96,4-100,0) y una Es de 100,0% (95% IC = 98,9— 100,0),
relativas a la FC. La concordancia entre ELISACraraea Y la FC
fue de 100,0 % con k = 1,00.
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Figura 1: Distribucién de los %l obtenidos por ELISACraraeLa CON un
punto de corte 240 %I en muestras de suero positivas y negativas a FC.

Discusién y conclusiones. En este ensayo preliminar el
ELISACraraeLs, basado en reactivos producidos en la EEA
Rafaela-INTA, mostré un alto rendimiento respecto de la FC. El
ELISAc es una prueba objetiva, rapida, automatizable y que
permite procesar gran ndmero de muestras por dia y por
operador. El espectrofotometro utilizado para su lectura puede
ser amortizado utilizandolo para diagnéstico seroldgico de otras
enfermedades. Se necesita una evaluacion y validacion
exhaustiva de la prueba para confirmar estos resultados, ya que
podria ser de gran utilidad como prueba confirmatoria para la
deteccion de anticuerpos anti- B. abortus en rodeos bovinos,
reemplazando a la prueba de ELISAc disponible, basada en
reactivos importados.
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Introduccién. La tuberculosis bovina es una enfermedad
crénica provocada por Mycobacterium bovis. Observaciones a
campo y experimentales, demuestran un amplio espectro de la
respuesta inmune en bovinos infectados. Se considera que
inicialmente predomina la respuesta celular y a medida que la
enfermedad progresa, se hace mas evidente la respuesta
humoral por anticuerpos. Bajo determinadas circunstancias, en
casos de tuberculosis muy avanzada y posiblemente
diseminada, el ganado puede volverse anérgico, condicién
durante la cual los animales no tienen respuesta inmune celular
detectable pero pueden tener altos niveles de anticuerpos
circulantes. La reglamentacion nacional vigente indica que todo
animal positivo a la Intradermorreaccion (IDR) en rodeos
infectados, debe enviarse con destino a faena. Son numerosas
las consultas que realizan los colegas sobre los resultados que
se obtienen al repetir la IDR y las posibles modificaciones de
las respuestas inmune celular y humoral con el avance de la
enfermedad; con este estudio se busco fortalecer dichas
inquietudes. El objetivo de este trabajo es “Evaluar los
resultados de repeticiones periddicas de pruebas que miden
inmunidad celular y humoral, en un establecimiento bovino con
antecedentes de tuberculosis”.

Materiales y métodos. El trabajo se desarroll6 en un rodeo
bovino lechero que contaba con antecedentes de tuberculosis
confirmados por lesiones compatibles y aislamientos de M.
bovis. Se realizé inicialmente el diagnéstico por IDR, con 0.1 ml
de PPD bovino a todos los animales adultos, aproximadamente
500 vacas; las que resultaron negativas fueron evaluadas con
una técnica de ELISA desarrollada por Griffa N. (2020). La
extraccion de sangre para esta prueba se realiz6 a los 14 dias
posteriores a la inoculacion con PPD bovino, momento
coincidente con la estimulacion maxima de la respuesta inmune
humoral que describen varios autores. Todos los animales
positivos a las técnicas fueron trasladados a un campo sanitario
donde se realiz6 el presente ensayo. Quedaron asi
conformados dos grupos segun ingresaron por ser positivas a
IDR (n: 79) 0 a ELISA (n: 40). A partir de este momento, se
repitieron ambas pruebas diagnésticas en 4 oportunidades (1ra,
2da, 3ra, 4ta) durante un periodo de 10 meses
(aproximadamente 3 meses entre ellas). Se analizaron las
repeticiones_de cada animal en cada grupo evaluando si las
respuestas celular y humoral mantenian un comportamiento
esperado o erratico en el tiempo segun la enfermedad va
progresando. Considerando las curvas inmunitarias, lo
esperado para la IDR fue que los animales mantengan su
positividad o decaigan con el tiempo pero no vuelvan a dar
positivos en otras repeticiones; y los ingresados por ELISA se
mantengan positivos en el tiempo (Figura 1).

Figura 1

Resultados
IDR (respuesta celular) n=79
lra 2da 3ra 4ta total
B P B P 16 (20%)
P P P N 4 (5%)
B P N N 5 (6%)
B N N N 6 (8%)
N N N N 18 (23%)
Erratico(intercalando P y N) 30 (38%)
ELISA (respuesta humoral) n=40
1ra 2da 3ra 4ta total
B B P B 16 (40%)
P P P N 10 (25%)
P P N N 7 (17.5%)
B N N N 4 (10%)
N N N N 1(2.5%)
Erréticos (intercalando P y N) 2(5%)

Discusién y conclusiones

Con respecto a la IDR que mide respuesta celular se puede
indicar que: *16 (20%) animales repitieron IDR positiva a lo
largo de los 10 meses de estudio. Estos resultados estarian
indicando que en un alto porcentaje de animales (80%) se
presentan variaciones detectables de la respuesta inmune
celular. *33 animales (42%) se fueron negativizando en
sucesivos muestreos, lo que podria indicar que la respuesta
celular fue disminuyendo; 18 (23%) de estos no volvieron a ser
positivos luego del primer diagndstico, siendo esta situacion
preocupante por la posibilidad de mantener la enfermedad sin
ser detectados.Estos resultados resaltan la importancia de una
periodicidad mas corta de realizar la IDR en campos problemas
ya que animales infectados pueden dar IDR negativa con el
paso del tiempo.*Finalmente, hubo 30animales (38%) que
tuvieron comportamiento erratico en las repeticiones,
intercalando resultados positivos y negativos. Resaltando con
ello variaciones en la respuesta inmune celular. Con respecto a
las repeticiones en el grupo de ELISA:*16 (40%) mantuvieron
titulos detectables por la técnica en los 10 meses y 22(55%) se
fueron negativizando durante ese periodo. Solamente 2
animales (5%) tuvieron comportamiento erratico. Esto podria
estar evidenciando una caida de la respuesta humoral con el
avance de la enfermedad. La cantidad de animales que no
pueden volver a ser clasificados como positivos en sucesivas
IDR; los que no muestran a través de técnicas de campo un
comportamiento esperable acorde a lo que sabemos sobre la
evolucién de la respuesta inmune; la posible tendencia a la
caida de la inmunidad humoral con el avance de la enfermedad,
y el concepto de latencia (no estudiado en este trabajo), pueden
ser factores que contribuyan a comprender las dificultades que
se plantean en el saneamiento de rodeos que presentan medias
y altas prevalencias durante varios afios, alin combinando
técnicas diagnosticas. Son necesarios mas estudios que
indaguen en la dindmica de la enfermedad en rodeos en
saneamiento.
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Introducciéon. La prueba oficial de diagndstico para la
tuberculosis bovina (TB) es la intradermorreaccion, la cual
consiste en la inoculacién intradérmica de un derivado proteico
purificado de la cepa de Mycobacterium bovis AN5 (PPDb) y en
la posterior medicion de la reaccion de hipersensibilidad
retardada producida luego de las 72 h de su inoculacién. Existe
otra prueba, el ensayo de gamma interferon (yIFN), que permite
identificar animales sensibilizados luego de la estimulacion de
linfocitos con PPDb o antigenos especificos de M. bovis. El
PPDb es una mezcla compleja, principalmente de proteinas y
lipidos que puede inducir reactividad cruzada con proteinas
codificadas en el genoma de micobacterias ambientales (MA).
Asi, los animales no infectados con M. bovis que se encuentren
sensibilizados por una exposicién previa a las MA también
podrian reaccionar al PPDb, dando como resultado un
diagnéstico falso positivo. El uso de proteinas ausentes en la
mayoria de las MA en las pruebas de diagndstico mejoraria la
especificidad en la deteccion de M. bovis. El objetivo del trabajo
consistié en evaluar la respuesta inmune mediada por células
utilizando antigenos especificos para el diagnéstico de M.
bovis, en bovinos desafiados experimentalmente con tres
especies de MA.

Materiales y métodos. Para el desafio se utilizaron tres cepas
de MA: Mycobacterium phlei, Mycobacterium porcinum y
Mycobacterium fortuitum. Las dos primeras se aislaron de
carcasas bovinas con lesiones detectadas en frigorifico® y la
Ultima de una muestra de leche de tanque de enfriado de
tambo?. La caracterizacién molecular de los aislamientos se
realiz6 mediante la secuenciacion del gen que codifica la
subunidad ribosomal 16S. Para el ensayo experimental se
seleccionaron 20 terneros Aberdeen Angus, de 3 a 4 meses de
edad, negativos a TB y Paratuberculosis, los cuales fueron
divididos en 4 grupos. El G1 (n=5) se infecté con M. phlei, el G2
(n=5) con M. porcinum, el G3 (n=5) con M. fortuitum y el G4
(n=5) grupo control sin infectar (inoculado con PBS 1X estéril).
La infeccion experimental se realizé por via oral, con 1x10°
UFC de cada cepa en dos tiempos con un intervalo de 7 dias.
Se tomaron muestras de sangre heparinizada por puncién
yugular de todos los animales el dia de la inoculacién (dia 0) y
cada 14 dias hasta los 3 meses del comienzo del ensayo. La
determinacion de yIFN se realiz6 con un kit comercial (D
screen® ruminant IFN-y, IDVet, Francia) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La estimulacion de la sangre se
realiz6 con el PPDb y PPD aviar (PPDa) (4 ug/mL) provistos por
el Kit y con antigenos recombinantes: Mb2845c® y ESAT6-
CFP10 (10 pg/mL) (Lionex, GmbH, Alemania). Se realizé la
lectura de a 450 nm en un lector de ELISA (Thermo
Labsystems®; Model 352), en términos de densidad Optica
(DO). El andlisis estadistico se llevo a cabo mediante un modelo
lineal mixto, con mediciones repetidas en el tiempo
(SAS/STAT® 9.2). El ensayo experimental fue aprobado por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Experimentacion —INTA/CeRBAS (Resolucion 072/2016).

Resultados. En todos los grupos inoculados se observo
respuesta inmune detectable frente a los antigenos estudiados,

siendo significativa (p<0.05) frente al PPDb en el grupo control
no desafiado en comparacion con los tres grupos de animales
inoculados. Frente a PPDa el grupo control difirio
estadisticamente (p<0.05) de los grupos G1 y G2, pero no asi
del G3. La respuesta de los terneros del G2 frente a los PPDb
y PPDay a los antigenos recombinantes fue significativamente
superior (p<0.05) respecto de la observada en los otros grupos
durante todo el ensayo, con excepciéon de la semana 6 pos
infeccion en la que se observo que la respuesta del grupo G1
al PPDb fue levemente mayor. El patrén de respuesta del G1y
G3 fue similar para todos los antigenos, observandose un
aumento en la reactividad en la semana 6 y 8 post infeccion,
gue luego decrecié hasta la semana 12. La magnitud de la
respuesta observada frente a ESAT6-CFP10 fue menor que la
observada para los PPDs y similar a la respuesta por parte del
antigeno Mb2845c, con excepcion de un pico en la semana 12
en el grupo inoculado con M. porcinum. El antigeno Mb2845c¢
mantuvo niveles bajos de reactividad en todos los grupos
inoculados hasta el final del ensayo.

Discusién y conclusidn. La sensibilizaciéon de bovinos con MA
provoc6 una respuesta inespecifica detectable mediante la
prueba de yIFN frente a los PPDb y PPDa, lo cual coincide con
lo observado por Waters* en un estudio realizado con terneros
inoculados con M. kansassi. Esto sugiere que la respuesta
inmune del huésped a diferentes MA puede afectar la
interpretacion de los resultados obtenidos durante el ensayo de
yIFN. Por este motivo, la caracterizacion de antigenos
especificos de M. bovis que puedan complementar de forma
eficiente al PPDb es necesaria. En concordancia con lo
observado por Eirin®, el antigeno Mb2845¢ fue el que mejor
discrimind la respuesta inmune por parte de los animales
inoculados con las MA. Son escasos los trabajos realizados en
bovinos relacionados con esta tematica en Argentina. Este es
el primer trabajo realizado en nuestro pais, donde se evalué la
respuesta inmune mediada por células frente a antigenos
especificos en bovinos infectados experimentalmente con MA
aisladas a partir de bovinos.
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Introduccién. La tuberculosis bovina (TB) produce un impacto
negativo en la producciéon pecuaria y la salud publica. La
respuesta inmune a la infeccion es predominantemente
mediada por células. En ello se fundamenta el diagnéstico a
través de la prueba tuberculina o intradermorreaccion (IDR).
Actualmente, Argentina cuenta con un plan nacional de control
y erradicacion (1), basado en el diagnostico a través de la IDR.
Sin embargo, existen evidencias de bovinos no reactores a la
IDR que presentan lesiones compatibles con TB, siendo
identificados por medio del test serolégico ELISA (2). En este
sentido, se ha descripto que la respuesta mediada por
anticuerpos resulta capaz de detectar animales infectados.
Diversos estudios proponen el uso complementario IDR
seguido de ELISA, con el fin de lograr un control mas eficiente
de la TB (2,3). El objetivo de este trabajo fue describir la
evolucion de la frecuencia de TB utilizando al ELISA como
diagnostico complementario a la IDR.

Materiales y métodos. Fueron seleccionados tres
establecimientos lecheros de las provincias de Cérdoba (A 'y B)
y Buenos Aires (C), con antecedentes de TB endémica. Estos
campos presentaban un historial de, al menos, tres afos de
saneamiento utilizando el esquema de diagndstico (IDR) y
eliminacion de los reactores, sin lograr el objetivo. Los
establecimientos A, B y C presentaban una prevalencia inicial
del 14%, 2,5% y 3,8%, respectivamente. En ellos se llevd a
cabo la estrategia de uso combinado en serie (IDR seguido de
ELISA), la cual se aplicé durante dos afios seguidos. La
aplicacion y lectura de la IDR continu6 a cargo del veterinario
acreditado quién, ademas, colecté muestras de suero de los
bovinos adultos negativos a la prueba, entre 15 y 25 dias post
IDR, aprovechando asi el efecto booster que esta técnica
genera (3,4). La prueba de ELISA se realizé semestralmente,
contabilizando cuatro anélisis en cada establecimiento de
acuerdo al procedimiento descripto previamente (2). La
evolucién de TB en el rodeo fue evaluada en base a los
resultados de IDR obtenidos durante el periodo de estudio.
Todos los animales positivos a cualquiera de las dos técnicas
fueron segregados y eliminados del rodeo entre 5 y 10 dias
posteriores a los resultados.

Resultados. Fueron realizados un total de 6036 andlisis
mediante el test ELISA, correspondientes a 1509 bovinos. En
los tres rodeos se detectaron 141 animales reactores a la IDR
y otros 57 al ELISA, en los distintos analisis realizados (tablal).
La frecuencia de ELISA positivo para cada establecimiento fue
de: A (2,7%, 1,5%, 0% y 0,3%) B: (3%, 0%, 1% y 0%), y
C:(2,2%, 0,9%, 0,3% y 0%). En todos los casos analizados se
confirmé la presencia de M. bovis a través de
bacteriologia/PCR. (Tabla 1)

Discusion. Este estudio explora la frecuencia de positividad
que puede observarse a la prueba IDR+ELISA en tres rodeos
lecheros endémicos. Si bien no se logro la erradicacion de TB,
en los tres casos se obtuvo un descenso marcado en la
frecuenciade animales infectados (IDR reactores). En este
sentido, se identificaron 57 animales negativos a la prueba
diagnostica oficial, de los cuales en 12 de ellos se pudo

corroborar la infeccion por M. bovis, cuya permanencia hubiera
implicado un riesgo de infeccion para el resto del rodeo. Los
resultados obtenidos indican que el uso de ELISA a
continuacion de IDR, en conjunto con la implementacion de
medidas de biocontencién, podria contribuir al control de la TB.
Futuros estudios seran necesarios para validar la prueba de
ELISA y su uso combinado con IDR, a fin de su incorporacion
en los programas de control.

Rodeo A Rodeo B Rodeo C
(n=348) (n=472) (n=689)
Andlisis IDR ELISA IDR ELISA IDR ELISA
9 12 14 26 15
0
o i) 2,7%) | (2,5%) (3%) (3,8%) (2,2%)
11 5 6
0/ 0,
2 (3.24%) (1.,5%) 9(19%) | O 14 (2%) 0,9%)
3 9 2
0, 0
< (@) g (0,63%) S0 (1,3%) (0,3%)
4 1 (0,3%) a 1(0,2%) | O 2 0
’ (0,3%) ! (0,3%)
Total 65 15 25 19 51 23

Tabla 1: Total de animales diagnosticados como positivos a la IDR y al
ELISA en los cuatro andlisis realizados.
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ntroduccién

Neospora caninum es un protozoo Apicomplexa que afecta a
los animales de produccién incluyendo bovinos y bufalos de
agua (Bubalus Bubalis) (Dubey et al., 2017). En el ganado
bovino es causal de abortos y las pérdidas econémicas a nivel
nacional se estimaron en mas de U$S 30 millones (Moore et
al., 2013). La deteccion de anticuerpos contra N. caninum en
bufalos ha sido reportada en diversos paises. En Argentina, se
detectaron anticuerpos especificos en el 64% de bufalos
pertenecientes a diferentes establecimientos productivos
(Campero et al., 2007). Aungue su rol como agente causal de
abortos requiere mayores investigaciones, la muerte fetal fue
inducida experimentalmente (Konrad et al., 2012). Las
pruebas diagnosticas que detectan anticuerpos contra N.
caninum en suero son herramientas Utiles para el diagnéstico,
vigilancia y control. Particularmente, la técnica de ELISA (del
inglés Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) ha sido
ampliamente establecida para el diagnéstico de neosporosis,
ya gue es una técnica facil y rapida (Atkinson et al., 2000). El
objetivo del presente trabajo es evaluar el desemperfio de un
ELISA de competicién para la determinacién de anticuerpos
anti-N. caninum en muestras de suero bovino y bubalino.

Materiales y métodos

Se tomaron muestras de sangre (n=82) de bovinos de
animales pertenecientes a un rodeo lechero ubicado en la
Cuenca Lechera mary Sierras. Ademas, se tomaron muestras
de sangre (n=58) de bubalinos de un establecimiento ubicado
en la provincia de Corrientes. Las muestras fueron evaluadas
mediante un ELISA de competicion comercial (ELISAc, ID
Screen® Neospora caninum competition, IDVet - gentiimente
donado por Immunology SRL), calculando el porcentaje de
competicion (S/N%) a partir de las densidades Opticas
obtenidas a 450nm; un ELISA kit comercial (ELISAI,
CIVTEST® BOVIS NEOSPORA, HIPRA), calculando el indice
relativo al control positivo (IRPC) a partir de las densidades
Opticas obtenidas a obtenidas a 405nm (Wapenaar et al. 2007)
(solo para muestras de origen bovino) y mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFI), utilizando una dilucion
sérica de 1:100 (Dubey et al., 2006). Se compard la proporcion
de casos positivos empleando la prueba de McNemar (Proc.
FREQ, SAS Studio v3.8). La concordancia se evalu6 en base
al Porcentaje de acuerdo positivo, negativo y total (Cicchetti y
Feinstein, 1990) y al indice Gwet AC1 (Gwet, 2002, Paquete
“rel” v1.3.1, Rv3.5.1).

Resultados

La proporcion de muestras positivas no  difirio
significativamente entre técnicas (P>0,10) (Tablal). El
porcentaje de acuerdo positivo y negativo entre técnicas fue
superior al 98% para muestras bovinas, aunque relativamente
mas bajo para muestras de bufalos (acuerdo total: 87,9%,
Tabla 2). La concordancia (indice AC1) de los resultados del
ELISAc con respecto a ELISAI e IFI fue

excelente para muestras de bovinos (0,98 y 0,96,
respectivamente, Tabla 2). Con respecto a ELISAc e IFI para

Tabla 2: Porcentaje de acuerdo y concordancia entre técnicas.

muestras de bufalos también la concordancia fue alta (0,83,
Tabla 2).

*No se detectaron diferencias significativas entre técnicas (P > 0,10)
Conclusién y Discusién

Los valores de acuerdo positivo y negativo entre las tres

Tabla 1: Frecuencia de Neospora caninum segun la técnica empleada.

Técnica n Proporcion de
Bovinos (n=82) a o
ELISAc 18 14,29
ELISAi 19 15,08

IFI 18 14,29
Bubalinos (n=58)

ELISAc 49 84,48

IFI 48 82,76

técnicas fueron significativos y la concordancia observada del
ELISAc con respecto a ELISAI e IFI fue excelente, aunque
levemente mayor para el ELISAIi que para el IFI en el caso de
bovinos. Resultados similares se obtuvieron al comparar en
muestras de bulfalos el ELISAc e IFl. Estos resultados
indicarian que el ELISAc tiene la misma capacidad diagnoéstica
para neosporosis que el ELISAi y la técnica de referencia
utilizada (IF1).

La frecuencia de anticuerpos contra N. caninum es coincidente
con los reportes previos (Campero et al., 2007). Aunque la
enfermedad fue reproducida experimentalmente (Konrad et
al., 2012) la importancia de este agente como causal de
abortos espontaneos deberia investigarse. No obstante, es
comun la convivencia de bovinos y bubalinos en los sistemas
de produccién del noreste argentino pudiendo, el bufalo de
agua, ser reservorio de la enfermedad (Moore et al., 2014). Es
necesario analizar un mayor numero de muestras
provenientes de rodeos con diferentes prevalencias de
Neosporosis en bovinos y bubalinos especialmente, distintas
condiciones de produccion y otras especies animales para
determinar sensibilidad, especificidad y puntos de corte
optimizados respectivamente.
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Técnicas n Porcentaje de acuerdo Gwet’s AC1
Negativo Positivo Total AC1 1C95%

Bovinos

ELISAc vs. ELISAI 82 99,2 97,3 98,8 0,98 0,94-1

ELISAc vs. IFI 82 98,5 94,1 97,6 0,96 0,91-1

ELISAi vs. IFI 82 99,2 97,3 98,8 0,98 0,94-1

Bubalinos

ELISAc vs. IFI 58 63,2 92,8 87,9 0,83 0,71-0,96
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Introduccién. La toxoplasmosis es una infeccion sistémica
de distribucion mundial producida por el protozoo parasito
intracelular Toxoplasma gondii. Es considerada como una de
las principales causas de abortos y muertes perinatales en
caprinos, ocasionando grandes pérdidas econémicas a los
productores. Las cabras infectadas presentan anticuerpos
anti-T. gondii y los niveles y dinamica de éstos pueden variar
segun se trate de una toxoplasmosis aguda, a una reinfeccion
o reactivacion ouna infeccion crénica®. La gestacion, parto y
lactancia son momentos o estados fisiologicos en que las
cabras pueden manifestar cambios hormonales e
inmunolégicos que facilitarian la reactivacion de la infeccion
cronica?. La reactivacion/reinfeccion de la toxoplasmosis
puede evidenciarse por el incremento significativo en los
niveles de anticuerpos en muestreospareados. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la dinamica de los anticuerpos anti-
Toxoplasma gondii en cabras naturalmente infectadas desde
el segundo terciode la gestacion hasta los 100 dias de
lactancia.

Materiales y métodos. Se obtuvieron muestras de suero de
13 cabras adultas, biotipo lechero de cruza ¥ Saanen ¥ Anglo
Nubian, durante gestacion y lactancia, pertenecientes a la
Unidad Experimental Caprina de la FCAyF-UNLP. Se
realizaron cuatro muestreos: a los 90-100 dias de la gestacion
(G), almomento del parto (P) y alos 70 y 100dias de lactancia
(L70 y L100, respectivamente). Los sueros se analizaron por
la técnica de Inmunofluorescencia indirecta (IFI) en diluciones
en base 2 a partir de 1/100, con taquizoitos de la cepa RH de
T. gondii como antigeno, conjugado anti-lgG de cabra
comercial. Se evalué el titulo individual y el promedio de titulos
de IFI de todas las cabras en cada muestreo. Se considero
seroconversion a la variacion significativa de titulos (al menos
4 veces) entre muestras pareadas.

Resultados. Todas las cabras resultaron seropositivas en
todos los muestreos. La distribucién de titulos se representa
en laTabla 1.

Titulo o P (M) L(r7]§) L(ln(;o
100 1 0 0 0
200 0 0 0 0
400 @ 1 0 0
800 1 1 3 1
1600 1 3 7 5
3200 0 0 2 5
6400 @ 2 1 1

12800 2 3 0 1

25600 2 3 0 0

i

La dinamica de los titulos de anticuerpos anti-T. gondii de
cabras con y sin seroconversion se representa en la Fig. 1.

Variacion del nivel de anticuerpos anti-T. gondii segun estado fisicldgico
25600 &
. 12630

12800

9210 .
6400 H i . * 000
3200 +2240
1500 , 2533 42538 i
31333

41333

Titulos de IFI

400 H .

90-100 dias de Parto 70 dias de Lactancia 100 dias de Lactancia
Gestacién
Estado Fisiologico

i6n (n: 10) ~o-Sin i6n (n:3) 4 Distribucién de muestras por titulo o [n}

Referencias: Los nimeros del gréfico indican el promedio de
titulos.

Discusion y conclusién. Se detect6 una alta tasa de
seroconversion positiva y negativa, entre el segundo tercio de
la gestacion y el parto, y entre el parto y los 70 dias de
lactancia, respectivamente. Se evidenci6 un aumento del
promedio de anticuerpos durante el Gltimo tercio de la
gestacion, con un pico al parto, para luego disminuir
paulatinamente en la lactancia hasta los 70 dias.
Posteriormente se evidencié un aumento menor a los 100
dias de lactancia. Estos datos permiten suponer una
infeccién activa en el dltimo tercio de la gestacion de la
mayoria de las cabras, lo que podria deberse a una
reinfeccion o reactivacion de la infeccién. El descenso en
los niveles de anticuerpos luego del parto podria tener
relacion directa con la vida media de éstosy con una “pérdida”
acelerada por su excrecion en leche. El leve aumento del
promedio de anticuerpos detectado luego de pasado el pico
de lactancia (100 dias), podria sugerir una nueva
reactivacion. Estos datos sugieren que la gestacion y la
lactancia son periodos fisiolégicos estresantes que
contribuirian a un menor control de patégenos intracelulares
y una mayor produccion de anticuerpos. Estos factores
permitirian lareactivacion de infecciones crénicas con T.
gondii, aumentando la probabilidad de transmision
transplacentaria de taquizoitos al final de la gestacion y su
aparicion eventual en calostro y leche. Se prevé continuar con
los estudios para establecer la asociacionde los niveles de
anticuerpos y la aparicion del protozooen calostro o leche y
determinar la potencial transmision lactogénica de la
toxoplasmosis.
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Introduccién. Introduccion. La Fasciolosis (Fasciola hepatica)
es considerada como una de las enfermedades parasitarias
mas importantes de los rumiantes domésticos, que ademas
afecta a gran cantidad de animales herbivoros y omnivoros, y
ocasionalmente al hombre. Es endémica en las éareas del
noroeste argentino favorables para esta parasitosis, afectando
a varias especies de ganado. La region puna se caracteriza por
pastizales de altura en promedio entre los 4500 m snm, el clima
es seco y frio, con amplitudes térmicas de 30 °C. La ganaderia
de altura se desarrolla a escala familiar con pequefios
productores, siendo la principal actividad econémica en vastas
regiones de la puna, por cuento la sanidad animal adquiere
mayor relevancia. El objetivo de éste trabajo es reportar un
brote de Fasciolosis clinica en un rebafio de ovinos, y el severo
impacto productivo producido.

Materiales y métodos. El caso se presenté durante el invierno,
en un rebafio con 250 ovinos al momento de la visita, ubicado
en la localidad de La Banda, en cercanias de la ciudad de Abra
Pampa, a 3474 msnm. Segun el relato del propietario la
mortandad acumulada en dos meses era de aproximadamente
120 animales. Se realiz6 la anamnesis, la inspeccion del rebafio
y del predio de las instalaciones, que contaba con alambrado
perimetral, utilizando como abrevadero una laguna natural. Se
realizd la exploracion clinica de varios animales, se tomo
muestras de sangre en tubos con EDTA, por venopuncion
yugular, para analisis de parametros de hematologia clinica de
4 animales adultos, y posteriormente se realiz6 la necropsia de
2 animales representativos clinicamente.

Resultados. Durante la inspeccion clinica del rebafio durante
el movimiento de los mismos, puso en evidencia animales
débiles, los cuales se quedaban quietos o caian en postracion,
marcadamente agitados. El recuento de eritrocitos promedio
fue de 3,390 Mill. /mm?, el indice de hematocrito promedio fue
de 13,2 %, mientras que los valores promedio de proteinas
totales, albumina, globulinas fue de 3,34 %, 1,14 %, 2,20 %
respectivamente. Se realizo el examen clinico de 8 animales,
observandose marcada tumefaccion blanda fluctuante indolora
submandibular (Foto 1), con palidez marcada de las mucosas
orales y conjuntivales (Foto 2). La palpacion de zonas
corporales para determinar su estado corporal determiné con
baja condicién corporal a todos los animales examinados. La
necropsia de ambos animales evidenci6 severo edema
gelatinoso amarillento subcutdneo, marcada palidez muscular
con alto grado de atrofia y ausencia de grasa de cobertura (Foto
3). Se observé hidrotérax moderado, hidropericardio, atrofia
gelatinosa de la grasa de reserva cardiaca y perirenal, ascitis
severa y edema mesentérico severo gastrointestinal. El higado
presentaba apariencia hipomegalica, de color palido y
consistencia semielastica al tacto, con depresiones
blanquecinas difusas. La vesicula biliar se encontraba pletérica,
con bilis espesa amarillenta y gran cantidad de formas
parasitarias adultas de Fasciola hepatica. Los canaliculos
biliares se observaban muy marcados, tortuosos y dilatados,
con abundante cantidad de formas parasitarias de Fasciola
Hepatica obturando la luz canalicular (Foto 4). Al corte del
6rgano se observé marcada palidez parenquimatosa de
aspecto fibroso engrosando la trama biliar, con presencia de
formas parasitarias de F. hepatica dentro de los canaliculos
biliares. No se observaron lesiones abomasales compatibles
con accion parasitaria

Conclusiones. Los hallazgos hematol6gicos demuestran una
severa anemia e hipoproteinemia con marcada
hipoalbuminemia, en concordancia con hallazgos clinico
patologicos observados, que junto a la severa parasitacion por
Fasciola Hepatica determinan el diagnéstico establecido. El
grado de desnutricion y anemia observados, se adjudica a la
infestacion parasitaria severa, posiblemente agravado por la
carencia forrajera en un ambiente arido y con pobre
disponibilidad sobre todo a finales de invierno. La laguna natural
posiblemente sea el origen y el reservorio permanente de la
parasitosis detectada. A pesar de las recomendaciones
terapéuticas y de manejo nutricional efectuadas, se considera
gue posiblemente la mortandad y la pérdida productiva prosiga
debido a la gravedad de la signologia clinica observada
aproximadamente el 40 % del rebafio. Se considera oportuno
describir éste caso debido al alto impacto sanitario y econémico
gue puede causar la desatencién de éste tipo de parasitosis en
ambientes aridos y extremos, con escases de aguas seguras.
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Introduccidn. La neosporosis bovina es una de las principales
causas de aborto bovino en todo el mundo. Ante la ausencia de
vacunas y tratamientos farmacologicos, el control de la
enfermedad se basa en la identificacion de animales infectados
asociado a medidas de manejo. Con la finalidad de reducir el
impacto de los abortos, una practica sanitaria habitual es limitar
0 evitar reponer con vientres seropositivos a Neospora caninum.
La identificacion de estos animales generalmente se realiza
previo al primer servicio mediante la deteccién de anticuerpos
(Ac) anti-N. caninum. Sin embargo, debido a la dinamica de la
interaccion hospedador-parasito, una proporcion de animales
infectados pueden resultar falsos negativos con estas técnicas
serolégicas y perjudicar el control de la enfermedad.
Considerando la importancia de la respuesta inmune celular
generada por el hospedador frente al parasito, se ha evaluado
una prueba intradérmica (PID) en bovinos formulada con
antigenos de N. caninum como alternativa de diagnéstico, la que
ha mostrado una reaccién local en bovinos infectados con un
tamafio diferencial en relaciéon con no infectados, aun cuando los
niveles de anticuerpos caen por debajo del limite de deteccién
de las técnicas serolégicas. El objetivo de este trabajo es
determinar los valores de sensibilidad (Se) y especificidad (Es)
de la PID para la deteccién de animales infectados con N.
caninum y evaluar el potencial comportamiento de la misma bajo
una combinacion “en paralelo” con las técnicas seroldgicas
utilizadas de forma rutinaria en el diagnéstico de neosporosis
bovina.

Materiales y métodos. Fue utilizado un total de 115 registros de
hembras bovinas inoculadas con un lisado de taquizoitos de N.
caninum por via intradérmica en la region cervical. El crecimiento
del pliegue cutaneo en el sitio de inoculaciéon (medida con un
calibre (mm) 48 horas pos-inoculacion) y el resultado serologico
obtenido mediante inmunofluorescencia indirecta (IFl) y ELISA
indirecto (HIPRA-CIVTEST) de todos los animales fue la
informacion considerada para determinar los valores 6ptimos de
Se y Es en base a punto de corte establecido mediante un
andlisis de curva ROC (MedCalc v.4.1). De esta forma, la
variable a analizada fue el crecimiento del pliegue cutaneo (mm)
y animales seropositivos a IFl (1/200) y a ELISA (IRPC < 10)
fueron considerados como verdaderos positivos. Bajo este
ultimo criterio, un total de 79/115 hembras fueron positivas y
36/115 resultaron negativas. Para evaluar el comportamiento de
la prueba intradérmica en una estrategia “en paralelo” con las
técnicas serolégicas se utilizd el software Winepi 2.0
considerando los valores promedios de Se y Es reportados por
Campero y col., 2017 siendo la Se: 92.1% y Es: 95,5% para la
técnica de ELISA y una Se: 84.5% y Es: 92.8% para IFI.

Resultados. El punto de corte que optimiza los valores de Se y
Es obtenidos mediante el andlisis de una curva ROC fue de 1.5
mm de crecimiento del pliegue cutaneo 48 h posteriores a la
inoculacion intradérmica (Grafico 1). Los valores de Se y Es para
ese punto de corte fueron de 63% y 94% respectivamente y el
area bajo la curva (AUC) fue de 0.79 (0.707-0.862) con un IC
del 95%.
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Figura 1. Curva ROC obtenida para la determinacién de punto de corte,

Se y Es de la PID para N. caninum

En base a los valores obtenidos para la PID, la evaluacion de la
performance en términos de Se y Es de una estrategia “en
parelo” basada en la combinacién con una de las de las técnicas
serolégicas cominmente utilizadas puede observarse en el
Cuadro 1.

.ESTRATEGIA EN

0, 0,

PARALELO 5 (0) =
IFI + PID 94.3 87.2
ELISA + PID 97.1 89.8

Cuadro 1. Valores de Se y Es basados en una estrategia en paralelo entre
técnicas seroldgicas y PID

Conclusién y discusion. Los valores de Se y Es obtenidos para
la PID fueron aceptables y el AUC obtenido indica que la prueba
es capaz de discriminar animales positivos y negativos.
Asimismo la estrategia “en paralelo” permitiia aumentar
performance de las técnicas en comparacion con su utilizacién
de forma individual. La identificacion de animales infectados es
el punto de partida para el control de la neosporosis bovina. En
base a ello, la evaluacion de una técnica de diagndstico que
ponga de manifiesto la inmunidad mediada por células,
fundamental en el control de la infeccion con patégenos
intracelulares como N. caninum, sumado a la posibilidad de
utilizar una estrategia que combine la aplicacién de técnicas que
detecten ambos tipos de respuesta inmune podria optimizar la
Se aumentando la capacidad para detectar animales infectados
y con ello el control de la neosporosis bovina.
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Introduccién. La llama (Lama glama) es una fuente de fibra y
carne, indispensable para la subsistencia familiar de una amplia
region del altiplano jujefio. Sarcoptes scabiei es un acaro
parasito mundialmente expandido causante de la sarna
sarcoptica en humanos, animales domésticos y silvestres.
Signos clinicos de sarna se observan unas cuatro semanas
después de la exposicion, cuando se establece una poblacion
de &caros en el hospedador. Inicialmente los acaros pueden
suprimir la respuesta inmune del huésped, pero al aumentar la
densidad de &caros, el huésped comienza a exhibir una
reaccion de hipersensibilidad que provoca inflamacion de la
piel. Los efectos de la enfermedad incluyen afecciones en la
piel, cambios en el metabolismo, la reproduccion, el
crecimiento, la termorregulacion y sistema inmune, asi como
también efectos en el comportamiento como irritacion y falta de
alimentacion con pérdida de condicion corporal, e inclusive la
muerte. Jujuy posee la mayor poblacion de llamas del pais,
cohabitando en muchas regiones con especies silvestres como
la vicufia (Vicugna vicugna) y otras especies domésticas como
ovinos o caprinos. El objetivo de éste trabajo es describir los
diferentes grados de presentacion clinica de la sarna sarcéptica
en llamas del altiplano jujefio.

Materiales y métodos. Se inspeccionaron 10 tropas de llamas
ubicadas en los departamentos de Susques (7), Santa Catalina
(2) y Rinconada (1) en que presentaron brotes de
dermatopatias durante otofio e invierno en 2011, 2012, 2017 y
2018. Se caracterizaron las lesiones observadas, y se
realizaron raspajes profundos de piel, conservados en etanol
70% y luego clarificados con hidréxido de potasio, para su

posterior observaciéon con microscopio 6ptico. En algunos
casos también se realizaron raspajes de piel de cadaveres de
vicufias que presentaban similares lesiones dérmicas.

Resultados. Clinicamente se observaron cuadros leves,
moderados y severos, siendo los casos extremos aquellos que
presentaban mas del 50 % del cuerpo afectado y con evidente
infeccién secundaria. Los cuadros leves presentaron alopecia
papular principalmente en la cara, alrededor de los labios y ojos,
comunmente observada en crias lactantes, relacionada con la
transmision del agente etiolégico desde la region inguinal
mamaria de la madre. Los cuadros moderados presentaron
alopecia costrosa liquenificadas grisaceas, con grietas
eritematosas, localmente extendidas en la mitad inferior de los
miembros, zona peribucal, periocular, orejas, region inguinal, y
perineal. Los cuadros severos correspondian a lesiones mas
extendidas abarcando los 4 miembros completos, axilas,
abdomen, periné y cara, con alopecia severa, engrosamiento
marcado de la piel, con severas fisuras de la piel, y abundante
exudado serohemorragico, compatible con piodermia profunda,
presentando estos casos ademas dificultades motrices, en
postracion y con gran deterioro de la condicion corporal (Fotos
A-F). Los raspajes de piel de las llamas resultaron positivos
para Sarcoptes scabiei var. aucheniae, observandose acaros
vivos, ninfas, adultos y abundantes huevos (Foto G). Las
muestras tomadas de lesiones dérmicas de vicufias muertas
resultaron positivas a Sarcoptes scabiei var aucheniae muertos
o restos identificables de los mismos. No se pudieron establecer
indices de morbi-mortalidad en las llamas, debido a |a deficiente
informacion obtenida de los productores, y la imposibilidad de
la inspeccion de la totalidad de los animales, por inexistencia
de infraestructura adecuada para el manejo.

Discusion. La sarna en camélidos
de Jujuy, sin dudas se presenta
como una ectoparasitosis con
caracteristicas endémicas,
posiblemente por la reinfestacion
permanente entre especies
domeésticas y silvestres,
problematica histéricamente
conocida, pero que a pesar de los
altos dafios que produce, no se
presentan planes de prevencion
adecuados desde los ambitos oficiales relacionados a la
actividad. Los signos clinicos de eritema, prurito y descamacion
son producto de la respuesta inflamatoria de la piel,
desencadenada por la alimentacion y los productos antigénicos
del acaro como, saliva y heces. La cronicidad lleva a
infecciones secundarias y muerte. La transmision de una
especie a otra puede ocurrir debido a que, en el caso particular
de Sarcoptes scabiei, la especificidad de hospedador no es
completa y aunque la transmisién S. scabiei var aucheniae se
ha reportado en ovejas, caballos y seres humanos, esto no ha
sido verificado en ninguno de estos casos. Si bien no pudo
establecerse la tasa de incidencia de la enfermedad en estos
casos, las observaciones de campo de los autores permiten
considerar que los brotes producen altas pérdidas productivas,
inclusive con regiones de brotes endémicos con cuadros
clinicos cronicos de larga evolucion y alta mortalidad.
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Introduccidn. La lagochilascariasis es una zoonosis parasitaria
limitada al continente americano, causada por Lagochilascaris
spp., Nematodes del orden Ascaridida, cuyo ciclo biolégico es
complejo e involucra a carnivoros silvestres, domésticos y
roedores. Los perros y gatos, asi como los humanos son
considerados hospedadores definitivos accidentales, mientras
que los roedores podrian actuar como paraténicos. Las
manifestaciones clinicas pueden variar de leves a severas,
siendo las lesiones mas frecuentes los abscesos en la regién
cervical u orofaringea. En Argentina se desconoce la prevalencia
en animales de compafiia, sin embargo, se han reportado casos
en diferentes regiones, mientras que en humanos no se han
notificado casos hasta el momento. El objetivo del presente
trabajo es describir el diagnoéstico clinico y parasitolégico de
Lagochilascaris spp. en un gato de la localidad de J. M. Gutierrez
(Berazategui), provincia de Buenos Aires.

Materiales y métodos. En el mes de abril de 2021 ingreso6 a la
veterinaria un felino hembra comin europeo de
aproximadamente 1 afio de edad. Durante la anamnesis, la
persona responsable del animal relaté que la gata presentaba
héabitos peridomiciliarios en un ambiente semi-rural, donde con
frecuencia se hacen visibles roedores y comadrejas. No estaba
desparasitada ni vacunada. El motivo de la consulta fue la
observacion de una deformacioén “en mas” de localizacion facial.
En el examen clinico se observé un estado general bueno, con
peso optimo para la edad. Los parametros como temperatura,
frecuencia cardiaca y respiratoria resultaron normales. Si bien, a
la palpacion de la lesion, no hubo manifestacion de dolor, se
decidié sedar a la paciente con xilacina/ketamina subcutanea
(SC), con el fin de explorar mejor la zona y realizar las maniobras
correspondientes. Luego del rasurado y antisepsia de la region
afectada, se palp6é una masa de consistencia firme que abarcaba
la zona masetérica izquierda. Se realiz6 la inciso-
puncién/aspiracion con aguja 25/8 y jeringa de 3 ml para un
posible drenaje de contenido fluido. Durante el procedimiento se
extrajeron dos ejemplares con caracteristicas compatibles con
nematodes adultos y escaso exudado seropurulento. Para el
diagnostico parasitolégico se concentrd el material recolectado
en la jeringa mediante la técnica de flotacién de Sheather, se
centrifugé a 2500 rpm por 5 minutos y luego se observo al
microscopio 6ptico (MO) a 10X y 40X. La morfologia de los
parasitos adultos se observo al MO a 4X. Para la toilette se utilizd
iodo povidona jabonoso al 5%. Se instauré tratamiento con
dexametasona a dosis antiinflamatoria de 0.1 mg/kg (SC),
amoxicilina trihidrato al 15%, 15 mg/kg (SC) y doramectina al 1%
0,5 mg/kg (SC). Se indic6 control a los 21 dias para aplicar la
segunda dosis de doramectina. A los 30 dias, se observo la
remision completa de la lesion.

Resultados. Al MO se observaron dos vermes cilindricos,
blanquecinos, uno de ellos de aproximadamente 1 cm de
longitud con el extremo posterior espiralado y el otro del doble

de tamafio y con la extremidad posterior recta. En el extremo
anterior de ambos, se observo la presencia de engrosamientos
cuticulares compatibles con labios. A partir del liquido de puncién
concentrado se observaron huevos esféricos de unas 70 um de
diametro, de cascara gruesa con la superficie irregular y un
blastémero en su interior (figura 1). La morfologia, tanto de los
huevos como de los adultos, asi como el diagnéstico clinico
indicaron la presencia de Lagochilascaris spp.

Discusion y conclusion. En el presente caso de
lagochilascariasis felina, la paciente no presentaba signos de
dolor o disfagia, por lo tanto, el diagndstico se llevo a cabo
mediante el tipo de lesion, su localizacién y los hallazgos durante
el examen clinico, como la presencia de paréasitos adultos y
huevos recuperados del absceso. Ademas, la informacion
aportada por la responsable de la gata en cuanto a sus habitos
y entorno, sugieren la posible ingesta de roedores, coincidiendo
con lo descripto en la bibliografia. Aunque los abscesos en los
gatos ocurren generalmente por causas traumaticas, deberia
considerarse esta parasitosis entre los diagndsticos
diferenciales, a pesar de la escasa difusion de casos
confirmados. La respuesta 6ptima al tratamiento indicaria la
importancia de realizar el diagnostico sistematico temprano,
incluyendo una anamnesis detallada. En Argentina, no se han
registrado casos en humanos, sin embargo, los cambios
climaticos que llevan al aumento de temperatura y humedad
podrian favorecen el desarrollo de la larva dentro del huevo,
dado que se trata de una helmintiasis emergente de zonas
tropicales de América. Debido al riesgo potencial que representa
para los humanos, ademas de compartir la forma de transmision
con los animales de compafiia, seria de gran importancia el
desarrollo de estudios epidemiologicos para conocer mas
detalles sobre la biologia y distribucion geografica de
Lagochilascaris spp. en nuestro pais. En conclusién, ante un
caso clinico sospechoso, deberia implementarse de rutina en
primer lugar, el diagndéstico parasitologico de laboratorio para su
confirmacién y también la divulgacion de informacion a la
comunidad sobre medidas de higiene y prevencion.
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Introduccién. La Trichomonosis genital bovina es una
enfermedad venérea del bovino que causa pérdidas
reproductivas en el sector agropecuario; cuyo agente etiolégico
es un protozoario piriforme flagelado denominado
Tritrichomonas foetus (T. foetus). El método de rutina mas
utilizado para el diagnéstico de la Trichomonosis es el cultivo
microbioldgico e identificacion del agente causal a partir de
muestras clinicas tales como mucus cervico-vaginal, liquido
abomasal de feto abortado y muestras prepuciales, siendo
estas Ultimas las que mas se examinan por la condicién de
portador del toro. Sin embargo, en los ultimos afios este método
ha sido muy cuestionado debido al crecimiento en el medio de
cultivo de otros protozoarios no patégenos, que se encuentran
en el tracto digestivo del bovino, y pueden estar presentes en
las muestras de esmegma prepucial remitidas para el
diagnéstico de la trichomonosis. Estos protozoarios poseen
caracteristicas morfologicas y movilidad similares a T. foetus
dificultando su diagnéstico habitual y pueden contribuir a falsos
diagnésticos positivos si no se emplean los medios de cultivos
adecuados y personal capacitado en la observacion
microscopica. Por este motivo se ha puesto en duda la
especificidad de los medios de cultivos y se ha recomendado
utilizar la técnica de PCR para el diagnéstico de esta
enfermedad. No obstante, y a los efectos de mejorar la
especificidad del método microbiolégico, se puede recurrir a
técnicas complementarias como la coloracion T 15 para
observar las caracteristicas morfologicas de los protozoarios. El
objetivo de este trabajo fue comparar los resultados de
aislamientos de Tritrichomonas foetus obtenidos por técnicas
microbioldgicas de rutina versus la confirmacion taxonémica de
los aislamientos mediante (PCR).

Materiales y métodos. Para este trabajo se utilizaron 94
aislamientos de T. foetus pertenecientes a toros de diferentes
establecimientos agropecuarios de la provincia de Buenos
Aires y La Pampa. Estos aislamientos fueron diagnosticados
como positivos mediante técnicas microbiolégicas por
diferentes laboratorios de diagndstico y posteriormente
enviados al Laboratorio de Microbiologia Clinica vy
Experimental, FCV-UNCPBA para conformar un cepario para
una tesis doctoral. En nuestro laboratorio, se repicaron y se
cultivaron en el medio agar Diamond modificado (TYM) en
aerobiosis a 37 °C durante 7 dias con observaciones
microscopicas cada 24 h, a través del fondo del tubo para la
deteccion de protozoarios (metodologia descripta por Lucchesi
y col, 1988) aplicando criterios establecidos en la rutina de la
observacion microscopica. Posteriormente fueron
criopreservados en nitrégeno liquido y luego descongelados
para realizar la extraccion de ADN. Para la extraccién de ADN
los aislamientos de T. foetus se descongelaron y se
subcultivaron en medio caldo TYM por 24-48 h a 37 °C. Luego
se tomé 1 ml y se realizaron dos lavados mediante
centrifugacion a 1500 G con PBS estéril pH 7,2 durante 10
minutos. El pellet se resuspendié en 1 ml de PBS estéril y se
realizo el recuento en camara de Neubawuer para llevar a una
concentracion de 500.000 Tf/ml. Se centrifug6 a 1500 G por 10
minutos y el pellet se resuspendié en 500 pl H,O bidestilada
estéril. Posteriormente se coloc6 cada aislamiento en bafio de
agua hirviendo durante 20 minutos, se enfri6 a 60 °C y se
agreg6 5 ul Proteinasa K incubandose a 60 °C durante 30
minutos en bafio de agua. Luego se hirvi6 nuevamente 15
minutos y se centrifugd 5 min a 4000 G, se retir6 el
sobrenadante (ADN solubilizado) y se guardé a -20 °C. Se

utilizaron los primers TFR1 y TFR2 comuln a toda la familia
Trichomonadidae y los primers TFR3 y TFR4 especificos para
T. foetus (Felleisen y col 1998). Para ambas PCR la mix se
prepar6 con el kit T-Plus ADN Polimerasa (Inbio Highway®) con
un volumen final de reaccion de 25 pl, conteniendo: buffer Taq
1x, MgCl 2 2.5 mM, dNTPs 0.2 mM, primer F 0.2 pM, primer R
0.2 uM, gelatina 0,01%, Tag 0.5U y 2,5 pl de ADN. Para la
amplificacion del ADN se utilizé un termociclador (lvema T-18)
y fue realizada con el siguiente programa: incubacion inicial de
3 minutos a 94 °C, seguidos de 30 ciclos de desnaturalizacién
a 94°C 30s, annealing a 65 °C 30s y extension a 72 °C 60s. La
amplificacion fue concluida con una extension final de 5 minutos
a 72°C. Todas las PCR se realizaron con 4 controles; control
positivo a T. foetus, control positivo a flia. Trichomonidadae
pero negativo a T. foetus, control negativo con cepa
Campylobacter fetus y control negativo del sistema con agua
destilada. Los amplicones fueron separados por electroforesis
en gel de agarosa al 1,27% a 75V, coloreados con gel Red
(Biotium®) y observados con transiluminador UV.

Resultados. Los 94 aislamientos crioconservados amplificaron
una banda de 372 bp correspondiente al gen para la familia
Trichomonidadae y 92 aislamientos (98%) amplificaron una
banda de 347 bp correspondiente al género pudiéndose
confirmar taxonémicamente que eran T. foetus.
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Figura 1: Visualizacion de los fragmentos de ADN en gel de
agarosa. (1) Amplicones para familia Trichomonidadae (TRF 1-
2), (2) amplicones para género T. foetus (TFR 3-4).

Discusién y conclusién. Se pudo confirmar mediante la
técnica de PCR que el 98% de los aislamientos que habian sido
identificados con técnicas microbiologicas de rutina por
diferentes laboratorios de diagndéstico correspondian a T.
foetus. Con este resultado al igual que lo ya publicado en el
2014 y en 2018 por Soto y col. se respalda a los medios de
cultivo y a las técnicas microbiol6gicas como de alto valor
diagnéstico a la hora de identificar T. foetus en un rodeo bovino
infectado, utilizando las técnicas moleculares como la PCR, las
cuales son mas costosas y sofisticadas, para muestras
sospechosas o dificiles de diagnosticar.
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Introduccién. La criptosporidiosis, zoonosis parasitaria
causada por Cryptosporidium sp., infecta a una gran variedad
de vertebrados incluyendo al humano y es la principal causa
mundial de diarrea parasitaria en bovinos. El género
Cryptosporidium incluye numerosas especies, entre ellas C.
parvum, de importancia zoondtica e impacto pecuario ya que
afecta a terneros menores de 60 dias. En Argentina su
prevalencia estimada es de 16-29%, siendo Buenos Aires la
provincia en la que se localizan la mayor parte de los estudios
y C. parvum la especie mas prevalente. Su detecciéon en
materia fecal se realiza por visualizacion microscopica de
ooquistes tefiidos o mediante la deteccion de un fragmento del
gen 18S de ARN ribosomal mediante la técnica de PCR. Los
objetivos del presente trabajo fueron: 1) estimar la prevalencia
de infeccion por Cryptosporidium sp. en rodeos lecheros
pertenecientes al partido de Lujan por deteccion microscopica
y biologia molecular; 2) identificar las especies de
Cryptosporidium en muestras de materia fecal de bovinos
mediante la secuenciacion de los productos de PCR-
touchdown; 3) determinar los factores epidemiolégicos
asociados a su transmision.

Materiales y métodos. Para ello, se recolectaron muestras de
materia fecal de terneros Bos taurus, raza Holando Argentino
en etapa de crianza provenientes de cuatro establecimientos
lecheros del partido de Lujan, provincia de Buenos Aires. Se
realizaron encuestas epidemioldgicas a sus propietarios con el
fin de registrar datos acerca de las caracteristicas generales de
las guacheras, sistema de crianza, alimentacién, sanidad y
bienestar/confort animal. Para estimar la prevalencia de
infecciobn por microscopia, se investigé la presencia de
ooquistes coloreados con la tincion de Kinyoun en frotis de
materia fecal. A su vez, se determind la prevalencia por biologia
molecular mediante la amplificacion de un fragmento del gen de
la subunidad menor 18S de ARNr de Cryptosporidium sp.
empleando la técnica de PCR-touchdown., con los primers
descritos por Xiao et al., 1999. Para identificar las especies de
Cryptosporidium presentes en las muestras se realizé la
secuenciacion de los productos de amplificacién, los cuales
fueron comparados con secuencias disponibles en la base de
datos GenBank. Para determinar los factores predisponentes
para adquirir la infeccion se realizé un estudio de riesgo (Odds
ratio). Ademas, se estimo por regresion logistica binaria el
efecto de todas las variables en su conjunto.

Resultados. La prevalencia general obtenida por microscopia
fue de 27%, hallandose diferencias entre los establecimientos
estudiados (6,25-60%; p=0,024). A su vez, mediante la técnica
de PCR-touchdown se obtuvo un valor de prevalencia general
de 16% (Figura 1). En todos los establecimientos fue prevalente
C. parvum y en uno de ellos también se detecté C. bovis en
menor proporcion. El analisis de riesgo demostréo que las
condiciones de manejo, el tipo de crianza, la alimentacion y las
caracteristicas particulares de la guachera representan factores
epidemioldgicos relevantes en la transmision parasitaria, y que
la infeccion por Cryptosporidium sp. constituye un factor de
riesgo asociado al desarrollo de diarrea.
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Figura 1. A. Microfotografia de un ooquiste maduro de
Cryptosporidium sp con esporozoitos en el interior (Nikon
Eclipse E200, 100X). B. Fragmentos amplificados por PCR-
touchdown (pb) del gen 18S de ARNr de Cryptosporidium sp.,
visualizados en un gel de agarosa tefiidos con bromuro de
etidio.

Discusién y conclusion. Asi, en el presente trabajo se estudié
la infeccion por Cryptosporidium mediante un abordaje integral
incluyendo los factores implicados en su transmision y la
determinacion de especies en establecimientos lecheros del
partido de Lujan, provincia de Buenos Aires. Los datos
confirman la presencia de la especie zoonética C. parvum y
demuestran el hallazgo de la especie C. bovis no descrita
previamente en el area de estudio. Los resultados obtenidos
demuestran que la identificacién de factores relevantes que
condicionan la transmisién de Cryptosporidium sp., resultan
fundamentales para disefiar estrategias de control capaces de
mitigar y prevenir los efectos de la infeccién en rodeos lecheros
del partido de Lujan, evitar su transmision al ser humano y
controlar la contaminacion del medio ambiente con ooquistes.
Asimismo, disponer de una técnica alternativa de PCR,
optimizada en formato touchdown, de sencilla ejecucién, menor
duracién, costos y probabilidad de contaminacion respecto de
la PCR anidada descrita por Xiao et al., 1999, constituye una
herramienta importante para conocer la circulacion de especies
de Cryptosporidium sp. en rodeos lecheros y su real impacto en
la produccién pecuaria.
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Introduccién. Toxoplasma gondii es un parasito protozoario
apicomplexa cosmopolita que afecta a una gran diversidad de
animales homeotermos incluido el ser humano, produciendo
una de las zoonosis mas difundidas en el mundo. La
enfermedad en carnivoros silvestres no es comun. Existe un
reporte en Estados Unidos, de vison silvestre! con
sintomatologia nerviosa y diagnoéstico de toxoplasmosis aguda,
asimismo en Chile? se report6 una seroprevalencia de 59% para
visones silvestres asintomaticos y se detect6 la presencia de
ADN de T. gondii en un solo individuo. La infeccién se produce
tras la ingestion de ooquistes esporulados presentes en el
ambiente y/o por consumo de quistes tisulares. En la regién
patagénica se encuentran poblaciones silvestres de vis6n
americano (Neovison vison), especie originaria de América del
Norte y categorizada como exoética invasora en Argentina. En
nuestro pais ain no se ha evaluado por métodos moleculares
la presencia de T. gondii en esta especie, sin embargo, existe
un estudio que ha determinado una seroprevalencia de 26,4%
para T. gondii y del 3,4% para N. caninum, parasito protozoario
estrechamente relacionado a T. gondii®. En el marco de Una
Salud, el estudio de las parasitosis mencionadas en esta
especie invasora, permitiria conocer la situacién epidemioldgica
del ambiente, y proponer medidas sanitarias colaborando a su
prevencion. El objetivo del presente trabajo fue evaluar por
métodos moleculares la presencia de T. gondii y N. caninum en
muestras de visones provenientes de la provincia de Neuquén,
Argentina.

Materiales y métodos. Durante el afio 2019 se tomaron
muestras de 18 visones sin signos clinicos de enfermedad (16
adultos: 14 machos y 2 hembras, y una hembra subadulta y otra
joven) en dos sitios de la provincia de Neuquén: CEAN (39° 54'
58.06" S 71° 6' 25.02" W) en Junin de los Andes (n=14) y
Reserva Natural Urbana Cotesma (RNUC) (40° 7' 31.25" S 71°
16' 45.88" W) en San Martin de los Andes (n=4). Utilizando
trampas de captura viva, los visones fueron anestesiados y
luego sacrificados (Protocolo CICUAL:2020-028). En la
necropsia se tomaron muestras de cerebro y pulmén que fueron
conservadas a -20°C. Se realiz6 un homogenato con el fin de
obtener una muestra representativa de cada érgano y utilizando
el kit comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega)
se extrajo ADN de los tejidos siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Se utiliz6 el par de primers especificos
TOX5/TOX8 y Np6+/Np21+ para la deteccion por PCR
convencional de T. gondii y N. caninum, respectivamente. Los
productos amplificados se revelaron en un gel de agarosa

al 1,5% con SYBR safe (Invitrogen, EE.UU.). La lectura se
realiz6 con un transiluminador de luz azul (Safe Imager ™,
Invitrogen, EE.UU.). Se observo la deteccion de bandas de 450
bp y 337 bp de T. gondii y N. caninum, respectivamente,
tomando de referencia el marcador de peso molecular de 100

bp.

Resultados. Se detecté ADN de T. gondii en 11% (2/18) de los
cerebros de visones analizados. Ambas muestras positivas
corresponden a ejemplares adultos, un macho y una hembra,
capturados en la RNUC. También se evaluaron los pulmones
de esos ejemplares, resultando negativos para ambos
parasitos. No se identificé la presencia de ADN de N. caninum
en ninguno de los tejidos analizados.

Discusién y conclusion. La deteccion molecular de T. gondii
en tejido nervioso indica que los visones se infectaron,
sugiriendo que el ambiente podria estar contaminado con
ooquistes y/o que hubieran adquirido la infeccién a partir del
consumo de presas infectadas debido a su dieta omnivora. Si
bien hay un reporte de serologia positiva para T. gondii en
visones en las provincias de Buenos Aires y Santa Cruz, la
infeccion no fue determinada por métodos diagndsticos
moleculares®. La ausencia de ADN de N. caninum en las
muestras analizadas no descarta la posibilidad de infeccién en
estos mamiferos exdticos, ya que es necesario evaluar mayor
cantidad de animales. Este trabajo es el primer reporte de
deteccion molecular de T. gondii en Argentina, sumandose a
reportes en otros paises?. Se realizaran estudios de
caracterizacion para determinar el genotipo de T. gondii
presente en esta especie silvestre.
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Introduccion. La fasciolosis es una zoonosis de distribucion
mundial producida por el trematode digeneo Fasciola hepatica
(Fh). Es considerada de gran importancia en los rumiantes
domésticos, especialmente en bovinos y ovinost. El ciclo
biolégico de Fh es complejo y requiere la presencia del
hospedador intermediario, el caracol Lymnaea sp. El objetivo
de este trabajo fue caracterizar la estructura y dinamica
poblacional, y el porcentaje de infestacion con Fh de caracoles
lymnaeidos en un area endémica de la Provincia de Rio Negro.

Materiales y métodos. El estudio se realiz6 en el valle del Rio
Manso, Rio Negro (-41.59 S-71.58 O), en una zona de pastoreo
de ovinos y bovinos con antecedentes de fasciolosis cronica.
Se realizaron muestreos mensuales de caracoles Lymnaea
desde octubre de 2019 hasta julio de 2021. Los caracoles
fueron recolectados en 5 zonas predeterminadas en los
cuerpos de agua, mediante captura por remocion a tiempo fijo?.
En cada zona se registr6 temperatura, Ph del agua y
temperatura ambiental. Los caracoles se midieron bajo la lupa
(en mm) por el largo de la valva, categorizando los tamafios en
pequerios (0 a 4 mm), medianos (> 4 mm — 7 mm) y grandes (>
de 7 mm). Cada ejemplar se analizd6 por la técnica de
aplastamiento, determinando la presencia de formas larvarias
de Fh.

Resultados. Durante el periodo estudiado se colectaron 1428
caracoles Lymnaea. Los meses con mayor cantidad de
caracoles recolectados fueron febrero (199) y marzo (198) del
afio 2020, enero (291) y febrero (214) del afio 2021. La menor
cantidad de caracoles recolectados fue 2 en los meses de julio
de ambos afios. El aumento de recolecciéon de caracoles
corresponde a los meses que presentaron mayor temperatura
media ambiental. Las medidas registradas de los caracoles
fueron entre 2 y 12 mm. En todos los muestreos, la mayoria de
los caracoles eran clasificados en el tamafio mediano. La
prevalencia de Fh encontrada en caracoles fue de 12,5% en
noviembre de 2019, 8% febrero y 31,8% en marzo 2020, y de
12,4% en enero y 18,2% en febrero 2021. Durante el muestreo
las temperaturas ambientales medias registradas en verano
fueron de 14,3 °C y en invierno media de 3 °C (Figura 1). El Ph
promedio del agua en verano fue de 7,5 y de 6,1 en invierno.

Dinamica poblacional de caracoles Lymnaea
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Figura 1. Recoleccion mensual de caracoles Lymnaea en el
valle del rio Manso.

Discusién y conclusiéon. Segln estos resultados, la
temperatura ambiental es condicionante en la dindmica
poblacional del hospedador intermediario, y se relaciona
directamente con el mayor riesgo de incidencia de infestacion
de Fasciola hepatica. Esto coincide con estudios previos
realizados en la Patagonia, donde los factores ambientales
incidieron directamente en el ciclo del parasito, influyendo su
prevalencia en ambos hospedadores®*. Si bien los mayores
incrementos poblacionales se registraron en los meses de
enero, febrero y marzo, con predominio de tamafios
considerados aptos para la liberaciéon de cercarias (> 4 mm), el
hallazgo de formas larvarias de Fh a partir del mes noviembre
determina un mayor riesgo de infestacion del ganado desde la
primavera. El conocimiento de la dindmica poblacional, la
localizacion y caracterizacion de los habitats donde se
encuentra el caracol, permite desarrollar un plan de manejo
integral para el control de la fasciolosis en el ganado,
considerando los aspectos epidemiolégicos regionales.
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Introducciéon La piroplasmosis canina es una enfermedad
producida por protozoarios apicomplexa de los géneros
Babesia, Theileria y Rangelia conocidos como piroplasmas. En
el ciclo de estos parasitos intervienen las garrapatas como
hospedadores definitivos y vectores de la infeccion. Existen
distintas especies de piroplasmas que afectan al perro y en
base a la morfologia de los merozoitos intraeritrocitarios
podemos distinguir entre piroplasmas grandes y pequefios en
los extendidos sanguineos coloreados. En el grupo de los
piroplasmas grandes se encuentran Babesia canis, B. vogeli, B.
rossi y Rangelia vitalii; mientras que en el grupo de los
pequefios estan B. gibsoni, B. conradae, B. vulpes n. sp.,
B. negevi n. sp. y Theileria sp. Para la diferenciacion de
especies resulta imprescindible la utilizacion de técnicas
moleculares. La piroplasmosis clinica puede clasificarse como
complicada o no complicada dependiendo de distintos factores
como la especie involucrada, el estado inmunitario del paciente
y las enfermedades concomitantes. En Argentina, la
informacion sobre las especies de piroplasmas en perros es
aun escasa. Hasta el momento se caracterizé la presencia de
B. vogeli en caninos de Buenos Aires y Cérdoba y R. vitalii en
Entre Rios y Misiones. También se reporté la presencia de B.
gibsoni en dos perros de Buenos Aires. Babesia vogeli es la
especie mas extendida a nivel mundial, la trasmisién es llevada
a cabo por Rhipicephalus sanguineus s.l. y se caracteriza por
producir una enfermedad leve a moderada, presentandose con
debilidad, anorexia, mucosas palidas, fiebre, esplenomegalia,
anemia, trombocitopenia e ictericia. Rangelia vitalii es la Unica
especie descripta hasta el momento en la region del NEA y se
reconoce a Amblyomma aureolatum como vector. Este
piroplasma se caracteriza por producir sangrado espontaneo en
las zonas de piel fina, como el abdomen y el pabellén auricular.
El hallazgo de merozoitos intraeritrocitarios mediante
microscopia oOptica en perros provenientes Yerba Buena
(Tucuman) y de Concordia (Entre Rios) motivan el presente
trabajo de identificacion molecular de los piroplasmas
observados.

Materiales y métodos. Se estudiaron 2 caninos. El primero, de
Yerba Buena (mestizo, macho, de 7 afios), se presentd a la
clinica con decaimiento, anorexia, fiebre, hepato-
esplenomegalia y presencia de garrapatas. El segundo,
(macho, de 1,5 afios, sin datos de raza), se detect6 en la rutina
sanguinea de un laboratorio veterinario en Concordia. En
ambos casos se observaron merozoitos intraeritrocitarios de
tamafio grande en los extendidos sanguineos coloreados. La
sangre con EDTA se mantuvo a -18 °C hasta la realizacion de
las pruebas moleculares. La extraccion de ADN fue realizada
con un sistema de columnas comercial a partir de 250 pl de
sangre entera y fue sometido a 2 procedimientos moleculares:
1. Nested-PCR con primers genéricos para la amplificacion de
673-684 (primera ronda) pares de bases (pb) y 346-356 pb
(segunda ronda) del gen 18S del ARNr de los piroplasmas
reportados en perros. El producto de la segunda ronda fue
purificado y remitido para secuenciacion al UGB (INTA-
Castelar). Las secuencias obtenidas se analizaron con el
software Geneious y los consensos se compararon con las
secuencias depositadas en el GenBank. 2. PCR simple con
primers BAB1-BAB4 especificos para el gen 18S, 5.8S y 28S
del ARNr de B. vogeli. El producto de amplificacion obtenido en
ambos protocolos de PCR se sometié a electroforesis en gel de
agarosa al 1.8 % con ECO-Gel y se observd con
transiluminador de luz azul.

Resultados. Las bandas observadas en los procedimientos de
PCR correspondieron con lo descripto para Babesia vogeli,

tanto en la ronda externa (684 pb) como en la ronda interna de
la nested-PCR (356 pb). La banda observada en la
amplificacion de la PCR especifica fue de 590 pb, en
coincidencia con lo esperado para la misma especie. El
consenso de las secuencias obtenidas tuvo un 99,7 - 100% de
identidad con B. vogeli cuando se las compar6 con secuencias
de referencia (MK910150.1) depositadas en el GenBank
mediante BLAST.

Discusién. El presente trabajo representa el primer reporte
microscopico y la primera descripcion molecular de B. vogeli en
perros de Yerba Buena (Tucuman) y Concordia (Entre Rios). La
babesiosis canina producida por B. vogeli es una enfermedad
cosmopolita que cursa muchas veces de manera inaparente o
con escasa sintomatologia. En Argentina, esta especie fue
reportada en pocas provincias, pero muy probablemente esté
difundida en la mayor parte de nuestro pais debido a que R.
sanguineus s.l. es la garrapata mas prevalente en las zonas
urbanas y suburbanas. El presente trabajo no solamente
presenta la primera descripcion molecular de B. vogeli en la
Provincia de Tucuman, sino que ademas alerta sobre la
posibilidad de encontrar piroplasmas de otras especies en la
zona. Los reportes de B. gibsoni en Argentina corresponden a
2 caninos de la localidad bonaerense de Ezeiza, uno de ellos
recogido en la provincia de Salta. Para esta especie se
encuentra descripta la transmisiéon horizontal durante peleas
por ingestién o contacto con sangre. En este caso se propuso
que el perro se habia infectado en la region del NOA y transmitié
el parasito en una pelea con el perro que nunca habia viajado.
En Concordia, hasta el momento los hallazgos en caninos
domeésticos habian estado relacionados con la “rangeliosis”
producida por el piroplasma R. vitalii en concordancia con la
distribucion del vector A. aureolatum. Si bien la rangeliosis
posee signos caracteristicos (sangrado espontaneo de las
orejas), y los merozoitos sanguineos pueden encontrarse
también en los glébulos blancos ademés de los eritrocitos, el
presente reporte de B. vogeli en los perros de la misma zona
representa un nuevo desafio para los veterinarios clinicos y de
laboratorio cuando la infeccion es asintomatica y se observan
merozoitos solamente en los glébulos rojos.

Conclusién. La piroplasmosis canina presenta
manifestaciones inespecificas comunes a otras enfermedades
transmitidas por garrapatas, como ehrlichiosis, anaplamosis o
hepatozoonosis. Resulta de suma importancia para el
diagndstico de hemopatdgenos en pequefios animales el
entrenamiento de profesionales veterinarios de todo el pais en
la observacién de extendidos sanguineos para la aproximacion
diagnéstica, la deteccion de co-infecciones y la posterior
caracterizacion de los agentes con técnicas de biologia
molecular.
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Introduccién. Los camélidos sudamericanos domésticos (CS)
llama y alpaca constituyen el principal tipo de ganado en las
regiones andinas del Noroeste de Argentina, Norte de Chile,
Bolivia, Pert y Ecuador. Domesticados en tiempos pre-incaicos
a partir de sus parientes silvestres, guanaco y vicufia. Ademas
de la relevancia de los CS domésticos para la provision y
comercializacion de fibra, su carne constituye una fuente
importante de proteina animal para las comunidades rurales
andinas. Esta carne es similar a la de otros herbivoros en su
contenido proteico, pero tiene un contenido de colesterol
reducido a casi el 50 % del de la carne bovina, lo cual la hace
particularmente atractiva para la exportacion a mercados
internacionales. Una de las limitaciones para la produccion y
comercializacion de la carne es la frecuente presencia de
abundantes quistes macroscépicos en el musculo esquelético,
que asemejan granos de arroz. El agente causal de esta
parasitosis, conocida como sarcocistiosis de CS, fue
identificado mediante técnicas moleculares como Sarcocystis
aucheniae (Carletti et al., 2013). El consumo de carne infectada
insuficientemente cocida provoca cuadros de gastroenteritis,
debido a una toxina peptidica producida por los parasitos. Los
animales faenados son decomisados por las autoridades
sanitarias ante el hallazgo de quistes, con las consecuentes
pérdidas econémicas para los criadores (Saeed et al., 2018).
Por estos motivos, el desarrollo de métodos que permitan
controlar estas infecciones constituiria un aporte muy
significativo para los criadores de CS. Este trabajo tuvo como
objetivo la identificacion de epitopes B especificos de especie
presentes en proteinas solubles de S. aucheniae, reconocidos
por sueros de llamas positivas para este parasito, para, en
etapas posteriores, desarrollar un método de diagnéstico
seroldgico para la sarcocistiosis de CS.

Materiales y métodos. Se obtuvieron muestras de suero de
llamas de un matadero provincial de Jujuy, Argentina,
destinadas al consumo. Luego de la faena, se inspeccionaron
visualmente las carcasas y aquéllas en las que se detectaron
quistes de S. aucheniae fueron consideradas verdaderas
positivas (n=43) y sus sueros fueron utilizados en los ensayos
siguientes. Por otra parte, se separaron quistes de uno de los
animales y se homogeneizaron por FastPrep-24 en presencia
de PMSF. Las proteinas solubles se separaron de las proteinas
de membrana mediante particion con TritonX-114 y se corrieron
en geles de poliacrilamida preparativos en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las proteinas fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa, las que fueron
cortadas en tiras de 0,5 cm de ancho. Cada tira fue incubada
con uno de los sueros verdaderos positivos 0 con sueros
negativos a S. aucheniae previamente seleccionados en el
laboratorio, en diluciéon 1:50. Luego de la incubacion con un
anticuerpo secundario anti-lgG de llama conjugado a
peroxidasa y un sustrato colorimetrico, se identificaron las
bandas inmunogénicas por aparicion de color. Por otra parte,
otra alicuota de proteinas de quistes fue corrida en SDS-PAGE,
el cual fue tefiido con colorante Brilliant Blue. Las bandas
inmunogénicas mas frecuentemente reconocidas por los
sueros de llamas positivas fueron cortadas del gel tefido y
analizadas por MS-MALDI. Los datos obtenidos del
espectrograma de masas fueron analizados por BLAST contra
un banco de datos del transcriptoma de S. aucheniae,
resultante de un trabajo previo (Decker et al., 2020).

w X Los transcriptos
i =, . identificados fueron
) (MW
=™ ™ "". y analizados in silico para
l la identificacion  de
. A W,  epitopes B (SVMTrip y
¢ =t = - BepiPred 2.0 sequential
. / .
B-cell predictor),
caracteristicas fisico-
Fig. 1:Pipline del procedimiento quimicas (Expasy) y
solubilidad en agua (PepCalc). Finalmente, se realiz6 un
analisis de homologia por BLASTp de los epitopes
identificados, para seleccionar aquellos especificos para S.
aucheniae. El pipeline seguido se muestra en la Figura 1.

Resultados. Se identificaron 7 bandas inmunoreactivas de 23,
29, 33, 38, 45, 53 y 77 kDa como las mas reconocidas por los
sueros de llamas infectadas con S. aucheniae (Figura 2). El
analisis por MS y BLAST permiti6 identificar 45 transcriptos, los
cudles fueron analizados in silico. Nueve de ellos
representaban secuencias i,
completas. Se encontraron en las i
proteinas correspondientes 41
epitopes B predichos por ambos
programas utilizados. Luego, se
eliminaron los epitopes
conservados en otros parasitos
gue pueden infectar a CS, como “
Toxoplasma, Neospora y Eimeria, 9+ 2 Froteinas de guistes de

. aucheniae tefiidas con
llegando de esta manera a 6 Brilliant Blue (A) o reconocidas
epitopes B. Todos ellos son Por sueros de llamas

. . infectadas (B)

hidrofilicos y solubles en agua.
Conclusién. La inmunoproteémica es un campo de
investigacion relativamente nuevo que representa una interfaz
entre la informatica y la inmunologia experimental y agiliza el
proceso investigativo de farmacos, kits de diagndstico y
vacunas. En este trabajo, se logré aplicar esta metodologia
para la seleccion de epitopes B de S. aucheniae reconocidos
por sueros de llamas infectadas naturalmente con el parasito.
Estos epitopes se suman a otros ya identificados en proteinas
superficiales ancladas a la membrana por puentes de
glicosilfosfatidilinositol. Se encuentra en proceso el andlisis de
su conservacion entre aislamientos geograficos de S.
aucheniae. En etapas posteriores se realizara la sintesis
guimica de péptidos conteniendo estos epitopes, que se
anticipa seran hidrosolubles, lo que facilitara su utilizacién en el
desarrollo de métodos de diagnostico serolégico para la
sarocistiosis de CS (Financiado por INTA PD 1103).
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Introduccién Los parasitos del phylum Apicomplexa, género
Hepatozoon infectan una amplia gama de especies de
vertebrados. El ciclo de vida de Hepatozoon spp. implica la
reproduccion sexual y la esporogonia en artrépodos, como por
ejemplo pulgas, acaros y piojos, que sirven como vectores y
hospedadores definitivos; y merogonia seguida de gamogonia
en hospedadores vertebrados intermediarios. Los artrépodos
adquieren la infeccion al alimentarse de células sanguineas
infectadas con gametocitos del parasito. Los vertebrados no se
infectan a través de la picadura de garrapatas o insectos, sino
de la ingestion de artropodos infectados (Rigo6 et al. 2016). El
objetivo del presente estudio fue la caracterizacion molecular
de Hepatozoon spp. aislado de pulgas y roedores de dos paises
de Europa Central: Hungria y Eslovaquia.

Materiales y métodos. Se extrajo el ADN genémico por medio
de un kit comercial de pulgas (n = 6) y muestras de bazo y
pulmén de roedores (n = 15; bazo = 10, pulmones = 5) de
Hungria (ciudad de Gemenc) y del suroeste de Eslovaquia
(ciudades de Fugelka y Bratislava). La amplificacion de un
fragmento de 660 pb del gen 18S ARNr del parasito
Hepatozoon spp. se realizo utilizando los primers especificos
descriptos previamente (HepF 5-ATACAT GAGCAA AATCTC
AAC-3'y HepR 5'-CTTATTATTCCATGCTGCAG-3'; Inokuma et
al. 2002). Los productos de PCR fueron enviados a secuenciar
y analizados por nBlast (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) contra
las secuencias de Hepatozoon depositadas en Genbank.

Resultados. El andlisis molecular de las secuencias de un
fragmento de 660 pb del gen 18S de ARNr amplificado
mediante el uso de primers especificos confirmé la presencia
de Hepatozoon spp. tanto en pulgas como en ratones. Se
analizaron las secuencias provenientes de seis muestras de
pulgas parasitando a los pequefios roedores, 5 especimenes
de Ctenophthalmus agyrtes y uno de Megabothris turbidus. El
andlisis de las secuencias obtenidas mostré identidad entre
ellas, y 100% de identidad con una secuencia de Hepatozoon
sp. de sangre de M. glareolus en Espafia (Hepatozoon sp. BV1
AY600626). Por otro lado, se analizaron las secuencias de 15
muestras pertenecientes a los pequefios roedores topillo rojo
(Myodes glareolus) (n = 9) y en bazo y pulmones de un
espécimen de raton leonado (Apodemus flavicollis) (n = 1). En
M. glareolus, se distinguieron dos variantes genéticas de
Hepatozoon spp. en las muestras estudiadas (Tabla 1). Las
secuencias de la primera variante Hepatozoon sp. BV1 fueron
idénticos entre si en cinco muestras de bazo y una de pulmén
y mostraron 100% de identidad con una secuencia de
Hepatozoon sp. de sangre de M. glareolus en Espafia
(Hepatozoon sp. BV1 AY600626). La otra variante, Hepatozoon
sp. BV2 se identifico en cuatro aislamientos de bazo, y tres
aislados de pulmones (Tabla 1). Mostré 100% de identidad con
secuencias de Hepatozoon sp. de sangre de M. glareolus en
Espafia (Hepatozoon sp. BV2, AY600625). En dos
especimenes de M. glareolus, se identificaron ambas variantes
segun las muestras de bazo y pulmén del mismo animal;
mientras que en otros dos especimenes de M. glareolus se
identific6 una sola variante en ambos tejidos. Asimismo, la
comparacion de la secuencia identificada en bazo y pulmones
de A. flavicollis mostré una identidad de sélo 99,32% con una
secuencia de Hepatozoon sp. (KX4536361) proveniente de una
serpiente de Arabia. Este hallazgo sugiere que se trata de un

nuevo, hasta el presente desconocido, aislamiento que
designamos Hepatozoon sp. SF1.

Tabla 1: Identificacion molecular de Hepatozoon sp. en
roedores

Pais/ . . .
Localidad Huesped Tejido Aislamiento
5 . pulmén SF1
Esl Fugelk: A fi |
=lovaquia/Fugelka flavicolis bazo =
Eslovaquia/Fugelka M. glareolus bazo BV2
5 pulman BV2
Esl Fugelk: M. glareol
slovaguia/Fugelka glareolus bazo —
5 pulman BV1
Esl Fugelk: M. glareol
slovaguia/Fugelka glareolus bazo -
5 pulman BV2
Eslovaquia/Fugelka M. glareolus bazo o
5 pulman BV2
Eslovaquia/Fugelka M. glareolus bazo o
Hungria/Gemenc M. glareolus bazo BV1
Hungria/Gemenc M. glareolus bazo BV2
Hungria/Gemenc M. glareolus bazo BV2
Hungria/Gemenc M. glareolus bazo BV1

BV1: Hepatozoon sp. BV1, BV2: Hepatozoon sp. BV2, SF1: nueva
variante Hepatozoon sp. SF1, indicada con color

Discusién y conclusién. Los andlisis de las secuencias de
ADN derivadas de pulgas y roedores y su comparacion con la
base de datos GenBank revel6 la presencia de las dos variantes
genéticas, Hepatozoon sp. BV1 y BV2, que coexisten y las
cuales fueron previamente detectadas en aislamientos de
Espafia, Eslovaquia, Hungria y Polonia (Criado-Fornelio et al.
2006; HamSikova et al. 2016). La variante BV1 se detectd
también en pulgas parasitando a los roedores muestreados, lo
gue indica que podrian servir como hospedadores definitivos de
Hepatozoon spp. En el roedor A. flavicollis se detectd
independiente en dos érganos, el pulmoén y el bazo, una nueva
misma variante que designamos Hepatozoon sp. SF1. Para
verificar si este aislamiento representa una nueva especie, se
llevaran a cabo estudios de filogenia molecular analizando su
relacion evolutiva y clasificacién taxonémica en comparacion
con los aislamientos y especies ya descritos para este género.

Este trabajo fue financiado por el proyecto estructural INTA PE-
1103.
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Introduccion. La tripanosomosis causada por Tripanosoma
vivax es una enfermedad relativamente nueva en Argentina.
Los primeros brotes en bovinos fueron reportados en Formosa
en el afio 2006 (Monzén et al., 2008). En el verano-otofio del
2016/17, se confirmaron casos clinicos en los departamentos
del centro de la provincia de Santa Fe y en el departamento San
Justo de Cérdoba, observandose ya algunos casos en tambos
ubicados en el sur de ambas provincias. La transmision de T.
vivax se produce por accion de insectos hematofagos como la
mosca brava (Stomoxis calcitrans) y los tdbanos (Tabanidae sp)
que actian como transmisores mecanicos llevando sangre de
animales infectados a susceptibles y por via iatrogénica durante
las vacunaciones y otras tareas ganaderas sin las debidas
medidas higiénicas. En América Latina, a diferencia de lo
observado en Africa, la transmision transplacentaria de T. vivax
parece tener relevancia epidemiolégica (Osoério et al., 2008). La
enfermedad cursa con abortos, hipertermia, diarrea, anemia,
edema, linfadenitis, bajas ganancia de peso y produccion de
leche, pudiendo causar la muerte de un nimero importante de
animales. El objetivo del trabajo fue determinar la prevalencia
de T. vivax, a través de la deteccion de anticuerpos, en dos
rodeos lecheros que cuatro afios y un afo antes habian sufrido
un brote de tripanosomosis, luego del cual no volvieron a
presentar casos clinicos.

Materiales y métodos. La prevalencia de anticuerpos contra T.
vivax fue evaluada en la totalidad de las vacas adultas de dos
rodeos que presentaron un brote de tripanosomosis en el
pasado. Ambos rodeos estan ubicados en el distrito Ataliva a
una distancia de 2,6 km entre ellos. En el momento del brote, el
diagnostico se realiz6 por la técnica de microhematrocrito y la
observacion del parasito en frotis finos coloreados con Giemsa,
y la especie se confirm6 por PCR (Fikru et al, 2014). Para evitar
la ocurrencia de muertes, en ambos rodeos, la totalidad de las
vacas adultas fueron tratadas con Acetato de diminazene (7 mg
x kg). El rodeo A (n = 225) fue evaluado 4 afios después de
reportado el brote y el rodeo B (n = 125) un afio después. Las
muestras de sangre se obtuvieron por puncion de la vena
coccigea. La determinacion de anticuerpos contra T. vivax se
realiz6 por inmunofluorescencia indirecta (IFI). Los slide fueron
realizados con T. vivax purificados a partir de la sangre de un
ternero esplenectomizado inoculado con 60 ml de sangre
proveniente de un ternero portador del rodeo A. La IFI se realizé
siguiendo el protocolo de Bassi et al (2018). Las muestras que
presentaron fluorescencia especifica del parasito en dilucion
1:80 fueron consideradas positivas (Fidelis Junior et al., 2019).
Resultados. Los resultados de las determinaciones
serolégicas se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Seroprevalencia de T. vivax en vacas adultas de dos
rodeos lecheros, evaluados por IFI, a cuatro afios (rodeo A) y
un afo (rodeo B) del brote.

n Positivos Negativos
(%) (%)
Rodeo A 252 54,3 45,7
Rodeo B 125 47,2 52,8

Discusién y conclusion. La seroprevalencia determinada en
ambos rodeos, fue levemente inferior a la prevalencia del 66%
obtenida por PCR por Florentin et al. 2021, en un muestreo

realizado en dos tambos de Santa Fe, entre los afios 2017 y
2018. El rodeo A, durante el brote y como consecuencia del
diagnéstico tardio, sufrid pérdidas importantes por muerte de
animales y descarte de vacas. La reposicion de los animales se
realiz6 con vaquillonas y terneras propias que se criaron en el
mismo establecimiento, lo que podria explicar la alta
prevalencia de anticuerpos 4 afios después del brote. El rodeo
B presenta una prevalencia inferior al rodeo A, y la severidad
del brote y las pérdidas por muerte y refugo fueron minimas,
debido a un rapido diagnéstico. En este caso solo transcurrié
un afio luego de brote inicial y hasta el momento no se han
reportado nuevos casos clinicos. En los rodeos analizados,
insectos hematéfagos podrian ser los responsables de
mantener la transmisién de T. vivax en las nuevas generaciones
de hembras que se incorporaban al rodeo de vacas en
produccion. Este balance entre el rodeo y el parasito fue
observado en rodeos de carne en regiones endémicas del norte
argentino (Florentin et al., 2021) y Brasil (Garcia et al., 2020).
Este equilibrio donde no ocurren casos clinicos de enfermedad
puede ser alterado por factores estresantes como dias de
elevado indice de temperatura y humedad ambiente (ITH) y
excesos de lluvias que favorecen la multiplicacion de insectos
transmisores y condicionan la adecuada alimentacion de la
vaca lechera. Ademas, hay factores individuales como edad,
prefiez, lactancia y enfermedades concomitantes que hacen
mas susceptible al ganado lechero. La ocurrencia de brotes en
estos dos rodeos, que se encuentran espacialmente cerca, pero
entre los cuales no hubo intercambio de animales, sumado a la
ocurrencia de brotes por T. vivax en otros rodeos de la zona,
lleva a postular que la introduccién de algin animal portador
asintomatico proveniente de la zona endémica del pais en uno
de los rodeos de la zona, unida a la accion de los insectos
transmisores en los ambientes lecheros, facilité la dispersion
del parasito. La reciente introduccion de T. vivax en la cuenca
lechera central de Santa Fe, resalta la necesidad de contar con
técnicas serolégicas que permitan procesar un gran nimero de
muestras en corto tiempo para la realizacién de estudios
epidemioldgicos y la identificacion de animales portadores con
el fin de controlar la diseminacién del parasito hacia el sur de la
Argentina.
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Introduccién. La produccion ganadera caprina de la provincia
de Neuguén representa un recurso fundamental para satisfacer
necesidades basicas de los pobladores (Mikuc, 2016). Si bien
existen trabajos previos que evidencian la presencia de
enfermedades de los animales de produccion a nivel general en
la provincia, la informaciéon respecto a las parasitosis en
caprinos es escasa. El objetivo del presente estudio fue
caracterizar la dinamica de las principales parasitosis internas
en los caprinos de la zona centro noroeste de Neuquén y su
relacion con las medidas sanitarias aplicadas por los
productores.

Materiales y métodos. Durante los meses de enero y febrero
de 2019 se visitaron los campos de veranada de la comunidad
Huayquillan, paraje Colipilli, Neuquén, con el fin de relevar el
manejo sanitario que realizaban y los conocimientos que
poseian los productores caprineros sobre distintas
enfermedades del hato. Se realiz6 una encuesta CAP
(conocimientos, actitudes y practicas) a 79 familias
productoras, con lo cual se registré el conocimiento y presencia
de diferentes enfermedades parasitarias, la frecuencia con la
que realizaban algin acto sanitario de manera preventiva o
terapéutica, los productos antiparasitarios mas utilizados, y el
nivel de diagnéstico existente. Para el estudio de dinamica
anual de las parasitosis gastrointestinales se seleccionaron 5
hatos de productores segin antecedentes de uso de
antiparasitarios: 2 hatos con antecedentes de desparasitacion
frecuente, y 3 hatos sin estos antecedentes. De cada hato se
seleccionaron e identificaron 20 cabras. Durante un afio,
trimestralmente se tomaron muestras de materia fecal de los
animales y se realizaron andlisis de flotacion para determinar la
presencia de parasitos gastrointestinales mediante el conteo de
huevos por gramo (HPG) y de sedimentacion para determinar
la presencia de Fasciola hepatica (Fh).

Resultados. De los datos obtenidos en las encuestas CAP, se
evidencié el uso de antiparasitarios en el 78,7% de los
productores, de ese total se evidencio que el 49.1 % usaba una
combinacién de triclabendazol e ivermectina, el 27.8% usaba
triclabendazol unicamente y el 11.4% ivermectina Gnicamente.
El restante 21.3% no realizaba ningun tratamiento
antiparasitario en sus animales. Del total de productores que
realizaban algun tipo de practica sanitaria, el 100% consultaba
a referentes sanitarios locales o idéneos del lugar. En ningun
caso se realizaban analisis coproparasitolégicos para evaluar la
carga parasitaria existente antes de medicar y s6lo el 25%
realizaba alguna rotacién de productos antiparasitarios cada
dos ciclos productivos. En las Tablas 1 y 2 se presentan los
resultados coproparasitolégicos de HPG y Fasciola hepatica a
lo largo del afio productivo en establecimientos que realizan o
no desparasitaciones frecuentes.

Tabla 1. Valores promedio (rango) de HPG a lo largo del afio
en hatos con y sin desparasitacion frecuente.

OTORNO INVIERNO PRIMAVERA VERANO
SinDesp 16.1(13-19) 20.7(8-33) 4.8(4-5) 6.8(0-13)
ConDesp 19 (13-25)  4.1(3-4) 6.6(4-8)  0.9(0-2)

Tabla 2. Porcentaje de animales positivos a Fasciola hepatica
a lo largo del afio en hatos con y sin desparasitacion frecuente.

OTONO INVIERNO  PRIMAVERA VERANO

SinDesp. 19.9(13-26) 36(29-43) 18.1(11-25) 15.1(4-26)
ConDesp. 27.5 (15-40) 52.2(44-60) 23(11-35) 43.2(31-55)

Discusién. Los valores de HPG fueron bajos en todo el afio,
sin encontrarse diferencias entre campos que realizan o no
desparasitaciones frecuentes. Estos hallazgos indicarian que
no serian necesarios realizar tratamientos con antiparasitarios
para gastrointestinales en forma rutinaria. Sin embargo, el
60,5% de los productores utilizan ivermectina frecuentemente
sin andlisis coproparasitologico previo tratamiento. Este manejo
antiparasitario genera gastos innecesarios por parte de los
productores del Norte Neuquino y predispone a la generacion
de resistencia. En cuanto a Fasciola hepatica, se identificé que
los porcentajes altos de animales positivos se mantiene a lo
largo del afio tanto en productores que realizan como los que
no realizan tratamiento antiparasitario. Este hallazgo implicaria
la necesidad de un examen mas exhaustivo y detallado para
controlar esta parasitosis, realizando estudios del ambiente,
incorporando manejo de pastoreo, dosificacion segin peso, re
dosificacion segun producto, chequeos post-tratamiento y
rotacion de principios activos.
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Introduccién. Existen diversos estudios publicados sobre
transmisibilidad de cepas de Babesia sp. por Rhipicephalus
microplus, (R. m) con resultados variables. Algunas cepas
podrian haber perdido la capacidad de ser transmitidas por el
vector!. Otros estudios confirmaron el mantenimiento de la
infectividad de cepas atenuadas por R. m.? Ciertas cepas
atenuadas podrian conferir un margen de seguridad mayor, al
no ser transmitidas por R. m y no revertir a la virulencia al
menos después de dos pases sucesivos en bovinos®. El
siguiente  estudio tiene como objetivo analizar la
transmisibilidad de la cepa de Babesia bigemina (B.bi) vacunal
“Bbi M1A” y la cepa parental “Bbi M1P” por una colonia de R. m
libre de hemoparasitos.

Materiales y métodos. El trabajo se realiz6 en 2 etapas. Se
utilizaron 4 terneros (T) de 2 a 6 meses de edad provenientes
de establecimientos libres de R. m y negativos para Babesia sp.
Se utilizé la colonia de R. m L1 de INTA Mercedes libre de
Babesia sp.

Etapa 1.

1. Dos T. no esplenectomizados, designados como 1y 2, fueron
infestados con 20000 larvas de R. m el dia 0. El dia 14, se
inocul6 por via intravenosa con 1 x 107 de Bbi M1A al T 1y el
T. 2 recibi6 la misma dosis de Bbi M1P.

2. Se evaluaron diariamente hasta el dia 13 posinoculacion (Pi)
por frotis sanguineos y PCR.

3. Se recogieron 100 teleoginas repletas de cada T. en los dias
20-25 y se las incub6 en estufa a 27° C. para obtener larvas.
4. Se realizé examen de hemolinfa de las teleoginas, a partir del
dia 6 post recoleccion, diseccion de 30 teleoginas, de cada

T. para posterior extraccion de ADN de ovarios y glandulas
salivales. Extraccion de ADN de huevos y larvas.

Etapa 2. Una vez alcanzados 20 dias de vida, 20000 larvas
obtenidas de las teleoginas de los T. 1 y 2 fueron sembradas
en T. esplecnetomizados denominados 3y 4, respectivamente.
Se repitieron los pasos 2; 3y 4 de la etapa 1.

Resultados.
Etapa 1: Ambos terneros desarrollaron infeccion, manifestando
presencia de B. bi en extendido fino, confirmado por PCR. El

T.2, inoculado con Bbi M1P, fue tratado con diminazina el dia 8
Pi. para preservar su vida. No fue necesario tratar al T. 1.

Se observaron vermiculos de B. bi en hemolinfa en un 10% de
las teleoginas provenientes de T.2. No se detectaron
vermiculos en hemolinfa de las teleoginas del T.1

Etapa 2: El dia 15 post siembra de larvas, el T. 4 manifestd
fiebre, anemia, hemoglobinuria y presencia de B.bi en los frotis.
El diagnoéstico se confirm6 mediante PCR. El T. 3 no manifestoé
sintomas compatibles con babesiosis, tampoco se detectaron
babesias en los frotis y la PCR de las muestras de sangre
resultaron negativas a B. bi

Discusién y conclusion. Los resultados preliminares
obtenidos brindan informacion acerca del comportamiento
fenotipico de la cepa Bbi M1A en comparacion a su parental Bbi
M1P. Se pudo observar la transmisibilidad de la cepa Bbi M1P
por una colonia de R.m mediante la infeccién de un ternero
susceptible. Por el contrario, la cepa Bbi M1A no pudo ser
transmitida por la colonia de R. m en la etapa 1 del ensayo ni
se genero6 la infeccion del ternero susceptible en la etapa 2.
Quedan por realizar mas ensayos clinicos y moleculares con
otras colonias de R. m y realizar mas de un pasaje en terneros
para obtener resultados concluyentes.
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PC1-HEMATOLOGIA EN LLAMAS (LAMA GLAMA) DE LA PROVINCIA DE JUJUY
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Introduccién. La cria y explotacion de llamas (Lama glama)
adquiere una gran importancia socio econémica en el altiplano
de la provincia de Jujuy, la cual posee la mayor poblacion
nacional de esta especie. 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.

Materiales y métodos. Durante 2007 y 2008 se muestrearon
297 llamas sin discriminaciéon de sexo, mayores de 3 afios de
edad, de 28 localidades diferentes distribuidas en 6
departamentos provinciales y pertenecientes a 65 productores.
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 (Figura 1). Todas las tropas
muestreadas realizan un manejo tipico de la region, en forma
extensiva y con pastoreo natural sin racionamiento Se
muestrearon entre 5 y 10 animales por tropa por productor.
Ningun animal presentaba signologia clinica de ningun tipo y
fueron elegidos al azar. Se obtuvo sangre mediante
venopuncion yugular y posteriormente colocada en tubos con
anticoagulante, para medicion de parametros hematicos
mediante analizador hematolégico automatico.

Figural

Resultados. Los valores obtenidos de hematies (MILL/mm3),
hematocrito (HTO %), hemoglobina (Hb g %), volumen
corpuscular medio (VCM um3), glébulos blancos (GB mil/mm3),
neutrofilos (Neu %), linfocitos (Linf %) y eosindfilos (Eos %) se
muestran en la Figura 2 (graficos 2 y 3), expresados como
valores promedio y extremos.

Figura 2. Graficos 2y 3

Grafico 3. Formula leucocitaria
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Discusién. La informacién local y regional sobre parametros
hematologicos valoracion clinica en llamas es muy escasa. Los
resultados obtenidos son similares a los valores previamente
publicados en otros paises, y fueron obtenidos sobre un
muestreo con una amplia cobertura geografica y aportan datos
de referencia, completando la informacién previa notificada
(Marin, RE, 2011; Marin, RE et al., 2014), ya que estos mismos
animales fueron evaluados serolégicamente a diversos agentes
infecciosos, tanto virales, parasitarios y bacterianos, coprologia
de endoparasitos, y medicion de minerales y proteinas,
otorgando de esa manera mayor objetividad de consideracion
de estos valores hematolégicos como de referencia en la
region. Sin embargo, se consideran necesarios estudios
posteriores que relacionen estos valores en relacion a niveles
nutricionales, época del afio y condicién corporal.
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PC2-EVALUACION DE INDICADORES TEMPRANOS DE LESION RENAL EN PERROS CON
ENFERMEDAD VALVULAR MITRAL CRONICA (EVMC). RESULTADOS PRELIMINARES
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Introduccion. Los sistemas cardiovascular y renal interaccionan
en forma compleja para regular la presion sanguinea, tono
vascular, diuresis y la homeostasis del volumen intravascular. En
los perros las enfermedades cardiacas y renales presentan una
alta tasa de morbilidad y mortalidad. Algunas enfermedades
cardiacas pueden manifestar azotemia en el 7.4 a 24.1% de los
perros. Un estudio realizado por Martinelli et al (2016) report6
que el 25% de los caninos con enfermedad renal cronica (ERC),
con azotemia, se relaciona también a enfermedad valvular mitral
cronica (EVMC).™ En perros la EVMC es la cardiopatia adquirida
mas frecuente, y su complicacion es la ERC. En 2015 un
consenso, entre médicos veterinarios cardiologos y nefrélogos,
definié el desorden del eje cardiovascular-renal (DCR) como el
dafio estructural y/o funcional del rifibn y/o sistema
cardiovascular, que interrumpe las interacciones de uno o
ambos. ® Los animales de mayor edad con enfermedad
cardiovascular tienen mayor riesgo de desarrollar una ERC y
DCR.® La forma practica y econémica de evaluar la funcion
renal es mediante el dosaje de urea y creatinina (azotemia) en
sangre, aunque resultan marcadores tardios de dafo renal. Es
necesario recurrir a predictores sensibles y tempranos de estrés/
lesién renal, como la medicién de proteinas en orina. Excluidas
las causas de proteinurias pre y post-renales, y si el sedimento
urinario es inactivo, la misma se considera de origen renal. Las
proteinurias renales constituyen un marcador temprano de
enfermedad renal® ? E| dosaje de proteinas totales y albimina
séricas revisten importancia por la posibilidad de
hipoproteinemias asociadas.” En 2019 International Renal
Interest Society clasifico al paciente nefropata segun la
creatinemia en: estadio 1: <1.4 mg/dl (no azotémico); estadio 2:
1.4-2.0 mg/dl (azotemia leve); estadio 3: 2.1-5.0 mg/dl (azotemia
moderada); estadio 4: >5.0 mg/dl (azotemia severa). También se
clasifica la relacién proteinuria/ creatinina urinaria (UPC) como:
no proteindrico 0.2; proteinuria al limite: 0.2-0.5 y proteindrico:
>0.5.® La valoracién de microalbuminuria (MA) y la relacion
microalbimina /creatinina urinaria (MU/CU), son también
valiosos. La densidad urinaria (DU), expresa la capacidad del
rifion para concentrar o diluir la orina.® En la ERC esta funcion
se pierde, precede a la azotemia' y remarca la importancia del
uriandlisis en el diagnéstico temprano. La proteinuria y la
azotemia podrian incrementar en la EVMC. El dafio renal
secundario a EVMC en perros, no ha sido demostrado
fehacientemente, aunque se sabe que la prevalencia es mayor
en animales adultos, existiendo el interrogante de cudl ha sido la
causa primaria. Los indicadores tempranos de disfuncion renal
permitirian prevenir alteraciones en el DCR. El objetivo general
del presente trabajo es determinar la asociacion entre la EVMC
y lesién y/o disfuncion renal en perros = 5 afos de edad, a partir
de indicadores tempranos de laboratorio de lesién renal.

Materiales y métodos. A la fecha se estudiaron 13 perros 25
afios de edad con EVMC: a) se elaboraron fichas clinicas y de
laboratorio de cada paciente, b) se les realiz6 hemograma
(Contador Hematolégico GEO Mc Vet), c) bioquimica sanguinea
(urea, creatinina, proteinas totales, albumina, globulinas,
relacion alb: globulinas) y urinaria (creatinina, proteinuria, MA)
con reactivos ad-hoc (espectrofotémetro Wienerlab 1600 DR
Plus). Se calcularon las relaciones: proteina/creatinina urinaria
(UPC) y microalbumina/ creatinina urinaria (MU/CU) d) a cada
animal se le realizo urianalisis completo utilizando tiras reactivas
de quimica seca, la densidad se tom6 con refractémetro clinico
y se observo el sedimento.

Resultados preliminares. En los hemogramas no se
observaron cambios relevantes. Respecto a los datos de
bioquimica sanguinea se evidencié: disminucién de proteinas
totales y albimina en 3 animales (23%) e incremento en otros 3
(23%); 6 pacientes (46%) mostraron aumento de urea y 2 perros
(15,3%) de creatinina. En los datos de urianalisis se observo: 3
perros (23%) con densidad entre 1009 a 1011, 1 paciente (7,6%)
con proteinuria (++) y sangre oculta (+), y 3 perros (23%) con

sedimento activo. La bioguimica urinaria evidencié: 13 perros
(100%) con valores dentro de las referencias tanto en proteinas
urinarias y MA, como asi también en las relaciones UPC y
MU/CU. Es importante destacar que en 2 de ellos los valores
fueron en limites superiores.

Discusién y conclusidn. La hipoproteinemia que se observo en
3 perros, coincidi6 con valores de UPC en limites superiores, lo
gue podria relacionarse a una pérdida de proteinas de origen
renal. El incremento de urea que se observo en 4 perros se
atribuye a causas extra renales. Los 2 perros con valores de urea
y creatinina elevados en sangre (uno en estadio no azotémico y
el otro con azotemia leve), presentaron sedimento urinario sin
particularidades (inactivo), y tanto la proteinuria, como la micro-
albuminuria y la UPC y MU/CU en limites superiores, pudiendo
estar relacionado a un inicio de lesion renal asociado a EVMC,
dentro del DCR. Por los resultados hallados hasta el momento,
se acuerda con Martinelli et al (2016) que existe una asociacion
de azotemia 'y EVMC en aproximadamente el 25% de los perros.
También coincidimos con Cortadellas, M.J. et al. (2012) en las
ventajas de utilizar predictores sensibles de estrés renal o lesion
temprana en pacientes con EVMC. La valoracion de la
proteinuria, MA, las relaciones UPC y MU/CU, y el urianalisis son
técnicas de bajo costo y se pueden realizar en laboratorios sin
complejidad. El reconocimiento y manejo de los cambios
tempranos no adaptativos en la funcion renal, son relevantes
para prevenir un mayor DCR. Es necesario hacer seguimiento
de los pacientes y continuar con la investigacion para ampliar la
base de datos. Con estas herramientas los veterinarios clinicos
pueden mejorar la calidad de vida y supervivencia del perro
cardidpata con riesgo de desarrollar dafio renal.
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PC3-DESCRIPCION DE UN CASO CLINICO POR MORDEDURA DE YARARA EN UN CANINO EN LA

COSTA DEL RIO DE LA PLATA
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Introduccién. El envenenamiento por serpientes venenosas es
una urgencia médica, frecuente en algunas zonas del pais.
Segun el Programa Nacional de Ofidismo, se registraron 850
casos anuales humanos, siendo en su gran mayoria producidos
por viboras del género Bothrops sp. (yarard).®) Cuando ocurren
crecidas o inundaciones en el noroeste del pais, incrementa el
nimero de serpientes observadas en las costas del Rio de la
Plata, por la invasion de plantas acuaticas del Litoral, debido a
que las serpientes venenosas como yarara o vibora de la cruz,
viajan sobre camalotes. Este desplazamiento de ofidios hace
que puedan registrarse accidentes tanto en personas como en
mascotas cuando invaden el nuevo habitat de las serpientes.
Para que se produzca el hecho, a pesar del comportamiento
agresivo de esta clase de ofidios, las personas o animales
deberan pisar o molestar a la serpiente.® El veneno de yarara
(Bothrops sp.) posee una gran cantidad de sustancias toxicas.
Entre los principales componentes se pueden mencionar la
fosfolipasa A2, enzima con actividad trombinica vy
hemorraginas. Estos compuestos actdan en forma conjunta y
causan reaccion inflamatoria y necrosis en el sitio de
mordedura. Se ha demostrado que el veneno de yarara posee
componentes capaces de inducir hemorragias y edema de gran
magnitud. A nivel sistémico, el veneno causa trastornos en la
coagulacion, ya que posee enzimas semejantes a la trombina
que consumen el fibrinbgeno, este efecto se potencia por la
accion de hemorraginas (metaloproteinas).®) La nefrotoxicidad
ocurre como consecuencia de la accién directa del veneno
sobre los rifiones, el shock hipovolémico y la ocurrencia de
microcoagulos que afectan la circulacién renal.® El objetivo de
este trabajo es describir el caso clinico de un paciente canino
atacado por una serpiente del género Bothrops.

Materiales y método: descripciéon del caso. Un canino
macho, mestizo, de 6 afios de edad y 28 kg de peso,
proveniente del destacamento de policia de La Balandra (zona
costera del Partido de Berisso), fue llevado a un consultorio
privado de la ciudad de La Plata, el propietario manifiesta que
el perro habia sido atacado por una yarara. El paciente poseia
dos orificios, en la mejilla izquierda y en la region frontal,
sangrantes edematosos y muy dolorosos. A medida que
transcurrieron las horas, el edema abarcé toda la cabeza y el
paciente comenzo6 a deprimirse. Se realizd la extraccion de
sangre de la vena cefélica, se coloc6 la muestra en un tubo con
anticoagulante EDTA, en otro tubo con anticoagulante citrato y
en un tubo seco para la obtencién de suero. Para la realizacion
del hemograma se utiliz6 un contador celular automatico
Sysmex (KX-21), Para realizar el Tiempo de protrombina y
Tiempo de tromboplastina parcial activada se uso6 reactivos de
la marca Wiener® y para determinar urea, creatinina, y alanino

aminotransferasa (ALT), se utiliz6 un autoanalizador INCA y se
usaron reactivos de Biosystem®.

Resultados. En el hemograma se observé leucocitosis sin
desvio a la izquierda y el resto de los parametros se
mantuvieron dentro de los rangos de referencia para la especie.
En el coagulograma se observé marcado incremento en el
tiempo de protrombina, obteniéndose un valor de 30 segundos
(rango de referencia en caninos: menor a 10 segundos). De
esta forma se aproximé el diagnéstico de ataque por yarara y
uso racional del suero antiofidico, ya que, a diferencia de la
especie venenosa, la falsa yarara no causara alteraciones en la
coagulacion. Las determinaciones de urea, creatininay ALT se
mantuvieron dentro de los rangos de referencia para la especie.
Se administr6 suero antiofidico (ampolla x 10 ml, de
inmunoglobulinas que neutralizan 2,500 mg de veneno B-
alternato y 1,500 mg de veneno B neweidi) vehiculizado en
solucién fisiolégica y una dosis Unica de dexametasona 0,5
mg/kg para prevenir una posible reaccion anafilactica y para
tratar el proceso inflamatorio. El paciente respondio
favorablemente, revirtiendo los signos a las pocas horas de
administrado el mismo y normalizandose los parametros del
coagulograma. El edema fue el dltimo signo en normalizarse, a
las 48 h de implementado el tratamiento.

Discusién. Si bien los accidentes por mordedura de yarara no
son muy frecuentes en la costa riberefia del Rio de La Plata, el
nimero aumenta en relacion con las lluvias intensas e
inundaciones en el noroeste del pais, es asi que es importante
conocer el manejo de los pacientes que sufren ataques por
estas serpientes, realizar un diagnéstico rapido e implementar
el tratamiento. Debemos recordar que el tiempo de fijacién de
toxinas es aproximadamente de 8 a 10 h; por lo que administrar,
el suero antiofidico antes de este lapso mejora el prondstico del
paciente. Dentro de los factores que podrian haber influido en
la rapida recuperacion del paciente podemos mencionar, la
rapidez con que pudo instaurarse el tratamiento, 4 h posteriores
al ataque, el alto peso del perro (28 kg), que puede haber
generado una alta tasa de dilucién del veneno y el buen estado
general del mismo. Por otra parte, el ataque ocurrié en verano,
estacion del afio en la que las serpientes no poseen gran
cantidad de veneno acumulado en las glandulas salivales ya
gue es el momento del afio en el que se alimentan.
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Introduccion. Un motivo frecuente de consulta en la clinica de
pequefios animales es el vomito crénico como signo de
gastropatia crénica. El diagndstico etioldgico de estas
gastropatias requiere, en la mayoria de los casos, de la
exploracion endoscopica y del estudio histopatolégico de la
biopsia obtenida de la mucosa gastrica. Las bacterias
pertenecientes al género Helicobacter se han sugerido como
factor etiolégico de las gastritis crénicas, pero su rol en la
patogenia de la enfermedad géstrica es debatido, debido a que
se han encontrado perros infectados, pero sin signos clinicos
evidentes y otros, en los cuales la infeccion va acompariada de
signologia digestiva.® Por otra parte, se han detectado cambios
histopatol6gicos en perros con signos digestivos, pero también
en otros clinicamente sanos; sin embargo, se asume que, en
pacientes con gastritis y vomito crénico, donde los cambios
histopatolégicos van acompafiados de un gran nimero de
bacterias, estas juegan un rol importante en la patogenia de la
enfermedad.®® El objetivo de este trabajo fue relacionar la
presencia de Helicobacter spp., las alteraciones
histopatolégicas en la mucosa gastrica y la presencia de
signologia clinica compatible, en perros atendidos en el
Hospital Escuela de la FAV-UNRC.

Materiales y métodos. Se tomaron mediante endoscopia
(videoendoscopio Storz) biopsias gastricas de cardias, fundus,
cuerpo y antro pil6rico a 30 perros con Yy sin signos digestivos,
derivados al Servicio de Endoscopia o al Servicio de Cirugia de
la FAV por diferentes motivos. Las muestras para el estudio
histopatolégico fueron tefiidas con H/E y observadas con
microscopio optico Axiostar plus, Zeiss con aumento 1000X con
aceite de inmersion en busca de estructuras con morfologia y
tamafio compatibles con Helicobacter spp. La cantidad de
organismos se informé como: ausencia (no se observan),
escasa cantidad (<10), moderada cantidad (10 a 50),
abundante cantidad (> 50). La descripcion de los hallazgos
histolégicos se realiz6 segun la guia establecida por la
Asociacion Mundial de Veterinarios de Animales Pequefios
(WSAVA).®

Resultados. El 100% de los perros estudiados resulté positivo
a la presencia de estructuras compatibles con Helicobacter spp
en la histopatologia de las biopsias gastricas. Los resultados
obtenidos se discriminaron teniendo en cuenta la signologia
clinica:

Perros con signos clinicos: alteraciones del epitelio 0/5 (0%);
infiltracion linfocitaria 5/5 (100%); infiltracion de células
plasmaticas 4/5 (80%); proliferacién de tejido conectivo 5/5
(100%); hiperemia de mucosa 4/5 (80%); edema de mucosa 1/5
(20%) y hemorragia de mucosa 0/5 (0%)

Perros sin signos clinicos: alteraciones del epitelio 1/25 (4%);
infiltracion linfocitaria 25/25 (100%); infiltracion de células
plasmaticas 23/25 (92%); proliferacion de tejido conectivo 24/25
(96%); hiperemia de mucosa 19/25 (76%); edema de mucosa
9/25 (36%) y hemorragia de mucosa 6/25 (24%).

Discusién. El hallazgo de bacterias de forma espiralada en
todas las biopsias obtenidas es coincidente con lo descripto por
la bibliografia®*® En cuanto a la signologia clinica, la
bibliografia reporta que algunos perros presentan signos
clinicos y otros no, tal lo sucedido en el presente trabajo.® La
mayoria de los perros tenian de moderada a abundante
cantidad de bacterias y s6lo unos pocos presentaban escasa

cantidad, esto en concordancia con otras investigaciones
realizadas que indican que la cantidad de bacterias en la
mayoria de los casos es de moderada a abundante, y que no
hay diferencia en cuanto a la cantidad de bacterias encontradas
en animales sanos y con enfermedad gastrointestinal.” En el
estudio histopatolégico no se encontraron alteraciones del
epitelio, lo cual no coincide con la bibliografia, que reporta este
hallazgo como algo habitual.® Amorim et al. (2015) encontraron
ademas de infiltracion linfocitaria, injuria epitelial gastrica de
leve a moderada. La infiltracion de células plasmaticas, la
proliferacién de tejido conectivo, la hiperemia, el edema y la
hemorragia que se encontraron tanto en perros que
presentaban signos clinicos como en los que no, fueron
alteraciones similares a las encontradas por otros
investigadores.® Las células inflamatorias que se encontraron
en la lamina propia fueron linfocitos, células plasmaticas y, en
menor medida, neutrdfilos y eosindfilos. Hubo en algunos casos
hiperplasia de las células mucosas del cuello y, en otros,
degeneracion glandular. Estos hallazgos son similares a los de
Hermanns et al. (1995), quienes encontraron que la
degeneracion glandular era generalmente acompafiada por
acumulacion de linfocitos y, en menor grado, por la presencia
de granulocitos neutréfilos. Los diferentes autores refieren
presencia de linfocitos y de células plasmaticas y en la mayoria
de los casos gastritis cronica leve ®, aunque en un estudio
hecho por Happonen et al., (1996) si bien todos los perros
tuvieron gastritis crénica leve, en algunos se encontr6 gastritis
activa leve, conjuntamente con gastritis crénica. Happonen
(1996) sugiere que los neutréfilos no juegan un rol importante
en la gastritis canina, lo cual coincide con nuestro trabajo, en el
cual estas células fueron observadas en escasa cantidad. En
acuerdo con estudios previos, las bacterias fueron observados
en el mucus superficial y dentro de las glandulas gastricas.**

Conclusiones. La mayoria de los perros en este estudio eran
clinicamente sanos, por consiguiente, pareciera que la
presencia de bacterias no tendria significancia clinica en perros
sanos, a pesar de la presencia histolégica de gastritis cronica,
por lo tanto, el grado de colonizacion no estaria directamente
relacionado con los cambios histopatolégicos, ni con la
presencia de signos clinicos.
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PC5-DETECCION DE TEJIDO LINFOIDE EN MUCOSAS DE FACIL ACCESO DE CAPRINOS PARA SU
APLICACION EN EL DIAGNOSTICO DE SCRAPIE
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Introduccién. Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles
(EET) son un grupo de enfermedades neurodegenerativas
producidas por priones que afectan al ser humano y a diferentes
especies animales. Son de curso cronico, tienen manifestaciones
neurolégicas y terminan invariablemente con la muerte de los
individuos afectados, careciéndose a la fecha de un tratamiento.
De todas las EET animales, Scrapie o Prurigo Lumbar que afecta
a ovinos y caprinos es la de mayor difusion, reportandose el
mayor nimero de casos nuevos por afio, y genera barreras
comerciales para pequefios rumiantes. En la Argentina no se han
identificado casos de Scrapie ni de otras EET animales pero
funciona un sistema de vigilancia epidemiolégica para estas
enfermedades, el “Programa Nacional de Prevencion y Vigilancia
de las EET de los animales”. El diagnostico de las EET se basa
en la deteccién post mortem de la proteina priénica anémala
(PrP5°) mediante inmunohistoquimica, Western blot o ELISA. En
el caso de Scrapie es posible el diagnéstico ante mortem de la
enfermedad dada la particular acumulacién temprana de PrP=¢ en
tejido linfoide (TL). En este sentido, a diferencia de lo que ocurre
con la Encefalopatia Espongiforme Bovina, Scrapie podria
diagnosticarse en animales vivos durante el periodo temprano de
incubacion de la enfermedad que suele ser mayor a un afio, e
incluso antes de que sea detectado en el sistema nervioso
central. La PrPS¢ se acumula en los foliculos linfoides de tonsilas,
ganglios linfaticos y organizaciones linfaticas presentes en
mucosas. Por su facil acceso, se ha propuesto la deteccion de
PrPSc en el TL del tercer parpado, evaludndose también la
deteccion en biopsias de mucosa rectal. 2 Las muestras de
mucosa se consideran aptas para este tipo de diagnostico cuando
presentan 6 foliculos linfoides o méas." El objetivo de este trabajo
fue determinar la aptitud diagnéstica de muestras de mucosa
rectal y conjuntiva de tercer parpado de caprinos para su
aplicacion en el diagnéstico ante mortem de Scrapie. Esto seria
de importancia al momento de evaluar la utilidad del diagnéstico
ante mortem de Scrapie en el marco de un programa de vigilancia
0 prevencion.

Materiales y métodos. Durante la necropsia de 49 caprinos se
obtuvieron muestras de tercer parpado y mucosa rectal. Se
extrajo el tercer parpado completo el cual fue seccionado
longitudinalmente a izquierda o derecha del eje medio, lugar
donde se ubica el tejido linfoide asociado a esta conjuntiva.y Para
la mucosa rectal se tomaron muestras aproximadamente a 2 cm
craneal a la linea rectoanal con pinza y tijeras. Todas las
muestras se conservaron en formol bufferado al 10% hasta su
procesamiento. Una vez fijadas, las muestras fueron incluidas en
parafina y se obtuvieron secciones de 3 um de espesor para su
coloracion con hematoxilina y eosina, siguiendo procedimientos
de rutina. La presencia de TL se evalué mediante observacion
microscopica de las muestras obtenidas de tercer parpado y
mucosa rectal. Se realiz6 un estudio microscépico de las
preparaciones obtenidas, contabilizando el nimero de foliculos
linfoides presentes en cada una de las muestras.

Resultados. En 24 de las muestras de mucosa de tercer parpado
(49,0%) y en 31 de las muestras de mucosa rectal (63,3%) se
encontraron 6 o mas foliculos linfoides.

Discusién. La aptitud diagndstica de las muestras de mucosa de
tercer parpado no concuerda con lo reportado por otros autores
gque observaron que aproximadamente el 80% de las muestras
eran aptas para el diagnostico® mientras que nosotros obtuvimos
un 49% de muestras aptas. Esto podria deberse a que nuestros
resultados se obtuvieron principalmente de animales menores de
2 afios mientras que los individuos evaluados en otros trabajos
eran de diversas edades.! Las muestras que poseen escaso 0
nulo desarrollo de foliculos en el tercer parpado pertenecen a
animales menores de 2 afos. Respecto a la mucosa rectal, los
resultados obtenidos tampoco coinciden con los reportados

previamente. El desarrollo del TL podria depender de la edad, o
su deteccion depender de la toma de muestras. Respecto a la
edad, en este estudio se analizaron principalmente animales
jovenes, lo cual podria explicar las diferencias. Respecto al area
de muestreo, las muestras se colectaron siguiendo los
procedimientos descritos previamente,? 2-3 cm craneal a la linea
recto-anal. Otros estudios realizados en ovinos y cérvidos
sefalan que la muestra ideal debe tomarse de 0 a 1 cm a partir
del inicio de la mucosa.*® Debido a que no hay informacién
concisa sobre TL asociado a mucosa rectal de caprinos, y a que
no se ha evaluado la variable edad respecto del desarrollo de este
tejido en tercer parpado y recto, se prevé realizar estudios
adicionales.

Conclusiones preliminares. Se detecté TL asociado a mucosas
de tercer parpado y mucosa rectal de caprinos y se determino si
eran aptas para el diagnéstico ante mortem de Scrapie. Las
muestras de mucosa rectal demostraron una mayor aptitud
diagnostica que las de tercer parpado, pero aun asi no se ajustan
a los resultados de otros autores. Se prevé ampliar el rango etario
de los animales muestreados e incluso modificar el lugar de la
toma de muestra en el caso de la mucosa rectal
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PT1-INTOXICACION NATURAL POR ASTRAGALUS PUNAE EN LLAMAS (LAMA GLAMA) DE JUJUY
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Introducciéon. Las enfermedades por almacenamiento
lisosomal son un grupo de trastornos hereditarios y adquiridos
caracterizados por lisosomas disfuncionales, produciendo
acumulacion intracitoplasmatica de sustratos no degradados,
alteracion y muerte celular. Las enfermedades adquiridas por
almacenamiento lisosomal, ocurren debido a la ingestion de
plantas que contienen swainsonina (SW) produciendo una alfa
manosidosis adquirida, debido a su capacidad para inhibir la a-
manosidasa lisosémica y a -manosidasa Il de Golgi, y se han
descrito asociadas a especies del género Astragalus, Sida,
Oxitropis, Swainsona, e Ipomoea siendo econdémicamente
importantes para el ganado. Aproximadamente 70 especies de
Astragalus son nativas de Argentina, donde la intoxicacion
natural por Astragalus pehuenches fue descripta en ovinos y
bovinos en la regién de la Patagonia, y Astragalus garbancillo
en ovejas y llamas (Lama glama) en el noroeste argentino. En
este trabajo presentamos el primer reporte de una nueva
especie toxica de Astragalus afectando a llamas en Jujuy.

Materiales y métodos. A finales del otofio de 2019, se visitd
un pequefio productor cerca de la localidad de El Toro,
departamento de Susques (region Puna), a 4.012 m sobre el
nivel del mar, el cual tenia una tropa de 124 llamas en pastoreo
natural con abundancia de una maleza denominada mulato. Al
momento de la visita se observd cuatro llamas adultas con
ataxia leve con curso clinico de aproximadamente 15 dias. Se
extrajo sangre completa y suero para analisis hematologicos de
una llama afectada, realizandose posteriormente la eutanasia
para estudios posmortem y toma de muestras de tejidos
conservadas en formol para estudios histopatolégicos y de
microscopia  electrénica. Ademas, Se recolectaron
especimenes de plantas de mulato en etapa de fructificacion,
para identificacion botanica. En otofio de 2020 se recolectaron
nuevamente plantas para identificacion de SW mediante
cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa
acoplada a espectrometria de masas en tandem de ionizacion
quimica a presion atmosférica.

Resultados. Los andlisis hematolégicos no revelaron
anomalias y no se identifico vacuolizacion citoplasmatica en los
monocitos circulantes en los frotis de sangre periférica. Los
especimenes de mulato fueron identificados como Astragalus
punae |. M. Johnst. (Figura 1) y registrados en herbario BAB N°
97039. N° de digitalizacion: BAB00010832, mientras que la
concentracion de SW obtenida en A. punae fue de 0.06%. La
necropsia revelé mal estado nutricional, con escasas reservas
de grasa subcutanea y abdominal, sin otros cambios
macroscopicos  significativos. Los cambios histoldgicos
consistieron en fina microvacuolizacién  citoplasmica
multisistémica. En el rifién los cambios fueron mas marcados,
afectando principalmente al epitelio de los tubulos
contorneados proximales, mientras que la microscopia
electronica demostr6 vacuolas rodeadas de membrana
multifocales en el citoplasma de esas células. (Figura 2)

Conclusiones. Las lesiones renales observadas en este caso
son compatibles con enfermedad de almacenamiento
lisosomal, mientras que los niveles de swainsonina en las
muestras de plantas analizadas fueron superiores al nivel
minimo establecido para producir dafio (0,001%) cuando las
plantas se consumen durante un periodo de tiempo suficiente.

Figura 1

Los cambios renales parecen ser las lesiones mas tempranas
asociadas con intoxicaciéon por SW, y estudios previos indican
que el epitelio folicular tiroideo y de los tubulos contorneados
proximales renales exhiben degeneracion vacuolar a dosis de
20,1 mg / kg; mientras que en el resto de 6rganos ocurre con
dosis mas altas El productor informa que anualmente se
presentan signos clinicos similares en 3-5% del rebafio,
observando que al principio los animales comienzan a ganar
peso, pero desde que comienzan los signos clinicos, y a pesar
del consumo compulsivo de la planta, comienzan a perder peso
corporal y rara vez mueren de forma natural, debiendo
eventualmente ser sacrificados coincidiendo con otros
productores entrevistados en la region. El diagndstico de
intoxicacién por A. punae esta basado en signos clinicos,
lesiones microscopicas y ultraestructurales, abundancia de A.
punae en el area de pastoreo y determinacion de swainsonina
en especimenes vegetales. Este es el primer reporte de
intoxicacion por Astragalus punae en animales domésticos.
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PT2-INTOXICACION EN CAPRINOS POR CONSUMO DE FARDOS CONTAMINADOS CON PASCALIA
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Introducciéon. Pascalia glauca (sin. Wedelia glauca),
comunmente conocida como "sunchillo” o "Yuyo sapo”, es una
planta nativa de América del Sur, y contiene atractilésido y
carboxatractilésido que acttan inhibiendo la fosforilacion
oxidativa de las mitocondrias resultando en necrosis hepatica
centrolobulillar. Es una maleza invasora de cultivos,
comUnmente alfalfa. Intoxicacién natural por consumo por
pastoreo, o por henos contaminados, y mediante reproduccion
experimental han sido comunicados en bovinos, ovinos, ciervos
(ej. Axis) y llamas (Lama glama). En caprinos se report6
intoxicacion experimental Unicamente. En este trabajo se
describe un caso de intoxicacion en caprinos por consumo de
heno de alfalfa, contaminados con Pascalia glauca en la
provincia de Jujuy.

Materiales y métodos. El episodio se present6 en un hato de
47 cabras de un pequefio productor ubicado en la localidad de
Barcena, departamento Tumbaya, a 1790 msnm. Durante
agosto de 2010 un organismo gubernamental de ganaderia
entregd fardos de alfalfa para ayudar a sobrellevar el déficit
estacional de forrajes naturales que resulta severa en la zona
de prepuna. Los fardos fueron administrados como Unica dieta
a 14 chivitos destetados de entre 4-6 meses de edad, que,
segun el manejo realizado, eran encerrados diariamente al
atardecer en un corral pequefio con agua de bebida suficiente,
con alambrado perimetral completo, hasta el otro dia. Una vez
encerrados se suministré 3 fardos al lote. Entre 10 a 12 horas
posteriores al suministro, amanecieron 5 animales muertos y
otros 5 se encontraban postrados en decubito lateral en agonia
terminal, con mioclonias y convulsiones, encontrandose los 4
animales restantes con apatia y depresiéon. Los fardos
administrados habian sido ingeridos casi en su totalidad. Se
realiz6 la necropsia completa de 4 animales y la toma de
muestras de tejidos conservados en formol al 10 % para
estudios histopatolégicos, y se inspeccionaron los fardos
restantes correspondientes al mismo lote que los
suministrados.

Resultados. Los resultados a la necropsia mostraron cambios
hepaticos con patrén reticular difuso marcado, siendo
marcadamente hemorragico en algunos casos, mientras que,
en otros, el puntillado hemorragico se alternaba con sectores
blanquecinos bien marcados. La vesicula biliar se encontraba
pletérica conteniendo bilis espesa y paredes moderadamente
edematosas. No se observaron otros cambios significativos.
Microscépicamente se observd necrosis aguda, coagulativa
centrolobulillar  difusa, con sectores de hemorragica
centrolobulillar (Figura 1). La inspeccion de los fardos de alfalfa
almacenados demostré la presencia de plantas secas, algunas
en floracién, de P. glauca en cantidad moderada respecto al
total del material del fardo (Figura 2).

Conclusiones. Se realiz6 el diagnéstico de intoxicacion por
Pascalia glauca en base a los signos clinicos, y los hallazgos
macro y microscopicos junto a la presencia de plantas secas en
los fardos suministrados. Los fardos problema fueron retirados
del consumo al momento de la visita, sin embargo, los restantes
4 animales murieron dentro de las 30 horas del suministro,
dejando una morbi-letalidad del 100 %. Posteriormente la
entidad gubernamental retir6 el lote de fardos problema, y a
pesar del diagnoéstico establecido, proveyé nuevos fardos de
alfalfa a dicho productor, los que fueron suministrados al resto
del lote de caprinos adultos en los encierres diarios,
produciéndose nuevamente una mortandad de 10 animales en

menos de 24 horas de suministrados, con el hallazgo de
idénticas lesiones y contaminaciéon de los nuevos fardos con
plantas secas de Pascalia glauca.

Figura 1

A pesar de no poder cuantificar el consumo de plantas toxicas
aproximado, resulta notoria la sensibilidad de la especie a la
accion téxica de P. glauca, por los resultados observados,
similares a otras especies. El sunchillo es una maleza presente
en vastas regiones del noroeste argentino, incluyendo regiones
del chaco saltefio, zona de transicion de las yungas, prepuna e
inclusive puede hallarse en la puna, todas regiones con alta
presencia de productores de caprinos, sin embargo, no existen
reportes de intoxicaciones naturales en esta especie, lo que tal
vez esté mas condicionado por el diferente habito de consumo
de dicha especie, pero también por la dificultad al acceso al
diagnéstico por los pequefios productores.
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Introducciodn. El caracter etioldgico multifactorial de los abortos
bovinos influye en la baja eficiencia diagnoéstica de los mismos.
Los abortos se pueden clasificar en infecciosos (viral,
bacteriano, parasitario o fungico) y no infecciosos (t6xico,
metabolico, genético o ambiental). En cuanto a los agentes
téxicos se pueden nombrar a micotoxinas o plantas, siendo que
estas Ultimas estan condicionadas a cada regién particular
donde se crian los bovinos. En la zona cordillerana de la
Patagonia, parte de la ganaderia bovina se lleva a cabo en
bosque natural o con pastoreo en plantaciones de coniferas
bajo sistemas silvopastoriles. Recientemente, se han detectado
niveles toxicos de Acido Isocuprésico (ICA) en diferentes
plantaciones de Pinus ponderosa de la regién cordillerana
Patagénica.' EIl ICA, y sus metabolitos derivados, son potentes
compuestos abortigénicos que ademas de abortos, producen
nacimientos prematuros y retencién de placenta en bovinos.
Ante la ocurrencia de un brote de abortos en un establecimiento
cercano a la localidad de Trevelin, se llevd a cabo una
investigacion diagnoéstica.

Materiales y métodos. En 2020 se registr6 un brote de aborto
en un rodeo tipo cabafia de raza Aberdeen Angus de un
establecimiento cercano a Trevelin, Chubut. El rodeo
compuesto por 50 madres, se formé en 2017 con reposicion
propia de hembras y sin adquirir nuevos toros. El servicio inicio
el 12-12-19 y finaliz6 el 29-2-20 (79 dias), fue de tipo natural,
las vacas ingresaron con baja condicion corporal (CC) y con un
14% de toros. El establecimiento consta de un campo de
veranada en la cordillera donde se realizé el servicio y un
campo de invernada al que llegaron las madres a fines de abiril.
Alli se realizé el diagnéstico de prefiez por palpacion transrectal
a los 60 dias de finalizado el servicio, en el mismo 27/50 (54%)
vacas resultaron prefiadas. Los animales pastorearon forraje
diferido en pie en un bosque de fire y cipres y cortinas
cortaviento de Pinus ponderosa delimitando los cuadros. A fines
de julio ante la mala CC de las vacas y la poca oferta de forraje
en pie, se las suplementé con fardos de avena. Desde el 25-7-
20 al 20-8-2020 se presentaron 5 abortos y 2 nacimientos de
terneros débiles que murieron al poco tiempo. En septiembre
2020, se produjo otro aborto y el resto de las madres parieron
sin problemas llegando al 38% de paricion. Para intentar
diagnosticar la causa de los abortos, tanto de madres abortadas
como de madres no abortadas, se tomaron muestras de suero,
para analisis de anticuerpos contra Brucella abortus (Ba) por
BPA y Neospora caninum (Nc) por IFl, y muestras de materia
fecal, para determinar la presencia y el porcentaje de Pinus spp.
en la dieta de las vacas mediante la técnica microhistolégica.
Los muestreos fueron realizados el dia que ocurrié el aborto,
excepto la madre ID-1 que se muestreo6 a los 3 dias posteriores.
Debido a que el rodeo tenia antecedentes recientes de
vacunacion contra enfermedades reproductivas, los sueros no
se procesaron para la determinacion de anticuerpos contra
agentes virales. A las madres se registré condicién corporal
(CC, escala 1 a 5) y temperatura rectal (T°). No se recuperaron
placentas de los abortos. A los primeros 5 fetos se les realizé
necropsia y toma de muestras de suero para determinacién de
anticuerpos contra Ba y Campylobacter fetus (Cf) por IFI.
También se tomaron muestras de liquido toracico, pulmoén y
contenido abomasal para deteccion de anticuerpos contra Nc y
cultivo bacteriolégico. Por ultimo, muestras de higado, pulmén,
rifién, tiroides y encéfalo fetales fueron fijadas en formol y
procesadas para andlisis histopatolégico mediante técnicas
histolégicas de rutina.

Resultados. En la Tabla 1 y 2 se presentan las observaciones
y determinaciones realizadas en las madres y en los fetos
respectivamente. Dos de las madres que abortaron presentaron
retencion de placenta. Los fetos tenian aproximadamente 7
meses y a la necropsia no tenian lesiones macroscépicas.

Tanto en el liqguido de abomaso como en el resto de las
muestras procesadas, no se aislaron bacterias abortigénicas.
En el estudio histologico se encontr6é un Unico foco de gliosis
cicatricial en talamo, sin observarse lesiones en las demas
estructuras del SNC ni otros 6rganos evaluados.

Tabla 1. Resultados de los analisis en madres abortadas y no

abortadas.
ID Condicion CcC T Ba Nc Dieta (% Pinus spp.)
1 Abortada 3 38 Neg + 0
2 Abortada 2 38,5 Neg + 31
3 Abortada 3 38,9 Neg + 18
4 Abortada 2 39,2 Neg + 10
5 Abortada 3,5 38,8 Neg + sd
6 No abortada sd sd Neg Neg 0
7 No abortada 3 38,2 Neg + 2
8 No abortada 3 39,2 Neg + 4
9 No abortada 2,5 39,2 Neg + sd
10 No abortada 3 38,5 Neg + 1
11 No abortada 3,5 39 Neg Sosp sd
Ba: Brucella abortus; Nc: Neospora caninum Neg: Negativo; Sosp: Sospechoso; sd:
Sin datos

Tabla 2. Resultados de los andlisis en los fetos abortados.

Feto Ba Cf Nc Histopatologia
1 Neg Neg + Sin Lesion
2 Neg Neg Neg Gliosis cicatricial
3 Neg Neg sm Sin Lesion
4 Neg Neg Neg Sin Lesion
5 Neg Neg Neg Sin Lesion

Ba: Brucella abortus; Cf: Campylobacter fetus; Nc: Neospora caninum. Neg:
Negativo; sm: Sin muestra

Discusién y conclusiones. El 50% de las pérdidas se
detectaron entre el servicio y el tacto. Esto pudo deberse a la
baja CC que presentaban las vacas al inicio del servicio o bien,
a causas infecciosas de muerte embrionaria. Al momento de
ocurrir los abortos, no se observaron diferencias de CC ni T° de
las madres. Si bien no se testearon todos los agentes
abortigénicos; la informacion serolégica, microbiologica e
histopatolégica obtenida permiti6 descartar las principales
causas bacterianas que producen fallas reproductivas en
bovinos?. El hallazgo histopatol6gico en el encéfalo de uno de
los fetos, asi como la presencia de anticuerpos contra Nc en el
liquido de cuajo de otro, resultaron compatibles a infeccién por
el protozoario, sin embargo, no fueron suficientes para
confirmar a este agente como la causa de los abortos
sugiriéndose utilizar técnicas inmunohistoquimicas. No se
observaron diferencias en la serologia contra Nc entre vacas
abortadas y no abortadas, de hecho, se encontr6 un 90% de
positividad en los animales, lo cual demuestra la alta difusion
del parasito en el establecimiento. El mayor consumo de Pinus
spp. en las vacas abortadas respecto de las no abortadas, y la
ausencia de lesiones macro y microscopicas que orienten a una
etiologia infecciosa, indicarian que el consumo de coniferas
podria estar relacionado con los abortos reportados. Para
confirmar el diagndstico de aborto por consumo de coniferas,
se deberian analizar liquidos fetales mediante técnicas de
cromatografia (GC-MS) y/o ELISAs para detectar los
metabolitos derivados del toxico ICA;® sin embargo, estas
técnicas aun no se encuentran disponibles en el pais.

Referencias

1. Martinez et al (2018). Aborto en bovino por consumo de
aciculas de pino: Andlisis de Acido Isocupresico en coniferas
de Patagonia Argentina. Cong Nac Sist Silvopast.

2. Morrel (2010). Caracterizacion diagnéstica de las causas
infecciosas del aborto bovino. Tesis doctoral UNLP.

3. Snider et al (2015). Pine needle abortion biomarker detected
in bovine fetal fluids. J Vet Diag Inv. 27:74-79.

115


mailto:apostolo.romina@inta.gob.ar

PT4-PERFIL TOXICOLOGICO DE GRAMINEAS NATIVAS INVOLUCRADAS EN BROTES DE “MAL DE
HUECU” EN LA PATAGONIA ARGENTINA

G. Zabaleta; D. Cook?; S. Lee?; M. Aguilar®; C. Robles?; L.J. lannone?; A. Martinez*
LGrupo Salud Animal, INTA Bariloche; >Poisonuos PlantReseach Laboratory, USDA Logan, Estados Unidos; >Agencia de Extension, INTAP® San
Julian;*Laboratorio de Micologia, DBBE, FCEN, UBA e INMIBO-CONICET, Argentina.

Email: zabaleta.gabriela@inta.gob.ar

Introduccién. El consumo de las gramineas nativas Poa huecu
y Festuca argentina produce en ovinos, caprinos, bovinos y
equinos la enfermedad conocida como "Mal de Huecl'. Los
animales intoxicados presentan signos clinicos nerviosos como
temblores musculares, incoordinacién motora, convulsiones e
incluso muerte’. Estas plantas se han caracterizado como
hospedantes del hongo Epichloé tembladerae?, a quien se ha
atribuido la produccion de toxinas tremorgénicas. En ambas
gramineas se han realizado estudios quimicos para determinar
el perfil toxicolégico, sin embargo, los resultados obtenidos
fueron ambiguos y no se logré justificar la signologia presentada
por los animales afectados. Con el objetivo de indagar en la
toxicidad de P. huecu y F. argentina, que explique el cuadro
tremorgénico que ocasiona su consumo, se analizaron
poblaciones de plantas pertenecientes a establecimientos con
antecedentes recientes de intoxicacion en el ganado.

Materiales y Métodos. Entre los afios 2017 y 2019, se
reportaron cinco brotes de “Mal del Huecu” en la Patagonia
Argentina (Tabla 1). De cada brote se registré la informacion
clinica-epidemioldgica, se realizd6 necropsia a los animales
muertos y se tomaron muestras para estudios histopatoldgicos.
Se recorrieron los potreros donde los animales estaban
pastando en busqueda de P. huecu o F. argentina, y de cada
sitio se recolecté un espécimen entero para su identificacion
botanica. Ademas, se colectaron macollos de entre 5 a 50
plantas que fueron analizadas bajo microscopio para la
identificacion de hifas compatibles con Epichloé spp. y
establecer la tasa de infecci6n, conocida como incidencia
endofitica. El perfil toxicolégico se determind6 mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en las bases de
macollos liofilizados segin los protocolos descriptos
previamente para la deteccion de indol-diterpenos* (IDTs).

Resultados. Los brotes de “Mal del Huecu” se asociaron con la
presencia de F. argentina 'y P. huecu. Los brotes de intoxicacion
ocurrieron estacionalmente en otofio, entre los meses de abril y
junio. La clinica observada se caracteriz6 por signos
neurolégicos, como temblores musculares, movimiento
oscilante de la cabeza, aumento de la base de sustentacion,
decubito lateral, y en algunos casos se observaron
convulsiones, opistétono y muerte. Sin bien en los animales
necropsiados no se encontraron lesiones macroscopicas, bajo
estudio histologicos se detectd necrosis en las células de
Purkinje.

Tabla 1. Caracteristicas de los brotes de “Mal de Huecu” en la
Patagonia Argentina.

Stoc M/M Planta
*

Brote Provincia Especie K o E+

1 Rio Negro Caprino 8 75/50 Fa 66

2 santa Bovino 10 90/0 Fa 75
Cruz

3 Neuquén Bovino 45 5/0 Ph 100

4 Neuquén Caprino 68 3/0 Ph 80

5 Neuguén Caprino 135 8/0 Ph 20

Ref.: °: Fa, F. argentina; Ph,P. huecu. M / M*: morbilidad / mortalidad.
E+: incidencia endofitica.

En la Tabla 2 se observan los principales indol-diterpenos
detectados en las gramineas involucradas en los brotes.

Tabla 2. Perfil toxicoldgico de las poblaciones de Poa huecu y
Festuca argentina involucradas en los brotes de “Mal de

Huecu”.

Brote

IDTs MH+ (m/z) RT 1 2 3 4 5
Emindol SB 406,31044 351 + + + + +
Terpendol B 422,26897 264 + + + + -
Paspalina 422,30535 33,7 + + + + +
Paxilina®% 436,24823 302 + + + + +
Terpendol E 438,30027 235 + + + + +
Terpendol | 45425879 189 + + - + +
Terpendol D 506,32648 336 + + + + +
Terpendol C & 520,30574 29,7 + + + o+
Terpendol J 522,32139 30,2 + + - -+
Lolitrem B &% - - - - -

Ref.: MH+, masa de los IDTs; RT, tiempo de retencion;
&£, con efecto tremorgénico en animales.

Discusién. Los datos clinicos-epidemiolégicos coinciden
parcialmente con los brotes de sindrome tremorgénico “ryegras
stagger” por consumo de Lolium perenne asociado al enddfito
Epichloé festucae var loli®. Segin la bibliografia, estos se
caracterizan por ser de morbilidad elevada y una mortalidad
baja?; sin embargo, en nuestro trabajo en el Brote 1 se registro
una mortalidad alta del 50%. La incidencia endofitica fue de
70.5% para F. argentina y de 66.6% para P. huecu, resultando
similares a los encontrados en cultivares de L. perenne en
Nueva Zelanda y Australia donde son frecuentes los casos de
intoxicacion, y mayores a cultivares en paises donde la
intoxicacion no es frecuente®. Tanto en F. argentina como en P.
huecu se detectaron diversos IDTs como emindol SB,
paspalina, paxilina, y terpendoles, sin embargo, no se detecto
lolitrem B en ninguna de las plantas. Histéricamente, el estudio
de intoxicaciones tremorgénicas como el ryegrass stagger se
ha centrado en la deteccion del lolitrem B. En los Gltimos afios
compuestos como terpendol C, paxilina y terpendol A/M
hallados en otras plantas téxicas fueron confirmados como IDTs
tremorgénicos en animales®. Para corroborar la toxicidad de
cada compuesto, serian necesarios trabajos adicionales en
modelos animales, considerando diversas concentraciones y
evaluando efectos sinérgicos entre distintos IDTs. Actualmente,
nuestro grupo esta llevando a cabo estudios para determinar el
potencial genético de los hongos enddfitos para la sintesis de
estos compuestos y de ese modo poder predecir el potencial
toxigénico de los pastizales. En conclusiéon, mediante este
estudio se postula a terpendol C y paxilina, como toxinas
tremorgénicas responsables de la signologia detectada en la
intoxicacion por el consumo de F. argentina y/o P. huecu en
caprinos y bovinos de la Patagonia Argentina.
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Introduccién. Carboxin es un fungicida utilizado como terapico
de semillas, perteneciente al grupo de las carboximidas, y
clasificado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
como plaguicida con ingredientes activos de grado técnico poco
peligrosos (clase Ill), siendo su mecanismo de accién la
inhibicion de la fosforilacion oxidativa a nivel de la succinato-
deshidrogenasa. La semilla de algodon entera es un
ingrediente ampliamente utilizado en raciones para vacas
lecheras debido a su aporte proteico, de fibra y energético,
administrandose a no mas 15 % diario de la racion total, y
aunque puede contener gosipol, una sustancia téxica, la
utilizacion de este suplemento en la forma sugerida, descarta la
posibilidad de toxicidad en bovinos, debido a la capacidad
detoxificante de esta especie. El caso aqui descripto ocurri en
2001, pero debido a la inexistencia de reportes sobre
intoxicacion con este plaguicida, se considera oportuna su
notificacion.

Materiales y métodos. El episodio se present6 en un tambo
bovino intensivo, de 120 vacas en ordefie raza Holando
Argentino, con promedio de 22 litros/vaca/dia, ubicado en la
provincia de Jujuy, que realizaba alimentacién a corral con
suministro de alfalfa cortada, silo de maiz, y suplementacion
con semilla de algodén en vacas en lactancia y en vaquillonas
de prefiez avanzada. La semilla de algodén para consumo
animal se almacenaba embolsada en unidades de 50 kg
aproximadamente en un galpon. Dicha suplementacion llevaba
20 dias de implementacién en ambas categorias. El problema
se presento en el lote de 15 vaquillonas prefiadas de reposicion,
de muy buena condicién corporal, de unos 500 kgs. de peso
promedio, y luego de transcurrida una hora desde la provision
matinal de las semillas de algodén en los comederos. Se realizo
la inspeccion clinica de los animales afectados y la necropsia
de 3 animales. El contenido ruminal y abomasal fue procesado
en busqueda de pesticidas, por extraccion con metanol y clean
up con columna de Florisil y posterior elucién con acetona, para
eliminar las grasas y productos interferentes. Todos los
reactivos y solventes usados fueron de grado residuo de
plaguicidas. El analisis se realizé con un cromatégrafo de gases
HP 6890 acoplado a un Espectrometro de Masas HP 5972 A,
de Agilent Technologies. El gas carrier fue Helio UAP y la
columna capilar fue una DB-5 de 30 m de longitud, 0.25 mm de
diametro interno y 0.25 pm de espesor de film. y también de
diferentes 6rganos para estudios histopatol6gicos conservados
en formol al 10 %. Ademas, se revisaron los comederos de
racionamiento y se inspeccion6 el resto de semillas
almacenadas.

Resultado. El problema se evidencié una hora después del
inicio del consumo, y en forma progresiva, todos los animales
presentaron signologia severa dentro de las 3 horas
posteriores. Se observd abundante ptialismo, diarrea,
fasciculacion muscular marcada en grandes masas
musculares, miosis, incoordinacién severa, hipermetria e
hiperexitabilidad, presentandose varios abortos. El curso clinico
dur6 aproximadamente una hora, evolucionando a la postracién
en estado convulsivo, pedaleo y muerte. Murieron 14/15
animales en forma hiperaguda no pudiendo realizarse
tratamiento alguno. El animal restante fue tratado con atropina

y murié en 48 horas. No se observaron cambios macroscépicos
significativos a la necropsia. El contenido ruminal y abomasal
presentaba abundante cantidad de semillas de algoddn,
algunas de ellas todavia presentaban el color rosado
caracteristico de la semilla curada. Ademas, se observo restos
de semilla de algoddn de color rosado en los comederos. En el
contenido ruminal y abomasal se encontr6 Carboxin cuya
presencia fue confirmada, ademas de los ensayos
cromatograficos correspondientes, con la libreria de Espectros
de Masa NIST 75 K. Las muestras de tejido no fueron
posteriormente  procesadas, debido a los resultados
toxicolégicos. A la inspeccion del resto de las bolsas de semillas
de algoddn almacenadas, se localizaron 3 bolsas de semillas
de algodon tratadas con carboxin, de color rosado caracteristico
y debidamente rotuladas con las advertencias todxicas del
producto.

Discusién. Las caracteristicas epidemiolégicas, el curso
clinico, la presencia de semillas de algodén curadas en al
aparato digestivo, y en los comederos recientemente provistos,
de apariencia similar a la semilla tratada con carboxin de las
bolsas rotuladas halladas en el depdsito, y la abundancia de
carboxin detectado en el contenido abomasal y ruminal, apoyan
el diagnostico establecido. Las muestras de tejido no fueron
procesadas, debido al costo extra que ocasionaria. Las vacas
en lactancia, que también eran suplementadas con semillas de
algodén se encontraban en ordefie al momento de iniciado el
problema en los corrales de suplementacion. El inusual hecho
de suministrar como alimento, semillas identificadas tanto en el
rétulo, como en la caracteristica distintiva de las mismas debido
al color rosado intenso, por parte de personal experimentado,
introdujo la posibilidad de sabotaje, produciendo un altisimo
impacto econémico negativo en el sistema, debido al tipo de
categoria afectada. Carboxin es considerado como un principio
activo poco peligroso, de acuerdo a la clasificacion de la OMS,
que se basa principalmente en la toxicidad aguda por via oral y
dérmica para la rata, ya que esas determinaciones son de uso
corriente en toxicologia. Se considera oportuno comunicar esta
intoxicacion debido a que no se conocen antecedentes sobre la
toxicidad por esta sustancia en rumiantes, y aunque en este
caso no pudo establecerse la cantidad de semilla administrada,
debido a la posible intencionalidad del acto, ni la dosis que
ingirieron los animales, es posible considerar que al menos en
bovinos puede ser altamente peligrosa.
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Introduccién. Muchas especies de gramineas de la subfamilia
Pooideae establecen asociaciones asintomaticas con hongos
del género Epichloé. En Argentina, el consumo de las
gramineas nativas Poa huecu y Festuca argentina en
Patagonia como también Festuca fiebrigii en el Noroeste,
producen las enfermedades tremorgénicas conocidas
localmente como “Mal de Huect” y “Tembladera”,
respectivamente®2. Si bien estas plantas se han caracterizado
como hospedantes del hongo Epichloé tembladerae®, a quien
se ha atribuido como productor de alcaloides tremorgénicos,
este enddfito también se encuentra asociado a un amplio grupo
de gramineas de diversos géneros no toxicas para el ganado*®.
El objetivo del trabajo es estudiar y comparar la incidencia y
caracteristicas morfolégicas de hongos enddfitos del género
Epichloé en poblaciones de Festuca argentina con y sin
antecedentes de intoxicaciones.

Materiales y Métodos. A partir de los registros del Sistema
Integrado Regional de Sanidad Animal (SIRSA) de INTA
Bariloche, se seleccionaron tres establecimientos ganaderos
donde han ocurrido casos de intoxicacion (E1, E2, E3) y dos sin
antecedentes de intoxicacion (E4, E5) (Tabla 1). En cada lugar
se colectd un total de 20 especimenes de F. argentina. La
presencia de hifas endofiticas se determind mediante
observacion histolégica bajo microscopio éptico de parénquima
de vaina foliar tratado con tincion de azul de anilina. La tasa de
infeccién (Incidencia endofitica poblacional) fue calculada como
el cociente entre especimenes asociados a enddfitos (E+)
sobre el total de especimenes analizados en cada poblacion. El
aislamiento y caracterizacion morfolégica de los enddfitos se
realiz6 en E1 y E5. A partir de macollos de planta E+, se
cortaron 15 fragmentos de 5mm, los cuales se colocaron en
medio agar papa glucosado con cloranfenicol (APGc) previa
desinfeccion superficial mediante lavados sucesivos de: etanol
70% por 1 minuto, hipoclorito de sodio 2,5% por 6 minutos, y
etanol 50% por 1 minuto. Se incubaron en oscuridad a 24°C por
un periodo de 45 dias. Para la caracterizacion macroscopica de
los aislamientos se coloc6 un trozo de colonia de
aproximadamente 0,25 cm? en placas de Petri con APG
comercial Britania, preparado segun instrucciones del
fabricante. A los 30 dias de incubacion en oscuridad a 24°C se
evalu6 el crecimiento y se caracterizd el aspecto como la
textura y coloracion de la colonia de anverso y reverso. Para la
caracterizacion microscopica se colocaron tres trozos de
colonia en placas de Petri con una capa delgada de medio agar
agua al 2% y se los incub6 por 30 dias en oscuridad a 24°C.
Luego, se cortaron bloques de agar con micelio de 1 cm? y se
observé bajo microscopio 6ptico. Se tomaron fotografias, y se
midié el largo y ancho de veinte conidios y veinte células
conidiégenas mediante el software ImageJ.

Resultados. En todos los sitios se observo una alta incidencia
endofitica, con mas del 90% de las plantas infectadas por
Epichloé (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los establecimientos ganaderos con
presencia de F. argentina.

E2 Neuquén + 95%
E3 NQN o 100%
E4 RN - 90%
E5 RN = 100%

Los enddfitos aislados presentaron colonias de aspecto similar,
exhibiendo en anverso micelio aéreo algodonoso, blanco y de
densidad compacta y halo castafio. En el reverso presentaron
coloracién marrén en el centro y mas claro en los margenes.
Microscépicamente se caracterizaron conidios hialinos, de
formas semilunares, alantoides, a menudo hinchados; y células
conidiégenas hialinas no ramificadas y rectas. Tanto la
velocidad de crecimiento del endéfito como los tamafios de las
estructuras microscopicas resultaron similares (Tabla 2).

Tabla 2. Morfologia de los endéfitos aislados a partir de F.
argentina de sitios con y sin antecedentes de intoxicacion.

Crecimiento Conidio Media Célula conidiégena
* E.E. (pm) Media * E.E. (um)
Cepa Media+E.E. (mm)
L 8,03+ 0,55 30,15+ 1,99
E1l 20,6 £0,1 A 2,27 0,07 1,97 £ 0,04
L 7,88 +0,43 28,82 +1,48
E5 22,5+0,2 A 2,55%0,05 2,13+0,05
Et L 4-10 10-31
Ref3 21-30 A 2-4 15-35

Antecedente de Incidencia
intoxicacion endofitica
Sitio Provincia
E1l Rio Negro + 100%

Ref: Et Ref, Epichloé tembladerae cepa de referencia®. L, largo; A, ancho.

Discusién. A partir de poblaciones de F. argentina de potreros
en establecimientos con y sin antecedentes de Mal del Huecu,
se logré identificar un enddfito del género Epichloé. Las
caracteristicas macro y micromorfolégicas coinciden con la
descripta para Epichloé tembladerae, endéfito previamente
asociado a F. argentina®. Para cerciorar la identidad del mismo
se requieren andlisis moleculares®. La presencia de este
endofito en F. argentina provenientes de establecimientos con
y sin antecedentes de intoxicacion sugiere que su mera
deteccion y/o aislamiento no serian suficientes para
relacionarlo con el potencial toxigénico del pastizal. En base a
esto se precisarian mas estudios para establecer factores
asociados al riesgo de toxicidad como abundancia de plantas y
presion de herbivoria como también andlisis moleculares y
toxicologicos que permitan estimar con mayor exactitud el
potencial toxigénico del pastizal y asi poder disefiar estrategias
de prevencion de las intoxicaciones.
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Introduccién. Stenocarpella maydis (Berk.) B. Sutton es el
principal hongo fitopatdbgeno del maiz y es causante de
diplodiosis, una neuromicotoxicosis que afecta al ganado
pastoreando en restos o rastrojo de maiz infectado. Este hongo
se reporto por primera vez en Argentina en 2003 (Correa Luna
y Odriozola 2003) y el primer caso de diplodiosis fue descripta
en el pais en 2005 (Odriozola et al.,2005). Se aislaron varias
micotoxinas de maices infectados con S. maydis
(diplodiatoxina, dipmatol, diplonina y chaetoglobosinas),
aungue hasta el momento no se pudo determinar cuél es la
responsable de la intoxicacion en bovinos y ovinos. Entre los
signos clinicos que produce al ganado se encuentran paresia,
ataxia, pardlisis y muerte, asi como abortos y mortalidad
perinatal. Histopatolégicamente genera inflamacion vy
mielopatia espongiforme en la materia blanca del cerebelo,
alcanzado también al encéfalo en casos de exposicion
prolongada. El objetivo de este trabajo es describir un caso de
diplodiosis observado en vacas de cria pastoreando un maiz
diferido.

Materiales y métodos. Caso clinico: se presentd en un
establecimiento de cria bovina en la zona rural de Tosquita, sur
de Cordoba, en agosto de 2020, con un rodeo de 400 vacas y
vaquillonas, la mayoria paridas. Desde fines de mayo
permanecian en un lote de maiz diferido de calidad baja,
sembrado con algo de centeno; este lote llevaba 4 afios
consecutivos de siembra de maiz. Se realizaba un pastoreo
sectorizado frontal con boyero eléctrico. Los signos clinicos se
iniciaron al séptimo dia de ingresar a la Ultima parcela posterior
a unos dias de llovizna, sin tener registros clinicos similares en
afios anteriores. Seis vacas comenzaron con signologia
nerviosa, dificultad para caminar, rigidez moderada en los
miembros posteriores y finalmente permanecian postradas.
Con un diagnéstico presuntivo de hipomagnesemia, recibieron
un tratamiento con Mg endovenoso sin resultados positivos. Se
realizé la necropsia de dos animales afectados, recolectando
muestras para estudios histopatoldgicos, virolégicos vy
bacteriologicos. Incluyeron cultivos bacterianos de rutina y
serologia para enfermedades Vvirales nerviosas. Se
recolectaron espigas con presencia visible de hongos y se tomé
una muestra de contenido ruminal, ambas para determinar la
presencia de S. maydis. Con el maiz se realizo un cultivo en
Agar Papa Glucosa (2%) + Cloranfenicol. Técnica de siembra:
piezas en superficie, incubacion 7 dias a 28°C. Observaciones:
5y 7 dias. Identificacion de géneros/especies por técnicas de
microbiologia convencional. El contenido ruminal se observo al
microscopio por triplicado en camara de Neubauer.

Resultados. Necropsia: las principales lesiones macroscopicas
consistieron en deshidratacion leve, liquido seroso en cavidad
toréxica, abundante contenido de granos y chalas de maiz en
rumen. El SNC presentaba hiperemia y abundante salida de
liquido cefalorraquideo. En los otros sistemas no se observaron
lesiones. Laboratorio: histopatologia, los vasos sanguineos de
cerebro presentaban congestion y depdsitos de sustancia
proteica en el interior de algunos de ellos. En sectores se
observaron neuronas con diferentes grados de necrosis e inicio
de satelitosis. En otras areas la sustancia gris exhibia
caracteristicas de espongiosis. En cerebelo, algunas células de
Purkinje presentaban citoplasma deshilachado y sin nucleo,
con sectores de pérdida de dichas células. En médula espinal
se observo hiperemia generalizada y areas con pequefias
hemorragias. Los cultivos bacterianos en Agar sangre y Mac
Conkey de tejidos nerviosos, resultaron negativos. La serologia
para DVB e IBR también fue negativa. Se detect6 S. maydis en

la muestras de grano con un porcentaje de infeccién del 65%.
En contenido ruminal, se observd la presencia de
picnidiosporas de S. maydis, indicando con ello el consumo del
maiz contaminado.
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Figura A: espongiosis en B: picnidiosporas de S.
sustancia gris. maydis del contenido
ruminal.

Discusién y conclusiéon. De acuerdo a la informacion
epidemiolégica, los signos clinicos, los hallazgos patol6gicos
macro y microscopicos y la observacion y deteccion de hongos
de la especie S. maydis, sumado la ausencia de otros
patégenos en las muestras, se concluye que el cuadro fue
compatible con Diplodiosis. Algunas lesiones histopatoldgicas
como espongiosis en cerebro y necrosis de células de Purkinje,
fueron coincidentes con las observadas con otros autores; no
obstante, en cerebelo y en medula espinal no se advirtio
espongiosis. Posiblemente, al ser estas lesiones sectorizadas,
las zonas de tejido muestreados no se correspondieron con
ellas. Inmediatamente se indic6 el retiro de los animales del lote
problema, no obstante, los casos siguieron apareciendo por 10
dias. Finalizado el brote, se registré un total de 12 vacas
muertas. Las condiciones agronémicas predisponentes para la
proliferacion de S. maydis es la siembra directa y el monocultivo
de maiz (Llada et al., 2017). En este caso la consecutiva
siembra del recurso forrajero durante varios afios fue la
principal causa predisponente de la presentacion de la
patologia. Para evitar contaminacion de un afio al otro, lo mas
conveniente es hacer rotacion de cultivo. Si esto no es posible
se aconseja enterrar los restos mediante roturacion de la tierra
ya que hay evidencia que la competencia con los
microorganismos del suelo disminuye la carga de esporas
(Casa et al., 2006). Si bien hay registro de S. maydis en estas
regiones, este es el primer reporte de diplodiosis en esta zona
del pais.
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Introduccién. Staphylococcus aureus con resistencia a la
meticilina (SARM) es un patégeno zoondtico emergente y una
de las principales causas de infecciones hospitalarias (HA-
SARM) y de la comunidad (CA-SARM) en humanos. La OMS
los catalogd dentro de las 12 familias bacterianas de patégenos
prioritarios resistentes a los antimicrobianos que representan
una amenaza para la salud humana. En 2005 se detect6 una
nueva linea genética de SARM, asociada al ganado, livestock
associated SARM (LA-SARM). Siendo la porcina, la especie
animal de la cual se aislan con mayor frecuencia. Habitan las
fosas nasales de los animales y se disemina a los trabajadores
de los establecimientos, quienes a su vez trasladan al resto de
la poblacién. El monitoreo de resistencia a los antimicrobianos
en animales de produccién que en la actualidad se realizan en
nuestro pais, no incluye a SARM. Dada la importancia que
tienen los estafilococos con estas caracteristicas en la salud
publica, se comenz6 a tomar muestras para conocer si estaban
presentes en los animales de granjas porcinas de cria intensiva,
y continuar con estudios previos (2011) en los que solo se
registro resistencia a la meticilina en estafilococos coagulasa
negativos. El objetivo de este trabajo es realizar una resefia
respecto a la circulacién de SARM en granjas de produccion
porcina de la Republica Argentina

Materiales y método. Las muestras seleccionadas para
determinar la presencia de SARM fueron hisopados nasales.
En 2019 se recolectaron 42 hisopados de cerdos de 25, 77,
100, 110 y 154 dias pertenecientes a 2 granjas de la Pcia de
Buenos Aires. En 2021, 8 muestras de animales de 27 dias de
un establecimiento de la Pcia de Santa Fé, y 8 muestras de
animales de 80 dias de una granja de la Pcia de Buenos Aires.
Los hisopos se colocaron en caldo tripticasa soya adicionado
con 6,5 % de CINa y se incubaron 12 horas a 37° C.
Posteriormente, se repicaron en CHROMagarTM MRSA y se
dejaron en estufa a 37°C por 24 horas. Las colonias
sospechosas se confirmaron como S. aureus por pruebas
bioquimicas convencionales La sensibilidad antimicrobiana a
cefoxitina (FOX) como predictor del gen mec A, eritromicina
(ERY), clindamicina (CLIN), gentamicina (GEN), ciprofloxacina
(CIP), tetraciclina (TET) cloranfenicol (CMP), nitrofurantoina
(NIT), rifamicina (RIF) y linezolid (LNZ) por difusion con disco
segun las normas del CLSI (2019). Para confirmar la resistencia
a la meticilina se realizo la deteccion del gen mecA. Hasta el
momento, en el Instituto de Enfermedades Infecciosas Anlis Dr
C. Malbran se caracterizaron los SARM obtenidos en 2019,
definiendo el complejo clonal. (Multilocus sequence typing
MLST).

Resultados. De las 58 muestras procesadas 13 (22,4 %)
presentaron resistencia a la meticilina y en todos se confirmé la

presencia del gen mec A. Los SARM tuvieron en comun 100 %
de sensibilidad a RIF, NIT y LNZ y 100 % de resistencia a CLIN,
CMP, TET y CIP. Hubo diferencias en el comportamiento frente
a ERY y GEN con resistencias de 84,6 % (11/13) y 38,4 %
(5/13) respectivamente. Las edades de los animales a partir de
los cuales se aislaron SARM fueron 154, 80 y 27 dias. Los dos
aislamientos del afio 2019 se caracterizaron como ST6458
complejo clonal 1 (CC1).

Discusién y conclusiones. La emergencia de SARM en
animales de produccion para consumo humano alerta sobre su
posible diseminacién no sélo en la cadena alimentaria sino
también entre los trabajadores que se encuentran en contacto
estrecho con los animales En paises con grandes poblaciones
de cerdos con sistema de produccion intensivo, LA-SARM se
registran con mas frecuencia. En nuestro pais, hasta el
momento, se ha podido caracterizar el CC1 asociado a
infecciones humanas (CA-SARM). Este hallazgo alienta la
presuncién que la colonizacién en los cerdos podria haber sido
a partir del hombre. Hasta la fecha no se registraron LA-SARM
en Argentina. En los SARM aislados se evidencio
multirresistencia a diferentes drogas que se utilizan para tratar
las infecciones causadas por S. aureus, y al perfil de resistencia
predominante ERY, CLIN, TET, CMP y CIP se sumaron 5 cepas
con resistencia también a GEN. Estos resultados contrastan
con lo hallado en 2011 en un estudio longitudinal en cerdos de
21 dias de vida de establecimientos de Pcia de Buenos Aires,
en el cual no se detecté6 SARM sino estafilococos coagulasa
negativos 29/34 (85,3 %) acompafiado con el perfil méas
frecuente de resistencia, ERY, CLIN, GEN y CIP (38,2 %). Esta
resefia sobre la aparicion de SARM multirresistentes en cerdos
de produccion intensiva, alerta sobre la necesidad de su
vigilancia en nuestro pais, mas aun cuando se detect6 la
circulacién de clones de CA-SARM prevalentes en la poblacion
humana, para asi tomar medidas apropiadas que eviten su
diseminacion.
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Introduccion. La OMS elabor6 el listado de antimicrobianos de
importancia critica (AIC), que incluye la totalidad de los
antimicrobianos (ATM) utilizados en salud publica. En funcién
de su importancia, los categorizé en tres grupos, muchos de los
cuales, también se utilizan en medicina veterinaria. La finalidad
del documento es contribuir a gestionar la resistencia a los
antimicrobianos (RAM) y garantizar que todos los ATM, sobre
todo los AIC, se utilicen de forma prudente tanto en medicina
humana como en veterinaria. El objetivo del presente trabajo es
informar resultados preliminares sobre el comportamiento de E.
coli no enterotoxigénicos, aislados de materia fecal de cerdos
de la Republica Argentina, frente a antimicrobianos clasificados
como de importancia critica para la salud publica.

Materiales y métodos. En el marco de un proyecto de
investigacion que se esta realizando en el Laboratorio de
Bacteriologia y Antimicrobianos de la FCV-UNLP, en 2018, se
procesaron 57 muestras provenientes de 11 granjas ubicadas
en la principal regiéon productiva de la Republica Argentina
(Buenos Aires, Santa Fé, Entre Rios, San Luis). El 63,1%
correspondi6 a materia fecal de animales con diarrea (C/D),
principalmente lechones de 2-5 dias de vida y el 36,8%
restante, materia fecal de cerdos de 45-70 dias sin diarrea
(S/D). Como estrategia de tamizaje para la recuperacion de E.
coli resistentes, 1 gramo de materia fecal se sembr6 en 9 ml de
agua peptonada tamponada e incubada durante 18 horas a
37°C. Posteriormente, se repicaron 30 pl en agar Mac Conkey
adicionado con 4 pg/ml de cefotaxima (MC-CTX) y agar Mac
Conkey adicionado con 2 pg/ml de colistina (MC-COL). Luego
de 24 horas de incubacién, se selecciond una colonia
sospechosa de ser E. coli por muestra, dos en caso de ser
morfolégicamente diferentes. La tipificacion fenotipica se
realizé con pruebas bioquimicas y fisiologicas tradicionales.
Para determinar el comportamiento frente a los AIC, cefotaxima
(CTX), ceftazidima (CAZ), amoxicilina/ac. clavulanico (AMC),
imipenem (IMI), ertapenem (ERT), ac, nalidixico (NAL),
ciprofloxacina (CIP), gentamicina (GEN), amikacina (AKN),
fosfomicina (FOS), se utiliz6 el método de difusion en agar y los
puntos de corte del CLSI M100-Ed31; y para colistina, el
crecimiento en Mueller-Hinton adicionado con 3 pg/ml de la
sulfato de colistina. Mediante PCR previamente publicadas, se
determiné la presencia de los genes que codifican resistencia a
colistina, mcr-1, a cefotaxima mediada por la B-lactamasa CTX-
M, blacrx.v y factores de virulencia que caracterizan ETEC (estl,
estll, eltA, eastA).

Resultados. En las muestras provenientes de las 11 granjas
porcinas se aislaron E. coli resistentes a cefotaxima, colistina o
a ambos. Ninguno fue caracterizado como toxigénico. De las 36
muestras de animales C/D, se observo desarrollo compatible
con E. coli en 24 MC-CTX, 4 MC-COL y 8 en ambos medios. A
partir de las 21 muestras provenientes de cerdos S/D, se
observd desarrollo compatible con E. coli en 7 MC-CTX, 5 MC-
COL y 9 en ambos. Se corrobor6 la identificacion de los
aislamientos como E. coli y se detectaron los genes blactx-m,
mcr-1 0 ambos en 17, 10 y 4 provenientes de animales C/D y 2,
17 y 14 de cerdos S/D respectivamente.

El total de E. coli aislados fue 76; 41 a partir de animales C/D y
35 S/D. Aln falta determinar el tipo de BLEE presente en 12 E.
coli resistentes a CTX y negativos a blacrx.u.

En la tabla se describe el comportamiento de estos aislamientos
frente a otros AIC para la salud pubica:

Comportamiento de E. coli de origen porcino frente a
antimicrobianos de importancia critica para la salud
publica

Cerdos con diarrea  Cerdos sin diarrea

(n 41) (n 35)
S I R S | R

Antimicrobianos de Maxima Prioridad
Cefalosporinas de 3° generacion

Cefotaxima 122 24 84 457 28 514

Ceftazidima 488 97 4#45 60 86 314
Polimixinas

Colistina 683 = 317 85 E 914

Quinolonas
Ac. Nalidixico = 1,1 889 125 4,2 83,3
Ciprofloxacina 341 26,8 39 286 371 343
Antimicrobiano de Gran Prioridad
Aminoglucésidos

Gentamicina 707 97 195 885 28 8,6

Amikacina 878 97 24 100 - -
Carbapenemes

Imipenem 100 - - 100

Ertapenem 100 - - 100
Aminopenicilinas con inhibidores

Amoxicilina/ac. clavulanico 56,1 17 268 828 2 171
Derivados del Ac. fosfonico

Fosfomicina 95,1 49 686 143 171

Valores expresados en porcentaje

Dentro del grupo de E. cali resistentes a CTX, 16 también lo
fueron a cefoxitina FOX, sugiriendo en estos casos no sélo la
presencia de BLEE sino también de AmpC como mecanismos
de resistencia.

La totalidad de los E. coli recuperados, 76, fueron
multirresistentes (se comportaron como resistentes frente a 3 o
mas grupos de antimicrobianos).

Perfiles de resistencia frecuentemente observados dentro
de los E. coli de origen porcino

AMC, CTX, CAZ, FOX, COL, GEN, CIP,FOS, CLO, TET
AMC, CTX, GEN, TMS, CLO, TET
CTX, COL, CIP, TMS, NIT, CLO, TET
CTX, CAZ, FOX, COL, NAL, CLO, TET
CTX, CAZ, COL,CIP, TMS, TET
CTX, CAZ, COL,CIP, TMS, CLO, TET
AMC, CTX, CAZ CIP,TMS,CLO, TET
CLO: cloranfenicol; TET: tetraciclina; TMS: trimetoprima/sulfametox azol; NIT: nitrofurantoina

Discusién y conclusiones. En coincidencia con lo publicado
con Faccone y col., los resultados obtenidos indican que, dentro
de las granjas de produccion porcina, circulan E. coli portadores
de elementos moviles con genes que confieren resistencia
especialmente AIC. Esto podria deberse a la presion de
seleccion ejercida por el uso de ATM como amoxicilina,
ceftiofur, enrofloxacina, florfenicol, oxitetraciclina, fosfomicina y
lo fue colistina. Cuando el trabajo finalice, se conoceran los
clones bacterianos que estan circulando dentro de los
establecimientos y su posible implicancia sobre la salud publica.
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Introduccién. La fasciolosis, producida por el parasito
trematodo Fasciola hepatica (Fh), es una de las enfermedades
parasitarias mas importantes de los rumiantes domésticos.* En
la Patagonia Argentina, la enfermedad es endémica en
establecimientos ganaderos en las zonas de cordillera y pre
cordillera. En estos establecimientos, es frecuente el uso de
triclabendazol (TCBZ) como fasciolicida, realizando
sistematicamente una o dos desparasitaciones anuales sin
diagnostico coproparasitoldgicos previo ni rotacion de principios
activos.? ® Como consecuencia de su uso indiscriminado, se ha
reportado resistencia antiparasitaria de Fh al TCBZ en
establecimientos ganaderos bovinos y ovinos de la provincia de
Neuquén,* sin embargo, hasta la fecha no se han realizado
estudios de eficacia del TCBZ contra Fh en caprinos.
Considerando estos antecedentes, se realiz6 el presente
estudio con el objetivo de evaluar la eficacia del TCBZ como
fasciolicida en caprinos bajo un sistema de produccion
trashumante del norte de la provincia de Neuquén.

Materiales y métodos. El estudio se realiz6 en los meses de
junio y julio de 2019, en un hato caprino de raza Criollo
Neuquino con antecedentes de fasciolosis crénica. Segun
datos obtenidos en un estudio de conocimientos actitudes y
practicas CAP previo, a pesar de los tratamientos con TCBZ
realizados en el afio, se observaba presencia de parasitos
adultos en el higado de los caprinos faenados. El
establecimiento, perteneciente a la comunidad mapuche
Huayquillan, se ubica en el paraje Colipilli (latitud 37.7, longitud
-70.4), provincia de Neuquén. Los caprinos se manejaban bajo
un sistema de produccién tradicional extensivo con
trashumancia, lo cual implica el movimiento de los animales
desde los campos bajos de invernada a los valles cordilleranos
de veranada en busca de mejores pasturas. Para realizar el
estudio de eficacia, se utilizaron caprinos de 2 a 6 dientes,
identificados con caravanas, que no hubiesen sido
desparasitados al menos durante los tres meses previos al
ensayo. Se conformaron dos grupos experimentales
correspondientes a un grupo control (GC) compuesto por 10
animales a los cuales no se le realizé ningun tratamiento, y un
grupo tratado (GT) de 10 animales a los que se les administro
TCBZ al 10% por via oral en dosis de 10 mg/kg peso vivo. Al
inicio del estudio (Dia 0), todos los animales fueron pesados
mediante una balanza electronica y se administr6 TCBZ al GT
de acuerdo a su peso corporal. Las muestras de materia fecal
se tomaron de manera individual directamente del recto los dias
0 y 21 post tratamiento. Para la identificacién y conteo de
huevos de Fh por gramo de materia fecal (HpgFh), se utilizé la
técnica de Sedimentacion - Filtracion. La eficacia
antiparasitaria se calcul6 mediante la comparacion de los
conteos de Hpg Fh en los caprinos antes y después del
tratamiento, segun el test de reduccion del conteo de huevos
(TRCH), de acuerdo a la siguiente férmula:

R.C.H. (%) =C-Tx100
c

Donde C es la media aritmética del grupo control y T es la media
aritmética del grupo tratado 21 dias post-tratamiento®.

Resultados. En el dia 0, el promedio HpgFh del GC fue de 28,9
(rango: 11-60), y en el GT de 30,7 (rango: 14-67). En el dia 21

post-tratamiento, el promedio del GC fue de 16,3 (rango: 5-59,
mientras que no se observaron huevos de Fh en las muestras
del GT para esta fecha (Tabla 1). De acuerdo a estos
resultados, el porcentaje de reduccion del conteo de HpgFh en
los caprinos evaluados luego del tratamiento con TCBZ fue del
100%.

Grupo control

Animales 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dia 0 11 112 ) 14| 16 23 |32 | 33 | 38 | 52 60
Dia 21 5 59 | 15 18 12 4 25 6 5 14

Grupo tratado
Animales | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16| 17 | 18 | 19 | 20
Dia0 19 |58 [ 28|67 ] 20 [14] 24 |35 | 21| 3
Dia 21 0 0 0 0 01]0 0 0 0 0

Tabla 1: Cantidad de huevos de F h por gramo de materia fecal
(HpgFh) evaluado en cada animal, al inicio y final de la prueba
de eficacia de TCBZ en caprinos del Norte de Neuquén.

Discusién. Se confirmé que el TCBZ a dosis de 10 mg/kg PV
tuvo una eficacia fasciolicida de los caprinos tratados del Norte
de la Provincia de Neuquén. Con estos resultados inferimos que
las fallas en los tratamientos mencionados por los productores
de la zona podrian deberse a errores de manejo, como
dosificacion segin estimacion visual del peso, instrumental
descalibrado o en malas condiciones, uso de productos no
adecuados, entre otros y no a una reducciéon per se en la
efectividad antiparasitaria del TCBZ. Considerando la
frecuencia de uso del TCBZ en la regién, es recomendable
realizar pruebas de eficacia periodicamente, con el fin de
detectar tempranamente las posibles fallas de eficacia, en los
tratamientos realizados.
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Introduccién. Las micobacterias son bacilos acido alcohol
resistentes (BAAR) que causan tuberculosis, lepra y
micobacteriosis en seres humanos y animales. En funcién de
su implicancia clinica pueden actuar como patégenos estrictos,
patébgenos potenciales o patégenos excepcionales. Los
patégenos estrictos causan tuberculosis y lepra y los patégenos
potenciales y excepcionales causan micobacteriosis. En seres
humanos las micobacteriosis son ocasionadas principalmente
por miembros del complejo M. avium (MAC). Existen estudios
epidemioldgicos que muestran que M. avium es la micobacteria
no tuberculosa (MNT) mas detectada en los casos de
micobacteriosis pulmonar y que su frecuencia esta
aumentando. En los felinos domésticos las enfermedades
micobacterianas son causadas principalmente por M. microti,
M. bovis y M. avium, siendo ésta la mas aislada dentro de las
MNT. Ademas en los felinos domésticos M. avium es la MNT
mas prevalente en la enfermedad sistémica generalizada con
afectacion de los ganglios linfaticos. El diagnéstico
confirmatorio de las micobacteriosis en los gatos es complejo y
desafiante dado que en el mismo la histopatologia suele ser el
paso inicial y en esta etapa se registran casos que presentan
cambios anatomopatoldgicos con presencia de BAAR pero sin
desarrollo micobacteriano durante el cultivo y otros casos en los
gue se aislan micobacterias de tejidos que no presentan BAAR
en la evaluacién anatomopatolégica. Otro punto contencioso es
el tratamiento de las micobacteriosis felinas dado que las MNT
poseen potencial zoonético para las personas
inmunocomprometidas y no hay aprobado un régimen de
antibiéticos para utilizar en estos casos. De hecho cuando hay
evidencia de diseminacion severa del agente causal y
presencia de malestar sistémico la eutanasia es la opcion
recomendada para esos pacientes. En aquellos casos en los
cuales no se recomienda la eutanasia el tratamiento se intenta
pero es muy largo, dificil de implementar y con resultados
inciertos; siendo necesaria en ocasiones la hospitalizacion
durante el mismo. Si el veterinario actuante recomienda realizar
el tratamiento el propietario del paciente debe acordar realizar
periddicamente: el monitoreo de parametros hematolégicos y
enzimas hepaticas, diagnoéstico por imagenes, la cirugia de
ablaciéon en caso de ser necesaria y la implantacion y
mantenimiento de las vias esofagostémicas para administrar la
medicacion. Otro punto que debe acordarse con el propietario
es que en caso que exista remision el paciente debera
presentarse a controles durante dos meses post remision. El
propietario también debe conocer que: el tratamiento consta de
un cocktail de por lo menos tres antimicrobianos diferentes,
éstos poseen efectos colaterales y existe la posibilidad de
remisiones y de resistencia. Es importante destacar que las
micobacteriosis pulmonares causadas por MAC en seres
humanos son extremadamente dificiles de tratar debido a la
resistencia a antimicrobianos. La misma es el resultado de dos
mecanismos, uno se denomina resistencia innata o natural
ocasionada por mutaciones en los genes constitutivos
23SrRNA y 16SrRNA y el otro es la resistencia mutacional
adquirida. Las mutaciones en los genes 23SrNA y 16SrRNA
confieren  resistencia a macrélidos y amicacina,
respectivamente. Es por esto que el objetivo del presente
trabajo es presentar el aislamiento de una cepa autéctona de
M. avium fenotipicamente resistente a antibiéticos a partir de un

gato domeéstico con infeccion gastrointestinal y linfadenopatia
generalizada.

Materiales y métodos. Durante la necropsia de un felino
macho cachorro adoptado del habitat rural se extirparon
ganglios mesentéricos con el fin de realizar la confirmacién
bacteriolégica de micobacterias. El paciente recibi6 la
eutanasia mediante métodos aprobados por presentar
enfermedad digestiva de curso crénico con linfadenomegalia
submandibular e imposibilidad para ingerir alimentos. Se
sospechaba la presencia de micobacterias dada la deteccion de
fantasmas intramacrofagicos en un extendido coloreado con la
tincién de Giemsa a partir de una biopsia mediante puncién con
aguja fina (PAF) del ganglio submandibular. A la inspeccion
macroscopica los ganglios mesentéricos  extirpados
presentaban lesiones granulomatosas a partir de las que se
realiz6 biopsia por PAF, el extendido fue coloreado con la
técnica de Ziehl-Neelsen y examinado microscopicamente
siguiendo los procedimientos de interpretacion de la
baciloscopia mediante escala semicuantitativa estandarizada.
Para realizar el aislamiento por cultivo las muestras fueron
decontaminadas con NaOH 4% y con la solucién hiperténica de
CINa. El cultivo se realizé6 en medios solidos de Lowenstein-
Jensen y Stonebrink incubados a 37°C durante 8 semanas y
liquido utilizando el sistema automatizado BACTEC™ MGIT™
960. El aislamiento fue identificado mediante el sistema
comercial molecular Geno Type CM™ basado en la reaccioén en
cadena de polimerasa. A partir del aislamiento se realizaron las
pruebas fenotipicas de sensibilidad a antibiéticos aplicando el
método de dilucion en caldo con determinacion de la
concentracion inhibitoria minima validado y estandarizado por
el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Durante la
térpida evolucion de la enfermedad a este paciente se le
realizaron las pruebas serolégicas para detectar enfermedades
virales inmunosupresoras con resultado negativo.

Resultados. La baciloscopia fue positiva  (+++)
contabilizdndose mas de diez BAAR (agrupados en
empalizada) por campo en 20 campos observados. El
aislamiento con el sistema automatizado BACTEC™ MGIT™
960 fue obtenido a los 8 dias de incubacion y la cepa fue
genotipificada como M. avium. Esta cepa salvaje evidencio
resistencia fenotipica al aminoglucésido amicacina, al
macrdlido claritromicina y a la quinolona levofloxacina y
sensibilidad fenotipica a cicloserina, etambutol, linezolid,
rifampicina y rifabutina.

Conclusidn. El reporte de esta cepa de M. avium resistente a
tres antibiticos pretende desalentar la instauracion de
antibioticoterapia empirica en los casos de micobacteriosis
diseminada felina.
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Introduccién. La sarna psordptica ovina, producida por el
acaro Psoroptes var ovis es una de las enfermedades
parasitarias que mayores dafios y pérdidas econémicas causa
en la produccion ovina.! Los productos inyectables disponibles
actualmente para su tratamiento son drogas del grupo de las
lactonas macrociclicas: ivermectina (IVM) y doramectina
(DRM). En los ultimos afios, se ha reportado una disminucion
de la efectividad de los tratamientos controlados con IVM tanto
en ovinos como en bovinos.?® Esto evidencia la necesidad de
realizar pruebas de eficacia de antisarnicos que permitan
detectar fallas de manera temprana. En este contexto, el
objetivo de este trabajo fue evaluar la eficacia de la IVM contra
P. ovis en cepas de Patagonia, mediante una técnica in vitro.

Materiales y métodos. Se colectaron &acaros mediante
raspajes superficiales de piel en ovinos parasitados
experimentalmente, con cepas provenientes de tres
establecimientos ganaderos de la provincia de Rio Negro: 2
localizados en la localidad El Cuy (L1 y L2), y 1 en Carmen de
Patagones (L3). No se registraban reportes de fallas de control
con IVM en L1 y L2, sin embargo, habiamos detectado
recientemente fallas de control con IVM en L3%. Los &caros se
incubaron en placas de Petri con 20 ml de solucién de agar (0,8
g de Agar Columbia / 19 ml de agua destilada), una tincién de
10 pl de solucion rojo neutro (solucién 12 mg/ml), 1 ml de suero
ovino y 1 ml de IVM. Para las placas de control, se reemplazé
la IVM por 1 ml de etanol. Se utiliz6 una concentracion
diagnostica de 2000 ng/ml para la comparacion de la efectividad
de la IVM entre cepas.*® Se calculé la LC50 de IVM en la cepa
L1, como referencia del grado de susceptibilidad en la zona. Las
soluciones madre fueron preparadas a partir de una formulacién
comercial de IVM (lvomec 1%, Merial). Se realizaron 3 réplicas
con 10 acaros (adultos, protoninfas y tritoninfas), y se
mantuvieron a 15 °C y 80% HR. Luego de 72 hs se midio la
mortalidad en cada placa.

Resultados. La LC50 de IVM en la cepa L1 fue 1496.10
(898.13 — 2430.50) ng/ml (n = 139). Se observl que las cepas
L1y L2 mostraron similar respuesta a la IVM con una mortalidad
en el rango de 50-60 % para la concentracion de 2000 ng/ml.
Para la cepa L3 ningln acaro murié durante el tratamiento,
evidenciando la falta de respuesta a la IVM (Figura 1).

Mortalidad de acaros con IVM 2000 ng/ml (%)
20
|

L1 L2 L3
Cepa de dcaros

Figural: Mortalidad de acaros de las cepas L1, L2 y L3, expuestos a
IVM (2000 ng/ml) luego de 72 hs. de incubacion.

Discusién y conclusiones. Estos resultados evidencian una
falta de respuesta de la cepa L3 a IVM, tanto en comparacion
con las cepas L1y L2 como en comparacion con los resultados
de otros autores,® lo que demuestra la presencia de resistencia
adquirida a IVM en esta cepa. Esta resistencia ha sido la causa
mas probable de las fallas de eficacia de IVM registradas
previamente en la cepa L3 en los ensayos in vivo.2 Aunque se
requieren mas estudios para establecer la linea base de
susceptibilidad en nuestro pais, las pruebas in vitro permitirian
discriminar rapidamente entre aislamientos susceptibles y
resistentes de P. ovis a IVM ante las primeras sospechas de
falla en los tratamientos a campo, lo cual significara una menor
exposicion de los animales y una mayor celeridad en la toma
de decisiones sobre los tratamientos a implementar.
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Introduccioén. Los virus han evolucionado y la clave de su éxito
ha sido la capacidad de evadir los sistemas de defensa de la
célula huésped para garantizar replicacion y proliferacion. El
virus de la diarrea viral bovina (VDVB) y el gammaherpesvirus
bovino tipo 4 (BoHV-4) forman parte de los principales
patégenos virales que infectan el Utero del bovino siendo
responsables de enormes pérdidas econémicas. Las
infecciones por BoHV-4 en el endometrio bovino generalmente
se presentan en concomitancia con bacterias Gram negativas.
No obstante, las coinfecciones con otros agentes virales, como
el VDVB, también son comunes. El BoHV-4 posee dos genes
antiapoptaticos (v-Flip y v-Bcl2) e induce la apoptosis de las
células infectadas como finalizacién del ciclo de replicacion
viral. Resultados previos demostraron que la expresion génica
y la replicaciéon de BoHV-4 en células endometriales bovinas
(CEB) se ve afectada por la infeccién natural con una cepa no
citopéatica (NCP) del VDVB. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar como la infeccion natural en CEB con una cepa NCP
de VDVB afecta la apoptosis inducida por BoHV-4 y
lipopolisacarido bacteriano (LPS).

Materiales y métodos. Virus: Cepa 07/435 de BoHV-4.
Células: Cultivos primarios de CEB, segin método propuesto
por Tebaldi et al. (2016). Los cultivos se analizaron para
distintos patégenos de la reproduccion, siendo un cultivo
positivo para el genotipo 1 del VDVB-1 (CEB+VDVB). Se evalu6
apoptosis inducida por los tratamientos BoHV-4 y/o LPS en las
CEB y CEB+VDVB a diferentes tiempos post infeccion (p.i.) (12,
24, 48 hs), mediante la expresion de los transcriptos
antiapoptéticos (v-flip y v-Bcl2) por RT-PCR, y las alteraciones
morfolégicas nucleares con la tincion de DAPI, expresando los
resultados como indice Relativo de Apoptosis (IRA). Se realizd
un analisis de varianza y comparaciones de medias, segun la
prueba de diferencia minima significativa, en aquellos factores
de estudio en donde los efectos fueron significativos (a:0,05).

Resultados. Los ensayos de apoptosis en CEB infectadas con
BoHV4 (+/- LPS) en presencia o ausencia del VDVB mostraron
ausencia de la expresion del gen para v-Bcl2, mientras que los
transcriptos para el gen v-Flip se expresaron en todos los
tratamientos. Cuando se estudio la muerte celular con DAPI, no
se detecto interaccion entre los tratamientos y los tiempos de
lectura sobre el IRA para las CEB+VDVB expuestas al BoVH4,
a LPS y a BoHV-4+LPS; sin embargo, se observo interaccion

entre los niveles de tratamientos y los tiempos de medicion
sobre el IRA cuando las CEB fueron expuestas a BoVH4 y
BoHV-4+LPS. Asimismo, se observo una diferencia significativa
en los valores del IRA obtenidos solo a las 48hs en CEB
expuestas a BoHV-4 y BoHV-4+LPS.

Discusién y conclusidn. Las células que expresan proteinas
tipo v-Flip estan protegidas de la apoptosis inducida por la
activacion de Fas y/o de otros receptores relacionados. Por otra
parte, la expresion del gen antiapoptético v-Bcl2 puede
establecer infecciones persistentes evitando la muerte celular
(apoptosis). La expresion del gen v-Flip y la ausencia de
expresion del v-Bcl2, podrian sugerir que la infeccion por BoHV-
4 induciria la apoptosis en células endometriales mediante la
via de sefializacion mitocondrial. Sin embargo, seran
necesarios posteriores estudios para comprender mejor la via
apoptética involucrada en los cultivos primarios de CEB en
presencia de una coinfeccion viral. A su vez, los valores
obtenidos y la independencia del tiempo de infeccién sobre el
IRA en presencia del VDVB podria estar relacionado con la
estrategia de las cepas NCP-VDVB de evitar la induccién de la
muerte celular. Por lo tanto, la apoptosis inducida por BoHV-4
en células permisivas puede verse alterada en células
primariamente infectadas con VDVB. Este hallazgo podria estar
indicando cambios en las vias de sefializacion y consecuencias
significativas en los procesos de muerte celular in vivo, como
las coinfecciones y persistencia del virus en sus hospedadores
naturales.
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Introduccién. Los virus Orf (ORFV) Pseudocowpox (PCPV) y
Estomatitis Papular Bovina (BPSV) integran el género
Parapoxvirus, familia Poxviridae, son virus epiteliotropicos que
infectan rumiantes domésticos y silvestres; aunque
ocasionalmente pueden afectar al hombre [1]. En el humano, el
diagnostico esta subestimado y muchas veces es confundido
con otras dermatitis, llevando a procedimientos médicos
innecesarios [2]. En el mes de junio de 2021, un productor
ganadero realizé una consulta médica por una serie de lesiones
que aparecieron en una de sus manos. El paciente relata que
diez dias atrés realiz6 un tratamiento de rehidratacién con
sonda gastrica a dos terneros en mal estado que ingresaron a
su establecimiento por compra y que en el proceso se lastimo
la mano. Considerando este historial y por el aspecto clinico de
las lesiones, el médico sospeché de una infeccion por
Parapoxvirus. Se envié una muestra de biopsia a andlisis
patolégico, pero el resultado no fue concluyente, por lo que se
remiti6 una segunda biopsia al laboratorio de Epidemiologia
Molecular de Virus (IABIMO-INTA) para el diagnostico
molecular. El objetivo de este trabajo consistié en analizar la
muestra biolégica mediante PCR especificas que permiten
determinar la presencia de genoma de poxvirus causantes de
Z0OoNosis.

Materiales y métodos. Muestra: La biopsia de tejido epitelial,
de 0.6 x 0.3 cm, fue congelada y enviada refrigerada desde
Gral. Villegas hasta el laboratorio de Epidemiologia Molecular
de Virus del Instituto de Biotecnologia (IABIMO) INTA-Castelar.
La extraccion del ADN se realiz6 mediante el kit comercial
“QlAamp DNA mini kit” de QIAGEN. EI ADN extraido se
cuantific6 en un espectrofotbmetro Nanodrop 1000,
obteniéndose un rendimiento de 23ng/ul. La muestra recibe el
nombre interno: “G.V.21”. Analisis por PCR: En primer lugar, se
descarto la presencia de inhibidores de la reaccién de PCR en
el ADN obtenido, mediante una PCR control que amplifica un
gen endégeno de mamifero. A continuacion, se realizaron dos
PCR diagnosticas: una detecta genoma de virus pertenecientes
al género Orthopoxvirus y la otra detecta genoma de virus
pertenecientes al género Parapoxvirus [3]. Secuenciacion: El
producto amplificado en la PCR diagnostica fue purificado y
enviado al servicio de secuenciacion del IABIMO. La secuencia
obtenida fue analizada mediante el programa BioEdit. Se
realizd un alineamiento mdltiple con secuencias de
Parapoxvirus disponibles y mediante el software Mega X,
empleando el algoritmo de Neighbor-Joining y el método
evolutivo de Kimura 2P se obtuvo un arbol filogenético que
permitio la identificacion de la muestra.

Resultados. ElI ADN obtenido de la muestra fue analizado por
dos PCR diagnésticas que permiten detectar diferentes tipos de
poxvirus. Sélo se obtuvo amplificacion especifica en la PCR
diagnostica de Parapoxvirus confirmando el diagnéstico clinico.
El producto de amplificacion de 590pb fue purificado y enviado
a secuenciacion para la identificacion del agente causal. Con la
secuencia obtenida se realiz6 un alineamiento multiple con
secuencias disponibles de distintos Parapoxvirus. Se realizo
una matriz de distancia para determinar el grado de identidad
nucleotidica. Para la muestra GV21 se obtuvo una identidad
entre 84-85% con secuencias de BPSV, entre 93-94% con
secuencias de ORFV mientras que la identidad entre GV21 y
secuencias de PCPV fue 98,5-99%.

En el arbol filogenético se puede observar que la muestra GV21
agrupa con las demas secuencias de PCPV.

De esta manera, se confirmé que el agente causal de la lesion
epitelial observada en el paciente, es el virus PCPV.

Discusién. Las lesiones producidas por Parapoxvirus en
humanos suelen ser benignas aunque dolorosas, autolimitantes
y remitir en 4-8 semanas [1,2]. Esta zoonosis ocupacional muy
pocas veces es diagnosticada de forma correcta. Esto puede
deberse a diversos factores. Por ejemplo, las infecciones por
Parapoxvirus en el ganado no son de declaracién obligatoria,
por lo tanto, no quedan registros de estos eventos. Otro factor
importante es que el personal médico (especialmente de
grandes centros urbanos) no esta preparado para su
reconocimiento. En Argentina, al igual que en el resto del
mundo, esta zoonosis esta subdiganosticada. Existe un reporte
en la revista de Dermatologia Argentina de 2018 [4] donde se
presentan tres casos en humanos. En ese reporte se llega al
diagnéstico de infeccién por Parapoxvirus por el diagnéstico
clinico y la anamnesis. Pero no se realiza una microscopia
electronica para visualizar la estructura viral tan caracteristica
de estos virus, asi como tampoco se realiza un andlisis
molecular para identificar la especie viral responsable de la
infeccién. En nuestro trabajo, la sospecha del médico clinico fue
apoyada por el andlisis molecular, que no sélo descarté la
posibilidad de otros poxvirus, sino que logr6 ademas la
identificacion de la especie de Parapoxvirus que causé la
infeccion. Hasta donde sabemos, se trata del primer registro e
identificacion molecular de PCPV en nuestro pais.

Conclusién. En este trabajo, se muestra cémo el trabajo
interdisciplinario, entre el médico clinico, médicos veterinarios
gue asesoraron y coordinaron y personal de laboratorio de
diagnéstico molecular, condujo al diagnéstico correcto de una
infeccion por Parapoxvirus, identificando al agente causal como
PCPV.
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Introduccién. Los pestivirus bovinos, también conocidos como
Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB) 1y 2 y virus HoBi-like
son responsables de severas pérdidas econémicas a nivel
mundial. La identificacion y eliminacion de animales
persistentemente infectados es esencial para llevar a cabo
programas de control (Moennig and Becher, 2018). Para ello,
se utilizan técnicas de diagnostico directo, como la RT-qPCR (o
RT-PCR en tiempo real). La regién 5" no codificante (5°UTR)
del genoma del VDVB es muy conservada entre los pestivirus,
por lo cual es utlizada frecuentemente para la deteccion
molecular de estos agentes (Sandvik, 1999). El objetivo del
presente trabajo fue desarrollar una técnica de RT-qgPCR que
permita detectar ARN del sector 5'UTR de todos los pestivirus
bovinos presentes en Argentina.

Materiales y métodos. Para la puesta a punto de la técnica se
utilizaron muestras de semen y suero contaminadas con
distintas concentraciones de VDVB, ademas de un plasmido
sintetizado para tal fin. Por otro lado, para asegurar la deteccién
de todas las variantes del VDVB, se utilizaron cepas de los
genotipos 1a, 1b, 2 y HoBi-Like disponibles en el Instituto de
Virologia del CICVyA de INTA Castelar. La extraccion de ARN
fue realizada con el kit comercial High Pure Viral RNA (Roche,
Cat. 1185882001) siguiendo las instrucciones del fabricante. El
par de primers seleccionados para desarrollar la técnica fueron
“189” y “389” descriptos previamente (Monteiro et al., 2019).
Para la reaccién de retro-transcripcion, se utilizaron: 0,25 pL de
enzima M-MLV transcriptasa reversa (PBL, Cat. EA1303), 2,5
pL de buffer de la enzima, 0,5 L de mezcla de dNTPs (PBL,
Cat IK0103), 0,5 uL de DTT 0.1M (Sigma-Aldrich, Cat. D0632),
0,25 pL del primer reverse “389”, 6 yL de agua libre de
nucleasas y 2,5 L de ARN resultante de la extraccion, en un
programa de ciclado de 30 minutos a 42°C y 7 minutos a 95°C
en el equipo Simpliamp (Applied Biosystems). Para la reaccion
de qPCR, se utilizaron 1,12 uL de agua libre de nucleasas, 6 uL
de Fast Start Essential Sybr Green Master Mix 2X (Roche, Cat.
640271001), 0,2 uL de ROX reference dye (Life Technologies,
Cat. 12223012), 1,34 yL de cada primer (Genbiotech) y 2 uL de
cDNA obtenido en la reaccién de retro-transcripcion. El
programa de ciclado consistié en: un ciclo a 95°C de 10 minutos
seguido de 45 ciclos a 95°C por 20 segundos, 60°C por 20
segundos y 70°C por 20 segundos, con una fase de melting de
95°C por 10 segundos, 65°C por 60 segundos y 95°C por 15
segundos en el equipo Stepone (Applied Biosystems). Para la
validacion de la técnica se evaluaron: 1. Distintas
concentraciones de primers (390 nM, 420 nM, 450 nM, 470 nM,
525 nM, 535 nM and 540 nM); 2. Diluciones seriadas del
plasmido, producciones virales, suero y semen contaminado
para los rangos lineales de deteccion; 3. Para estudiar la
capacidad de la prueba de detectar un animal positivo dentro
de un pool de muestras, se constituyeron pooles con 10, 20, 30,
40 y 50 sueros individuales; 4. 12 cepas de genotipos 1a, 1b, 2
y HoBi-like; 5. Con el fin de estudiar la especificidad de la gPCR,
se testearon cepas de microorganismos no relacionados al
VDVB que afectan a la salud bovina; 6. Ensayos inter-
laboratorio; 7. Ensayos de precision.

Resultados. La mejor concentracion de primers fue de 470 nM,
con una eficiencia de reaccion del 101,86% (Figura 1). Para las
diluciones seriadas del plasmido y de producciones virales, la
técnica fue capaz de detectar 10 copias, mientras que, para
muestras de suero y semen contaminado, el limite de deteccion

se observo en 102, Por otro lado, para pooles de suero, la gPCR
desarrollada fue capaz de detectar un positivo dentro de un pool
formado por 30 muestras. Las cepas Singer (VDVB 1a), 63588,
90611, 83532 y 59473 (VDVBL1b), vs253, 76/08 y 98/124 (VDVB
2), 83/10 cp, 210185K/13, #48 y #51 (virus HoBi-like) resultaron
positivas para la técnica con un TM (melting temperature) que
varié entre 84,69 y 85,62. Las cepas de Virus respiratorio
sincicial bovino, Parainfluenza-3, Herpesvirus bovino-5,
Herpesvirus bovino-1, Virus de la lengua azul, Rotavirus bovino
tipo A y Mycoplasma spp, utlizadas para evaluar la
especificidad de la técnica resultaron negativas. Finalmente, en
todos los ensayos inter-laboratorio se detecté el ARN viral y el
plasmido 5°UTR dentro de los rangos esperados. Para los
ensayos de precision, sobre 25 repeticiones realizadas de
producciones virales y 10 repeticiones del plasmido, la media
de CT observada fue de 14,69 y de 19,32 con desvios estandar
de 3,07 y 3,55, respectivamente.
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Figura 1. Curva estandar de deteccion del plasmido para las
distintas concentraciones.

Discusién y conclusiones. La RT-gPCR desarrollada
demostré ser una técnica de alta sensibilidad, rapidez y
especificidad respecto a otras técnicas diagnosticas. La
posibilidad de testear sueros en pooles representa como
ventaja la disminucion de costos de diagnostico cuando se
pretende llevar a cabo una estrategia de saneamiento del
VDVB. Por su parte, la RT-gPCR permitié detectar el ARN de
todos pestivirus bovinos analizados, con la ventaja de detectar
el virus HoBi-Like emergente, que no suele ser detectado
mediante varias técnicas diagnosticas utilizadas en la
actualidad.
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Introduccion. En los dltimos afios, se han desarrollado
métodos de recoleccion, conservacion y procesamiento de
muestras sembradas en papeles de filtro para el diagndstico de
distintas enfermedades infecciosas animales, como la rabia,
enfermedad de Newcastle o complejo respiratorio bovino, entre
otras (Liang et al., 2014; Perozo et al., 2006; Picard-Meyer et
al., 2007). Los papeles llamados FTA Cards® (Flinders
Technology Associates) permiten conservar el material
genético de los agentes patégenos presentes en una muestra
a temperatura ambiente por largos periodos de tiempo. Al
mismo tiempo, lo inactivan, por lo que su manipulacion durante
el transporte no representa un riesgo (Cardona-ospina et al.,
2019). El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un método
para el procesamiento y conservacion de muestras de sangre
sembradas en dos tipos de papeles para la deteccion del ARN
del Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB), asi como indagar
en su potencial para objetivos de biobanking.

Materiales y métodos. Se evaluaron dos tipos de papeles: las
FTA Cards®, especialmente disefiadas para preservar acidos
nucleicos; y hojas de papel cromatografico (papeles de celulosa
de 3 mm). Se contaminaron muestras de sangre con VDVB de
manera que el titulo viral de la muestra fuera similar al de un
animal persistentemente infectado (PIl). Se sembraron gotas de
40 pL de sangre contaminada en papel cromatografico y se
dejaron secar a temperatura ambiente por 4 hs. Posteriormente,
las gotas secas se almacenaron a temperatura ambiente (TA),
4°C, -20°Cy -70°C por 1y 7 dias y 6, 12 y 18 meses. Para cada
una de las condiciones de conservacion, se realizaron 5
repeticiones. Para las FTA Cards®, se procedi6 de la misma
forma que en el caso anterior, con la diferencia de que se
almacenaron por periodos de tiempo mas largos (12 y 18
meses). Una vez concluido el periodo de almacenamiento, se
evaluaron distintos protocolos de elucion. Para ello, se cortaron
4 discos de 6 mm de diametro de cada gota seca con un
sacabocados, que fueron colocados en tubos de 1,5 mL que
contenian 220 pL de MEM (Minimun essential medium). Los
tubos se llevaron a agitacion durante media hora y luego se
realizé la extraccion de ARN con un kit comercial (Roche, Cat.
1185882001). La RT-gPCR utilizada para procesar las
muestras fue adaptada a partir de una RT-PCR de punto final
descripta por Monteiro et al. (Monteiro et al., 2019) utilizando
los primers 189 y 389. El mismo procedimiento se llevé a cabo
con muestras de sangre proveniente de dos animales Pl sobre
el papel cromatogréfico, con tiempos de almacenamiento de 6,
12 y 18 meses a 4°C.

Resultados. Los resultados de ambos tipos de papeles en las
distintas condiciones evaluadas de tiempo y temperatura de
almacenamiento se observan en la tabla 1. En las gotas de
sangre de animales Pl sembradas en papel cromatografico y
almacenadas a 4°C fue posible detectar ARN del VDVB hasta
por periodos de 6 y 12 meses. Todas las muestras evaluadas
(gotas de sangre sembradas en papeles provenientes de
animales Pl y sangre contaminada artificialmente para simular
sangre de animales Pl) almacenadas por 18 meses en ambos
tipos de papeles resultaron negativas. Tabla 1. Promedio de CT
para las 5 repeticiones en papel cromatografico (a) y FTA

Cards® (b) en los tiempos y temperaturas de almacenamiento
evaluadas. ND: no detectado. NP: no procesado.

a. TA 4°C -20°C -70°C
Cromatografico
1 dia 27,14 25,58 25,64 27,23
7 dias 28,77 28,67 28,47 26,26
6 meses 32,1 2512 | 24,83 | 22,02
12 meses ND 27 26,87 NP
b.FTA TA 4°C -20°C -70°C
12 ND 27,11 28,52 NP
meses

Discusién y conclusiones. La metodologia del muestreo en
papeles cobra importancia debido a las facilidades que conlleva
en el muestreo a campo: por su seguridad, pueden enviarse por
correo postal; no requieren refrigeracion ni transporte
inmediato, por lo que pueden enviarse a laboratorios distantes
al sitio de toma de la muestra y agiliza el muestreo, ya que solo
se necesita una gota de sangre. Ademas, el papel
cromatografico constituye una buena alternativa ya que su
costo es muy inferior al de las FTA Cards®. Tanto el papel
cromatografico, como las FTA Cards® permitieron almacenar
ARN del VDVB por hasta un afio a temperaturas de 4°C o
menores. Asimismo, el papel cromatografico conservo su ARN
por 6 meses a TA. De esta manera, ambos tipos de papeles
demostraron capacidad de conservar ARN del VDVB.
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Introduccién. La industria avicola es el sector productivo de
mayor crecimiento a nivel mundial. Las actividades productivas
que estructuran el sector avicola ecuatoriano incluyen, la
crianza de aves reproductoras pesadas, la incubacion de
huevos fértiles y la produccion de pollos de engorde y huevos
(2). La produccion de huevos comerciales en el Ecuador tiene
la mayor proyeccion econémica, debido a que los huevos de
gallinas son fuentes de nutrientes con precios accesibles en el
mercado (1). El crecimiento de este sector podria verse
afectado por enfermedades que alteran el desempefio
productivo de las aves (2). La bronquitis infecciosa aviar (BIA)
es una de las enfermedades mas probleméaticas y comunes
dentro de las granjas de aves ponedoras comerciales (2). Sin
embargo, en Ecuador no existen publicaciones cientificas o
investigaciones relacionadas con la presencia de cepas
variantes del virus de BIA (IBV, por sus siglas en inglés,
Infectious Bronchitis Virus) en las granjas avicolas del pais.
Conocer las cepas variantes del IBV resulta crucial para el
control de la enfermedad. Por lo tanto, el objetivo de la
investigacion fue establecer un protocolo base para el
diagnostico y posterior caracterizacion molecular del IBV.
Materiales y métodos. Para alcanzar el propdsito mencionado,
en primer lugar, desde noviembre 2020 a marzo de 2021 se
muestrearon 25 granjas de gallinas ponedoras ubicadas en la
provincia de Tungurahua, provincia que contribuye a cubrir el
50% de la demanda de huevos de mesa en Ecuador (1). Las
aves tenfan entre las 15 a 100 semanas de edad, no
presentaban signologia compatible con IBV y habian sido
vacunadas contra IBV. Se tomaron hisopados laringo-
traqueales y cloacales, asi como muestras de érganos (traquea,
pulmon, oviducto y tonsilas cecales). Las muestras de 6rganos
se cortaron en pedazos muy pequefios, se molieron y
homogenizaron con medio MEM estéril (MP Biomedicals) para
conseguir suspensiones de 20% (p/v). Las suspensiones de
cada uno de los 6rganos y las muestras de hisopados se
centrifugacion a 4500 rpm por 30 min a 4°C. El ARN de las
muestras fue extraido con el uso del kit comercial QIAmp® Viral
RNA Mini Kit (QIAGEN). A partir del ARN obtenido se procedi6o
con la transcripcion reversa (RT) a cDNA (ADN
complementario, por sus siglas en inglés). Se empleé para la
RT el kit comercial One Script®PlusReverse Transcriptase —
OneScriptPlus cDNA Synthesis Kit(abm). EI cDNA resultante se
almacen6 a -20°C hasta su utilizacién en la técnica de PCR. En
segundo lugar, se realiz6 la deteccion del IBV empleando una
PCR convencional de punto final, en la que se utiliz6 como
control positivo una vacuna viva contra BIA y cDNA de IBV
facilitado por la Agencia de Regulacion y Control Fito y
Zoosanitario del Ecuador (AGROCALIDAD). Los cebadores
usados para amplificar un segmento de 143pb de la region
5'UTR del IBV fueron disefiados previamente (3). Ademas, se
amplificé una region de 152pb del exdn 3 del gen que codifica
para B-actina aviar como control interno (4). Como tercera
parte, las muestras que resultaron positivas a las PCR de -
actina aviar y 5’UTR fueron sometidas a una prueba de PCR
que amplificé un fragmento de 783pb de la proteina S1 (4). Se
optimizaron las condiciones de la reaccion de PCR para S1 en
un volumen final de 45pL, empleando GoTag® Flexi DNA
Polymerase (Promega), dNTP Mix (Promega) y agua libre de
nucleasas (GeneLink). Se realizé una desnaturalizacion inicial
a 94°C por 5 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a
94°C 1 min, hibridacién a 53°C 1 min, extension del cebador a
72°C durante 1min, y una extension final a 72°C por 10 min. La
electroforesis de los amplicones se realizé en cuba horizontal
Enduro GelXL (Labnet), utilizando TAE (40mM, EDTA 0,5M pH
8,0, Promega) a 120V y 400mA por 60 min. El resultado de la
migracion electroforética en geles de agarosa (Promega) al 2%
se observo en un transiluminador UV (Labnet) y se registr6é con
el uso de una camara fotografica.

digital (Sony, Cyber-shot DSC-W800). El tamafio de las bandas
de ADN se estim6 comparandolas con el marcador de tamafio
molecular 100bp Plus DNA (Bioneer). Finalmente, los
amplicones obtenidos con la PCR convencional para el
segmento de la proteina S1 fueron enviados para su
secuenciacion a Macrogen—Korea. Las secuencias de
nucleétidos fueron editadas y alineadas en el programa libre
MEGA X. Cada secuencia se coloc6 en el programa informatico
Nucleotide BLAST para realizar un alineamiento de tipo local.
Resultados. Como resultados todas las muestras obtenidas a
partir de hisopados y o6rganos fueron positivas para la
amplificacion de B-actina aviar. Ademas, a partir de las
muestras de oviducto y tonsilas cecales fue posible determinar
gue 6 granjas eran positivas a BIA; amplificandose los
segmentos de la regién 5 UTR y de la proteina S1 del IBV. Las
secuencias de las 6 granjas que amplificaron el segmento de la
proteina S1 tuvieron un porcentaje de identidad superior al 90%
con diferentes cepas del IBV.

Discusién y conclusiones. Los resultados conseguidos
revelan que es factible el diagnéstico efectivo de BIA
empleando una prueba molecular de PCR punto final que
amplifique parte de la region 5 UTR del IBV, siempre que en
aves sin signologia se realice a partir de muestras de oviducto
y tonsilas cecales. Aunque se usaron los cebadores disefiados
por Callison y col. (2006) y estos autores destacaron que la
técnica de PCR a tiempo real permitia distinguir rapidamente el
IBV de otros patégenos respiratorios; al usarse en la
investigacion realizada una PCR de punto final debia ratificarse
su sensibilidad y especificidad con las muestras factibles de
conseguir en el medio. Por otro lado, Rimondi y col. (2009)
indican que un estudio filogenético adecuado del IBV se puede
hacer con secuencias que incluyan las regiones hipervariables
(HVR, por sus siglas en inglés) 1y 2 de la proteina S1; dado
que el fragmento amplificado en la investigacion incluye estas
regiones es factible la creacion de arboles filogenéticos
robustos (5). Ademas, la amplificacion de la parte de la proteina
S1, permitira realizar una caracterizacion molecular del virus,
gue muestre o no la presencia de cepas variantes, tal y como
lo hizo Marandino (2013). Sin embargo, el sistema de
clasificacion actual del 1BV emplea analisis
filogenético de las secuencias completas del gen S; por lo que,
se podria requerir una amplificacion de toda la proteina S a fin
de lograr una caracterizacion mas eficiente. Ademas, durante
el periodo de muestreo no se tuvieron reportes de brotes de
BIA; muestras con las cuales seria fundamental probar la
metodologia.
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Introduccién. La Enfermedad de Aujesky (EA), causada por el
Herpesvirus suino tipo |, del género Varicellovirus, subfamilia
Alphaherpesvirinae y familia Herpesviridae (o Virus de la EA,
VEA), genera un gran impacto econdmico en sistemas de
produccion porcinal: Puede manifestarse con problemas
reproductivos, respiratorios 0 nerviosos, pero también la
infecciébn puede ser inaparente, ya que el VEA establece
latencia, y ante situaciones estresantes puede volver a replicar
y excretarse al medio. Pueden infectarse otros animales
domeésticos y salvajes, pero en éstos el desenlace es fatal. La
EA se encuentra en Argentina, distribuida por todo el pais y bajo
el Plan Nacional de Control y Erradicacion del SENASA (Res.
474/2009); dicho plan define diferentes estrategias para
combatir la EA, en base a la prevalencia (entre otros), como la
eliminacion inmediata o programada de los animales
serolégicamente positivos con o sin vacunacion, la vacunacion
sistematica o el despoblamiento-repoblamiento. La Unica
vacuna aprobada (AUSKIPRA-BK) es a virus inactivado con
una delecion del gen que codifica para la glicoproteina E (gE),
importante para la neurovilurencia®. El uso de este tipo de
vacunas junto a un kit serolégico que detecte anticuerpos (Ac)
contra gE permite distinguir los cerdos infectados con virus de
campo?. La seroneutralizacion (SN), prueba de oro para el
diagnostico, permite identificar los Ac contra el VEA y ademas
conocer el titulo generado®. En el marco de la Res. 474/2009 se
utiliza el enzimoinmunoensayo (ELISA), técnica menos
laboriosa que la SN, que a través de la deteccion de Ac anti-igE
permite distinguir los animales infectados de los vacunados. El
objetivo de este trabajo fue clasificar a los cerdos en infectados
y no-infectados mediante ELISA para luego medir el titulo de
anticuerpos por SN, en animales provenientes de una granja en
saneamiento que utiliza la vacuna contra el VEA.

Materiales y métodos. Se analizaron sueros provenientes de
una granja comercial de la Provincia de Buenos Aires, de 550
madres, de ciclo completo y manejo intensivo, que llevaba a
cabo un plan de saneamiento para EA mediante la utilizacion
de vacuna y eliminacion de animales positivos. El esquema de
vacunacion consistié en aplicar dos dosis del inmundgeno a los
50 y a los 70 dias de vida a los cerdos de abasto, dos dosis
separadas por 21 dias a las cerdas de reposicion interna al
ingresar al plantel reproductor, una dosis preparto a las cerdas
de plantel con 80 dias de gestacion, y dos dosis a los machos
y abuelas de reposicion externa en el momento del ingreso,
separadas por 21 dias; los machos se revacunaban cada 6
meses. Se estudiaron 196 sueros de animales vacunados
obtenidos en 4 sangrados realizados en abril del 2017 (37
muestras), marzo de 2018 (66 muestras), octubre de 2018 (50
muestras) y mayo de 2019 (43 muestras). Se analizé cada
suero por ELISA y luego por SN. Los titulos obtenidos por SN
se categorizaron en titulos altos (64 a 256), titulos medios (8 a
32) y titulos bajos (2 a 4).

Resultados. ELISA: en el muestreo del afio 2017 el porcentaje
de positivos fue del 54,05%, el de sospechosos 5,41% vy el de
negativos 40,54%. Los resultados de principios y finales del afio
2018 revelaron un 77,27% de animales positivos, 3,03% de
sospechosos y 19,70% de negativos en marzo, y en octubre
solo un 8% de los cerdos analizados fueron positivos. En el
muestreo de mediados de 2019 ya no se hallaron resultados
positivos o sospechosos. SN: en 193 animales vacunados, 114
fueron ELISA negativos, es decir que no tuvieron contacto con
el virus de campo (3 muestras contaminadas no se analizaron);
en ellos el 44,7%, presentaron Ac seroneutralizantes y un
55,3% de los cerdos no desarrollaron titulos detectables. Los
niveles de Ac seroneutralizantes alcanzados con la vacunacion

en estos cerdos no infectados fueron altos en un 25,49% de los
animales, medios en el 56,84% y bajos en el 17,7% restante.
En los 79 animales vacunados sospechosos y positivos a
ELISA (se unen sospechosos y positivos, todos se consideran
infectados con VEA en situacion de granja en saneamiento) se
detectaron titulos altos en 48 de 76 cerdos (63,16%), medios
en 25 de 76, (32,89%) y bajos en 3 de 76 (3,95%). Desglosando
los resultados por sangrado, se vio que los titulos altos
conformaron el 50% en el primer muestreo, el 46,15% en el
segundo, el 18,18% en el tercero y el 5,26% en el dltimo. En el
caso de los titulos medios los resultados de cada sangrado
fueron 37,5%, 53,85%, 63,64% y 63,16% respectivamente. Los
titulos bajos representaron el 12,5% en el primer sangrado, el
18,18% en el tercero y el 31,58% en el cuarto, no registrandose
ningun cerdo con este tipo de titulos en el tercer sangrado.

Discusién y conclusiones. Se investigo a través de la SN el
titulo de Ac generado en animales vacunados analizados
previamente por ELISA que los clasifico en cerdos infectados
vacunados y cerdos no infectados vacunados. Comparando los
titulos de cerdos no infectados vacunados con los encontrados
en cerdos infectados, fueron mas altos en estos ultimos, lo que
es esperable por la mayor estimulacién antigénica producida
por el contacto con el virus mas la vacuna. Los titulos
registrados en cerdos no infectados fueron predominantemente
medios, le siguieron los altos y en dltimo lugar los bajos. Al
evaluar los niveles de Ac seroneutralizantes en los sucesivos
sangrados de la granja se pudo observar la tendencia a que, a
medida que fue disminuyendo la cantidad de animales
infectados, los titulos de los cerdos no infectados tendieron a
ser cada vez mas bajos. Pudo observarse una marcada
negativizacion en los resultados de ELISA en los sucesivos
muestreos. Fue interesante la dinamica de desarrollo de los Ac
seroneutralizantes a medida que se saneaba la piara: estos
titulos protectores tendieron a descender a medida que se
avanzaba con el plan y quedaban menos infectados en la
granja, posiblemente por falta de estimulo del sistema inmune
por ausencia de circulacion viral.

Es necesario enfatizar que a pesar de que muchos animales no
generaron Ac detectables, seguramente por el tipo de vacuna
inactivada utilizada, ésta y otras granjas que aplicaron tanto un
esquema de vacunacion completo como medidas de manejo
adecuado (las dos cosas deben complementarse) pudieron
erradicar la EA. Para concluir puede decirse que:

- los titulos seroneutralizantes en cerdos infectados o ELISA
positivos y vacunados fueron muy variables, encontrandose
dentro de un rango de 2 a 256, siendo altos en su mayoria;

- los titulos seroneutralizantes en cerdos no infectados o ELISA
negativos y vacunados, se encontraron predominantemente en
un rango de 8 a 32, y en casi un 50% de estos animales no se
detectaron anticuerpos seroneutralizantes.
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Introduccién. La Estomatitis Papular Bovina (BPSV) es una
enfermedad viral que afecta especialmente a terneros. Se
caracteriza por la formacion de papulas o nédulos en morro,
labios, lengua y mucosa oral. El agente causal pertenece al
género Parapoxvirus, familia Poxviridae, tiene una distribucion
mundial y son muy resistentes a las condiciones ambientales.
En Argentina, el registro mas reciente es del afio 2019 en la
provincia de Salta. Se comunica un caso de estomatitis papular
bovina observada en terneros.

Materiales y métodos. El establecimiento lechero se ubicaba
en Ballesteros, Cérdoba. En ese momento contaba con 600
vacas en ordefie, con partos estacionados durante 10 meses,
entre febrero y noviembre. La crianza artificial era en corrales
comunitarios de 12 terneros cada uno, alimentandolos con
leche cruda mediante un sistema de baldes con tetinas. El
cuadro clinico comienza en el mes de septiembre de 2020,
afectando inicialmente a terneros de 3-4 semanas de vida. En
pocos dias unos 50 animales, de un total de 100, presentaron
sintomas, incluidos varios de una semana de vida. Seis
murieron, principalmente de este Ultimo grupo, por no poder
alimentarse sumado a un cuadro de diarrea. Las lesiones
externas se circunscribian exclusivamente a morro y boca.
Iniciaban como placas enrojecidas, planas, circulares, de 0.5 a
1 cm, que posteriormente tomaban aspecto proliferativas y
costrosas (Figura 1). Todo este proceso patolégico transcurria
entre 10 y 15 dias. En ningdn momento las lesiones
presentaron estadios vesiculares. Al inicio del cuadro, sin tener
un diagnodstico de certeza, algunos animales afectados se
trataron con antibiético Tulatromicina sin respuesta favorable.
También se aplicé una dosis de vacuna contra papilomatosis.
Se realizd la necropsia de dos animales afectados,
recolectando muestras para estudios histopatoldgicos,
viroloégicos, bacteriolégicos y moleculares. Se efectuaron
cultivos bacterianos de rutina en Agar sangre y Mac Conkey de
drganos y test rapido inmunocromatografico de materia fecal
para detectar Cryptosporidium parvum, Coronavirus bovino, E.
coli-K99 (F5), Rotavirus y Giardias. Muestras de piel afectada
se procesaron para extraer el ADN mediante un kit comercial
“QlAamp DNA mini kit" de QIAGEN. El ADN obtenido fue
analizado por la técnica de PCR basada en los primers PPP1y
PPP4, que amplifica una regién interna del gen B2L (de 590pb)
para identificar la presencia de genoma de Parapoxvirus. El
producto de amplificacion fue secuenciado para su
identificacion. La secuencia de nucleédtidos resultante fue
alineada con secuencias disponibles de Parapoxvirus, usando
el programa BioEdit.

Resultados. En los dos animales necropsiados, no se
observaron lesiones macroscépicas en 6rganos internos.

Los resultados de los cultivos bacterianos y del test
inmunocromatografico  fueron negativos. El estudio
histopatolégico de la piel afectada, reveld leve hiperemia,
nucleos retraidos y necrosis celular de capas superficiales de
epidermis con estructuras acidofilas compatibles con cuerpos
de inclusion intracitoplasmaticos. En dermis se observo
reaccion inflamatoria con células mononucleares. Una muestra
de tejido result6 positiva a la PCR. La secuenciacion permitio
realizar un alineamiento con secuencias de Parapoxvirus
disponibles en el Gen Bank y obtener una matriz de identidad.
Este andlisis evidencié una identidad nucleotidica del 99% con
otros BPSV conocidos y una identidad de 84% y 85% con los
otros miembros del género Parapoxvirus: virus Orf y
Pseudocowpox respectivamente.

Discusién y conclusion. Los antecedentes clinico-
epidemiolégicos y los resultados de laboratorio, permiten
concluir que el caso se correspondié con BPSV. Si bien ha sido
reportada en Argentina, no es frecuente su ocurrencia y se

considera importante tenerla presente en el diagnéstico
diferencial de enfermedades compatibles con fiebre aftosa, de
la cual nuestro pais es libre. El manejo de partos estacionados,
permitié realizar un vacio sanitario durante dos meses en los
cuales no hubo nacimientos de terneros. Se desinfectaron
utensilios y baldes con tetinas donde se alimentaban, y
eliminaron todos los materiales en contacto. Se incorporo
también la aplicacion de una dosis de lvermectina (1 cc cada
50 kg de peso) al nacimiento. Todo el personal fue capacitado
sobre las medidas sanitarias adecuadas para evitar la
transmision de la enfermedad. Durante el siguiente afio, no se
registraron nuevos episodios.
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Introduccion

Para evaluar los productos y/o procesos de manufactura
respecto de su capacidad para inactivar o remover agentes
virales, deben realizarse ensayos a escala laboratorio donde se
contamina un material inicial con altas dosis infecciosas de
distintos virus modelo, luego se aplica el producto o proceso a
evaluar, y posteriormente se determina el virus remanente. El
disefio del ensayo de validacion debe realizarse de acuerdo al
producto o proceso a evaluar, a la normativa nacional e
internacional vigente, y de acuerdo a requerimientos especificos
de cada elaborador. Para esto, pueden utilizarse distintos virus
modelo, con distintas propiedades estructurales, de tamafio y de
material genético.

En los dltimos afios muchos productos con propiedades
antivirales han sido estudiados y desarrollados y se han
establecido los métodos para evaluar su efectividad. En el
contexto de la actual pandemia COVID19, el Coronavirus Canino
(CCoV) fue seleccionados como virus modelo de SARS-CoV-2,
para la estandarizacion de ensayos de validacion. El virus CCOV
pertenece a la Familia Coronaviridae, es un virus envuelto de
ARN simple cadena.

En este estudio pusimos a punto diferentes ensayos de acuerdo
a la normativa internacional para la evaluaciéon de actividad
antiviral de textiles y productos no-absorbentes usando el
modelo de Coronavirus Canino.

Materiales y métodos

Se contaminaron areas de ensayo del producto con actividad
antiviral (TRATADO) con la suspension de CCoV, luego de una
incubacion a diferentes tiempos a temperatura ambiente y
humedad controlada, se recupero6 el virus lavando las areas de
ensayos con diferentes medios neutralizantes. Areas de ensayo
sin tratamiento antiviral (CONTROL) fueron contaminadas con la
suspension de CCoV para evaluar la posible inactivacion viral
sin tratamiento. Una fraccion del stock viral original de CCoV
utilizado en la contaminacion experimental fue ensayada
simultaneamente con el resto de las muestras. Sobre cada una
de las muestras tomadas, se realizaron ensayos de titulacion
viral por dosis infecciosas 50% en cultivo de tejidos (TCID50),
utilizando el estimador estadistico de Reed y Muench

Resultados

La infectividad viral de CCoV fue afectada por las condiciones
experimentales tales como la concentracion del stock viral, lel
tiempo de contacto, el tipo de superficie, entre otros. Se
estableci6 la relacion de 100 pl/cm? de stock viral concentrado
por area de superficie de prueba. Las incubaciones se hicieron
en presencia de alta humedad relativa. EI mejor medio
neutralizante resulté el medio de cultivo E+D con 2% de suero
fetal bovino.

Conclusién

El CCOV se puede inactivar por contacto con el producto a
evaluar, incluso en ausencia de agentes antivirales, por lo que
es fundamental incluir controles de superficies sin tratamiento.
Estos hallazgos indican que las condiciones de ensayo de
evaluacion de actividad antiviral deben elegirse cuidadosamente
teniendo en cuenta el tipo de producto.
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Introduccidn. Los cuadros de diarrea en cerdos constituyen una
de las principales limitantes en la rentabilidad de una explotacion
porcina como consecuencia de las pérdidas por aumento de la
morbi-mortalidad, incremento en los costos de medicacion y
menor ganancia diaria de peso y conversién alimenticia (Sj6lund
y col., 2014). Los cuadros de diarrea generan una mayor
mortalidad en lechones lactantes, sin embargo, revisten
importancia en todas las categorias productivas. Dentro de los
agentes mas frecuentemente asociados a las diarreas
neonatales (DN) podemos mencionar a Escherichia coli,
Clostridium perfringens tipos A y C, Clostridium difficile,
Cryptosporidium spp, Cystoisospora suis, Rotavirus vy
Coronavirus. Asimismo, los agentes virales mencionados
pueden provocar diarreas al momento del destete (DPD) junto
con cepas enterotoxigénicas de Escherichia coli (ETEC)
(Cappuccio y col., 2009; Rhouma 2017). En general los agentes
infecciosos involucrados en cuadros de diarrea pueden actuar
solos o en infecciones mixtas; incluso combinados con factores
no infecciosos como ambientales, de manejo, inmunitarios, entre
otros. Si bien la etiologia de las diarreas es compleja, los virus
podrian ser el factor clave para su presentacion ya sea por su rol
como agentes primarios en el dafio de la mucosa intestinal, o
como predisponentes a infecciones secundarias por otros
agentes infecciosos, como bacterias y parasitos (Lippke y col.,
2011). Las lesiones que producen los diferentes virus que
afectan al tracto digestivo, son dificiles de distinguir tanto macro
como microscopicamente, por lo cual la identificacion especifica
de cada uno requiere la aplicacion de técnicas de diagndstico
como inmunohistoquimica, aislamiento viral y técnicas
moleculares (Pifieyro y col., 2018). En el caso de los agentes
bacterianos y parasitarios, si bien causan lesiones que orientan
al diagnostico etiologico, es necesaria la confirmacion del mismo
mediante aislamiento bacteriano, técnicas moleculares u
observacion directa (Sanz y col., 2007; Cappuccio y col., 2009).
El objetivo del presente trabajo fue realizar un analisis
descriptivo de la casuistica y el diagnéstico de diarrea en
lechones a partir del andlisis de las muestras remitidas al Centro
de Microbiologia Basica y Aplicada (CEMIBA), FCV-UNLP.

Materiales y métodos. Se analizaron 9 casos remitidos al
CEMIBA para el diagnéstico de diarreas virales en lechones. Los
mismos se clasificaron segin la categoria involucrada,
correspondiendo a lechones de maternidad (< a 21 d) y lechones
de recria o posdestete (> a 21d). Las granjas afectadas se
localizan en la provincia de Buenos Aires y poseen un nimero <
a 500 madres. Los signos clinicos recolectados de la historia
clinica se caracterizaron en una diarrea acuosa amarillenta en
lechones de 2-3 dias de edad, y de diarrea acuosa marrén claro
en los cuadros entéricos de recria. Todas las muestras remitidas
fueron tomadas a partir de animales con diarrea. Se recibieron
un total de 16 muestras de materia fecal de animales individuales
representando un 67% de las muestras analizadas; 7 muestras
correspondientes a trozos de intestino delgado y grueso de
lechones (29%) y 1 pool de materia fecal representando un 4%
del total de muestras. Ademas, se incluyeron los casos remitidos
para histopatologia, estudios bacteriol6gicos y/o parasitologicos.
En el CEMIBA las muestras de materia fecal y/o contenido
intestinal fueron diluidas 1/10 con PBS estéril, centrifugadas a
2000 rpm durante 10 min, para luego a partir del sobrenadante
proceder a la extraccion de ARN con DNAzol (Bio-légicos).
Posteriormente se obtuvo el cDNA utilizando random primers y
enzima MMLV (Promega) segun el protocolo sugerido por el
fabricante. Para el caso de Rotavirus A se realizo la deteccion
del genoma viral mediante PCR amplificando un fragmento
correspondiente a la proteina NSP5. Para el caso de
Coronavirus, en primer lugar, se realizé la deteccion genérica
utilizando  primers  degenerados para el fragmento

correspondiente a la polimerasa (Pancoronavirus) y las
muestras positivas fueron analizadas con primers especificos
para la deteccion de TGE y PED.

Resultados. Del total de casos analizados (n=9), el 33,3%
perteneci6 a la categoria maternidad, y el 66,6% a la categoria
recria. El 80% de los casos pertenecientes a esta Ultima
resultaron positivos a algin agente viral (Rotavirus A,
Coronavirus). En los casos de maternidad no se detectaron
agentes virales, sin embargo, en 1 de los casos se detectd
Cryptosporidium spp (25%) y en dos de ellos E. coli (toxina Stb).
Se determind que el 44% (n=4) de los casos correspondieron a
diarreas de causa viral (3 casos de Rotavirus A, y 1 caso de
coinfeccion de Rotavirus A y Coronavirus). En el 22% de los
casos (n=2) no se arrib6 a un diagndstico etiolégico. Ademas, se
observaron lesiones histopatolégicas compatibles con
infecciones virales en el 33% de los casos (n=3), sin embargo,
no se pudo identificar el agente en uno de ellos.

Discusién y conclusién. Si bien existen varios estudios de
casos aislados (Pifieyro y col., 2018) no se dispone,
particularmente en relacion a los agentes virales, datos
suficientes en nuestro pais referente a la participacion y al
impacto de los virus en el desarrollo de cuadros clinicos y
subclinicos de las diarreas en explotaciones intensivas. A su vez,
es necesario hacer énfasis en la importancia de caracterizar los
cuadros de diarrea neonatal presentes en nuestro pais para
poder disefiar estrategias de control y prevencion en relacion al
estatus epidemiol6gico actual. El presente andlisis puso en
evidencia que los agentes virales son una causa importante de
diarrea en lechones. Si bien el nimero de casos que se remite
para diagnostico etiolégico especifico es escaso, este estudio
demuestra la importancia de que los veterinarios incluyan en
forma rutinaria la toma de muestra y envi6 al laboratorio para
obtener un diagnostico definitivo. La relacion entre la presencia
de agentes virales y las granjas de menos de 500 madres podria
deberse a la menor tecnificacion e implementacion de medidas
de bioseguridad, que revisten gran importancia en cuanto a la
prevencion de estos agentes. Asimismo, cabe destacar que, a
los efectos de establecer un diagnodstico etiolégico de las
diarreas infecciosas, resulta indispensable realizar un abordaje
multidisciplinario  remitiendo muestras no solo para
histopatologia sino también para otros estudios diagndsticos
complementarios.
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Introduccion. La enfermedad de Theiler, también conocida
como hepatitis sérica equina o enfermedad hepatica aguda
idiopatica, es una enfermedad grave en caballos adultos, y a
menudo potencialmente mortal, que fue descripta por primera
vez en 1918 en Sudafrica por Sir Arnold Theiler. Esta
enfermedad es una de las causas mas comunes de hepatitis
aguda y falla hepatica en caballos y se ha descripto con mayor
frecuencia luego de la administracion de algin producto
biolégico producido a partir de sangre equina, tal como
antitoxina tetanica, antitoxina botulinica, plasma equino,
antisuero de Streptococcus equi y preparaciones de células
madre alogénicas. Sin embargo, esta enfermedad también ha
sido reportada en caballos sin antecedentes de administracion
de productos biolégicos equinos, asi como en animales que
estuvieron en contacto con casos de enfermedad de Theiler.
Estudios recientes han aportado fuerte evidencia de que la
enfermedad de Theiler es causada por un nuevo parvovirus, el
Parvovirus Equino-Hepatitis (EqPV-H, del inglés Equine
Parvovirus-Hepatitis) [1, 2]. Desde su descripcion en 2018, la
infeccion por EqPV-H fue detectada en Estados Unidos,
Canada, China, Alemania, Eslovenia, Austria y recientemente
en Brasil, con una prevalencia de ADN entre el 7-17% y una
seroprevalencia entre 15-34% en caballos clinicamente sanos.
Esta prevalencia es mucho mayor cuando se analizan animales
con enfermedad de Theiler, alcanzando valores entre el 47-
100% [2]. Se ha reportado también la presencia de ADN de
EqPV-H en lotes de suero equino comercial, provenientes de
Nueva Zelanda, ltalia, Alemania, Estados Unidos, Canada y
Méjico [3]. Los caballos con EgPV-H pueden ser portadores
sanos sin signos clinicos, por lo que podrian servir como
reservorios para la infeccion de otros caballos. Para evaluar el
riesgo de transmision de EgPV-H por la administracion de
productos bioldgicos equinos, el Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA) recomienda el analisis de los
productos derivados de sangre equina mediante PCR en
tiempo real. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo consiste en
la puesta a punto de una gPCR para la deteccion de DNA del
EgPV-H en suero y/o plasma equino.

Materiales y métodos. Para la puesta a punto de la gPCR de
EqPV-H se siguié el protocolo desarrollado por el Centro de
Biologicos Veterinarios (CVB) del USDA, el cual se basa en la
publicacion de Tomlinson y colaboradores (4). Se utilizaron los
cebadores EqPV-3218F (5-ATGCAGATGCTTTCCGACC-3’) y
EQPV-3386R  (5-GCCCCAGAAACATATGGAAA-3’), que
amplifican un fragmento de 169 pb de la proteina de la capside
(VPL), y la sonda EPV-3310 (5°-FAM-
ACCGTAGCGGATTCGGGATCTGC-BHQ1-3’). Se utilizaron
controles negativos y positivos de extraccion de ADN y de PCR.
Como control negativo se utiliz6 un pool de suero normal
equino. El control positivo se preparé a partir del suero normal
equino (control negativo) contaminado experimentalmente con
10° copias del plasmido control pEgPVH3. Este plasmido, se
utiliz6 también para generar la curva estandar de la qPCR con
diluciones de 14,5x10° - 14,5x10° copias/reaccion. Las
extracciones de DNA se realizaron con el kit High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche). La reaccion de gPCR se
realizé en el termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems)
en un volumen de 20 pl, con la master mix iTaq Universal
Probes Supermix (Biorad), una concentracion final de 0,4 pM
de cebadores y sonda, y 5 pl de DNA Las condiciones de
ciclado fueron: un ciclo de 95 °C durante 5 min; seguido de 45
ciclos de 95 °C por 30 seg y 58 °C por 1 min. Los puntos de la
curva estandar se corrieron por triplicado, y las muestras,
controles (positivo y negativo) y

blanco (sin templado) por duplicado. Para cada caso se
determind el Cycle thershold (Ct). A partir de los valores de Ct
de la curva estandar se determino la linealidad, la eficiencia y

el rango dinamico. Se establecieron los criterios de conformidad
del ensayo basados en las recomendaciones dadas por Bustin
y col. [5]. Se determiné la sensibilidad analitica, la especificidad
y reproducibilidad de la técnica. Para evaluar la performance de
la gPCR en muestras bioldgicas, se realizaron contaminaciones
experimentales de fracciones de suero normal equino con
plasmido pEqPVH3 en distintas concentraciones, se realizo la
extraccion de DNA y posteriormente se analizaron por gPCR.
Finalmente, se analizé un panel de proficiencia provisto por el
CVB-USDA, compuesto por 10 sueros equinos y 3 muestras de
DNA.

Resultados. En primer lugar, se comprobd la especificidad de
los cebadores realizando un PCR convencional con el plasmido
PEgPVH3, obteniéndose una tnica banda de amplificacion del
tamafio esperado (169 pb). Las curvas estandar obtenidas con
el plasmido pEgPVH3 en 3 ensayos independientes
presentaron, en promedio, una linealidad (r2 = 0.992) y
eficiencia (97,5%) dentro de lo esperado. El rango dinamico se
defini6 entre 14,5x10' y 14,5 x10° copias. La sensibilidad
analitica de la gPCR se evalud con los puntos de la curva
estandar construida con el plasmido pEgPV-H con diluciones
de 14,5x10° - 14,5x10° copias/reaccion. Se consideraron entre
5 y 7 replicados. La gPCR result6 positiva para todas las
réplicas de 14,5x10' copias/reaccion o mayores. La
reproducibilidad fue determinada de acuerdo al nivel de
variabilidad del Ct obtenido de los replicados de cada muestra
de la curva estandar correspondientes a 3 ensayos
independientes. Los valores obtenidos fueron en el rango de
0,74 a 7,5 %. La especificidad analitica de la técnica fue
ensayada utilizando muestras de DNA de virus relacionados:
Herpesvirus Equino tipo 4, Adenovirus Equino, Parvovirus
bovino, Parvovirus porcino. En todos los casos las muestras
resultaron “no detectadas”. Los resultados de la gPCR para las
muestras del panel de profiencia del USDA concordaron 100%
con lo esperado.

Discusién y conclusion. Se ha logrado poner a punto un
ensayo de gPCR sensible y especifico para la detecciéon de
genoma de EgPV-H en muestras bioldgicas. Esta metodologia
permitird detectar el estado de infeccién de los animales, asi
como productos biolégicos de origen equino, con el objetivo de
conocer el estado de situacion de la infeccion por EqPV-H y
estaclecer medidas de control en caso de ser necesario.
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X1-VALORES HEMATOLOGICOS DE GAVILANES MIXTOS (Parabuteo unicinctus) EN CAUTIVIDAD Y
SILVESTRES QUE INGRESARON EN CUARENTENA. RESULTADOS PRELIMINARES
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Introduccién. a determinaciéon de parametros sanguineos en
aves ha sido utilizada para estudiar las adaptaciones
fisiolégicas que facilitan el empleo de determinados habitats,
asi como el estado nutricional y salud de una especie. Para ser
considerada la liberacion de aves rapaces en rehabilitacion es
imprescindible que se hayan recuperado de su lesion inicial,
ademéas de estar clinicamente sanas. En estos casos los
valores hematologicos son una herramienta importante y
ademas constituyen un aporte de referencia. La carencia de
estudios locales trae como consecuencia la utilizacion de
parametros hematolégicos correspondientes a bases de datos
externas donde no se especifica cierta informacion que puede
generar variabilidad. El objetivo del presente trabajo fue
determinar los valores hematolégicos de gavilanes mixtos
(Parabuteo unicinctus) en cautiverio y los que ingresaban en
cuarentena, con la finalidad de generar una base de datos para
la provincia de Mendoza vy realizar un estudio comparativo de
los datos obtenidos en ambos grupos.

Materiales y métodos. El estudio fue llevado a cabo en las
instalaciones del Ecoparque Mendoza (32°53'04"S 68°53'21"0)
ubicado en la ladera este del cerro de la Gloria dentro del predio
del Parque General San Martin. A todos los gavilanes mixtos
clinicamente sanos que se encontraban en el plantel de la
institucion y a los que ingresaron en cuarentena se les efectu6
un examen clinico, se registro su peso y se les realizo la
extraccion de sangre. Se muestrearon 27 aves, 14
pertenecientes al plantel y 13 que ingresaron en cuarentena
provenientes de la Direccion de Recursos Naturales de la
provincia. La sangre fue tomada de la vena ulnar utilizando
jeringa de tuberculina y aguja 25/8. La misma fue colocada en
tubos con EDTA. También se registraron los valores de
glucemia con glucometro Accu-Check® Performa. La
hematologia fue procesada utlizando el método
hematocimétrico con una cdmara de Neubauer. Se colocaron
20 pl de sangre en un tubo con 4 ml de solucién de Natt Herrick
y se lo dejo 15 minutos, luego con un capilar se tom6 una
muestray se la colocé en la camara de Neubauer para proceder
al conteo de gldbulos rojos y blancos. El recuento diferencial de
leucocitos se realizé observando un frotis tefiido con tincién 15
en microscopio optico. Para el hematocrito se colocé la sangre
en un capilar para microhematocrito y se centrifugé a 12.000
rpm durante 5 minutos. Las proteinas totales plasmaticas
fueron medidas con refractometro donde se coloc6 una gota de
plasma. Se realizd el calculo de la media () y el desvio
estandar (DS) de los datos obtenidos, y luego se aplic6 un test
de diferencia de medias para muestras independientes,
analizando previamente la homogeneidad de las variancias.
Todos los tests se realizaron con un nivel de significacion del
5%. Se utiliz6 el programa Excel.

Resultados. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla
N°1.

Tabla N°1: Valores hematolégicos de gavilanes mixtos (Parabuteo
unicinctus)

Gavilanes en Gavilanes ) Test Qe
cuarentena cautivos leeren_ma de
Test Medias
Media [ DS Media | DS P-Valor
Hto (%) | 264 | 63 [ 289 | 67 0,161
Proteinas 36 o 0% 10
totales ’ z J ) 0,123

G(';‘;%T)ia 267 | 196 | 282 | 36,8 0,099
Recuento

GR (en 1,79 0,91 3,07 | 1,27

millones) 0,004*
oucootos | 12797 | 105321 | 9051 188|415
H?]t_?)l;(ljﬂll)os 7961 | 79602 | 3123 |304L7| (oo
Het‘(*o'/?)ﬁ'os 621 | 17 | 374 | 171 | _q400.
Ll(l’llf()%‘/:ﬁgs 1815 | 1369,1 | 4446 | 49495 | a0,
Linz(())/;:)itos 20,7 16,1 42,8 [ 19,9 0,003*
M(i%gf;ﬁ;)s 1009 | 1408,3 | 640 | 736,2 0,21
|\/|0r(100/OC)iIOS 6.9 41 63 | 46 0,37
E(()i)rl%i:)os 731 | 5527 | 863 | 6118 | 0
Eosé;oé)filos 11,2 6,67 13,92 | 10,95 0,246

*

Diferencia de medias estadisticamente significativas.

Discusién y conclusién. . Los datos encontrados sobre el
tema son escasos. Se observaron diferencias significativas en
el nimero de eritrocitos, cuyo valor fue inferior en aves que
ingresaron a cuarentena, y se estima que una causa puede ser
que algunas de esas aves presentaron traumatismos; en cuanto
al nimero de leucocitos, fue mayor en aves que ingresaron a
cuarentena, probablemente por la presencia de algun agente
infeccioso. En las aves mantenidas en cautiverio los valores de
linfocitos superaron a los heterdfilos; seria interesante realizar
estudios posteriores a fin de determinar si puede estar
relacionado con el estrés.
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Introduccion. Las bacterias Helicobacter no-Helicobacter
pylori (HNHP) incluyen varias especies diferentes, tales como
H. suis, H. felis, H. bizzozeronii, H. salomonis, H. heilmannii
sensu stricto (s.s.), H. cynogastricus y H. baculiformis, algunas
de las cuales colonizan el estomago del hombre y de los perros.
La identificacion de estas especies de Helicobacter en perros
es importante debido a que existen evidencias sustanciales del
potencial zoonético de algunas de ellas, tales como H. felis y H.
bizzozeronii, a pesar de su baja prevalencia®. No existe
informacion acerca de las especies predominantes en los
perros del pais y regién y de las caracteristicas de la poblacién
afectada. El objetivo del trabajo fue detectar mediante PCR,
HNHP en biopsias gastricas de perros y evaluar su asociacion
alaraza, edad y sexo.

Materiales y métodos. Se tomaron biopsias gastricas
mediante endoscopia a 50 perros ingresados a cirugia por
diferentes patologias, sin antecedentes de enfermedades
géstricas, ni signos clinicos relacionados. La edad de los perros
fue entre 2 meses y 14 afios, 10 de razas puras y el resto
mestizos y con respecto al sexo fueron 29 machos y 21
hembras. EI ADN de las muestras fue extraido con kit comercial
(DNAZzol, Invitrogen, EUA) y para la deteccién de HNHP a nivel
de género, se amplific6 mediante una PCR tamiz un fragmento
del gen 16SRNAr con los cebadores y condiciones previamente
descriptas®. Las muestras positivas fueron luego analizadas
para determinar la presencia de H. bizzozeronii y H. felis con
los cebadores FelF, Fe3R, BilF y Bi2R y las condiciones
previamente descriptas. Los controles positivos fueron cedidos
por la Universidad de Buenos Aires, Argentina y la Universidad
de Ghent, Bélgica. De las muestras positivas a la PCR tamiz
para HNHP y negativas a H. bizzozeronii y H. felis, se
seleccionaron 9 al azar que fueron nuevamente amplificadas y
los productos de la PCR fueron purificados (Puriprep-GP Kit,
InbioHighway, Argentina), cuantificados y secuenciados (ABI
3130xl; Applied Biosystems, EUA). Las secuencias se
visualizaron con el software BioEdit y alineadas con las bases
de datos disponibles utilizando el software BLAST. Se calculd
la prevalencia de HNHP total y segin sexo, edad y raza y se
determind el IC de la prevalencia de perros positivos a HNHP,
H. bizzozeronii y H. felis utilizando el programa Epidat. Para
determinar asociacién entre HNHP y edad, raza y sexo se
calculo la razén de prevalencia. Con los datos obtenidos se
determiné el perfil de riesgo de perros positivos a HNHP para
esta poblacién. Para ello, las variables establecidas fueron: 1)
Edad: mayor (> de 3,8 afios) y menor (< 3,8 afios) al promedio;
2) Raza: puros y mestizos; 3) Sexo: macho y hembra.

Resultados y discusion. La prevalencia cruda de HNHP fue
del 58% -IC 95: 43,3-72,7%-, ligeramente menor a las
informadas por otros autores en referencia a otras partes del
mundo (60 -100%)*“y muy por debajo de la obtenida en paises
vecinos, ya que se han informado prevalencias del 96% en
perros en Brasil, del 95% en Venezuela y entre un 75,9-100%
en Chile. En concordancia con otros investigadores® H.
bizzozeronii fue identificado en el 28% de las muestras; esto
reviste importancia, ya que se ha demostrado el potencial
zoonotico de esta especie. Solo el 4% de las muestras arrojaron
resultado positivo a H. felis* ° y no se observaron infecciones
mixtas con H. bizzozeronii y H. felis como ha sido recientemente
informado?. Las secuencias del fragmento del gen 16SARNr de
las 9 muestras analizadas al azar presentaron 99% de similitud

con mas de 60 secuencias de H. heilmannii, H. salomonis, H.
cynogastricus, H. baculiformis y H. spp. Debido al alto grado de
similitud, entre el 93 y el 99%, en las secuencias del gen

16SRNAr con las especies anteriormente citadas, no se pudo
determinar la especie. En cuanto a la raza, edad y sexo los
resultados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Raza, edad y sexo de los perros positivos a la
presencia de Helicobacter spp. en las biopsias gastricas.

Perros positivos a H. H.
H. spp
bizzozeronii felis

Puros 31.1% 28.6% =
Mestizos 68.9% 71.4% 100%
Hembras 34.5% 35.7% -
Machos 65.5% 64.3% 100%
< 3,8 afios 48.3% 42.8% 100%
> 3,8 afios 51.7% 57.2% -

El perfil de riesgo de estos perros positivos a Helicobacter spp.,
fue: macho mestizo y mayor de 3,8 afios. En cuanto a las
razones de prevalencia, la asociacion entre raza fue: 1,15 raza
pura vs mestizos, edad: 1,24 mas de 3,8 afios vs menor de 3,8
afios y sexo: 1,16 macho vs hembra. Respecto a la asociacion
entre la presencia de HNHP y la raza, sexo o edad, los animales
en los que mas frecuentemente se detectaron fueron en los
machos mestizos, mayores de 3,8 afos. Esto coincide con lo
previamente informado por otros autores que detectaron el
agente en perros jovenes y viejos de ambos sexos®. Los
resultados obtenidos generan antecedentes relevantes acerca
de la presencia de HNHP en el pais y en la region, dado que no
se ha encontrado informacion alguna acerca de la identificacion
de Helicobacter a nivel de especie en Argentina ni en paises
vecinos, lo que resulta fundamental para determinar la
significancia clinica de cada especie, tanto en animales como
en el hombre.

Conclusién. El presente trabajo es el primer estudio reportado
para la identificaciéon de HNHP a nivel de especie en perros en
el pais. Se concluye que los perros bajo estudio presentan
HNHP y que H. bizzozeronii predomina sobre H. felis, sin el
hallazgo de infecciones mixtas. Los perros en los que mas
frecuentemente se encontraron los HNHP fueron machos
mestizos, mayores de 3,8 afios.
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Introduccién. La transferencia de inmunidad pasiva a través
de calostro materno es importante para la sobrevivencia de los
terneros durante los primeros meses de vida (Donovan et al.
1998). La placenta bovina impide la transferencia de
inmunoglobulinas (Igs) séricas durante la gestacion. Sin
embargo, el ternero neonato puede recibir inmunidad a través
del calostro materno ingerido. Luego del nacimiento, la
capacidad de absorber las Igs va disminuyendo y se incrementa
la capacidad de digerir los componentes del calostro. La falla
en la transferencia de inmunidad pasiva (FTIP) puede ocurrir
por diversos factores como, por ejemplo: no consumir una
cantidad y/o calidad adecuada de calostro materno. Pero aun
controlando estos factores, diversas cuestiones pueden
contribuir a la ocurrencia de FTIP. Nuestro objetivo fue estimar
la prevalencia y los factores asociados a FTIP en terneros de
rodeos lecheros que suplementan el amamantamiento natural
con calostro bovino natural suministrado manualmente en las
primeras 12 h de vida.

Materiales y métodos. Este estudio epidemioldgico se realizd
utilizando una base de datos que registr6 informacion de 2113
terneros de 5 rodeos lecheros de la provincia de Buenos Aires.
Todos asesorados por Unico profesional veterinario. Entre el dia
1y 7 de vida del ternero, se colecté sangre por venopuncion
yugular y se cuantificd por refractometria la concentracién de
proteinas séricas totales (PST). Se consideré FTIP cuando el
valor de PST fue < 5,2 g/dL (Calloway et al., 2002). Todos los
rodeos compartian el mismo protocolo de manejo del periparto
que incluia el suministro de calostro fresco obtenido mediante
ordefie manual. La calidad del calostro fue controlada con un
refractébmetro de Brix y solo se utilizaron aquellos calostros con
niveles = 23%. Si el calostro materno no cumplia con este
requisito, se recurria a un banco de calostro congelado de
calidad controlada. Los terneros consumian en las primeras 12
horas de vida un volumen de calostro de ~10% del peso vivo
utilizando una mamadera. Si el ternero no presentaba reflejo de
succion, se realizé sondaje bucoesofagico. De cada ternero se
registré la fecha de nacimiento, género, tipo de parto (normal vs
asistido e individual vs mellizos). Se evallo la asociacion de
estos factores con FTIP por regresion logistica usando el
software R (R Foundation for Statistical Computing).
Resultados y discusién. Este estudio investigo la ocurrencia
de FTIP en rodeos lecheros con asesoramiento veterinario. La
distribucion de la concentracion de PST se muestra en la Figura
1. La concentracién media de PST fue de 5,8 g/dL (rango de
3,2y 9 g/dL). La prevalencia general de terneros con FTIP fue
del 26.5 % (562/2113). La prevalencia intra-rodeo fue del 20%
(76/386), 25% (146/576), 25% (146/584), 32% (81/247) y 35%
(113/320). La prevalencia general de FTIP en este estudio fue
similar a la reportada en rodeos lecheros de Nueva Zelanda
(Lawrence et al. 2017), pero superior a la reportada por Canada
y EE. UU. (Trotz-Williams et al., 2008). Nuestros resultados
sugieren que la FTIP tiene una elevada prevalencia en rodeos
lecheros controlados y puede ser un importante factor de riesgo
de morbilidad y mortalidad. Los terneros con FTIP son mas
susceptibles a las infecciones y los predispone a septicemias,
neumonias y enteritis (Donovan et al. 1998). Nuestros
hallazgos, son indicativos de la importancia de establecer
protocolos de monitoreo del calostrado para reducir las
problematicas sanitarias de los terneros en crianza artificial. No
se observaron diferencias significativas entre la ocurrencia de
FTIP y la estacion del afio. Aunque otros estudios reportan que
los meses con elevadas temperaturas ambientales se asocian
a una menor calidad del calostro (Godden et al., 2019) que
repercute sobre la FTIP, nosotros no lo pudimos evidenciar. Y
esto podria deberse al estricto protocolo de control sobre la
calidad del calostro suministrado. La asistencia al parto y el
nacimiento de mellizos no increment6 el riesgo de FTIP en
terneros. Esto podria deberse

a que los terneros que nacen con parto asistido o mellizos
pueden recibir una mayor atencion por parte de los encargados
del manejo. Esta precoz atencion involucra un rapido suministro
de calostro mitigando quizas, los efectos del estrés del ternero.
Otros estudios han demostrado que, aquellos terneros que
consumen calostro en las primeras 6 horas de vida, tienen
menor riesgo de FTIP que aquellos terneros que consumen
calostro entre las 6 y 12 hs posteriores (Godden et al., 2019).
Tampoco se observo asociacion entre FTIP y el género de los
terneros sugiriendo que terneros machos y hembras recibieron
similar atencion en el manejo del calostrado.

Nimero de terneros

3.2 40 48 5.6 7.2 8.0 2.8

Proteinas sericas totales (g/dL)

Figura 1: Concentracién de proteinas séricas totales en 2113
terneras de a 1 a 7 dias de edad de cinco rodeos lecheros. La
linea vertical negra representa el valor de 5,2 g/dL. En total, 562
(26%) terneros presentaron FTIP (PST< 5,2 g/dL).

Otros factores no evaluados en este estudio como el tiempo
exacto entre el parto y el suministro de calostro y la calidad
higiénico-sanitaria del mismo, podrian ser importantes en la
ocurrencia de FTIP. Asimismo, otros factores vinculados a la
madre que podrian afectar la FTIP podrian ser la edad,
nutricion, inmunizaciones preparto, duracién del periodo de
seca, tiempo desde el parto al ordefie, etc. Futuros estudios
epidemioldgicos deberian evaluar la implicancia de estos
factores sobre la FTIP ya que representa un serio problema
sanitario en rodeos lecheros regionales.

Conclusiones. La FTIP es un problema importante en terneros
de rodeos lecheros que complementan el amamantamiento
natural con calostro natural bovino. Investigar los factores
asociados a su ocurrencia podria establecer estrategias que
limiten el impacto de esta probleméatica.
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POR LA PROTEINA PHOP EN LA INFECCION POR MYCOBACTERIUM BOVIS
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Introduccién. La tuberculosis bovina (TB) se diagnostica in
vivo mediante la inoculacion intradérmica de una mezcla
antigénica compleja denominada derivado proteico purificado
(del inglés protein purified derivative, PPD). Se han
caracterizado nuevas moléculas?, para complementar el
rendimiento del PPD, o para el desarrollo de un diagnéstico
diferencial en el marco de un potencial uso de candidatos
vacunales como BCG2 En nuestro pais, se desarroll6 un
candidato vacunal experimental contra la tuberculosis bovina
(TB)® delecionado en el gen phoP, que codifica un miembro de
un sistema regulador de dos componentes relacionado con la
virulencia. Su estudio en el marco del desarrollo de un potencial
diagnostico diferencial entre animales vacunados e infectados
resulta de interés. Se describi6 que PhoP induce respuesta
humoral en humanos con tuberculosis® pero no se caracterizé
su potencial antigénico en bovinos. El objetivo del trabajo fue
estudiar la respuesta inmune inducida por PhoP en la infeccion
natural por M. bovis, con el fin de aportar datos novedosos
acerca del potencial antigénico de esta proteina.

Materiales y métodos. Se realizé abordaje in silicocon el fin de
ponderar la especificidad e inmunogenididad asociada a PhoP.
Se compard el porcentaje (%) de similitud de PhoP de
Mycobacterium bovis con micobacterias que presenten 290%
de cobertura en los 247 aa, Corynebacterium sp y Nocardia
farcinica (Protein BLAST). Se predijo la presencia de epitopes
en el contexto del Antigeno Leucocitario Bovino de clase I
(BoLA-Il) (NetBoLAllpan) seleccionando péptidos(15mer) con
alta afinidad de unién (Rank%entre 0-2). PhoP recombinante
(PhoPr) se expreso a partir del vector pET-15b-phoP (cedido
por el Dr. Gonzalo Asensio), en E. coli BL21pLYs en LB,
ampicillina (100pg/mL), IPTG (0.1mM). Se purificdé por
cromatografia de afinidad (Proteinlso Ni-NTA Resin, Biotech)y
visualiz6 por WB (Mouse Mab Anti-polyHistidine, Sigma-
Aldrich). Su identidad se confirmé por espectrometria de masas
(Orbitrap, ThermoScientific, Q-Exactive). Se obtuvo 10mL de
sangre heparinizada de vacas Holando-Argentino: 10
provenientes de zona/establecimiento libre de TB, 6 animales
negativos a la intradermorreaccion (IDR) (anérgicos) con
presencia de lesiones compatibles con TB (LCTB)) y 7 animales
positivos a la IDR con LCTB. La sangre se estimul con PhoPr
(20pg/mL), una proteina de fusién 3615c/ESAT6/CFP10 (CV)
(10pg/mL) (cedida por elDr. Vordermeier),
PPDaviaryPPDbovina, PBS1X y un mitégeno (Pokeweed,
PKW). Se utilizé Bovigam TB Kit (Thermo Fisher) para medir el
IFN-yen el sobrenadante. Se emple6 un cut-off de 0,1. Se
registré la magnitud de la respuesta (DO450nm) y frecuencia
de animales respondedores (FR, nimero de animales con una
DO45020,1 para un determinado antigeno sobre el total de
animales del grupo x 100). El andlisis estadistico se realizo
mediante el test de Kruskal Wallis y el post test de Dunn
(GraphPad).

Resultados. El analisis in silico confirmo la presencia de PhoP
en el genoma de M. tuberculosis y de 20 especies de
micobacterias ambientales, Nocardia farcinica y
Corynebacterium sp., con un % similitud de la secuencia = 75%
respecto de la proteina PhoP de M. bovisen el 70% (16/23) de
las secuencias de aminoacidosanalizadas. Se identificaron 15
péptidos con restricciéon por el BoLA-Il. Se obtuvo la proteina
PhoPr con una concentracion de 2.8ug/mL y con un grado de
pureza que permitié su empleo en la estimulacion de sangre.
Respecto del IFN-gamma en el grupo IDR+/LCTB, se observo
una FR de 57,1% (4/7) para PhoPr y 85,7% (6/7) para la
proteina de fusion CV, significativamente menores respecto del
PPDbovina (p=0,0083), cuya FR fue del 100%. La magnitud de
la respuesta fue significativamente menor para los antigenos
recombinantes respecto del PPDbovina (p=0, 0083). En el
grupo de bovinos anérgicos IDR-/LCTB, se observaron valores
de FRmenores: 33% (2/6) para el antigeno PhoPr, y 50% (3/6)
para la proteina de fusion (CV). No se detectaron diferencias
significativas en la magnitud de la respuesta entre los antigenos
recombinantes y el PPD bovina (p=0,1989). En animales del
grupo IDR+/LCTB y anérgicos se observé una superposicion de
la respuesta respecto de los antigenos rPhoP y la proteina de
fusién CV, con la excepcion de un animal que solo reacciond
ante la estimulacion con PhoPr. En los animales negativos no
se detectd reactividad para los antigenos ensayados, con la
excepcion del mitdgeno PKW.

Discusién y conclusion. Se demostro que la proteina PhoPr
de M. bovis es inmunogénica y especifica sugiriendo su posible
empleo como antigeno en la prueba de IFN-gamma. Si bien la
FR de PhoPr fue menor a la obtenida con los antigenos CV y
PPDbovina, PhoPr indujo respuesta en animales anérgicos,
incluso en un caso en el cual ni el PPDbovina ni la proteina de
fusién CV reaccionaron. Aunque preliminares, estos resultados
sustentan la continuidad del estudio con el fin de caracterizar
su potencial aplicacion diagnéstica.
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P-I-TOXOPLASMOSIS CANINA. REPORTE DE UN CASO CLINICO EN LA ZONA
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Introduccién. La toxoplasmosis es una zoonosis parasitaria de
distribucion mundial causada por el protozoario Apicomplexa,
Toxoplasma gondii, el cual tiene la capacidad de infectar
animales de sangre caliente, incluido el hombre. Los
hospedadores intermediarios, entre ellos, los caninos, se
infectan horizontalmente por la ingestion de tejidos que
contienen quistes, por consumir agua o0 alimentos
contaminados con ooquistes y verticalmente por pasaje
transplacentario de taquizoitos. En perros, la infeccion por T.
gondii presenta bajas tasas de morbilidad y mortalidad. La
aparicion de signos clinicos se asocia a la edad y al estado
inmunologico, siendo mas frecuente en perros menores de 1
afo y en general con antecedentes de moquillo canino
(Distemper). En la toxoplasmosis clinica predominan las
manifestaciones respiratorias y neuromusculares, sin embargo,
se han reportado casos de enfermedad ocular y sintomatologia
cutdnea generalmente asociada a inmunosupresion. El
diagnostico diferencial debe realizarse con Neospora caninum,
protozoo intimamente relacionado con T. gondii. En nuestro
medio, la inmunofluorescencia indirecta (IFl) es la prueba mas
utilizada para detectar anticuerpos especificos en sueros de
perros. El objetivo del presente trabajo es describir un caso de
toxoplasmosis clinica en un canino de la localidad de J. M.
Gutierrez (Berazategui), provincia de Buenos Aires.

Materiales y métodos. En el mes de enero de 2020 ingreso6 a
la consulta un canino macho de raza Golden Retriever de 1y %>
aflos con plan sanitario actualizado, sin antecedentes de
enfermedades/traumatismos previos. El propietario describié
una pérdida gradual del apetito, vomitos y dificultad para
caminar en forma repentina. Su dieta habitual consistia en
alimento balanceado y carne cruda/huesos de origen bovino. El
paciente presentaba ataxia marcada, el examen neurolégico
mostré6 paraparesia con déficit en la propiocepcion, no
manifesto dolor espinal a la palpacion. El estado mental y la
evaluacion de los nervios craneales fueron normales. Se realizo
extraccion de sangre para chequeo completo y diagndstico
seroloégico para toxoplasmosis/neosporosis. Se instaurd
tratamiento con dexametasona a dosis antiinflamatoria de 0.1
mg/kg (SC) cada 24 hs durante 2 dias, clindamicina 25 mg/kg
(oral) cada 12 hs durante 5 semanas y complejo vitaminico con
hierro 5 ml (oral) cada 24 hs durante 1 mes. Luego de un
intervalo de 4 semanas se envio la 2% muestra de sangre al
Laboratorio de Inmunoparasitologia (FCV-UNLP) para el
diagnéstico de toxoplasmosis/neosporosis por la técnica de IFI.
Tres meses posteriores a la primera consulta el paciente
concurrid a la veterinaria con conjuntivitis y edema corneal
bilateral. En el examen oftalmolégico se observé hiperemia
conjuntival, congestion  epiescleral, edema corneal
generalizado que no permitié explorar el segmento posterior y
disminuciéon de la presion intraocular, compatibles con un
cuadro de uveitis bilateral. Se inicié tratamiento topico con una
suspension oftalmica de prednisolona acetato 1% + fenilefrina
0,12% y una solucién oftalmica de tropicamina 1%. También se
indic6 prednisolona a dosis decreciente, omeprazol y
doxiciclina por via oral, durante 10 dias. Se extrajo sangre para
un 2% chequeo completo (hemograma y bioquimica sérica). El
seguimiento oftalmolégico se realizé a los 7 y 21 dias.

Resultados. En el primer estudio serologico se detect6 un titulo
de anticuerpos de 200 para toxoplasmosis y 50 para
neosporosis. En el hemograma se observaron alteraciones en
la serie roja que indicaron anemia regenerativa, anisocitosis y
policromasia y en la serie blanca, monocitos reactivos. El suero
presentdé una ligera ictericia y aumento significativo de la
fosfatasa alcalina (FAS). El diagnéstico seroloégico pareado
presentd seroconversion para toxoplasmosis con un titulo de
6400, mientras que para neosporosis no hubo modificaciones
con respecto a la 1" muestra. El estado general del paciente
mejor6é y los signos neurologicos remitieron completamente
luego del tratamiento especifico con clindamicina. El 2% estudio
de sangre (hemograma y bioquimica) resulté sin
particularidades. En cuanto a la sintomatologia ocular, se
observo remision gradual de las alteraciones hasta la resolucién
total luego de 30 dias postratamiento, por lo cual se decidi6 el
alta médica del paciente.

Conclusién y discusion. En el presente caso de
toxoplasmosis canina, la sintomatologia clinica tanto
neurologica como ocular coincide con lo descripto en la
bibliografia. Aunque la transmisién de T. gondii se asocia
principalmente a la ingesta de carne de origen porcino u ovino,
deberia considerarse la carne vacuna como una posible fuente
de infeccién para los animales de compafiia en nuestro medio,
por ser ésta la de mayor consumo. Los hallazgos de laboratorio,
asi como la seroconversion con deteccion de un alto titulo de
anticuerpos, sugieren una infeccion activa. El titulo de 50 para
neosporosis podria representar una reaccion cruzada en el
diagnéstico serolégico. En conclusion, ante un caso
sospechoso de toxoplasmosis, es de gran importancia realizar
una anamnesis exhaustiva, un examen clinico, neurolégico y
oftalmolégico sistematico, asi como el diagndstico seroldgico
de muestras pareadas para determinar la seroconversion e
implementar el tratamiento en el momento adecuado. Ademas,
deberian aplicarse medidas de prevencién como la higiene
ambiental y el acceso a una alimentacion segura, ya sea
mediante dietas comerciales o caseras, teniendo en cuenta
para las ultimas el correcto lavado de las verduras y la coccién
a altas temperaturas (70-80°) o congelacion a -18° durante 72
h de los productos céarnicos.
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Introduccién. La neosporosis bovina es la principal causa de
abortos de origen infeccioso en sistemas de produccion lechera.
Actualmente, el diagnoéstico ‘in vivo” se realiza mediante la
deteccion de anticuerpos (Ac) especificos contra Neospora
caninum. Sin embargo, debido a la dindmica interaccion
huésped-parasito y a las caracteristicas de la prueba de
diagnostico seroldgico utilizada, una proporcion de animales
infectados puede no ser detectada, generando resultados falsos
negativos. Las pruebas intradérmicas de hipersensibilidad de
tipo retardado (HTR) son una herramienta de diagndstico para
evaluar la respuesta inmune mediada por células, fundamental
en la defensa del huésped infectado con N. caninum. Diferentes
estudios sugieren que existen diferencias raciales en la
respuesta inmune de los bovinos. Estudios previos describen el
fenémeno de HTR en bovinos de razas carniceras luego de la
aplicacion intradérmica de componentes antigénicos del
parasito, sin embargo, esta prueba no fue evaluada en bovinos
de razas lecheras. El objetivo del presente estudio es evaluar
una prueba HTR formulada con un lisado de taquizoitos de N.
caninum en vacas Holstein naturalmente infectadas con el
protozoo.

Materiales y métodos. Se utilizaron 26 hembras Holstein,
multiparas y en lactancia pertenecientes al tambo de la EEA
INTA Balcarce. Los animales fueron asignados a dos grupos
experimentales de acuerdo a la presencia de Ac anti-N. caninum.
De esta manera, un grupo compuesto por hembras positivas a
Ensayo de Inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) en
muestras de suero, ELISA en muestras de leche e
inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Grupo A; n: 13) y un grupo
conformado por hembras negativas a las 3 técnicas antes
mencionadas (Grupo B; n: 13). Todos los animales fueron
inoculados por via intradérmica (ID) en la regién cervical (Figura
1) con un lisado de taquizoitos de N. caninum (cepa Nc-1)
(150ug diluidos en 0,1 ml de PBS). Se registr6 el diametro del
pliegue cutaneo en el sitio de inoculacion a las 0, 24, 48, y 72
horas post inoculacion (hpi). Se evaluo la produccién de Ac anti-
N. caninum mediante ELISA en suero de todos los animales 30
dias posinoculacion intradérmica (dpi). Las diferencias en la
medicion del pliegue cutdneo se evaluaron empleando un
modelo lineal general para medidas repetidas (Software R
v.3.6.1) incluyendo al grupo y al tiempo pos inoculaciéon como
efecto fijo. Se fijo un a=0,05.

Resultados y discusion. El crecimiento del pliegue cutaneo en
el sitio de inoculacion fue significativamente mayor en animales
del grupo A a las 48 y 72 hpi en comparacion con el grupo B,
siendo las 48 hpi el momento de mayor crecimiento (p < 0,05)
(Figura 2). Contrariamente, animales del grupo B no mostraron
reacciones locales pos inoculaciéon en ninguno de los tiempos
analizados, coincidiendo con la ausencia de sensibilizacion
previa (p > 0,05) (Figura 2). La evolucion de la respuesta local
concuerda con lo descripto para otras pruebas intradérmicas,
donde las maximas reacciones se producen entre las 24 y 72
hpi. Finalmente no se observaron cambios en el estado de
bovinos seronegativos 30 dpi, demostrando que inoculacion
intradérmica de un lisado de taquizoitos de N. caninum parece
asegurar el mantenimiento del estado seroldgico sin interferir
con el diagndstico serolégico.

Conclusiones. Los resultados sugieren que la inoculacion
intradérmica de componentes antigénicos de N. caninum
estimula una reaccion local en vacas Holstein naturalmente
infectadas con N. caninum. Estos resultados demuestran que
esta técnica podria complementar las actualmente utilizadas
para detectar animales infectados con N. caninum. Por otro lado,
estos resultados podrian colaborar en la comprension de los
mecanismos inmunes involucrados en la neosporosis bovina.

Figura 1: Sitio de inoculacion intradérmica
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Figura 2: Crecimiento del pliegue cutaneo (mm) en el sitio de
inoculacion intradérmica.
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Introduccion. Desde 2014, comunidades andinas de la puna
de Jujuy practican la técnica del “chaccu” que consiste en la
captura, esquila y liberacion, de poblaciones de vicufias en
silvestria, para el aprovechamiento de su fibra. Este objetivo,
como la vitalidad de estas poblaciones de vicuiias, puede verse
afectado por la presencia de sarna en los animales. Esta
enfermedad puede ser causada por acaros de los géneros
Sarcoptes, Chorioptes, Psoroptes y Demodex (Jarso et al.
2018), siendo Sarcoptes scabiei la especie mas
frecuentemente diagnosticada. La incidencia de esta
enfermedad ectoparasitaria sigue siendo elevada en nuestros
dias, con un severo repunte en la poblacién de mamiferos de
vida libre (Astorga et al, 2018). Esto puede tener
consecuencias devastadoras sobre la especie debido a la
limitacion de tratamiento (Pence y Ueckermann, 2002)
afectando negativamente el bienestar y salud de las vicufias.
Este trabajo tiene por finalidad reportar los resultados de
estudiar la presencia de sarna entre las vicufias capturadas
durante eventos de chaccu que tuvieron lugar en 12 localidades
de la puna jujefia entre sept. y diciembre de 2019.

Materiales y métodos. Durante los eventos de chaccu que
formaron parte de este estudio fueron capturadas 2.413
vicufas, de las cuales 807 (33,4%) fueron seleccionadas al azar
y examinadas en busqueda de lesiones compatibles con sarna.
Cuando se hallaron lesiones, se recolectaron raspados
cutaneos y biopsias para su posterior andlisis. Los raspados
fueron observados al microscopio y se realizé la clasificacion
taxonémica de los acaros de acuerdo a sus caracteristicas
morfolégicas. Las biopsias conservadas en tubos con formalina
tamponada neutra al 10%, se incluyeron en parafina, se
seccionaron (3-5 um) y se tifieron con hematoxilina-eosina para
examen microscopico. Por otra parte, se extrajo ADN genémico
de pequefias alicuotas (5-10 mg) de raspados de piel de
lesiones compatibles con sarna pertenecientes a 6 vicuias y se
realiz6 una PCR buscando amplificar un segmento del gen cox-
1 especifico de S. scabiei de 374 pb segun lo describe Fraser
et al. 2018. Las secuencias nucleotidicas de tres productos de
amplificacion, obtenidas por una firma comercial, fueron
comparadas con las depositadas en GenBank por BLAST.

Resultados. Se hallaron en total 28 vicufias con lesiones
compatibles con sarna en tres localidades: Lagunillas del
Farallén, Coyaguayma y Quera y Agua Caliente, con nimeros
de animales positivos sobre el total de inspeccionados de
23/101, 4/30y 1/88, respectivamente. Las lesiones consistieron
en zonas con alopecia total o parcial, eritema, exudacion,
hiperqueratosis, y lesiones costrosas sangrantes. La mayor
parte de las lesiones se hallaron en la regién esternal, region
inguinal y miembros (anteriores y posteriores) y, en menor
proporcion, se hallaron lesiones en la regién abdominal, axilar,
genitales, perineo, rabo y rostro (Fig. 1).

La evaluacion citologica en microscopio (400x) de los raspados
de piel revel6 la presencia de gran cantidad de acaros de
aproximadamente 0,1-0,4 mm de largo correspondientes a
larvas, ninfas y adultos. En los adultos se observo idiosoma
globoso con espinas triangulares en la superficie dorsal,
gnatosoma ancho y extremidades posteriores cortas y gruesas,
ademas del ano terminal, caracteristicas de S. scabiei
descriptas por Cordero del Campillo et al., 2002 (Fig. 2). En las
biopsias, se observé infiltracion extensa de la dermis, diferentes
estadios de hiperplasia y degeneracion de la epidermis
(tumefaccion celular, espongiosis, cuerpos apoptéticos,
acantosis e hiperqueratosis), hallandose de forma general una
dermatitis hiperqueratosica mixta difusa. Se encontraron
diferentes cantidades de acaros pertenecientes a las tres

etapas del ciclo. No todas las muestras de piel mostraron
hiperplasia de las glandulas sebaceas. El infiltrado inflamatorio
consistié principalmente en linfocitos, neutréfilos y eosindfilos.
También hubo pustulas y costras en algunas de las muestras
estudiadas. Todas las muestras analizadas por PCR produjeron
un producto de amplificacion de 300-400 pb compatible con lo
esperado. Las secuencias nucleotidicas obtenidas mostraron
100% de identidad con cox-1 de S. scabiei.

Conclusién. Las evidencias, clinicas, patolégicas vy
parasitolégicas permitieron llegar a la conclusiéon de que el
agente causal de los casos de sarna hallados en vicufas de la
puna Jujefia fue S. scabiei. Dichos hallazgos fueron
confirmados por secuenciacion de un segmento de ADN
especifico de esta especie. Este hallazgo constituye la primera
confirmacion de sarna sarcoptica en vicufias empleando varias
técnicas diagndsticas en simultaneo. Es necesario continuar
investigando el rol que cumplen las especies domésticas y
silvestres en la epidemiologia de la enfermedad, asi como los
factores de riesgo asociados a ella, para tomar medidas de
control tendientes a mitigar el efecto de la sarna sobre la
poblacién de vicuias (Financiado por INTA, PD 1103, PD 1038,
PE 1002 y PE 1113).
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Fig. 1. Lesiones de
sarna en miembros
J anteriores de vicuha

Fig. 2. Morfologia de
los é&caros hallados
en vicufias (400x)
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Introduccion. Campylobacter fetus subsp. venerealis y
Campylobacter fetus subsp. fetus son los agentes causales de
la campylobacteriosis genital bovina (CGB), una de las
enfermedades reproductivas mas frecuentes de los rodeos
bovinos de Argentina y el mundo. En la hembra, la enfermedad
se caracteriza por producir subfertilidad, muerte embrionaria
con incremento en el nimero de servicios necesarios para
obtener un ternero, alargamiento del ciclo estral y abortos
esporadicos desde el quinto mes de gestacion. El toro se
comporta como portador y diseminador de la enfermedad sin
manifestacion de signos clinicos. La informacién disponible en
relacion a la sensibilidad antimicrobiana de C. fetus es escasa
debido probablemente a la baja frecuencia con que se realiza
el aislamiento del agente causal y el tratamiento de la
enfermedad en bovinos. En toros el tratamiento se realiza
cuando el valor genético y/o econémico del reproductor asi lo
justifica. Se han descripto cepas de C. fetus sensibles a
eritromicina, ampicilina y cefalosporinas de tercera generacion.
La sensibilidad al acido nalidixico y a la cefalotina permiten
diferenciar las especies bacterianas de importancia en
Medicina Veterinaria: C. fetus es resistente al acido nalidixico y
sensible a la cefalotina, C. jejuni y C. coli son sensibles al acido
nalidixico y resistentes a la cefalotina. Vargas et al. (2005)
estudiaron la sensibilidad antimicrobiana in vitro de 21
aislamientos de C. fetus subsp. venerealis (Vargas et al., 2003),
una cepa de referencia de cada subespecie. Los agentes
antimicrobianos  considerados fueron los comunmente
utilizados para el tratamiento clinico de toros. C. fetus subsp.
venerealis fue sensible a todos los antimicrobianos testeados,
excepto al acido nalidixico. C. fetus subsp. fetus demostro
resistencia a lincomicina, penicilina y &cido nalidixico. El
objetivo de este estudio fue evaluar los perfiles de sensibilidad
antimicrobiana de 20 cepas de C. fetus aisladas del tracto
reproductor y de abortos de rodeos bovinos de la provincia de
Buenos Aires entre 2000 y 2014.

Materiales y métodos. Las 20 cepas se seleccionaron de los
ceparios pertenecientes a los laboratorios de Bacteriologia
(EEA-INTA Balcarce), de Microbiologia Clinica y Experimental
(FCV-UNCPBA) y BIOTANDIL®. Los aislamientos de C. fetus
se obtuvieron a partir de muestras de esmegma prepucial,
mucus cérvico vaginal y abortos, remitidas para el diagnostico
de fallas reproductivas en bovinos. La seleccion de las cepas
se realizé de acuerdo a la subespecie bacteriana, 13 C. fetus
subsp. venerealis y 7 C. fetus subsp. fetus, y las muestras
clinicas de origen. Se prioriz6 el andlisis de las cepas aisladas
a partir de muestras de toro debido a la importancia como
transmisor de la enfermedad y en segundo lugar se eligieron al
azar las cepas aisladas de hembras y fetos. Las cepas
criopreservadas fueron descongeladas a 37 °C, sembradas en
placas con medio Skirrow y cultivadas en microaerofilia (5% de
0,, 10% CO, y saturacion con Ny) por 72 h a 37 °C. La
sensibilidad antimicrobiana se evalu6 mediante el método de
difusion en placa de acuerdo a lo descripto por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017) y el European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST,
2020) para C. jejuniy C. coli, con las modificaciones requeridas
para C. fetus. Los antimicrobianos evaluados fueron: penicilina,
ampicilina, amikacina, estreptomicina, gentamicina, cefalotina,
florfenicol, ciprofloxacina, eritromicina, tilmicosina, &cido
nalidixico y oxitetraciclina.

Resultados. Las cepas de ambas subespecies fueron
resistentes al acido nalidixico y sensibles al resto de los
antimicrobianos evaluados. Una Unica cepa 04/554 demostro
ser menos sensible a la accion de los antibiéticos evaluados.
Los halos fueron notoriamente menores para penicilina y
cefalotina.

Discusién y conclusiones. Los resultados concuerdan con la
bibliografia de referencia disponible. La resistencia al acido
nalidixico coincide con lo descripto para la especie C. fetus. Con
respecto a los resultados obtenidos por subespecie, los mismos
coinciden con lo descripto por Vargas et al. (2005) para C. fetus
subsp. venerealis pero no para C. fetus subsp. fetus. En este
caso, las cepas de C. fetus subsp. fetus fueron sensibles a la
penicilina. El perfil de resistencia antimicrobiana de la cepa
04/554, probablemente podria deberse a los resultados
obtenidos por Chiapparrone (2018), en los que esta cepa
resulté ser una de las mas patégenas. Si bien los resultados
obtenidos por el método de difusiéon en placa demuestran que
las cepas de C. fetus de origen bovino serian sensibles a los
antimicrobianos utilizados de rutina en la Clinica Veterinaria, los
mismos no son concluyentes ya que necesariamente debe
definirse la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) para cada
uno de ellos. En forma complementaria y si bien los resultados
nos permitirian inferir que el tratamiento de los animales
infectados seria exitoso, deben realizarse ensayos in vivo para
evaluar la respuesta al tratamiento. La sensibilidad
antimicrobiana in vitro no necesariamente se traduce en éxito
terapéutico ya que éste depende de factores como la
dosificacion, el intervalo entre dosis, la via de administracion,
las caracteristicas del antimicrobiano, la respuesta inmunitaria
del animal en el caso de los antimicrobianos bacteriostaticos,
entre otros. Cabe destacar que la importancia de este estudio
radica en los escasos antecedentes en el tema para cepas de
C. fetus de la region, el pais y el mundo.
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Introduccién. El exantema coital equino (ECE), causado por la
infeccién con el alfaherpesvirus equino 3 (EHV-3), es una
enfermedad venérea, altamente contagiosa y caracterizada por
la formacion de papulas, vesiculas, pustulas y Ulceras en los
genitales externos de yeguas y padrillos. La infeccién no resulta
en enfermedad sistémica, ni produce infertilidad y/o aborto. El
impacto negativo radica en la necesidad de interrumpir
temporalmente la actividad reproductiva en padrillos y yeguas
afectados sumado al riesgo de diseminacion iatrogénica de
EHV-3y la ocurrencia de brotes de ECE durante la temporada
reproductiva, lo que se ve reflejado en retrasos de las fechas
de parto, disminuciones significativas del nimero de yeguas
servidas y en las tasas de prefiez en las yeguas afectadas, al
reducirse las oportunidades de servicio.1 El objetivo de este
trabajo es presentar los resultados de la implementacién del
diagnostico por PCR en tiempo real como parte del control de
un brote de ECE ocurrido en un Haras de Sangre Pura de
Carrera (SPC) durante la temporada reproductiva 2020.

Materiales y métodos. Durante el periodo de agosto a octubre
2020, tuvo lugar un brote de ECE en un establecimiento de cria
de caballos SPC de la provincia de Buenos Aires. El
establecimiento, que contaba con 4 padrillos (uno de ellos de
doble temporada proveniente de Francia) y 400 yeguas para
servicio (100 propias y 300 de otros productores), comunicé a
nuestro laboratorio el 18 de agosto de 2020, que el 80-90% de
las yeguas propias presentaban lesiones compatibles con ECE.
Los primeros casos se habian observado una semana antes,
en yeguas suturadas post-parto. Las lesiones eran en su
mayoria de severidad leve a moderada, presentandose en
algunos casos “rajaduras” en el esfinter anal. A partir de la
confirmacion, por PCR en tiempo real, del diagnéstico clinico,
se incrementaron las medidas de higiene y bioseguridad, y se
recomendo la deteccion de EHV-3 en todas las yeguas que
presentaban lesiones clinicas compatibles con ECE detectadas
durante la inspeccion pre-servicio. Se recibieron 76 hisopados
perineales-vaginales (HPV) de yeguas con lesiones
compatibles con ECE y una Unica muestra de hisopado de pene
y prepucio (HPP) de los padrillos del haras (n:4) que no
presentaban lesiones. Sobre las muestras de HPV y HPP se
realizé la extraccion de acidos nucleicos mediante equipo
comercial (QlAamp Viral RNA Mini Kit®, QIAGEN) vy
seguidamente se detecté y cuantifico el ADN viral mediante
PCR en tiempo real (QPCR). Brevemente, se utiliz6 una mezcla

comercial para gPCR (TagMan Universal Master Mix, Applied
Biosystems®) utilizando cebadores y sondas especificos para
la deteccion y cuantificacion de un fragmento del gen gG de
EHV-3.2°

Resultados. Se detecté genoma de EHV-3 en el 37% (28/76)
de los HPV de yeguas con lesiones compatibles con ECE. De
acuerdo a la cuantificacion realizada, el 57% (16/28) de las
yeguas presentaban una carga viral alta, mientras que el 43%
restante (12/28) presentaban carga viral baja. De las yeguas
cuyos HPV resultaron positivos con baja carga, se solicitd
nueva muestra a las 48-72 h, resultando negativas 10/12 (83%).
Al analizar el nimero de yeguas que resultaron EHV-3 positivas
en relacion a las yeguas a ser servidas por cada mes de la
temporada, los porcentajes fueron: agosto 17%, septiembre
1%, octubre 4% y noviembre 3%. Ninguno de los 4 padrillos del
haras mostr6 lesiones clinicas durante la temporada, asi como
tampoco resultaron positivos a la deteccion de genoma de
EHV-3 en un Gnico HPP realizado.

Conclusiones. Los procedimientos realizados durante el post
parto (palpacion rectal y sutura), asi como también durante las
inspecciones clinicas pre-servicio de las yeguas (tacto rectal y
ecografia) pudieron haber favorecido la introduccién de la
infeccion, reactivacion de la latencia de EHV-3 y la consecuente
diseminacién iatrogénica. Las correcciones en el manejo y en
las medidas de bioseguridad, sumado a la implementacion del
diagnéstico por qPCR durante la inspeccion pre-servicio,
resultaron criticos para minimizar la extension del brote y evitar
la infeccion de los padrillos.
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Introduccién. La diarrea es uno de los problemas sanitarios
mas importantes en establecimientos de cria de caballos
deportivos y el principal agente causal es Rotavirus equino
grupo A (ERVA). Las cepas de ERVA se clasifican en G- y P-
tipos en base a las proteinas externas de la capside viral, VP7
y VP4, respectivamente, siendo G3P[12] y G14P[12] las cepas
predominantes en el mundo.1,2 Los brotes de diarrea que se
producen anualmente en cada temporada, causan pérdidas
econdmicas significativas asociadas a los costos de
tratamiento, compromiso de la futura “performance” competitiva
y riesgo de muerte de los animales. De acuerdo a los
antecedentes en nuestro pais, el genotipo prevalente en
Argentina fue G3P[12] desde 1992 hasta el afio 2000, afio en
el que se detect6 por primera vez el genotipo G14P[12], cuya
incidencia fue aumentando, sobre todo desde los afios 2006-
2007. Entre 2008 y 2014, la detecciéon de ambos genotipos se
presenté con un patrén ciclico con alternancias anuales3,4. Si
bien, como parte del protocolo preventivo se realiza la
vacunacion de las yeguas gestantes (la vacuna contiene, entre
otros, ERVA G3P[12] pero no G14P[12]), los brotes de diarrea
por ERVA en potrillos contintan siendo un problema serio en
los establecimientos de cria de equinos. El objetivo de este
trabajo es presentar los resultados de la caracterizacion génica
de G-tipos de cepas de ERVA detectadas en Argentina entre
2016-2020.

Materiales y métodos. Se recibieron en el Laboratorio de Virus
Equinos 179 muestras de material fecal, correspondientes a 42
brotes de diarrea en potrillos ocurridos entre las temporadas de
nacimientos 2016-2020. Las muestras fueron inicialmente
analizadas para la deteccién de ERVA por las técnicas de
ELISA (ROTADIAL®, INCUINTA) e inmunocromatografia de
flujo lateral (FASTest® ROTA Strip, MEGACOR). Sobre
aquellas muestras que resultaron positivas se realiz6 la
extraccion de ARN viral mediante equipo comercial (QIAamp
Viral RNA Mini Kit®, QIAGEN) y la caracterizacion génica de G-
tipos mediante PCR “multiplex” en tiempo real descripta
previamente por Carossino et al., (2018).

Resultados. Se detectd6 ERVA en el 23% (41/179) de las
muestras analizadas correspondientes al 33% (14/42) de los
brotes de diarrea. De las muestras que resultaron positivas a
ERVA, se detect6 el genotipo G14 en el 76% (31/41) mientras
que en el 24% (10/41) restante se detectdé G3 (Figura 1).
Analizando las frecuencias anuales obtenidas, se observa una
mayor incidencia de G14 entre los afios 2016-2018, mientras
que en 2019 se detectdé G14 en el 100% de las cepas de ERVA
y durante 2020 el genotipo predominante fue G3 (Figura 1).
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Figura 1: Frecuencia de deteccién de G-tipos de ERVA de
casos de potrillos con diarrea en Argentina en el periodo 2016-
2020.

Conclusiones. Los resultados obtenidos permiten concluir que
la tasa de deteccion de ERVA en los Ultimos 4 afios (23%) fue
similar a la descripta en periodos anteriores con una alternancia
en la predominancia de los G-tipos circulantes, también
observada en periodos previos. Existe aun un porcentaje
elevado de brotes de diarreas en potrillos (67%) en los que
ERVA no ha sido detectado; esta situacion es un interrogante a
resolver.
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Introduccién. Entre los patégenos que afectan a las abejas, los
virus junto con el ectoparasito Varroa destructor cumplen un rol
importante frente a la perdida de colmenas. Resultados previos
en eco-regiones de clima templado y subtropical de Argentina,
mostraron la presencia de: Virus de las alas deformadas
(DWV), Virus de la paralisis aguda (ABPV), Virus de las celdas
reales negras (BQCV), Virus de la paralisis crénica (CBPV) y
Virus de la cria ensacada (SBV)1, 2, 3. Sin embargo, poco se
sabe sobre la presencia de virus en regiones de clima frio. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la presencia de virus que
afectan a la abeja melifera en eco-regiones de clima frio de
Argentina.

Materiales y métodos. Se realiz6 un muestreo en la provincia
de Neuquén durante el mes de noviembre del 2019, en el cual
se tomaron muestras en 4 apiarios de la localidad de Aluminé,
3 de San Martin de los Andes y 1 de Quilla. Se analizaron 6
colmenas por apiario y de cada una se proces6 un grupo de 30
abejas nodrizas. Para la extraccion del ARN viral se utilizé un
kit comercial, siguiendo las instrucciones del fabricante.

La detecciéon del genoma viral se realizé mediante una RT-
gPCR utilizando cebadores especificos previamente descriptos
por Locke et at 20124 y Bradford et al. 20175, que permitieron
la deteccion del DWV, CBPV, ABPV, SBV, KBV, IAPV y BQCV.
Asimismo, en cada colmena se determiné el porcentaje de
varroa forética (método del frasco).

Resultados. Se observo un 61% de muestras positivas para
BQCV, 5,5% para DWV, CBPV y SBV, y 2% para ABPV. No se
detecto la presencia de IAPV y KBV y tampoco del acaro varroa.
En el 87,5% de los apiarios muestreados se determind la
presencia de al menos uno de los virus. En el 5,5% de las
muestras se detectd coinfeccion entre dos virus (BQCV y DWV
0 SBV o CBPV) y el 2% presentd coinfeccién con tres virus
(DWV, ABPV y BQCV). A partir de muestras de los apiarios en
los que se detect6 BQCV, se amplific6 y secuencid un
fragmento de 700 pb correspondiente a la poliproteina de la
céapside viral. Las secuencias obtenidas se utilizaron para
realizar andlisis filogenéticos.

Tabla 1: Deteccién de virus por apiario

Apiari
0

BQCV DWV CBPV SBV ABPV KBV IAPV

1 POS POS POS ND ND ND ND

2 POS ND POS POS ND ND ND

3 POS POS ND ND ND ND ND

4 POS POS ND POS POS ND ND

5 POS ND ND ND ND ND ND

6 POS ND ND POS ND ND ND

7 ND ND ND ND ND ND ND

8 POS ND ND ND ND ND ND

Discusién y conclusiones. Este es el primer monitoreo de
agentes virales realizado en colmenas de clima frio. Estos datos
son relevantes para conocer la circulacion viral en las diferentes
regiones del pais y asi poder implementar metodologias de
control.
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Introduccién. El sistema CRISPR-Cas (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats), es el sistema immune
encontrado naturalmente en bacterias y archaea, cuya funcién
es la defensa de las infecciones virales por fagos y otros acidos
nucleicos extrafios. Estd compuesto por una secuencia
repetitiva corta palindrémica de ADN (CRISPR), una proteina
endonucleasa asociada (Cas) y una molécula de ARN guia, que
reconoce especificamente a la secuencia de ADN que sera
clivada. El sistema CRISPR-Cas, tomo gran importancia en
biotecnologia a partir de su utilizacién para edicion génica, y
posteriormente, para regulacion génica, ingenieria epigenética,
screening genético, entre otros. La familia de enzimas Cas12a,
posee la capacidad de cortar moléculas de ADN
especificamente dirigida por el ARN guia, y posteriormente
corta ADN inespecificamente, denominado actividad colateral.
Esta actividad colateral puede ser evidenciada utilizando
moléculas de ADN marcadas con fluoréforos, posibilitando la
utilizaciéon de este sistema como herramienta de detecci6n
molecular de diferentes patégenos, entre ellos virales, con la
ventaja de ser un sistema rapido, de alta sensibilidad,
especificidad y bajo costo. El objetivo del presente trabajo es
evaluar la utilizacion del sistema CRISPR-Casl12 para la
deteccion del Virus de Influenza equina H3N8.

Materiales y métodos

Disefio de guias. Se disefiaron 4 guias de ARN de entre 20 y
24 nucledtidos de largo, complementarias a 4 regiones distintas
del gen de la Matriz (Gen M) del virus de Influenza equina (EIV)
H3NS8, utilizando el programa CRISPRscan.

Amplificacién. Se amplificé el gen completo de la Matriz (1027
nt) de una cepa representativa del EIV H3N8 Florida clado 1
(FC1) y una cepa representativa del EIV H3N8 Florida clado 2
(FC2), ambos linajes del EIV H3N8 actualmente circulantes a
nivel mundial. La amplificacién se realiz6 mediante OnteStep
RT-PCR utilizando primers especificos previamente descriptos
por Rash et al. 2014.

Deteccion. La deteccion por CRISPR-Casl2 se realizé
incubando los productos de PCR amplificados junto con el
complejo formado por la enzima endonucleasa Cas12a, ADN
marcado con un fluoréforo y cada una de las guias de ARN

disefiadas, a 37 °C durante 60 minutos. La fluorescencia

emitida fue medida cada 5 minutos (ssDNA FQ substrate Aex

= 485 nm; Aem = 535 nm).
Resultados. Se consider6 como una reaccién positiva o
deteccion a aquella que al exponerla a la luz UV emiti6
fluorescencia. El EIV H3N8 FC1 fue detectado con las 4 sondas
disefiadas, mientras que Unicamente 2 de las 4 sondas de ARN
detectaron el EIV H3N8 correspondiente al FC2. Todas las
detecciones ocurrieron entre los 5y 20 minutos de incubacion.

Discusién. Los resultados obtenidos demuestran que la
tecnologia CRISPR-Casl12, podria ser utilizada para la
deteccion del EIV H3N8. Futuros trabajos para reemplazar la
amplificacion por OneStep RT-PCR por una amplificacion
isotérmica, y establecer el limite de deteccién de esta técnica
son necesarios para poder ampliar la utilizacién de este sistema
como alternativa de diagndstico molecular en laboratorios con
equipamientos basicos.
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Introduccién. El alfaherpesvirus equino 1 (EHV-1), es un
patégeno altamente distribuido en las poblaciones equinas a
nivel mundial, y se caracteriza por producir enfermedad
respiratoria  leve, abortos, mortalidad perinatal y
mieloencefalopatia. Su importancia dentro de la industria hipica
radica en las perdidas econoémicas que produce por sus efectos
clinicos directos. Un polimorfismo entre las cepas de EHV-1 que
ocurre en el gen que codifica para la ADN polimerasa (ORF30),
producido por la mutacién puntual de adenina (A) por guanina
(G) en la posicién 2254 (A2254G), que genera un cambio de
aminoéacidos de acido aspartico (N) a asparagina (D) (N752D),
permite distinguir cepas altamente asociadas a neurovirulencia
(variantes no neuropatogénicas y neuropatogénicas,
respectivamente). Recientemente, una nueva variante de EHV-
1 ha sido identificada (ORF30 C2254, H752), durante un
importante brote ocurrido en Francia en el afio 2018, sin
encontrarse asociacion entre esta variante y la enfermedad
neurolégica. Estudios previos relacionados con la circulacién de
este virus en la Argentina, demostraron que entre los afios 1993
y 2008, el 93% de las cepas aisladas a partir de fetos abortados
fueron  caracterizadas como genotipo A2254 no
neuropatogénico, mientras que el 7% restante fueron G2254
neuropatogénico. El objetivo del presente trabajo fue
caracterizar las cepas de EHV-1 aisladas a partir de fetos
abortados en la Argentina, durante el periodo comprendido
entre los afios 2008 y 2020.

Materiales y métodos. Durante el periodo comprendido entre
julio del afio 2008 y diciembre del afio 2020, se recibieron en el
Laboratorio de Virus Equinos, del Instituto de Virologia, INTA,
un total de 971 muestras de tejidos de fetos abortados. El
diagnostico de EHV-1 se realiz6 por aislamiento viral en cultivo
de células y PCR. Las muestras que resultaron positivas, fueron
analizadas por PCR en tiempo real, para la discriminacion del
polimorfismo A2254 y G2254 del EHV-1.

Resultados. Se aisl6 y detecto EHV-1 en el 4,73% de las
muestras de fetos abortados analizadas (46/971). La
caracterizacion de las cepas detectadas demostré que el 95,6%
(44/46) pertenecian a la variante no neuropatogénica (A2254),
mientras que el 2,2% (1/46) a la neuropatogénica (G2254). Sélo
una de las cepas analizadas de EHV-1 no se pudo caracterizar
por la PCR en tiempo real. La Unica cepa caracterizada como
G2254, correspondi6 a un caso de aborto esporadico, no
asociado a enfermedad neurolégica. Por otro lado, durante un
brote de abortos por EHV-1 en el que previamente se habia
observado enfermedad neurolégica, la cepa aislada de los
abortos resulté A2254 (no neuropatogénica).

Conclusiones. Los resultados obtenidos en este trabajo
demuestran que en la Argentina existe circulacion de ambos
genotipos, no neuropatogénico (A2254) y neuropatogénico
(G2254), en proporciones similares a las observadas y
descriptas en afios anteriores. Asimismo, se observa que si
bien existe una alta asociacion entre el cuadro clinico (abortos)
y la variante detectada (A2254), esto no siempre sucede, hecho
ya descripto por otros autores. Con respecto a la cepa de HVE-
1 que no pudo ser caracterizada, podria tratarse del genotipo
recientemente descripto en Francia (H752), esto sera estudiado
a la brevedad.

La constante vigilancia, deteccion y caracterizacion de las
cepas de este virus circulantes aportan informacion que
contribuye al conocimiento de variables que podrian influir en la
dinamica epidemiolégica de esta infeccion en nuestro pais.
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Introduccién. La Arteritis Viral Equina (AVE), producida por el
virus de arteritis equina (EAV), es una enfermedad respiratoria y
reproductiva que afecta a miembros de la familia Equidae. El
curso de la infeccion generalmente es subclinico, y clinicamente
se caracteriza por producir enfermedad respiratoria en animales
adultos, abortos en yeguas prefiadas, y neumonia intersticial y
enteritis fulminante en potrillos. En los machos enteros
sexualmente maduros la infeccién respiratoria puede originar el
estado de portador (“padrillo carrier"), con diseminacion del virus
por semen. Estos animales son los reservorios de la infeccion y
constituyen un eslabén muy importante en la perpetuacion del
virus en la poblacién equina mundial. La transmision viral ocurre
por via respiratoria durante el periodo agudo de la infeccién y
venérea (“padrillos carrier"), durante el servicio natural o la
inseminacion artificial (IA). El impacto econémico de esta
enfermedad radica en la necesidad de cancelar eventos
ecuestres por enfermedad respiratoria, la presentacion de
abortos, el establecimiento del estado de portador en padrillos y
las restricciones a las exportaciones impuestas por algunos
paises para los animales seropositivos. La AVE es de denuncia
obligatoria en nuestro pais y es considerada “notificable” para la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE). Durante el
primer semestre del afio 2010, ocurri6 un brote de AVE en
Argentina, produciendo abortos, muerte de potrillos jévenes,
infeccion persistente en padrillos, restricciones en el movimiento
de equinos y cancelacion temporaria de la exportacion,
generando grandes pérdidas econémicas. En el contexto de este
brote, en los afios 2010 y 2011, se autoriz6 la vacunaciéon de
padrillos en nuestro pais (Res 446 y 520/2010, Res 494/2011).
En Argentina, se ha establecido que los padrillos seropositivos a
AVE, deben ser evaluados mediante la detecciéon de virus en
semen por RT-PCR y por aislamiento viral. Ademés, desde el
afo 2014, la deteccion del EAV por estas dos técnicas es un
requisito obligatorio para todas las partidas de semen
importadas al pais, (Res SENASA 617/05y 9/571/14). El objetivo
de este trabajo es comunicar la situacion de AVE en la Argentina
luego de la resolucion favorable del brote ocurrido en el afio
2010.

Materiales y métodos. Durante el periodo estudiado (enero
2012 a diciembre 2020), se analizaron 714 muestras de abortos,
natimortos y muertes perinatales; 375 hisopados nasofaringeos
de animales con enfermedad respiratoria y 421 muestras de
semen, correspondientes a padrillos dadores de semen de
Argentina y muestras de semen congelado importado. Las
muestras fueron analizadas por aislamiento viral en cultivo de
células (RK13) y RT-PCR (Nested RT-PCR y RT-PCR en tiempo
real). Ademas, se analizaron por la técnica de Vvirus-
neutralizacién 38492 muestras de suero recibidas en el servicio
de diagnéstico. Todos los ensayos fueron realizados de acuerdo
con las recomendaciones descriptas en el Manual de las
pruebas de diagnéstico y de las vacunas para los animales
terrestres de la OIE.

Resultados. En el periodo analizado, no se detect6 el EAV
sobre las muestras de abortos, natimortos o muertes perinatales,
ni en los hisopados nasofaringeos de animales con enfermedad
respiratoria. Con respecto a las muestras de semen analizadas,
se detectd el EAV en una partida de semen congelado importado

durante los controles sanitarios pre-importacion, lo que motivo el
decomiso de la misma. No se detecté el EAV en las muestras de
semen de reproductores vacunados gue aun actualmente, luego
de mas de 10 afios post vacunacion, siguen resultando
seropositivos. En todos los animales que resultaron
serolégicamente positivos, se estableci6 evidencia de
vacunacion, importacion o relacion con el brote de esta
enfermedad en el pais en el afio 2010.

Discusion. Este trabajo permite mostrar la situacion sanitaria de
Argentina con respecto AVE, acercando evidencias de que no
existe circulacion viral en las poblaciones equinas de nuestro
pais. Esta situacién ventajosa debe ser cuidadosamente
custodiada mediante el permanente monitoreo como se ha
venido haciendo hasta el momento. Ademas, estos resultados
reflejan la importancia de la deteccion de este virus en las
muestras de semen congelado importado, para evitar el re-
ingreso de la infeccién a nuestra poblaciéon equina, con las
consecuentes perdidas econémicas gque esto implica.
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