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PROLOGO

En el afo 2009, en el marco de la entonces Area Estratégica de Salud Animal del INTA, se
inicia el proyecto AESA N2 3596 enfocado a estudiar las Enfermedades de ovinos, caprinos y
camélidos y que a partir del aio 2013 ya en el marco del Programa Nacional de Salud Animal
con el titulo de Enfermedades infecciosas, parasitarias y toxico-metabdlicas que afectan la
productividad de los ovinos, caprinos y camélidos sudamericanos (PNSA 1115055), llega
hasta el presente con un volumen importante de trabajo y diversidad de actividades.

Durante la ejecucidon de ambos proyectos, ademas de las acciones realizadas y productos
obtenidos, se fue desarrollando una red de trabajo que llega hasta nuestros dias fortalecida
en su funcionamiento, en sus capacidades técnicas y en su presencia territorial, para dar
respuesta a las demandas del sector ganadero especifico que abarca las grandes areas de
produccién de ovinos, caprinos y camélidos.

Si bien el proyecto PNSA 1115055 fue la columna vertebral de estas actividades, un nimero
importante de proyectos del INTA (PEs, Profeder, PRETs) y extrainstitucionales (PICTs,
convenios con empresas privadas, Fundaciones, etc.) interactuaron en muchas de las
actividades llevadas adelante, haciendo también un importante aporte a los logros que aqui
estamos presentando.

Pronto a la finalizacidn de esta fructifera etapa, y a fin de dejar plasmado en un documento
institucional la labor desarrollada, nos propusimos recopilar presentaciones a congresos,
publicaciones en revistas cientificas, informes técnicos, etc. y compaginarlas en un libro de
resimenes con dos objetivos claros. El primero es mostrar y poner a disposicién del publico
la produccidn técnica de casi 9 afios de trabajo. El segundo es identificar, reconocer vy
mostrar a la sociedad el grupo de investigadores, extensionistas, auxiliares de laboratorio y
de campo de INTA y de otras Instituciones que colaboraron en los trabajos que integran la
obra y que conforman al dia de hoy una RED informal de Sanidad de Ovinos, Caprinos y
Camélidos liderada por el INTA en todo el territorio nacional.

El libro esta estructurado en 3 capitulos correspondientes a Enfermedades infecciosas,
Enfermedades parasitarias y Enfermedades tdxicas y metabdlicas.

Es para mi un honor poder presentar este libro y una oportunidad para agradecer a todo el
personal de INTA y de otras Instituciones que participaron y colaboraron con entusiasmo en
la escritura del mismo.

Carlos Robles
Coordinador PNSA 1115055
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SEROLOGIA POSITIVA A Chlamydia abortus EN CABRAS CON
ANTECEDENTES DE ABORTOS DEL DEPARTAMENTO CHAMICAL,
PROVINCIA DE LA RIOJA, ARGENTINA

Fiorentino M.A.1; Brunello G.E.z; Castro M.A.4; Cabral Ortiz D.A.3; Aguilera N.5; Villagran E4.; Vera T.A?
"INTA EEA Balcarce; 2INTA EEA La Rioja; ]INTA AER Chepes; “INTA AER Chamical; ’INTA AER El

Portezuelo

Introduccion

Los abortos en los pequefios rumiantes son de
gran importancia debido a las pérdidas
econdmicas que ocasionan en la produccion y
a sus implicancias en la salud publica por el
caracter zoondtico de algunos de los agentes
que los ocasionan. Chlamydia abortus es un
patégeno obligado, que exhibe tropismo por la
placenta, causante del aborto enzootico ovino,
siendo ademas una enfermedad zoonética. En
un hato o rebafio recién infectado la tasa de
abortos es alta. Frecuentemente del 30% o
mas, y a veces hasta el 90% de las cabras
gestantes abortan. La alta tasa de abortos es
observada en los primeros 2 6 3 afos y
después la enfermedad toma una naturaleza
ciclica: el 10% de las hembras gestantes
abortaran cada afio por varios afios hasta que
un nuevo brote ocurre y entonces todas las
hembras las cabrillas y borregas abortaran.
Esta situacion por la inmunidad que adquieren
los animales luego del aborto: es excepcional
que una oveja o cabra aborte dos veces. Las
cabras tipicamente abortan en las ultimas 2 o
3 semanas de gestacion, o puede suceder que
su periodo de gestacion sea normal pero
paran cabritos muertos o muy débiles que
mueren durante los primeros dias de vida.
Algunas cabrillas se infectan en utero y nacen
sanas pero se transforman en portadoras que
abortan en el transcurso de su primera prefiez.
La clamidiosis es una de las causas mas
importantes de aborto ovino y caprino a nivel
mundial. En Suiza, la prevalencia de la
enfermedad en los ovinos fue estimada en
aproximadamente el 19% y en Espafa, la
seroprevalencia fue del 50,5% sobre 52
rebafios estudiados. En Argentina son
escasos los trabajos realizados, evidencias
serologicas de la enfermedad han sido
reportadas en rebafios de la provincia de
Bueno Aires y de La Pampa pero hasta el
momento se desconoce el real impacto de la
enfermedad en nuestros rebafios.

La provincia de La Rioja tiene 226.987
cabezas caprinas y aproximadamente 3.654
establecimientos dedicados a esa actividad. El
area de mayor produccién caprina se
encuentra en los Llanos. La ganaderia caprina
regional se basa su finalidad en la obtencion
de cabritos para el autoconsumo y la venta al
destete (mamones), siendo la provincia de
Codrdoba el principal canal de comercializacién

y de provision de insumos para los pequefios
productores de la regidn, a través del cabritero
que representa un eslabén de importancia
para el productor.

El objetivo del presente trabajo fue investigar
la presencia de seroreactores positivos a C.
abortus en cabras con antecedentes de
abortos de region de Los Llanos en la
provincia de La Rioja.

Materiales y Métodos

Se recolectaron sueros de cabras procedentes
de establecimientos del Dpto. Chamical, (La
Rioja, Argentina). Los animales procedian de
sistemas de cria caprina extensivos, eran
seronegativos a brucelosis y pertenecian a
pequefos productores familiares. Durante el
afio 2014 se registré en estos rebafios una
tormenta de abortos que llevo a la perdida de
gran parte de la produccion de cabritos de ese
afio.

Con estos antecedentes, se procedié a la
toma de muestras de sangre por puncién
yugular de wun total de 246 animales
pertenecientes a 17 productores de los
parajes: Esquina del Norte, San Antonio y San
Nicolas, Las Breas, Los Bordos y Los Molles.
Por cada productor, se realizaron toma de
muestras pareadas (una al inicio de los
abortos y otra a los 15 dias posteriores) de
igual cantidad de animales con vy sin
antecedentes abortos.

Para evaluar la presencia de anticuerpos
especificos contra C. abortus se utilizé un
ELISA indirecto comercial (ID Screen®
Chlamydophila abortus Indirect Multi-species,
ID.vet, Francia). La lectura se realizé en lector
de ELISA (Titertek, Multiskan, ICN, Finlandia)
a una densidad optica (DO) de 450 nm. Para
cada muestra se calcul6 el S/P% utilizando la
siguiente formula:

DO muestra

SP%= x 100

DO control positivo

La interpretacion de los resultados se realizd
siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Las muestras con un valor de S/P% < 50%,
50% < S/IP% < 60 o S/P% = 60%, fueron
consideradas negativas, sospechosas o
positivas, respectivamente.



Resultados

En la Tabla 1 se observa la cantidad de
animales seroreactores positivos para cada
paraje evaluado, como se puede ver en todos
los parajes se detectdé al menos un animal
positivo. Del total de animales muestreados,
136 (55,3%) habian abortado antes del primer
muestreo o entre el primer y segundo
muestreo, siendo el porcentaje total de
seropositivos del 20,6% (28/136). Por otro
lado, entre los animales que parieron
normalmente el porcentaje de seroreactores
positivos fue del 18,2% (20/110). La mayor
cantidad de seroreactores se detectaron en
los parajes de Esquina del Norte y San
Antonio y San Nicolas, los resultados se
observan en la Tabla 1. En el resto de los
parajes el porcentaje de positivos no superé el
8%.

Tabla 1. Animales seroreactores positivos por
paraje.

Paraje Animales
n Positivos (%)

Esquina del Norte 79 28 (35,4)
S.Antonio, San Nicolas 26 15 (57,7)
Saladillo, T. Verde y, L. Negra 26 2(7,7)
Las Breas 49 1(2)
Los Bordos 66 1(1,5)
Total 246 47 (19,1)
Discusién

Los Llanos de La Rioja estan integrados por 9
departamentos, ubicados al sur de la provincia
donde una de las principales actividades
ganaderas llevada a cabo por pequefios
productores es la produccién caprina de cria,
bajo sistemas extensivos. El presente trabajo
se realizd6 especificamente sobre rebafios
pertenecientes al Dpto. Chamical, la cantidad
de animales seropositivos fue especialmente
alta en los productores de los parajes de
Esquina del Norte y San Antonio y San
Nicolas. En estas explotaciones extensivas
ante la precariedad o ausencia de alambrados
en los predios, las cabras pastorean durante
el dia en tierras que exceden los limites de
sus propietarios mezclandose con otras
majadas. Esta situacion complejiza las
relaciones epidemioldgicas entre las majadas
y por ende las estrategias de control y
prevencion de las enfermedades caprinas por
parte de sus duenos. Las cabras infectadas
abortan una Unica vez, pueden presentar
titulos serolégicos durante 3 afios y eliminar
C. abortus durante sucesivos estros, de esta
manera se mantiene la fuente de infeccion en
el rebafio.

Si bien el agente causal no pudo ser
evidenciado en los fetos evaluados (datos no
mostrados), los altos niveles de
seropositividad encontrados principalmente en

los rebafios de Esquina del Norte y San
Antonio y San Nicolas sugieren la presencia
activa de la enfermedad en los mismos. Por
otro lado, el estrecho contacto entre las cabras
y sus cuidadores (muchas veces mujeres e
incluso nifios) y la falta de medidas de
bioseguridad en el manejo de los abortos, pone
en riesgo a estas personas de adquirir
enfermedades zoonoticas como la que aqui se
investigo y otras.

Conclusiones

En el presente trabajo mediante la utilizaciéon
de una prueba de ELISAi comercial se
demuestra de manera indirecta que C. abortus
circula en cabras de la region de Los Llanos de
La Rioja. La prueba aqui utilizada ha
demostrado previamente ser mas especifica
que la fijacion de complemento, descartando la
posibilidad de reacciones cruzadas con
Chlamydia pecorum u otras enterobacterias.
Futuros trabajos deberian realizarse con el fin
de confirmar mediante aislamiento o PCR estos
hallazgos serolégicos y en funcion de los
resultados encuadrar los planes de control de
la enfermedad en la zona. Por otro lado, seria
deseable conocer el estatus serolégico de los
rebanos del resto del pais considerando el
potencial zoonético de esta enfermedad y la
escasa informaciéon con la que contamos a
nivel pais.

Bibliografia

-Rodolakis A. et al. 1998. Vet Res 1998, 29:275-288.
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Chlamydia pecorum: LESIONES FETALES Y PLACENTARIAS EN UN ABORTO
ESPORADICO EN CABRAS

Giannitti, F.1'2'3; Anderson, M.3; Miller, M.4; Rowe, J.3; Sverlow, K.3; Vasquez, M.4; Cantoén, G.S
'University of Minnesota; 2INIA Uruguay; *University of California, USA; “University of Wyoming, USA; °INTA
EEA Balcarce

Introduccion

Las causas de pérdidas reproductivas en
pequefios rumiantes no han sido estudiadas
extensivamente en nuestra regién. Si bien
internacionalmente, se considera que especies
de Chlamydiales pueden ser causa frecuente
de estas pérdidas, estos abortos en pequefos
rumiantes usualmente se asocian a infecciones
por Chlamydia abortus.

Sin embargo, Chlamydia pecorum ha sido
detectada en abortos de rumiantes sugiriendo
el rol de este agente como causal de pérdidas
reproductivas en estas especies. Sin embargo,
no hay muchas descripciones patolégicas en
fetos abortados por este agente.

Este trabajo describe las lesiones feto-
placentarias en un aborto caprino por C.
pecorum en Estados Unidos de América,
confirmando el rol abortigénico del agente en
rumiantes.

Materiales y Métodos

Una cabra Boer de 16-meses de edad aborté
mellizos a los ~130 dias de gestacion. Se
remitieron para analizar ambos fetos (A y B) y
la placenta de uno de ellos (A) para hacer
examen post mortem y aplicar diferentes
técnicas de diagndstico. Se recolectd placenta
y intestino delgado de ambos fetos para
realizar  inmunohistoquimica  (IHQ) para
Chlamydia spp. y Coxiella burnetii.

Se recolectaron muestras de placenta, fluido
abomasal, pulmén e higado de ambos fetos
para cultivo de aerobios y microaerodfilos en
agar sangre de oveja a 35-39°C durante 48 hs.
También se realizaron cultivos especificos para
Campylobacter spp. y Brucella spp. Se hicieron
improntas de rifidn de ambos fetos para hacer
inmunofluorescencia  directa  (IFD) para
Leptospira spp. Se analiz6 fluido de cavidad
toracica para detectar anticuerpos contra el
virus de la Diarrea Viral Bovina (vDVB),
enfermedad de Border (BD), Lengua azul
(BTV), C. burnetii, Brucella spp., Toxoplasma
gondii y Leptospira spp. Se analiz6 el cerebro
para detectar el virus de Schmallenberg y
bunyavirus por PCR. Se analizaron secciones
de placenta e intestino delgado para amplificar
ADN de Chlamydia spp. por PCR vy
secuenciacion.

Resultados

Durante la necropsia, los fetos presentaban
moderada autdlisis, anasarca, edema
intramuscular en los miembros posteriores (A),
braquignatia, y palatosquisis (B). En la
placenta, los cotiledones estaban cubiertos por
un exudado fibrinosupurativo que se extendia a
las areas intercotiledonarias.

Histologicamente, se detectdé una placentitis
necrosupurativa severa con vasculitis
(arteriolitis) y trombosis, hepatitis
linfohistiocitica y neutrofilica (A) y enteritis
fibrinosupurativa severa en ambos fetos.

Se detecté Chlamydia en la placenta por IFD y
en los intestinos por IHQ.

Se amplificé un producto de 400pb del gen 16S
de Chlamydia spp que fue secuenciado y se
confirmé un 99% de identidad con C. pecorum
por analisis BLAST. Se descartaron otros
agentes abortigénicos.

Foto 1. Placentitis supurativa con arteritis mural
necrotizante (detalle) (H&E).

Foto 2. Placenta. Célula trofoblastica binucleada con
abundantes bacterias intracitoplasmaticas basofilas
consistente con cuerpos reticulares de Chlamydia.



Foto 3. Intestino delgado. Exudado fibrinosupurativo
en la luz intestinal (flecha). En el detalle (arriba
derecha), un enterocito conteniendo abundantes
bacterias basofilicas intracitoplasmaticas, similares a
cuerpos reticulares de Chlamydia.

Foto 4. Feto A. (A) Infiltrado neutrofilico en la luz de
criptas de intestino (H&E). (B) Inmunomarcaje de
Chlamydia spp. en el citoplasma de enterocitos
(IHQ).

Discusion

Generalmente se asocia a las infecciones por
C. abortus con las pérdidas reproductivas de
los rumiantes. Este reporte describe las
lesiones placentarias y fetales en una cabra
abortada por C. pecorum.

Se desconocen los mecanismos por los que el
agente llega a la placenta y el feto, pero se
mencionan infecciones intestinales subclinicas
en majadas con o sin historia de abortos,
actuando los animales como portadores
asintométicos. Excepcionalmente algunos de
estos portadores pueden desarrollar
enfermedad severa, luego de una situacidon
estresante. De acuerdo a estudios previos, se
ha sugerido que C. pecorum puede
diseminarse desde el intestino hacia la
circulaciéon sanguinea y de esta manera llegar a
la placenta y de esta manera inducir el aborto.
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Debido a que hay similitudes antigénicas entre
C. abortus y C. pecorum, la infeccién no se
puede distinguir por métodos inmunolégicos
(IHQ o IFD), y la confirmacion requiere
métodos moleculares como los usados en este
reporte.

Conclusiones

Se concluye que la infeccién por C. pecorum
estuvo asociada con las lesiones feto-
placentarias y la causa de aborto. Se deberia
investigar la prevalencia de C. pecorum como
causal de abortos en rumiantes. Si bien este
reporte describe un brote ocurrido en Estados
Unidos de América, se desconoce la real
incidencia de esta infeccion en nuestro pais, y
solo existen estudios seroepidemiologicos
sobre la incidencia de infeccion por
Chamydiales en nuestros rebafios caprinos y
ovinos.

Actualmente se estan realizando estudios para
tratar de evaluar la incidencia de este (C.
abortus) y otros agentes infecciosos de la
reproducciéon (Toxoplasma gondii y Neospora
caninum) en pequefios rumiantes de Argentina.
Por lo tanto, si estos estudios resultan exitosos,
se tendra informacién local y regional al
respecto, para tratar de instaurar medidas de
control de estas mermas, que tanto impacto
tienen en estos sistemas pecuarios.
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Bacillus licheniformis COMO CAUSANTE DE ABORTO ESPORADICO EN
CAPRINOS
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Introduccion

Los abortos en los pequefios rumiantes son de
gran importancia debido a las pérdidas
economicas que ocasionan en la produccion y
a sus implicancias en la salud publica por el
caracter zoonético de algunos de los agentes
que los ocasionan.

En nuestro pais la mayor informacién sobre la
ocurrencia de enfermedades abortigénicas en
pequefios rumiantes se refiere a Brucella
melitensis y Toxoplasma gondii. Del resto de
las enfermedades, existen escasos datos de
prevalencia, siendo el aislamiento de algunos
agentes reportado de manera esporadica.
Bacillus licheniformis es una bacteria ubicua,
gram positiva y formadora de endoesporos
que ha sido asociada en las ultimas décadas
con la presentaciéon de abortos en bovinos,
ovinos y porcinos. Su aislamiento es
regularmente informado en los laboratorios de
diagnostico alrededor del mundo, pero la
mayor cantidad de reportes proviene de
Europa. En bovinos se la ha relacionado con
la presentacién de abortos con una incidencia
que fluctua entre el 1-10%. Murray (2006) lo
identifica como el segundo agente
diagnosticado con mas frecuencia (siendo el
primero Neospora caninum) sobre 5662
episodios de abortos bovinos investigados en
el Reino Unido en el afio 2003. Ademas de las
infecciones del tracto genital, B. licheniformis
ha sido relacionado con casos de enteritis,
mastitis, septicemia, neumonia en bovinos; y
casos de septicemia, peritonitis, oftalmitis e
intoxicacion alimentaria en humanos.

En el presente trabajo se describe el
aislamiento de B. licheniformis realizado a
partir de un feto caprino proveniente de un
tambo comercial.

Materiales y Métodos

Un feto caprino proveniente de un tambo
caprino (raza Saanen) de la provincia de
Buenos Aires fue remitido al Laboratorio de
Bacteriologia de la EEA INTA de Balcarce
para la investigacidon de etiologia del aborto.
Se realiz6 la determinacion de la edad fetal y
posterior necropsia. Durante la misma se
tomaron muestras de pulmoén, liquido de
abomaso e higado para cultivo bacterioldgico.
Por otro lado, se recolectaron muestras de
diferentes 6rganos para realizar estudios
histopatoldgicos, los mismos fueron colocados
en formol tamponado al 10% y posteriormente

embebidos en parafina, se cortaron secciones
de 4-5 pm. y se tifleron con hematoxilina-
eosina.

Las muestras para bacteriologia se cultivaron
a 37°C en placas con agar Columbia
adicionado con 7% de sangre bovina
desfibrinada (ASC, 10% CO,), en agar Mc
Conkey (MC, aerobiosis) y en agar Skirrow
(5% Oy, 5-10% CO, y 85-90% H,)), durante 1,
2 y 7 dias, respectivamente. Colonias aisladas
fueron repicadas y los aislamientos fueron
caracterizados utilizando el kit comercial de
identificacion APl 50 CHB (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, France) siguiendo las especificaciones
del fabricante: Las galerias fueron incubadas
a 37° C en camara humeda y leidas a las 24 y
48 horas. La identificacion final fue realizada
utilizando el programa API Lab1 (version 2.1),
donde los perfiles de reaccion fueron
comparados con la base de datos.

Muestras de cerebro y liquido de cavidad
toracica fueron colectadas para el diagnostico
de Toxoplasma gondii mediante PCR e
Inmunofluorescencia Indirecta (IF1),
respectivamente. Este ultimo se realizé en el
Laboratorio de Inmunoparasitologia de la
Faculta de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata.

Resultados

El feto remitido presenté un peso de 260 gr y
una longitud desde la corona a la base de la
cola de 155 cm, por lo cual la edad de
gestacion fue estimada en aproximadamente
60-70 dias. Durante la necropsia no se
observaron lesiones macroscépicas.

Luego de 24 horas de incubacion
desarrollaron sobre el ASC en pureza,
colonias rugosas blanco grisaceas y beta
hemoliticas (Foto 1). Las mismas se
observaron en todas las muestras cultivadas.
En los medios MC y Skirrow no se observé
desarrollo bacteriano. Las colonias aisladas
fueron clasificadas como B. licheniformis

En el examen histopatolégico se observaron
las siguientes alteraciones: abomasitis focal
no supurativa, enteritis moderada mixta,
hepatitis multifocal no supurativa y pericarditis
no supurativa moderada. Las muestras de
pulmén y cerebro no pudieron ser procesadas
para histopatologia.

Las muestras de cerebro y liquido de cavidad
toracica analizadas fueron negativas a T.
gondii.



Foto 1. Detalle de las colonias de Bacillus
licheniformes creciendo en Agar Sangre Columbia
+ 7% de sangre bovina desfibrinada, luego de 24 h
de incubacion en atmésfera con 10% de COo.

Discusion

Bacillus licheniformis ha sido relacionada
anteriormente como causante de abortos en
especies rumiantes 'y no rumiantes.
Infecciones experimentales en bovinos han
demostrado que la bacteria penetra a través
de la circulacion materna a la interfase
materno-fetal por la presencia de pequefias
hemorragias multiples que ocurren en las
caruncunculas durante la gestacion.
Posteriormente la infecciéon transplacental se
desarrolla a partir de la diseminacion de la
bacteria en los fluidos amnidtico y alantoico.
Aunque estos mismos autores, han sugerido
que la infeccién del feto en algunos casos
también podria ser via hematégena. La
patogenia del aborto por B. licheniformis en
cabras es hasta el momento no ha sido
reportada. Una amplia gama de bacterias han
sido reportadas en asociacion con la
presencia de abortos en rumiantes, sin
embargo muchas de ellas se encuentran en el
medio ambiente y su mera presencia en los
tejidos fetales o la placenta no es evidencia
suficiente para que sean consideradas
causantes de abortos. Precisamente este es el
caso de B. licheniformis que al ser una
bacteria ubicua, llegar a diagnosticarla como
la causa de un aborto requiere que en primer
lugar que el aislamiento sea hecho en pureza
y en segundo lugar que este acompafiado de
lesiones histopatoldégicas compatibles en el
feto y placenta. Respecto a estos ultimos, la
mayoria de los trabajos han sido realizados en
bovinos.
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En los abortos asociados a B. licheniformis los
cambios histopatolégicos mas relevantes en
los abortos bovinos se encuentran en la
placenta y se caracterizan por la presencia de
edema y hemorragias en el estroma
acompanados de un infiltrado de
polimorfonucleares aunque se describen
ademas areas con infiltracibn mononuclear.
Los animales prefiados estan expuestos con
frecuencia a esta bacteria debido a su amplia
distribucion en el medio ambiente. Si bien
mediante infecciones experimentales se ha
logrado reproducir el aborto en bovinos, se
desconoce la razon por la cual en condiciones
naturales algunos animales abortan y otros no.
Algunos autores han especulado con la
necesidad de factores concomitantes e
inmunosupresores que estarian influenciando
la presentacion de los abortos. El
establecimiento de procedencia del feto
evaluado es un tambo de tipo intensivo, por lo
cual factores relacionados con el estrés animal
producto del sistema de explotacidon o la
presencia de infecciones concomitantes como
paratuberculosis o herpes virus caprino
podrian tener efecto inmunosupresor y haber
propiciado la infeccion con B. licheniformis vy el
posterior aborto, aunque este aspecto no pudo
ser investigado en este caso.

Conclusioén

En el presente trabajo Bacillus licheniformis
fue diagnosticado como el causante del aborto
de un feto caprino de aproximadamente 70
dias de gestacion. En cabras son escasos los
casos reportados y en Argentina el presente
constituye el primer reporte de esta bacteria
en relacion a la presentacion de abortos en
rumiantes.
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ABORTO OVINO POR Neospora caninum: PRIMERA DESCRIPCION DE UN
CASO EN ARGENTINA
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Introduccién

La neosporosis es una causa de las principales
causas de aborto en bovinos diagnosticada a
nivel mundial, teniendo un impacto mas
relevante en los sistemas de produccion de
leche. Sin embargo, existen escasos reportes
de pérdidas reproductivas por Neospora
caninum en ovinos y su rol es aun discutido
como una causa de abortos en pequefios
rumiantes.

En Argentna se ha reportado una
seroprevalencia a N. caninum del 3% en ovinos
lecheros, sin embargo, hasta el presente no
existen datos locales que asocien a N. caninum
como causal de aborto en pequenos rumiantes,
por lo que se esta investigando su rol en las
pérdidas reproductivas.

El objetivo del presente trabajo es describir por
primera vez en Argentina, un caso de aborto
ovino asociado a N. caninum, diagnosticado
por el Servicio de Diagnéstico Veterinario
Especializado del INTA Balcarce en octubre del
2017.

Materiales y Métodos

El aborto ocurrié en una majada de 200 ovejas
Texel en el partido de General Paz, provincia
de Buenos Aires, con sistema productivo
extensivo. Ademas, en el establecimiento habia
ademas 105 vacas de cria.

Se remitié un feto abortado, macho de 112 dias
de gestacion (aproximadamente) con su
placenta al SDVE del INTA Balcarce para
determinar la causa de la pérdida reproductiva
que se estaba presentando en la majada.
Durante la necropsia se tomaron muestras de
diferentes especimenes para realizar cultivo y
aislamiento bacteriano (pulmén y liquido de
abomaso). Ademas se recolectaron tejidos en
formol al 10% para realizar estudios
histopatolégicos y de inmunohistoquimica (IHQ)
para N. caninum, utilizando un anticuerpo
policlonal y un kit comercial (Dako, USA).
También se recolectaron tejidos que fueron
congelados a -80°C para extraer luego ADN y
realizar reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para detectar ADN de N. caninum y
Toxoplasma gondii.

Se realizé inmunofluorescencia directa (IFD)
para detectar Campylobacter spp. y Leptospira
spp., € inmunofluorescencia indirecta (IFl) para
determinar la presencia de anticuerpos contra

N. caninum y T. gondii en liquido de cavidad
fetal.

Resultados

El sistema nervioso central (SNC) estaba
licuefactivo, por lo tanto no pudo ser procesado
para estudios histopatologicos y de IHQ. El
resto de los tejidos fetales y la placenta tenian
un moderado grado de momificacién y autdlisis.
En el andlisis histopatolégico se observo
placentitis linfohistiocitica modera difusa con
presencia de vasculitis linfohistiocitica y
necrosis multifocal severa, glositis multifocal
linfohistiocitica, pericarditis y endocarditis
linfohistiocitica moderada difusa y miocarditis
focalmente extensiva.

La IHQ para N. caninum resulté positiva en
placenta (Fotos 1 a 3) y en lengua fetal y
negativa en higado, pulmén, corazén y bazo
fetales.

Se detectaron anticuerpos para N. caninum y
se amplific6 ADN de N. caninum en placenta y
SNC.

La PCR, IFl e IHQ para T. gondii, la IFD para
C. fetus y Leptospira spp. y el cultivo bacteriano
resultaron negativos.

Discusion

Las lesiones observadas en el feto y en la
placenta analizada, en conjunto con los
resultados de la serologia fetal, y la deteccién
intralesional de N. caninum por IHQ en la
placenta y lengua fetal y por PCR en placenta y
en SNC fetal permiten confirmar que el aborto
fue causado por este protozoo, siendo este el
primer reporte de abortos por neosporosis en
ovinos de Argentina.

Probablemente, la IHQ para N. caninum en
algunos de los tejidos fetales analizados resulto
negativa debido a la baja sensibilidad de esta
técnica y al moderado estado de autdlisis que
presentaban los tejidos recolectados durante la
necropsia, hallazgo habitual en fetos abortados
en sistemas de produccion pecuaria.

Aunque en este caso no pudo ser incluido dado
su severo estado de licuefaccion, es importante
destacar que siempre que sea factible deben
tomarse muestras de SNC, sobre todo del tallo
cerebral, debido que a pesar de la autdlisis y la
baja sensibilidad de la técnica, en algunas
situaciones pueden llegar a evidenciarse
quistes de N. caninum mediante IHQ.



Este trabajo representa la primera descripcidon
de un caso de aborto ovino por N. caninum en
Argentina.

Conclusiones

Teniendo en cuenta los hallazgos de este
trabajo, es importante mejorar la informacion
disponible localmente respecto al impacto de
las infecciones por N. caninum en los
establecimientos de cria ovina de diferentes
regiones de Argentina, asi como mejorar los
conocimientos sobre diferentes aspectos
epidemioldgicos que expliquen estas pérdidas
reproductivas.

En ese sentido, se seguiran realizando estudios
para tratar de evaluar la implicancia que pueda
llegar a tener Neospora como causa de
pérdidas reproductivas de pequefos rumiantes
de la region.

Ademas, deberian evaluarse  aspectos
epidemiolégicos, sobre todo en majadas que
pastoreen conjuntamente con bovinos, ya que
en esta especie, los abortos por N. caninum
son mucho mas frecuentes, asi como la
presencia de hospedadores definitivos.

Foto 1. Inmunomarcaje positivo (flecha negra) en la
placenta ovina (IHQ).

Foto 2. Inmunomarcaje positivo (flechas negras) en
la placenta ovina (IHQ).
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Foto 3. Inmunomarcaje positivo en la placenta ovina
(IHQ).
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Introduccion

Argentina tiene 4.7 millones de cabras que
juegan un papel importante en el ingreso
familiar a través del provision de leche, carne,
piel y estiércol. La mayor parte de la produccion
de cabras en Argentina se realiza en pequefos
rebafios, de raza criolla y con un manejo de
tipo extensivo. En una menor proporcion, la
produccion se desarrolla en sistemas semi-
intensivos o intensivos, siendo establecimientos
dedicados principalmente para la produccién de
leche y queso.

La toxoplasmosis es una importante zoonosis,
en los animales tiene grados variables de
patogenicidad, segun la especie. La infeccion
natural en los rumiantes no gestantes
transcurre generalmente de manera
asintomatica, pero en las cabras puede
producir muertes embrionarias, abortos o
nacimiento de crias débiles cuando éstos se
infectan durante la gestacion. A diferencia de
los ovinos, en cabras con infeccion latente, aun
sin reinfecciones durante la prefiez, pueden
ocurrir abortos a repeticién. Por otro lado, la
neosporosis es una enfermedad causante de
abortos en bovinos, que en los ultimos afos ha
sido asociada a la ocurrencia de abortos en
caprinos.

En Argentina se han realizados estudios
serolégicos en cabras para ambas
enfermedades y bajo distintos sistemas de
produccion en las provincias de Buenos Aires,
Coérdoba y San Luis, como asi también un
estudio de neosporosis en cabras del
departamento de Famatina de la provincia de
La Rioja.

El objetivo de este trabajo fue detectar
anticuerpos para T. gondii y N. caninum en
cabras del departamento de Chamical de la
provincia de La Rioja y determinar su relacion
con la presencia de abortos.

Materiales y Métodos

Se recolectaron 237 muestras de sueros
caprinos pertenecientes a 16 productores de
los parajes Los Bordos y Los Molles, Saladillo y
Tala Verde, Esquina del Norte, San Antonio y
Las Breas del Departamento de Chamical
situado en la regién de Los Llanos, provincia de
La Rioja.

Todas las cabras eran seronegativas a
brucelosis y pertenecian a pequefios
productores que detectaron abortos en sus
animales durante el afio 2014. Del total de
muestras 136 correspondieron a animales con
antecedentes de aborto.

Los sueros obtenidos fueron diluidos 1:100 y
1:800, y se analizaron por la técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) en el
Laboratorio de Inmunoparasitologia, FCV,
UNLP, utilizando como antigenos portaobjetos
con la cepa RH de T. gondii y Nc-1 de N.
caninum y conjugado anti-lg G de cabra
comercial. Ademés en 154 cabras de 9
productores se realizaron dos muestreos
pareados que se procesaron por IFl a titulo
final.

Se analiz6 la asociacién entre la presencia de
anticuerpos y la presencia de abortos con la
prueba chi cuadrado (X?) (WinEpi).

Resultados

Se detectaron anticuerpos (21:100) anti-T.
gondii y anti- N. caninum en el 22,4% (53/237)
y en el 1,3% (3/237) de los animales
muestreados, respectivamente. De las cabras
seropositivas a T.gondii, el 69,8% (37/53) tenia
antecedentes de abortos, con titulos de
anticuerpos de 1:100 (81%) y 1:800 (19%)
encontrando una asociacién significativa entre
la presencia de anticuerpos y la presencia de
abortos (p<0.05) (Tabla 1).

Para N. caninum, 2/3 de las cabras
seropositivas con titulos = 1:800 tuvieron
antecedentes de abortos (datos insuficientes
para significancia estadistica). El 68,7% (11/16)
de los hatos analizados presentaron animales
seropositivos para T. gondii y el 12,5% (2/16)
para N. caninum.

No se observd seroconversién para ambas
enfermedades entre los muestreos de los
establecimientos comparados.

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

Positivos Negativos Total
(+) )
Abortadas 37 99 136
No abortadas 16 85 101
Total 53 184 237




Discusion

En el presente trabajo se logré determinar la
presencia de cabras seropositivas a T. gondii y
N. caninum en cabras con antecedentes de
abortos de la Region de Los Llanos, La Rioja.
La presencia de anticuerpos anti- T. gondii y
anti- N. caninum determinada en este estudio
fue menor a la hallada en trabajos previos de
nuestro grupo realizados en las provincias de
Cordoba (33% y 4,2%) y Buenos Aires (63% y
9,7%) y similar a la observada en San Luis
(19,8% y 2,1%). Las diferencias observadas
podrian asociarse con las caracteristicas de los
tipos de explotacion de cada regién que
podrian condicionar la factibilidad de infeccion.
La presencia de anticuerpos anti- N. caninum
fue menor en este estudio con respecto a los
datos obtenidos por Moore y col. en La Rioja en
el afo 2007 el cual se realiz6 con animales
procedentes de otro departamento ubicado al
norte de la provincia.

Una alta proporcién de productores (68,7%)
presentaron animales seropositivos a
toxoplasmosis en esta regiéon. Ademas se
encontré asociacion entre animales
seropositivos a T. gondii y los que presentaron
abortos. A pesar de en la regién estudiada el
clima es seco y arido, los animales estan
confinados en corrales durante la noche y, por
lo tanto, la concentracion de orina y heces
podria modificar las condiciones del entorno y
crear una situacion propicia para la
supervivencia de oocistos. Durante el dia, las
cabras estan pastando libremente en areas
comunes donde felinos, como el puma (Felis
concolor) y el gato montés sudamericano
(Leopardus geoffroyi) han sido avistados. El
papel de los felinos salvajes en |la
toxoplasmosis aun no se ha estudiado en esta
region.

Sélo 2 productores presentaron animales
seropositivos a Neosporosis y no se determiné
la asociacién entre esta enfermedad y la
presencia de abortos por el bajo niumero de
animales seropositivos.
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Sin embargo, 2 de 3 cabras con antecedentes
de aborto presentaron titulos mayores a 1:800.
Los resultados encontrados indican que al
momento del muestreo N. caninum no seria un
problema extendido en estos establecimiento a
pesar de que la mayoria de los productores
utilizan perros en sus actividades, y es
frecuente que los perros convivan en los
corrales con las cabras y caminen hasta los
sitios de pastoreos con ellas para protegerlas
de los depredadores.

Conclusiones

Futuros trabajos deberian realizarse para
determinar si existe asociacién entre los tipos
de explotacién y los animales seropositivos a
ambas enfermedades en cada provincia. Por
otro lado, debido al caracter zonootico de la
toxoplasmosis y de otras enfermedades que
producen abortos en las cabras, consideramos
necesario que los pequefos productores sean
informados sobre los posibles factores de
riesgo y capacitados en como reducirlos, por
ejemplo: la manipulacién y descarte de los
abortos, la coccién correcta y la conservacion
de la carne y la leche y sus derivados, la
implicacién de felinos domésticos y silvestres
en el area y el riesgo potencial de
contaminacion de oocistos del suelo y las
fuentes de agua. Las medidas higiénicas para
reducir estas enfermedades mejoraran su
produccion de subsistencia y aumentaran la
oportunidad de obtener productos seguros.
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PRIMER CASO DE ABORTOS Y NATIMORTOS POR Toxoplasma gondii EN
OVINOS DE ARGENTINA

Gual, I.1'2; Giannitti, F.3'4; Hecker, Y.1'2; Shivers, J.4; Entrocassi, A. 5; Morrell, E.1; Pardini, L.Z'G; Fiorentino, M.1;
Rodriguez Fermepin, M.5; Unzaga, J.6; *Canton, G.1; Venturini, C.6; Moore, p.12
'INTA EEA Balcarce; 2CONICET; *Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), Uruguay;
4University of Minnesota; 5UBA, Buenos Aires; 6UNLP, La Plata

Introduccioén

Toxoplasma gondii es un protozoo del filum
Apicomplexa, de amplia distribucion mundial,
que infecta a una gran variedad de animales
domésticos, silvestres y al hombre (zoonosis).
Tiene un ciclo de vida indirecto, los félidos son
hospedadores definitivos y los mamiferos y las
aves son hospedadores intermediarios. Puede
provocar aborto en ovinos, caprinos Yy
humanos. Aunque existe evidencia serologica
de su presencia en majadas ovinas en
Argentina, no se han informado en la literatura
cientifica casos de aborto ovino producidos por
este agente en el pais. El objetivo del presente
trabajo es describir un caso de aborto y
natimortos por T. gondii en ovinos de
Argentina.

Materiales y Métodos

En septiembre del 2014 se registré un episodio
de aborto en una cabana de ovinos raza Texel
ubicada en el Partido de Balcarce, Buenos
Aires. La majada estaba conformada por 196
ovejas y 6 carneros, en un sistema de
produccion extensivo, con servicio estacionado
entre el 15 de abril y el 15 de junio. Dos fetos
mellizos abortados (1 y 2) y sueros de toda la
majada fueron enviados al Servicio de
Diagnéstico Veterinario Especializado del INTA
Balcarce. Se recopilaron datos anamnésicos
para calcular los indices reproductivos. Se
realizo el examen post mortem de ambos fetos
y se recolectaron muestras de tejidos, que
fueron fijadas en formol tamponado al 10%,
incluidas en parafina, seccionadas y tefiidas
con hematoxilina y eosina para su examen
microscopico. Se realizd inmunohistoquimica
(IHQ) en secciones de cerebro y corazén del
feto 1 utilizando un anticuerpo primario anti-T.
gondii. Se obtuvieron muestras de liquido de
cavidad abdominal fetal (LC) para la deteccion
de Acs contra T. gondii y Neospora caninum,
mediante inmunofluorescencia indirecta (IFIl). A
partir del ADN extraido de las muestras de
encéfalo de los fetos se realiz6 la PCR anidada
para T. gondii (TOX5 y TOX8) y para N.
caninum (primers NN1/NN2 y NP1/NP2).
Ademas, se tomaron muestras de liquido

abomasal (LA) en solucidon fisiologica
tamponada formolada para
inmunofluorescencia  directa  (IFD) para

Campylobacter fetus. Improntas de bazo,

higado, rifién y pulmén fijadas en acetona se
analizaron por IFD para deteccién de
Leptospira spp. Se cultivaron muestras de
higado, bazo, pulmén y LA en agar MacConkey
y agar Columbia suplementado con sangre
bovina al 7%, con incubacion a 37°C durante
24 y 48 h en aerobiosis y en una atmésfera de
10% de CO,, respectivamente. Adicionalmente
un conjunto de estas muestras fue incubado en
caldo de enriquecimiento tetrationato para el
aislamiento de Salmonella spp., con repiques a
placas de agar XLD, dia por medio, durante 1
semana. Los sueros de toda la majada se
analizaron por ELISA indirecto para deteccion
de Acs contra Brucella ovis. Los sueros de las
ovejas adultas que abortaron (15) y que
perdieron sus crias en el periodo perinatal (9)
se analizaron por IFl para T. gondii y N.
caninum.

Resultados

Los porcentajes de prefez, paricion y senalada
fueron del 97% (190 ovejas), 111% (217
corderos, correspondientes a 175 partos) vy
105%, respectivamente. Se registré una tasa
de abortos del 7,9% y de muerte perinatal del
4,7% (13 corderos correspondientes a 9
ovejas); con una merma parto-sefialada del
6%. Los fetos abortados remitidos al
laboratorio, ambos hembras, tenian un
moderado estado de momificacion y un
avanzado grado de autdlisis. Los fetos 1 y 2
pesaron 0,75 y 1 kg. La edad gestacional
estimada fue de 17-19 semanas. El feto 1 se
encontraba envuelto en la placenta y a pesar
de la avanzada autdlisis, se observo encefalitis
multifocal necrotizante con mineralizacion del
neuroparénquima, presencia de quistes
esféricos, de 15 ym de diametro, en proximidad
de estos focos y miocarditis multifocal. En el
feto 2 se observd meningitis, pericarditis,
neumonia intersticial y glositis intersticial
moderadas. Por IHQ se detectaron taquizoitos
de T. gondii en asociacion con las lesiones
cerebrales y miocardicas del feto 1 y quistes
intra-sarcoplasmaticos en cardiomiocitos. La IFI
para T. gondii resultd positiva en el feto 1
(dilucion 1/40), y negativa en el feto 2. La IFI
para N. caninum (dilucion 1/10) resulté negativa
en ambos fetos. La madre de los fetos
analizados resulté seropositiva para T. gondii
(1/1600) y seronegativa para N. caninum. Se
detectaron Acs anti-T. gondii en el 66,7% de las



ovejas que abortaron, con titulos que variaron
entre 1/50 y 1/6400, y en el 44,4% de las
ovejas que perdieron sus crias en el periodo
perinatal, con titulos entre 1/200 y 1/1600.
Todos los sueros analizados resultaron
negativos a la IFl para N. caninum (dilucion
1/50). Las PCR para T. gondii y N. caninum, las
IFD para C. fetus y Leptospira y el cultivo de
Salmonella spp. resultaron negativos. A partir
de muestras de LA, pulmén e higado del feto 1
y de LA del feto 2 se aisl6 Yersinia
pseudotuberculosis. Seis ovejas resultaron
seropositivas a B. ovis, de las cuales una habia
abortado. La majada estuvo en permanente
contacto con 5 felinos domésticos.

Foto 1. (A) Feto ovino momificado y su placenta. (B)
Foco de necrosis y mineralizacion rodeado de
infiltrado mononuclear en el cerebro del feto
abortado (H&E; 40x). (C) Quistes de protozoos
(flechas) similares a T. gondii en el cerebro (H&E;
400x). (D) Quistes de T. gondii en el sarcoplasma de
musculo estriado detectado por IHQ (400%).
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Discusion

Los hallazgos patologicos en los fetos, los
resultados de la serologia fetal y materna, y la
deteccion intralesional de T. gondii por IHQ en
el feto 1 permiten confirmar que el aborto fue
causado por este agente. Se presume que la
PCR para T. gondii resulté negativa debido a la
mala calidad del ADN extraido, que a su vez
pudo haber sido causa del avanzado estado de
autdlisis de la muestra. Si bien Y.
pseudotuberculosis puede causar abortos
esporadicos en ovinos, las lesiones observadas
en estos fetos no fueron compatibles con las
descriptas en la bibliografia para este agente,
por lo tanto se considerd un contaminante.

Conclusiones

Hasta donde llega nuestro conocimiento, esta
representa la primer descripcion de un caso de
aborto por T. gondii en ovinos en Argentina.
Son necesarias investigaciones locales
adicionales para conocer la prevalencia de
abortos ovinos por este agente y la importancia
de esta especie en la epidemiologia de esta
enfermedad zoonética.
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ABORTO OVINO POR Brucella melitensis EN UNA MAJADA MIXTA CON
CAPRINOS EN SALTA, ARGENTINA
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Introduccién

La brucelosis por Brucella melitensis es una
enfermedad infectocontagiosa de curso
crénico, cuyos hospedadores principales son el
caprino y el ovino. Este agente también puede
infectar a ofras especies animales y es
responsable de una de las zoonosis mas
severas a nivel mundial. La provincia de Salta
presenta un area endémica de B. melitensis en
la region este. A fines de los afios 70 se
realizaron alli varios aislamientos de B.
melitensis biovar (bv) 1 a partir de muestras de
leche e hisopados vaginales de cabras. En
dicha area es frecuente la produccion extensiva
de pequefios rumiantes (ovinos, caprinos) en
rebafios mixtos. En este trabajo se describe un
caso de aborto ovino producido por B.
melitensis en una majada mixta de la regién
agroecologica Chaquena de la provincia de
Salta.

Materiales y Métodos

En abril de 2011 se recogié un feto ovino de
una majada mixta ubicada en Las Barrancas
(23°76’S, 63°25’°0) cerca de La Union,
departamento Rivadavia, Salta. Se efectud la
necropsia del feto y se obtuvieron muestras de
diferentes tejidos en recipientes estériles para
cultivos microbiolégicos y en formol bufferado
al 10% para histopatologia. Las muestras
estériles se cultivaron en medio triptosa
selectivo para Brucella spp. y se incubaron en
microaerobiosis (10% de CO,) y anaerobiosis.
La tipificaciéon de las colonias se realizd
siguiendo las pruebas bioquimicas y de
aglutinacion con sueros monoespecificos
sugeridas por la OIE. Las muestras para
histopatologia fueron procesadas por las
técnicas de rutina. Secciones de pulmoén, bazo,
higado y placenta fueron procesados por la
técnica de inmuno-histoquimica de avidin-
biotina con un antisuero primario anti-Brucella
(Brucella abortus antiserum cod 2871-47-7
Difco Lab., USA) siguiendo protocolos
descriptos previamente. Otras secciones de
tejidos fueron utilizadas para la extraccién de
ADN, mediante el método de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (24:24:1).
Para la caracterizacion molecular se analizé el
polimorfismo genético del gen ompZ2a-b

mediante la prueba en cadena de la polimerasa
(PCR) segun Leal-Klevezas et al. Se obtuvo el
aislamiento de una cepa, la cual fue tipificada
en base a un fragmento estable /IS77171 con
localizacion especifica en el genoma de cada
una de las especies de Brucella. Para este
caso se utilizé AMOS-PCR (abortus, melitensis-
ovis 'y suis). Los oligonucleétidos para
identificar B. abortus y B. suis fueron excluidos.
Se emplearon cepas de B. melitensis bv1 y B.
abortus bv1l como controles positivos, siendo
control negativo los reactivos pero sin ADN.
También se obtuvieron muestras de sangre de
todos los caprinos adultos de la majada (n =
168) y de algunos ovinos (n = 6, incluida la
oveja abortada) para diagnéstico seroldgico de
brucelosis. Los sueros se procesaron mediante
la prueba de aglutinacion en placa con
antigeno tamponado (BPA) como tamiz y la
fijacion del complemento (FC) como prueba
confirmatoria. Para la FC los resultados se
expresaron en unidades internacionales (Ul),
considerando titulos > 20 Ul FC como
positivos.

Resultados
El feto ovino abortado midi6 28 c¢m,
estimandose para el mismo una edad

gestacional de 4,5 meses (Foto 1).

Foto 1. Feto ovino al pie de su madre.



A la necropsia se observd hepatomegalia,
esplenomegalia y poli-serositis fibrinosa (Foto
2).

Foto 2. Poliserositis fibrinosa generalizada.

La histopatologia revelé neumonia intersticial
mononuclear y atelectasia alveolar parcial (Foto
3), esplenitis periarterial y placentitis difusa.

Foto 3. Neumonia intersticial mononuclear vy
atelectasia alveolar parcial (H-E 400 x).

El pulmén y la placenta resultaron con inmuno-
marcacion positiva para el antigeno frente a
Brucella abortus (Foto 4).

Foto 4. Inmunomarcacion positiva a Brucella en
pulmén (400 x).
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En el medio de cultivo especifico para Brucella
crecieron  colonias lisas,  brillantes vy
translucidas con forma redondeada y bordes
regulares, partiendo de siembras provenientes
de diversos érganos fetales (pulmoén, abomaso
e higado). Mediante microscopia se observaron
cocobacilos pequefos, Gram negativos,
inmoviles. Las pruebas bioquimicas y de
aglutinacion con sueros monoespecificos
permitieron confirmar el aislamiento de B.
melitensis bv 1. La PCR amplificé fragmentos
Unicos de 827 pb esperados para el gen
ompZ2a-b de Brucella spp. y mediante AMOS-
PCR se amplificé el fragmento de 731 pb
especifico para B. melitensis. No se
amplificaron fragmentos especificos para B.
ovis. Se registr6 una prevalencia general de
brucelosis de 68,4%, con prevalencias
parciales de 69 % en los caprinos y de 50% en
los ovinos. La oveja abortada fue
serolégicamente positiva a la FC a Brucella
spp. con titulo de 1.323 UL.

Discusion

La anamnesis, los hallazgos anatomo-
patolégicos, las pruebas inmuno-histoquimicas,
los aislamientos y pruebas bioquimicas y el
diagnostico molecular permitieron confirmar a
B. melitensis bv 1 como causante del aborto.
En relacién con la inmuno-histoquimica aunque
el anticuerpo empleado no era especifico para
B. melitensis demostré reactividad cruzada con
B. abortus y probé la utilidad de la técnica para
este caso. Segun literatura disponible este
diagndstico representa el segundo registro de
B. melitensis en ovinos de Argentina y el primer
caso de aborto por dicho agente en ovinos de
Salta. En esta provincia, como en otras areas
del pais, la epidemiologia de B. melitensis es
mejor conocida en caprinos que en ovinos. No
obstante, se detectan ovinos sero-reactores en
zonas de Salta donde la infeccion es endémica.
También en la provincia de Formosa se
detectaron ovinos seropositivos para
brucelosis, aunque con prevalencias
individuales mas bajas que para los caprinos:
1,4% versus 12,6%. El presente caso enfatiza
la necesidad de ampliar los estudios para
conocer la epidemiologia de B. melitensis en
ovinos que conviven con caprinos.
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Introduccion

La campylobacteriosis ovina (aborto epidémico
de las ovejas) es causada por Campylobacter
fetus subsp. fetus o Campylobacter jejuni.
Ambas bacterias se caracterizan por causar
abortos durante las ultimas 8 semanas de
gestacion. C. fetus fetus es la mayor causa de
abortos ovinos asociados a especies de
Campylobacter en Australia y Nueva Zelanda,
mientras que en Estados Unidos es C jejuni la
especie mas prevalente. En Argentina si bien
es considerada como una posible causa de
abortos en los rebafios, no existen reportes de
aislamientos a partir de fetos ovinos abortados.
En el presente trabajo se describe el
aislamiento de C. fetus fetus a partir de
muestras de fetos ovinos y placenta
provenientes de una majada con problemas de
abortos.

Materiales y Métodos

En el mes de marzo del 2015 se recibieron en
el laboratorio de bacteriologia de la EEA INTA
Balcarce 2 fetos ovinos mellizos abortados
(oveja 1) y una placenta expulsada por otra
(oveja 2) con antecedentes de abortos, de la
cual no pudo recuperarse el feto. Todos los
especimenes eran procedentes de un tambo
ovino de la provincia de La Pampa con un total
de 178 animales (113 en ordefie). En el
momento del envio de las muestras se habian
registrado un total de 7 abortos.

Durante la necropsia de los fetos abortados por
la oveja 1 se tomaron muestras de diferentes
tejidos y placenta para aislamiento y PCR de
Toxoplasma gondii; Neospora caninum 'y
Chlamydiaceae. Se obtuvieron ademas liquidos
de cavidades de los fetos para
inmunofluorescencia indirecta (IFlI) para la
deteccion de anticuerpos anti-N. caninum y
anti-T. gondii.

Para la realizacion del analisis histopatoldgico
las muestras se colocaron en formol
tamponado al 10% y fueron procesadas
siguiendo la rutina de trabajo del laboratorio de
Patologia Veterinaria de la EEA Balcarce.

Para cultivo bacteriolégico las muestras se
sembraron en placas con agar sangre
Columbia con 7% de sangre bovina
desfibrinada (ASC, 10% CO,), con agar
McConkey (MC, aerobiosis) y con agar Skirrow
(5% O, 5-10% CO, y 85-90% H;), durante 1, 2
y 7 dias respectivamente, a 37°C. Se realizaron

las siguientes pruebas bioquimicas para la
clasificacion de las colonias sospechosas de C.
fetus: produccion de catalasa y SH? en medio
Kigler, desarrollo en glicina a distintos
porcentajes (1%; 1,3%; 1,5% y 1,9%),
resistencia al CINa al 3,5%; crecimiento y
reduccion ante la presencia de selenito de Na
(0,1%) en agar sangre; produccion de SH? en
medio sensitivo (0,02% de cisteina).

Los LC fetales se diluyeron 1:10 para la
deteccion de anticuerpos anti-N. caninum y
anti-T. gondii por IFl. Para la deteccién de T.
gondii por PCR se utilizaron los primers Tox5-
Tox8. Para la deteccion de N. caninum se
utilizé la PCR anidada que amplifica la regiéon
ITS1 del ADN ribosomal. Se realiz6 una PCR
real time para amplificar Chlamydiaceae.

Resultados

A la necropsia los fetos de aproximadamente 9
semanas de gestacion presentaron un estado
inicial de momificaciéon con un acentuado grado
de deshidratacion. El analisis histopatologico
evidencié pericarditis no supurativa leve y
bronconeumonia supurativa. Por otro lado, en
la placenta se observé microscopicamente la
presencia de edema en el espacio
intercotiledonario y placentitis mixta difusa leve.
De las muestras colectadas de pulmon e
higado de ambos fetos abortados (pulmén e
higado) y de la placenta se aisl6 C. fetus fetus.
Las IFl para T. gondii y N. caninum tanto los LC
de los fetos estudiados resultaron negativas. La
PCR de los tejidos fetales y placentas de
ambos fetos resultaron negativos para T.
gondii, N. caninum vy Chlamydiaceae. La
placenta de la oveja 2 result6 positiva a la PCR
para N. caninum.

Foto 1. Fetos ovinos abortados por Campylobacter
fetus fetus, con momificacion y autdlisis.



Foto 2: Especiado de Campylobacter por PCR
multiplex: primers MG3F/MG4F que amplifican una
region de 764pb de C. fetus fetus, 'y
C1165g4F/nC1165g4R que amplifican una regién de
233pb solo presente en C. fetus venerealis. Linea M:
marcador molecular de 100pb; linea 1: control
negativo; linea 2: control de C. fetus fetus; linea 3:
control de C. fetus venerealis; lineas 4-5: pulmones
fetales; linea 6: placenta de oveja #2; linea 7:
placenta de oveja #3; linea 8: placenta de oveja #3.
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Discusion

El presente trabajo reporta el aislamiento de C.
fetus fetus a partir de muestras de fetos ovinos
abortados. Trabajos previos han reportado que
tanto C. fetus fetus como C. jejuni causan
abortos durante las ultimas 8 semanas de
gestacion (abortos tardios). En el presente
trabajo los abortos se presentaron atipicamente
en la etapa temprana de gestacion y C. fetus
fetus fue aislado de todas las muestras
analizadas no habiendo evidencia de ningun
otro agente causante de abortos, encontrando
ademas lesiones microscoépicas producidas por
este agente infeccioso. Esta situacién pudo
haberse debido a una alta contaminacion
ambiental al inicio del brote lo que hizo que los
animales estuviesen expuestos.
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Por otro lado, en la placenta expulsada por la
oveja 2 se aislé C. fetus fetus y se identificd
ADN de N. caninum simultaneamente.

La neosporosis es una causa muy frecuente de
aborto en bovinos aunque el rol de este agente
como causal de abortos en ovinos es discutido.
Sin embargo, la infecciéon natural y el aborto
asociado a N. caninum han sido reportados en
esta especie. Sin embargo, ningun tejido fetal
resulté positivo a la PCR para N. caninum y la
serologia de los LC de los fetos abortados.

En Argentina, son escasos los reportes de
diagndstico de abortos en ovinos, siendo la
mayoria referentes a brucelosis. En el afio
2013 nuestro grupo realizé un relevamiento
serologico en seis establecimientos lecheros
ovinos de la provincia de Buenos Aires, y halld
un 3% de animales seropositivos a N. caninum
y 4/6 establecimientos presentaron al menos 1
animal positivo. Lamentablemente, en el
presente trabajo el suero de la madre de los
fetos abortados no estuvo disponible para su
analisis.

Conclusiones

El presente trabajo reporta por primera vez a C.
fetus fetus como agente causal de abortos en
el periodo temprano de la gestacion en la
especie ovina. Por otro lado, confirma la
presencia de N. caninum en nuestras majadas.
Mas estudios deberian realizarse para poder
conocer la implicancia real de estos agentes
como causales de pérdidas en majadas de
Argentina.
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LISTERIOSIS NEONATAL EN CORDERO: REPORTE DE UN CASO
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Introduccion

La Listeriosis es una enfermedad provocada
por Listeria monocytogenes, bacteria Gram-
positiva, patégeno intracelular que puede vivir
en un amplio rango de temperaturas (3°C a los
45°C) y de pH (5.6-9.6).

La listeriosis esta relacionado principalmente
con cuadros de encefalitis en rumiantes
adultos, aunque se han descrito otros
sindromes como infecciones uterinas, abortos
en cualquier estado de la prefiez, mielitis
espinal, oftalmitis/uveitis, gastroenteritis,
mastitis y enfermedad septicémica (listeriosis
septicémica o visceral).

Esta ultima corresponde a una septicemia
aguda por L. monocytogenes, de poca
frecuencia en los rumiantes pero es la forma
mas comun cuando se presenta en los
animales monogastricos. Este sindrome
septicémico se limita a terneros y corderos
recién nacidos.

Este trabajo reporta un caso de listeriosis
neonatal en un cordero, diagnosticado en el
Servicio de Diagnéstico Veterinario
Especializado (SDVE) del INTA EEA Balcarce
durante 2017.

Materiales y Métodos

El caso ocurrid en un cordero Texel de 7 dias
de edad de una majada del partido de Balcarce
(37°48'21.0"S 58°17'38.9"0), provincia de
Buenos Aires en agosto de 2017.

El cordero era mellizo y no se habian
observado signos clinicos previos a su muerte.
Las ovejas que estaban pariendo estaban
sobre pastizales naturales.

Se recibié en el SDVE y se procedié a realizar
la necropsia y toma de muestras de tejidos
para estudios histopatoldgicos.

Ademas se realiz6 inmunohistoquimica (IHQ)
para L. monocytogenes utilizando un
anticuerpo policlonal (Listeria O, Difco, USA) y
el kit EnVision system (Dako, USA).

Se cultivé higado en aerobiosis en medio agar
sangre Columbia a 37°C.

Resultados

Durante la necropsia se observaron ascites y
multiples areas de necrosis de distribucion
miliar en higado (de 1 a 5 mm de diametro)
(Foto 1).

Foto 1. Multiples focos blanquecinos de diferente
diametro en el parénquima hepatico del cordero.

Se detectaron coagulos de leche en el
abomaso, escaso contenido intestinal y atrofia
serosa del tejido adiposo pericardico vy
perirrenal.

En el analisis histopatologico se corroboré
severa hepatitis necrotizante mixta (Foto 2),
encefalitis mutifocal necrotizante severa (Foto
3), neumonia intersticial leve mixta y adrenalitis
necrotizante focal. Se aislé L. monocytogenes
en pureza del higado (Foto 4), y se
inmunomarcé la bacteria en muestras de
cerebro e higado utilizando IHQ (Foto 5).

Foto 2: Foco de necrosis hepatica con una
respuesta inflamatoria mixta (H&E).



Foto 3. Multiples focos de necrosis con una
respuesta inflamatéria mixta en base cerebral (H&E).

Foto 4. Colonias de L. monocytogenes en agar
sangre aislada del higado.

Foto 5. Inmunomarcaje de L. monocytogenes en el
higado del cordero (IHQ).
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Discusion

Estos hallazgos confirmaron una infeccion
septicémica por L. monocytogenes que
explicaria la muerte de este cordero. L.
monocytogenes es una bacteria responsable
de severas infecciones en humanos y otras
especies.

Aunque la infeccion en rumiantes esta
generalmente asociada con el consumo de
silos mal conservados, animales sanos pueden
ser reservorios, manteniendo la bacteria en su
tracto gastrointestinal y eliminandola en heces.
Algunos aspectos epidemioldgicos de esta
infeccion se desconocen.

En Argentina se han reportado las formas de
encefalitis, digestiva y reproductiva (abortos)
por este agente en bovinos. Sin embargo, para
nuestro conocimiento, esta forma clinica no ha
sido previamente reportada en corderos,
posiblemente permaneciendo sub-
diagnosticada.
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AISLAMIENTO DE Escherichia coli VEROTOXIGENICA A PARTIR DE OVEJAS
CON VAGINITIS
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Introduccioén

La inseminacion artificial es una herramienta
ampliamente utilizada en programas de
mejoramiento genético de los sistemas de
produccion animal. En la actualidad, su
empleo esta asociado con la sincronizacion de
celos, que en el caso de los ovinos se logra
mediante el uso de dispositivos intravaginales
impregnados  con progestagenos.  Sin
embargo, la fertilidad obtenida en ovejas
inseminadas luego de la sincronizacion de
celos con progesterona o progestagenos es
mas baja que la de una ovulacion espontanea,
lo que parece tener un origen multicausal.

La insercion de dispositivos intravaginales en
ovejas multiparas induce alteraciones en la
composicién de la flora normal de la vagina.
Previo a la colocacion de los dispositivos, las
bacterias Gram positivas predominan en la
flora normal de las vaginas de ovejas y
cabras. Los géneros bacterianos mas
importantes  incluyen  Bacillus spp. y
Staphylococcus spp. (Manes et al., 2010).
Luego del retiro de los dispositivos se
presenta un cambio en la flora bacteriana, el
cual consiste en un reemplazo de las bacterias
Gram positivas por Gram negativas. En este
ultimo grupo predominan las enterobacterias,
siendo Escherichia coli y Klebsiella spp. las
aisladas con mayor frecuencia (Suarez et al.,
2006; Manes et al., 2010, Martins et al., 2010).
Ademas, existe un incremento en la flora
bacteriana vaginal, alcanzando su nivel
maximo el 6to dia post insercién del
dispositivo. Entre los dias 6 y 11 no se
muestran cambios cuantitativos (Suarez et al.,
2006).

Escherichia coli es la especie dominante de la
micropoblacion normal aerobia y anaerobia
facultativa del intestino en la mayor parte de
los mamiferos. Es eliminada al exterior por las
heces y se puede encontrar en el medio
ambiente por su capacidad de sobrevivir en el
agua y los alimentos. Algunas cepas de E. coli
son patégenas y pueden producir infecciones
entéricas o extraintestinales (infecciones del
tracto urinario, bacteriemias o septicemias,
meningitis, peritonitis, mastitis e infecciones
pulmonares y de heridas). En este sentido,
existe muy poca informacién con respecto a
las caracteristicas patéogenas de E. coli
asociadas a desordenes reproductivos en
ovejas. En este contexto, se realiz6 el
presente estudio con el objetivo de
caracterizar los genes de virulencia, la

resistencia  antibiética 'y los  grupos
filogenéticos en cepas de E. coli asociadas a
vaginitis en ovejas. La importancia de
identificar filogrupos de las cepas de E. coli
nos permite ubicar las mismas en: comensales
y patégenas; asi como la identificacion de la
presencia de integrasas relacionadas con la
resistencia antibidtica.

Materiales y Métodos

Seis cepas de E. coli fueron aisladas a partir
de 6 ovejas con vaginitis pos sincronizacion
de celo con esponjas impregnadas en acetato
de medroxiprogesterona. Dichas cepas fueron
clasificadas  utilizando el kit API20E
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, France), siguiendo
las especificaciones del fabricante.
Posteriormente, se utilizé la aplicacion API
Lab1 (version 2.1) para comparar los perfiles
de reaccion con la base de datos,
identificandose los aislamientos como E. coli y
conservadas -80°C hasta sus estudios
moleculares. Los genes de virulencia de E.
coli fueron evaluados en aislamientos
sembrados en agar tripteina de soja. La
extraccion de ADN se realizé por ebullicion
(100°C por 5 min.) y los lisados se
centrifugaron (11000 rpm durante 2 min.) para
obtener los sobrenadantes. Mediante la
técnica de PCR simple se analizaron un total
de 17 genes de virulencia: eae (intimina), vt 1
y vt 2 (verotoxina tipo 1 y 2), Ehly
(enterohemolisina), f17G (F17), iucD
(aerobactina), papC (Pap), hlyA (a
hemolisina), afaE-8 (AFA-VIIIl), cdt (toxina de
distension citoletal), clpG (CS31A), cnf (CNF,
factor citotoxico necrotizante), sta (STa, toxina
termostable, variante a), stb (toxina
termoestable, variante b), eltA (LT, toxina
termolabil), f5 (F5 o K99) y f41 (F41).

Se realizd la prueba de sensibilidad a
diferentes antibiéticos de uso veterinario y
humano. Se utiliz6 el método de difusion con
monodiscos de Kirby Bauer, siguiendo las
indicaciones del CLSI.

Los grupos filogenéticos de E. coli se
determinaron utilizando un protocolo de PCR
cuadruplex que permite asignar los diferentes
grupos (A, B1, B2, C, D, E y F) (Clermont et
al., 2013).La deteccion de los genes de
integrasas Clase 1 (intl1) y 2 (intl2) fueron
determinados mediante primers especificos
descriptos por Orman et al., 2002.



Resultados

Sélo 2 (035 y O36) de los 6 aislamientos aqui
evaluados presentaron genes de virulencia
correspondientes al patotipo E. coli
Verotoxigénico (VTEC). Los perfiles de genes
virulencia fueron vt1+, vt2+, Ehly+ para la
cepa 036 y vt2+ para la cepa O36. El analisis
de los grupos filogenéticos (Fig. 1) determiné
que la cepa O35 pertenece a los filogrupos D
o E y la cepa 036 puede incluirse en el
filogrupo B1. La busqueda de secuencias del
gen de integrasa Clase 1 y 2 mediante PCR,
permitié detectar sélo un producto de 1000 pb
aprox. con los primers internos del gen intl2
en la cepa O36 y no se detectd producto en la
cepa 035. Ambas cepas presentaron
resultado negativo para el gen intl1.

Las dos cepas fueron sensibles a acido
nalidixico, amikacina, cefquinoma, cefotaxima,
cefalonio, cloranfenicol, colistina, doxicilina,
enrofloxacina, estreptomicina, florfenicol,
gentamicina, norfloxacina, ofloxacina,
peniciina G, cefepime, sulfonamidas,
tetraciclina, sulfametoxazol + trimetoprima,
aztreonam, ceftazidima, imipenem,
piperaciclina/tazobactama; resistentes a
amoxicilina, amoxicilina + &acido. clavulanico,
ampicilina, bacitracina, cefaclor, cefalexina,
cefalotina, cloxacilina, eritomicina, kanamicina,
neomicina, polimixina B, rifampicina,
tilmicosina, vancomicina. Mientras que 035
fue sensible a fosfomicina, oxitetraciclina y la
036 fue resistente a los Ultimos dos
antibioéticos mencionados.

Discusion

El patotipo VTEC presente en los dos
aislamientos donde se detectaron las toxinas
vi1+, vt2+, Ehly+ ha sido citado como causa
de vaginitis, placentitis y abortos en ovinos
(Sargison et al, 2013). La afiliacion
filogenética permite predecir la mayor o menor

22

patogenicidad de las cepas aqui estudiadas
respecto a las conocidas en analisis previos.
Los filogrupos A y B1 incluyen cepas
comensales o patégenas con menor numero
de genes de virulencia, mientras que los
filogrupos B2, D y E incluyen cepas patdgenas
con mayor numero de genes de virulencia e
extraintestinales. Los resultados obtenidos
con la cepa O35 (D o E) y 036 (B1) coincide
con las caracteristicas mencionadas.

La multirresistencia observada en las cepas
estudiadas permite la busqueda de integrones
como posibles responsables de la misma. La
deteccion de un amplicén intl2 en la cepa 036
es el primer paso en la caracterizacion de los
genes de resistencia presentes en el integron.
Al realizar la inseminacion artificial en las
ovejas el semen es depositado en el fondo de
vagina. Los efectos de E. coli sobre diferentes
parametros de calidad espermatica han sido
estudiados de manera extensa en humanos y
en algunas especies animales. En ovinos,
Flores (2014) ha determinado que E. coli
aisladas de vaginitis son capaces de alterar
los parametros de calidad espermatica in vitro.
Sin embargo en este trabajo se utilizdé un pool
de cepas causantes de vaginitis, futuros
trabajos deberian ser orientados a trabajar
con cepas previamente caracterizadas
genéticamente.

Conclusiones

En el presente trabajo se logré por primera
vez caracterizar molecularmente en Argentina
cepas de E. coli aisladas de vaginitis en
ovinos. La realizacion de futuros trabajos
permitira la caracterizacion de mayor numero
de cepas de E. coli aisladas de casos de
vaginitis y, posteriormente, la implicancia de
los diferentes patotipos en diferentes
patologias reproductivas de la especie. Asi
también como las implicancias en la salud
animal y publica de las multiresistencia a los
antibiéticos aqui hallada.
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Introduccion

La inseminacion artificial es una herramienta
ampliamente utilizada en programas de
mejoramiento genético de los sistemas de
produccion animal. En la actualidad, su empleo
estd asociado con la sincronizacién de celos,
que en el caso de los ovinos se logra mediante
el uso de dispositivos intravaginales
impregnados con progestagenos (Abecia et al.,
2012).Sin embargo, la fertilidad obtenida en
ovejas inseminadas luego de la sincronizacién
de celos con progesterona o progestagenos es
mas baja que la de una ovulacién espontanea,
lo que parece tener un origen multicausal.

En ovejas multiparas, la insercion de
dispositivos  intravaginales  (esponjas o
dispositivos de silicona) induce alteraciones en
la composicién de la flora vaginal normal. Estas
alteraciones se caracterizan por cambios en la
flora vaginal normal que pasan de flora Gram
positiva (normal) hacia una prevalencia de la
flora Gram negativa con predominio de
enterobacterias (Manes et al., 2010). Estas
modificaciones en la biota bacteriana podrian
ser atribuidas a cambios en el medio ambiente
vaginal generados por la presencia de los
dispositivos que favorecerian el desarrollo de
enterobacterias oportunistas.

E. coli es la bacteria aislada con mayor
frecuencia en casos de vaginitis provocadas
por esponjas intravaginales para sincronizacion
de celos en ovinos. El efecto de E. coli sobre la
supervivencia espermatica en el hombre ha
sido estudiada extensamente (Diemer et al.,
2000; Villegas et al., 2005), sin embargo, son
escasos los trabajos en animales.

El objetivo de este trabajo fue determinar las
alteraciones in vitro que se producen en
diferentes parametros de calidad en ESPZ de
carneros coincubados con distintas
concentraciones de cepas de E. coli aisladas
de ovejas con vaginitis producidas como
consecuencia del uso de esponjas
intravaginales.

Materiales y Métodos

Se utilizaron eyaculados de 15 carneros
adultos de raza Texel, con buena condicion
corporal y de fertiidad comprobada. Los
eyaculados con movilidad masal microscopica
(MMM) = 4 en una escala de 0 a 5 fueron
seleccionados y divididos en cuatro alicuotas
con una concentracion espermatica de 400 x

10° espermatozoides (ESPZ)/mL para luego
ser incubados con concentraciones crecientes
de E. coli en un medio PBS (10° UFC/mL, 10’
UFC/mL y 108 UFC/mL). La alicuota restante
permanecié como grupo control sin bacterias.
Las evaluaciones se realizaron a 37°C en tres
tiempos: 0,5 h, 1,5 h y 2,5 h. Se evalué:
motilidad espermatica total (MET), motilidad
rectilinea progresiva (MRP), integridad de la
membrana, funcionalidad de la membrana,
integridad acrosomal y porcentaje de ESPZ en
proceso de apoptosis.

Resultados

Se logr6 determinar que E. coli afecta
negativamente la calidad espermatica en
ovinos, afectando las 6 variables estudiadas.
Las variables MET (Figura 1) y MRP (Figura 2)
presentaron una interacciéon entre las distintas
concentraciones bacterianas y el efecto del
tiempo. Mediante la prueba de Eosina
Nigrosina se evalu6 el porcentaje de ESPZ con
membrana plasmatica integra (Figura 3 y 4).
No se observo efecto significativo (P= 0,58) de
la interaccion entre los tiempos de incubacién y
las concentraciones bacterianas. Se observo
que todas las concentraciones evaluadas
afectaron de manera significativa (P<0,05) la
integridad de la membrana. Al evaluar el efecto
del tiempo de forma individual demostramos
existencia de diferencia estadistica entre todos
los tiempos evaluados (P<0,05). En el caso de
los ESPZ en proceso de apoptosis se
determind la existencia de diferencias
significativas desde las coincubaciones sobre
10°UFC/mL de esta bacteria.

Figura 1. Porcentaje de espermatozoides con
motilidad espermatica total (MET), (media y DS)
luego de 0,5; 1,5 y 2,5 horas de incubacién a 37°C
con diferentes concentraciones de E. coli. en un
mismo tiempo.



Figura 2. Porcentaje de espermatozoides (ESPZ)
con movimiento rectilineo progresivo (MRP) (media y
DS) luego de 0,5; 1,5 y 2,5 horas de incubacion a
37°C con diferentes concentraciones de E. coli.

Figura 3. Porcentaje de espermatozoides (ESPZ)
con membrana integra (media y DS) luego de 0,5;
1,5y 2,5 horas de incubacion a 37°C con diferentes
concentraciones de E. coli. Letras distintas A, B, C
indican diferencias estadisticas (P<0,05) entre
tiempos en la misma concentracion.

Figura 4. Determinacion de la integridad de la
membrana en ESPZ ovinos mediante la técnica de
Eosina Nigrosina. Los ESPZ con cabeza tefida de
rosa (total o parcialmente) indican membrana
alterada, mientras que los que se presentan con la
cabeza sin colorear se consideran con su membrana
integra (40x).

Discusion

En estudios previos de nuestro grupo de
trabajo E. coli ha sido la bacteria hallada con
mayor frecuencia en ovejas con vaginitis
producto del uso de dispositivos intravaginales.
Como se dijo anteriormente, son escasos los
trabajos en los cuales se estudio el efecto de la
contaminacién bacteriana sobre la calidad
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seminal de ovinos. La mayoria de los trabajos
existentes (tanto en humanos como en
animales) focalizan la posible contribuciéon de la
bacteria a la subfertilidad centrandose en el
macho como fuente de contaminacion del
semen, relacionando la presencia de E. coli con
contaminaciones  ocurridas  durante los
procesos de extraccion y conservacion de
semen. Sin embargo, bajo las condiciones de
nuestro ensayo se pudo demostrar que cepas
de E. coli aisladas de ovejas con vaginitis
tienen la capacidad de producir alteraciones en
los parametros de calidad espermatica,
estando estas alteraciones directamente
relacionadas con la capacidad fecundante de
los ESPZ. Al respecto, diferencias significativas
entre el grupo control y las muestras de semen
coincubadas con E. coli fueron encontradas en
todas las variables estudiadas (MET, MRP,
integridad de membrana, funcionalidad de
membrana, integridad acrosomal y porcentaje
de ESPZ en proceso de apoptosis), estas
diferencias estuvieron en la mayoria de los
casos relacionadas con la concentraciéon de
bacterias utilizadas y existiendo ademas, en
algunos casos, una interaccion entre el tiempo
y la concentracion bacteriana utilizada.

La disminucién observada en la MRP seria
producto de la adhesion de E. coli a los ESPZ.
Varios autores han demostrado la capacidad de
E. coli de unirse a la membrana espermatica y
producir cambios ultra estructuralmente a nivel
de la pieza media, la membrana plasmatica y el
acrosoma. ElI MRP es fundamental para la
fecundacion, ya que este movimiento de
avance permite a los ESPZ llegar en pocos
minutos a las trompas uterinas, por lo que es
un valor indicativo de fertilidad.

Conclusion

Los resultados aqui obtenidos indican una
disminucioén de la capacidad fecundante de los
ESPZ al ser coincubados con altas
concentraciones de E. coli.
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Introduccion

En Los Llanos de La Rioja (LLLR), las cabras
ante la precariedad o ausencia de alambrados
en los predios pastan en tierras que exceden
los limites de sus propietarios mezclandose con
otras majadas, otorgandole al sistema un uso
particular de la tierra para el pastoreo. Esta
forma de organizacién y de produccion plantea
retos cuando se afrontan problemas sanitarios
caprinos, que no pueden ser abordados
Unicamente bajo una logica intrapredial, como
por ejemplo: el aborto en cabras. Por otra
parte, se define a una unidad epidemiolégica
(UE) como “...un grupo de animales que tienen
una determinada relacién epidemioldgica...la
misma posibilidad de exposicidon a un agente
patégeno, sea porque comparten el mismo
espacio (un corral por ej.), sea porque
pertenecen a una misma explotacion...” (OIE
2010). En este sistema, existen diversos
elementos que complejizan las relaciones
epidemioldgicas entre majadas y por ende, las
estrategias de control y prevencion de
enfermedades caprinas. El objetivo del
presente ensayo es exponer los elementos que
complejizan las relaciones epidemiolégicas y
discutir una metodologia para el abordaje del
problema del aborto segun la forma en que se
organiza la produccion en sistemas caprinos en
LLLR.

Materiales y Métodos

-Condiciones Agroecoldgicas: La mitad sur de
la provincia se conoce como LLLR vy
corresponde por sus caracteristicas
fitogeograficas y climaticas al Chaco Arido
Argentino. EI 80% de las precipitaciones
ocurren entre noviembre y marzo, disminuyen
de E a O de 400 a 150 mm/afio, con alta
variabilidad intra e interanual. La vegetacion es
de tipo xerdfila y se distribuye en tres estratos:
arbéreo aislado, arbustivo continuo y herbaceo
discontinuo representado por gramineas
(Morello 1986). -Sistema de produccion
caprino: En La Rioja existen 6.736
explotaciones agropecuarias (EAP’s)
pertenecientes a pequenos productores (PP),
ocupando 672.621 ha (22% de la superficie de
produccion). LLLR concentran el 84% de las
existencias caprinas (192.324 cabezas) y el
91% de las bovinas (237.930 animales) de la
provincia. Distribuidas en 3.152 EAP’s (54%
con limite definido - CNA, 2002). Los caprinos
son explotados por PP, con caracteristicas

propias como son: un bajo nivel de inversion en
infraestructura predial y escasa adopcién de
tecnologia de proceso, directamente
relacionado a las condiciones de acceso a la
tierra (ocupante, posesion veinteafal, titulos
imperfectos y menos de mil has) y al agua
(represa comunal o individual). EI Monte nativo
es el principal recurso forrajero en
explotaciones extensivas, con pastoreo diurno
sin pastor y encierre nocturno en corral, en
épocas criticas  (invierno-primavera) se
suplementa con maiz. Los servicios son
continuos (no se separan sexos o categorias)
sin embargo se estacionan naturalmente
(diciembre a julio). En los “llanos” y en la
“sierra”, ante  alambrados  perimetrales
precarios o0 la minima existencia de ellos
(respectivamente), las cabras pastan en
campos de sus propietarios y de distintos
duefios, haciendo uso de la tierra como un gran
campo comunitario, otorgandole al sistema
caprino una particular organizacion para el
pastoreo que no generaria conflictos entre
vecinos de este tipo social agrario. Existe
especial empefo por la sanidad caprina y
resulta comun la consulta a veterinarios sobre
tratamientos a enfermedades reconocidas por
productores. La principal consulta es el aborto
caprino. -Causas de Aborto Caprino: En primer
lugar, debemos sefialar que los caprinos
poseen un mecanismo evolutivo, adaptativo y
protector, que se desencadena cuando
gestando, la vida de la madre esta en peligro.
Se produce desde el dia 101 y hasta fines de la
gestacion, cuando la placenta se vuelve
receptiva a la accion del cortisol en condiciones
de estrés, debido al aumento progresivo de
receptores a esteroides y la merma de
receptores a progesterona (Lopez et al., 2012).
En segundo lugar, las causas infecciosas de
aborto en caprinos, son entre otras:
Clamidiasis, Toxoplasmosis, Campilo-
bacteriosis, Mycoplasmosis, Leptospirosis vy
Brucelosis. Estas reducen los indices
productivos e impactan negativamente en la
salud de las familias rurales, pues son
zoonodticas. -Epidemiologia en sistemas de
produccion caprina: Partiendo de la definicion
de UE expresada anteriormente, creemos
necesario, en nuestro sistema, abordar el
aborto caprino desde varias dimensiones: las
enfermedades, sus epidemiologias, las formas
de organizaciéon social y productiva, y otros
elementos que complejizan definir la UE en el
sistema, estos son: a.- Sitio comun de




pastoreo: como fue descripto anteriormente. b.-
Distancia entre corrales: La cercania entre
corrales toma relevancia  durante la
reproduccién, ya que los PP declaran que
chivos de diferentes corrales conforman grupos
“sexualmente activos” que se establecen
algunos dias en un corral para dar servicio a
las hembras en celo, para luego continuar de
igual forma en corrales vecinos. c.- Extravios
de caprinos: Es comin que en épocas
ventosas del afo, grupos de cabras de la
majada se “extravia” y se integran a otra
majada. Habitualmente, el duefo las recupera
gracias a la organizacion de este tipo social
agrario. Abordando las multiples dimensiones
enunciadas, entendemos que la UE debe
trascender el enfoque intrapredial, adaptarse al
espacio y condiciones reales de produccion, y
de esta forma contener las relaciones
epidemiolégicas que el sistema plantea. -Nueva
Estrategia de abordaje: Metodologia de
intervencién de tipo comunitaria: Se entiende
como Intervencién Comunitaria (IC) al conjunto
de acciones destinadas a promover el
desarrollo de una comunidad a través de la
participacion activa de ésta en |la
transformacion de su propia realidad,
capacitandola, fortaleciéndola, favoreciendo su
autogestién. Una comunidad con capacidad de
decision y de accion, se fortalece como espacio
preventivo (INDES, 2000). El proceso de IC
debe ser integral (ya que enfrenta causas y
efectos) y dinamico; pues los pasos se dan en
forma simultanea, secuencial e
interrelacionada. La condicién es que ocurra en
un espacio fisico-social concreto (sector foco).
En él, los sujetos participan activamente en la
transformacién de su realidad, a partir de sus
problemas concretos (Asun, 1993). En este
marco, el abordaje del aborto caprino requiere
una intervenciébn que recupere y ponga en
accion las caracteristicas citadas, pues se
procura promover procesos de transformacion
de la realidad a través de la toma de conciencia
de los sujetos involucrados, de problemas
comunes Yy sus soluciones. Esta estrategia nos
asegura sensibilizacién sobre la problematica,
lo que redundaria, entre otras en:
involucramiento y  participacion de la
comunidad en talleres, capacitaciones,
acuerdos y acciones consensuadas, la gestién
de actividades y compromisos, la relaciéon con
otras instituciones y las estrategias de control y
vigilancia necesarias. Para garantizar que los
productores participen activamente en la
propuesta de trabajo y el programa de
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acciones, es necesario desarrollar estrategias
sociales que generen compromisos e
involucren a todos (acercamiento desde los
vecinos, desde las instituciones, etc.), ademas
de llevar actas y registros escritos de los
acuerdos logrados durante las reuniones. No
pretendemos detallar las actividades, pero
teniendo en cuenta que algunas enfermedades
son zoondticas y que el sacrificio de cabras es
una posibilidad sanitaria, siendo esta una
medida sanitaria desalentadora de la
produccion, resultaria conveniente discutir y
acordar con la comunidad una estrategia para
reponer animales. Contemplar la vinculacion a
frigorificos caprinos, buscar fuentes de
financiamiento o que la propia comunidad
aporte animales para la reposicion, son alguna
de ellas. Con los resultados e identificadas las
enfermedades, se discutirdn las medidas de
prevencion, de control y la estrategia de
reposicion con el consenso mayoritario. Todas
las acciones requeriran recursos materiales,
econdmicos y humanos. De alli la importancia
del trabajo junto a otras organizaciones civiles,
distintos actores del territorio y programas
gubernamentales involucrados en la tematica.

Conclusiones

La organizacién social y productiva caprina de
LLLR admite un abordaje participativo y
comunitario para el tratamiento  de
problematicas sanitarias, ya que el control y
vigilancia epidemiolégica no puede realizarse
solamente a nivel predial.

Fortalecer la comunidad, sus lazos de
confianza respetando los compromisos,
permitira llevar a cabo las acciones necesarias.
Es preciso el trabajo conjunto con otras
instituciones relacionadas con la produccion
caprina, la sanidad animal y la salud humana.
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BALANOPOSTITIS Y VULVITIS ULCERATIVA INFECCIOSA EN OVINOS
MERINO DE LA PATAGONIA ARGENTINA

Robles, C.A."; Paramidani, M.%; Armando, S.V."
'Grupo de Salud Animal, INTA Bariloche, ®Veterinaria Alvear, Esquel, Argentina.

Introduccioén

Durante el servicio de otofo, en Mayo de 2007
en un establecimiento ovejero de la provincia
de Chubut, dedicado a la cria de ovinos
Merino para produccion de lana fina, se
estaban usando carneros vasectomizados
(retajos) para detectar celo en hembras para
ser inseminadas, cuando se empezaron a
observar retajos con lesiones ulcerativas en
pene y prepucio y algunas hembras con Ulceras
en la zona vulvar. Ello derivd en el inicio a una
tarea de investigacion a fin de caracterizar
clinica y epidemiolégicamente la enfermedad
presente, intentar determinar su causa vy
establecer un tratamiento para controlar el
brote.

Materiales y Métodos

Se realiz6 la anamnesis del caso y se
selecciond un retajo y una hembra enfermos
que fueron trasladados al INTA Bariloche para
su estudio.

De ambos animales se realizaron hisopados de
pene y prepucio y de vulva respectivamente
que fueron cultivados en placas de agar sangre
a 37°C en aerofilia y microaerofilia con el
agregado de 10% de Dioxido de carbono.
Posteriormente el macho fue necropsiado
recolectandose = muestras de  vesiculas
seminales, ampollas de los conductos
deferentes, epididimos, testiculos, ganglios
linfaticos escrotales y orina que se cultivaron
bajo las mismas condiciones que los
hisopados.

Paralelamente, se revisd clinicamente el total
de retajos del establecimiento para determinar
prevalencia, cantidad y tipo de lesiones y
distribucion etarea de los afectados y se
realizaron hisopados de pene y prepucio para
cultivos bacteriolégicos a otros 7 retajos
afectados.

Resultados

El dia 15 de mayo del 2007 se inicia en el
establecimiento el trabajo de deteccién de celo
mediante el uso de retajos y el dia 28 de mayo,
sobre los 29 retajos que se estaban usando se
detectan 10 (34.5%) animales afectados. A la
posterior revisacion clinica del total de los 244
retajos se pudo observar que 74 (30.3%) de
los animales estaban afectados.

Entre los signos y lesiones mas caracteristicos
se encontraron: dolor en la zona prepucial,
goteo de liquido sanguinolento por el orificio
prepucial, congestion del prepucio, pene
congestivo y turgente, presencia de ulceras en
el glande del pene con la presencia de
coagulos que ocupaban la cavidad de la ulcera
y en otros casos con presencia de pus
maloliente. En la Tabla 1 se presenta una
sintesis de los hallazgos clinicos mas
importantes en los 74 retajos afectados.

Tabla 1. Frecuencia de los principales signos y lesiones detectadas en los 74 retajos afectados.

Signos - Lesiones detectados
Congestion en pene

Congestion en prepucio

Ulcera con coagulos de sangre y/o pus
Ulcera cicatrizando

Pene turgente

Edema de glande

Fimosis / Parafimosis

Total animales con lesiones

Cantidad de animales %

59 79.7
54 73.0
14 18.9
9 12.2
6 8.1
3 4.1
3 41
74



Finalmente, se reviso clinicamente el total de
reproductores del establecimiento,
observandose que, sobre 380 carneros solo 8
(2.1%) presentaban algun tipo de lesion
compatible con las observadas en los retajos.
Asimismo, sobre un total de 1700 hembras que
fueron inseminadas, solo en 15 (0.88%) se
hallaron lesiones de vulvitis ulcerativa.

En el macho remitido para estudio, se observé
turgencia del pene, congestion severa del pene
y prepucio y lesiones ulcerosas sangrantes en
el glande (Foto 1). Al agravarse las lesiones
iniciales el animal fue sacrificado y
necropsiado. Macroscépicamente se constatd
que las lesiones estaban restringidas a pene y
prepucio, no observandose lesiones en el pene
peritoneal, glandulas anexas, testiculo,
epididimo y vejiga urinaria.

Foto 1. Pene y prepucio de un retajo recientemente
afectado donde resalta la congestiéon del prepucio y
del pene y la presencia de ulceras cubiertas con
coagulos de sangre.

En la hembra remitida para estudio, el cuadro
clinico estaba caracterizado por una congestion
de vulva y vagina y por la presencia de ulceras
costrosas y sangrantes ubicadas principalmen-
te en la piel de la zona vulvar (Foto 2).

Foto 2. Vulva de una borrega afectada. Nétese la
presencia de Ulceras costrosas y con presencia de
pus en algun sector.
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De los hisopados realizados de las areas
afectadas tanto del macho como de la hembra,
se aislo Arcanobacterium pyogenes,
Pasteurella multocida y Streptococcus viridans.
De las muestras de o6rganos reproductivos
internos obtenidas del macho tras la necropsia,
no hubo aislamientos. De los hisopados de
pene y prepucio de los 7 animales del lote de
244 retajos, se aisl6 de todos ellos
Arcanobacterium pyogenes 'y Pasteurella
multocida y en dos de ellos Streptococcus
viridans. De los antibiogramas realizados se
determind que las 3 cepas aisladas eran
sensibles a penicillina, ampicilina, tetraciclinas
y ciprofloxacina.

Discusion y Conclusiones

Teniendo en cuenta que al inicio del servicio
todos los animales estaban sanos y que 2
semanas después el 34.5% de los mismos ya
estaban afectados, implica una alta tasa de
infeccion.

El hecho de que la enfermedad se haya
propagado durante el periodo en que los
retajos eran usados a diario para detectar las
hembras en celo, es altamente sugerente de
que la via de contagio haya sido la venérea,
siendo los retajos 14 veces mas susceptibles
que los carneros y 34 veces mas que las
ovejas madre.

A pesar de la agresividad de la enfermedad, la
presencia de lesiones e indicios de infeccion,
estuvieron circunscriptas al pene, prepucio y
vulva, no estando afectado el resto de los
6rganos del aparato reproductivo

El aislamiento en forma consistente de
Arcanobacterium pyogenes 'y Pasteurella
multocida de todos los animales muestreados
en esta oportunidad, sugieren que una de estas
bacterias o0 ambas en conjunto podrian ser las
causantes del brote que se reporta.

Se concluye que se tratd de un brote de
“Balanopostitis y vulvitis ulcerativa” de caracter
infeccioso, de curso rapido causado por
Arcanobacterium pyogenes o Pasteurella
multocida o ambos agentes a la vez.

Se instauré un tratamiento antibiético a base
de oxitetraciclinas de acciéon prolongada que
resulto efectivo en el control del brote.
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ENCUESTA SEROLOGICA SOBRE BRUCELOSIS EN CAPRINOS DE LA
PROVINCIA DE MENDOZA

Robles, C.1; Bernard, 0.2; Zenocrati, L.3; Marcellino, R
'Grupo Salud Animal INTA Bariloche; 2Programa Caprino, Direccion de Ganaderia, Mendoza; *Comision
Provincial de Sanidad Animal de Mendoza

Introduccién

La Brucelosis caprina es una enfermedad
infecto-contagiosa crénica producida por
alguna de las 3 biovariedades de Brucella
melitensis, bacteria que fuera aislada por
primera vez en 1887 por Bruce a partir de
muestras de bazo de soldados enfermos en la
isla de Malta. Si bien Brucella melitensis, tiene
al caprino y al ovino como sus huéspedes
naturales pude infectar una gran cantidad de
especies animales y al ser humano,
constituyendo una de las zoonosis de mayor
importancia en el mundo.

La enfermedad tiene una amplia distribucion
mundial, siendo endémica en todos los paises
europeos del Mediterraneo, paises del Medio
Oriente, Latinoamérica, Centro y Oeste de Asia
y esporadicamente en paises de Africa y en la
India (Alton, 1990; Crespo Ledn, 1994).

En vista de la preocupacion existente en la
provincia de Mendoza por la presencia de esta
enfermedad en caprinos y humanos,
evidenciada en el Foro Caprino realizado en
Malargue en abril del 2004 y en el Foro de
Brucelosis Caprina realizado en Julio del 2004,
se concluyd en el seno de la Comision Asesora
Provincial Caprina (C.A.Pro.Ca) que se debia
realizar un estudio para conocer la situacion de
la brucelosis caprina en la provincia, para luego
determinar las medidas de control a
implementar. Durante 2005 y 2006, se realizd
un trabajo conjunto entre la Direccion de
Ganaderia de la Provincia de Mendoza, la
COPROSAMEN vy el INTA Bariloche para
estimar la prevalencia seroldgica y conocer la
distribuciéon, segun zonas, de la Brucelosis
caprina a nivel provincial.

Materiales y Métodos

El area del estudio comprendio el total del
territorio de la provincia de Mendoza. Teniendo
en cuenta las diferencias agro-ecoldgicas que
tiene el territorio provincial y las diferencias en
los sistemas de produccion caprina, se dividio
la provincia en 5 zonas homogéneas.

Siguiendo la metodologia de muestreo aleatorio
en 2 etapas y agregando un 35% mas de
animales a sangrar para cubrir posibles
perdidas de muestras o muestreos fallidos, se
decidié6 muestrear 15 cabras adultas (mayores
de 2 dientes) de cada uno de los 620 puestos
que salieran sorteados.

Se tomaron muestras de sangre en forma
individual de cada animal de la vena yugular
mediante sistema vacutainer. Tras un reposo
de 24 horas, se extrajeron los sueros, se
pasaron a un tubito eppendorf y se congelaron
a —20°C hasta su procesamiento.

La determinacion de infeccion por Brucella se
realizd6 en forma indirecta a través de la
deteccion de  anticuerpos  anti-Brucella
mediante el uso de la prueba de aglutinacion
rapida en placa con antigeno buferado-BPA.

Resultados

En la Tabla 1 puede observarse la cantidad y el
porcentaje de establecimientos que resultaron
positivos por region, como asi también el rango
de las prevalencias a nivel de predios positivos
que se hallaron en cada zona. Se consideré
establecimiento positivo todo aquel que tuvo al
menos un animal positivo a la serologia
diagndstica.

Tabla 1. Cantidad de establecimientos muestreados, cantidad y porcentaje de establecimientos positivos.

N° de puestos N° de puestos % puestos Rangos de sueros
muestreados positivos positivos positivos segun puesto
Zona 1 159 68 43 % 6.7-80 %
Zona 2 45 9 20 % 6.7 - 66.7 %
Zona 3 137 29 21 % 6.7-38.5%
Zona 4 180 44 24 % 6.7 - 66.7 %
Zona 5 45 9 20 % 6.7-53.3%
Totales 566 159 28.1%
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En la Tabla 2 se presentan los resultados a la serologia diagndstica realizada sobre 8377 sueros

colectados en las 5 regiones.

Tabla 2: Resultados de la serologia obtenidos con la prueba del BPA.

N° de sueros N° de sueros % sueros BPA positivos
obtenidos positivos a BPA
Zona 1 2.373 224 94
Zona 2 667 36 54
Zona 3 2.023 61 3.0
Zona 4 2.639 115 44
Zona 5 675 41 6.1
Totales 8.377 477 5.7

Discusion y Conclusiones

De los 566 puestos muestreados, 159 (28.1%)
resultaron positivos a la serologia de Brucella.
Mientras que las zonas 2, 3, 4 y 5 rondan el
20% de puestos infectados, la zona 1 duplicé
esa cifra con un 43% de puestos infectados
(Tabla N° 1). Los resultados de la zona 1 (43%
de puestos positivos), estdn en concordancia
con lo hallado previamente (42%) en el
departamento de Lavalle, el cual esta incluido
en la zona 1 de nuestro estudio. La razéon de
esta diferencia tan marcada en la zona 1 se
desconoce, por lo que seria conveniente
realizar un estudio para determinar los posibles
factores de riesgo involucrados en el
mantenimiento y difusion de la infeccion en las
diferentes zonas.

De las 8377 muestras de suero procesadas,
477 resultaron positivas al BPA, lo cual
equivale a un 5.7% del total de los animales
muestreados (Tabla N° 2). De este estudio
surge que la enfermedad esta presente en toda
la provincia, sin embargo su distribucién no es
homogénea ya que hay areas que duplicarian
(zona 5) o triplicarian (zona 1) la prevalencia de
brucelosis de la zona 3 que fue la de menor
prevalencia.

En vista de los resultados obtenidos con la
serologia, se podria concluir que la enfermedad
estaria distribuida en la totalidad del territorio
provincial. Sin embargo solo el 28.1% de los
establecimientos muestreados resultaron
positivos. Dentro de los establecimientos
positivos se observé una variacion de las
prevalencias de entre 6.7% al 80% lo cual
constituye un hecho preocupante, en el sentido
que esos establecimientos con alta prevalencia,
constituyen reservorios importantes de la
enfermedad y fuentes permanente de contagio
a animales y humanos de otros puestos.

A fin de transpolar los valores hallados en la
muestra a la poblacion total de la provincia, se
podria inferir con un 95% de confianza que la

prevalencia de establecimientos infectados en
la zona estudiada es de 28.1 = un error
absoluto de 6.0 (22.1% - 34.1%) y que la
prevalencia de animales infectados en la
provincia seria de 5.7% + un error absoluto de
1.5 (4.2% a7.2%).

En concordancia con las recomendaciones de
los organismos internacionales y comités
cientificos relacionados al desarrollo y la salud
como FAO, OIE, WHO, Unién Europea y
expertos involucrados en el control de la
brucelosis caprina, se deberia pensar en un
programa de vacunacion masiva de jovenes y
adultos durante los primeros 6 a 8 afos del
plan, utilizando la vacuna Brucella melitensis
REV | a dosis completa via conjuntival.
Finalizada esta etapa y tras la evaluacion del
programa, se podra continuar con la misma
estrategia o pasar a un sistema de mayor
control ejerciendo una fuerte vigilancia
epidemiolégica sobre toda la poblacién caprina.
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BRUCELOSIS CAPRINA: ENCUESTA SEROLOGICA EN MAJADAS DE LA
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Introduccion

La brucelosis caprina es una enfermedad
infectocontagiosa, de curso croénico, producida
por Brucella melitensis, bacteria Gram negativa
altamente patdégena, cuyos hospedadores
principales son el caprino y el ovino;, no
obstante, también puede afectar a otras
especies animales y al hombre, y es
responsable de una de las zoonosis mas
severas y de mayor relevancia en el mundo.
Esta enfermedad ocasiona importantes
trastornos reproductivos en las majadas, ya
que clinicamente se caracteriza por abortos en
hembras, nacimiento de crias poco viables y
alteraciones del aparato genital en los machos.
La transmisién al hombre puede ser en forma
directa, por contacto con materiales
provenientes de animales infectados; o
indirecta, por consumo de productos lacteos o
derivados contaminados y no pasteurizados. El
reservorio de B. melitensis son los caprinos
infectados, por lo que el control de la brucelosis
se basa en el diagnéstico y en la eliminacién de
esos animales. Si bien la infeccion por B.
melitensis es considerada endémica en las
areas de cria caprina del noroeste argentino
(NOA), la informacion disponible indica niveles
variables de prevalencia en las provincias que
conforman esta region. Asi, la provincia de
Jujuy, con una poblacién de 152.952 caprinos,
registra escasos antecedentes de brucelosis
caprina. En ella, la Quebrada de Humahuaca
conforma una zona agroecologica homogénea
donde habita una poblacion de 51.593
caprinos, equivalente a un tercio del total
provincial. La mayoria de las majadas
pertenece a pequefos productores de bajo
nivel socioeducativo, que basan su produccion
en una actividad agricola-ganadera de
autoconsumo, mercadeo y trueque,
caracterizada por una pobre diversificacion,
bajos indices productivos y escasa adopcion de
tecnologia.

La brucelosis caprina puede ocasionar serios
perjuicios en estas economias regionales de
subsistencia pues, ademas de afectar la salud
publica, constituye una barrera para la
comercializacion de los animales y de sus
productos. A fin de contar con informacion
epidemiolégica actualizada de esta
enfermedad, se realizd una encuesta
seroldgica en majadas caprinas de la Quebrada
de Humahuaca.

Materiales y Métodos

El estudio se realizé en los tres departamentos
que comprenden la Quebrada: Tumbaya,
Tilcara y Humahuaca. La Quebrada es un valle
andino que se extiende de norte a sur, cuyas
coordenadas extremas son: Norte 22°35’ S —
65°21° W, Sur 24°01’S — 65°26° W, Este
23°09°'S- 65°02° W y Oeste 23°08’ S - 65°43
W. La altitud sobre el nivel del mar oscila entre
los 1.350 y 3.440 m. El régimen térmico esta
determinado en parte por el relieve vy
principalmente por la altitud. El clima es arido
con acentuada amplitud térmica diaria. La
temperatura media anual ronda entre los 12 °C
y los 14 °C. Las precipitaciones, torrenciales y
estivales, no superan los 200 mm anuales.
Entre setiembre 2006 y noviembre 2008 se
tomaron muestras de sangre de 3.271 caprinos
adultos de 234 majadas, las que en promedio
contaban con 113 caprinos (rango 5-540), en
su mayoria mixtas con ovinos. Las muestras de
sangre entera se obtuvieron en forma individual
por puncion de la vena yugular. Una vez
liberados, los sueros se centrifugaron a 2.500
rom por 10 minutos y se conservaron en tubos
Eppendorf a -20 °C hasta su procesamiento por
la prueba diagnéstica tamiz de BPA y por FC
como prueba confirmatoria. En ambas se utilizé
como antigeno Brucella abortus (Lab. Biotenk).
El muestreo fue por conveniencia, segun los
limites practicos impuestos por el entorno:
capacidad de trabajo del equipo de campo,
accesibilidad en terreno y disposicion de los
propietarios de las majadas para acceder a los
requerimientos inherentes al estudio.

Resultados

La Tabla 1 detalla el numero de caprinos y
majadas muestreadas, el total de caprinos de
esas majadas y el stock caprino por cada
departamento de la Quebrada de Humahuaca.
Solo nueve hembras (0,27%) de ocho majadas
(3,41%) fueron positivas a BPA, pero ninguna
fue confirmada por FC.

El total de caprinos integrantes de las majadas
involucradas en este estudio ascendi6 a la
mitad (51%) de la poblacion de caprinos
censada para los tres departamentos de la
Quebrada con porcentuales diferentes entre
ellos: 61% en Tumbaya, 79% en Tilcara y 33%
en Humahuaca. Ademas, el total de caprinos
muestreados alcanzé al 12,4% de ese
universo.
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Tabla 1. Caprinos muestreados segun sexo, nimero de majadas muestreadas, total de caprinos de esas
majadas y stock caprino por cada departamento de la Quebrada de Humahuaca, provincia de Jujuy, Argentina.

D Caprinos muestreados Numero de  Total caprinos Stock caprino
epartamento majadas por majada del
muestreadas departamento
Total Hembras  Machos
Tumbaya 1521 1411 110 111 10 573 17 255
Tilcara 877 815 62 63 7709 9 685
Humahuaca 873 818 55 60 8 141 24 653
Total 3271 3044 227 234 26 387 51593
Discusion

Los resultados actuales concuerdan con los
obtenidos hace poco mas de una década en 27
rebafios en los que se muestrearon 310
caprinos. También concuerdan con los
resultados de otra area de altura adyacente
(departamento Santa Victoria, Salta) donde
para la misma época no se encontraron
seroreactores a brucelosis entre 454 caprinos
de 24 majadas.

Por el contrario, estudios efectuados hace tres
décadas en el Chaco saltefio registraron una
prevalencia de brucelosis caprina individual y a
nivel de majadas de 149% vy 70%,
respectivamente, en 1.663 cabras de 37
rebafios del departamento Rivadavia, Salta.

El contraste entre situaciones epidemioldgicas
disimiles es también evidente cuando se
comparan resultados de encuestas seroldgicas
en otras provincias del NOA. Asi, en
evaluaciones realizadas en Santiago del Estero
no se hallaron reactores a brucelosis en 800
caprinos de 24 majadas del departamento
Robles ni en 400 caprinos de 15 rebafios del
departamento Rio Hondo, como tampoco en
140 caprinos de 14 hatos del departamento Ojo
de Agua.

En contraposicion, la brucelosis caprina
aparece mucho mas difundida en Catamarca,
segun reflejan encuestas seroldgicas
realizadas entre dos y tres décadas atras en los
departamentos La Paz, Tinogasta y Poman. En
el primero se evaluaron 1.200 caprinos de 39
hatos con una prevalencia individual de 3,2% y
de 25% a nivel de majada. Los resultados de
Tinogasta fueron similares, ya que Ia
evaluacion de 1.089 caprinos de 36 rebafios
mostrd una prevalencia individual de 2,9% y de
33,3% para las majadas. En tanto que el
estudio efectuado en Poman detectd, en 3.591
caprinos de 94 hatos, una prevalencia
individual de 11,7% y de 72,3% a nivel de
rebafio.

La mayor presencia relativa de majadas
caprinas manejadas en condiciones primitivas
en las provincias que conforman el NOA
colabor6 para que se considerara la region
como un area de alta prevalencia de brucelosis.
Sin embargo, los resultados y antecedentes
aqui presentados revelan la baja o nula
prevalencia de brucelosis caprina en amplias
zonas de esta regién del pais. La dispar
distribucion geografica de la brucelosis en los
hatos caprinos de las provincias del NOA
resulta dificil de explicar con los criterios
epidemioldgicos convencionales ya que la
difusién de la infeccion entre distintas zonas
geograficas sigue el movimiento de los
animales infectados. Seria importante llevar a
cabo mas estudios serolégicos que permitan
ampliar el conocimiento epidemiologico de la
brucelosis caprina y asi poder adoptar las
medidas de vigilancia correspondientes. A fin
de preservar las zonas de nula o baja
prevalencia, debe evitarse en forma consistente
la adquisicion de caprinos provenientes de
otras zonas sin que se efectien, de modo
previo, los controles serolégicos adecuados.
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Introduccioén

La brucelosis caprina es una enfermedad
infectocontagiosa, de curso crénico, producida
por Brucella melitensis, bacteria altamente
patdégena, cuyos hospedadores principales son
el caprino y el ovino, aunque también afecta a
otras especies animales y al hombre, en el cual
es responsable de una de las zoonosis mas
relevantes a nivel mundial.

Esta enfermedad ocasiona importantes
trastornos reproductivos en las majadas, ya
que clinicamente se caracteriza por abortos en
hembras, nacimiento de crias poco viables y
alteraciones del aparato genital en los machos.
La transmisién al hombre puede ser en forma
directa, por contacto con materiales
provenientes de animales infectados; o
indirecta, por consumo de productos lacteos o
derivados contaminados y no pasteurizados. El
diagndstico de la brucelosis caprina se realiza
por medio de pruebas serologicas entre las
cuales se recomienda la aglutinacién en placa
con antigeno bufferado (BPA) como prueba
tamiz y la fijacion del complemento (FC) como
confirmatoria. Una prueba confirmatoria
alternativa es la polarizacion fluorescente
(FPA).

Aunque la infeccion por B. melitensis es
considerada endémica en las areas de cria
caprina del norte argentino, la informacién
disponible indica una situacion disimil para
diferentes provincias que integran la region.
Asi, mientras en ciertos departamentos de
Catamarca, Salta y Formosa la brucelosis
caprina resulta endémica, otros estudios
muestran amplias areas con escasa o nula
presencia de la infeccion.

El area de Valles Calchaquies de la provincia
de Salta conforma una zona agroecoldgica
homogénea donde habita una poblacion de
65.353 caprinos. La mayoria de las majadas
pertenece a pequefios productores de bajo
nivel socioeducativo, que basan su produccion
en una actividad agricola-ganadera de
autoconsumo, mercadeo y trueque,
caracterizada por una pobre diversificacion,
bajos indices productivos y escasa adopcién de
tecnologia.

La brucelosis caprina puede ocasionar serios
perjuicios en estas economias regionales de
subsistencia pues, ademas de afectar la salud

publica, constituye wuna barrera para la
comercializaciéon de los animales y de sus
productos. A fin de contar con informacion
epidemioldgica actualizada de esta
enfermedad, se realizd wuna encuesta
serolégica en majadas caprinas de los Valles
Calchaquies de la provincia de Salta.

Materiales y Métodos

El estudio se llevé a cabo en tres de los cuatro
departamentos saltefios que comprenden el
area de los Valles Calchaquies: Cachi,
Cafayate y San Carlos. Ubicados en el Oeste
de la provincia de Salta, estos valles conforman
una franja de unos 200 km a lo largo del rio
Calchaqui, que corre de norte a sur, entre los
24° 30’ y 26° 30’ de latitud Sur, 66° 20’ de
longitud Oeste. La altitud sobre el nivel del mar
oscila entre los 1.600 y 3.200 m. El régimen
térmico esta determinado en parte por el relieve
y principalmente por la altitud. El clima es arido
con acentuada amplitud térmica diaria. La
temperatura media anual ronda entre los 12 °C
y los 14 °C. Las precipitaciones, torrenciales y
estivales, no superan los 200 mm anuales.

El muestreo se realizé en dos etapas: entre
marzo 2009 y abril 2011 se tomaron muestras
de sangre de 1.277 caprinos de 94 rebafios (45
de Cachi, siete de Cafayate y 42 de San
Carlos), en tanto entre noviembre 2014 y
agosto 2015 se tomaron muestras de sangre
de 378 caprinos adultos de 18 majadas
ubicadas en la zona de Amblayo, departamento
San Carlos. Las majadas contaban, en
promedio con unos 80 caprinos (rango 7-500),
algunas de ellas mixtas con ovinos. Las
muestras de sangre entera se obtuvieron en
forma individual por puncién de la vena yugular.
Una vez liberados, los sueros se centrifugaron
a 2.500 rpm por 10 minutos y se conservaron
en tubos Eppendorf a -20 °C hasta su
procesamiento por la prueba tamiz de BPA y
por la prueba confirmatoria de FPA. Para esta
Ultima el valor de corte correspondié a > 85
UmP.

El muestreo fue por conveniencia, segun los
limites practicos impuestos por el entorno:
capacidad de trabajo de los equipos de campo,
accesibilidad en terreno y disposicion de los
propietarios de las majadas para acordar con
los requerimientos inherentes al estudio.



Resultados

La Tabla 1 detalla el numero de caprinos y
majadas muestreadas, el total de caprinos de
esas majadas y el stock caprino por cada
departamento de los Valles Calchaquies.

Solo cinco hembras (0,3%) de otras tantas
majadas (4,5%) fueron positivas a BPA, pero
ninguna fue confirmada por FPA.
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El total de caprinos integrantes de las majadas
comprendidas en este estudio representé un
16,9% de la poblacion de caprinos censada
para los tres departamentos, con porcentuales
diferentes entre ellos: 34,1% en Cachi, 9,4% en
Cafayate y 11,3% en San Carlos. Por su parte,
el total de caprinos muestreados constituy6 el
3,4% de ese universo (Tabla 1).

Tabla 1. Caprinos muestreados segun sexo, nimero de majadas muestreadas, total de caprinos de esas
majadas y stock caprino por cada departamento de los Valles Calchaquies, provincia de Salta, Argentina.

Caprinos muestreados Numerode  Total caprinos Stock caprino
Departamento majadas por majada del
muestreadas departamento
Total Hembras  Machos
Cachi 652 641 11 45 4 330 12 693
Cafayate 117 110 7 7 578 6 142
San Carlos 886 825 61 60 3442 30 328
Total 1655 1576 79 112 8 350 49 163
Discusion

Los actuales resultados negativos concuerdan
con los obtenidos hace tres lustros en otra area
de altura de Salta (departamento Santa
Victoria) donde no se hallaron seroreactores a
brucelosis entre 454 caprinos de 24 majadas.
Coinciden ademas con resultados mas
recientes en la Quebrada de Humahuaca,
Jujuy, donde tampoco hubo seroreactores entre
3.271 caprinos pertenecientes a 234 rebanos.
Por el contrario, estudios efectuados hace mas
de tres décadas en el area agroecoldgica
Chaquefia de Salta (departamento Rivadavia)
registraron una prevalencia de brucelosis
caprina de 14,9% y 70% a nivel individual y de
majadas, respectivamente. Encuestas
seroldgicas posteriores en rebafios de esa
misma area (departamentos Rivadavia y San
Martin) confirmaron la persistencia de focos
endémicos de brucelosis caprina.

Esta disimilitud entre situaciones
epidemiolégicas de brucelosis caprina se
constata también cuando se coteja informacién
de otras provincias del norte argentino. Asi, por
ejemplo, en la provincia de Santiago del Estero
no se encontraron reactores a brucelosis en
tres encuestas seroldgicas realizadas durante
las ultimas dos décadas en los departamentos
Robles, Rio Hondo y Ojo de Agua.
Opuestamente, la presencia de brucelosis
caprina se evidencia en varios departamentos
de las provincias de Catamarca y Formosa. La
primera mostré prevalencias individuales de
3,2%, 2,9% y 11,7% en los departamentos La
Paz, Tinogasta y Poman, respectivamente,
donde las prevalencias a nivel de rebafios
fueron a su vez de 25,0%, 33,3% y 72,3%,
respectivamente. Por su parte, un estudio
reciente en Formosa registro para las zonas

central y occidental de esa provincia
prevalencias a nivel de majada de 12% y 36%,
respectivamente.

Los escasos aislamientos de B. melitensis
realizados en estos estudios mostraron en
todos los casos la presencia del biovar 1, tanto
en caprinos como en ovinos de las provincias
de Salta y Formosa.

La presencia predominante en el norte
argentino de hatos caprinos en condiciones de
produccion extensiva con escasa adopcion
tecnologica determind que la regidn se
considerara como de alta prevalencia de
brucelosis. Sin embargo, los actuales
resultados, asi como algunos precedentes,
revelan la baja o nula prevalencia de brucelosis
caprina en amplias zonas de esta region del
pais, en las que no implicaria riesgos para la
produccion pecuaria ni para la salud publica. A
fin de preservar la condicién epidemiolégica de
estas areas habria que evitar la recepcion de
caprinos oriundos de otras zonas sin antes
realizar los controles serolégicos adecuados.
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RESPUESTA INMUNE Y COMPORTAMIENTO DE LAS PRUEBAS DE BPA, FPAY

ELISA INDIRECTO, EN CAPRINOS VACUNADOS CON LA VACUNA Brucella
melitensis REV | APLICADA VIA CONJUNTIVAL EN DOSIS COMPLETA

Robles, C.A.; Chodilef, M.; Cabrera, F.R.
Grupo de Salud Animal, INTA Bariloche

Introduccién

La brucelosis caprina es una enfermedad
infecto-contagiosa crénica producida por
alguna de las 3 biovariedades de Brucella
melitensis descriptas hasta el presente.

Para el control de la enfermedad se cuenta
basicamente con 2 herramientas: el diagndstico
y la vacunacion.

En el caso de la vacunacién se utiliza la vacuna
Brucella melitensis REV | tanto en animales
jévenes como adultos y ya sea aplicandola de
manera subcutanea o conjuntival, siendo hasta
el presente la Unica vacuna aconsejada por la
OIE.

A partir de que en Argentina se comenzo a usar
la vacuna Brucella melitensis REV | como
método de control de la brucelosis caprina en
las provincias de Mendoza, San Juan,
Catamarca y Salta, se decidié realizar un
estudio para determinar la respuesta inmune
humoral de la vacuna Brucella melitensis REV |
en caprinos criollos y determinar coémo
reaccionan las técnicas de diagndstico
seroldgico usadas en el pais ante la presencia
de anticuerpos vacunales.

Materiales y Métodos

Se utilizaron 11 caprinos criollos, de 4 afios de
edad, provenientes de un establecimiento libre
de brucelosis y donde nunca se habia
vacunado previamente contra esta enfermedad.

Animales y disefio del ensayo: En el dia cero
los animales fueron divididos en 3 grupos, se
les extrajo sangre sin anticoagulante a la
totalidad de los animales y luego fueron
vacunados de la siguiente manera:

Grupo 1 (G1): 5 cabras con una dosis completa
(1x10”) de B. melitensis REV 1, mediante la
deposicion de una gota de 30ul en el ojo
izquierdo. Grupo 2 (G2): 3 machos cabrios
vacunados de la misma manera que el G1.
Grupo 3 (G3): 3 cabras que actuaron como
controles sin vacuna alguna a las que se les
deposité una gota de 30 pul de solucién
fisiologica en el ojo izquierdo.

Tras la vacunacion, los 3 grupos fueron
sangrados a los 7, 15, 22, 30, 37, 45, 52, 60,
75, 90, 105, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300,
330 y 360. Las muestras de sangre fueron
tomadas directamente de la vena yugular
mediante sistema vacutainer®. Posteriormente

se extrajo el suero con micropipeta, el cual fue
congelado en freezer a -20°C en tubitos
eppendorf hasta su procesamiento.

En cada fecha de sangrado se realizé una
revisacion clinica de los animales, en busqueda
de algun signo clinico que pudiera estar
indicando algun efecto adverso de la vacuna.

Pruebas de laboratorio.

La totalidad de las muestras de suero de los 3
grupos de animales fueron procesadas
mediante la Aglutinacion rapida en placa con
antigeno bufferado (BPA), Fluorescencia
polarizada (FPA) tomando un punto de corte de
87 ump y un test de Enzimoinmunoensayo
indirecto  (ELISA) desarrollado y validado
localmente con un punto de corte de PP=20.
Brevemente: Se utilizaron microplacas de 96
hoyos y como antigeno el LPS de Brucella
abortus. Se incubo a 27°C durante la noche y al
dia siguiente las placas fueron congeladas a —
20°C hasta su uso. Antes de usar las placas
fueron descongeladas a temperatura ambiente,
lavadas 3 veces con PBS+Tween 20 y se
agregaron a cada placa 100ul de los sueros
controles y 100ul de los sueros problema
diluidos 1:200 en PBS-T-EDTA y se incubaron
a 27°C durante 60 minutos. Terminada la
incubacion, las placas fueron lavadas tres
veces con PBS-T y se les agregé 100ul por
pocillo de un conjugado comercial a base de
proteina A/G recombinante conjugado con
peroxidasa y se incubd a 27°C por 60 minutos.
Tras la incubacion, las placas fueron lavadas
nuevamente tres veces con PBS-T y se les
agregd 100pl por pocillo de una solucion de
sustrato/cromégeno compuesta por un bufer
citrato, peréxido de hidrogeno y ABTS. Las
placas fueron incubadas por 10 minutos a 27°C
bajo agitacion y se leyeron en un
espectrofotometro a 414 nm. Los resultados, de
cada suero control y sueros problema
analizados fueron expresados como el
porcentaje de positividad (PP) de la densidad
producida por cada suero problema respecto a
la media de la densidad 6ptica (DO) producida
por el suero control positivo fuerte.

Resultados

En las sucesivas revisaciones clinicas que se
realizaron en oportunidad de cada sangrado,
nunca se detectd irritacion en los ojos, fiebre,
alteraciones palpables en los ganglios linfaticos



de los 8 animales vacunados y en los 6rganos
reproductivos de los 3 machos.

Prueba del BPA: G1: A partir del dia 15 el
100% de los animales arrojd resultados
positivos hasta el dia 105, en que comienzan a
bajar los anticuerpos y para el dia 240 todos los
animales resultaron negativos a excepcién de
una cabra que continué dando resultados
positivos hasta el dia 360, en que finaliz6 el
ensayo. G2: A partir del dia 15 el 100% de los
machos dieron resultados positivos y asi se
mantuvieron hasta el final del ensayo. G3: El
100% de los animales permanecieron siempre
negativos a lo largo de todo el ensayo.

Prueba de la FPA: G1: a partir del dia 15 post
vacunaciéon, se detecta la presencia de
anticuerpos, que alcanza su pico maximo a los
37 dias post vacunaciéon con 176 ump, para
luego comenzar a decaer rapidamente hacia el
dia 90 con 81 ump y seguir asi en valores bajos
hasta el final del ensayo. A partir del dia 150
todas las cabras eran negativas a la prueba
con un valor promedio de 76 ump. G2: Al igual
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que para el G1 a los 15 dias post vacunacién
se detecta la presencia de anticuerpos que
alcanza su pico maximo a los 45 dias post
vacunacion con 137 ump. Luego la curva
comienza a descender de manera amesetada
permaneciendo todos los animales positivos
hasta el final del ensayo con un valor promedio
de 98 ump al dia 360. G3: Los animales se
mantuvieron entre valores promedios minimos
de 42 ump y promedios maximo de 80 ump,
siendo negativos a los largo de todo el ensayo.

Prueba del ELISA: G1: A partir del dia 15 el
100% de los animales presenta resultados
positivos con un PP promedio de 39. A partir de
alli los niveles de anticuerpos continuan
subiendo hasta el dia 45 (PP: 113) y a partir de
alli comienzan a bajar los titulos hasta
negativizarse el dia 180 (PP: 18.4). G2: A partir
del dia 15 el 100% de los machos presenta
resultados positivos (PP: 27) y se mantiene asi
hasta el final del ensayo con un PP promedio
de 33.7 el dia 360. G3: Todos los animales se
mantuvieron negativos a los largo del ensayo
con PP promedio de 1.9. (Grafico 1)

Grafico 1. Respuesta inmune de la vacuna B melitensis REV |, medidas con un test de ELISA.

Conclusiones

La cepa REV 1, aplicada en forma conjuntival
en dosis completa en adultos, produjo una
fuerte respuesta inmune humoral, tanto en
hembras como en machos. A diferencia de lo
que ocurre con la aplicacion de esta misma
vacuna por la via subcutanea, en este caso,
tras haber transcurrido entre 150 y 180 dias
los animales se negativizaron. Este dato es de
gran importancia, ya que ante un programa
donde se vacune a todas las hembras adultas
y a la reposicion, se le podria sumar una
actividad de sangrado con descarte de
positivos a partir de los 6 meses de aplicada la
vacuna, en el caso de que la serologia se
realice con el test de Elisa descripto en este
trabajo. A diferencia de lo que ocurrié con las
hembras los machos vacunados nunca se
negativizaron a ninguna de las 3 pruebas al

término de los 360 dias que duré el ensayo,
por lo que se desaconseja vacunar machos
adultos en cualquier estrategia de control que
se quiera implementar
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PUESTA A PUNTO DE UNA PCR PARA LA DETECCION Y DIFERENCIACION DE
CEPAS DE Brucella melitensis DE CAMPO Y CEPA VACUNAL REV |

Alvarez, L."; Robles, C.?
'IPATEC-CONICET; 2Grupo de Salud Animal, INTA Bariloche

Introduccion

La brucelosis caprina es una enfermedad
crénica infecto-contagiosa producida por
Brucella melitensis, cuyo principal sintoma es el
aborto en hembras y la orquitis en machos. La
enfermedad tiene una distribucidon mundial y en
la Argentina esta claramente presente en las
provincias de Salta, Formosa, Chaco,
Catamarca, Tucuman, La Rioja, Mendoza y
San Luis, entre otras. Comunmente la
enfermedad se diagnostica mediante analisis
seroldgicos o estudios bacteriolégicos para
aislar B. melitensis.

A partir de la introduccién de la vacuna REV |,
cepa atenuada de B. melitensis, en los
programas de control, suelen ocurrir accidentes
debido a la vacunacion por error de cabras
gestantes lo que conlleva en muchos casos al
aborto. En estas situaciones es imperativo
intentar el aislamiento e identificaciéon de la
bacteria causante del aborto para poder definir
si el mismo fue producido por la cepa de campo
0 por la cepa vacunal. Si bien esto es posible,
no siempre los fetos llegan en buenas
condiciones al laboratorio y el cultivo e
identificacion de las cepas aisladas demandan
al menos 2 semanas de trabajo.

A fin de facilitar y acortar los tiempos
diagndsticos se trabajo en la puesta a punto de
una PCR multiple sencilla que permita
identificar y diferenciar el ADN de las cepas de
B. melitensis de campo y de la cepa vacunal
REV I.

Materiales y Métodos

Muestras: Para la puesta a punto de la PCR se
trabajoé con una cepa vacunal REV-1 comercial
(OCUREV, lote 07002, laboratorio CZV,
Espaia), tres aislamientos de campo de REV |,
tres aislamientos de campo de B. melitensis y
tres aislamientos de campo de B. ovis. Las
cepas fueron sembradas en agar Columbia
suplementado con 7% de sangre de carnero e
incubadas a 37°C con 20% de CO, (B. ovis) o
en aerobiosis (B. melitensis y REV ). Con el fin
de evaluar la PCR sobre tejidos de fetos
abortados, se obtuvieron muestras de bazo,
higado y pulmén de fetos abortados de cabra,
se homogeneizaron con solucion fisioldgica
estéril. Luego, 200 pl de la solucion o de
abomaso se sembraron en agar sangre
Columbia a 37-C por 7 dias.

Las colonias fueron identificadas con pruebas
bioquimicas.

Extraccién de ADN: El ADN de las colonias se
purific6 con el kit de extraccion de ADN
genomico de Accuprep (Bioneer, Corea), segun
las instrucciones del fabricante. El ADN de los
homogenatos de tejidos se aislo por 3 métodos:
fenol/cloroformo (F/C), Chelex (Bio-Rad) (CH)
y Chelex + proteinasa K (CHK).

PCR: A partir del ADN extraido se realizaron
tres PCRs utilizando los cebadores especificos
REV Fw 5 CAG GCA AAC CCT CAGAAGC 3
y REV Rv 5 GAT GTG GTA ACG CAC ACC
AA 3’ que amplifican un fragmento de 218 pb
(4) y los cebadores Bmel Fw 5 TGC CGA TCA
CTT AAG GGC CTT CAT 3’ y Bmel Rv 5 AAA
TCG CGT CCT TGC TGG TCT GA 3 que
amplifican un fragmento de 731 pb. Los
cebadores fueron analizados utilizando el
programa IDT Oligo Analizer. Las reacciones
de PCR se llevaron a cabo usando 200 uM de
dNTPs, 1,5 0 2 mM de MgCl,, GoTaq buffer 1X,
0,5 uM de cada cebador especifico, 0,05 U/l
de GoTaq ADN polimerasa y 1 ul de ADN (200-
500 ng) en un volumen final de 25 pl. El ciclo
de amplificacion fue el siguiente: 95°C 5 min;
30 ciclos de 95°C 30 seg, 64°C o 55°C 1 min,
72°C 1 min 0 2 min; y un ciclo final de 72°C 5
minutos. Los productos de PCR se separaron
en geles de agarosa al 1,5% tedhidos con
GelRed y se visualizaron bajo luz UV en un
transiluminador.

Resultados

PCR sobre colonias aisladas:

PCR 1: 200 yM de dNTPs, 2 mM de MgCl,,
GoTaq buffer 1X, 0,5 uM de cada cebador
especifico, 0,05 U/UJul de GoTag ADN
polimerasa y 1 yl de ADN (200-500 ng) en un
volumen final de 25 pl. Ciclo: 95°C 5 min; 30
ciclos de 95°C 30 seg, 55°C 1 min, 72°C 2 min;
y un ciclo final de 72°C 5 minutos. Se
obtuvieron fragmentos de 731 pb y 218 pb
tanto en REV-1 como en B. melitensis. El
fragmento de 218 pb también se obtuvo en B.
ovis.

PCR 2: 200 pyM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,,
GoTaq buffer 1X, 0,5 uM de cada cebador
especifico, 0,05 U/UJul de GoTag ADN
polimerasa y 1 yl de ADN (200-500 ng) en un
volumen final de 25 pl. Ciclo: 95°C 5 min; 30
ciclos de 95°C 30 seg, 64°C 1 min, 72°C 1 min;



y un ciclo final de 72°C 5 minutos. Se obtuvo
s6lo el fragmento de 731 pb en REV |, B.
melitensis y B. ovis.

PCR 3: 200 pM de dNTPs, 2 mM de MgCl,,
GoTaq buffer 1X, 0,5 yM de cada cebador
especifico, 0,05 U/UJuyl de GoTaqg ADN
polimerasa y 1 yl de ADN (200-500 ng) en un
volumen final de 25 pl.

Ciclo: 95°C 5 min; 30 ciclos de 95°C 30 seg,
64°C 1 min, 72°C 1 min; y un ciclo final de
72°C 5 minutos. Se obtuvieron los fragmentos
esperados de 731 pb y 218 pb para REV-1 y de
731 pb para B. melitensis. Para B. ovis se
obtuvieron fragmentos inespecificos de mayor
peso molecular.

Figura 1. Puesta a punto de PCR diferencial entre B.
melitensis y REV-1.

PCR sobre muestras de tejidos:

Para determinar si la PCR era capaz de
detectar la presencia de B. melitensis o REV-1
directamente sobre tejidos, ensayamos la PCR
sobre ADN aislado de tejidos de fetos caprinos
abortados. Ek diagndstico microbioldgico fue
llevado a cabo en paralelo y mostré resultados
positivos para REV-1 en los 4 animales
analizados. Sin embrago, los animales 2 y 4
mostraron un gran numero de contaminantes y
un bajo numero de colonias de REV-1. La PCR
fue capaz de detectar ADN de REV-1 en 2 de
los 4 animales analizados (pulmones del animal
1 y abomaso del animal 3). En los animales 2 y
4 no se detectd REV-1 por PCR (Figura 2). Las
bandas mas definidas se obtuvieron con el
método F/C. Sin embargo, este método es mas
laborioso y costoso. De los métodos de
extraccion con Chelex, que son mas rapidos y
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ecnondémicos, el método CHK fue el mas
ventajoso.

Discusion

En los Ultimos afios se ha intentado diferenciar
B. melitensis de REV-1 por PCR-RFLP que es
una técnica mas cara y mas laboriosa que la
PCR convencional y por PCR multiple para
todas las especies de Brucella spp. lo cual
demanda el uso de muchos pares de
cebadores convirtiéndolo en un disefio caro y
laborioso. La PCR multiple 3 de este trabajo fue
capaz de diferenciar la cepa vacunal REV-1
con respecto a las cepas de campo de B.
melitensis, con solo 2 pares de cebadores,
tanto en cepas aisladas como en tejidos.
Ademas permite diferenciar a B. melitensis de
B. ovis en las regiones donde ambas brucelas
conviven en ovinos. Esta PCR podria ser
implementada para identificar B. melitensis o
REV-1 en colonias del cultivo bacteriolégico,
asi como también efectuar el diagnéstico
molecular directo sobre muestras de tejidos
(preferentemente abomaso o pulmones).

El tiempo de trabajo se acorta
considerablemente con respecto al cultivo e
identificaciéon bioquimica, tomando sélo un dia
de trabajo. El costo del diagnéstico molecular
completo se estimé en alrededor de $35 por
muestra.

En conclusion, la PCR puesta a punto en este
trabajo resulta muy conveniente ya que acorta
considerablemente los tiempos de deteccién
del agente etiologico, arroja un resultado
confiable y el costo es aceptable.

Figura 2. PCR duplex sobre ADN de tejidos de fetos
aislado con el método CHK. 1: Marcador de peso
molecular; 2-4: animal 1 (bazo, higado, pulmén); 5-8:
animal 2 (bazo, higado, abomaso, pulmoén); 9-10:
animal 3, (higado, abomaso); 11-12: animal 4,
(abomaso, bazo); 13: control +; 14: control.

1 23 4 56 7 8 91011 1213 14

——
1500 bp— ke
=3 “ —731bp
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-
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BRUCELOSIS OVINA EN PATAGONIA: ANALISIS DE 15 ANOS DE
DIAGNOSTICO EN EL INTA BARILOCHE

Robles, C.A.; Martinez, A.; Chodilef, M.
Grupo de Salud Animal, INTA Bariloche

Introduccion

La brucelosis ovina es una enfermedad
infecciosa de curso crénico producida por
Brucella ovis. Clinicamente se caracteriza por
epididimitis y semen de mala calidad en los
machos y aborto en las hembras.

La enfermedad genera un impacto negativo en
la produccion ovina, debido a una baja de la
fertilidad de la majada, acortamiento de la vida
reproductiva de los machos con descarte de los
mismos, abortos en hembras, aumento de la
mortalidad perinatal, restricciones en el
comercio de reproductores, y gastos devenidos
de las actividades de control que se lleven
adelante.

La Brucelosis ovina fue descripta por primera
vez en la Argentina en 1961 cuando Szyfres &
Chappel aislaron B. ovis del semen de un
carneros con epididimitis. En Patagonia, B. ovis
fue aislada por primera vez por Cedro y col.
(1963) en carneros de la Isla de Tierra del
Fuego. Posteriormente la enfermedad ha sido
reportada en diferentes localidades de la
Patagonia (Robles y col 1990, 1991, 1993,
1998; Iglesias y col. 1994; Robles y Fabro,
1995; Gonzalez y Vaghi 2002).

A fin de aportar mayor informacion sobre la
situacion de la Brucelosis ovina en la Patagonia
Argentina se presentan los resultados del
analisis de la informacion diagnostica de
Brucella ovis en carneros, generada entre los
afios 1995 y 2010 en el Laboratorio de
Brucelosis del INTA Bariloche.

Materiales y Métodos

Se recopilaron y analizaron los resultados
seroldgicos obtenidos de muestras de sueros
de carneros provenientes de las 5 provincias
patagdnicas, enviadas al Laboratorio de
Brucelosis del INTA Bariloche, entre los afios
1995 y 2010 por veterinarios de la actividad
privada y del sector oficial, correspondientes a
organismos provinciales como nacionales.

Para su procesamiento se utilizo un test de
Elisa Indirecto desarrollado en el laboratorio de
Brucelosis del INTA Bariloche. Brevemente: Se
utilizaron microplacas de poliestireno de 96
pocillos en las que se pegd el antigeno (HS) de
B. ovis a razén de 4 mcg por ml en buffer
carbonato.

Se incubd a 27°C durante la noche y al dia
siguiente las placas fueron congeladas a —20°C
hasta su uso.

Antes de usar las placas fueron descongeladas
a temperatura ambiente, lavadas 3 veces con
una solucion de PBS+Tween 20.
Inmediatamente de realizados los lavajes, se
agregaron a cada placa 100ul de los sueros
controles por duplicado (Positivo fuerte, positivo
débil y negativo) y 100yl de los sueros
problema, todos diluidos 1:50 en PBS-T-EDTA
y se incubaron a 27°C durante 30 minutos.
Terminada la incubacién, las placas fueron
lavadas tres veces con PBS-T y se les agregdé
100ul por pocillo de un anticuerpo monoclonal
conjugado con peroxidasa y se incubo a 27°C
por 30 minutos. Tras la incubacién, las placas
fueron lavadas nuevamente tres veces con
PBS-T y se les agregd 100ul por pocillo de una
solucién de sustrato/cromégeno compuesta por
un bufer citrato, peréxido de hidrogeno y ABTS.
Las placas fueron incubadas por 10 minutos a
27°C bajo agitacién y se leyeron en un
espectrofotometro a 414 nm.

Todos los sueros con un PP=30 fueron
considerados positivos.

Resultados

Se analizaron 181.495 muestras de suero
provenientes de 758 establecimientos. En la
Tabla 1 pueden observarse los resultados
obtenidos para cada provincia.

Tabla 1. Distribucion de los establecimientos
analizados segun provincias, con la cantidad y
porcentajes de establecimientos positivos a Brucella
oVis.

N°Establ. | 5 EStAOL | g )
Rio Negro 124 46 37.1
Neuquén 46 23 50.0
Chubut 191 122 63.9
Santa Cruz 234 182 77.8
T. Fuego 163 129 79.1
TOTAL 758 502 66.2 %

(*) Algunos establecimientos hicieron envio de muestras en
2 o0 mas oportunidades, por lo que el valor de 758
establecimientos no es absoluto.




Tabla 2. Distribucion de los sueros analizados segun
provincias, con la cantidad y porcentajes de sueros
positivos a la serologia de Brucella ovis.

N° sueros ';‘;:;?Jg: % (+)
Rio Negro 8321 454 5.5
Neuquén 1506 115 7.6
Chubut 64979 2339 3.6
Santa Cruz 52832 4335 8.2
T. Fuego 53857 3323 6.2
TOTAL 181495 10566 5.8 %
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Cuando se clasifico y estratificé a nivel de cada
provincia los establecimientos segun las
prevalencias intra predios halladas, pudieron
observarse diferentes perfiles de presentacion
de la enfermedad entre todas las provincias
(Gréfico 1).

Grafico 1. Estratificacion de los establecimientos de cada provincia, segun los 5 niveles de prevalencia definidos.
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Discusién Brucelosis ovina para toda la region, con la

Este trabajo confirma la presencia de
brucelosis en carneros por Brucella ovis en las
provincias de Chubut, Santa Cruz y Tierra del
Fuego donde ya estaba descripta, agregandose
en esta oportunidad las provincias de Rio
Negro y Neuquén, de las cuales no hay
informacion publicada hasta el presente.

Las prevalencias a nivel de carneros infectados
varié entre un 3.6% a un 8.2% segun provincias
promediando un 5.8% para la Patagonia en su
conjunto. El hecho de que el 66.2% de los
establecimientos analizados estén infectados,
coloca a la Patagonia en una situacion
preocupante, en cuanto a la difusion de la
enfermedad en la region. Asimismo llama la
atencién la disparidad observada en cuanto a
los niveles de prevalencia intra-predio, siendo
muy preocupante la existencia de
establecimientos con mas del 30% de los
carneros infectados.

En vista de los resultados hallados, se
considera que es urgente la necesidad de
adjudicarle prioridad a la realizacién de
estudios epidemioldgicos en toda la Patagonia
y a elaborar un programa de control de la

participacion de las cinco provincias afectadas.
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ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS ASOCIADOS A LA BRUCELOSIS OVINA EN
TIERRA DEL FUEGO

Martinez, A.1; Estein, S 2; Robles, c.
1Grupo Salud Animal- INTA EEA Bariloche; 2Catedra de Inmunologia-FCV UNCPBA

Introduccioén

La brucelosis ovina, causada por Brucella ovis,
es una enfermedad infecciosa que afecta
principalmente a los machos, alterando su
salud reproductiva.

En Argentina la brucelosis ovina es
considerada una de las principales causas de
problemas reproductivos en carneros,
generando pérdidas econdmicas debido a la
menor tasa de sefialada, restricciones en el
comercio de reproductores, mayor descarte de
carneros y retraso de los programas de
mejoramiento  genético. Diversos estudios
demostraron que la enfermedad estaba
difundida en todas las regiones del pais con
actividad ovina. En las provincias Patagonicas
se han documentado prevalencias entre el 4%
y el 20%. El conocimiento sobre cémo influyen
algunos factores en la presencia de la
enfermedad, seria de utilidad para Ia
implementacion de los programas de control.
En el afno 2006 se implementé el primer
Programa de Control de Brucelosis Ovina en el
pais. El mismo se llevé a cabo en la Provincia
de Tierra del Fuego, en un esfuerzo conjunto
entre el gobierno de Tierra del Fuego, el INTA
Bariloche, los Veterinarios de la actividad
privada de la Isla y la financiacion de la Ley de
Recuperaciéon Ovina. El programa consistio en
la revisacion clinica y sangrado de todos los
machos y el descarte de aquellos que resultan
positivos a las pruebas diagndsticas.

Con el objetivo de caracterizar la presentacion
de la enfermedad en establecimientos
enmarcados en el Programa Provincial de
Control de la Brucelosis Ovina se realizé el
analisis de los datos obtenidos durante al afo
20089.

Materiales y Métodos

Se trabajé con datos correspondientes a
10.387 ovinos machos, provenientes de 22
establecimientos ganaderos que participaron,
en forma voluntaria, del Programa Provincial de
Control de Brucelosis Ovina.

La revisacion clinica se realizé mediante el
meétodo descripto por Robles (2004).

Los analisis seroldgicos para la determinacion
de anticuerpos contra Brucella ovis, fueron
realizados en el Laboratorio de Serologia del
INTA Bariloche, utilizando un
enzimoinmunoensayo indirecto (ELISAI)
(Robles, 2009).

Se analiz6 la distribucion de la enfermedad,
calculando la prevalencia (a) por

establecimiento; (b) por franja etaria, (c) segun
la raza y (d) segun la categoria del animal
(carnero o retajo). Luego se relacion6 la
prevalencia con cada factor estudiado.

La relaciéon entre prevalencia y tamafio de la
majada, se determind luego de calcular las
prevalencias de los establecimientos
previamente clasificados segun el nimero de
carneros adultos en: (a) “establecimiento
pequefio” a los predios que contaban con
menos de 100 animales, (b) “establecimiento
mediano” entre 101 'y 500; y (c)
“establecimientos grandes” con mas de 501
animales. Para la determinacion de asociacion
entre el ELISAI y los demas factores estudiados
se utilizé la prueba estadistica de Chi-cuadrado
empleando el software MEDCALC® Ver.
9.6.0.0.

Por ultimo, se calculé el indice de concordancia
entre el ELISAI y la revisacion clinica. Para ello
se calculo el valor del indice Kappa usando el
software Win Episcope 2.0

Resultados

Los resultados obtenidos dan cuenta que la
enfermedad se encuentra ampliamente
difundida en los establecimientos de la
provincia. Aunque la prevalencia promedio
resultdé del 4,36%, hubo predios en donde el
29% de sus machos se diagnosticaron como
positivos (Tabla 1).

Tabla 1. Establecimientos ordenados segun
revalencia predial de Brucella ovis.

Establecimiento | Muestras | (+) a ELISAIi | Prevalencia
1 72 0 0,00
2 230 0 0,00
3 249 0 0,00
4 221 1 0,45
5 1.219 7 0,57
6 2.103 17 0,81
7 345 3 0,87
8 1.004 10 1,00
9 81 1 1,23

10 283 4 141
11 58 2 3,45
12 662 23 3,47
13 1.274 45 3,53
14 201 8 3,98
15 117 5 4,27
16 70 4 571
17 794 47 5,92
18 341 32 9,38
19 86 9 10,47
20 490 99 20,20
21 125 30 24,00
22 362 106 29,28
TOTAL 10.387 453 4,36




Del analisis de los factores estudiados se
concluye que la prevalencia de la enfermedad
es superior en: a) los machos con mayor
actividad sexual que en animales virgenes o
viejos, y b) en las razas europeas que en
Merino (Tabla 2).

Tabla 2. Prevalencia de Brucella ovis segun edad de
los animales muestreados.

Edad Ne de (%) por +)a Prevalencia
Cabezas Edad ELISAI
DL 1.266 12,2 5 0,39
2D 1.361 13,1 16 1,18
4D 1.662 16,0 112 6,74
6D 2.217 21,3 117 5,28
>8D 3.881 37,4 203 523

TOTAL 10.387 100 453 -

En referencia al tamano, los establecimientos
medianos (101-500 carneros adultos)
resultaron ser los mas afectados (p<0,0001)
(Tabla 3).

Tabla 3. Prevalencia de Brucella ovis segun tamafio
de establecimiento.

Total de
o +)a Total de Preva
Tamafio I_Est_able- E(LI)SAi Animales lencia
cimientos
Pequefio 6 14 364 3,85
(<100)*
Mediano 10 248 2.080 11,92
(101-
500)*
Grande 6 136 4.936 2,76
(>501)*
TOTAL 22 398 7.380 -

*Cantidad de carneros Adultos de 4D, 6D y >8D

Por el contrario, no se observaron diferencias
en la prevalencia cuando se analizaron las
categorias carnero vs. retajo (p=0,0749).

El indice Kappa de concordancia entre ELISAI
y la ocurrencia de animales que presentaron
lesion clinica asociada a la infeccidn por B. ovis
fue de 0,193 (Tabla 4).

Tabla 4. Distribucion de animales clasificados en
positivo y negativo segun prueba diagndstica.

Lesion asociada a B. ovis

Con lesién Sin lesion Total

ELISAI(+) 55 239 294
ELISAI(-) 120 3.820 3.940
Total 175 4.059 4.234

Discusion

El presente estudio abarca practicamente la
mitad de la poblacibn de carneros
(10.387/19.010) y numero de establecimientos
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agropecuarios (EAP) (22/48), que crian ovinos
en la provincia de Tierra del Fuego. La
enfermedad se encuentra extensamente
difundida en las majadas analizadas ya que el
86,3% de los establecimientos presentan al
menos un reaccionante positivo a ELISAI. La
prevalencia es de 4,36%; coincidiendo con los
datos publicados de un establecimiento de la
provincia de Santa Cruz donde utilizando la
técnica de inmunodifusion en gel de agar
(IGDA), encontraron prevalencias de 2,1%, 4%
y 6,1% en tres afios de estudio (Robles et al.,
1998).

Cuando se analizé la relacién entre la
prevalencia y la edad del animal, se obtuvieron
bajos valores en animales virgenes (0,79% en
animales de DL y 2D) y altos (6,74%) en los
animales de 4D, disminuyendo los porcentajes
a medida que avanzan en edad. La presencia
de animales virgenes reaccionantes a ELISAI
se puede deber a que la infeccion ocurre
cuando estos se encuentran agrupados en el
pre servicio junto con carneros adultos, que
sodomizan a los jovenes y de este modo los
contagian.

El valor del indice Kappa entre la serologia y la
revisacion clinica fue de 0,193 determinando la
baja concordancia que existe entre ambos
métodos. Valores superiores (Kappa = 0,26),
fueron obtenidos por Robles et al (1998),
comparando el test de IDGA y la presencia de
epididimitis clinica, en un estudio realizado en
la provincia de Santa Cruz, siendo igualmente
un valor bajo de concordancia. Por otra parte
investigadores en Uruguay y Chile, compararon
al test de ELISA y alteraciones escrotales
palpables, concluyendo también, que no existia
correlacion estadistica entre ambas pruebas
(Kappa = 0,36). La contundencia en la
repetitividad de los resultados demuestra la
complejidad del diagnéstico de la enfermedad,
donde existen animales infectados detectados
por serologia, pero que aun no han
desarrollado  alteraciones clinicas; como
también la posibilidad de presentar epididimitis
u otro signo palpable sin generar anticuerpos
especificos detectables, ya sea porque las
alteraciones fueron producto de la infeccion de
otros agentes etiolégicos o por causas
traumaticas.
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EVALUACION DE UN KIT DE,ELISA INDIRECTO PARA EL DIAGNOSTICO
SEROLOGICO DE Brucella ovis

Robles, C.A.; Chodilef, M.M.
INTA Bariloche

Introduccion

La brucelosis ovina es una enfermedad
infecciosa de curso crénico producida por
Brucella ovis la cual tiene amplia difusion en el
pais en todas las regiones donde se crian
ovinos.

En Patagonia, tras analizar 181.495 muestras
de suero enviadas al INTA para diagndstico de
rutina, provenientes de 758 establecimientos,
se determind6 que e 60% de |los
establecimientos tenian al menos un animal
positivo y que el 5.8% de los animales estaban
infectados.

A partir de que en nuestro pais no hay una
vacuna aprobada para prevenir la infeccion por
este agente, el control de la enfermedad, se
basa en la detecciébn y descarte de los
animales infectados. Para ello se utilizan
técnicas diagnésticas basadas en la deteccidn
de anticuerpos contra el agente causal, como
son la Inmunodifusién en gel de agar, la
Fijacién del complemento y el Elisa indirecto. El
objetivo de este estudio, fue el de evaluar bajo
condiciones  epidemiolégicas locales el
comportamiento de un kit de Elisa indirecto
comercial (Ingezim Brucella ovis, Ingenasa(®)
producido en el extranjero.

Materiales y Métodos

Se utilizé una coleccién de 123 sueros positivos
obtenidos de carneros infectados naturalmente
y con aislamiento de Brucella ovis del semen,
sin serologia previa, que fueron analizados por
duplicado y 704 sueros negativos provenientes
de establecimientos histéricamente libres o que
llevan como minimo 3 afios como negativos. La
prueba se realizé siguiendo las instrucciones
del fabricante. Brevemente: sobre la microplaca
de 96 pocillos, que viene con el antigeno
pegado, se agregaron 100ul de los sueros
problema diluidos 1:100 y 100ul de los sueros
controles que ya vienen diluidos. Se incubd a
37°C por 60 minutos, sin agitar. Terminada la
incubacion se lavaron las placas 4 veces con
solucion de lavado. Se sembraron 100ul del
conjugado por pocillo, se cubrié la placa y se
incubé a 37°C por 30 min. Se lavaron las
placas 6 veces con solucién de lavado y se
agregaron 100ul del sustrato-cromdgeno a
cada pocillo. Se incubaron por 10 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad, tapando
la placa con papel aluminio. Una vez
completados los 10 minutos, se agrego sobre el
sustrato-cromogeno, 100 ul de la solucion de
frenado. Dentro de los 5 minutos de agregada

la solucién de frenado se leyo la placa en
espectrofotdmetro con filtro de 450 nn.

Para determinar la sensibilidad y especificidad
de la prueba y determinar el punto de corte se
utilizé la técnica de ROC curve (MedCalc, Ver
13.1). Todos los valores de densidad Optica
(DO) obtenidos de cada suero en cada placa
fueron transformados a porcentajes. Para ello
el valor de la DO de cada suero se divididé por
la DO del suero control positivo de la placa
correspondiente y se multiplicé por 100.

Figura 1. Aspecto final de una micoplaca de Elisa
con mayoria de sueros negativos.

Figura 2. Aspecto final de una microplaca de Elisa
con mayoria de sueros positivos.

Resultados

En la Figura 3 se puede observar la distribucion
de la totalidad de los sueros analizados.
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Figura 3. Distribucion de los sueros de carneros de
campos libres (Neg) y de carneros con aislamiento
de Brucella ovis (Pos).
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En la Figura 4 puede observarse la curva de
ROC con un punto de corte de PP=38. El area
bajo la curva de ROC (AUC) fue de 0.999 con
un valor de p <0.001.

Figura 4. Curva de ROC.
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Sensibilidad y Especificidad del Kit: analizados
el total de los sueros se obtuvo una sensibilidad
del 98.4% vy una especificidad del 99.3%
tomando el punto de corte de 38%, resultante
del analisis de ROC.

Repetibilidad y célculo del Coeficiente de
variacion (CVar) de los controles positivo y
negativo del KIT. En la siguiente tabla se
presentan los valores promedio, desvio
estandar y coeficiente de variaciéon, que
arrojaron los sueros controles positivo y
negativo provistos en el Kit tras ser analizadas
11 microplacas.

Suero Suma | Prom. DE CVar
Control (+) 26.563| 2.415 0.319 13.23
Control (-) 0.631 0.057 0.002 3.09

Repetibilidad y calculo del Coeficiente de
variacion _de los sueros positivos evaluados:
Los 123 sueros de la coleccion de positivos,
arrojaron una densidad optica (DO) promedio
de 2.581, con un desvio estandar promedio de
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0.08 y un coeficiente de variacion promedio de
3.42.

Discusion

La ejecucion de la prueba resulté sencilla, tanto
para la evaluacién de unos pocos sueros en
una tira, como para su utilizacién a placa
completa. Usando el punto de corte de 30%
sugerido por el fabricante, se obtiene una
sensibilidad del 98.37% y una especificidad del
97.58%, mientras que aplicando el punto de
corte de 38% que surge de este estudio, si bien
se mantienen los valores de la sensibilidad,
mejord la especificidad, obteniendo valores
comparables a otros test de Elisa comerciales y
artesanales en uso (Marin y col, 1989; Gall y
col, 2003). El Coeficiente de variacion (CVar)
del suero control negativo fue bueno, sin
embargo el CVar para el suero control positivo
fue un tanto alto, por lo que habria que analizar
en profundidad el comportamiento del mismo
para determinar las posibles causas de este
fenémeno y en todo caso evaluar el cambio del
suero control del Kit. ElI CVar promedio
obtenido con los 123 sueros positivos
analizados, indica que el Kit tiene una buena
repetibilidad intra placa por lo que no seria
necesario analizar los sueros por duplicado en
la rutina diaria de diagnéstico. Se concluye que
el Kit demostr6 un funcionamiento correcto,
sélido, con resultados claros al momento de la
lectura, con un background muy bajo, lo que lo
hace recomendable su uso para tareas de
diagnodstico de rutina como asi también para
ser aplicado en programas de control de la
brucelosis ovina a nivel de establecimiento.
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BRUCELOSIS OVINA: DIAGNOSTICO MOLECULAR EN PATAGONIA

Alvarez, L.P.1'2; Marcellino, R.Z; Robles, C.AZ
"|PATEC-CONICET: ?Grupo de Salud Animal, INTA Bariloche

Introduccién

La brucelosis ovina en Patagonia es causada
por B. ovis. Esta enfermedad genera infertilidad
y el descarte temprano de los carneros,
produciendo un impacto negativo en aquellos
paises donde la cria de ovinos es una actividad
econOmica importante, ya que genera una
caida de la fertilidad de la majada, un aumento
en el descarte de los carneros por estar
infectados, abortos en el Ultimo tercio de la
prefiez, aumento de la mortalidad perinatal,
pérdida de carneros con alto valor genético,
complicaciones en el manejo y restricciones en
el comercio. En Argentina, la brucelosis ovina
fue diagnosticada en Mesopotamia, Pampa
himeda y Patagonia (Iglesias et al, 1994),
siendo esta ultima la regién donde la cria ovina
adquiere su maxima importancia, contando con
mas del 60% de las existencias ovinas del pais.
Respecto a la presencia y difusion de B. ovis
en Patagonia, el GSA del INTA Bariloche realizé
un estudio sobre 181.621 muestras de suero
enviadas a sus laboratorios para el diagndstico
de B. ovis durante el periodo 1995-2010. El
analisis de los resultados reveld que el 37,1%
de los establecimientos en Rio Negro, el 50%
en Neuquén, el 63,5% en Chubut, el 77,8% en
Santa Cruz y el 79,1% en Tierra del Fuego
estaban infectados, siendo esta prevalencia de
las mas altas registradas a nivel mundial. En
este mismo estudio, sobre el total de sueros
analizados, 10.570 (5,82%) resultaron positivos
a B. ovis. Actualmente el control de la
brucelosis ovina se basa en el diagndstico y
posterior descarte de animales infectados. Sin
embargo, los métodos de diagndstico que se
utilizan en la actualidad que incluyen la
revisacion clinica, el aislamiento del agente
causal mediante  cultivo bacterioldgico
(estandar de oro) y la deteccién de anticuerpos
por serologia, presentan limitaciones. Con
respecto al aislamiento de B. ovis a partir de
muestras de semen mediante cultivo
bacteriolégico, si bien es considerado el
estandar de oro, es muy laborioso debido al
trabajo que demanda la obtencién de la
muestra y el tiempo que requiere el cultivo, lo
que impide la obtencién rapida de un resultado
para su aplicacion a campo. Ademas, esta
prueba puede fallar debido a que: a) existen
animales que eliminan B. ovis de forma
intermitente a través del semen, por lo que
deben hacerse tres o cuatro extracciones de
semen con una semana de intervalo; b) existen
problemas en la recoleccion de semen en
condiciones de campo, debido a

contaminaciones que pueden ser producidas
por microorganismos provenientes tanto del
ambiente como de la flora del prepucio; c) las
muestras recolectadas deben ser frescas y
llegar al laboratorio lo mas rapido posible para
evitar la pérdida de viabilidad de las bacterias
presentes. En los Ultimos afios se ha intentado
mejorar el diagnéstico mediante el uso de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La
PCR es una técnica sensible, rapida,
especifica y no requiere de muestras frescas,
es decir, permite la deteccidn de la bacteria sin
la necesidad de que la misma esté viable.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar una
PCR como método diagndstico directo de B.
ovis sobre muestras de semen de carneros
infectados naturalmente y su comparacién con
cultivo bacteriolégico que es considerado el
estandar de oro.

Materiales y Métodos

La PCR se ensay6 sobre semen de animales
libres de brucelosis y sobre ADN de B. abortus,
B. melitensis, Histophillus ~ somni y
Actinobacillus ~ seminis  como  controles
negativos. Como control positivo se utiliz6 ADN
aislado de colonias de B. ovis. EI ADN se
obtuvo a partir de 500 ul de semen por el
método del fenol-cloroformo. Se midid la
concentracion de ADN vy la absorbancia a 260
nm (A260) y 280 nm (A280) en Nanodrop 2000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific), y
se determind la pureza del ADN obtenido por
medio del calculo de la relacion A260/A280.
Las muestras se almacenaron en freezer a -
20°C hasta su procesamiento. Se realizaron
PCRs utilizando cebadores especificos para el
gen BOV_A0500 (F: 5-GCC TAC GCT GAA
ACT TGC TTT TG-3' y R: 5-ATC CCC CCA
TCA CCA TAA CCG AAG-3’) (Tsolis et al.,
2009). Las reacciones de PCR se llevaron a
cabo con una mezcla de 200 pM dNTP, 0.5 pM
de cada cebador, 1.25 U Taq DNA polimerasa y
100 ng de ADN en un volumen de 25 pL. Los
parametros de amplificacion fueron: 95 °C por 5
min, seguidos de 30 ciclos de 95 °C por 30 s,
60 °C por 30 s, y 72 °C por 30 s, con un paso
final a 72 °C por 5 min. Para el cultivo
bacteriol6gico se sembraron 200 ul de semen
en placas de Agar Thayer Martin (agar sangre
Columbia con el agregado de 7% de sangre
entera ovina con heparina como
anticoagulante, y de los antibiéticos
Vancomicina 3 pg/ml, Colistina 7.5 pg/mi,
Nistatina 22 pg/ml y Nitrofurantoina 10 pg/ml) y
Agar Sangre. Las placas se incubaron a 37°C



con 20% CO, durante 10 dias. Se realiz6 la
tinciéon de Gram y pruebas bioquimicas a las
colonias que presentaron morfologia
compatible con Brucella spp. Los cocobacilos
pequefios Gram negativos, catalasa + vy
acriflavina + fueron identificadas como B. ovis.

Resultados

Los resultados muestran que la PCR descripta
fue capaz de detectar B. ovis en el 72% de las
muestras, mientras que la bacteriologia detecté
B. ovis en un 56% de las muestras analizadas.

Figura 1. PCR de B. ovis sobre muestras de semen.
Productos de PCR obtenidos sobre ADN de
muestras de semen. Calle M: Marcador de PM. Calle
1 a 9: muestras de semen de carneros con sospecha
de brucelosis ovina. Calle 10: control negativo. Calle
11: control positivo.

Tabla 1. Comparaciéon de métodos: cultivo y PCR.
Porcentaje de muestras positivas y negativas por
cultivo bacteriolégico y PCR. Concordancia entre
métodos: Kappa = 0,654. *Diferencia en la
frecuencia de muestras positivas por PCR vy
bacteriologia, Test de Fisher, *p<0.0001.

Cultivo + Cultivo - Total
PCR + 56% 16% 72%
PCR - 0% 28% 28%
Total 56% 44% 100%

El 100% de las muestras tomadas de carneros
sanos fueron negativas tanto al cultivo como al
diagnostico molecular. Todas las muestras
positivas por cultivo resultaron positivas al
diagndstico molecular (sensibilidad de la PCR
con respecto al cultivo = 100%). Sin embargo,
el 16% de las muestras fueron negativas al
cultivo, pero positvas a la PCR. La
concordancia entre los métodos diagndsticos
fue buena (Kappa = 0.654), mientras que la
diferencia en la frecuencia de muestras
positivas por PCR y bacteriologia fue
significativa (Test de Fisher, p<0.0001). La PCR
evaluada demostré ser especifica para B. ovis
y fue capaz de detectar hasta 0,01 ng de ADN.
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Discusion

En 1987 fue introducido el diagnéstico por PCR
de Brucella spp., y desde esa época
numerosos  investigadores han realizado
progresos en el desarrollo de estos tests: el
desarrollo de PCRs que permiten Ia
identificaciéon especifica de Brucella spp.
respecto de ofras especies cercanas
filogenéticamente; el desarrollo de PCRs para
la diferenciacion entre especies del género
Brucella; el diseno de PCRs para identificar una
especie en particular del género Brucella en
cabras, carneros y humanos infectados; vy el
desarrollo de PCRs multiples para la
diferenciacién entre diferentes especies del
género Brucella y entre otras especies de
bacterias Gram negativas que causan
epididimitis. Sin embargo, la mayoria de estos
métodos no han sido establecidos para su uso
en el laboratorio de diagndstico.

La PCR presentada en este trabajo detectd
ADN de B. ovis en un mayor numero de
muestras que el cultivo. No se detecté B. ovis
en muestras de animales libres de brucelosis.
Todas las muestras positivas al cultivo fueron
positivas a la PCR (sensibilidad de la PCR con
respecto al cultivo 100%). El 16% de las
muestras fueron negativas al cultivo, pero
positivas a la PCR. La concordancia entre los
métodos diagndsticos fue buena (Kappa =
0.654), mientras que la diferencia en la
frecuencia de muestras positivas por PCR vy
bacteriologia fue significativa (Test de Fisher,
p<0.0001).

Conclusion

La PCR diagndstica fue capaz de detectar B.
ovis en muestras de semen con alta
sensibilidad y especificidad, ademas de ser un
método rapido y econdémico. Sin embargo, la
bacteriologia es el Gold Standard, por lo que se
propone utilizar ambos métodos
complementariamente  para  abordar el
diagndstico de la brucelosis ovina.
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EVALUACION DE UNA PCR EN TIEMPO REAL PARA EL DIAGNOSTICO DE LA
BRUCELOSIS OVINA EN PATAGONIA
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'Universidad Nacional del Comahue; 2IPATEC, CONICET Bariloche; 3Grupo de Salud Animal INTA Bariloche

Introduccion

La brucelosis ovina es una enfermedad infecto-
contagiosa producida por Brucella ovis, que
afecta la produccién ovina. Genera una caida
de la fertilidad de la majada, abortos en el
ultimo tercio de la prefiez, un aumento en el
descarte de los carneros por estar infectados y
pérdida de carneros con alto valor genético. En
Argentina, la Patagonia es la region con la
mayor cantidad de existencias ovinas del pais
y, segun un estudio de prevalencia realizado
por Robles y colaboradores, es la regiéon de
mayor prevalencia de brucelosis ovina (37,1%
de establecimientos en Rio Negro, el 50% en
Neuquén, el 63,5% en Chubut, el 77,8% en
Santa Cruz y el 79,1% en Tierra del Fuego
estaban infectados). Por ser una enfermedad
cronica, el control de la brucelosis ovina se
basa en el diagndstico y posterior descarte de
animales infectados. El cultivo bacteriolégico es
el método diagndéstico considerado estandar de
oro, sin embargo presenta ciertas limitaciones
como el tiempo que demanda hasta obtener un
resultado y la posible contaminacién de
muestras, entre otros. En los ultimos afos, se
ha intentado mejorar la deteccion de Brucella
spp. mediante el desarrollo de técnicas
basadas en biologia molecular, como Ila
Reaccion en Cadena de la Polimerasa en
Tiempo Real (QPCR). Esta técnica se basa en
la acumulacién de un producto amplificado (por
ejemplo, una secuencia especifica de ADN) el
cual, mediante el agregado de una molécula
fluorescente, puede ser detectado y medido
mientras la reacciéon progresa. Ademas, esta
técnica también se la utiliza como método
diagndstico, sobre todo gracias a su corto
tiempo de extension. El objetivo de este estudio
fue evaluar una qPCR para B. ovis sobre
muestras de semen de carneros y compararla
con el cultivo bacteriolégico.

Materiales y Métodos

Se trabajé con 43 muestras de semen
provenientes de carneros con aislamiento
positivo para B. ovis y 17 muestras de un
establecimiento libre de brucelosis ovina. A
todas las muestras se les realizo la extraccion
de ADN por dos métodos descriptos por
Alvarez y Robles: 1) A partir de 25 pl de semen
por el método de Chelex y 2) a partir de 500 pl
de semen por el método de Fenol-Cloroformo.
Se diseid una Reaccion en Cadena de la
Polimerasa en Tiempo Real (qPCR), cuyos
cebadores fueron disefiados de modo que

amplifiquen un fragmento de 100 pb, para
poder obtener una reaccién de amplificacion
con una eficiencia adecuada (mayor al 90%) y
una curva estandar lineal (R®>0.980). Los
cebadores utilizados fueron, BOV_A0500 Fw:
5-CCGGTGAGTGGTATCTT-3' y BOV_A0500
Rv: 5-CCACAATCGACAGACATTCG-3..

La mezcla de reaccién de la gPCR consistié de
10 yl de Sso Advanced Universal SYBR Green
Supermix (BioRad), 1 pl de una solucion de 10
MM de cada cebador, 1 ul de templado de ADN
y 7 yl de agua libre de nucleasa, en un volumen
final de 20 pl. Como control positivo se utiliz6 1
pl de ADN de B. ovis. Como controles
negativos se utilizaron ADN de Actinobacillus
seminis e Histophilus somni, bacterias que
también causan epididimitis. Los parametros de
amplificacion fueron: un ciclo de
desnaturalizacion de 3 min a 98°C, seguido de
35 ciclos de 15 s a 98°C y 30 s a 60°C. Luego,
se realizaron los ciclos correspondientes a la
curva de Melting, que incluye una rampa de
65°C a 95°C con un incremento de 0.5°C y 2 s
por paso.

La sensibilidad analitica de la gqPCR se
determind sobre diluciones seriadas 1/10, a
partir de una concentracion de 100 ng/ul de
ADN de B. ovis hasta una concentracion de
0.001 ng/ul de ADN. Estos resultados fueron
utilizados para generar una curva estandar,
cuyos valores de eficiencia de amplificacion (E)
y coeficiente de determinacién (Rz) fueron
evaluados para determinar si el ensayo de
gPCR fue 6ptimo. La especificidad analitica de
la qPCR se determind sobre los ADN de A.
seminis e H. somni.

Se utilizd el programa MedCalc para realizar
una curva de ROC para establecer el punto de
corte que permite discriminar entre carneros
positivos y negativos a B. ovis, al igual que los
valores de sensibilidad y especificidad
diagndsticas de cada qPCR respecto al cultivo
bacterioldgico.

Resultados

Tanto en la gqPCR sobre ADN extraido
mediante el método de Chelex (gPCR-CH)
como en la gqPCR sobre ADN extraido
mediante el método de Fenol-Cloroformo
(QPCR-FC), la sensibilidad analitica fue 0.01
ng/ul de ADN. La eficiencia de amplificacion de
ambas gqPCR fue E=90.4% vy el valor de
R?=0.999 (Grafico 1). Ademas, ambas qPCR
resultaron negativas al ADN de H. somni y A.
seminis, mostrando de esta forma Ila
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especificidad analitica de los cebadores
elegidos.

Grafico 1. Curva estandar, que grafica el logaritmo
de la concentracion inicial de ADN en funcién del
ciclo umbral de deteccion. El valor de eficiencia (E)
fue 90.4% y su valor de R?*= 0.999.

En la Tabla 1, se presentan los valores de
punto de corte, sensibilidad y especificidad
diagndsticas, y del area bajo la curva de ROC
de cada gPCR, respecto al cultivo
bacteriologico. Por otro lado, en el Grafico 2 se
comparan las curvas de ROC obtenidas en
cada qPCR, las cuales presentan una
diferencia en sus areas bajo la curva de 0.162
(P=0.0021). ElI valor de punto de corte elegido
en cada qPCR es aquél que mas se aproxima a
la esquina izquierda superior del Grafico 2, con
valores de sensibilidad y especificidad
diagnésticas del 100%.

Tabla 1. Resultados de punto de corte, sensibilidad
y especificidad diagnosticas, y valor del area bajo la
curva de ROC, de cada gPCR respecto al cultivo
bacteriologico.

gPCR-CH gPCR-FC
Punto de corte 31.07 30.62
i?”s'tf"".’ad 76.7% 100%
iagnostica
E;tpec”f'c'.dad 93.7% 100%
iagnostica
Valor del area
bajo la curva de 0.838 1.000
ROC (P<0.0001)

Grafico 2. Comparacion de curvas de ROC de la
gPCR-CH (curva verde) y la qPCR-FC (curva azul).
Se grafican los valores de sensibilidad en funcién de
los valores de especificidad, de cada punto de corte
posible.

100
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Discusion

El disefio de qPCR fue o6ptimo para la
amplificacion del fragmento de ADN de B. ovis
elegido como cebador. Segun los resultados
obtenidos, la qPCR fue capaz de amplificar un
90.4% del templado en cada ciclo (E=90.4%).
Ademas, al obtener una regresion lineal en la
curva estandar, se pudo corroborar que la
eficiencia de amplificacion fue la misma para
diferentes concentraciones iniciales de ADN.
Por otra lado, la qPCR-FC fue el ensayo de
gPCR que mejor discrimind entre carneros
positivos y negativos a B. ovis, al presentar un
valor de area bajo la curva de ROC
significativamente mayor respecto a la qPCR-
CH. A su vez, en la qPCR-FC se obtuvieron
altos valores de sensibilidad y especificidad
diagndsticas.

En cuanto a la gqPCR-CH, la baja sensibilidad
diagnodstica obtenida pudo deberse a
problemas de inhibicion de la qPCR. Esto
ultimo pudo corresponderse con la obtencion
de un ADN de menor calidad con este método
de extraccién respecto al de Fenol-Cloroformo.
Segun Manuja y colaboradores, el semen
posee células espermaticas y no espermaticas
que pueden inhibir la qPCR, y bioquimicamente
esta compuesto por una gran cantidad de ADN
y proteinas, por lo que el método de extraccion
elegido es importante para obtener ADN de
buena calidad y asi contribuir al éxito de la
gPCR.

Conclusion

Los resultados de este estudio muestran que la
gPCR-FC fue capaz de detectar B. ovis en
muestras de semen con alta sensibilidad y
especificidad diagndsticas, ademas de ser un
método rapido y practico. Por lo tanto, se
propone a la gPCR-FC como técnica
diagndstica alternativa al cultivo bacterioldgico
en los casos en que se requiera un diagnéstico
rapido o no se pueda asegurar la correcta
conservacion de las muestras. Ademas, para
evitar la sospecha de falsos negativos, se
propone agregar un control interno a la gPCR.
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Introduccion

El Ectima Contagioso es una enfermedad
infecciosa de la piel y mucosas de los ovinos y
caprinos, altamente contagiosa y debilitante,
causada por un virus epiteliotropico
denominado Virus ORF.

El cuadro clinico se inicia con un eritema local
en la piel, que evoluciona dando lugar a la
formacién de papulas, luego a vesiculas, éstas
a pustulas para terminar en la formacion de
costras que cubren boca y narices.
Eventualmente se pueden observar lesiones en
otras areas del cuerpo como vulva, escroto,
prepucio, ubre, pezones y rodetes coronarios
La enfermedad tiene un comportamiento
epidémico, produciendo brotes anuales siendo
mas frecuente en animales jovenes, aunque
bajo ciertas circunstancias los animales adultos
también pueden verse afectados.

Su distribucion es mundial, afectando tanto a
ovinos como a caprinos, aunque puede afectar
a otras especies animales tanto domésticas
como silvestres y ademas constituye una
Zoonosis

En la Patagonia, esta ampliamente difundida en
ovinos y caprinos y produce brotes epidémicos
de manera estacional en primavera/verano.

En este trabajo se presenta la informacion
resultante del estudio de un brote de ectima
contagioso ocurrido en ovinos de la raza
Merino en un establecimiento ganadero en la
Patagonia Argentina.

Materiales y Métodos

El establecimiento, dedicado a la cria mixta de
ovinos y caprinos, esta ubicado en el
departamento de Pilcaniyeu en la provincia de
Rio Negro dentro del area ecolégica de Sierras
y Mesetas Occidentales.

El lote estaba compuesto por un total de 183
ovinos (152 borregas y 31 borregos), todos
ellos diente de leche, de la raza Merino de
entre 8 y 9 meses de edad. Ninguno habia sido
vacunado contra ectima contagioso
previamente y tampoco sus madres.

Se revisé clinicamente el total de los animales
del lote, en busca de lesiones en orejas, ojos,
nariz, boca, labios y encias, en los miembros a
nivel del rodete coronario, en la zona perineal y
en los 6rganos genitales: vulva, ubre y pezones
en hembras y prepucio y escroto en machos.

De 9 animales con sintomas y lesiones de la
enfermedad se tomaron muestras de costras
de las lesiones presentes en morro, que fueron
conservadas refrigeradas en una solucion de
PBS adicionada de 10.000U/ml de penicilina,
10mg/ml de estreptomicina y 25ug/ml de
anfotericina B hasta su arribo al laboratorio,
donde fueron congeladas a -80°C hasta su
procesamiento. En el laboratorio se procedié a
la purificacion del ADN y a la realizacion de una
reaccion de PCR con la finalidad de confirmar
el diagnéstico clinico de campo.

Resultados

El brote se inicié al comienzo del invierno en el
mes de junio de 2013, afectando un lote de
ovinos Merino jovenes, en un establecimiento
donde no se habia presentado la enfermedad
en al menos los ultimos 5 afos.

Clinicamente la lesién mas llamativa fue la
presencia de costras gruesas cubriendo los
labios y los bordes de las fosas nasales, de
color blanco-grisaceo, aunque en algunos
casos eran de color marréon oscuro,
seguramente por el sangrado de los tejidos por
desprendimiento de costras (Foto 1). Las
costras al intentar despegarlas, dejaban al
descubierto una mucosa inflamada y muy
sangrante. En algunos casos se detectaron
lesiones costrosas en el rodete coronario de los
miembros, tanto delanteros como traseros.

Foto 1. Lesiones costrosas en morro.

En un alto porcentaje (51,4%) se detectd
conjuntivitis caracterizada por lagrimeo intenso
y congestién de la conjuntiva (Foto 2), y la
presencia de moco en ollares. Finalmente en
algunos animales se detectaron llagas vy
lesiones sangrantes en encias (Foto 3).



Foto 2. Conjuntivitis con lagrimeo.

Foto 3. Llagas en encias.

El detalle de las lesiones y signos registrados a
la revisacion clinica se pueden observar en la
Tabla 1.

Tabla 1. Cantidad de animales y porcentajes de
presentacion de las diferentes lesiones y signos
clinicos registrados durante la revisacion clinica de
los 183 ovinos durante el brote de ectima
contagioso.

Lesiones/Area N animales % animales
con lesiones afectados afectados
Costras en morro 179 97.8%
Conjuntivitis 95 51.4%
Lesiones en rodete

coronario 27 14.8%
Moco en narices 24 13.1%
Congestion

conjuntiva ocular 11 6.0%
Lagrimeo 5 2.7%
Llagas en encias 4 2.2%

Al momento del relevamiento del brote, 179 de
los 183 corderos que componian el lote
estaban afectados, lo que arrojé una morbilidad
del 97.8%. La presencia de ADN del virus ORF
fue confirmada mediante PCR sobre el gen
ORF045 en las muestras de costras tomadas
de los 9 ovinos seleccionados.
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Discusion

La posible causa del brote surgié al realizar la
anamnesis del caso. Alli se consigné que en el
mes de marzo se habia realizado la compra de
un lote de 32 ovejas con crias, provenientes de
la zona de Valcheta, localidad ubicada en el
este de la provincia de Rio Negro a 380 km del
establecimiento problema. Los 31 corderos/as
nacidos de ese lote, fueron juntados con los
corderos/as locales en un mismo potrero,
conformando el lote de 183 borregos/as
analizado en este estudio. Se pudo saber que
las ovejas madres ingresadas tenian lesiones
residuales de ectima, por lo que se estima que
fueron esas ovejas las que ingresaron la
enfermedad al establecimiento y
desencadenaron el brote a través de alguna de
las dos vias de contagio que se describen para
la enfermedad.

El alto porcentaje de animales afectados con la
lesion clasica de costras en el morro (97.8%) y
en menor medida en otras localizaciones puede
explicarse por la alta sensibilidad de los
animales del lote (borregas y borregos) porque
no tuvieron exposicion previa a la enfermedad
ni fueron vacunados previamente contra el
ectima contagioso.

La conjuntivitis (51.4%), congestion de la
mucosa ocular (6%), lagrimeo (2.7%),
secrecion nasal (13.1%) y llagas en encias
(2.2%), son signos y lesiones que no son
descriptos frecuentemente para esta
enfermedad.

En este caso seria la primera vez que se logra
confirmar un brote de ectima contagioso en la
Patagonia, mediante una reaccién de PCR
especifica para el gen ORF045, la que ha
demostrado ser una técnica rapida y efectiva
facilitando asi una pronta respuesta al
productor y la implementacion del tratamiento
sintomatico de los animales afectados
ayudando a prevenir el contagio a otros lotes
de animales del campo.
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Introduccion

El Ectima Contagioso también se conoce como
boquera, epizootia, boca costrosa y dermatitis
pustular contagiosa. Tiene un comportamiento
epidémico, produciendo brotes anuales siendo
mas frecuente en animales jovenes, aunque
bajo ciertas circunstancias los animales adultos
también pueden verse afectados. Es una
enfermedad viral que afecta a ovejas, cabras,
alpacas, camellos y otros rumiantes salvajes.
Los humanos también pueden verse afectados
a través del contacto con animales infectados y
se han registrado casos ocasionales en perros
que comen animales muertos infectados. La
enfermedad es causada por un Vvirus
epiteliotrépico (Parapoxvirus), conocido como
virus ORF, que se encuentra en lesiones
cutaneas y costras de animales infectados y se
cree que ingresa mediante contacto directo con
cortes o abrasiones en la piel a través de
secreciones y por objetos contaminados. El
virus es muy resistente en el ambiente
pudiendo permanecer en la lana y en el cuero
durante aproximadamente un mes. Los signos
y lesiones se detectan entre 3 a 7 dias luego de
la exposicion al virus y por lo general, la herida
sana por si sola en 2 a 6 semanas sin dejar
cicatrices. Los primeros signos son pequefias
protuberancias elevadas (papulas), llagas y
ampollas en los labios, morro, orejas y/o
parpados de los animales y en algunos casos
las lesiones aparecen en la nariz, alrededor de
los ojos, patas, vulva, ubre y axila. En la boca
de los lactantes puede impedir el
amamantamiento por las lesiones dolorosas vy
causar pérdida de peso, y ademas puede
infectar los pezones y la ubre de la madre,
dando lugar a la mastitis. En casos raros, las
lesiones se encuentran en la lengua, encias,
techo de la boca, el eséfago y en ocasiones
con lesiones en el rumen. El presente resumen
describe dos brotes que afectaron a majadas
ovina y caprina en establecimientos del centro-
oeste del pais

Materiales y Métodos

Los brotes se presentaron en majadas sin
antecedentes de haber aplicado la vacuna viva
atenuada frente al Ectima contagioso. El brote
ovino se presentd en julio en un
establecimiento sito en Huinca Renancé
(Coérdoba) en una majada compuesta por 28
ovejas cruza Corriedale x Pampinta y 16
corderos de menos de 60 dias. En las ovejas

adultas las lesiones se presentaban en boca,
ubre y pezones, mientras que los corderos
presentaban lesiones vesiculares y costrosas
de diferente magnitud en la boca, labio y nariz.
En ambas categorias no se observaron
lesiones en rodete coronario de las pezufas,
oreja, parpados, conjuntiva ocular y oérganos
genitales. El brote en el ganado caprino se
presenté en agosto una majada que se
encontraba en época de servicio en de la
localidad de Concaran (San Luis), donde la
enfermedad se observd en dos animales
adultos (un macho y una cabra) de un total de
50 cabras adultas y en dos cabritos muertos
por inanicién de un total de 20.

En todos los casos se tomaron y conservaron
en -70 °C costras de las lesiones tipicas en
labio para la confirmacion del diagnostico
clinico siguiendo las instrucciones del kit
QlAamp DNA, para la extraccién de ADN.



En primer lugar se determiné la integridad del
ADN obtenido (mediante electroforesis en gel
de agarosa) y luego se procedié a realizar la
PCR diagndstica basada en la amplificacion del
gen ORFO045 con la finalidad de confirmar el
diagndstico clinico, usando una dilucién %2 (1/5)
y 1/10 de los ADN de las muestras. El tamafio
esperado para el producto de PCR fue de
392pb y el marcador de peso molecular
utilizado fue 100pb.

Resultados

A la revisacion clinica del brote ovino se
constatd 8 ovejas (28,6%) afectadas con
lesiones costrosas en ubre-pezones en el 75%
de los casos y en boca-morro en el 25 % de las
enfermas.

El 100% de los 7 corderos afectados (43,7%)
presentaban lesiones costrosas en morro y
labio. Las dolorosas lesiones costrosas en los
corderos y sus madres dificultaban el
amamantamiento. Todas las madres se
recuperaron del brote mientras que la letalidad
de los corderos fue del 14,3% (1/7). Las
lesiones costrosas del brote en la majada de
cabras se limitaban a boca y labio tan to en los
adultos como en dos cabritos muertos. La PCR
diagndstica para Ectima realizada sobre el ADN
extraido de las costras recolectadas amplificd
un producto del tamafo esperado. Todas las
muestras de ambos brotes fueron positivas
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para la presencia del virus ORF, agente causal
del Ectima contagioso (Figura 1).

Figura 1. PCR diagnéstica para Ectima ovino y
caprino.

Discusion y Conclusion

A pesar que en ambos brotes no se pudo
comprobar el ingreso de la enfermedad a
través de animales portadores del virus, queda
claro el mayor porcentaje de animales
afectados en el brote ovino comparado con el
caprino, demostrando la mayor sensibilidad de
estos animales como lo reportaron otros
autores. La época de presentacion de ambos
brotes (invierno) concuerda también con los
reportes realizados por otros autores en el
sentido que los meses frios son mas
predisponentes para la aparicion de la
enfermedad. Mediante la prueba de PCR se
confirmé molecularmente la presencia de ADN
del mismo virus ORF en las muestras de
costras de ambas especies, confirmando la
hipétesis de que el mismo virus afecta a estas
dos especies.
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Introduccioén

El Ectima contagioso (EC), dermatitis postular
infecciosa o "boquera", es una enfermedad
zoonotica de distribucion mundial, causada por
un virus de la familia Poxviridae, género
Parapoxvirus, mas conocido como Orf virus.
Este es un virus epiteliotropico que provoca
lesiones proliferativas en la piel de los labios,
fosas nasales, mucosa oral, ubre vy
ocasionalmente en vulva. Las infecciones
afectan a ovinos y caprinos jovenes, sin
embargo se han reportado casos en otros
rumiantes domésticos, salvajes y en humanos.
Animales lactantes infectados pueden contagiar
a sus madres causandoles lesiones en
pezones. El periodo de incubacién va de 2 a 14
dias, siendo un cuadro autolimitante con una
duracién de 3 — 6 semanas. La morbilidad
puede llegar al 100% y la mortalidad es menor
al 3%, la que frecuentemente es debida a
infecciones bacterianas secundarias o por
inanicion debido al dolor provocado por las
lesiones. Los brotes de EC, generalmente son
diagnosticados teniendo en cuenta la
anamnesis y revisacion clinica de los animales
afectados. El objetivo de este trabajo es
confirmar la etiologia de un episodio de EC en
el partido de Balcarce, provincia de Buenos
Aires, Argentina, mediante métodos de biologia
molecular, patologia que hasta el momento, si
bien habia sido sospechada clinica y
patolégicamente, su etiologia no habia podido
ser confirmada por técnicas de laboratorio
apropiadas.

Materiales y Métodos

En el mes de enero de 2015 se asistido a un
establecimiento productivo en el partido de
Balcarce, provincia de Buenos Aires, Argentina,
ante la presencia de una majada de 395
corderos de 4 a 6 meses de edad de razas
Texel, Poldorset, Highlander y Corriedale,
afectados clinicamente. Los mismos fueron
revisados identificando los animales con
lesiones visibles. A uno de los animales
afectados de cada raza (n= 4) se les realizé
biopsia de piel y el espécimen fue colocado en
formol bufferado al 10% para realizar estudios
histopatolégicos de rutina. Ademas se
extrajeron muestras de costras secas (1 animal
de cada raza afectada, n= 4). Posteriormente
se realiz6 una PCR diagnéstica utilizando los
cebadores descriptos por Kottaridi et al (2006),
que amplifica una regién interna del gen

ORF045. Como control positivo se usé ADN
extraido de una cepa virus Orf aislada en un
brote en la provincia de Rio Negro, Argentina
en el ano 2013 (Peralta et al., 2015). De forma
complementaria se realizé la PCR para un
fragmento interno del gen ORFO011 descripta
por Inoshima et al (2000).

Resultados y Discusion

De los 395 corderos, 100 presentaban lesiones
proliferativas visibles en la comisura labial,
morro, rodete coronario y orejas (Foto 1), sin
observar diferencia alguna en cuanto a
susceptibilidad racial a diferencia de lo que
ocurre en caprinos donde se han descrito
cuadros mas severos en los individuos de raza
Boer (Smith B, 2015). El resto de los corderos
de la majada presentaba alteraciones menos
evidentes en el interior de la boca y encias,
alguna de las cuales ya presentaban lesiones
compatibles con un crecimiento bacteriano
secundario o miasis, hallazgos habituales en
esta infeccion. Durante el analisis
histopatolégico se observd una dermatitis
necrotizante mixta, con infiltrado linfocitario y
de polimorfonucleares, ademas del inicio de los
procesos de regeneracion epitelial, similares a
los descriptos por Tértora (1987). Utilizando
PCR sobre las 4 muestras analizadas, todas
permitieron amplificar los genes ORF045 vy
ORF011 (Foto 2), lo que permitié confirmar la
etiologia de este brote de EC.

Conclusion

Se pudo confirmar que el cuadro clinico
observado en este establecimiento de
produccion ovina fue producido por el virus del
EC. Si bien la clinica y las lesiones son
caracteristicas y ya han sido descriptas otros
afos en el mismo establecimiento y en otros de
la regidn, este trabajo confirma por primera vez
la etiologia utilizando técnicas moleculares de
diagndstico.

Se seguira investigando para poder realizar la
caracterizacion molecular del virus del EC
identificado en este episodio y poder
compararlo con las cepas aisladas en otras
regiones del pais, asi como las primeras
caracterizaciones moleculares de cepas de
virus Orf detectadas en humanos en contacto
con rebafos afectados.



Foto 1. Lesiones de EC observadas en morro,
comisura labial y rodete coronario en ovino afectado
de la majada del partido de Balcarce.
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Foto 2. (A) Amplificacion del gen ORF045 (392 pb) y
(B) ORF011 (590 pb) en muestras extraidas de
cordero Texel (linea 2), Corriedale (linea 3),
Highlander (linea 4) y Poldorset (linea 5). La banda
en linea 1 corresponde al control negativo, linea 6 al
marcador de peso molecular y linea 7 al control
positivo donde se utilizd, ADN extraido de una cepa
virus Orf aislada en un brote en la provincia de Rio
Negro, Argentina en el afio 2013 (Peralta et a.l,
2015).
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IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE VIRUS ORF EN
ARGENTINA

Peralta, A."%; Robles, C.A.%; Martinez, A.>; Alvarez, L."%; Valera, A.*; Calamante, G.%; Kénig, GA."?
'CONICET; 2Instituto de Biotecnologia, CICVyA INTA; 3Grupo de Sanidad Animal, INTA Bariloche; “FCV, Univ.
Nacional de La Plata

Introduccién

El virus Orf (ORFV) es el agente etioldgico del
Ectima Contagioso (EC), una dermatitis
pustular de ovinos y caprinos. También se lo
considera una zoonosis ocupacional ya que
puede afectar a veterinarios y personal de
campo que entra en contacto con animales
afectados o con fémites contaminados. Se
observan brotes de ORFV en todas las
regiones geograficas del mundo, incluida
Argentina. El diagnostico de la infeccion se
logra a través de la observacion del cuadro
clinico, aislamiento viral a partir de las escaras
y observacion de particulas virales mediante
microscopia electronica. Sin embargo, el Unico
meétodo confiable y aceptado mundialmente es
la deteccion del ADN viral mediante la
amplificacion de secuencias especificas
utilizando la técnica de PCR. EIl origen e
identidad de cepas de ORFV argentinas es
desconocido y no se han realizados estudios
filogenéticos comparativos. En este trabajo se
describe la secuenciacién y analisis de cinco
marcadores moleculares de ORFV, los genes
orf011, orf020, orf109, orf117 y orf127, para
dos brotes de EC en Argentina.

Materiales y Métodos

En julio de 2013 ocurrié un brote exantematico
en rodeo ovino de la localidad de Pilcaniyeu,
Rio Negro. Nueve ovejas Merino presentaron
lesiones similares a verrugas o escaras secas,
en los labios y zona que rodea la boca. El
diagndstico clinico fue EC. Se colectaron las
escaras empleando hojas de bisturi y tijeras.
Las muestras fueron conservadas refrigeradas
hasta su arribo al laboratorio y procesamiento
para la extraccion del ADN.

Ademas, se incorporé a nuestro analisis una
segunda muestra de escara procedente de un
ovino de la localidad de Chascomus, BsAs,
diagnosticado como EC en 1997 (la muestra
fue criopreservada hasta la fecha).

A partir del ADN obtenido de costras de las
lesiones de animales afectados, se realizaron
reacciones de PCR para amplificar una region
interna del gen orf011 y las secuencias
completas de los genes 0rf020, orf109, orf117
y orf127.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas
con otras secuencias depositadas en el Gen
Bank y se establecieron las relaciones
filogenéticas computando las distancias
genéticas entre los distintos virus (se utilizo el
modelo evolutivo Kimura-2p, con el método de
Neihgbor-Joinig y un bootstrap de 1000,
programa MEGAG).

Resultados

Primero, se confirmé el diagnéstico de EC
mediante la realizacion de una PCR
diagnostica para ORFV basada en el gen
orf045 (3). Todas las muestras resultaron
positivas. Entonces, procedimos al estudio de
los cinco marcadores moleculares.

El andlisis de las secuencias de las nueve
muestras de Pilcaniyeu, mostré una identidad
nucleotidica del 100% en todos los
marcadores analizados. Por este motivo, las
nueve muestras fueron tratadas como una
Unica muestra denominada sPi13.

Los arboles filogenéticos mostraron que para
el marcador orf011, las cepas argentinas sPi13
y sCh97 forman un grupo junto con cepas
brasileras y norteamericanas (Figura 1). Esta
asociacion la volvimos a observar en el arbol
filogenético del marcador orf020, aunque en
este caso, el grupo deja de estar formado sélo
por cepas americanas e incorpora una cepa de
Nueva Zelanda (NZ2).

En el caso de los marcadores orf109, orf117 y
orf127 (Figura 2) se dispone de pocas
secuencias depositadas en el Gen Bank, por lo
que no fue posible comparar las secuencias
sPi13 y sCh97 con cepas de ORFV
americanas, pero se observé que estas dos
muestras formaban parte de un grupo
filogenético con alto soporte de bootstrap.



Figura 1. Arbol filogenético obtenido con el
marcador molecular orf011.

Figura 2. Arbol filogenético obtenido con el
marcador molecular orf117

Discusion

En este trabajo, se confirmé el diagndstico
clinico de EC en las muestras de Pilcaniyeu y
de Chascomus, mediante la realizacién de una
PCR que amplifica el gen 0rf045 de ORFV.
Las nueve muestras de Pilcaniyeu mostraron
100% de identidad en los cinco marcadores
moleculares analizados. Esto indica que el
brote fue causado por una Unica cepa y que no
se observan variaciones entre animales. Este
hecho no es de extrafiar en un virus con
genoma de ADN, motivo por el cual, las nueve
muestras fueron tratadas como una sola.
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Para el analisis filogenético del virus Orf se
utiliza mayormente el gen orf011 por ser el
primero que se conocid su secuencia y se
dispone de un mayor numero de secuencias
depositadas en el Gen Bank. Basandonos en
este gen, los aislamientos argentinos forman
un cluster junto con cepas de Brasil y Estados
Unidos. Sin embargo, los niveles de confianza
de los nodos de este arbol son bajos e
intermedios. Un resultado similar fue
observado por otros investigadores.
Probablemente esto se deba al alto nivel de
identidad nucleotidica entres todas las
muestras, lo cual resulta en una baja sefal
filogenética.

La formacion de un grupo formado por cepas
americanas también se observo en el arbol
filogenético obtenido con el marcador orf020,
sin embargo en este caso se observa la
introduccién de una cepa neozelandesa.

La incorporacion al analisis de los genes
orf020, orf109, orf117 'y orf127, permitié
obtener una mejor resolucién en los arboles
filogenéticos con un alto soporte de bootstrap.
Este analisis mostr6 que estas dos cepas
argentinas forman un cluster en todos los
marcadores  analizados, aunque para
confirmar la conformacion de este cluster es
necesario agregar mas cepas argentinas al
estudio.

Conclusiones

Este trabajo presenta la primera
caracterizaciéon molecular de dos brotes de
Ectima Contagioso en Argentina.

Los dos aislamientos argentinos se encuentran
formando un grupo filogenético en los cinco
marcadores analizados, sin embargo, el nivel
de soporte de los nodos, la relacién interna e
incluso algunos miembros del grupo, cambian
segun la region gendémica que se analice.

Se requiere profundizar el estudio con el
analisis de mas cepas argentinas, para
determinar no sélo el grado de variacion entre
las distintas cepas que circulan en el pais, sino
también la utilidad de los marcadores
seleccionados para el andlisis filogenético.
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ANALISIS FILOGENETICO DEL VIRUS ORF EN CINCO BROTES DE ECTIMA
CONTAGIOSO EN CABRAS DE ARGENTINA

Peralta, A."; Robles, C.A.% Micheloud, J.F.%; Rossanigo, C.E.* Martinez, A.%; Carosio A.*; Kénig, G.A."
'CONICET, Instituto de Biotecnologia, CICVyA, INTA, *Grupo de Salud INTA Bariloche; *Grupo de Sanidad
Animal, IIACS INTA Salta, 4Grupo de Sanidad Animal, INTA San Luis

Introduccion

El virus Orf (ORFV) es el agente etioldgico del
Ectima Contagioso (EC), una dermatitis
pustular de pequefios rumiantes con
distribucion mundial. Hasta la fecha, solo se
han caracterizado a nivel molecular dos cepas
de ORFV en Argentina. En este trabajo se
describe la caracterizacién molecular y analisis
filogenético de cinco aislamientos de ORFV
que causaron brotes de EC en hatos caprinos
de tres regiones geograficas de Argentina,
durante el periodo 2014-2015.

Materiales y Métodos

En este trabajo se analizaron brotes de EC en
tres zonas geograficas distintas: Patagonia,
NOA vy Centro. Las muestras analizadas
corresponden a gNeu14 (Pichi-Neuquén,
Neuquén), gCom14 (Comallo, Rio Negro,);
gLag14 (La Aguadita, Salta), gEma15 (El
Manantial, Salta) y gCnc15 (Concaran, San
Luis). Las muestras de costras fueron
conservadas refrigeradas hasta su arribo al
laboratorio y procesamiento para la extraccion
del ADN.

Para la observacién de las particulas virales en
el microscopio electronico, se procesaron
500mg de costra por ultracentrifugacién a
través de colchén de sacarosa.

A partir del ADN obtenido de costras de las
lesiones de animales afectados, se realizaron
reacciones de PCR para amplificar una regién
interna del gen orf011 y las secuencias
completas de los genes o0rf020, orf109, y
orf127.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas
con otras secuencias depositadas en el Gen
Bank y se establecieron las relaciones
filogenéticas computando las distancias
genéticas entre los distintos virus (se utilizé el
modelo evolutivo Kimura-2p, con el método de
Neihgbor-Joinig y bootstrap de 1000, programa
MEGAG).

Resultados

La fotografia de microscopia electronica del
material concentrado de las costras mostrd
particulas con la morfologia tipica de los
Parapoxvirus (Figura 1).

Figura 1. Microscopia electrénica.
A continuacién, se confirmé el diagnéstico de

EC mediante la realizacion de una PCR
diagnostica para ORFV basada en el gen
orf045 (3). Todas las muestras resultaron
positivas (Figura 2).

Figura 2. PCR diagnéstica para ORFV.

Procedimos entonces, al estudio de los cuatro
marcadores moleculares.

Los arboles filogenéticos mostraron que para el
marcador orf011, la cepa gNeu14 se agrupa
junto con las argentinas sPi13 y sCh97, cepas
brasileras y norteamericanas (Figura 3). Esta
asociacion la volvimos a observar en el arbol
filogenético del marcador orf020, aunque en
este caso, el grupo deja de estar formado sélo
por cepas americanas e incorpora una cepa de
Nueva Zelanda.



Figura 3. Arbol filogenético del gen orf011.

En el caso de los marcadores orf109 y orf127,
se dispone de pocas secuencias depositadas
en el Gen Bank, por lo que no fue posible
comparar las secuencias argentinas con cepas
de ORFV americanas, pero si pudimos
establecer una relacién entre algunas de las
cepas argentinas con alto soporte de bootstrap.
En la Figura 4 se muestra el arbol filogenético
obtenido para el marcador orf127.

Figura 4. Arbol filogenético para el gen orf127. Con
circulos negros se indican las cepas de ORFV
analizadas en este trabajo. Con circulos blancos se
sefialan las dos cepas argentinas de ORFV
conocidas en 2015 (2).

Discusion

Para el andlisis filogenético del virus Orf se
utiliza mayormente el gen orf011 por ser el
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primero que se conocid su secuencia y se
dispone de un mayor numero de secuencias
depositadas en el Gen Bank. Sin embargo, los
niveles de confianza de los nodos de este arbol
son bajos o intermedios. Probablemente esto
se deba al alto nivel de identidad nucleotidica
entres todas las muestras, lo cual resulta en
una baja sefal filogenética. La incorporacion al
analisis de los genes orf020, orf109, y orf127,
permiti6 obtener mejores niveles de confianza
en los nodos de los arboles filogenéticos.

Del analisis conjunto de los cuatro marcadores,
observamos que la cepa gCom14 que causé un
brote en la localidad de Comallo, Rio Negro,
resulté distinta a la cepa que causo un brote de
EC en una localidad cercana el afio anterior
(cepa sPi13, de Pilcaniyeu, Rio Negro).

Las muestras gCom14 y gCnc15 siempre
agruparon juntas y con alto valor de confianza
en todos los marcadores analizados. Estas dos
muestras mostraron un 100% de identidad
nucleotidica con la muestra gema15 en los
marcadores orf109 y orf127. Esto podria indicar
un origen comun de estas cepas de ORFV.

Los arboles filogenéticos obtenidos con los
marcadores orf011 y orf020 mostraron que la
muestra gNeu14 forma un cluster junto con
cepas de Brasil y Estados Unidos y las
argentinas sPi13 y sCh97. Pero al analizar los
otros marcadores moleculares resulté estar
filogenéticamente alejada del resto de las
cepas argentinas.

El analisis de los datos epidemiologicos
tomados en los distintos brotes de EC, mostro
que en tres de los cinco brotes, la enfermedad
aparecio luego de la incorporacion en el rodeo
de animales aparentemente sanos.

Conclusiones

Este trabajo presenta la primera caracterizacion
molecular de ORFV obtenido de caprinos
afectados en cinco brotes de Ectima
Contagioso en Argentina.

El analisis de los cuatro marcadores
moleculares para las muestras de los cinco
brotes de EC estudiados en este trabajo,
permiti6 observar que en Argentina circulan
varias cepas distintas de ORFV.

Finalmente, los datos epidemioldgicos tomados
sefalan que es importante conocer el estatus
sanitario de los animales que se introducen en
los establecimientos a fin de evitar la dispersion
de cepas entre localidades o provincias.
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Introduccion

Los Virus de la artritis-encefalitis caprina
(Caprine Arthritis-Encephalitis Virus-CAEV) y
Maedi-visna (MVV) son miembros de la familia
de los Retrovirus, e infectan ovejas y cabras en
forma indistinta. La mayoria de los animales
infectados son asintomaticos, solo un pequeno
porcentaje desarrollan un sindrome clinico
caracterizado por una enfermedad inflamatoria
multisistémica que afecta pulmones, sistema
nervioso central, articulaciones y glandula
mamarias CAEV y MVV pueden ser aislados de
tejidos afectados o de fluidos mediante co-
cultivo con células susceptibles por deteccion
de efecto citopatico (ECP) caracteristico vy
posterior confirmacién por inmunomarcaje y/o
biologia molecular. El objetivo de este trabajo
fue realizar el aislamiento del virus CAEV/MVV
mediante cultivo celular a partir de muestras de
cabras de la provincia de San Luis con
sintomatologia clinica compatible con Artritis-
encefalitis caprina.

Materiales y Métodos

Se realizaron ensayos de inoculacién de
cultivos celulares con el objeto de detectar
CAEV/MVV a partir de diferentes muestras de
dos cabras (nro.29 y nro.88) con sintomatologia
compatible de Artritis-encefalitis caprina y
serologia positiva, pertenecientes a un rodeo
de la provincia de San Luis. Para esto,
monocapas subconfluentes de células de la
linea GSM (membrana sinovial de cabra)
fueron inoculadas con liquido sinovial, linfocitos
de sangre periférica y homogenatos de
membrana  sinovial, glandula  mamaria,
linfonédulo mamario y pulmén de ambas
cabras. Se observo diariamente la presencia de
efecto citopéatico (ECP) caracteristico durante
10 dias. Los cultivos fueron pasados en forma
ciega. Aquellos cultivos donde se observo la
presencia de efecto citopatico fueron sometidos
a un ensayo de PCR puesto a punto en nuestro
laboratorio (segun Olech y col. 2012), con el
objeto de detectar la presencia de fragmentos
genéticos especificos virales. Todas las
muestras originales inoculadas en células GSM
fueron evaluadas antes de ser inoculadas por
el mismo ensayo de PCR para detectar la
presencia de material genético de CAEV/MVV.

Resultados

Cuando se realiz6 el co-cultivo de células GSM
con los diferentes tejidos de ambas cabras, se
observé un ECP compatible con infecciéon por
CAEV/MVV en el segundo pasaje del liquido
sinovial y en menor medida de las muestras de
PBMC. Esta observacién fue concordante con
la deteccion de RNA especifico de CAEV/MVV
en los lisados de células de los co-cultivos de
las muestras antes mencionadas (Tabla 1).
Ademas, se detect6 RNA viral en los
homogenatos crudos de membrana sinovial y
glandula mamaria de la cabra 29. Se detecté
DNA proviral solo en el homogenato de
membrana sinovial de la cabra 29. (Tabla 2)

Al momento de la escritura de este resumen, se
estan realizando nuevos pasajes ciegos de
cada uno de los co-cultivos de células GSM
con los diferentes tejidos, asi como
amplificando los pocillos donde se detecto
ECP. Los cultivos deben ser pasados varias
veces antes de ser declarados negativos.

Conclusiones

Los resultados preliminares obtenidos hasta el
momento, aportan informacion preliminar sobre
la deteccion de CAEV/Maedi Visna en
Argentina. Muchos mas ensayos son
necesarios para confirmar el hallazgo, y
obtener evidencia de identificacion 'y
caracterizacion viral especifica. Para esto, las
muestras positivas en el ensayo de PCR estan
siendo secuenciadas para establecer el
genotipo de la cepa en aislamiento, y de esta
forma comenzar a juntar evidencias de cepas
que circulan en nuestro pais.

Este trabajo, es un primer paso para comenzar
a conocer la situacion de la enfermedad
producida por CAEV/MVV en Argentina y para
poner a punto métodos diagndsticos que
permitan establecer medidas rapidas de control
de la infeccién para evitar su diseminacion.



60
Nota: Por ser la Artritis-encefalitis caprina una enfermedad de denuncia obligatoria, la misma fue comunicada al

SENASA local (San Luis). Las muestras utilizadas fueron obtenidas en la necropsia realizada por SENASA en
conjunto con EEA de San Luis.

Tabla 1. Resultados de la inoculacion obtenidas de ambas cabras sobre células GSM.

P1 P2 P3
cabra 29 ECP RNA | DNA ECP RNA DNA ECP | RNA | DNA
leve
PBMC - + - ECP + NR - - NR
Liguido Sinovial - + + ECP + NR ECP + NR
Homogenato Membrana Sinovial ECP - NR
leve
Homogenato Glandula Mamaria ECP - NR
Homogenato Linfonédulo NR NR
mamario ECP - NR
Homogenato Pulmén - - NR
P1 P2 P3
cabra 88 ECP RNA | DNA ECP RNA DNA ECP | RNA | DNA
leve leve leve
PBMC Ece | * | - | Ecp | * | R JEgp| - | MR
. . . leve leve
Liquido Sinovial ) + - ECP + NR ECP + NR
Homogenato Membrana Sinovial ECP - NR
Homogenato Glandula Mamaria ECP - NR
Homogenato Linfonédulo NR NR
mamario - - NR
Homogenato Pulmén - - NR

(P1) pasaje 1. (P2) Pasaje 2. (P3) Pasaje 3. ECP: efecto citopatico. PBMC: polimorfonuclares de sangre periférica. NR: no
realizado

Tabla 2. Deteccion de DNA/RNA en las distintas muestras analizadas. Se realiz6 la extraccion de RNA y DNA
utilizando kit comerciales y luego se realizé PCR segun Olech y col. 2012.

cabra 29 cabra 88
Muestras
RMA DNA RMA DNA

Sangre entera NR + NR +

Homogenato Membrana Sinovial (MS) + + - -

Homogenato Glandula Mamaria (GM) + - - -

Homogenato Linfonédulo mamario (LM) - - - -

Homogenato Pulmén (P) - - - -

Cultivo directo de PBMC + + - -

Cultivo directo de liquido sinovial + + - -
Bibliografia Animals (mammals, birds and bees). 2008b.

Capitulo 2.7.3/4.

-OIE, Organizacién Mundial de Sanidad Animal. -Leroux, C; Cruz, J.C.M.; Mornex, J.F. SRLVs: A
Artritis/encefalitis caprina y Maedi-Visna. Manual genetic continuum of lentiviral species in sheep
of Diagnostic Test and Vaccines for Terrestrial and goats with cumulative evidence of cross

species transmission. Curr. HIV Res. 2010, 8,
94-100.
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VIRUS DE LA ARTRITIS-ENCEFALITIS CAPRINA EN LAS PROVINCIAS DE
SALTAY JUJUY

) Dodero, A.M.1; Micheloud, J.F.1; Alfaro, J.R.Z; Alfaro, E.J.2; Pinto, G.B.S; Suarez, V.H.'
'Area de Sanidad Animal, Instituto de Investigacion Animal del Chaco Semiarido, INTA Salta; *Area de
Produccion Animal, INTA Salta; ° Instituto de Virologia INTA Castelar

Introduccién

La artritis y encefalitis caprina es una
enfermedad producida por un  virus
perteneciente al grupo génico lentivirus de
rumiantes menores (SRLV). Afecta a ovinos y
caprinos transmitiéndose naturalmente entre
ambas especies y puede producir cuatro
formas clinicas clasicas: pulmonar, nerviosa,
mamaria y articular.

La principal forma de transmisién de la
enfermedad es la horizontal, existiendo la
vertical, iatrogénica y por fomites.

El virus se detectdé en la Argentina
seroldgicamente por primera vez en ovinos en
2001 en la provincia de Rio Negro y a partir de
entonces se lo ha encontrado con prevalencias
crecientes en casi todo el pais, y en San Luis a
finales de 2015, Provincia de Buenos Aires, y el
referido en el presente trabajo Salta durante el
afio 2016.

A fin de caracterizar la presencia general de
enfermedades en las majadas caprinas del
noroeste, se llevé a cabo una encuesta, con
toma de muestras bioldgicas para el
diagndstico de diferentes enfermedades en la
que fue incluida CAEV. Al encontrarse
resultados positivos se propuso mostrar la
situacién epidemiolégica de la enfermedad en
las provincias de Salta y Jujuy a través de las
seroprevalencias obtenidas entre los afos
2011-2016.

Materiales y Métodos

Entre 2011 a 2016 se realiz6 una encuesta ad
hoc a pequefos productores familiares de
caprinos, de 78 establecimientos de las
ecorregiones de Quebradas Aridas (QA),
Chaco Saltefio (CS) y Valles Templados (VT)
de las provincias de Salta y Jujuy. Se tomaron
muestras de suero de entre 20 y 25 hembras
adultas por establecimiento.

Se procesaron los sueros para el diagndstico
de diferentes patologias y se realizé la prueba
tamiz de ELISA IDEXX

CAEV/MVV Total Ab. IDEXX MVV/CAEV p28
Ab Verification fue utilizada como método
confirmatorio.

Se detecté un hato positivo, ubicado en VT, con
la presencia de signos clinicos. Se realizé una
revisacion clinica exhaustiva total con énfasis
en aparato locomotor acompafiado de un
seguimiento clinico durante todo el afio con el

sacrificio y toma de muestras de algunos de los
casos.

Se siguio el protocolo de necropsia descrito por
Robles (1991), y la metodologia convencional
de fijacion en formol e inclusién en parafina del
procesamiento por las técnicas histolégicas de
rutina.

Resultados

Se detectd un establecimiento positivo en cada
ecorregion, un 3,8% de prevalencia para Salta-
Jujuy. No se hallaron casos positivos en Jujuy
mientras que la prevalencia de Salta fue de
6,25%. Los establecimientos positivos por
ecorregion tuvieron prevalencias de 2,5% en
QA, 2,7% en CS y fue positivo el unico
establecimiento evaluado de VT, mientras que
los resultados de las majadas fueron de 4,8%
QA, 10% CS y 55% VT.

En el caso de VT, se traté de un tambo con la
posibilidad de realizar un seguimiento del brote
y donde el 48% de los animales tenia algun tipo
de signologia clinica, el 46,8% fueron casos de
patologia articular con los siguientes
porcentajes: afecciones carpales 37,84%.
Carpos e interfalangicas, 0,9%, lesiones
tarsales 3,6% vy coxofemoral solamente 0,9%
que ademas tenia afectada la articulaciéon
atlanto-odontoidea, ligamento y bolsas nucales.
También se presentaron casos de mastitis y
secado temprano cercano al parto 9% y se
observd un caso de encefalitis en un cabrito de
50 dias.

Estos resultados se resumen en la Figura 1.

Figura 1. Porcentajes de sinologia clinica en el
hato completo.

En los casos que se logré realizar una
necropsia, todos mostraron artritis que en sus
inicios era de tipo serosa para después
convertirse en proliferativa. En los mas severos



ademas se apreciaba necrosis caseosa. En
animales de mas larga evolucién se observo
erosion y adelgazamiento del cartilago articular
que en algunos casos dejaba expuesto el
hueso sub-condral.

A-Artritis bilateral severa de los carpos en una
cabrilla. B- Lesiones proliferativas de la capsula
articular

A B

En pulmoén las lesiones fueron leves y sélo en
un animal se observaron lesiones
macroscopicas caracterizadas por
consolidaciéon de los margenes pulmonares.
Microscépicamente las lesiones articulares se
caracterizaron por la infiltracion linfoidea,
acompafada de proliferacion papilar de
capsula sinovial y fibroplasia del tejido
conectivo sub-capsular. En algunos casos muy
severos se aprecié necrosis coagulativa del
tejido sinovial que quedaba alojada en el
interior de la articulacion.

Discusion

No se presentaron casos en Jujuy. En QA de
Salta hubo una explotacion familiar que con
animales lecheros cruza Saanen con una
prevalencia baja. En el CS la prevalencia fue
mayor con predominio de animales criollos y
cruza Anglo Nubian, mientras que el caso de
VT de alta prevalencia, se dio en un tambo
comercial, con manejo semi-intensivo de
caprinos Saanen. Esto podria indicar una
mayor susceptibilidad de las razas lecheras y/o
una mayor facilidad de difusion de Ila
enfermedad debidas al manejo productivo del
tambo. Otro motivo facilitador puede haber sido
las importaciones en pie, de animales lecheros
que acontecieron en forma legal e ilegal
durante los afos 1995-2000, sin ningun tipo de
control sobre la enfermedad.

El seguimiento del caso en VT, muestran que la
enfermedad es principalmente articular, donde
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la articulacion del carpo es la mas afectada y a
diferencia con reportes, las lesiones presentan
un alto grado de necrosis, dato particular que
podria estar indicando diferencias en su grado
de patogenicidad de la o las cepas circulantes.
Cabe destacar, que la patologia mamaria
ocurrié principalmente en cabrillas de primer
parto.

Los resultados epidemioldgicos contrastan con
los presentados por Trezeguet (2013),
indicando que seria recomendable un cribado
mas exhaustivo para obtener resultados
actualizados y representativos de la zona.

En el pais se ha descripto la presencia de
casos clinicos con serologia positiva desde
2001. Esta informacién evidencia que la
enfermedad esta presente en Salta como
también en el resto del pais, que si bien los
casos clinicos son tipicos, la patogenicidad
hace pensar en nuevas cepas que deben ser
investigadas. El brote cito en VT ha derivado
una linea de investigacion con resultados
promisorios que ratifican la importancia de un
mayor conocimiento de las caracteristicas de
este agente patdégeno y que seria necesario el
desarrollo de capacidades locales para el
diagndstico de la enfermedad y/o validacion de
técnicas diagndsticas precoces, sensibles,
especificas como también asequibles para el
mercado local, dado que es fundamental la
deteccion de los animales positivos dentro del
hato para poder llevar adelante cualquier tipo
de medida de saneamiento que no fuera la
depopulacién, aun asi, es necesario el
diagnodstico para la adquisicion de nuevos
animales libres de la enfermedad.
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Introduccion

Los lentivirus de pequefios rumiantes (small
ruminant lentiviruses — SRLVs) son miembros
de la familia de los Retrovirus y comprenden al
Virus Maedi-visna (VMV) y al Virus de la artritis-
encefalitis caprina (Caprine Arthritis-
Encephalitis - Virus- CAEV) que infectan a
ovejas y cabras. La mayoria de los animales
infectados por estos virus son asintomaticos,
pero un porcentaje desarrollan un sindrome
clinico caracterizado por una enfermedad
inflamatoria multisistémica que  afecta
pulmones, sistema nervioso central,
articulaciones y glandula mamaria. Los
animales asintomaticos y los que presentan
enfermedad son fuente de virus y pueden
transmitir la enfermedad a animales sanos. En
la CAEV las principales presentaciones son las
de una encefalomielitis progresiva que afecta a
cabritos de 2 a 6 meses y el de la artritis
crénica que se observa principalmente en
animales mayores de un afio, aunque se han
descrito otros tres sindromes que cursan con
mastitis acompafiada de hipogalactia o
agalactia, con neumonia intersticial progresiva
cronica 'y con pérdida de peso. Esta
enfermedad se trasmite en forma vertical a
través de la leche o el calostro de cabras
infectadas, u horizontal, a través de
secreciones vaginales, sangre, saliva o vias
respiratorias. En nuestro pais la enfermedad es
de denuncia obligatoria y se encuentran en la
lista de enfermedades del Cdédigo Sanitario
para los Animales Terrestres de Ila
Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE). En Argentina se ha reconocido la
existencia de animales serolégicamente
positivos en majadas de varias provincias,
aunque hasta el presente no se ha podido
aislar el virus. Esta comunicacion tiene el
propdsito de aportar las observaciones
realizadas en un caso clinico con artritis crénica
compatible con CAEV en cabras de un
establecimiento caprinero del centro de la pcia
de San Luis.

Materiales y Métodos

El caso se present6 en agosto del 2015 en una
majada de un pequefio productor de la
localidad de Donovan (San Luis) compuesta
por 28 cabras y un macho Saanen que habian
sido comprados el afio anterior. El productor

realizd la consulta por que sus cabras
presentaban abortos en la paricién de otofio-
invierno, problemas de artritis en la articulacion
carpo-metacarpiana que  dificultaban el
desplazamiento y el antecedente que a su
mujer le habian detectado brucelosis en el
hospital provincial de San Luis atribuida al
consumo de leche de las cabras enfermas. En
visitas previas se extrajo sangre de la vena
yugular en dos sangrados mas de 15 de
diferencia, para el chequeo de enfermedades
abortivas: brucelosis, usando la técnica de BPA
como prueba tamiz y toxoplasmosis por
inmunofluorescencia indirecta (IFD).
Posteriormente en wuna visita clinica se
registraron los antecedentes del caso, se
revisaron todos los animales y frente a la
sospecha de infeccién por virus de la Atrtritis-
Encefalitis, se extrajo sangre entera con
anticoagulante a 9 cabras que fueron
procesadas por ELISA comercial para la
deteccion de anticuerpos contra CAEV/MVV
utilizando reactivos de un Kit de Idexx
Laboratories. Se sacrificaron dos de los
animales mas afectados y se tomaron muestras
refrigeradas y en formol de diferentes érganos
(encéfalo, pulmén, glandulas mamarias,
articulaciones con artritis) y fluidos corporales
(leche y sangre) con la intencién del
aislamiento viral futuro y de estudios
histopatolégicos. Especificamente en encéfalo
se realizaron estudios en secciones de 3 um de
espesor de corteza frontal, parietal y occipital,
talamo, nucleos basales, mesencéfalo, puente,
6ébex y cerebelo.

Resultados

En la anamnesis realizada se pudo determinar
que los caprinos Saanen comprados provenian
de un tambo-queseria de la regién que al cerrar
su actividad productiva puso en venta las
hembras y los machos a pequefios productores
de la zona, terminando muchos de ellos con la
misma problematica de las artritis cronicas.
Segun el relato del productor los abortos eran
de fetos grandes con un moco marrén entre la
placenta o a veces se producia el nacimiento
de cabritos débiles que morian en las primeras
48 horas de vida. La anamnesis revel6 también
que el diagnéstico de brucelosis de la mujer
databa de 10 afios atras con un agravamiento
actual de la sintomatologia independiente a la
problemética de la majada. En el examen



clinico se detectaron 3 cabras (11%) con ubres
indurativas e hipogalactia y 8 animales (29%)
con sintomatologia clinica de artritis del carpo
con aumento de la temperatura local y dolor
articular (Fotos).

Todos los animales sangrados fueron negativos
al BPA y se detect6 una importante
seroconversion en los titulos serolégicos
superiores a 1/400 por IFl en 4 cabras y el
macho. La deteccidon de anticuerpos contra
CAEV por ELISA arroj6 el 100 % de las
muestras positivas. El diagndstico morfolégico
del estudio histopatolégico de los dos encéfalos
revel6 edema cerebral y una meningoencefalitis
no supurativa muy leve en uno de ellos.
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Discusiéon y Conclusiéon

La deteccion de anticuerpos frente a CAEV
confirma el diagnéstico clinico y presuntivo de
la artritis crénica cursada con mastitis fibrosa y
hipogalactia. Este diagnéstico clinico-seroldgico
sera reforzado con los estudios de deteccion y
aislamiento viral que se estan llevando a cabo
en el Laboratorio de Virus Adventicios del
Instituto de Virologia del CICVyA INTA
Castelar. Por tratarse de una enfermedad de
denuncia obligatoria la misma fue comunicada
al SENASA local. El resultado de los titulos a
toxoplasmosis iguales o superiores a 1/400 con
importantes seroconversiones hacen
considerar que el Toxoplasma gondii pudo ser
el agente etiolodgico de los abortos ocurridos en
el otofio-invierno. Los cambios observados en
los estudios histopatolégicos son compatibles
con un trastorno hemodinamico sistémico,
posiblemente asociado con agonia o con el
meétodo de eutanasia empleado.
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Introduccién

La Artritis - Encefalitis Caprina es una
enfermedad crénica en adultos y de
caracteristicas mas agudas en cabritos jovenes
producida por un lentivirus. En cabritos de
hasta aproximadamente seis meses de edad, la
principal sintomatologia es una paresia que
comienza en miembros posteriores y que
progresa hacia una paralisis ascendente que
termina comprometiendo también los miembros
anteriores. Esta sintomatologia es producida
por lesiones en el sistema nervioso central, en
el que el virus provoca una leucoencefalitis
desmielinizante no supurativa.

En animales adultos, la principal sintomatologia
es la aparicidn de artritis, especialmente en las
articulaciones carpales, aunque en muchos
casos se afectan otras articulaciones también,
Otra sintomatologia comunmente mencionada
es la mastitis indurativa con agalaxia o
hipogalaxia en animales lactantes. Ademas se
describen otros sindromes mas inespecificos
como la pérdida progresiva de peso y la
aparicion de neumonias de tipo intersticial. El
diagndstico de la enfermedad se realiza por las
técnicas de inmunodifusion en gel y ELISA. Las
lesiones macroscopicas y microscopicas,
consideradas en su conjunto, si bien no
constituyen un elemento de diagndstico
patognomonico, son bastante orientativas de la
enfermedad y de utilidad como diagndstico
complementario a las técnicas serolégicas
mencionada.

Materiales y Métodos

Los animales estudiados pertenecian a una
majada de 79 animales, en la cual se habia
diagnosticado la enfermedad por pruebas de
I.ELISA e inmunodifusién en gel, registrando un
24% de animales con titulos serolégicos
positivos frente al virus de la Artritis encefalitis
caprina.

Se realizd la inspeccién visual y tactil de todos
los animales de la majada encontrandose
solamente que 4 de ellos (5%) presentaban
sintomas clinicos siendo los cuatro positivos a
las pruebas serolégicas mencionadas. Tres de
las cuatro cabras, identificadas con los
numeros 074, 068 y 873 fueron sacrificados
con fines diagnosticos. Previamente se les
extrajo sangre con antiocoagulante para
analisis hematoldgicos.

Se extrajeron muestras para analisis
histolégico de sistema nervioso central,
pulmén, ganglio linfatico, ubre, tejidos
periarticulares y membrana sinovial, tendén y
tercer parpado. Las piezas se conservaron en
formol al 10%, y se procesaron con los
procedimientos de rutina para la coloracién de
Hematoxilina y Eosina.

Resultados

Los animales que se habian detectado con
sintomatologia, no manifestaban dolor al
caminar ni al tacto, dos presentaban aumento
del tamafo y leve deformacion de las
articulaciones carpales, especialmente del
miembro izquierdo, con presencia de escasa
cantidad de liquido en la bursa carpal. Al tacto
no se apreciaba deformacidon  Osea,
registrandose un aparente engrosamiento de
los tejidos blandos, siendo negativo el signo de
Godet para evaluacion de un posible edema.
En los otros dos animales se apreciaban las
ubres turgentes, sin deformaciones visibles y
sin dolor, pero al tacto presentaban una
consistencia mucho mas dura que la de los
tejidos mamarios normales y practicamente no
excretaban leche al intentar las maniobras de
ordefie manual. De los tres animales
sacrificados, dos presentaban lesiones de ubre
y uno lesiones articulares.

Durante la necropsia las articulaciones carpales
lesionadas presentaron engrosamiento de
tejidos periarticulares y perisinoviales de
coloracion levemente amarillenta en alguno de
ellos. Al abrir las articulaciones se observé
liquido sinovial de aspecto ambarino y en
cantidad mayor a lo normal.

Las ubres registraban mayor resistencia y
firmeza al corte que lo normal, percibiéndose
cierta fibrosis.

En los pulmones no se observaron lesiones, a
excepcion de la presencia de un quiste
hidatidico de gran tamafio en la cabra N° 873.
En el sistema nervioso central no se
observaron lesiones macroscopicas, como
tampoco en el resto de los drganos
examinados.

Las lesiones histolégicas consistieron en
presencia de manguitos perivasculares de
células mononucleares aislados en SNC (Fig.
1) areas pequeifas de neumonia intersticial
aisladas (Fig. 2) e hiperplasia linfoidea de
nodulos peribronquiolares en pulmones (Fig.
3); hiperplasia de las zona paracortical con



pérdida de estructura de los foliculos en

ganglios linfaticos; en los tejidos
periarticulares, tejido conjuntivo de los
tendones y de las vainas tendinosas, se

observé infiltracién linfoidea con formacién de
nodulos linfoides y la membrana sinovial de la
articulacion se encontraba engrosada y con
proyecciones de vellosidades hacia la
superficie articular, con densas infiltraciones
inflamatorias e hiperplasia de células sinoviales
de recubrimiento, constituyendo una sinovitis
proliferativa (Fig. 4) .Las ubres presentaban
proliferacion de ndédulos linfoides, fuerte
hiperplasia del tejido conjuntivo de sostén e
infiliracion de acinos glandulares con células
inflamatorias mononucleares (Fig. 5). En el
tercer parpado se observé también hiperplasia
de los nodulos linfoides e infiltracion de células
mononucleares de la zona glandular (Fig. 6). La
composicién celular de las infiltraciones
inflamatorias estaba representada
principalmente por linfocitos, células
plasmaticas, macréfagos y algunos neutrofilos
y células gigantes.

Fig.1. Infiltracion de Fig.2. Neumonia Fig.3. Hiperplasia
células mononucleares intersticial peribronquial en
SNC. Pulmon.

Fig.4. Sinovitis
proliferativa

Fig.5.Infiltracion
inflamatoria e
Hiperplasia del tej.
conjuntivo de la ubre parpado

Fig.6. Infiltracion
inflamatoria de la

En la Tabla 1 pueden observarse los analisis
hematoldgicos que comprendieron el recuento
de glébulos blancos, hematocrito, % de
hemoglobina y férmula leucocitaria absoluta y
relativa de los tres animales que fueron
sacrificados.

zona glandular del 3°
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Tabla 1. Analisis hematoldgicos de los 3 animales

sacrificados.

[ N°de caravana [ 074 | 873 | 068 |
Recuento Gl.bl (/mm 8800 9600 5200
Hematocrito (%) 33 27 25
Hemoglobina (gr/dl) 10,70 8,85 8,60
Foérmula Neutréfilos 41 41 50
Leuocitaria Eosindfilos 4 16 5
Relativa Basdfilos 0 0 0

Linfocitos 54 42 45
Monocitos 1 1 1
Férmula Neutréfilos 3608 3936 2600
Leucocitaria Eosindfilos 352 1536 260
Absoluta Basdfilos 0 0 0
Linfocitos 4752 4032 3240
Monocitos 88 9 52

Pudo observarse una leve linfopenia en los
animales 873 y 068. En el animal 873 se
evidenci6 ademas un aumento de los
eosinofilos.

Conclusiones

Los hallazgos macroscépicos e histologicos,
acompafiados por linfopenia en animales
positivos a las pruebas seroldgicas para el
diagnostico de  Artritis-Encefalitis  caprina
concuerdan con los descriptos en la
bibliografia sobre la enfermedad aunque se
describen también cuadros lesionales mas
severos, con necrosis de cartilago y hueso, y
mineralizaciones. Las lesiones mas
espectaculares corresponden a las
encontradas en la ubre. Se destaca que si bien
macroscopicamente solamente se observaban
lesiones en articulaciones y ubre, se pudieron
observar lesiones histologicas en otros érganos
como pulmoén, sistema nervioso central y tercer
parpado, sin manifestaciones clinicas ni
nerviosas ni pulmonares. De las lesiones
microscoépicas del tercer parpado no se han
encontrado referencias en la bibliografia, por lo
que podria ser otro 6rgano a evaluar en casos
sospechosos de CAEV.
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Introduccion

Los lentivirus de los pequeios rumiantes
(SRLV), se wubican dentro de la familia
Retroviridae, género Lentivirus. Dentro de los
SRLV se encuentran el Virus de la Artritis
Encefalitis Caprina (CAEV) y el Virus Maedi-
Visna (MVV).

La artritis encefalitis caprina (AEC) es una
enfermedad que afecta principalmente a
caprinos y produce diferentes formas clinicas
(pulmonar, mamaria, nerviosa o articular). La
via de transmisién principal es la horizontal, a
través de la leche o el calostro. La enfermedad
tiene distribucién mundial, con prevalencias de
hasta un 80% en cabras lecheras,
principalmente en paises industrializados.

Figura 1. Estructura gendmica de los virus SRLV.
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Los SRLV se clasifican en diferentes grupos
genotipicos que varian del 25-37% en las
secuencias gag y pol. Ramirez y col (2013),
describen los genotipos A, B, C, D y E, dentro
de los cuales se determinan subtipos que
difieren del 15 al 27% en secuencia. Los
genotipos principales son el A, que fueron
aislados originalmente de ovejas (tipo MVV)
con subtipos de 1 a 15 y el genotipo B aislados
originalmente de cabras, tipo CAEV, con 3
subtipos.

En la Argentina se comienza a sospechar de la
presencia de estos virus a partir de la aparicion
de animales positivos a la serologia, en sueros
ovinos y caprinos de la Patagonia en el afo
2001 (Robles y col., 2003).

Durante el 2016 en la provincia de Salta se
registré un brote con sospecha de CAEV, y se
tomaron muestras de una poblacién caprina
afectada por un proceso grave caracterizado
por artritis crénica 'y  adelgazamiento
generalizado.

Estas muestras se remitieron al Instituto de
Agrobiotecnologia CSIC-UPNA, Pamplona,
Espafa, donde se analizaron muestras de
células blancas sanguineas (buffy coat) de
caprinos de diferentes edades mediante PCR
(Grego y col.,, 2007). En esta ocasion se
detecté de manera inequivoca la presencia de

SRLV y se lo clasifico por secuenciacion y
alineamiento del gen gag como virus CAEV.
Ademads, se analizaron muestras de sueros
provenientes del mismo grupo de caprinos
mediante técnicas de ELISA, corroborando el
resultado de la PCR.

A partir de los casos registrados y confirmados
de afeccion por lentivirus en nuestro pais, se
decidié trabajar en la puesta a punto de un
diagnostico molecular que permita detectar la
presencia de SRLV en muestras bioldgicas.

Materiales y Métodos

En este trabajo se ensayaron dos disefios de
PCR, uno descripto ampliamente en la
bibliografia y otro de disefio propio. Ambos
disefios amplifican zonas diferentes del
genoma.

En el primer caso, se seleccioné una PCR que
amplifica la regiéon LTR del virus ya que la
misma se encuentra altamente conservada, por
lo que se asumid que funcionaria con muestras
locales. Por otro lado, la PCR de disefio propio,
amplifica sobre el gen gag y se basd en
secuencias nuecleotidicas provenientes de
cepas circulantes en nuestro pais.

Se probod el disefio de PCR de Rosati y col.
(1995), que amplifica un fragmento de 291pb
de la region LTR altamente conservada. Se
aplico este disefio sobre 1y 5 pl (con 20 y 25 pl
de volumen final de reaccion respectivamente)
de ADN templado control positivo de CAEV
obtenido de aislamiento viral previo (25,5 ng/
pl) y sobre agua como control negativo. Se
utilizaron las condiciones de reaccion y ciclado
descriptas en el trabajo citado.

Para el disefio de la segunda PCR se trabajo
con de las secuencias nuecleotidicas provistas
a partir de las muestras del brote registrado en
2016 por el laboratorio de Pamplona,
correspondientes a 700pb del gen gag. Segun
lo informado, las secuencias correspondian a 4
muestras de caprinos de Salta que resultaron
positivos a la PCR. A partir del alineamiento
multiple de estas secuencias, se disefiaron
cebadores sobre zonas conservadas en las 4
secuencias. Los cebadores elegidos, amplifican
104pb, lo que permitira realizar en un futuro un
disefio de PCR en Tiempo Real. Se puso a
punto esta PCR cambiando las condiciones de
ciclado y temperatura de apareamiento, hasta
obtener una banda visible sin presencia de
productos inespecificos. Se determiné el limite
de deteccién utilizando como templado de la



reaccion diluciones seriadas del ADN control
cuya concentracion se cuantific6 con Nano
Drop (Thermo Science).

Resultados

Al ensayar la PCR sobre el gen LTR en ADN
control, se obtuvo un resultado positivo en
ambos volumenes finales de reaccién, con
amplificacion especifica de esta zona del virus
CAEV, siendo la unica banda observada del
tamafio esperado (Figura 2).

Figura 2. Productos de PCR de Rosati y col. en gel
de agarosa tefiidos con Gel Red utilizando como
templado ADN: 1 pl y 5 pyl de ADN control positivo;
(-): control negativo, M: Marker.

Figura 3. Productos de PCR de disefio propio en gel
de agarosa tefiidos con Gel Red utlizando como
templado ADN: +: ADN control positivo; (-): control
negativo, M: Marker.
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Con respecto a la PCR de disefio propio, en
primer lugar, se establecieron las condiciones
de reaccion y ciclado mas adecuadas para la
PCR a punto final. Se ensay6 utilizando 1 ul del
mismo ADN control descripto anteriormente.

Se obtuvo un resultado positivo para la
amplificacion de la regién del gen gag de
tamano esperado sin observarse productos
inespecificos (Figura 3).

Para esta PCR puesta a punto se determiné el
limite de deteccion en 0,0025 ng/pl.

Discusion

Ambas reacciones de PCR puestas a punto en
este trabajo lograron identificar de forma
especifica el ADN viral. La PCR de disefio
propio fue efectiva para detectar el virus CAEV
circulante lo cual es ventajoso frente a la PCR
de Rosati y col ya que estda disefada con
secuencias locales.

Ambas PCRs, a futuro seran probadas en ADN
extraido de muestra bioldégica, como asi
también en ADN del MVV, que, por las
secuencias utilizadas, se espera también sea
detectado.

Conclusion

LA PCR disefada y puesta a punto es una
herramienta para la deteccion de CAEV vy
podria usarse para la confirmacion del
diagndstico en animles con serologia positiva a
AEC.
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Introduccion

En el  diagndstico  confirmatorio  de
enfermedades virales se suelen emplear
técnicas serologicas (ELISA e inmunodifusion
en agar AGID) o moleculares (PCR, RT-PCR)
para la deteccion de los agentes virales. Si
bien, muchas veces los reactivos necesarios
suelen ser caros y poco accesibles al evaluar
un gran numero de muestras. Ademas, en
muestras biolégicas donde la carga viral suele
ser baja, las técnicas antes mencionadas
suelen presentar limitaciones. La forma de
confirmar la presencia del agente viral es
obtener su aislamiento en cultivo de células,
siguiendo la aparicion del efecto citopatico
caracteristico para cada uno de ellos. Sin
embargo, es habitual que la cepas de campo
no se adapten a su multiplicacion in vitro en
lineas celulares establecidas, por lo que
muchas veces es necesario recurrir a los
cultivos primarios.

El objetivo de este trabajo consistio en la
generacion de un cultivo primario de origen
epitelial ovino y caprino con el fin de obtener un
sistema celular que permita el aislamiento de
los virus de artritis y encefalitis caprina (CAEV)
y el virus ORF (ORFV),agente causal del
Ectima contagioso, a partir de muestras
sospechosas.

Materiales y Métodos

Se utilizaron ovinos y caprinos adultos, se los
inmovilizd, se realizé la tricotomia de la zona
inguinal y los lavados quirdrgicos para luego
inyectarle subcutaneamente lidocaina 1% con
epinefrina en forma de ele (L) y una vez
insensibilizada la zona, se realizé una biopsia,
en un primer ensayo de 1cm cuadrado de piel,
mientras que en los ensayos subsiguientes se
extrajeron explantes longitudinales de 1cm x
5cm. El tejido fue colocado inmediatamente en
PBS adicionado con una solucién de
antibiodticos-antimicotico (ATB/ATM) (Penicilina
100U/ml, Streptomicina 100g/ml, Amphotericina
B 2,5g/ml, GIBCO) para su traslado refrigerado
hasta el laboratorio en menos de 24h. La herida
del animal se suturé con puntos simples,
desinfectando y previniendo la producciéon de
miasis con el uso de piretroides en aerosol.

El tejido fue lavado dos veces con PBS-
ATB/ATM y a continuacion se procedié a una
disgregacion mecanica y enzimatica, mediante
agitacion en una solucidon de tripsina 0,25%

durante 20min a 37°C. Finalizado ese tiempo,
se recuperé la solucion de tripsina y se
centrifugé (800 g, 5 min a temperatura
ambiente) obteniéndose el pellet de células. Se
repite el procedimiento 5 veces hasta procesar
completamente el tejido disgregado.

Todos los pellets celulares recuperados fueron
sembrados en botellas de cultivo T75 con
medio MEM-D y 10% de suero fetal bovino, con
el agregado de una solucion de ATB/ATM.

Los cultivos primarios obtenidos Eov (epitelio
ovino) y Eca (epitelio caprino) fueron evaluados
tomando diferentes criterios: recuperacion
celular, nimeros de pasajes, viabilidad luego
de un ciclo de criopreservacion @y
susceptibilidad a los virus CAEV y ORFV.

Los indéculos virales utilizados para CAEV
consistieron en liquido articular de animales
con sintomas clinicos y ELISA positivo,
mientras que las muestras para ORFV
consistieron en el macerado con nitrégeno
liqguido de costras de ovinos con diagndstico
clinico de Ectima y PCR positiva. Se
prepararon monocapas de Eov y Eca en placas
de 12 wells y se desafiaron con los inéculos de
CAEV y de ORFV y se las observé hasta la
aparicién del efecto citopatico caracteristico
para cada virus.

Resultados

En primer lugar, se compardé la ventaja de
procesar biopsias de piel de 1cm? o de corte
longitudinal 1cm x 5cm. La utilizacién de
explantes longitudinales no aumenté la
cantidad de células de tipo fibroblastos capaces
de adherirse a una placa de cultivo. Este
resultado muy probablemente se podria revertir
si se incrementa el tiempo o el niumero de
incubaciones con  ftripsina, asi como
incrementar la disgregacion mecanica antes del
procedimiento enzimatico.

Las células epiteliales obtenidas por
disgregacion del tejido demoraron entre 10 y 20
dias en desarrollar una monocapa de células
adheridas a una botella T75, se observé que el
porcentaje de células tipo fibroblastos fueron
las que desarrollaron y completaron Ila
monocapa celular. A partir de estos cultivos se
realizaron subcultivos y se criopreservaron en
los pasajes n°2, 4 y 6 (en medio MEMD,
20%SFB y 10% DMSO). Luego de un mes
crioconservadas (en un ultrafreezer de -150°C),
se descongelaron algunos viales y se observo
una viabilidad del 90% y un crecimiento normal.



A partir del pasaje n°8 para el cultivo Eov y del
n°6 para Eca se observod que la mayor parte del
cultivo entré en un estado de senescencia. A
los pocos dias, se observo la seleccion de
clones celulares, tipo fibroblasticos. Estos
clones celulares fueron subcultivados en
botellas T25 hasta que completaron Ila
monocapa, momento en el cual fueron
criopreservado. Con estos clones celulares se
intentara obtener una linea establecida y
sensible a dos virus de ovinos y caprinos:
CAEV y ORFV.

En los ensayos para evaluar estos cultivos
primarios en cuanto a la susceptibilidad a la
infeccion con los virus CAEV y ORFV se
utilizaron los pasajes n°4 para Eca y n°6 para
Eov.

En el caso de las células infectadas con liquido
articular se observo la formacién de sincicios
(Figura 1), efecto citopatico caracteristico del
virus CAEV en cultivo; mientras que en el caso
de las células infectadas con ORFV se observo
que las células se redondean, pierden
adherencia al plastico y forman grumos (Figura
2), efecto citopatico descripto en la bibliografia
para el virus Orf.

Figura 1. Susceptibilidad del cultivo Eca a la
infeccion por CAEV. A): Monocapa de células Eca
sin infectar. B): Células Eca infectadas con una
muestra de liquido articular positivo para CAEV por
PCR.
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Figura 2. Susceptibilidad del cultivo Eov a la
infeccion por ORFV. A): Monocapa de células Eov
sin infectar. B): Células Eov infectadas con una
muestra de macerado de costra positiva para ORFV
determinada por PCR.

Discusion

Fue posible obtener cultivos primarios
epiteliales de origen ovino y caprino, estables al
menos hasta el pasaje n°8, con alta
recuperacion luego de su criopreservacion y
que permite observar el efecto citopatico
esperado para los virus CAEV y ORFV.

Estos cultivos resulta una valiosa herramienta
para lograr el aislamiento de cepas de campo
tanto de CAEV como de ORFV, que permitiran
luego su confirmacién molecular,
caracterizacion 'y determinacion de la
variabilidad entre las cepas que circulan en
nuestro pais.
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Introduccion

Los lentivirus de pequefios rumiantes (small
ruminant lentiviruses — SRLVs) son miembros
de la familia de los Retrovirus y comprenden al
Virus Maedi-visna (VMV) y al Virus de la
Artritis-encefalitis caprina (Caprine Arthritis-
Encephalitis, Virus CAEV) que infectan a
ovejas y cabras. La mayoria de los animales
infectados son asintomaticos, solo un
porcentaje desarrollan un sindrome clinico
caracterizados por una enfermedad inflamatoria
multisistémica que afecta pulmones, sistema
nervioso central, articulaciones y glandulas
mamarias. A pesar de una fuerte respuesta
inmune, el virus no pude ser eliminado y el
animal permanece como portador por el resto
de su vida, y puede transmitir la enfermedad a
animales sanos. MVV y CAEV pueden ser
aislados de explantos de tejidos o de fluidos
mediante co-cultivo con células permisivas por
deteccion de efecto citopatico. Es una técnica
muy laboriosa y requiere de un laboratorio con
gran  equipamiento. El mejor método
diagndstico es la serologia, ya que la deteccién
de anticuerpos es indicativo que el animal
contrajo la enfermedad. Los ensayos de PCR
son muy utiles como métodos complementarios
a los serolégicos, especialmente durante el
periodo de ventana o ante la presencia de
anticuerpos calostrales. Las PCR permiten
ademas confirmar los hallazgos de cultivo
celular y realizar estudios de informacién
epidemiolégica molecular. Las muestras
elegidas para la realizacion de ensayos de
PCR son las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), leche/calostro, liquido
sinovial.

Segun el manual de enfermedades terrestres
de la OIE, el diagnéstico de la infeccion se
realiza por deteccion de anticuerpos circulantes
en sangre. Sin embargo, hay situaciones en las
cuales resulta necesario contar con una
alternativa diagndstica de deteccién directa.
Con el objetivo de disponer de una herramienta
de diagnéstico rapida y complementaria para la
deteccion de CAEV/MVV, se estandarizé la
técnica de PCR segun fue descripta por Olech
y col. (2012) con algunas modificaciones, y se
evalué su performance al aplicarse para el
diagnodstico de MVV y CAEV en muestras de

campo procedentes de casos naturales y de
aislamientos en cultivo celular.

Materiales y Métodos

Las muestras fueron obtenidas de cabras con
sintomatologia de CAE y serologia positiva por
ELISA comercial (IDEXX) de un caso clinico
ocurrido en la localidad de Donovan provincia
de San Luis (Foto 1). Se utilizé la cepa K1514
prototipo de MVV amplificada en células GSM
(membrana sinovial de cabra) para la puesta a
punto del ensayo de PCR, como fuente de virus
(RNA) y de provirus (DNA proviral). Se extrajo
DNA y RNA de las distintas muestras utilizando
kits comerciales. A partir del DNA extraido se
detectd el provirus de CAEV/MVV mediante
una reacciéon de PCR anidada del gen gag de
CAEV/MVV segun Olech y col (2012). Para la
deteccion de ARN viral se realizd una reaccion
de trascripcion reversa (RT) a partir de ARN
extraido y tratado con endonucleasa RQ1
RNAse free DNase para degradar el DNA. La
reaccion de RT se llevd a cabo con M-MLV
Reverse Transcriptase y random hexameros.
Una vez obtenido el ADN copia (ADNc) se
amplificé por la misma reacciéon de PCR. Se
establecié la temperatura de annealing de la
reaccion de PCR mediante un gradiente de
temperatura. Se determiné el limite de
deteccion de cada una de las reacciones
utilizando diluciones de un lisado de células
GSM infectadas con el virus K1514. Se
analizaron distintos tipos de muestras con la
PCR puesta a punto.

Foto 1. Majada de cabras son sintomatologia de
CAE y serologia positiva.



Resultados

A partir de DNA extraido de lisado de células
GSM infectadas con MVV cepa K1514 se
establecio el ciclado de la reaccion de PCR
donde se observaban la menor cantidad de
bandas inespecificas (Figura 1). Fue posible
detectar CAEV/MVV en muestras de sangre
entera, homogenatos de tejidos y en lisados
celulares de co-cultivos de células GSM con
liquido sinovial, PBMC y homogenatos de
tejidos (Tabla 1).

El limite de deteccion observado para la
reaccion de PCR a partir de RNA fue mayor
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que a partir de DNA cuando se analizaron
diluciones de ambos &cidos nucleicos. Esta
observacion se repitio cuando se
contaminaron experimentalmente diferentes
matrices como sangre entera, leche,
homogenato de tejidos con diluciones del
lisado celular de GSM infectado con MVV-
K1514. La reaccion de PCR fue especifica
para CAEV/MVV ya que acidos nucleicos de
diferentes patégenos de ovinos y caprinos
resultaron negativos cuando fueron analizados
con este ensayo de PCR.

Tabla 1: Resultados obtenidos en las distintas muestras analizadas por PCR

Muestras RNA DNA
Cultivo de PBMC + +
Cultivo de liquido sinovial + +
Sangre entera + +
Membrana sinovial (MS) + +
Glandula mamaria (GM) + -
Homogenatos Linfonédulo mamario (LM) - -
Pulmén (P) - -
Discusion goats with cumulative evidence of cross species

De acuerdo a los resultados obtenidos en el
presente trabajo, se pudo poner a punto un
ensayo de PCR para la detecciéon de
CAEV/MVV, con resultados confiables. Esto
permite contar con wuna herramienta de
diagnostico rapida, complementaria a la
serologia, para la deteccion de animales
infectados con CAEV/MVV, asi como para la
deteccion de los agentes en los ensayos de
aislamiento a partir de cultivo de células.
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Introduccioén

La Lana sisal es una enfermedad de etiologia
desconocida que afecta a ovinos adultos
solamente de la raza Merino y hasta el
presente su distribucién se circunscribe a la
Patagonia Argentina habiendo sido confirmada
en las provincias de Rio Negro, Neuquén vy
Chubut. Esta afeccién también es conocida
como Lana engrasada, Lana manchada,
Dermatitis, Hongo, etc.

Es muy escasa la informacién sobre esta
enfermedad por lo cual se inicié6 una tarea de
investigacion para caracterizarla clinica y
epidemioldgicamente, determinar su etiologia y
de ser posible lograr un método para su control.
En esta oportunidad se presenta la informacion
clinica 'y epidemioldgica obtenida del
seguimiento de un lote de animales afectados y
sus correspondientes controles sanos, en el
Campo Experimental del INTA Bariloche.

Materiales y Métodos

En Mayo de 2008 se constituyd un lote de 8
animales Merino afectados de Lana Sisal
provenientes de diferentes zonas de la
Patagonia.

Se los confind en un potrero junto con 7
animales Merinos sanos provenientes de un
establecimiento libre de la enfermedad. Todos
los animales fueron caravaneados y al
momento de la esquila en Diciembre del mismo
afno, se los revisd clinicamente y se tomd
informacioén sobre edad, sexo, coloracion de la
lana, exceso de grasa en areas afectadas,
presencia de caspa y fibras aglutinadas, estado
de humedad/sequedad de la lana, coloracion y
estado de la piel, facilidad de la piel para
desgarrarse, exudado seroso o purulento en
piel, presencia de prurito y localizacion de
areas afectadas.

Resultados

En la Tabla 1 pueden observarse los resultados
de los parametros estudiados en cada uno de
los 8 animales afectados.

Al comparar los datos de los animales
enfermos (Tabla 1) respecto a los controles, se
comprobd que los ovinos afectados tenian un
exceso de grasa, presencia de caspa, fibras de
lana aglutinadas, y coloracién de la piel mas
rosada que los sanos. En cuanto a la facilidad
de la piel para desgarrarse, los sanos (57%)
fueron mas sensibles que los enfermos (37%).
Ni en sanos y ni en enfermos hubo prurito,
exudado seroso o pus en la piel.

Tabla 1. Principales caracteristicas evaluadas en animales afectados clinicamente de Lana Sisal.

Animal N2 1 2 7

Edad en afios 5 6 2 1 2 1 6 7
Coloracién de lalana en Blanca Amarillenta | Amarillenta Blanca Amarillenta | Amarillenta | Amarillenta | Amarillenta
zona afectada

Exceso de grasa en lana Si Si Leve Leve Si Leve Si Si
Caspa Leve Si Leve Leve Si No Si No
Lana humeda o seca Seca Humeda Humeda Hdmeda Hdmeda Hdmeda Humeda Humeda
Fibras aglutinadas Leve Severa Leve Leve Severa Leve Severa Severa
Coloracién de la piel Rosada Roja Rosada Rosada Rosada Roja Rosada Rosada
Congestion en piel No Si No No No Si No No
Facilidad de la piel para No i i No Si No No No
desgarrarse

Prurito No No No No No No No No
Exudado seroso en piel No No No No No No No No
Pus en piel afectada No No No No No No No No
Grado de afectacion Poco afect Muy afec | Muy afect | Poco afect | Poco afect | Pocoafec | Muyafec | Afectado

Respecto a la coloracion de la lana en los
animales sanos, en general estuvo dentro de
matices blancos, mientras que en los enfermos

predominaron las tonalidades amarillentas en
las areas afectadas.
No hubo ningun animal que tuviera todo el



Vellon afectado. Por el contrario la
caracteristica fue que la afecciéon se presenté
en forma de manchones en el vellén. Estos
manchones son de color oscuro y la superficie
del manchdén esta levemente deprimida
respecto a la lana sana circundante (Foto 1).
Estos manchones estuvieron ubicados
principalmente en zonas del cuello, parte
delantera de la escapula, zona de la cruz,
flancos, zona posterior de los cuartos
posteriores, grupa y vacio. No hubo lesiones
en las partes bajas de los animales. Al abrir el
vellén en las zonas afectadas se comprobo
que las fibras de lana estaban aglutinadas
(Foto 2) en contraste con las zonas sanas
donde la lana presentaba un aspecto
totalmente normal.

Tras 8 meses de convivencia, ninguno de los 7
animales sanos se contagié la enfermedad
(Lana Sisal) de los animales enfermos.

Al momento de la esquila en las areas donde
el vellon estaba afectado se pudo comprobar
que la piel tenia un brillo y un color diferente al
resto de la piel sana, permitiendo identificar
claramente los sectores de piel enferma (Foto
3).

Foto 1. Manchones sobre el velléon caracteristicos
en animales con Lana Sisal.

Foto 2. Fibras engrasadas y aglutinadas al abrir el
vellon en un area afectada (manchon).
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Foto 3. En la zona dorsal del animal se puede
apreciar una mancha irregular color blanquecino en
correspondencia con un area de vellén afectado.

Discusion

Los animales en ensayo fueron elegidos tras
revisar el total de las majadas en 4
establecimientos. Como puede observarse hay
animales jovenes de 2 dientes hasta animales
viejos de refugo, pero en ningun caso se
encontraron corderos o borregos diente de
leche afectados. Si bien se eligieron hembras
para el ensayo, se pudo constatar la presencia
también de machos afectados en los 4
establecimientos de origen.

Un dato sorprendente fue el de la facilidad de
la piel para desgarrarse, que contradice la
creencia de que se trata de una caracteristica
de los animales afectados de Lana sisal. En
este caso el 57% de los controles sanos
presentaron dicha caracteristica contra el 37%
de los afectados de Lana sisal. Posiblemente
esto pueda estar relacionado con el estado
nutricional, niveles de stress, el largo de la
lana, etc. y no con la enfermedad bajo estudio.
Durante el presente periodo de estudio no se
pudo comprobar la autocuracién de ningin
animal afectado ni el contagio de los animales
enfermos hacia los sanos utilizados como
control.
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HALLAZGOS MICROBIOLOGICOS EN OVINOS MERINO DE LA PATAGONIA
ARGENTINA AFECTADOS CON LANA SISAL O LANA ENGRASADA

Marcellino, R.; Robles, C.
Grupo de Salud Animal INTA Bariloche

Introduccioén

La afeccion llamada “lana sisal” o “lana
engrasada” presenta una amplia distribucion en
ovinos Merino de la Patagonia Argentina. El
vellon de los animales afectados se caracteriza
por presentar areas en forma de manchas o
bandas oscuras y deprimidas, de tamafio y
distribucion variable. En las areas afectadas las
fibras se aglutinan y ondulan por un exceso de
grasa o suarda formando hilos de color
amarillo, en los animales esquilados, estas
zonas se ven color blanco tiza sobre la piel.

Si bien la enfermedad es reconocida desde
hace mas de una década, no esta totalmente
identificado el agente etiolégico de esta
afeccion ni como se transmite entre los
animales. Es probable que la lana sisal esté
relacionada con una enfermedad descripta en
Sud Africa denominada Bolo Disease causada
por una especie no identificada de
Corynebacterium. Dentro de este género
bacteriano, los microorganismos presentan una
gran diversidad, requiriéndose numerosas
pruebas bioquimicas y varios dias para lograr
identificarlos a nivel especie. Los resultados de
las pruebas varian segun las técnicas y medios
utilizados. Se ha desarrollado un sistema de
identificacion para bacilos Gram positivos
corineiformes  denominado APl Coryne
(BioMérieux, Inc., Francia). Este sistema se
basa en pruebas bioquimicas estandarizadas
(substratos deshidratados para la deteccién de
11 actividades enzimaticas y la fermentacion de
8 azucares) que generan un perfil numérico
(pn) que se corresponde con una especie
bacteriana. Es facil de usar, y se obtiene el
resultado en 24 hs.

El objetivo de este trabajo fue describir los
hallazgos  microbiolégicos  obtenidos de
animales afectados y sanos utilizando las
técnicas bacteriolégicas tradicionales y evaluar
el uso del sistema API Coryne, para identificar
a nivel de especie los aislamientos
corineiformes obtenidos.

Materiales y Métodos

Se realizaron hisopados de piel de ovinos
Merino de una majada experimental compuesta
por 10 animales afectados con lana sisal
provenientes de diferentes establecimientos de
la Patagonia y 11 animales sanos (controles).
Los hiposos se frotaron firmemente sobre la
piel afectada de los enfermos y piel sana de los
controles. Luego se sembraron en placas de
Agar Sangre Columbia, se incubaron a 37°C

con 5% de CO, y se observaron a las 48 hs. Se
repicaron las colonias mas representativas para
la tincion de Gram, observacién al microscopio
y realizacion de las pruebas bioquimicas
tradicionales. Las colonias que tanto macro
como microscopicamente coincidieron con
Corynebacterium  (puntiformes,  circulares,
bordes enteros, blanco-amarillentas, levemente
brillantes, convexas y no hemoliticas, bacilos
grampositivos, pleomoérficos, dispuestos en
grupos semejantes a letras chinas o en
empalizada) se seleccionaron para su
identificacion con APl Coryne. En este ultimo
se utilizaron cepas control ATCC (C. renale, T.
pyogenes y P. acnes) y aislamientos propios
(C. pseudotuberculosis y C. bovis) y se
procedid segun la metodologia descripta por el
fabricante.

Resultados

Se obtuvieron 16 aislamientos de los cuales 10
coincidieron con las caracteristicas macro y
microscopicas de Corynebacterium (Foto 1 y
2). Esta bacteria corineforme fue aislada de
todos los animales afectados en mayor
proporcidn que las demas colonias presentes y
en algunos casos hasta en pureza, mientras
que no fue aislada en ninguno de los animales
controles. En algunas cepas aisladas se
evidenci6 el desarrollo de dimorfismo,
distinguible a las 48 hs de incubacion. Los
resultados de las pruebas bioquimicas
tradicionales permitieron identificarlas como
pertenecientes al género Corynebacterium pero
no se logré determinar la especie (Tabla 1). Los
6 aislamientos restantes resultaron
contaminantes ambientales o sin importancia
veterinaria (S. epidermidis, Bacillus sp.).

Foto 1.
sp.

Colonias de Corynebacterium




Foto 2. Corynebacterium sp al microscopio.

Tabla 1. Pruebas bioquimicas realizadas a los
aislamientos corineformes.

Prueba bioquimica Resultado
enzima oxidasa -
enzima catalasa +
metabolismo O/F -/-
movilidad -
reaccion en Kligler* -/-/-1-
enzima ureasa +
indol -
nitrato -
gelatina -
glucosa/lactosa
maltosa/manosa Todas -
celobiosa/sacarosa

*glucosallactosa/produccion de gas/produccion de SH;

Con el sistema API Coryne, los 10 aislamientos
corineiformes fueron identificados como C.
bovis, 16 con el pn 4101004 y 1 con el pn
4501004 (difirieron en la prueba de
galactosidasa) (Foto 3). Las cepas ATCC vy
propias utilizadas como controles arrojaron
patrones numéricos coincidentes en un 100%
con las especies nombradas.

Foto 3. Resultado API Coryne para C. bovis.

Discusion

Los resultados obtenidos de las pruebas
bioquimicas tradicionales permitieron identificar
el bacilo corineforme aislado de animales
afectados con lana sisal como perteneciente al
género Corynebacterium, aunque no se logré
llegar al nivel de especie. A fin de poder
clasificar esta bacteria por medio de la
bacteriologia tradicional, se deberia ampliar el
esquema de pruebas bioquimicas, sin
descartar el uso de técnicas de biologia
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molecular, como la PCR, para logar su
identificacion final. Estos resultados coinciden
con lo descripto por otros autores que indican
que la identificacion tradicional de las
corinebacterias es lenta por el gran niumero de
pruebas bioquimicas que se deben realizar y
las discrepancias encontradas en la
bibliografia.

Con la utilizacion de sistema API Coryne fue
posible obtener un perfil numérico inequivoco
de todas las cepas aisladas de animales
afectados identificado como C. bovis. Todas las
cepas utilizadas como controles resultaron
identificadas correctamente demostrando Ia
confiabilidad del APl Coryne. Ademas permitié
obtener un resultado rapido (menos de 48 hs).
En relacion al desarrollo de dimorfismo en
algunos aislamientos, éste fue descripto
anteriormente para C. bovis, fortaleciendo el
resultado obtenido.

El hecho de que C. bovis haya sido aislado sélo
de los animales afectados, en algunos casos
inclusive en condiciones de pureza, es un
fuerte indicativo de su posible rol como agente
etiolégico de esta enfermedad. Sin embargo
para poder confirmar esta sospecha se deberia
seguir trabajando para lograr la reproduccion
experimental de la enfermedad en animales
sanos y ademas determinar las vias de
contagio entre los animales.

El uso del sistema APl Coryne, es de gran
utilidad a la hora de identificar bacterias
corineiformes, no solo por la confiabilidad en
los resultados obtenidos, sino también por la
rapidez con la que se llega a una identificacion
a nivel de especie.
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DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LANA SISAL EN OVINOS MERINO DE LA
PATAGONIA

Abdala A. M."; Farber, M"%; Robles, C.?
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Introduccion

La Lana Sisal es una dermatitis infecciosa de
etiologia incierta que afecta a los ovinos de la
raza Merino de la Patagonia. Clinicamente se
caracteriza por la presencia de manchones
oscuros y deprimidos en el velldbn, que
contienen un exceso de grasa y fibras
aglutinadas (Robles, 2007). En Sudéfrica se ha
descripto y reproducido experimentalmente una
enfermedad similar denominada Bolo disease
(Joubert y col, 1995). En ambos casos se ha
aislado a partir de hisopados de piel una
bacteria corineforme, que no ha sido posible
identificar con certeza mediante las técnicas
bacteriolégicas de rutina. Por identificacion
bioquimica tradicional y mediante el sistema
API se estima que los aislamientos bacterianos
podrian corresponder a la especie
Corynebacterium bovis (C. bovis), bacteria
involucrada en mastitis bovina. Los objetivos de
este trabajo fueron: la identificacion certera de
los aislamientos por secuenciacién el 16S
ARNr, la puesta a punto de una técnica
molecular por PCR para la identificacion rapida
y especifica de los aislamientos bacterianos vy
la evaluacion de un método de diagndstico
directo de hisopado de piel de ovinos con Lana
Sisal.

Materiales y Métodos

Se trabajé con un total de 72 aislamientos
bacterianos provenientes de  animales
afectados de Lana Sisal. Para su identificacion,
se secuenciaron 1393pb del gen de |la
subunidad 16S del ARNr de cuatro
aislamientos y se asigné la especie
comparando contra la base de datos GeneBank
utilizando Blast (98% de similitud de
secuencia). Mediante un analisis filogenético
utilizando el método de méaxima verosimilitud se
compararon las 4 secuencias incluyendo las
secuencias de la cepa de referencia de C.
bovis aislada de bovinos (DSM 20582 y de C.
Jeikeium y C. urealyticum, por ser las especies
mas cercanas a C. bovis.

En base a esta identificacion y para analizar el
total de los aislamientos de ovinos, se puso a
punto una PCR especifica para C. bovis, que
amplifica una regién de 224pb también del 16S
ARNr (modificada de Duga y col., 1998). A su
vez se incluyeron en el analisis 21 aislamientos
de Corynebacterium spp. obtenidos de
muestras de leche de bovinos con mastitis
(Laboratorio LactoDiagnostico  Sur). Para
determinar la especificidad de la PCR se ultilizé

como control ADN de otras especies de
corinebacterias. Se determiné el limite de
deteccion de la técnica diagnéstica, utilizando
como templado diluciones seriadas al décimo
de ADN de uno de los aislamientos de ovinos.
Luego, se probé un método de deteccidon
molecular a partir de muestras directas de
hisopados, sin necesidad de cultivo, donde
ademas se omite el paso de extraccién de
ADN. Se utilizé el Kit de Thermo Fisher Plant
Phire Direct PCR, segun instrucciones del
fabricante con adaptaciones. Para evaluar esta
técnica se realizd6 un muestreo a campo en
donde se hizo una revisacion clinica de ovinos
pertenecientes a un establecimiento ubicado en
cercanias a Comallo, Rio Negro. De 11
animales identificados como afectados, se
tomaron hisopados de piel de cada uno, de una
zona afectada y otro de una zona sana.
Ademas, se tomd un hisopado de piel de 5
animales clinicamente sanos como controles.
Se cultivé un hisopo de una zona enferma y
otro de una zona sana de cada uno de los 11
animales en el laboratorio de microbiologia y
los mismos hisopos se procesaron con el Kit y
se les realizé la PCR descripta.

Resultados

Mediante el analisis genético realizado, se
establecié que la bacteria aislada de animales
con lesiones de Lana Sisal corresponde a la
especie Corynebacterium bovis (C. bovis). El
alineamiento multiple de las secuencias no
revelé polimorfismos de nucledtido unico
(SNPs) consistentes que diferencien las 4
cepas ovinas de la cepa bovina de referencia
de esta especie, aislada de bovinos con
mastitis. Al realizar el analisis filogenético
(Figura 1), todas las cepas aisladas de casos
clinicos de Lana Sisal se agruparon en un
cluster que contiene a la cepa de referencia de
C. bovis. Este grupo se separa claramente de
las cepas del grupo de C. urealiticum
(Bootstrap value 100).

La PCR utilizada arrojé resultados positivos
sobre el ADN extraido del total de los 72
cultivos de aislamientos de casos clinicos de
Lana Sisal. Los aislamientos de
Corynebacterium spp. de leche bovina también
resultaron positivos a la PCR diagndstica. La
especificidad de la técnica (Figura 2) se
comprobd mediante el resultado negativo a la
amplificacion de ADN de otras especies de
corinebacterias. El limite de deteccion de esta
PCR es de 0,01 ng/pul.



Figura 1. Arbol filogenético obtenido por método de
maxima verosimilitud del alineamiento multiple de las
secuencias del gen 16S ARNr de cada bacteria
indicada.
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Figura 2. Productos de PCR en gel de agarosa
tefiidos con Gel Red utilizando como templado ADN
de: 1y 2: cepas de ovinos, 3 y 4: cepas de bovinos,
5: C. pseudotuberculosis, 6: C renale, 7: C freneyi, 8:
T. pyogenes, 9: control negativo, M: Marker.

Luego de poner a punto la PCR para la
identificacibn de C. bovis desde cultivos
bacterianos, se procedi® a probarla sobre
muestras directas.

Al cultivar los hisopados de piel del muestreo
realizado en la localidad de Comallo, se
observé crecimiento positivo, compatible con C.
bovis tanto en morfologia de colonia como en
tincion de Gram, en 10 de las 11 muestras
provenientes de zonas afectadas. Por su parte,
no hubo crecimiento positivo en cultivos de
ninguna zona sana de esos mismos animales
ni de hisopados de piel de los animales
controles clinicamente sanos.

Al realizar el diagnéstico molecular que
consiste en el procesamiento directo de los
mismos hisopos con el Kit de Thermo Fisher
Plant Phire Direct PCR, y la aplicaciéon de la
PCR descripta sobre esos extractos, se detecto
C. bovis en todos los hisopados de zonas
afectadas de las 11 muestras y se obtuvo
resultado negativo en zonas sanas y animales
controles (Figura 3).
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Figura 3. Gel de Agarosa tefiido con GelRed de la
PCR del Kit con los siguientes productos de PCR
sembrados en las calles de izquierda a derecha: 1-
11 Zona enferma de animales afectados, C+ ADN de
cepa de C. bovis, C- ADN de cepa de C.
pseudotuberculosis, (-) agua, M: Marker.

Discusion

El andlisis genético de los aislamientos
obtenidos de lesiones de Lana Sisal, permitié
identificarlos fehacientemente como C. bovis
siendo el primer reporte del aislamiento de esta
especie en ovinos. En el gen analizado no se
detectaron diferencias con la cepa de
referencia de C. bovis aislada de bovinos, lo
que no descarta diferencias genéticas en otras
regiones del genoma.

La PCR puesta a punto permite realizar la
identificacion de aislamientos de C. bovis
provenientes de muestras tanto de ovinos
como de bovinos. Por su parte se desarrollé un
método que permite el diagndstico molecular
de hisopados de forma directa sin necesidad de
cultivo ni extracciones de ADN complejas.

Conclusion

El método de diagndstico molecular puesto a
punto permitié realizar la identificacion de C.
bovis de forma rapida y directamente de la
muestra de hisopado tomada a campo. Esta
técnica podria reemplazar a la identificacion
tradicional mediante pruebas bioquimicas que
para corinebacterias es dificultosa, en general
no permite arribar a una clasificaciéon certera y
requiere varios dias de trabajo.
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ANALISIS GENOMICO COMPARATIVO DE Corynebacterium bovis AISLADO DE
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Introduccioén

La Lana Sisal es una dermatitis infecciosa que
afecta a los ovinos de la raza Merino. Las
lesiones consisten en manchones oscuros y
deprimidos en el vellén, donde se encuentra un
exceso de grasa y las fibras aglutinadas
(Robles, 2007). Clinicamente las lesiones se
observan como areas deprimidas y oscuras del
vellén que poseen un exceso de grasa. De las
lesiones de piel de animales afectados se aislo
de forma consistente, una bacteria que fue
identificada por métodos bacteriolégicos vy
moleculares como Corynebacterium bovis (C.
bovis) perteneciente al phylum Actybacteriales,
bacterias Gram positivas de alto contenido de
GC. C. bovis es una bacteria lipofilica que
suele ser aislada leche vacuna siendo
patdégeno causal de mastitis clinica y subclinica
(Watts y col. 2000). La cepa de referencia C.
bovis DSM 20582 fue aislada de ubre bovina
(Brooks & Barnum 1984), y su genoma
secuenciado (NCBI: NZ_AENJ00000000.1;
Schroéder y col. 2012) posee 2,522,962bp en
503 contigs.

En este trabajo reportamos la secuenciacion
gendmica de dos aislamientos de hisopados de
piel de ovinos con Lana Sisal: IntaBari-170/08-
019 y 001, y su comparacion con el genoma de
referencia de origen bovino.

Materiales y Métodos

C. bovis IntaBari- 170/08-019 y 170/08-001
fueron aisladas de hisopados de piel de
lesiones de animales afectados de las
provincias de Rio Negro y Chubut
respectivamente. Los aislamientos se
encontraban conservados en nitrégeno liquido
y fueron recuperados sembrando en placas de
Agar Sangre con 5% de sangre de Carnero por
72hs en una atmésfera con 5% de CO, Se
extrajo DNA gendmico utilizando el kit DNeasy
(QUIAGEN), se construyeron librerias de
extremos pareados y se secuenciaron
mediante un lllumina Miseq (Unidad de
Gendmica INTA, CIPVyA). La secuenciacion de
la cepa 019 arroj6 un total de 3056444 reads y
la cepa 001 un total de 2470580 reads, todas
de 250pb, resultando en una cobertura mayor a
250X en ambos casos. Las reads se cortaron
por calidad y por presencia de adaptadores. Se
realizd un ensamblado de novo utilizando
Flash, Celera y Spades (Figura 1).

El analisis gendmico comparativo entre los
genomas provenientes de ovinos con Lana Sial

y del del genoma de referencia se realizé a
diferentes niveles. A nivel general se utilizé el
calculo del ANI (identidad nucleotidica
promedio) de a pares, que en un alineamiento
global de los genomas. También se realiz6 a
nivel de SNPs (polimorfismos de nucledtido
unico) que fueron determinados con VarScan. y
por ultimo a nivel de la anotacidon genética
definiendo el Core y Pangenoma con
OrthoMCL.

Figura 1. Pipeline utilizado para el ensamblado de
los genomas.

Resultados

Dentro del rango de GC del resto de las
especies del género que va de 46,5 a 69,7, C.
bovis presenta un 73%. A pesar de esto, se
logré el ensamblado de novo de las lecturas en
29 contigs para 019 cubriendo 2.566.775pb vy
en 50 para 001 con un total de 2.615.118 pb,
con una mejora evidente respecto de la cepa
de referencia (Tabla 1) cuyo genoma
(tecnologia 454) esta ensamblado en 503
contigs.

Tabla 1. Datos de los ensamblados gendmicos
logrados de 019 y 001 y de DSM20582 reportado
previamente: Tecnologia de secuenciacién, numero
de contigs logrados, % de GC, L50: numero de
contigs que contienen el 50% de la secuencia
gendémica y tamafio total del genoma en pares de
bases.

Los graficos de Dot-Plot mostraron una buena
concordancia con la referencia, con pocas



areas repetitivas en los ensamblados logrados
(Grafico 1).

Grafico 1. Gréfico Dot-Plot 019 vs DMS20582

El calculo del ANI comparando 019 y 001 con
DMS 20582 fue de 98,5% en ambos casos lo
que supera el 95% sugerido a utilizar para
definicién de especie.

Ademas, el ANI comparando los aislamientos
de ovinos entre si resultd en un 99,5%,
porcentaje mayor al de cada cepa aislada de
ovinos respecto a la referencia aislada de
bovinos.

En cuanto al analisis de la variacién genética
se encontraron un total de 22960 SNPs entre
019 y DMS 20582 y 20717 entre 0019 y la
referencia, de los cuales 18151 son
compartidos en posicion y variante entre los
aislamientos ovinos (Grafico 2 ). Esto implica
que el 73% de los SNPs totales sumando los
de ambos aislamientos con respecto a la
referencia son idénticos, confirmando la mayor
similitud de los aislamientos de ovinos entre si,
revelada por ANI.

Grafico 2. Numero total de variantes de cada cepa
asilada de ovinos respecto a la cepa de referencia.

Usando el pipeline de anotacién automatica de
RAST fueron predichas 2196 y 2087 regiones
codificantes para los genomas de aislamientos
ovinos y 1987 para la referencia.

Se analizé la anotacion de los tres genomas
con OrthoMCL para definir el Core y el
Pangenoma. Los resultados obtenidos se
encuentran representados en el Diagrama de
Venn (Figura 4) donde se observa que hay
1756 genes ortdlogos compartidos entre los
tres genomas de C. bovis, y que el Pangenoma
consta de 2417 genes. Por su parte, los dos
aislamientos de Lana Sisal comparten 233
ortélogos unicos.
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Figura 4. Diagrama de Venn representando los
genes ortélogos compartidos y Unicos entre los tres
genomas en estudio.

Discusion

El protocolo de ensamblado utilizado en los
casos en estudio generé un menor numero de
contigs (N=29 y N=50) que los reportados para
el genoma de la cepa de referencia (N=503),
en un genoma que contiene un alto contenido
de GC, lo que se refleja en un aumento de
genes predichos. Si bien la clasificacion previa
a través de la secuencia del gen 16S ARNr
indicaba la pertenencia de los aislamientos a la
especie C. bovis, este estudio gendmico logré
establecer la existencia de variabilidad entre
cepas aisladas de ovinos con Lana Sisal y la
cepa de referencia bovina que causa mastitis
en vacas. Este resultado se observa a
diferentes niveles al comparar los tres
genomas: en el ANI, en los SNPs encontrados
y en los genes unicos, entre los genomas de
aislamientos ovinos entre si y de cada uno de
ellos respecto a la referencia, coincidiendo
todos en wuna mayor similitud entre los
aislamientos provenientes de lesiones de Lana
Sisal.

Conclusion

El hecho de que 019 y 001 sean genéticamente
mas similares entre si que respecto al
aislamiento de bovino, sugiere la asociacion de
variantes especificas de C. bovis de acuerdo al
hospedador.
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Introduccioén

La familia Herpesviridae incluye mas de 100
herpesvirus distintos, muy difundidos en la
naturaleza, capaces de inducir infecciones
latentes que pueden reactivarse
periddicamente en asociacién con situaciones
de estrés y/o inmunodeficiencia. En caprinos se
ha aislado el herpesvirus caprino 1 (CpHV1)
por primera vez en California, USA en 1970 y
luego en Australia, N. Zelanda, Noruega,
Grecia, ltalia, paises del Mediterraneo vy
también en Espafia (Keuser 2004). Este virus
esta muy emparentado genéticamente vy
antigénicamente con BoHV1. Herpesvirus
caprino 1 es un alfaherpesvirus (Davison y col,
2009) responsable de infecciones sistémicas
letales en cabras de 1 a 2 semanas de edad
(Van dor Lugt y col, 1993) y de infecciones
subclinicas leves en cabras adultas (Tarigan y
col, 1987). Las manifestaciones clinicas en
cabras adultas involucran infecciones
respiratorias o0 del tracto reproductivo
dependiendo del sitio de entrada del virus),
aunque CpHV1 infecta preferentemente Ila
mucosa genital. La patogenia sigue los
lineamientos generales de la infeccién por
herpesvirus: son epiteleotropos y tienen
afinidad por la mucosa respiratoria y genital,
donde se multiplican, generan las
manifestaciones clinicas, graves en cabritos,
frecuentemente subclinica en adultos vy
excretan gran cantidad de virus. Existen varias
causas infecciosas de aborto en caprinos,
pudiendo estar el herpesvirus involucrado. Los
abortos se producen generalmente al final de la
gestacion, sin signos premonitorios respuesta
inmune genera el cese de la excrecion viral,
pero los animales quedan como portadores
latentes (Engels 2000).

El objetivo de este trabajo fue conocer la
seroprevalencia a herpesvirus en cabras
evaluando muestras de sueros caprinos de
establecimientos de distintas regiones de

nuestro pais.

Materiales y Métodos

Los establecimientos evaluados en este estudio
pertenecen a rebanos caprinos de las
provincias de La Rioja, La Pampa, Buenos
Aires y Rio Negro. Se evaluaron 226 sueros de
un tambo caprino de la provincia de Buenos

Aires, 231 sueros de 16 establecimientos de los
llanos de La Rioja, 114 sueros caprinos del
Secano de la provincia de Rio Negro
correspondientes a 28 establecimientos y 258
sueros caprinos de 10 establecimientos de La
Pampa. Para evaluar la presencia de
anticuerpos especificos contra CpHV1 se
desarroll6 un ELISA indirecto enfrentando los
sueros a CpHV1 semipurificado y a BoHV1
para valorar inmunidad cruzada frente a este
virus. El punto de corte establecido para este
ELISA fue la media de sueros negativos mas
dos desvios estandard.

Resultados

Se evaluaron sueros de cabras de la Rioja, La
Pampa, Buenos Aires y Rio Negro.
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Se evaluaron 829 sueros de cabras
obteniéndose una seroprevalencia parcial de
48%.

Los resultados muestran que en todas las
regiones evaluadas hay animales seropositivos
a herpescaprino, Se detectaron
seroprevalencias parciales a CpHV1 de 37% en
la region evaluada de la provincia de Rio
Negro, 44% en la regiéon de Los llanos de La
Rioja, 67% en los sueros evaluados de la
provincia de Buenos Aires y 38% en los
establecimientos evaluados de la provincia de
La Pampa.

De 55 establecimientos muestreados en 48
(87.2%) se detectd serologia positiva.
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Discusion

Si bien aun no se ha aislado el CpHV1 en
nuestro pais, en este estudio se demuestra en
forma indirecta su circulacion. De 55
establecimientos caprinos evaluados el 87%
result6 con serologia positiva a CpHV1.
Nuestros resultados constituyen el primer
reporte de seroprevalencia a CpHV1 en
Argentina. El ELISA disefiado incluye BoHV1
en la placa permitiendo realizar un analisis
especifico sobre la positividad de los sueros.

En la siguiente etapa se continuara con el
relevamiento seroldégico y se incluira el
muestreo de secreciones nasales, oculares y
genitales para aislar el virus. Como no existen
vacunas comerciales para herpesvirus caprino
las medidas de control estdn enfocadas a
optimizar las medidas de manejo a fin de
disminuir el estrés sobre todo en la etapa
reproductiva donde es frecuente la reactivacion
de animales latentemente infectados con
CpHV1. Especificamente en este tipo de
infeccion, que afecta negativamente los indices
productivos de las majadas, los resultados que
se obtengan aportaran en el desarrollo de
estrategias de control sanitario para ser
implementadas en las comunidades rurales,
sobre todo en aquellos establecimientos con
casos de abortos y mortalidad peri natal en las
majadas.
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Introduccion

Herpesvirus caprino 1 es un alfaherpesvirus
(Davison, 2009). Se lo aisl6 por primera vez en
California, USA en 1970. Este virus esta muy
emparentado genéticamente y antigénicamente
con BoHV1. ElI CpHV1 es responsable de
infecciones sistémicas letales en cabras de 1 a
2 semanas de edad y de infecciones
subclinicas leves en cabras adultas con
manifestaciones clinicas que involucran
infecciones  respiratorias o del tracto
reproductivo dependiendo del sitio de entrada
del virus, aunque CpHV1 infecta
preferentemente la mucosa genital.

>

Herpesvirus caprino

Los signos clinicos y la presencia de virus en
muestras nasales, oculares, rectales vy
vaginales sugieren la transmisién venérea
como principal via de entrada de virus y la
persistencia de la infeccion en los rebafos
(Tempesta, 1999). La época de monta genera
en machos, eliminacion viral por semen vy
balanopostitis, por lo que se considera a la
transmision venérea como la via de ingreso
principal del virus.

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

CpHV1 se distribuye en todo el mundo donde
existe produccién de cabras, las grandes
pérdidas econdmicas se producen en los
paises mediterraneos. Sin embargo las
pérdidas econémicas debido a infecciones por
CpHV1 estan probablemente subestimadas.

El objetivo de este trabajo es estudiar la
seroprevalencia a CpVH1 en cabras de la
provincia de San Luis, Salta, y Catamarca.

Materiales y Métodos

Los establecimientos evaluados en este estudio
pertenecen a rebafos caprinos de las
provincias de Salta, San Luis, Catamarca y
Jujuy se evaluaron un total de 1167 sueros.
Para evaluar la presencia de anticuerpos
especificos contra CpHV1 se utilizd un ELISA
indirecto enfrentando los sueros a CpHV1 y
BoHV1 semipurificado.

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

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



Resultados

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

de un total de 495 sueros muestreados en 40
predios de Salta resultaron positivos 216
sueros resultando en un 43.63% de
seroprevalencia

De Catamarca de 32 sueros evaluados de un
predio tambero, 3 sueros resultaron positivos
arrojando una seroprevalencia a CpHV1 de
9.3%

De la provincia de San Luis de 580 sueros
evaluados principalmente de predios de
produccion de carne el 32% resultd positivo a
CpHV1.

SALTA

Seroprevalencia: 43,63%

CATAMARCA

Seroprevalencia: 9,3%

SAN LUIS

Seroprevalencia: 32%

Discusion

El CpHV1 tiene un fuerte impacto econémico
en los rebafos caprinos, ya que afecta la
fertilidad de las hembras e induce abortos en el
ultimo tercio de la gestacion (McCoy, 2007;
Uzal, 2004, Grewat, 1986).

La permanencia de este virus en el rebafio es
indeseable ya que se puede mantener en forma
subclinica y reactivarse naturalmente durante la
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época de reproduccion debido a los cambios
hormonales y situaciones de estrés a los que
se somete a los animales de manera ciclica
(Tarigan, 1987, Tempesta 1999). La posibilidad
de abortos por esta causa se incrementa
cuando los animales presentan
inmunodepresién. La enfermedad producida
por herpesvirus caprino plantea, una doble
problematica: econémica y sanitaria. Desde el
punto de vista econdmico es un factor adverso
para esta explotacién, porque incide
negativamente en la productividad de los
caprinos y en la calidad higiénico-sanitaria de
sus derivados. En la actualidad, uno de los
tratamientos eficaces para el control de la
enfermedad en caprinos consiste en la
administracion vaginal del antiviral aciclovir
(Tempesta,2002) sin embargo, el tratamiento
resulta costoso y requiere de un manejo
excesivo. Algunos tratamientos preventivos,
como la vacunas, aun se encuentran en fase
experimental, por tanto las medidas de control
estan enfocadas a optimizar las medidas de
manejo a fin de disminuir el estrés sobre todo
en la etapa reproductiva. La informacion
aportada sobre seroprevalencia a CpHV1 de
distintas regiones incidira en el desarrollo de
estrategias de control sanitario para ser
implementadas en las comunidades rurales,
sobre todo en aquellos establecimientos con
casos de abortos y mortalidad peri natal en las
majadas.
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Introduccién

El creciente interés en la produccion de cabras
en los ultimos afios demanda informacion sobre
aspectos relacionados a la propagacion,
diagndstico y control de la enfermedad. El
herpesvirus caprino 1 (CpHV 1) se asocia con
una variedad de afecciones de cabras, como
infecciones gastrointestinales generalizadas en
los animales jovenes o subclinica en
infecciones respiratorias vy genitales en
adultos. La infeccion con CpHV 1 es
responsable de graves pérdidas econdmicas
debidas a abortos y trastornos reproductivos. El
diagnostico serolégico de la infeccion por
CpHV1 se puede realizar utilizando el ensayo
de seroneutralizacién y/o el ensayo ELISA.

La produccion de cabras es una actividad
econémica  importante para  pequefos
productores, principalmente en areas
geograficas no aptas para producciones de
mayor rentabilidad, ascendiendo la poblacién
total en Argentina a aproximadamente
4,720,674 animales. Los sistemas de cria de
cabra pueden tener diferentes propdsitos,
produccion de carne, fibra, piel cuero, leche y
queso (Smith & Sherman 2009). El interés
surgido en la produccion caprina (lechera en
particular) durante los ultimos afios despierta
una demanda creciente de informaciéon sobre
aspectos relativos a la  propagacion,
diagnéstico y control de distintas
enfermedades, fuertemente incorporada al
acervo cultural regional.

El diagndstico serolégico de la infeccién por
CpHV1 se puede realizar utilizando la técnica
de seroneutralizacion (SN) y por ensayo de
ELISA

De acuerdo a los estudios serolégicos la
infeccion por CpHV1 se distribuye en todo el
mundo donde existe produccion de cabras, las
grandes  pérdidas econdmicas debidas
principalmente por abortos y trastornos
reproductivos se producen en los paises
mediterraneos (Keuser et al., 2004; Thiry et al.,
2006). Sin embargo las pérdidas econémicas
debido a infecciones por CpHV1 estan
probablemente subestimadas.

Recientemente en Argentina se ha reportado
serologia positiva a CpHV1 en distintas
regiones (S. Maidana et al.,, 2014). En el
presente trabajo se estudio la seroprevalencia

a CpVH1 en cabras de la provincia de San
Luis.

Materiales y Métodos

El estudio se realizd sobre sueros caprinos
tomados entre los afos 2012 y 2015 como
parte del Plan Provincial de Control vy
Erradicacion de Brucelosis Caprina. Los
muestreos fueron realizados por técnicos del
Ministerio del campo—San Luis. Se efectud el
diagndstico serolégico de CpHV1. Siendo el
total de cabras en San Luis de
aproximadamente 107.120- SENASA, dic.2014,
se analizaron muestras de 5 departamentos
que concentran el 83% de la poblacion caprina
de la Provincia. Se evaluaron 580 sueros
muestreados en los distintos departamentos.
Se tomaron muestras en 29 establecimientos
provenientes de distintas localidades
pertenecientes a 5 departamentos. En su
mayoria los establecimientos muestreados
corresponden a produccion de carne, solo 5 de
ellos elaboran artesanalmente y venden
subproductos lecheros. Si bien, los problemas
reproductivos son frecuentes en esta especie,
solo 3 de las majadas incluidas en el estudio,
reportaron abortos. De los establecimientos
bajo estudio, 2 de ellos corresponden a
escuelas agrotécnicas y también fueron
incluidos los caprinos del Mdédulo Genético
provincial. Se seleccionaron aleatoriamente 20
sueros caprinos de cada establecimiento. Los
departamentos evaluados fueron Juan Martin
de Pueyrredon, San Martin, Belgrano,
Chacabuco y Coronel Pringles. Para evaluar la
presencia de anticuerpos especificos contra
CpHV1 se utiliz6 el ELISA indirecto (S.
Maidana et al., 2014) enfrentando los sueros de
cabra a CpHV1 semipurificado y a BoHV1 para
valorar inmunidad cruzada frente al herpes
bovino. El punto de corte establecido para este
ELISA fue la media de sueros negativos mas
dos desvios estandard.

Resultados

En la Tabla se muestran los establecimientos
positivos y los porcentajes de animales
positivos de la Provincia de San Luis
correspondientes al periodo entre 2012 y 2015.
Los resultados muestran que en 4 de 5
departamentos evaluados se detectaron



animales seropositivos a herpes caprino. Solo
en el departamento de Coronel Pringles no se
detectaron animales positivos, en los restantes
se observaron seroprevalencias parciales entre
27 y 43% resultando, con las muestras
evaluadas hasta el momento, un porcentaje
promedio relativo total para la Provincia del
32%.

Conclusiones

El ganado caprino constituye un bien de
subsistencia clave para muchas familias
rurales. Asi como en otras provincias de
nuestro pais la produccion caprina es parte de
la economia regional de San Luis ocupando el
tercer lugar en la cadena de producciéon por
numero de cabezas y el segundo por el nimero
de productores que la desarrollan.

Son varios los trabajos realizados con el fin de
identificar problemas sanitarios en majadas
caprinas de diferentes regiones del pais, sin
embargo, es escasa la informacion sanitaria
disponible sobre infecciones por herpesvirus
caprino.
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Si bien aun no se ha aislado el CpHV1 en
nuestro pais, los resultados del diagndstico
serolégico de CpHV1 demuestran en forma
indirecta su circulacién en la provincia de San
Luis. Los sueros analizados corresponden a los
5 departamentos que congregan el 83% de la
poblacién caprina de la provincia de San Luis y
detectando un 32% de animales seropositivos a
CpHV1 en concordancia con hallazgos de
porcentajes de serologia similar en otras
provincias de nuestro pais (Maidana y col,
2014). Nuestros resultados constituyen el
primer reporte de seroprevalencia a CpHV1 en
la provincia de San Luis.

La enfermedad producida por herpesvirus
caprino plantea, una doble problematica:
econdmica y sanitaria. Desde el punto de vista
econémico es un factor adverso para esta
explotacion, porque incide negativamente en la
productividad de los caprinos y en la calidad
higiénico-sanitaria de sus derivados. Como no
existen vacunas comerciales para herpesvirus
caprino las medidas de control estan enfocadas
a optimizar las medidas de manejo a fin de
disminuir el estrés sobre todo en la etapa
reproductiva donde es frecuente la reactivacion
de animales latentemente infectados con
CpHV1. Especificamente en este tipo de
infeccion, que afecta negativamente los indices
productivos de las majadas, la informacion
sobre seroprevalencia a CpHV1 de distintas
regiones aportara en el desarrollo de
estrategias de control sanitario para ser
implementadas en las comunidades rurales,
sobre todo en aquellos establecimientos con
casos de abortos y mortalidad peri natal en las
majadas.
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Introduccion

La Linfoadenitis Caseosa (LAC) es una
enfermedad infectocontagiosa de curso crénico
que afecta principalmente a ovinos y caprinos
adultos. El agente etiologico, Corynebacterium
pseudotuberculosis, genera una patologia que
se caracteriza por la formacion de abscesos
caseosos en ganglios linfaticos superficiales y
profundos, y en érganos como pulmoén, higado
y rifién (Foto 1). Segun el tiempo que lleva la
infeccion, el material caseoso puede variar de
consistencia (liquida, pastosa, seca, dura),
aspecto (grumoso, homogéneo, laminar) y color
(blanco-crema, verde). Pueden llegar a
encontrarse casos de material caseoso con
calcificaciones o totalmente calcificado. Si bien
es posible aislar la bacteria a partir de lesiones
con diferentes tiempos de maduracion, la
ubicacion y cantidad de bacterias viables
presentes en los abscesos crénicos puede ser
bajo y en ocasiones hasta ser estériles. En la
Patagonia es comun el hallazgo de animales
afectados con las consecuentes pérdidas
econdmicas que conlleva la presencia de LAC
debido al decomiso de las canales afectadas y
a la disminucion de la produccion.

Foto 1. Animal afectado y detalle de ganglio con
material caseoso en su interior.

El diagnostico de rutina en caso de sospecha
de LAC se basa en el aislamiento e
identificacion del agente etiolégico mediante
técnicas bacteriolégicas a partir del material
caseoso de ganglios u érganos afectados. Sin
embargo, esta metodologia lleva tiempo, es
costosa, las cepas presentan diferencias en los
resultados y en algunas ocasiones pueden
obtenerse cultivos de otros microorganismos
piogénicos. También se debe hacer el
diagndstico diferencial con lesiones que
macroscopicamente pueden llegar a
confundirse con LAC como es el caso de los
quistes hidatidicos. En la bibliografia se han
descripto técnicas moleculares que detectan el
ADN de la bacteria, como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). En algunos

casos se ha trabajado a partir de los
aislamientos obtenidos de los ganglios u
o6rganos afectados o directamente con el
material caseoso pero con metodologias de
extraccion de ADN largas, que utilizan reactivos
téxicos y costosos.

El objetivo de este trabajo fue poner a punto
una PCR utilizando una técnica de extraccion
de ADN econdmica y sencilla para determinar
la presencia de C. pseudotuberculosis
directamente a partir del material caseoso y
comparar los resultados obtenidos con los de
las técnicas bacterioldgicas utilizadas de rutina.

Materiales y Métodos

Se recolectaron 40 muestras de ganglios y
organos afectados de 32 ovinos Merino adultos
provenientes de una estancia de Rio Negro.
Los abscesos se abrieron y se froté un hisopo
por la cara interna de los mismos que luego se
descargd en placas de agar sangre. Estas se
incubaron y se observaron a las 48 hs. Las
colonias que resultaron macroscépicamente
compatibles con C. pseudotuberculosis
(pequefias, circulares, secas, de superficie
opaca, color blanco-crema, con una estrecha
zona de hemolisis) y que al microscopio 6ptico
resultaron bacilos cortos, Gram positivos y
dispuestos en empalizada se repicaron para
realizar las pruebas bioquimicas
correspondientes para identificar a C.
pseudotuberculosis (Foto 2).

Foto 2. Colonias de C. pseudotuberculosis en placa
al microscopio.

Por otro lado, se realiz6 la extraccion de ADN
directamente del material caseoso de los
abscesos utilizando la resina Chelex (Biorad,
Argentina). Se tom6 una porcion de material y
se mezclé con 150 pul de la resina, se incubd 20
min a 65°C, 8 min a 100°C, se centrifugd 2 min
a 10.000g y se recuperd el sobrenadante. El
ADN extraido se utilizd como templado en una
PCR utilizando primers previamente descriptos
para el gen de la toxina PLD (pl/d) producida
por C. pseudotuberculosis.



En el caso de abscesos que contenian liquido o
resultaron ser ganglios aumentados de tamainio,
se tomaron 100 pl o se realizdé un lavado con
solucion fisiolodgica estéril respectivamente y se
procedié con la bacteriologia y la extraccion de
ADN como se describioé anteriormente.

Las reacciones de PCR fueron realizadas
segun lo descripto por otros autores con
modificaciones menores. Los productos de
PCR que tuvieron un peso molecular de 203 pb
(pares de bases) se consideraron como
resultado positivo para C. pseudotuberculosis.
Para evaluar la concordancia entre las dos
técnicas se calculé el valor Kappa.

Resultados

Se logré aislar practicamente en pureza y en
gran numero C pseudotuberculosis en el 85%
de las muestras. El 15% de las muestras que
resultaron negativas al aislamiento,
correspondieron a ganglios aumentados de
tamafio u otras lesiones con presencia de
liquido y sin material caseoso. La amplificacion
del fragmento de 203 pb por PCR, especifico
de la toxina PLD de C. pseudotuberculosis, se
observé en el 80% de las muestras procesadas
(Figura 1).

Figura 1. Resultados obtenidos por PCR. Lineas 1-
5: muestras, linea 6: control +, linea 7: control —,
linea 8: marcador de peso molecular.

Los resultados al comparar la bacteriologia
tradicional y la PCR se muestran en la Tabla 1.
Se obtuvo un acuerdo positivo (ambas técnicas
positivas) del 94.12% y un acuerdo negativo
(ambas pruebas negativas) del 75%. El valor
de Kappa obtenido fue 0.83, resultando las dos
técnicas con una buena concordancia.

Ninguna muestra arroj6é un resultado negativo a
bacteriologia y positivo por PCR. Dos muestras
resultaron positivas a bacteriologia pero
negativas por PCR. En estos dos casos se
observo en las placas un importante desarrollo
de microorganismos contaminantes y pocas
colonias de C. pseudotuberculosis (<10). Para
evaluar la presencia de inhibidores se realiz6 la
PCR con diluciones de templado, también se
realizé la PCR con mayor cantidad de templado
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pero no fue posible detectar la banda
especifica.

Tabla 1. Resultados de bacteriologia y PCR de
ganglios y 6rganos con sospecha de LAC

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

Discusion

Los resultados obtenidos permiten concluir que
en el caso de sospecha de LAC, la PCR
descripta es confiable y se podria utilizar como
una herramienta alternativa al cultivo
bacteriolégico  (técnica considerada gold
standard). A diferencia de la bacteriologia, la
PCR permite obtener un resultado en 24 hs y al
trabajar directamente con el material bioldgico
se elimina el tiempo y materiales que requieren
el primo aislamiento del agente. El hecho de
contar con una metodologia de extraccién de
ADN de pocos pasos y que no requiere el uso
de solventes toxicos, hace que la técnica sea
rapida, econdmica, segura y que no requiera de
equipamiento especializado.

Ademas, al trabajar sobre el ADN de la bacteria
la PCR es independiente de su viabilidad, por
lo tanto nos permite realizar un diagnéstico
confiable en muestras que han sido congeladas
0 conservadas por varios dias, siendo esto algo
frecuente en nuestro extenso territorio
patagénico.
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Introduccion

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

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

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
presencia de C. perfringens en muestras de
pequefios rumiantes sanos de la Patagonia
utilizando técnicas bacteriologicas y de biologia
molecular.

Materiales y Métodos

Se tomaron hisopados rectales de corderos
(n=15), cabritos (n=10) y ovejas (n=15)
clinicamente sanos pertenecientes al Campo
Experimental de INTA EEA Bariloche. En el
caso de los corderos y las ovejas se tomaron
muestras seriadas a distintos tiempos, desde el
nacimiento hasta el destete. Las muestras
fueron conservadas en glicerina al 50% V/V a
temperatura ambiente hasta su procesamiento.
Las muestras se sembraron en caldo Tarozzi y
se incubaron a 37°C por 24 h en jarras de
anaerobiosis con una atmosfera de 95% H2 y
5% CO2. Se utilizaron 100 pl de caldo Tarozzi
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 tincion de Gram vy las pruebas
bioquimicas: leci-tinasa, CAMP y tolerancia al
02 (Figura 1).

Por otro lado, se realizo la extracciéon de ADN
mezclando 20 yL de caldo Tarozzi con 150 pL
de la resina Chelex, se incubé 20 min a 65°C, 8
min a 100°C, se centrifugd 2 min a 10000 g y
se recupero el sobrenadante. EI ADN extraido
se utilizd como templado en una PCR multiple
utilizando cebadores previamente descriptos
para los siguientes genes cpa, cpb, etx, iA, cpe
y cpb23 (Figura 2). Se utilizaron las siguientes

condiciones que permitieron detectar las seis
bandas en el mismo tubo de reaccion: 0.4 yM
de cpa, 0.36 uyM de cpb, 0.5 uyM de etx, iA y
cpb2, 0.6 yM de cpe, 10 mM dNTPs, 2mM
MgClI2, 2 x PCR buffer Taq Pegasus (PB-L,
Argentina), 1.25 U DNA Taq Pegasus, 1 uL 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.

Figura 1. Tincion de Gram de colonias de C.
perfringens 'y doble halo de hemodlisis
caracteristico de la bacteria en agar sangre.

Figura 2. Esquema del procesamiento de las
muestras.

Resultados

Como puede observarse en el Grafico 1, la
presencia de C. perfringens en muestras
obtenidas a partir de corderos sanos fue muy
alta, siendo el 100% de las muestras positivas
a los 3 dias de vida® Este porcentaje fue
disminuyendo en los sucesivos muestreos
hasta alcanza un valor alrededor del 40% en
corderos de mas de 4 meses.

Las ovejas madres de los corderos también se
muestrearon a los 2, 4 y 6 meses de vida de los
corderos obteniéndose porcentajes de C.
perfringens de 67%, 43% y 50% por



bacteriologia y 73%, 43% y 50% por PCR,
respectivamente.

En todas las muestras analizadas el C.
perfringens tipo A fue el mas frecuentemente
aislado, pero es interesante destacar que
también el tipo C y tipo D con los genes de la
enterotoxina y la toxina beta 2 fueron
identificados en corderos sanos.

Grafico 1. Presencia de C. perfringens en muestras
de corderos sanos. d: dias, m: meses. En la parte
superior de las barras se indica el tipo de C.

perfringens aislado.

Grafico 2. Presencia de C. perfringens en muestras
de cabritos sanos.

En el caso de las muestras obtenidas de
cabritos sanos, las mismas también muestras
fueron tomadas a los pocos dias de nacer y un
100% de las muestras indicaron la presencia
de C. perfringens por PCR y un 80% por
bacteriologia. En este caso sélo se aisléo C.
perfringens tipo A.

Discusion

Los resultados de este estudio demuestran la
alta prevalencia de C. perfringens en pequefios
rumiantes de la Patagonia. Esta prevalencia es
especialmente alta en corderos y cabritos
recién nacidos y remarca el riesgo constante al
que estan expuestos los animales. Mas aun si
se tiene en cuenta que no solo se aislaron
cepas de C. perfringens tipo A sino también
cepas de C. perfringens tipo C y D (cpe+,
cpb2+). La bacteria fue aislada en un 100% de
las muestras de animales al poco tiempo de
nacer. Esto remarca la importancia de vacunar
a las madres antes de la paricién para que
ocurra la transferencia de inmunoglobulinas por
el calostro y de esta forma los animales recién
nacidos cuenten con inmunidad pasiva.
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En este sentido es importante destacar, que los
resultados del estudio permitieron evidenciar la
presencia de los genes de las toxinas beta 2 y
enterotoxina en cepas de C. perfringens por
primera vez en la Patagonia. Para garantizar
una buena proteccion de los animales, estas
toxinas deberian ser tenidas en cuenta a la
hora de realizar el disefio de vacunas.

A nivel metodoldgico, los resultados destacan
la utilidad de la PCR multiple a la hora de
evaluar la presencia de C. perfringens en
muestras bioldgicas ya que la técnica permite
no solo evaluar la presencia de C. perfringens
por medio de la deteccion del gen que codifica
para la toxina alfa (cpa) sino también obtener
informacion sobre genes que codifican para
otras toxinas. A nivel diagndstico representa un
avance ya que es posible informar el resultado
a las 24 h de recibida la muestra utilizando un
método rapido y simple, que a su vez aporta
informacion sobre los genes de las toxinas
presentes en la muestra.

Sin embargo, los resultados obtenidos
remarcan también la necesidad de contar con
herramientas que midan toxinas a nivel proteico
o de ARNm para poder darle significancia
diagndstica a los aislamientos, ya que como se
concluye de los resultados de este estudio y de
la bibliografia, el mero aislamiento de Ia
bacteria, incluso de cepas que pueden producir
la toxina épsilon ya que portan el gen de la
misma (etx) no implica enfermedad.

Conclusion

Los resultados de este estudio demuestran que
la presencia de C. perfringens en pequefos
rumiantes sanos de la Patagonia es muy alta,
incluso desde muy temprana edad. Por lo tanto,
el riesgo de enfermedad por C. perfringens es
elevado lo que remarca la necesidad de
realizar planes de vacunaciéon como forma de
prevencion y avanzar en el desarrollo de
mejores vacunas.

Bibliografia

-Uzal FA, Songer JG. 2008. Diagnosis of Clostridium
Perfringens Intestinal Infections in Sheep and Goats.
J Vet Diagnostic Investig. 20(3):253-265.

-M. Sterne, |. Batty (1975). Pathogenic Clostridia,
First, Butterworth & Co, London Boston.

-Meer RR, Songer JG. 1997. Multiplex polymerase
chain reaction assay for genotyping Clostridium
perfringens. Am J Vet Res. 58(7):702-705.

-Mignaqui AC, Marcellino RB, Ronco T, Pappalardo
JS, Nonnemann B, Pedersen K, Robles C. 2017.
Isolation and molecular characterization  of
Clostridium perfringens from healthy Merino lambs In
Patagonia region, Argentina. Anaerobe 43, 35-38.



91

DESCRIPCION CLINICA DE CASOS COMPATIBLES CON ENTEROTOXEMIA
CAPRINA DEL SUDOESTE DEL CHACO

Smeriglio, Aldo
INTA Las Brefias

Introduccioén

La enterotoxemia caprina es una enfermedad
infecciosa producida por toxinas de Clostridium
perfringens que generalmente queda sin
diagndstico definitivo, debido a lo complejo que
este resulta. Afecta a animales de buen estado
corporal. Es poco frecuente observar los signos
clinicos debido a que esta es una enfermedad
aguda o sobre aguda, siendo lo mas frecuente
encontrar los animales muertos en el campo.
Cuando se alcanzan a observar, los signos
mas llamativos consisten en hipertermia,
diarrea, convulsiones, incoordinacion, paralisis
y opistotonos. En la necropsia del animal puede
observarse liquido en las cavidades abdominal,
toracica y pericardica. Las paredes del intestino
se encuentran engrosadas y con edema y el
contenido intestinal es por lo general de color
verde oscuro o rojizo, con presencia de fibrina
(Bedotti D. y Rossanigo C. 2011).

En la region SO de la provincia del Chaco se
han detectado numerosas consultas técnicas
sobre “tormentas de muertes” de cabritos
lactantes con estas manifestaciones clinicas.
Los productores caprinos de la zona describen
la signologia alegando que sin previo aviso los
cabritos de entre 1 y 2 meses emiten un balido
y comienzan con una fase de estiramiento del
cuello, a veces acompafiado de convulsiones y
muerte sin dar tiempo a comenzar un
tratamiento. En otros casos encuentran el
animal muerto al otro dia en dicha posicion. En
todos los casos comienza por las crias de
mayor peso y de mayor valor comercial, lo que
genera usualmente mayor frustracion en el
criador. En los casos que se pudo realizar la
necropsia se pudo observar una gran hiperemia
en los tejidos y érganos intestinales, haciendo
gran contraste con la piel y mucosas con gran
palidez. El contenido intestinal con una
coloracion roja con una tonalidad oscura y
opaca (Foto 1).

Se han reportado casos de pérdidas de hasta
el 70% de los cabritos paridos con recurrencias
parto tras parto, representando en estas
economias de autoconsumo y pequefios
volumenes de venta (45 cabras adultas por
productor como promedio, con indices de
prolificidad de 1,6 cabritos por vientre) un gran
perjuicio que va en desmedro de |la
profundizacion en la adopcién de nuevas
tecnologias y mejoramiento de los rodeos.

En general se asocia a la enterotoxemia con
cambios bruscos en la dieta, usualmente a

dietas ricas en carbohidratos de rapida
fermentacion (Uzal, 2003).

Foto 1. Aspecto del intestino de un animal afectado.

También con periodos prolongados de tiempo
en que los cabritos dejan de mamar vy
posteriormente ingestas abundantes en cada
toma. Ninguna de las dos hipétesis planteadas
concuerda con la anamnesis realizada en la
zona.

Al existir dificultad para la remision de muestras
por la gran distancia existente con los centros
de analisis de esta enfermedad en particular,
siendo el criterio mas aceptado como
diagndstico definitivo de enterotoxemia de C.
perfringens en cabras y ovejas la deteccion de
sus toxinas en contenido intestinal (Uzal, 2003),
se decidio recurrir al estudio de los casos por
sintomatologia y se decidi6 observar la
respuesta a los tratamientos profilacticos
recomendados. Estos se realizan a base de
vacunas polivalentes e inactivadas frente a los
tipos A, B, C y D, aplicadas a cabras prefiadas
con revacunacion en cabritos y desinfeccion de
las instalaciones para disminuir la incidencia de
la enfermedad en los rodeos.

Materiales y Métodos

Se trabajé con 25 familias dedicadas a la
produccion caprina que poseen un promedio de
45 madres por establecimiento en una
superficie promedio de 50 hectareas, cada uno
dentro de un sistema de explotaciéon mixta con
cria de cerdos y pollos como actividades
secundarias. Se realizaron 4 capacitaciones en
sanidad animal abordando las problematicas de
mayor demanda, dentro de las cuales surgio
casi con unanimidad la inquietud por una



patologia con sintomatologia compatible con
enterotoxemia.

Mediante un  relevamiento inicial de
antecedentes por productor, se relevé que el
68% de las familias intervinientes tuvo
problemas con este tipo de enfermedad en la
ultima camada de cabritos y el 92% tuvo
experiencias previas con la misma en sus
establecimientos.

Con cada familia se programaron estrategias
de prevencion mediante la utilizacion de
vacunas polivalentes contra agentes
clostridiales (para prevencion de mancha,
gangrena gaseosa y enterotoxemias bovinas) y
desinfeccion de corrales para la siguiente fecha
de pariciones. Se vacunaron cabras prefiadas
de entre 30-45 dias pre parto con una dosis de
3 cm via subcutanea. Posteriormente al
nacimiento se revacunaron los cabritos nacidos
a los 10 dias también con 3 cm por la misma
via. Paralelamente previo al parto se procedio a
la desinfeccion de los corrales mediante, en
primer lugar barrido y eliminacién de la materia
fecal y posteriormente, en algunos casos
utilizacion de Oxido de Calcio (cal apagada) al
5%, disolviendo 500 gramos en 10 litros de
agua y en otros 1 litro de creolina comercial al
10% disuelta en 9 litros de agua. En el primer
caso se utilizé el encalado mediante baldes y
recipientes. En el caso de la creolina se aplico
por aspersion utilizando  mochilas  de
fumigacion. En ambos casos se aplicaron los
desinfectantes tanto en el suelo como en las
paredes de las instalaciones, dejando luego los
corrales vacios por al menos medio dia (de la
Sota, 2004).

Posteriormente a la faena de todos los cabritos
de la paricién, realizada alrededor de los 2
meses de vida, se visitd a los productores para
verificar la eficacia de los procedimientos
preventivos realizados y consultar sobre la
percepcion de los resultados obtenidos. Esto se
volcé sobre una planilla de datos para su
analisis y demostracion de resultados en una
posterior reunion.

Resultados

Se observé que de la totalidad de productores
que siguieron las recomendaciones solamente
3 establecimientos continuaron con muertes
con la signologia descripta, pero con la
salvedad de que la cantidad de animales
afectados fue significativamente menor. Se
establecié posteriormente en una reunién con
los participantes, el impacto directo de las
medidas adoptadas sobre la salud de las
majadas y los rendimientos productivos.
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Discusion y Conclusiones

Se concluye que las medidas profilacticas
contribuyeron a la disminucion de la incidencia
de la enfermedad en los establecimientos de
los productores que siguieron las
recomendaciones. Mediante el acercamiento
de informacién y la adopcion de medidas de
control simples se pudieron elevar los ingresos
econdmicos.

Se pudo observar en otras experiencias que la
persistencia de agente patdogeno en los
establecimientos perdura a través de los afos,
presentandose nuevamente la enfermedad en
los casos en que se abandonan las practicas
profilacticas.

La poca demanda de la vacuna por parte de los
productores a través del tiempo llevé a que las
veterinarias locales dejasen de
comercializarlos, lo que agravo el problema en
cuestion. Se espera la reactivacion del uso de
estas medidas profilacticas para generar mayor
facilidad de acceso a estos productos.

La experiencia realizada en este grupo de
productores caprinos tuvo un impacto positivo
en la conciencia y difusién de los resultados,
puesto que se incrementaron las consultas
sobre los productos y dosis a utilizar. A su vez
se demandaron capacitaciones en distintas
agrupaciones para profundizar en el tema de
sanidad en el ganado caprino.

Se recabd informacion sobre la utilizacion de
vacunas compuestas por anacultivos de
Pasteurella multocida como tratamientos
paliativos en majadas problema con relativo
éxito. Se plantean hacia el futuro la realizacion
de experiencias para verificar su accion e
indagar con mas precisiébn en el diagndstico
diferencial en caso de que se presentase una
patologia o la otra. Queda pendiente Ila
profundizaciéon de la investigacion vy el
perfeccionamiento de la metodologia de
muestreo y analisis de los datos para poder
evaluar con mayor eficacia y detalle la
incidencia de la enterotoxemia en el ganado
caprino en el SO chaquefio.
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OSTEOMENINGOMIELITIS LUMBO-SACRO-’COCCiGEA EN CORDERA POST
CAUDECTOMIA
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Introduccion

Dentro de las practicas tradicionales en la
produccion ovina, el descole (caudectomia) a
edad temprana es utilizado en todas aquellas
razas que presentan su cola cubierta por lana,
vinculado a aspectos higiénico-sanitarias de
forma de evitar la formacion de cascarria.

Una inadecuada caudectomia puede
predisponer a cuadros de prolapso rectal,
infecciones medulares y abscesos epidurales,
entre otras patologias (Foto 1).

Foto 1. Infeccién en periné post descole.

El objetivo de este trabajo es describir un caso
de osteomeningomielitis en una cordera de 6
meses de edad en consecuencia de una
caudectomia inadecuada.

Materiales y Métodos

El problema ocurrid en un establecimiento de
produccion mixta de 420 ha del partido de
Rauch, Buenos Aires. La majada, compuesta
por 154 ovinos % Dorper V2 Corriedale de
dientes de leche a boca llena, se encontraban
en un potrero de 15 ha, con una cobertura
vegetal del 50-60 % y baja disponibilidad de
especies forrajeras, tanto nativas como
naturalizadas. El 18/01/2016 se les realiz6 el
descole (caudectomia) a 20 corderas de 6 a 7
meses de edad, mediante un cuchillo.

Una semana después, 5 corderas fueron
tratadas con Cipermetrina en forma local para
control de miasis. Ocho dias mas tarde, una de
las corderas tratadas se vio clinicamente
afectada.

Se realizé un examen clinico completo y se
tomaron muestras de sangre con y sin
anticoagulante (EDTA). Se realizé6 el

hemograma a través de con un contador
hematolégico Mindray BC5150; se determiné la
actividad de la enzima creatin-quinasa sérica
(CK) a través de un autoanalizador de quimica
clinica Metrolab CM250 en cinética a 37°C con
rediluciones automaticas; y la concentracion de
Se en suero a través de la técnica de
espectrofotometria de absorcién atémica.
Inmediatamente se efectud una terapia a base
de Okxitetaciclina, Complejo de vitamina B,
Dexametasona y una solucion de aporte
nutricional que contenia Vitamina A y E,
Metionina, P, K, Cu, Zn y Se. Tras 26 dias sin
observarse mejorias y con un pronostico
desfavorable, se decidi6 realizar la eutanasia y
necropsia de la cordera afectada.

Durante la necropsia se tomaron muestras de
liquido cefalorraquideo (LCR) y médula espinal
para cultivo bacteriolégico y muestras de
tejidos fijadas en una solucién de formalina
tamponada al 10% para su examen
histopatolégico de rutina y tinciones especiales
(Gram).

Resultados

La cordera afectada presentaba ataxia y
paresia en los miembros posteriores (posicion
de “perro sentado”). (Foto 2).

Foto 2. Posicion de “perro sentado” e incontinencia
urinaria en una de las corderas afectadas.

Al examen clinico se observo falta de
sensibilidad superficial, hiperreflexia en el
reflejo patelar, ausencia del reflejo perineal,
incontinencia urinaria e hiperestesia con
automutilacion en la region glatea. La
temperatura rectal fue de 40,8°C.



Los resultados del leucograma, la actividad
sérica de CK y la concentracion sérica de Se se
muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados de hemograma, CK y Se en
suero de cordera afectada.

. L. Valores de
Determinacién Valor referencia
Leucocitos 17900 | 4000-12000/mm?
Neutréfilos segmentados 84 10-50%
Linfocitos 13 40-75%
CK 2378 7,7-101U/1
Se <15 >50ug/l

Durante la necropsia se observd extensa
malacia de la médula espinal de apariencia
amarillo-verdosa, meningitis desde la 2°
vértebra lumbar hasta la primera coccigea
afectando también el cuerpo vertebral de la
ultima vértebra lumbar y el canal sacro (Foto 3).

Foto 3. Osteomeningomielitis en regién lumbo-sacra.

El examen histolégico confirmd una mielitis
necrotizante generalizada severa crénica y una
meningitis severa proliferativa no supurativa.

En la tincion de Gram del tejido analizado
histologicamente se observaron multiples
agrupaciones intralesionales de bacilos y coco-
bacilos Gram-positivos en médula espinal y
meninges.

El cultivo bacteriolégico del LCR resultd
negativo, mientras que en médula espinal se
aislaron bacilos cortos Gram-positivos con
morfologia y caracteristicas beta hemoliticas
compatibles con Trueperella pyogenes.
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La presencia de Proteus sp., con diseminacion
en napa por toda la placa, no permitid
identificar con precision esta bacteria.

Discusion

Los estudios realizados permitieron confirmar
un cuadro de osteomeningomielitis en la region
lumbo-sacro-coccigea de manera similar a lo
descripto por otros autores. Siendo T.
pyogenes y Staphylococcus spp. los agentes
infecciosos mas frecuentemente aislados.
Aunque en la  histologia y analisis
bacteriolégico hubo evidencias de una infeccién
por T. pyogenes, en este caso esta bacteria no
pudo ser aislada. En este episodio distintos
factores pudieron haber predispuesto este
cuadro infeccioso. La realizacion de la
caudectomia con animales de mas de 3 meses
de edad lo que conlleva una mayor tamano de
las vértebras y una mayor seccién de los vasos
sanguineos que irrigan la cola aumentando la
pérdida de sangre y el hecho de haberse
realizado esta practica durante el verano,
pudieron favorecer la presentaciéon de miasis,
dificultando la cicatrizacion. Una inadecuada
oferta forrajera, una deficiencia de Se y la baja
condiciéon corporal observada en la cordera
pudieron tener un efecto negativo en la
respuesta inmunitaria, complicando el cuadro.

Conclusiones

Deben tomarse los recaudos minimos de
higiene durante el descole (caudectomia) a
edad temprana ya que una maniobra
inadecuada puede predisponer a este tipo de
episodios con impacto productivo relevante en
estos sistemas.
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RELEVAMIENTO SANITARIO EN REBANOS OVINOS Y CAPRINOS DE LA
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Introduccion

La regidn sur de la provincia de Rio Negro se
caracteriza a nivel productivo por la alternancia
de medianos y grandes establecimientos
ovejeros, con sectores de pequenos
productores, agrupados ya sea en parajes o
comunidades, muchos de ellos asentados
sobre tierras fiscales. [Estos pequenos
productores son criadores de ovinos y caprinos,
generalmente en sistemas extensivos, donde la
alimentacion de los animales depende
exclusivamente de los pastizales naturales.
Son sectores que no poseen buenas
instalaciones para el manejo y cuidado del
ganado, con poca o nula incorporacion de
tecnologia. La realidad sanitaria del ganado de
este sector es poco conocida, ya que en
general no tienen acceso a los servicios
veterinarios y por ende dependen basicamente
de la llegada de los servicios oficiales. El
objetivo de este trabajo fue realizar una
actividad de relevamiento y diagnéstico de los
principales problemas sanitarios presentes en
hatos y majadas de la region.

Materiales y Métodos

A partir de las actividades de extensién vy
transferencia que lleva adelante el INTA, se
seleccionaron 28 establecimientos en los
parajes Villa Llanquin, Pichi Leufu, Blancura
centro, Pilquiniyeu del Limay, Monte austral,
Mamuel Choique, Meseta de Somoncura,
Mencué y Anecdén Grande ubicados en la
regién sur de la Provincia de Rio Negro.

En cada establecimiento se trabajé con machos
y hembras de ovinos y caprinos segun
disponibilidad.

En total se muestrearon 355 ovinos, siendo 208
hembras y 147 machos y 153 -caprinos,
correspondiendo 120 a hembras y 33 a
machos.

A cada animal se lo revisé clinicamente y se le
tomdé una muestra de sangre y de materia fecal.
De las muestras de sangre se obtuvo suero
que fue fraccionado en tubos eppendorf y
congelados a -20GC hasta su procesamiento.
Se realizé serologia para Brucella ovis, Brucella
melitensis, Toxoplasma gondii, Neospora
caninum, Herpes virus y Leptospira. En
muestras de materia fecal se buscod la
presencia de Coronavirus y Rotavirus mediante
pruebas de TR-Pcr y Elisa.

Resultados

A la revisacion clinica de los animales se

detectaron las siguientes enfermedades:
Queratoconijuntivitis, Ectima contagioso,
Epididimitis, Criptorquidia, Melofagosis,

Pediculosis y Lana Sisal.

Los resultados de brucelosis ovina por Brucella
ovis y de brucelosis caprina por Brucella
melitensis se pueden observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados de Brucelosis.

Brucella ovis

total Pos (+) %
Ovejas 208 10 4.81
Carneros 147 14 9.52

Brucella melitensis

total + Y%
Cabras 94 0 0
Castrones 29 0 0

Los resultados de  Toxoplasmosis vy
Neosporosis en ovinos y caprinos pueden
observarse en las Tablas 2y 3

Tabla 2. Resultados de Toxoplasmosis.

Toxoplasma

total + %
Ovejas 167 21 12.57
Carneros 47 6 12.77
Cabras 94 49 52.13
Castrones 29 14 48.28
Tabla 3. Resultados de Neosporosis.

Neospora

total + Y%
Ovejas 167 3 1.8
Carneros 47 1 2.13
Cabras 94 0 0
Castrones 29 0 0

En las Tablas 4 y 5 se presentan los resultados
de Leptospirosis en ovinos y caprinos



Tabla 4. Resultados de leptospirosis en ovinos.

Leptospirosis en ovinos

Serovar Tot %
Ballum 23 12.78
Pomona 21 11.67
Ball + Pom 18 10

Tabla 5. Resultados de leptospirosis en caprinos.

Leptospirosis en caprinos

Serovar Tot %
Ballum 11 6.11
Pomona 10 5.56
Ball + Pom 9 5
Gripothifosa 1 0.56

Para el caso de herpes, se analizaron
solamente los sueros caprinos, resultando un
39.47% de sueros positivo a Herpes virus
caprino tipo 1.

En el caso de Rotavirus y Coronavirus, todas
las muestras, tanto de ovinos como de
caprinos, resultaron negativas a la presencia de
virus.

Discusion

Las prevalencias para B. ovis concuerdan con
los valores histéricos para la region (Robles y
col, 2012), que marcan un 70% de
establecimientos infectados con una
prevalencia animal promedio del 6% pero con
presencia de establecimientos con mas del
30% de carneros positivos. Esto marca la
necesidad de establecer planes de control de la
brucelosis ovina, mediante el control anual y el
descarte de los carneros positivos a la
serologia medida mediante el test de ELISA, en
razon que la Gel difusién a demostrado no ser
de mayor utilidad en los planes de control. La
ausencia de reactores a B. melitensis suman a
la idea de que Patagonia estaria libre de esta
ultima enfermedad, ya que hasta el presente
nunca se ha logrado aislar B. melitensis de
casos de abortos en cabras o de casos de
orquioepididimitis en castrones y la mayoria de
los relevamientos seroldgicos realizados en
caprinos, siempre han arrojado resultados
negativos.

Como tema emergente, se resalta la alta
prevalencia de toxoplasmosis encontrada en
los caprinos lo que por un lado podria estar
relacionado con los problemas de abortos que
denuncian los productores y que por otro lado
genera una fuerte preocupacién, en términos
de salud publica. En un estudio previo pero en
otra region de la misma provincia se habia
encontrado un 20% de caprinos positivos a
Toxoplasma (Martinez y col, 2013). La
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preocupacion actual ante estos resultados es la
falta de métodos disponibles para el control de
esta enfermedad que puedan ser aplicables en
estos sistemas de produccién. La contracara
de esta enfermedad en esta especie fue la
ausencia de animales positivos a Neospora,
que si se expres6 en ovinos, aunque en bajos
niveles.

Para el caso de enfermedades virales, fue
llamativa la alta prevalencia encontrada para
Herpes virus caprino tipo 1, que al igual que la
toxoplasmosis podria estar involucrada en la
presentacion de abortos, tan comun en esta
especie. En el caso de Leptospirosis, se
detectd la presencia de anticuerpos contra 3
serotipos aunque en titulos bajos, siendo la
prevalencia en ovinos practicamente el doble
de la hallada en caprinos tanto en L. Ballum
como L. Pomona. Reportes previos solo
marcaban la presencia de L. Pomona (Martinez
y col, 2013). No queda claro si la circulacion de
estas leptospiras estan causando algun dafio
en las majadas y hatos de la zona en estudio,
por lo que habria que estar atentos ante
problemas de animales abortados o con
hematuria, para intentar el aislamiento.

El presente trabajo demuestra que tanto
majadas como hatos en manos de pequefios
productores tienen problemas sanitarios al igual
de lo que ocurre en ofro tipo de
establecimientos mas organizados, con las
desventaja en este caso, que a menos que
intervenga el estado, estos productores no
tienen escasa capacidad econdémica para
contratar los servicios de un veterinario que
pueda ayudarlos en la definicibn vy
establecimiento de un plan sanitario. Esta
informacion debiera servir de base para el
desarrollo de planes estatales para Ila
prevencion y control de las enfermedades del
ganado de este sector productivo y en los
casos de enfermedades zoondticas trabajar en
conjunto con las autoridades provinciales de
Salud Publica.
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Introduccioén

La produccion caprina extensiva en Argentina
se caracteriza por ser de subsistencia y estar
mayormente en manos de pequefos
productores o crianceros. El principal producto
es la carne y en forma secundaria la leche, que
utilizan para su propia alimentacién y venta del
remanente (Rossanigo 2003). Debido a
consultas realizadas por productores de la zona
de Cinco Saltos, provincia de Rio Negro, que
observaban en sus hatos reiterados casos de
aborto, se realizd el presente trabajo a fin de
generar informacién sobre la situacion sanitaria
de los hatos de la zona.

Materiales y Métodos

Se trabajo con seis productores los cuales
fueron encuestados para conocer sus
conocimientos, actitudes y practicas (Estudio
CAP) respecto a las enfermedades y manejo
sanitario que realizan con sus animales.

En estos seis predios se revisaron clinicamente
un total de 60 cabras, consistente en la
determinacion de la edad mediante la
observacion de la erupcion dentaria, estimacién
de la condicién corporal (CC), observacion de
signos de diarrea, trastornos oculares,
presencia de ectima contagioso, inspeccion de
parasitos externos y observacion de la glandula
mamaria.

De los animales revisados clinicamente se
extrajo materia fecal y sangre para posteriores
analisis con el fin de determinar la presencia de
enfermedades parasitarias e infecciosas. Los
analisis coproparasitolégicos consistieron en
determinar la cantidad de huevos por gramo
(hpg) de nematodes gastrointestinales vy
presencia de ooquistes de coccidios utilizando
el método de McMaster modificado vy
determinaciéon de presencia de huevos de
Fasciola hepatica por el método de
sedimentacion. Los analisis serologicos se
realizaron para determinar la presencia de
anticuerpos contra cepas lisas de Brucella sp,
Leptospira sp y Toxoplasma gondii, mediante
las pruebas de BPA, SAT y 2-ME; test de
aglutinacion microscépica e
inmunofluorescencia indirecta,
respectivamente. Para Ila deteccién de
anticuerpos contra Virus de Artritis Encefalitis
Caprina (VAEC), Virus de Parainfluenza-3
Bovino (vPI3), Virus Respiratorio Sincicial

Bovino (VRSB), Herpesvirus Bovino 1 (vBoHV-
1) y Pestivirus Bovino (vDVB), se utilizaron
pruebas diagndsticas como inmunodifusién en
gel de agar, inhibicion de la hemaglutinacion y
seroneutralizacion, respectivamente.

Resultados

Del estudio CAP se desprende que los
productores poseen entre 70 y 300 cabras y en
general las instalaciones dedicadas a la
produccion caprina son precarias. Cuatro de los
6 productores poseen bovinos, ovinos o
porcinos como producciones secundarias. Las
dimensiones de los predios varian entre 2 y 56
hectareas, y el pastoreo de las cabras se
realiza generalmente sobre campos fiscales sin
delimitacion perimetral. En lo concerniente con
la salud de los animales, los productores
conocen solo un 42% (rango 26%-56%) de las
enfermedades con posible presencia en la
zona. Ninguno de los productores encuestados
aplica vacunas ni realiza revisaciones clinicas
periddicas a los animales, desparasitan en
forma sintomatica contra parasitos internos vy
Unicamente un productor aplica antiparasitario
contra ectoparasitos.

En las siguientes tablas se resumen los

hallazgos clinicos, parasitologicos y
seroldgicos.

Tabla 1. Cantidad de animales segun predio con los
signos clinicos observados en la revisacion.

Tabla 2. Resultados coproparasitoldgicos.
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Tabla 3. Animales reaccionantes a las diferentes agentes infecciosos.

Predio Ne c.abras Brucella Leptospira T.gondii vAEC vRSB vBoHV- vPI-3 vDVB
analizadas 1
A 6 (0] (0] 1 (0] 6 1 6 (0]
B 11 o} 1 3 o} 11 1 8 o}
C 6 1 1 2 0] 6 2 6 0]
D 10 0] 1 4 0] 9 2 10 0]
E 12 0] (o] 1 0 9 1 8 (0]
F 15 1 4 1 0 12 1 8 (0]
Total 60 2 7 12 (0] 53 8 a7 0]
% 100% 3,3% 11,7% 20,0% 0,0% 88,3% 13,3% 78,3% 0,0%
Discusion Es probable que tanto la cercania geografica

El estudio CAP reflej6 que se trabajo con
pequefios productores o crianceros, los cuales
carecen de un territorio delimitado. Sus
animales realizan el pastoreo sobre terrenos
fiscales en donde deben convivir hatos de
diferentes productores sujetos a distintas
realidades nutricionales, reproductivas vy
sanitarias, que limitan la eficiencia en medidas
de manejo, principalmente del tipo sanitario,
que pueda realizar cualquier productor en
forma aislada.

Es de destacar el alto porcentaje de
infestacion por piojos masticadores,
exceptuando el establecimiento F que fue el
Unico productor que manifestd realizar
desparasitaciones contra estos ectoparasitos,
lo cual demostraria la eficacia de la practica en
estos sistemas.

En los anadlisis coproparasitolégicos se
identificaron huevos de Nematodirus vy
Ostertagia spp, siendo éstos los géneros de
nematodes mas frecuentemente hallados en
pequefios rumiantes en Patagonia. Sin
embargo, llama la atencion los bajos conteos
en todos los establecimientos analizados. Esto

puede deberse a las practicas de
desparasitacion que los productores
manifestaron realizar, y que éstas sean

eficientes; o bien a que exista un bajo nivel de
infestacion, haciendo innecesaria la
dosificacion, lo que acarrea un mayor costo vy,
no menos importante, posibilita la generacién
de resistencia de los parasitos ante los
farmacos utilizados.

Es llamativa la alta difusion de Fasciola
hepatica encontrada en este estudio, siendo el
endoparasito con mayor impacto desde el
punto de vista sanitario y productivo. Esto se
correlaciona con el estudio CAP, donde 4 de
los 6 productores dijeron saber que tenian el
parasito en el hato y que han tenido animales
clinicamente afectados e incluso muertes con
signologia compatibles.

El caso de los animales reaccionantes a
Brucella sp (3,3%), demuestra la necesidad de
realizar relevamientos mas frecuentes y de
mayor cobertura regional a fin de detectar el
status real de esta enfermedad en Patagonia.

gue tiene la zona estudiada con provincias en
donde la brucelosis esta presente, como el
fluido intercambio de animales entre
productores minifundistas, estén relacionados
con este hallazgo.

La deteccién de serologia positiva a Leptospira
spp (11,3%), marca la presencia del agente en
el medio y el posible rol de esta bacteria en los
casos de aborto.

Se determiné que el 20% de las hembras
reaccionaron para T. gondii, resultando ser un
porcentaje mayor que en trabajos realizados
en La Pampa (2,6%) y en un hato de San Luis
(15%); y menor que en hatos de la provincia
de Buenos Aires (86%) y de San Luis (37%).
Futuros trabajos deberan efectuarse para
determinar la relacién entre la presencia de
animales reaccionantes con la ocurrencia de
abortos.

El presente trabajo demuestra la presencia de
animales reaccionantes a una gran variedad
de agentes infecciosos y parasitarios. Si bien
en muchos de los casos no se conoce la
implicancia que generan estos agentes al no
haberse detectado los sintomas o lesiones de
dichas enfermedades, es importante haber
determinado su presencia para desarrollar
futuros trabajos que permitan cuantificar, en
términos sanitarios y productivos, el impacto
de estos agentes en la produccion caprina. Asi
mismo permitira iniciar actividades de
vigilancia y de alerta entre productores y
veterinarios de la regién. Para ello es
importante que los laboratorios de diagndstico

regionales incorporen las técnicas
diagnodsticas especificas para cada
enfermedad.
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EVALUACION SANITARIA DE VICUNAS (Vicugna vicugna) MANEJADAS POR
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Introduccion

Desde el ano 2012, comunidades aborigenes
del Departamento de Yavi en la provincia de
Jujuy desarrollan planes de conservacion y
manejo de vicufia que habitan en su territorio.
Estos planes incluyen la captura, esquila y
posterior liberacion de estos animales. La
interaccion de los microorganismos con
animales hospederos, en este caso la vicuna,
dentro del ecosistema proviene de un camino
de co evolucién y de alguna manera concluye
en cierto equilibrio. Este equilibrio puede verse
roto al intervenir un factor inmunosupresor
como por ejemplo el estrés, favoreciendo de
esta manera la aparicion de enfermedades
(Gimpel y Bonacic, 2006). EI manejo de las
vicunas por el hombre es promotor de estrés
como asi también la ruptura del equilibrio
nutricional (sobrecarga o competencia). El
conocimiento del estado sanitario de la
poblacién silvestre es fundamental al momento
de plantear un manejo racional de estos
recursos. Se han reportado un amplio espectro
de enfermedades infecciosas y parasitarias en
camélidos sudamericanos (CS) tanto silvestres
como domésticos (Aguirre y Cafrune, 2007;
Parrefio y Marcoppido, 2006). Alguna de ellas
se corresponde a patdgenos especie
especificos para CS y en oftros casos
enfermedades propias del ganado doméstico.

Materiales y Métodos

En 2015 durante la ejecucion de los planes de
manejo en el Ultimo trimestre del afio se
capturaron en cuatro sitios diferentes 513
vicunas. En esa oportunidad se tomaron
muestras de aproximadamente el 14 % de los
animales para estudios sanitarios. Se
extrajeron en esa oportunidad muestras de
heces desde el recto para analisis
coproparasitolégicos y de sangre a partir de
puncién yugular. Se examind la superficie
corporal de los animales buscando lesiones
dérmicas y/o presencia de ectoparasitos. Para
la manipulacion de los animales se utilizaron
capuchas en la cabeza para disminuir
estimulos visuales de acuerdo a pautas de
bienestar animal. Las técnicas parasitolégicas
utilizadas fueron: 1- Técnica de McMaster
modificada para recuento de huevos de
nematodes tricostrongilidos (HpG) y de
ooquistes de coccidios (OpG) por gramos de
heces. 2- Técnica de flotacién con solucion
densa para diagnéstico de otras especies de

nematodes y coccidios. 3- Técnica de
sedimentacion vy tincién con Azul de Metileno
para diagnostico de Fasciola hepatica. 4-
Observacion a lupa, tras ser previamente
aclarados con lactofenol. Los ejemplares de
ectoparasitos recolectados se identificaron
mediante claves de reconocimiento
morfolégico.

De las muestras de sangre extraida se obtuvo
suero que se analizaron con técnicas indirectas
de diagnéstico para algunas enfermedades
infecciosas. Se investigd la presencia de
anticuerpos (Ac) contra Herpesvirus Bovino 1
(BoHV-1) agente etiologico de la Rinotraqueitis
Infecciosa bovina (IBR) y contra el virus de la
Diarrea Viral Bovina (vDVB) por
seroneutralizacién, ademas de la presencia de
Ac contra el virus de Parainfluenza Bovina tipo
3 (PL.3) por Inhibicién de la hemoaglutinacion
(IHA). Por medio de la técnica en placa con
antigeno buferado (BPA) se analizd Ila
presencia de Ac contra Brucella abortus.

Foto 1. Extraccién de sangre en vicufias manejadas
en silvestria.

Resultados

El 100% de las muestras de suero resultaron
seronegativas para Ac contra BoHV-1 y VDVB.
Con respecto a PL.3, el 84% de las muestras
presentaron Ac con variaciones en titulos de
las respuestas. Dentro de una misma poblacion
se observaron fluctuaciones en ellos e incluso
algunos resultaron negativos. En relacion a
Brucelosis el 100% de los sueros resultaron
negativos. Los estudios parasitoldgicos
resultaron negativos para Fasciola hepatica.
Se registr6 la presencia de huevos de
Lamanema chavezi, Trichuris sp., Capillaria sp.
y Nematodirus sp., con prevalencias de 6%,
21%, 3% y 3%, respectivamente. A su vez el
25% de las muestras mostr6 una baja cantidad



de huevos de tricostrongilidos. La prevalencia
de ooquistes de coccidios fue de un 33% que
incluyen cargas bajas a moderadas.

La coprologia reporté ademas una prevalencia
de 6% de cestodes. Los ectoparasitos
encontrados fueron garrapatas y piojos. La
especie de garrapata identificada en sus
formas adultas (macho y hembra) corresponde
a Amblyomma parvitarsum. Los adultos de A
parvitarsum se consideran parasitos
especificos de CS, fijjandose con frecuencia en
la region perineal (Aguirre y Cafrune, 2007).
Se determind la presencia de las 3 especies de
piojos del género  Microthoracius: M.
praelongiceps, M. mazzai y M. minor. La
especificidad de los piojos picadores segun las
referencias bibliograficas no es estricta ya que
han sido halladas en las diferentes especies de
CS (Aguirre y Cafrune, 2007). Todos los
resultados encontrados servirdn como una
linea de base sobre el estado inicial de las
poblaciones de vicufias manejadas en este
territorio.

Foto 2. Ejemplar de vicufa (Vicugna vicugna) y un
ejemplar de llama (Lama glama) cohabitando en un
ambiente punefio. Gentileza Ing.Agr. J Sardina
Aragon.

Discusion

Las experiencias pilotos realizadas en Jujuy
tienen particularidades que las diferencian
entre si y a su vez con las realizadas en
Catamarca y en otros paises vicuferos. La
elaboracién de los planes de conservacion vy
manejo  comunitarios demanda a los
productores contar con informacion e
instrumentos técnicos adecuados al contexto
local y regional.

El conocimiento del estatus sanitario de la
poblacién silvestre como las del ganado
domestico de wun area compartida, es
fundamental al momento de plantear un manejo
racional de estos recursos. Las enfermedades
actian en la fauna silvestre como un factor de
seleccion natural (Parrefio y Marcoppido, 2006,
Beldomenico. 2006). Un factor de estrés como
la captura y esquila de las vicufias en silvestria
o la competencia nutricional con el ganado
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domestico provoca mayor susceptibilidad a
contraer enfermedades. Los animales silvestres
pueden a su vez, ser reservorios 0 huéspedes
silvestres de agentes patdégenos peligrosos
para el ganado y/o el hombre.

Para complementar la informacién obtenida en
este trabajo esta previsto realizar pruebas
diagndsticas respecto a otros posibles agentes
patégenos  encontrados en  camélidos
sudamericanos y estudios sanitarios similares
en las especies domésticas con las que
cohabitan las vicuias. Monitoreo periddico de
las poblaciones de vicufia y del ganado
doméstico de un mismo territorio  permitirian
detectar problemas epidemioldgicos y tomar las
medidas de precaucion y control adecuadas.
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Foto 3. Vicufas capturadas en corral pre manejo.
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BOTIQUIN COMUNITARIO EN PARAJE PAMPA DEL ZORRO, CHACO

Smeriglio, Aldo
INTA Las Brenas

Introduccioén

Los productores del paraje Pampa del Zorro,
paraje dependiente del municipio de la ciudad
de Las Brenas, provincia del Chaco,
observaron que sus animales sufrian diversas
afecciones, como parasitosis
gastrointestestinales, patologias podales, entre
otras; pero el acceso a los medicamentos y a la
asistencia veterinaria resultaba engorroso y a
destiempo, debido principalmente a la distancia
a los centros urbanos (50 km). Esto sumado a
la falta de informacion, llevaba constantemente
a los ganaderos locales a la mala utilizacion de
medicamentos y/o a la no aplicacion de
medidas  sanitarias  basicas, con las
consecuentes repercusiones. Se planteé la
necesidad de mejorar las herramientas de
acceso a una mayor y mejor sanidad en las
majadas.

Por otra parte debido a que en su mayoria son
explotaciones familiares de produccion para el
autoconsumo en las que la mano de obra son
las mujeres y niflos de la casa, la aplicacion de
medidas profilacticas en los rodeos no eran
llevadas a cabo, entre otras causas por resultar
dificultosa la tarea para solamente una o dos
personas. Estas en muchos casos eran
personas de una de edad superior a los 55
afos, lo que incrementaba en dias el tiempo
necesario para llevar a cabo estas labores.
Estas particularidades contribuian notoriamente
a la falta de, no sélo la aplicacion correcta de
cada uno de los medicamentos, sino también a
la correcta revisiébn y seguimiento de cada
enfermedad presentada. Todo este contexto
derivaba en una creciente desmotivacion de los
productores caprinos, que veian a sus animales
con baja produccion de leche, pelajes
quebradizos, bajas ganancias de peso e
incluso muertes por infecciones secundarias a
lesiones podales y por falta de vacunaciones
profilacticas en casos de enterotoxemias
clinicas.

El objetivo del trabajo es evaluar los beneficios
que genera el trabajo comunitario en sanidad
animal, mediante el uso de un botiquin
sanitario.

Materiales y Métodos

En primera instancia se realizé6 un diagnodstico
sobre las enfermedades y las sintomatologias
que aparecian con mas frecuencia.
Posteriormente se realizaron capacitaciones en
sanidad caprina, en donde se trabaj6 sobre las

patologias identificadas brindando informacion
principalmente sobre cémo prevenirlas y
llegado el caso de aparecer, cuales son las
mejores maneras de identificarlas y cuédles son
los medicamentos pertinentes para tratarlas.
Luego se procedi6 a la compra de
medicamentos e insumos, los cuales estan bajo
la administracion de los mismos productores.
Estos incluian antiparasitarios orales,
inyectables y pour on; antibidticos de amplio
espectro; curabicheras; antiinflamatorios;
vacunas contra clostridiales, entre otros.

Se conformd un equipo de trabajo dispuesto a
la aplicacion de medidas sanitarias en sus
majadas y en las de sus vecinos. En principio
se programaron  desparasitaciones con
productos de aplicacion oral, principalmente
para el combate de las gastroenteritis
verminosas causantes de bajas productivas en
la zona, en dosis de 1 cm®cada 10 kg de peso;
suplementacién con polivitaminicos por via
parenteral para estimular la recuperacion
nutricional de los animales muy parasitados, en
dosis de 3 cm® por animal; y recortes de
pezufias para corregir crecimientos excesivos
que son predisponentes a patologias podales
por acumulo de barro y materia fecal entre la
parte cérnea y la suela de las patas de los
animales.

Foto 1.
sanitarias.

Aplicacion comunitaria de medidas

La metodologia de trabajo fue grupal en un
sistema rotativo de actividades, donde se
formaron grupos de 10 productores que
comenzaron las actividades juntos desde la
primera hasta la ultima majada, logrando asi
que las cabras de Pampa del Zorro en su
totalidad estuviesen saneadas. Cada productor
abon6 para la conformacion de un fondo
rotativo, el equivalente a las dosis utilizadas
para futuras recompras de insumos.



Foto 2. Aplicacion comunitaria de medidas
sanitarias.

Se conformé de esta manera un botiquin de
insumos  veterinarios de uso cotidiano,
quedando a cargo de un delegado de la
agrupacion de productores, encargado en
primer lugar del resguardo de los
medicamentos y en segunda instancia de su
fraccionamiento y cobro a los vecinos que
solicitasen la dosis necesaria para una
patologia en particular. Para completar el ciclo
rotativo, se continuaron comprando nuevos
medicamentos con los fondos generados.
Todas las compras quedaron registradas en
tablas como la siguiente.

Fecha | Producto | Cm® | $/cm® | $Total | Firma

Resultados

Un total de 35 productores se sumaron a la
propuesta de trabajo comunitario, invirtiendo
$198,30 c/u, lo que permitié sanear sus rodeos
reduciendo significativamente los costos, ya
que si compraban los mismos productos
individualmente, tendrian un costo de $1.239
c/lu. A su vez la compra por dosis permite
eficientizar el uso de los productos, ya que se
evitan vencimientos y aplicaciones incorrectas.
El trabajo realizado de manera grupal permitié
disminuir el tiempo, realizando las actividades
de saneamiento en 8 a 10 establecimientos
diarios.

Se utilizaron los productos de manera correcta
para cada caso y en las dosis recomendadas
por el fabricante.

Esto representd en el periodo de un afio un
ahorro de $229,27 en antibitticos; $416,05 en
antiparasitarios; $70,17 en curabicheras;
$141,99 en polivitaminicos; $143,45 en
vacunas y $39,87 en la compra de insumos
como jeringas, agujas, recipientes de
fraccionamiento y guantes.

Sumado a esto se estimé el gasto de los viajes
para la compra y reposicion de medicamentos,
correspondiente a la utilizacion de 10 litros de
combustible por persona, lo que se redujo
considerablemente al delegar estas tareas en
el delegado local responsable del
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mantenimiento del botiquin comunitario. Esto
representd un gasto 35 veces menor.

Griafico 1. Costos por producto.

Grafico 2. Costos/productor en sanidad caprina.

Discusion y Conclusiones

El trabajo asociado de pequefos productores
alejados de los centros urbanos posibilitéd la
incorporacion de medidas sanitarias a sus
majadas, que se vio reflejado con posterioridad
en la disminucion de la incidencia de patologias
recurrentes en la zona y en un menor costo por
productor, tanto en insumos como en
transporte.

Queda en discusion la importancia de un
trabajo de base previo en la dinamica
asociativa y de consolidacién comunitaria,
sumado a una fuerte tarea de capacitacion en
sanidad caprina para la utilizacion correcta de
los productos veterinarios.
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BRUCELOSIS CAPRINA: ESTUDIO SEROLOGICO EN REBANOS DEL ESTE DE
SALTA, ARGENTINA
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Introduccién

La Brucelosis caprina causada por Brucella
melitensis  incide negativamente en |la
reproducciéon de los rebafios y permanece
como una de las mas importantes y extendidas
zoonosis en el mundo. La enfermedad en las
cabras se caracteriza por abortos, nacimiento
de crias poco viables y mermas en la
produccion lechera. En los machos puede dar
orquitis 'y epididimitis con consecuente
infertilidad.

La provincia de Salta mantiene unos 197.347
caprinos, en su mayoria criados por pequefos
productores de muy bajo nivel socioecondémico.
La Brucelosis caprina fue histéricamente
considerada endémica en Salta, al igual que en
otras provincias del Noroeste argentino, como
Catamarca.

Materiales y Métodos

Entre agosto de 2007 y octubre de 2010 se
realizd un estudio seroldgico para determinar el
estatus de la brucelosis caprina en rebafos del
este de Salta (Departamentos de Rivadavia,
Anta y Gral. San Martin). El area corresponde a
la regién Chaquena, caracterizada por clima
semiarido, con temperatura media anual de 22
°C y precipitaciones entre 400 y 600 mm
anuales. El muestreo fue por conveniencia, sin
disefio estadistico, atento a la disposicion de
los propietarios de los rebafios para aceptar los
requerimientos propios del estudio.

Se obtuvo un total de 3.315 muestras de
sangre de caprinos adultos (3.017 hembras,
298 machos) de 163 rebanos (113, 31y 19 en
Rivadavia, Anta y Gral. San Martin,
respectivamente) que conformaban una
poblacién cercana a los 14.000 caprinos. Los
sueros fueron procesados por la prueba
diagnodstica tamiz del antigeno bufferado en
placa (BPA) y por la prueba de fijacién del
complemento (FC) como confirmatoria.

Resultados

Doscientas  diecisiete  muestras  (6,5%)
pertenecientes a 28 rebarios (17,1%) resultaron
positivas a BPA y luego confirmadas por FC. La
proporcidon de rebafos infectados para cada
Departamento fue: 16,8% (Rivadavia), 3,2%
(Anta) y 42,1% (Gral. San Martin).

Discusion

Un estudio realizado tres décadas antes en
rebanos caprinos del Departamento Rivadavia
arrojé una prevalencia individual de Brucelosis
de 14,9%, con 70% de majadas infectadas. En
el mismo estudio consiguid aislarse B.
melitensis biotipo 1 de cuatro muestras de
leche y tres hisopados vaginales de cabras, asi
como de un hemocultivo humano, tomado de
una nifia de 10 afios internada con sintomas de
brucelosis aguda en el hospital de Morillo
(Cnel. Juan Sola). Estudios serologicos previos
y actuales en rebafos caprinos de los Valles
Aridos y Templados de Salta no determinaron
presencia de reactores a brucelosis.

Estos resultados indican que la situacion
epidemioldgica de la Brucelosis caprina dentro
y entre rebafios de los Departamentos del este
saltefio difiere marcadamente de otras éareas
agroecologicas de la provincia.
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EPIDEMIOLOGIA DE LAS PARASITOSIS INTERNAS EN OVINOS DE LA PUNA
JUJENA

Suarez, V.H."; Echazu, F.Z; Vifabal, A.E."
'INTA Salta; >INTA Abra Pampa, Jujuy

Introduccion

La Puna jujefia esta situada a mas de 3300 m
de atura sobre el nivel del mar; es arida, posee
un régimen de lluvias estivales que en el lugar
de estudi6 es de 270 mm distribuidos de
diciembre a marzo y una temperatura media de
7,1 °C con gran amplitud térmica diaria. Bajo
estas condiciones, la ganaderia es la actividad
principal y esta llevada a cabo en mas del 90%
por productores familiares, generando entre el
70 y 80% de producto en algunos
Departamentos (Cochinoca y Rinconada) que
la integran (Echenique et al., 2015). Dentro de
la produccién ganadera los ovinos juntos con
las llamas y en menor medida los bovinos son
las actividades que mas ingresos proporcionan.
Segun datos del CNA 2002, en Jujuy, el
ganado ovino representa el 56% del total,
siendo criado en un 88% por productores
familiares, mostrando esto la gran importancia
econdmica que esta especie representa para
los sistemas de la agricultura familiar. La
adaptaciéon del ovino a las rigurosas
condiciones climaticas y de aridez descriptas
para la Puna hacen de esta especie un pilar
importante en la economia de las familias
punefias que crian lanares con la finalidad de
autoconsumo, venta de carne, y trabajar su
lana.

Debido a la importancia del lanar y a los
escasos antecedentes con que cuenta la
regién, el presente ensayo tiene como objetivo
estudiar la epidemiologia y posibles efectos de
los parasitos internos sobre la salud de los
ovinos de la Puna.

Imagen de ovinos en la puna (Chorcan, Jujuy).

Materiales y Métodos

El material de estudio comprendié 30 ovejas de
razas Corriedale (n=16), Merino (n=7) vy
Manchega (n=7) que componian una la majada
de 300 ovinos de la EEA INTA Abra Pampa,
criada a 3680 m de atura sobre el nivel del mar.
Durante el periodo de observaciones la majada
no fue servida. La majada que estaba
naturalmente infestada, fue estudiada desde el
2-nov-2010 hasta fines de ene-2011.
Mensualmente se tomaron muestras de heces
para realizar conteos de huevos (hpg) y
diferenciacion de géneros de nematodes por
coprocultivos. Ademas se recuperaron e
identificaron nematodes adultos e inmaduros
(Suarez, 1997) de un grupo de ovejas
representativas de la majada que fueron
sacrificadas cada tres meses.

Resultados

Los hpg de las ovejas mostraron una elevacion
desde la primavera hasta hacer pico a
mediados del verano, para descender a
mediados de otofio (Tabla 1 y Figura 1).
Aunque los numeros de muestras analizados
fueron bajos las ovejas Merino muestran una
tendencia a presentar hpg mas elevados.

Tabla 1. Variacién de los conteo de huevos (hpg) de
las ovejas en ensayo separadas por razas.

Corriedale Merino Manchega
oct 497 767 374
dic 1271 923 1688
feb 3308 5764 4002
abr 218 160 1030
jul 113 220 300
sept 312 162 125
ene 2138 6932 3168

El porcentaje de géneros recuperados en
heces por coprocultivos fue para Haemonchus
91,8%, Trichostrongylus 7,5% y Teladorsagia y
Nematodirus 0,67%; indicando una prevalencia
del género Haemonchus. Los vermes
recuperados del cuajo e intestinos muestran
mayor abundancia de Haemonchus contortus
que se eleva hacia los veranos y disminuye en
otofio e invierno. Es notorio que durante la
primavera se recuperan ademas de formas
adultas, estadios L4 iniciales y en menor
medida estadios en desarrollo. La Tabla 2
muestra la prevalencia de los helmintos



recuperados de los ovinos sacrificados donde
predomina Haemonchus contortus.

Figura 1. Variacion estacional de los conteos de
huevos (hpg) en las tres razas observadas.

Tabla 2. Prevalencia de helmintos recuperados.

Especies de helmintos Prevalencia
Haemonchus contortus 90,1%
Trichostrongylus colubriformis 8,6%
Nematodirus spathiger 0,42%
Trichuris spp 0,13%
Thysanosoma actinioides 0,68%

La mayores cargas parasitarias fueron
recuperadas en febrero y promediaron los
1500 Haemonchus adultos y 100
Trichostrongylus spp., aunque de agosto a
octubre se hallaron la mayor proporcién de
formas inmaduras de Haemonchus y mayores
numeros de Trichostrongylus (300).

Discusion

Los hpg muestran una clara elevacién hacia
mediados del periodo de lluvias. En cuanto a
diferencias raciales, la adaptacién a la puna de
la raza Merino pareciera no ser tan buena
como la de las otras razas y la predispondria
desfavorablemente frente a los nematodes.
Haemonchus contortus muestra una notable
adaptacién a la Puna, a pesar de las escasas
precipitaciones estivales y la gran amplitud
térmica y con temperaturas nocturnas que
frecuentemente descienden los -15 °C.
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Ovinos en el INTA (Abra Pampa, Jujuy)

Las poblaciones logran alcanzan cifras
elevadas en en corto periodo favorable de solo
3 meses; a mediados de verano sus
poblaciones alcanzan dimensiones
perjudiciales para la salud y produccién de los
lanares, registrandose en la majada en estudio
algunas ovejas muertas por haemonchosis
durante el mes de febrero. La presencia de
formas inmaduras en primavera podria indicar
que hubo un freno de desarrollo de las larvas
ingeridas al final del periodo de lluvias y una
adaptacién para sobrevivir a la adversidad
inverno-primaveral.

Aunque solo de forma preliminar se puede
concluir que Haemonchus es el nematode que
mas perjuicios causa a los ovinos y que debe
ser controlado al inicio del verano. Sin embargo
muchos aspectos de la epidemiologia de la
haemonchosis deben ser estudiados en el
futuro para comprender mejor la epidemiologia
de las parasitosis internas y su control.
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EPIDEMIOLOQiA DE LA GASTROENTERITIS VERMINOSA EN CAPRINOS
LECHEROS DE AREAS BAJO RIEGO DE LOS VALLES TEMPLADOS DEL NOA
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"INTA - EEA Salta; * F. Veterinaire, U. de Toulouse, Francia

Introduccion

A pesar que la informacién sobre la
epidemiologia de la gastroenteritis verminosa
(GEV) en cabras es escasa, existen
descripciones que indican de su gravedad en
tambos caprinos en el NOA (Aguirre et al.,
2002). Debido a esto, el objetivo del presente
ensayo fue evaluar la epidemiologia y los
efectos de los nematodes gastrointestinales en
cabras en ordefo en el Valle de Lerma, Salta.
Mediante prueba de reduccién del conteo de
huevos (PRCH) se diagnostico resistencia
antihelmintica en el rebafio caprino estudiado.
Se halld, una eficacia de la moxidectina (MXD)
y del levamisol (LVM) respectivamente del
100% y 1% contra Haemonchus y del 30% y
58% contra Trichostrongylus; ademas de
resistencia frente a los benzimidazoles.

Materiales y Métodos

Se evaluaron 41 cabras (mayormente Saanen)
naturalmente infestadas desde octubre 2010
hasta el final del ordefio en mayo 2011. Se
formaron 2 grupos: PJ (n=17) paridas en junio y
PS (n=24) paridas en septiembre. El ensayo
comenzé para PJ y PS respectivamente a los 90
y 20 dias posparto. En diciembre y fin de abril las
cabras de mas de 2800 hpg (PJ: n=2; PS: n=6)
fueron tratadas respectivamente con LVM (8
mg/kg) y MXD (200 mcg/kg). Mensualmente se
realizaron conteos de huevos (hpg) vy
diferenciacion de géneros de nematodes
(Suarez, 1997). Se enviaron mensualmente
pares de cabritos “tracers” con el propésito de
evaluar la disponibilidad de larvas en el pasto.
Se recuperaron nematodes de caprinos
afectados con GEV. El rinde lacteo individual
se midié antes y después de un tratamiento en
otro lote de cabras en ordefio (mayo/10),
formandose un grupo tratado con MXD (n=14)
y otro de cabras en ordefio sin desparasitar
(n=14).

Resultados

Los hpg de las cabras del PJ fueron mas bajos
que las del PS desde el inicio. Probablemente
las del PS presentaron una elevacién posparto.
Hacia fines de diciembre los hpg debido a hpg
elevados (mayormente en PS) fueron
desparasitadas. Al inicio del verano y del otofio
los hpg se elevaron. (Tabla 1).

Tabla 1. Promedio de los hpg de los grupos de
cabras en ordefio PJ y PS y del grupo tratado con
LVM y MXD.

Tratadas
Paridas Paridas (>2800
2010- en junio en sept, | hpg) dic:
2011 (PJ) (PS) LEV; abr:
MXD
4-oct 1085 1868
15-nov 1033 2331
21-dic 1026 2169 2169
13-ene 2004 2325 586
14-feb 1097 1045 977
09-mar 1664 2105 1600
19-abr 1800 3696 3696
26-may 2616 2100 460

La prevalencia de especies recuperada a partir
de las cabras afectadas por GEV fue para
Haemonchus contortus (12,6%),
Trichostrongylus colubriformis (84,5%), T. axei
(1,4%), Teladorsagia circumcincta (1%) vy
Trichuris sp. (0,5%).

La Figura 1 muestra los nematodes
recuperados de los cabritos tracers durante el
ensayo. En la figura se muestra que la
disponibilidad de vermes en las pasturas fue
mayor de enero a abril (n= 95,6%) y menor de
mayo a noviembre el menor (n=4,4%), con una
prevalencia anual de Haemonchus del 31% y
de Trichostrongylus del 63%.

Se observaron diferencias  significativas
(P<0,02) en la produccidon de lecha en
respuesta al tratamiento con MXD (200 mcg/kg
SC) cuya eficacia fue del 82% (Tabla 2).

Tabla 2. Conteo de huevos (hpg) y produccién de
leche pre y pos tratamiento con MXD.

Grupo Grupo

Grupos Tratado | Control
hpg pre tratamiento 2196 624
hpg pos tratamiento 400 2327
Leche pre tratamiento 1230 1450
(ml)
Leche pos tratamiento 1460 1506
(ml)
Diferencia _entre prey 230 56
pos tratamiento (ml)
Incremento 15%, P<0,02
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Figura 1. Promedio de los nematodes recuperados de los cabritos tracers sacrificados luego de pastorear
durante 45 dias con las cabras en ordefio desde octubre 2010 a fines de enero 2012. Aven.me.: avena y

melilotus.

Discusion

Se puede concluir que Haemonchus contortus
y  Trichostrongylus colubriformis son los
nematodes que mas perjuicios causan a los
caprinos en los valles templados del NOA,
aunque muchos aspectos de la epidemiologia
de la nematodes deben ser estudiados y
profundizados en el futuro.

También en cuanto a la reduccion en la
produccion de leche esta diferencia debido a la
eficacia del MXD se produjo a partir de la
reduccion total de las cargas de Haemonchus y
reduccion  parcial (30%) de las de
Trichostrongylus.

Se puede concluir, que bajo las condiciones de
explotacion de los valles templados, el periodo
de riesgo se presenta desde el inicio del verano
hasta mediados de otofo. El riego ofrece
condiciones favorables para la supervivencia
los vermes durante la estacion seca, aunque su
disponibilidad sea reducida. Probablemente,
debido al mayor porcentaje de resistencia de
Trichostrongylus frente a ambos antihelminticos
usados, es que su prevalencia en este rebafo
fue superior a la de Haemonchus.

A pesar de que solo fue durante un periodo
corto del ordefio de las cabras en otofio, se
logré observar una respuesta favorable al
tratamiento del 15% en el rinde lacteo.
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PARASITOS INTERNOS DE OVINOS, CAPRINOS Y LLAMAS EN LA RESERVA
PROVINCIAL DE LAGUNA BLANCA (CATAMARCA)

Cardozo, P1; Luque, SZ; Cafrune, M3; Rojas, M1; Rigalt, F1; Lloberas, m*
'INTA EEA Catamarca; 2CONICET ; ’INTA EEA Salta; “INTA EEA Balcarce

Introduccién

La Reserva de Bidsfera de Laguna Blanca se
ubica al norte del departamento de Belén, en la
region de puna de la provincia. La region se
destaca por la presencia de serranias que van
desde los 3.200 m.s.n.m - 5500 m.s.n.m, y las
zonas bajas estan ocupadas por lagunas,
siendo la de mayor tamafio la Laguna Blanca,
con 3450 ha. Es un clima riguroso, continental,
frio y seco, con temperaturas minimas por
debajo de los 0° C y una amplitud térmica
diaria que supera los 30° C, las precipitaciones
estan concentradas en los meses de diciembre
a marzo, son de caracter torrencial y fluctuan
entre 50 y 150 mm anuales. Estas condiciones
criticas de sequias, frecuentes heladas y la
altura determinan ambientes fragiles y de baja
biodiversidad, con zonas de suelo desnudo con
pedregal y arena, contrastando con vegas,
estepas y salares.

Los sistemas pastoriles se caracterizan por ser
extensivos, casi siempre trashumantes, de baja
productividad y basados en el aprovechamiento
de la vegetacion natural. Los rodeos estan
compuestos por majadas de ovinos, caprinos y
camélidos sudamericanos (SC) (llamas). El
pastoreo se realiza en tierras fiscales, sin
alambrados perimetrales y las majadas de
distintos propietarios y animales silvestres
comparten puntos de pastoreo, aguadas y en
ocasiones los refugios. El estrecho contacto
entre animales silvestres y domésticos,
aspectos climaticos y el manejo del sistema
influyen en la dindmica de la triada parasitaria.
En este sentido, diferentes estudios
parasitolégicos describen la presencia de
helmintos 'y protozoos gastrointestinales
especie - especificos en la fauna silvestre
autéctona, como asi también propios del
ganado ovino y bovino (Beldomenico et al.,
2003, Rojo, 2016).

El objetivo del trabajo fue describir el estatus
parasitario de un sistema de produccion tipico
de pastoreo comunitario en la puna de
Catamarca en otofio-invierno de 2015.

Materiales y Métodos

Se tomaron 10 muestras de materia fecal de la
ampolla rectal de cada una de las especies
estudiadas (ovinos, caprinos y CS (llamas)), en
el mes central de las estaciones de otofio e
invierno. El conteo de huevos y ooquistes por

gramo de materia fecal (HPG y OPG) se realizé
para estimar de forma indirecta la presencia de
parasitos en el tracto gastrointestinal. Para
esto, las muestras fueron procesadas por el
método de Mc Master modificado. A partir de
las muestras positivas, se hizo coprocultivo e
identificacion de larvas infestivas de las
muestras para conocer los géneros parasitarios
involucrados en el HPG. Se realizaron dos
muestreos de pasto para evaluar el nivel de
infestacion de las pasturas. También se realizd
la necropsia parasitoléogica de un ovino en
otofio y una llama en invierno, con el fin de
obtener informacioén precisa del tipo y nimero
de parasitos adultos presentes. En forma
complementaria, se realizé la digestion péptica
de la mucosa abomasal de ambos animales
para recuperar estadios inmaduros y pre
adultos.

Resultados

A continuacidon se muestran los resultados de
HPG y OPG de los animales muestreados.

Tabla 1. Promedios de HPG.

HPG Otono Invierno
Ovinos 68 0
Caprinos 0 0
CS (llamas) 52 0
Tabla 2. Promedios de OPG.
OPG Otoio Invierno
Ovinos 0 33600
Caprinos 0 840
CS (llamas) 0 2876

El HPG de otofo estuvo formado por huevos
tipo estrongiloideos y de Lamanema sp. y
Trichuris sp., estos ultimos fueron identificados
durante el conteo de HPG debido a la
morfologia particulares de cada géneros.

En el coprocultivo de las muestras de ovejas y
CS (llamas) de otofio se identificaron
Haemonchus sp, Tricostrongylus sp. 'y
Ostertagia sp. No se recuperaron larvas
infestantes de las muestras de pasto tomadas.
En la necropsia de otofio se recuperaron



parasitos adultos de Haemonchus sp,
Tricostrongylus sp. y Ostertagia sp. Mientras
que en la de invierno se encontraron Ostertagia
sp., Trichostrongylus sp., Cooperia sp. Yy
Capilaria sp. La digestion péptica se
recuperaron formas inmaduras de
Trichostrongylus sp. y Teladorsagia sp.

Discusion

La sanidad en los sistemas tradicionales de
produccion conjunta de rumiantes y (CS) es
escasa Yy los productores se limitan a realizar
tratamientos antiparasitarios cada tres meses,
sin diagnostico previo y sin rotacion de
productos. Si bien los CS tienen fauna
parasitaria especifica, son igualmente
infestados por parasitos de las especies
domésticas, en particular de pequefios
rumiantes con los que comparten areas de
pastoreo e instalaciones. En las majadas
estudiadas, los conteos de HPG fueron mas
elevados en los meses de verano, posterior a la
época de lluvia. Esto se condice con los
resultados de Aguirre (2002) que reporta las
mayores cargas entre los meses de enero a
junio, en tres anos de muestreos en el Valle de
Lerma, Salta. Géneros parasitarios como
Haemonchus spp., Trichostrongylus spp., y
Ostertagia spp. tienen una presentacion mas
estacional si se los compara con Trichuris spp,
Capillaria spp, y Toxocara spp. Probablemente,
la mayor resistencia de éstos ultimos géneros a
las sequias y amplitud térmica puede explicarse
debido a que la forma infestante se desarrolla
dentro del huevo o al eclosionar la L3.

A pesar de que los promedios de OPG fueron
elevados, durante los muestreos no se observo
la presentacion clinica de la enfermedad
parasitaria. Concomitantemente con el OPG de
CS se realizé la identificacion de Eimerias spp.
propias de camélidos en base a las
caracteristicas morfométricas de los ooquistes,
y se evidenci6 la presencia de E. lamae y E.
macusaniensis, E. alpacae, E. punoensis y E.
ivitaensis. (Leguia, 1999).

Los coprocultivos tuvieron escasa cantidad de
larvas L3 recuperadas, por lo que los
resultados se expresan como géneros
presentes y no como porcentaje. Esto puede
deberse a la menor presencia de huevos tipo
estrongiloideos en los HPG. Debido a la
particular morfologia de los huevos de especies
como L. chavezi, Trichuris spp., Capillaria spp.;
fueron identificados al HPG.

No se recuperaron larvas infestivas de los
muestras de lavado de pasto, esto puede estar
relacionado a la mayor dispersion de las (L3)
parasitarias tipico de los sistemas extensivos.
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En cuanto a las necropsias, los resultados
confirmaron lo hallado en los HPG en cuanto a
la diversidad de géneros presentes en las
majadas. En estos ambientes, las especies que
hagan hipobiosis, como es el caso de
Teladorsagia sp. y aquellas que presenten
huevos mas resistentes en el medio serian los
de mayor presencia en la puna.

La diversidad genérica hallada en este trabajo
se pudo lograr mediante la complementariedad
de las técnicas diagndsticas. Esto toma mayor
relevancia si se considera que los géneros
identificados a partir de coprocultivo e
identificacion de L3 fueron los menos, debido,
en parte a la menor presencia de huevos tipo
estrongiloideos. En ambientes aridos como la
puna prevalecen las especies especificas de
CS y aquellas que la forma infestante puede
independizarse en mayor o menor medida de
las fluctuaciones de temperatura, la humedad y
la tension de oxigeno.

Dadas las extremas condiciones
medioambientales es posible pensar que la
infestacion de un afio al otro se produce a partir
de la hipobiosis en el animal.

Conclusion

Este trabajo genera informaciéon sobre las
parasitosis internas en una zona poco
estudiada; sin embargo, es necesario continuar
con los estudios para establecer factores de
riesgo y medidas de manejo que se ajusten a
las necesidades y particularidades de la region.
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SITUACION DE Fasciola hepatica AL SUR DEL PARALELO 48° S
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Introduccioén

La fasciolosis, produce importantes pérdidas
econdmicas en la produccion ganadera.
Trabajos previos informan que se han
encontrado higados afectados por este parasito
en majadas que pastoreaban en Patagonia al
norte del paralelo -48° (Olaechea 2003), siendo
este el limite sur de presentacién. El objetivo
del trabajo fue ampliar la informacion existente
sobre la distribucion de Fasciola hepatica (Fh)
en rumiantes del centro y sur de la provincia de
Santa Cruz.

Materiales y métodos

El area en estudio incluyé establecimientos
ganaderos ubicados en la provincia de Santa
Cruz al sur del paralelo -48°.

Se recolectaron registros histéricos, promedios,
de temperaturas de las zonas en estudio (Rio
Gallegos, Gobernador Gregores y Pto. San
Julian) de 17 afos (enero de 1991 a diciembre
de 2008) de la base de datos del Servicio
Meteorologico Nacional.

Se realizd una encuesta sobre la presencia de
Fh en las distintas zonas a productores,
Médicos Veterinarios y matarifes con el fin de
aportar datos a la investigacion y orientar los
muestreos.

Se compilaron los registros de decomisos de
los ultimos cinco anos de las 9 inspecciones,
de todos los frigorificos y mataderos del area
en estudio.

Se muestrearon 35 majadas recolectando 366
muestras de heces para la observacion de
huevos de Fh mediante la técnica de
sedimentacion-filtracion, y se inspeccionaron
742 higados para determinar la presencia del
parasito.

En 15 establecimientos, seleccionados por su
accesibilidad, se relevaron vegas en busqueda
del huésped intermediario. La técnica consisti6
en recolectar caracoles con un colador, los
cuales fueron conservados en alcohol 70° en
frascos individuales, previa identificacion del
sitio, hasta su tipificacion. La identificacion se
basdé en la comparacién morfolégica de los
caracoles muestreados con ejemplares de
Lymnaea viatrix.

Resultados

La media térmica de 10°C o mas, se observa
entre los meses de noviembre a marzo en el
sur provincial (Rio Gallegos), y en el periodo
comprendido entre octubre a abril en el centro

provincial (Pto. San Julian y Gobernador
Gregores) (Figura 1).

Figura 1. Temperaturas promedios mensuales
historicas del centro y sur de la provincia de Santa
Cruz con definiciéon de la temperatura critica para el
desarrollo del ciclo parasitario de Fasciola hepatica

Se obtuvo informacién de 83 establecimientos
donde 33 (39,7%) conocen el parasito, y 10
(12%) expresan tener el parasito, de los cuales
solo 7 realizan tratamientos con fasciolicidas.
Se consultaron 18 Médicos Veterinarios, 5 de
ellos sabian de la presencia de Fh en el Rio
Seco (centro provincial); asimismo se
consultaron un total de 4 matarifes del centro
provincial, ninguno de ellos conocia la Fh ni
contaban con informacion.

Se analizaron registros de faena y decomisos
de siete establecimientos (3 mataderos
municipales y 4 frigorificos exportadores)
ubicados en el centro y sur provincial. En
ningun caso de los 2.648.226 ovinos faenados
se registro el hallazgo de Fh.

De los 35 establecimientos muestreados
(materia fecal e higados) 16 (45,7%) resultaron
positivos al diagndstico de Fh. En la figura 2 se
observa un mapa con las areas ecoldgicas y
los establecimientos ganaderos consultados y
aquellos que fueron muestreados (heces e
higados) con los resultados obtenidos.

En 6 de los 15 establecimientos relevados se
identific6 al huésped intermediario Lymnaea
viatrix.

Discusion y Conclusiones

En Patagonia han descripto a Fh en majadas
que se encontraban pastoreando al norte del
paralelo -48°. Si bien en Chile hubo registros
excepcionales de hallazgos de faena en la Xl
Region es de presumir que hayan sido de
animales provenientes de otras zonas ubicadas
al norte (paralelo -45°). Actualmente consideran
a la Xl Region como libre de Fasciolosis,
debido a que la temperatura promedio no
supera los 10°C por mas de dos meses.



Figura 2. Mapa de areas ecologicas con los
establecimientos consultados y muestreados.

Si bien el 39,7% de los productores
encuestados reconoce el parasito, este
porcentaje se considera sobreestimado, debido
a que algunos productores confunden Fh con
Thysanosoma actinoides, hecho observado por
los autores al momento del muestreo en
algunos de los establecimientos. La
informacion obtenida en la encuesta a los
profesionales, resultd6 ser mas precisa y
confiable, inclusive 5 de ellos coincidieron en
sefalar establecimientos ubicados en el centro
provincial, donde posteriormente se confirmo la
presencia del parasito. No hubo mencién de Fh
mas al sur del paralelo -48°.

Las observaciones propias de la inspeccion de
higados a la necropsia mostraron que el 5,9%
de los examinados fueron positivas al hallazgo
de trematodes, las cuales pertenecieron al
52,1% de los establecimientos muestreados. Si
bien se han hallado otros parasitos con
ubicacién hepatica, tales como Thysanosoma
actinodes 'y Cisticercus tenicuollis, no se
encontraron quistes hidatidicos.

A nivel de mataderos o frigorificos, no hubo
registro oficial en los datos de faena sobre la
presencia del parasito. Teniendo en cuenta que
el 70% de los animales faenados pertenecen a
la categoria cordero, la probabilidad de
encontrar higados con lesiones compatibles
con fasciolosis es baja. El 30% restante de
animales faenados tenian mas de un afio de
vida. En estos, el no registro de Fh pudo
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deberse a: 1) las visceras no fueron
inspeccionadas por no realizarse la
comercializacion de los higados, 2) si bien
fueron examinadas, no se ha llevado registro
de los hallazgos, o hubo fallas en la confeccién
de los registros de decomisos o en la
inspeccion de los higados. Estas fallas de
informacion se demuestran al observar que se
han faenado ovinos de campos con presencia
confirmada de esta parasitosis y en los
mataderos o frigorificos consultados no se han
registrado decomisos por distomatosis.

En lo referido a la identificacion del huésped
intermediario, en el 40% de las muestras
colectadas se hallé6 Lymnaea viatrix,
localizdndose en manantiales del centro
provincial y en los margenes del Rio Chico.
Esta distribucion coincide con lo reportado por
Paraense (2005).

Al analizar las temperaturas medias histoéricas
del centro de Santa Cruz (Puerto San Julidn y
Gobernador Gregores), observamos que el
periodo comprendido entre los meses de
octubre a abril, seria considerado el mas
favorable para el desarrollo del ciclo parasitario
(= 10 °C). La presencia de Fh confirma que
estas condiciones son adecuadas para la
persistencia del ciclo. Por otro lado, el periodo
mas propicio en el sur provincial (Rio
Gallegos), es de noviembre a marzo. Las
diferencias encontradas entre el centro y sur
provincial en temperatura ambiental, iguales o
mayores a los 10 °C, es de aproximadamente 2
meses. Esto sumado a otros factores
relacionados al microambiente necesario para
la evolucion de los estadios libres del parasito
serian las limitantes mas evidentes del
desarrollo del ciclo parasitario en el sur
provincial.

Mediante el presente trabajo, se confirma la
presencia de Fh hasta el paralelo -50°, zona
centro de la provincia de Santa Cruz.
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EFECTOS SOBRE PARAMETROS PRODUCTIVOS DE CORDEROS DE RAZA
TEXEL INFESTADOS NATURALMENTE CON Fasciola hepatica
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Introduccion

La fasciolosis, enfermedad causada por el
trematode Fasciola hepatica, es considerada
una de las enfermedades parasitarias mas
importantes de los rumiantes domésticos. En la
zona de cordillera al noroeste de Chubut se
dan las condiciones 6ptimas en cuanto a suelo,
humedad y temperatura para el desarrollo del
huésped intermediario y de los estadios de vida
libre, lo que condiciona a que en la zona la
fasciolosis sea un problema endémico. Las
pérdidas econdmicas debidas a la ocurrencia
de casos subclinicos (reduccion en la
produccion de carne, leche y lana y los gastos
por el uso de antihelminticos) son dificiles de
detectar y cuantificar. En Argentina la
informacién regional sobre los grados y las
condiciones de la fasciolasis para que
disminuya la produccion es escasa. A fin de
ampliar el conocimiento y cuantificar el impacto
de esta parasitosis se establecieron los
siguientes objetivos de trabajo:
- Comparar parametros productivos en
corderos de raza Texel a partir de estar
o no infestados naturalmente con
Fasciola hepatica.
- Cuantificar las pérdidas en |la
produccion de carne que se producen

por esta parasitosis.
Materiales y Métodos

Se trabajé con 38 corderos de raza Texel, de
203 + 16 dias de edad, pertenecientes a un
establecimiento de cordillera al noroeste de
Chubut. A mediados de enero, los corderos
fueron destetados y entraron a pastorear un
mallin manejado rotativamente. El 1-03-2012
fueron desparasitados con Triclabendazole
(TCBZ) (Fasinex® 10%, Novartis 10 mg/kpv) ya
que en un examen coprolégico realizado a
mediados de febrero resultaron positivos a F.
hepatica. A fin del mes de marzo se control6 el
tratamiento y todos los animales muestreados
dieron negativos a F. hepatica. El 8-5-2012,
debido a la certeza de infeccion de F. hepatica
revelado por la muerte de un cordero por
fasciolosis aguda, se formaron 2 grupos de
corderos. El grupo 1 (G1) conformado por 21
corderos que no fueron desparasitados y el
grupo 2 (G2) conformado por 17 corderos se
les administré TCBZ (Fasinex 10%, Novartis 10
mg/kpv). Los grupos no fueron homogéneos en
cuanto a peso vivo (PV) y condicion corporal

(CC) inicial ya que la seleccion de los mismos
dependid de factores externos al ensayo. Los
animales siguieron pastoreando en el mallin y
desde el 17-05-2012 comenzaron a ser
suplementados con 893 gr/dia en promedio,
con un balanceado comercial para corderos
(18% proteina bruta y 2.6 Mcallkg MS). A
ambos grupos se determiné el PV y CC cada
15 dias. La ganancia diaria de peso vivo
(GDPV, gr/dias) se estimé mediante
regresiones lineales entre el PV y edad. La
faena se realiz6 de manera escalonada desde
el 31 de mayo hasta el 11 de julio en funcién al
PV y CC. En las canales se evaluaron: peso
de canal caliente (PCC, kg), rendimiento de la
canal (Rto, %) y el grado de engrasamiento fue
medido a través de la profundidad de los tejidos
sobre la 122 costilla a 11 cm de la linea media
(punto GR, mm). Post faena los higados fueron
pesados y estudiados para determinar grado de
dafio hepatico (sin dafio, Foto 1; leve, Foto 2;
moderado, Foto 3; grave, Foto 4) y cantidad de
fasciolas. Para ello se cortaba el 6rgano en
laminas de 3 cm de ancho y se colectaban las
fasciolas que se observaban a simple vista.
Luego los trozos de higado eran colocados en
un recipiente con agua tibia, apretados y
dejados en reposo, luego de un tiempo, se
cambiaban a otro recipiente con agua tibia
mientras que se dejaba al primero reposando
para que sedimentara. Lo mismo luego se hizo
con el segundo recipiente. Al sedimento (previo
lavados) se lo observo en lupa para identificar
los estadios inmaduros. Las variables
productivas fueron evaluadas como un disefio
completamente aleatorizado con efecto fijo del
tratamiento y efecto aleatorio de la variacion
genética de los corderos utilizando el Proc GLM
de SAS. Por otro lado, se incluyeron
covariables como edad, grado de cruzamiento
de las madres y el peso vivo y condicién
corporal inicial dentro del modelo de analisis.

Resultados y Discusion

En relacion al dafo hepatico, el 58,8% de los
higados del G2 no presentaron dafio o el dafio
era leve, no detectandose casos de dafio
grave. La cantidad de fasciolas (maduras e
inmaduras) para G2 fue en promedio de 0,88
(0-3) por higado. En los higados del G1 se
observd que el 81% presentaba dafio
moderado y grave, no detectandose ningun
higado sin lesion. La cantidad de fasciolas
encontradas fue de 77,95 promedio (1-329).
Inicialmente el PV y CC del G2 fue



significativamente mayor al G1. En general, los
corderos tratados tuvieron 4.9 kg mas de PV y
un cuarto de punto mas de CC al inicio de la

Foto 1

Foto 2

Foto 3

Foto 4

experiencia (Cuadro 1). Posiblemente esto
determiné que el PV faena y PCC de G2 fueran
significativamente superior a los del G1. Al final
del periodo no se encontré diferencias entre la CC y
GR entre los corderos G1 y G2 debido a que los
corderos fueron faenados con CC similares. En
relacion a la GDPV fue similar entre los dos
tratamientos. En este caso las medias fueron
ajustada por el PV y CC inicial dentro del modelo
analisis como covariable. Esto podria explicarse por
los diferentes PV y CC al inicio del ensayo ya que a
partir de estas diferencias, los corderos mas
pesados (tratados G2) tendrian un mayor costo
energético en la GDPV y un mayor requerimiento de
mantenimiento que los livianos (no tratados G1). En
funcion a lo mencionado, los corderos del G2
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tendrian que haber tenido una menor GDPV que los
corderos del G1.

No obstante tuvieron la misma GDPV. También
podria deberse a que el 100% de los corderos G2
fue faenado el 28-6-2012 y, hasta esa fecha, el 62%
de los corderos G1 habia sido faenado.

Cuadro 1. Andlisis de las variables productivas
analizadas en corderos Texel de 203 + 16 dias de
edad sin tratar y tratados con Triclabendazole

Variables G1 G2 p valor
PVinicial | 29.2+ 345+
(kg) 0.89 0.99 <0.01
CC inicial 26+ 28+ 0.01
(kg) 0.06 0.07 '
GDPV' 123.8+ | 100.2 + Ns
(gr/dia) 13.1 16.1
PV faena 353+ 386+
(kg) 117 110 0.05
CC faena 3.02 % 3.24 0.05
(kg) 0.06 0.07 '
2 15.6 + 17.5 +
PCCka) | 09 046 | <00
441 + 457 +
(0]
Rio (%) 0.53 0.50 0.04
52+ 6.1+
0,
GR (%) 0.62 0.58 Ns

Ns: p>0.05. ' Variable ajustada por el PV y CC inicial. 2
Variable ajustada por la edad. (PV: Peso Vivo; CC:
Condicion Corporal; GDPV: Ganancia Diaria de Peso Vivo;
PCC: Peso de Canal Caliente; Rto: Rendimiento de la canal
y GR: Grado de engrasamiento)

En cuanto a la suplementacién, que duré 55
dias, se comenz6 con 285 gr MS/cor/dia y se
finalizdé con 1.500 gr MS/cor/dia, por lo que el
38% de los corderos de G1 se terminaron con
un nivel mas alto de suplementacién. En
referencia la Rto, el G2 presentdé un mayor
(p<0.04) rendimiento. En general mostré un
1,4% méas de Rto que el G1. Esto podria ser
explicado a un aumento relativo de peso en el
tejido gastrointestinal y a la presencia de
exudados en cavidades como resultado de la
hipoproteinemia causada por el dafio hepatico.
En este sentido, el peso del higado de los
corderos G1 tendié a ser mas pesado que los
corderos G2.

Conclusiones

Si bien existen diferencias cuantitativas en
parametros productivos de carne entre
animales no tratados y tratados contra F.
hepatica, es necesario generar mas
informacion sobre la base de ensayos
controlados a fin de determinar el impacto de
esta parasitosis en areas endémicas del pais.
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ALTA MORTALIDAD PROVOCADA POR FASCIOLOSIS CLINICA EN UNA
MAJADA DE CABRAS EN SALTA, ARGENTINA
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Introduccién

La fasciolosis es una enfermedad parasitaria
que produce grandes pérdidas en la ganaderia.
La infestacion por Fasciola hepatica (FH) afecta
un amplio rango de hospedadores, sin embargo
la problematica se describe sobre todo en
bovinos y ovinos. Los informes de fasciolosis
son mas escasos en los caprinos, aun cuando
registros de Asia sefialan altas prevalencias de
esta parasitosis, al extremo de comprometer la
produccion caprina en las areas infestadas. En
Argentina los reportes de fasciolosis en cabras
son escasos, aunque varios trabajos sugieren
elevados niveles de infestacion en ciertas
regiones. Ovinos y caprinos son muy
susceptibles al parasitismo por FH y no
poseen resistencia a la reinfeccion. El presente
trabajo describe un brote de fasciolosis en
cabras asociado a una elevada mortalidad en
Salta, Argentina.

Materiales y Métodos

En mayo de 2014, el Servicio Especializado de
Diagnodstico de INTA Salta fue consultado a
causa de una mortandad por goteo en un hato
de cabras situado cerca de Payogasta (25°02°
S, 66°06’'W, Salta, Argentina). La localidad se
ubica en el area fito-geografica de Valles
Aridos con una altitud media de 2596 m.s.n.m.
con lluvias inferiores a los 390 mm anuales que
se concentran durante el verano. La
temperatura media anual es de unos 10°C con
una elevada amplitud térmica diaria. La majada
problema contaba con unas 300 cabras que se
alimentaban sobre pasturas naturales. El area
de pastoreo estaba bafiada por arroyos de
vertiente, de poco caudal. Durante la visita se
examind clinicamente el hato y algunos
individuos enfermos. Dos de los mas afectados,
se sometieron a eutanasia y a una necropsia
completa, seleccionandose muestras para
histopatologia que fueron procesadas por las
técnicas histolégicas clasicas. Ademas, se
colectaron 20 muestras (16 cabras adultas y 4
cabritos; Tabla 1) de heces y de sangre para
diagndstico coproparasitolégico de FH 'y
evaluacion de enzimas hepaticas [aspartato
aminotransferasa (AST) y gamma-
glutamiltranferasa (GGT)], proteinas totales
(PT) y albumina (Alb), segun técnicas
descriptas en trabajos previos. Finalmente,
toda la majada fue tratada con triclabendazole
a dosis de 10 mg/kg peso vivo. Quince dias
después se tomaron nuevas muestras de

materia fecal (n = 20) para evaluar la respuesta
al antiparasitario.

Resultados

La mortandad, iniciada en diciembre de 2013,
se prolongé hasta abril de 2014 y alcanzé al
23% (70/300). La mayoria de las muertes se
registré entre enero y febrero. Clinicamente se
evidencio pérdida de peso progresiva, adinamia
y edema submaxilar. El conteo de huevos de
FH arrojo una prevalencia del 100% en las
cabras adultas y del 75% en los cabritos. Los
hallazgos parasitolégicos y bioquimicos (AST,
GGT, PT y albumina) se presentan en la Tabla
1. La coprologia post-tratamiento mostré
ausencia total de huevos de FH.

Tabla 1. Hallazgos parasitolégicos y bioquimicos.

* Cabritos de entre 6 a 8 meses de edad

Macroscopicamente se observé ascitis e
higado de apariencia contraida, nodular y
consistencia firme. La capsula de Glisson
estaba engrosada mostrando  multiples
adherencias. En los conductos biliares se
observaron numerosos ejemplares adultos de
FH. Histopatolégicamente se evidencio fibrosis,
e hiperplasia de los conductos biliares con
presencia de vermes adultos en su interior.
Otros hallazgos incluyen la infiltracion de
células inflamatorias peri-ductales constituidas
por linfocitos, eosindfilos, células plasmaticas y



macréfagos; asociada a severa fibrosis.
Ademas, se apreciaron focos de necrosis con
nodulos de regeneracion. Algunas areas del
parénquima presentaban tuneles migratorios
caracterizados por abundante necrosis Yy
hemorragia.

Discusion

Se arrib6 al diagnéstico de la enfermedad
basandose en los  hallazgos clinicos,
patologicos, parasitolégicos y bioquimicos
encontrados. Varios trabajos consideran que
los caprinos estan menos expuestos a la
fasciolosis que otras especies de ganado, tanto
por sus preferencias de habitat como por su
habito de pastoreo, que incluye una proporcion
considerable de especies arbustivas. Ello
parece avalado por los escasos registros de
esta parasitosis en cabras. Asi, por ejemplo, los
precedentes hallados para América se limitan a
los trabajos de Schenone y Rojas (1988)
quienes informaron la forma cronica en
caprinos de Chile. Otros trabajos comunicaron
fasciolosis clinica en cabras del estado
norteamericano de Montana. Igualmente en
Argentina las observaciones son limitadas y el
presente trabajo aporta una nueva evidencia de
la presentacion clinica de esta parasitosis en el
ganado caprino demostrando a sensibilidad de
la especie a FH. En algunas regiones de Salta
FH parece tener gran impacto, asi trabajos
previos sefialan una prevalencia promedio del
61,9 %. En este caso la prevalencia fue del
100% en cabras adultas. La presencia de
cabritos jovenes parasitados sugiere una alta
oferta de metacercarias en el ambiente. La
ausencia de huevos post- tratamiento indica
gran eficacia del triclabendazole para el
tratamiento de FH en esta ocasién. Las
lesiones microscopicas halladas indicaron
procesos de infeccion y reinfeccion reiteradas
ya que coexisten lesiones de dano agudo y
cronico. Por esto, se puede presumir que las
muertes observadas durante el brote pudieron
deberse a cuadros agudos y cronicos. Las
enzimas hepaticas se encontraron dentro de
los limites normales o levemente aumentadas
lo que coincide con trabajos experimentales en
que los niveles de GGT aumentan unas 6
semanas post-infeccion alcanzando niveles
maximos 4 semanas después Yy luego
disminuyeron rapidamente a los niveles
normales en la semana 17 post-infeccion. Los
valores promedios de PT y albumina estuvieron
dentro de los limites de normalidad, aunque el
40% vy el 25 % de las muestras estaban por
debajo de los limites inferiores citados
respectivamente y esto puede deberse al dafo
hepatico producto de la infestacion por FH. La
infeccion por FH en humanos es considerada
una zoonosis emergente por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), y los informes mas
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recientes estiman que 2.4 millones de personas
estarian infectadas en el mundo. La presencia
de animales parasitados paree es
determinante en la diseminacién de FH y su
transmision al hombre. Tanto en el hombre
como en los animales esta parasitosis no es
de denuncia obligatoria. Ademas debe tenerse
en cuenta que el diagndstico de certeza puede
demorarse mucho tiempo vya que la
enfermedad puede pasar desapercibida mucho
tiempo hasta que se vuelve Vvisible
clinicamente. Esto hace pensar que el areas
de riesgo sea mucho mayor como asi también
el ndmero de infestados. En la region de
estudio no se cuentan con antecedentes sobre
esta enfermedad en humanos. Sin embardo en
Sudamérica, el riesgo de transmision es
conocido y elevado en algunas poblaciones de
Bolivia, Peru y Ecuador, en donde la poblacion
humana participa activamente en la transmision
debido a sus habitos alimentarios y las
condiciones deficientes de saneamiento.
Epidemiolégicamente, se reconocen ftres
patrones de distribucion de la enfermedad:
hipoendémicos, mesoendé-micos (3-8%) e
hiperendémicos (10-66% y hasta el 100% en
ciertos grupos laborales). La alta prevalencia
detectada en animales en este caso sugiere
que la region puede encontrarse en riesgo
epidemioldgico. Estos datos ameritan estudiar
mas en profundidad la distribucion de FH tanto
en animales como humanos.

La descripcion de este caso aporta informacion
regional sobre el impacto de la fasciolosis y
pone en evidencia que deben establecerse
lineas de trabajo para conocer su
epidemiologia y establecer futuras medidas de
control.
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CISTICERCOSIS VISCERAL POR Cysticercus tenuicollis EN OVINOS DE
FAENA EN LA PROVINCIA DE SANTA CRUZ, ARGENTINA

Santana, J.1; Martinez, A.2; Soulés, A.3; Milicevic, F.1; Marcellino, R.2; Larroza, M.Z; Robles, cz?
1Agencia de Extension Rural, INTA Rio Gallegos; 2Grupo de Salud Animal, INTA Bariloche; Area de Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria, SENASA Rio Gallegos

Introduccion

Durante la zafra 2014-2015, en un frigorifico
ubicado en la ciudad de Rio Gallegos, provincia
de Santa Cruz, llamé la atencion el aumento de
decomisos de visceras rojas en corderos,
debido a Ila presencia de lesiones
macroscopicas en higado y en menor medida
en pulmén, corazén y peritoneo, siendo que
segun los registros de SENASA, la cantidad de
visceras rojas decomisadas en corderos,
histéricamente era escasa.

Teniendo en cuenta que el matadero constituye
un lugar relevante para la deteccion de
enfermedades y patologias en el ganado de
faena, se decidid realizar una tarea de
investigacion diagndstica para determinar la
etiologia de las lesiones observadas a la faena
en tropas de corderos procedentes de dos
establecimientos ovejeros de la provincia de
Santa Cruz a fin de poder dar respuesta y una
posible solucion a los productores afectados.

Materiales y Métodos

Se trabajoé en una planta frigorifica ubicada en
la ciudad de Rio Gallegos, provincia de Santa
Cruz, con capacidad de faena de 3.000
corderos diarios, en donde se muestrearon
animales de dos tropas ovinas pertenecientes a
dos establecimientos de la provincia de Santa
Cruz ubicados el primero de ellos en el
departamento de Gler Aike en el area
ecolégica de Estepa magallanica humeda vy el
segundo en el departamento Lago Argentino en
el area ecolodgica de Matorral de mata negra.La
tropa N° 1 estaba conformada por 411 corderos
de la raza Corriedale con un peso promedio de
la carcasa fria de 13.5 Kg. y la tropa N° 2 por
400 corderos de la raza Merino Multipropésito
con un peso promedio de la carcasa fria de 6.5
Kg.De cada una de estas tropas, se observaron
en la mesa de inspeccién, las visceras rojas
correspondientes a 50 animales de cada
establecimiento. Para laboratorio, se tomaron
cinco muestras de higado de no mas de 0,5
cm. de espesor para estudios histopatolégicos,
abarcando zonas sanas y afectadas. Dichas
muestras fueron conservadas en solucion de
formol buferado al 10% y una vez fijadas fueron
incluidas en parafina, cortadas a 5y y tefidas
con Hematoxilina y Eosina (HyE). También se
tomaron cinco muestras de higado con lesiones
que se conservaron en alcohol 70%, para su

analisis parasitolégico mediante observacién
directa bajo lupa estereoscopica. Finalmente se
seleccionaron 2 muestras de higado con
lesiones que fueron congeladas en recipientes
estériles para procesamiento bacterioldgico.
Las muestras fueron homogeneizadas en
solucion fisiolégica y se sembraron a razén de
200 pl en placas de agar sangre y agar
McConkey, se incubaron en aerobiosis, con
10% de CO, y en anaerobiosis a 37° C por 48
horas. Las colonias sospechosas se repicaron
en pureza y se identificaron mediante tincién de
Gram y pruebas bioquimicas.

Resultados

En animales de ambos establecimientos, se
observaron lesiones macroscopicas similares
en los higados examinados, tanto en la
superficie como en profundidad del érgano, con
presentacion unica o multiple. El porcentaje de
animales afectados fue del 78% para el
establecimiento 1 y del 30% en el
establecimiento 2.

Al examen macroscopico de las muestras de
higado, se observaron estrias o0 surcos
subcapsulares de 10 a 20 mm de largo por 2
mm de ancho, que en ocasiones eran rojizas
con aspecto fluctuante y hemorragicas (Foto
1a) y en otras eran blancas con aspecto sélido
al tacto (Foto 1b). Estas lesiones se observaron
tanto a nivel subcapsular como en la
profundidad del parénquima al corte.

Foto 1a. Lesion roja: surco hemorragico en
superficie hepatica.



Foto 1b. Lesidn blanca: surco blanco en superficie
hepatica.

Microscépicamente, ambos tipos de lesiones se
caracterizaron por tener un centro necrético
acompafiado por abundante inflamacién no
supurativa mediada principalmente por células
mononucleares. En las estrias o surcos rojos
se observd hemorragia sin presencia de
fibrosis. En las estrias o surcos blancos se
observé fibrosis moderada formando una
capsula y presencia de colonias bacterianas.

En el examen parasitolégico de las muestras
de higado, en tres de ellas se observo la
presencia de vesiculas blandas de distinto
tamafio, de pared fina y contenido translucido
con un unico escolex de cuello largo invaginado
en su interior. Estas vesiculas en su mayoria,
estaban adheridas a la superficie del higado.
Los cisticercos presentaban la morfologia
caracteristica de  Cysticercus tenuicollis,
estadio larvario de Taenia hydatigena.

De los cultivos bacteriologicos se aisld
Enterococcus spp. del grupo D y Escherichia
coli.

Discusion y Conclusiones

En el trabajo en frigorifico fue frecuente el
hallazgo de lesiones en higado en forma de
estrias 0 surcos subcapsulares de color rojo o
blanquecino, compatibles con lo descripto por
Peris Palau y col. para casos de cisticercosis
visceral de ovinos en Espafa. Asimismo
mediante estudios parasitolégicos se detectd la
presencia de vesiculas con contenido acuoso
transparente que contenian un Unico escdlex
invaginado con un largo cuello compatibles con
cisticercos de Taenia hydatigena. Si a estos
hallazgos sumamos que el problema ocurri6 en
corderos de 90 a 120 dias de edad al momento
de la faena, se concluye que el problema se
corresponde con cisticercosis visceral debido a
la infestacion de los animales por la forma
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larvaria o metacestode Cysticercus tenuicollis
de la Taenia hydatigena.

Los altos valores de prevalencia hallados en los
dos establecimientos estudiados y el aumento
de los decomisos a la faena con un alto
impacto sanitario, productivo y econémico en
las majadas ovinas de Santa Cruz, marcan la
necesidad de estudiar esta enfermedad con
mayor profundidad en la regién, sobre todo
enfocados a clarificar el rol de los
hospedadores definitivos clasicos y los no
clasicos como canidos silvestres y perros
asilvestrados, felinos silvestres y zorros que
abundan en la region y sobre los cuales hay
reportes en otros lugares del mundo que dan
cuenta de que pueden ser portadores de
Taenia hydatigena e incluir a otros posibles
hospedadores intermediarios como los bovinos
y guanacos, que conviven y comparten
territorio con los ovinos. Asimismo seria
necesario estudiar la dinamica de Ia
enfermedad y relacionarla con posibles factores
que han favorecido un incremento de la
prevalencia, como pueden ser los fendmenos
relacionados con el cambio climéatico, cambios
en las practicas de manejo ganaderas,
introduccién de razas ovinas mas susceptibles,
etc.
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CONFIRMACION MOLECULAR DE INFECCION NATURAL POR Sarcocystis
gigantea EN OVINOS DE ARGENTINA
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'INTA EEA Balcarce; 2CONICET; 3Moredun Research Institute, Escocia

Introduccién

La sarcocystosis ovina es una enfermedad
causada por protozoos del género Sarcocystis
sp., cuyo ciclo bioldgico es indirecto obligado.
Se caracteriza por la formacion de quistes
tisulares y por cursar en forma cronica
subclinica en la mayoria de los casos. Las
especies adaptadas al ovino son: S. gigantea
(ovifelis), no virulento y cuyo hospedador
definitivo (HD) es el gato; S. tenella (S.
ovicanis), de alta virulencia, y S. arieticanis, de
virulencia intermedia, que tienen ambos al
perro como HD; y S. medusiformis, no virulento
cuyo HD es el hombre. Las especies mas
virulentas pueden ocasionar anemia, fiebre
intermitente, pérdida de peso y muerte en
corderos, y reduccién en la produccion de
leche, pérdida de estado, disnea, abortos y
signos nerviosos por encefalomielitis en ovinos
adultos.

En el presente estudio se describira un caso de
infeccién por S. gigantea en un ovino adulto en
la provincia de Buenos Aires.

Materiales y Métodos

Se realiz6 la necropsia de una oveja Corriedale
de 3 afios de edad y con una gestacion de 4
meses, de una majada ubicada en el partido de
Balcarce, provincia de Buenos Aires. La misma
habia sido observada con una progresiva
pérdida de estado corporal y se habia hallado
muerta unas horas antes.

Durante la necropsia se recolectaron tejidos
que fueron fijados en formol bufferado al 10%
para realizar estudios histopatologicos de
rutina, inmunoquimicos y moleculares.

Se realizé la técnica de inmunohistoquimica
(IHQ) en las secciones de tejido que se
observaron lesiones usando un anticuerpo
policlonal generado en conejos contra S.
tenella y un kit comercial (Dako, USA).
Ademas, se extrajo ADN de las muestras de
tejido fijados en formol y parafinados usando
kits comerciales en los que se realizé una PCR
para protozoos (de alta sensibilidad pero baja
especificidad) y luego una PCR con cebadores
y sondas mas especificos de género
Sarcocystis spp. Luego, el ADN amplificado de
la segunda PCR fue enviado a secuenciar para
determinar la especie.

Resultados

Durante la necropsia se observo: edema
subcutaneo en zona pectoral, hidrotérax seroso
(1 It. aprox.), alimento parcialmente digerido en
traquea y bronquios, hidropericardio
serosanguinolento, ascitis serosanguinolento (3
Its. aprox.), escaso contenido ruminal,
puntillado rojo de 1 mm en la superficie renal,
congestion, aumento del tamafio de la glandula
adrenal derecha (3 cm), y grasa pericardica y
perirrenal con aspecto gelatinoso amarillento
traslicido. A lo largo de toda la serosa
esofagica y faringea se observaron alrededor
de 100 formaciones blanquecinas elipticas
(posibles quistes) de 3-5 x 5-8 mm de
diametro, firmes al tacto. Una sustancia
gelatinosa ambar traslucida (edema) se
observo alrededor de los quistes presentes en
el es6fago en su porcion toracica. Ademas se
hallaron alrededor de 15 quistes hidatidicos de
2-5 cm de diametro en el higado y 2 quistes de
5 cm de didmetro en el I6bulo craneal de
pulmoén derecho.

Microscépicamente, se observé que los quistes
esofagicos tenian una pared eosinofilica de la
que se desprendian estructuras trabeculares
(septos internos) que rodean células
parasitarias, y en las zonas adyacentes se
observo una esofagitis linfocitica leve.

Al realizar IHQ en éstos tejidos se observé un
inmunomarcaje inespecifico por lo que no
resulté concluyente.

La PCR para protozoos resulté positiva y
posteriormente, con la PCR especifica para
Sarcocystis sp se logréo amplificar ADN de las
muestras analizadas.

La posterior secuenciacion del ADN amplificado
resulté tener 100% de identidad con la
secuencia de S. gigantea publicada
(KC209733).

Discusion

Se sospecha que en este caso la sarcocystosis
pudo haber tenido un efecto sinérgico sobre la
pérdida de condicibn corporal junto a la
infestacion hidatidica afectando la capacidad
deglutoria. Esto, sumado al avanzado estado
gestacional, con los mayores requerimientos
nutricionales y menor capacidad ruminal que
ello implica, habrian desencadenado la muerte
del animal. S. gigantea es un protozoo
formador de quistes intracelulares de hasta 15
x 5 mm en la serosa del esdéfago, laringe y
region posterior de la lengua. Suelen ser



hallazgos incidentales de necropsia, sin
implicancias clinicas. Tampoco generan graves
pérdidas econdémicas por decomiso en
mataderos, ya que los tejidos afectados no
tienen un valor comercial importante.

Conclusiones

No se han encontrado reportes locales sobre la
frecuencia de estos hallazgos, por lo que seria
interesante evaluar la infestacion en majadas
regionales o en establecimientos de faena de
esta especie.

Foto 1. Sarcocystis macroscépicos observados en
esofago durante la necropsia de la oveja.

Foto 2. Parte de un quiste en la capa muscular del
esofago (e): observar detalle de la pared del quiste
(w), septos internos (s), metrocitos (m) y bradizoitos
(b) dentro del quiste evaluado bajo microscopia
Optica (H&E; 400%).

124

Foto 3. PCR para protozoos que se caracteriza por
una alta sensibilidad pero baja especificidad.

Foto 4. PCR con cebadores y sondas mas
especificos de género Sarcocystis spp.
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MORTALIDAD POR COCCIDIOSIS AGUDA EN CABRITOS ANGORA DE RiO
NEGRO, ARGENTINA

Martinez, A.; Larroza, M.; Cabrera, R.; Subiabre, M; Robles, C.
INTA Bariloche

Introduccion

La produccién animal en la ecoregion del
Secano de Rio Negro se caracteriza por la cria
extensiva de pequenos rumiantes. Sin
embargo, en los ultimos afos debido a un
periodo prolongado de sequia, depredacion y
caida de cenizas por erupcion del volcan
Puyehue, se evidencié una caida abrupta de
las existencias en caprinos y ovinos. Pequefios
productores que pudieron mantener sus hatos y
majadas han tenido que modificar el manejo
derivando en la semi-intensificacion de la
produccion, implementando practicas como
suplementacion estratégica, uso de cobertizo y
encierre nocturno entre otras. Debido a esta
modificacién en el manejo, es de esperar un
aumento en la frecuencia de trastornos
sanitarios intimamente relacionados con el
manejo y nutricién, siendo estos de indole
infecciosa, parasitaria y/o metabdlica. A
continuacion se describe un brote de
coccidiosis aguda en cabritos sin
sintomatologia clasica, proveniente de un hato
criado bajo un sistema semi-intensivo
perteneciente a un productor minifundista del
departamento de Pilcaniyeu, provincia de Rio
Negro.

Materiales y Métodos

En Octubre del 2013, en un establecimiento de
la provincia de Rio Negro se produjo la muerte
de tres cabritos Angora de cinco semanas de
edad. El manejo del establecimiento consistia
en el encierre nocturno de todo el hato
compuesto por 14 adultos y 17 crias en un
cobertizo de 8 m? con piso de tierra y cerrado
por paredes de madera. Por la mafana las
madres pastoreaban el potrero contiguo,
dejando las crias encerradas en el cobertizo.
Por la tarde los cabritos eran soltados para
reencontrarse con sus madres y el hato
completo era encerrado nuevamente en el
cobertizo. El pastoreo se realizaba sobre un
pastizal natural sobre base de gramineas como
coirén blanco, y arbustos como neneo, los
animales abrevaban agua de un arroyo

permanente.
De la anamnesis se desprende que los tres
cabritos muertos presentaban anorexia,

debilidad general y postracién con muerte entre
24 a 36 horas de iniciados los primeros
sintomas.

En el momento de la inspecciéon se observd un
cabrito en estado agodnico que estaba en

decubito lateral, con extrema debilidad, espuma
en la boca, extremo de los miembros
hipotérmicos y marcada palidez de las
mucosas. El cabrito agoénico fue sacrificado y
se le realiz6 la necropsia para su estudio. Del
mismo se obtuvo contenido cecal para la
observacion y cuantificacion de ooquistes. La
identificacion de las especies se realizd
mediante caracterizacion morfolégica de los
ooquistes esporulados luego del cultivo del
contenido cecal. Muestras de higado, ileon y
ciego fueron fijadas en formol bufferado al 10%
y procesadas de rutina para estudios
histopatolégicos.

Resultados

A la necropsia se observé palidez en mucosas
y musculo esquelético y abundante reservas
grasas subcutanea, perirrenal y epiplénica. A
nivel intestinal se evidencié edema y aumento
del grosor de la pared en el yeyuno distal e
ileon, con presencia de nddulos blanquecinos
de 1-2 mm de diametro tapizando la mucosa
con presencia de coagulos de sangre vy fibrina;
el ciego estaba hemorragico con contenido
cecal negro, oscuro, pastoso y homogéneo y
en el colon se encontraron pequefas bofiigas
de materia fecal negras y secas (Foto 1).

En el examen microscopico del intestino
delgado, se observé hiperplasia de las
vellosidades del ileon. El epitelio estaba
invadido por numerosos esquizontes vy
gametocitos y sobre la superficie de las
vellosidades, en forma libre, se encontraron
ooquistes (Foto 2). Estos hallazgos permitieron
clasificar la lesidn como enteritis hiperplasica
necrética multifocal. Las principales lesiones
observadas en ciego fueron una severa
hemorragia en submucosa y la necrosis
epitelial con desprendimiento de la mucosa, lo
que permitié clasificar a la lesion como una
tiflitis necro-hemorragica difusa.

El conteo de OPG arroj6 un valor de 13,9 x10°
ooquistes, evidenciandose dos clases de
ooquistes: 1) elipsoidales de 32x22um de
tamafio, con capsula polar, micrépilo y color de
la pared marron-amarillento clasificados como
Eimeria arloingi en un 90% del conteo; 2)
subesféricos de 24x20um de tamano, sin
capsula polar, con micropilo y color de la pared
marrén-verdoso identificados como Eimeria
ninakohlyakimovae en un 10% del conteo.



Foto 1. Lesiones macroscopicas por coccidiosis.
Véase el ciego hemorragico y el ileon con nédulos
blanquecinos en la mucosa.

Foto 2. Vista microscépica de la hiperplasia nodular
de la mucosa del ileon.

Discusion

En Argentina la prevalencia de los coccidios en
pequefios rumiantes es alta, pudiendo variar
segun la zona geogréfica, el tipo de
explotacion, la época del afio y la categoria del
animal. Sin embargo, es escasa la bibliografia
respecto a la caracterizacion de brotes clinicos
y mortales en la especie caprina.
Contemplando la muerte de los tres cabritos
reportados por el productor, la mortalidad fue
del 17,6%. Esta tasa de mortalidad fue mayor
comparado con otros reportes a nivel mundial.
Se hipotetiza que los altos niveles de OPG
observados en el presente brote fueron debidos
al hacinamiento que se producia durante el
encierre nocturno con una densidad de 4
animales por m?, permitiendo asi la
acumulacién de materia fecal que sumado a la
falta de limpieza y ventilacién, generaron un
ambiente contaminado y propicio para la
esporulacion de ooquistes en el suelo.

La sintomatologia clinica de la coccidiosis en
pequefios rumiantes se caracteriza por diarrea
acuosa verde amarillenta, ocasionalmente
acompafada con sangre y/o mucus. La diarrea
ocurre cuando las lesiones intestinales son de
curso croénico, teniendo el tiempo necesario
para que se genere una modificacion en la
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microflora bacteriana intestinal. Sin embargo,
en este brote no se constatd la ocurrencia de
episodios de diarrea previa a la muerte de los
cabritos ni en los congéneres con altas cargas
de OPG. Se plantea que la ausencia de diarrea
ocurrié por una elevada ingesta de ooquistes
esporulados en escaso tiempo,
desencadenando asi el brote de curso agudo.
En el presente brote se han identificado E.
arloingi 'y E. ninakohlyakimovae, dos de las tres
especies que junto con E. alijevi son
consideradas las de mayor patogenicidad. La
enteritis hipertroéfica multifocal difusa
encontrada en ileon es una lesion caracteristica
de la accion patégena de E. arloingi y es
esporadicamente hallada en frigorificos sin
representar fatalidad. E. ninakohlyakimovae es
identificada como responsable de las lesiones a
nivel del ciego que comprometen la vida del
animal. En este brote, si bien se evidencié una
predominancia de E. arloingi por sobre E.
ninakohlyakimovae, se postula que las lesiones
hemorragicas severas en el ciego
desencadenaron la muerte del animal debido a
un shock hipovolémico, en razén de la palidez
de las mucosas y de la musculatura esquelética
y el contenido hemorragico del ciego observado
a la necropsia.

Conclusiones

Se evidencid el alto impacto que puede
alcanzar la coccidiosis en la produccién caprina
y mas aun en sistemas productivos vulnerables
donde la muerte de animales genera una fuerte
pérdida en la economia de subsistencia.

Para establecer una estrategia de control de
esta enfermedad se recomienda tener en
cuenta el manejo del hato, la dinamica de la
enfermedad en el establecimiento y contemplar
la informacion meteoroldgica existente en la
zona.

Cualquier estrategia utilizada, debe ser
acompafiada por una correcta higiene del
corral, adecuacion de la superficie del cobertizo
y permitir la salida de los animales a un corral
ventilado y asoleado, con el objetivo de atenuar
la contaminacion del ambiente.
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EVALUACION DE UN TRATAMIENTO METAFILATICO PARA COCCIDIOSIS
INTESTINAL EN CAPRINOS
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Introduccion

A partir de un brote de coccidiosis en cabritos
ocurrido en la provincia de Rio Negro, se
propuso un tratamiento estratégico
contemplando el manejo del establecimiento y
la dinamica de la parasitosis. Numerosos
estudios han demostrado la eficacia del
toltrazuril administrado en la etapa pre-patente
de la parasitosis en ovinos, bovinos y porcinos.
Sin embargo en caprinos hay escasa
informacién al respecto.

Con el objetivo de evaluar un tratamiento
metafilatico para la coccidiosis se realizd un
ensayo experimental en el establecimiento con
antecedentes de la enfermedad.

Materiales y Métodos

Se utilizaron 18 cabritos Angoras recién
nacidos, correspondientes al total del hato del
establecimiento con antecedentes de Ia
enfermedad. Al momento del parto los cabritos
se pesaron y se identificaron con caravana. A
la tercera semana de vida se designaron dos
grupos homogéneos segun peso, sexo Yy tipo
de parto. Al Grupo Tratado se dosificé con una
unica dosis de toltrazuril 40mg/Kg PV via oral;
al Grupo Control se le suministr6 2ml de
solucion fisiolégica como placebo. Los cabritos
de ambos grupos se mantuvieron juntos
recibiendo el mismo manejo.

Se tomaron muestras de materia fecal y se
registré el peso de los animales con frecuencia
semanal desde el dia del tratamiento (dia 0)
hasta el 3er mes de vida vy Iluego
quincenalmente hasta los 6 meses.

Las muestras de materia fecal fueron
procesadas mediante técnica de McMaster
modificada para el analisis cuantitativo de
ooquistes por gramo (OPG).

A lo largo del ensayo ocurrieron bajas en el
numero de cabritos debido a que el productor
iba faenando los animales de mejor estado
corporal para la venta en las fechas festivas de
fin de afio.

En los animales faenados se tomaron muestras
de duodeno, yeyuno, ileon, ciego y colon en
formaldehido bufferado al 10% para estudios
histopatolégicos.

Resultados

-Dinéamica de la parasitosis y eficacia del
tratamiento.

Los grupos difirieron en la carga inicial de OPG.
Como se puede observar en el Grafico 1, el
Grupo Tratado comenzdé con un conteo
promedio de 100.000 OPG y el Grupo Control
tenia en promedio un conteo de 30.000 OPG.
Sin embargo, a partir de la fecha del
tratamiento se puede distinguir la disminucién
del conteo de OPG en el Grupo Tratado
llegando a niveles de 0 OPG vy luego
levantando un minimo el conteo pero sin volver
a superar el limite considerado peligroso para
la especie caprina de 50.000 OPG. Por otra
parte, se puede observar el comportamiento del
Grupo Control, el cual presenta dos picos de
liberacibn de ooquistes, el primero que se
supera los 350.000 OPG y el segundo (3
semanas después) de 275.000 OPG. Luego de
estos dos picos el conteo de ooquistes
disminuye, estando por debajo del limite
peligroso hasta la finalizacién del estudio.

Grafico 1. Evolucién del conteo de OPG en ambos
grupos experimentales. Grupo Tratado con linea
azul. Grupo Control con linea roja. La flecha
corresponde al dia de tratamiento. La linea verde
punteada corresponde al conteo considerado limite
peligroso para la especie caprina.

-Ganancia de peso.

Como se observa en la Grafico 2, la evolucion
del peso de ambos grupos fue pareja hasta el
momento del inicio de la faena de los animales.
A partir de esa fecha, se produjo una
disminucién en la curva de crecimiento del
Grupo Tratado con respecto al Grupo Control
que mantuvo la curva de crecimiento hasta
finalizar el ensayo.



Grafico 2. Evolucion del peso vivo en ambos grupos
experimentales. Grupo Tratado con linea azul.
Grupo Control con linea roja. La flecha corresponde
al dia de tratamiento.

-Estudio post-faena.

De los tres animales del Grupo Tratado que se
pudieron analizar, en ninguno se pudo apreciar
lesiones compatibles con la infestacion por
Eimerias spp en el intestino. En el Unico animal
de Grupo Control que se analizd, se
encontraron lesiones nodulares multifocales
tapizando la mucosa del ileon (Foto 1). Estas
lesiones, si bien eran de menor severidad que
las observadas en el intestino del cabrito
muerto en el brote del ano anterior, estaban
distribuidas a lo largo de todo el ileon.

Foto 1. Mucosas de ileon. A) Cabrito muerto en el
brote del 2013; B) Cabrito del Grupo Control y C)
Cabrito del Grupo Tratado.

Discusion

Para establecer una estrategia de control de
esta  parasitosis, ademas de utilizar
antiparasitarios, varios autores recomiendan
tener en cuenta el manejo del hato y la
dinamica de la enfermedad en el
establecimiento. Con esa informacion
preliminar y con datos meteoroldgicos de la
zona, como la pluviometria y temperatura, se
disefid la propuesta evaluada en el presente
ensayo.

Los resultados demuestran que la misma fue
efectiva para disminuir la liberacion de
ooquistes. Con esto se logré6 contener la
parasitosis mediante al menos dos vias: 1) se
disminuyo el riesgo clinico en el animal desde
la semana 1 post tratamiento, debido a la baja
carga de Eimeria sp. en el Grupo Tratado y 2)
se redujo en forma considerable la eliminacion
de ooquistes al medio lo cual permitiria bajar el
grado de contaminacién/infestacion del corral,
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ayudando a mantener un ambiente con menor
carga parasitaria.

Cabe destacar que si bien se recomendo
modificar medidas de manejo tendientes a
mejorar el ambiente donde estaban los
animales, estas no fueron puestas en practica
por el productor con lo cual el manejo del hato
y la limpieza de los corrales se mantuvieron en
forma similar al afio que ocurri6 el brote.

Varios autores han determinado que el
tratamiento con toltrazuril mejora la ganancia
de peso evaluada en ovinos, bovinos y cerdos.
En cuanto a caprinos, los escasos trabajos no
determinaron diferencias en este parametro
entre los grupos controles y los tratados. En
este estudio sucedié todo lo contrario, se
observé una menor curva de crecimiento en el
Grupo Tratado con respecto al Grupo Control.
Este hecho se podria explicar por el manejo
que tuvieron los cabritos, el cual es el comun
en la zona, cuando los animales llegan a una
Optima condicion corporal y peso corporal se
faenaban para la venta entre mediados y fines
de Diciembre.

En correlacion los conteos de ooquistes, si bien
fueron sobre escasos animales, se corroboro
que el tratamiento evita que los parasitos
generen lesiones intestinales. Infiriendo asi que
los animales tratados tendrian una mejor
preservacion del epitelio intestinal, lo que
repercutiria en la capacidad de digestion vy
absorcién de los nutrientes. Debido a que, por
cuestiones de manejo no se logré corroborarlo,
se sugiere realizar futuros trabajos en
condiciones de manejo controladas tendientes
a evaluar estos parametros.

Conclusiones

Para implementar un tratamiento es
fundamental conocer el manejo del hato y la
dinamica de la enfermedad en el
establecimiento.

El toltrazuril a dosis unica de 40mg/Kg via oral,
reduce drasticamente la carga parasitaria en
cabritos, manteniéndose por debajo del limite
peligroso hasta después de la edad que el
animal es mas propenso a padecer la
enfermedad clinica.
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CASO DE CENUROSIS (Coenurus cerebralis) CLINICA CRONICA EN OVINOS
DE SALTA, ARGENTINA
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Introduccién

La cenurosis cerebral es una neuroparasitosis
producida por el estado larval de la Taenia
multiceps (Leske, 1780) cuando invade el
sistema nervioso  central (SNC) de
hospedadores intermediarios (HI) como ovinos,
caprinos, bovinos, camélidos, bubalinos vy
equinos. También el hombre es susceptible a
esta parasitosis, por lo cual se considera una
zoonosis. Los hospedadores definitivos de los
estadios adultos de la T. multiceps son los
canidos (perros y zorros). La infestacion de los
HI se produce al ingerir pasturas o agua que
contengan heces de canidos contaminadas con
el parasito. La migraciéon de las larvas
oncosfera hacia el SNC de los HI ocurre por via
hematéogena. @ Cuando ellas  (Coenurus
cerebralis, Rudolphi, 1803) alcanzan al SNC y
se alojan en él, originan signos neuroldgicos
ostensibles (“torneo”) y desenlace mortal en la
mayoria de los casos. La cenurosis tiene
ocurrencia mundial, pero la casuistica
registrada en nuestro pais es escasa. Un par
de informes refieren su presencia en ovinos y
bovinos de la regiéon noroeste y en caprinos de
la region centro-oeste de la Argentina. Este
trabajo describe un caso de cenurosis clinica
crénica registrado en un ovino de una majada
de Salta.

Materiales y Métodos

El caso se presentd en un rebafio mixto de
rumiantes menores perteneciente a un
pequefio productor del pueblo originario Tastil,
ubicado en la localidad de Las Cuevas
(24°19'58”S, 66°03'00"W) en el area de la
Quebrada del Toro, Dpto. Rosario de Lerma,
Salta. La majada se integraba por cerca de un
centenar de ovinos 'y caprinos, con
antecedentes de casos clinicos similares al
aqui descripto (Foto 1). La familia del
propietario contaba ademas con cinco perros.
En diciembre de 2013 un ovino macho de raza
Criolla de aproximadamente un ano de edad
mostré incoordinacion, deambular en circulos,
dificultad para la estacién, paralisis flacida
manifiesta, debilidad y anorexia seguida de
muerte. Se procedi® a su necropsia,
extrayéndose la masa encefdlica que fue
remitida al laboratorio para su examen
parasitolégico y estudio histopatologico. Las
muestras para histopatologia se procesaron por
metodos usuales y

se colorearon con Hematoxilina-Eosina para
ser examinadas al microscopio.

Resultados

El cerebro del ovino afectado exhibia siete
quistes de C. cerebralis (Fotos 2 a 4), tres en
cada hemisferio y el restante ubicado entre
ambos hemisferios cerebrales y el cerebelo, los
cuales contenian numerosos escolex del
cestode. Se observaron ademas cuatro
lesiones compatibles con cenuros
involucionados. La histopatologia evidencio
multiples cavidades de tamafio diverso
sustituyendo al tejido nervioso, con escasa o
nula respuesta inflamatoria alrededor de las
lesiones. Esas cavidades tendian a la
coalescencia y en algunos puntos se
visualizaba Ila formacién de agregados
histiocitarios con presencia de células gigantes
de cuerpo extraio. No se observé proliferacion
de tejido conjuntivo.

Foto 1. Rebafio afectado por el caso.

Foto 2a. Quistes de C. cerebralis en cerebro ovino.



Foto 2b. Quistes de C. cerebralis en cerebro ovino

\
\

Foto 3. Detalle de lesiones por C. cerebralis
en cerebro ovino.

\\

Foto 4. Quistes de C. cerebralis en cerebro ovino

formolado.

\

Discusion

La presencia de numerosos quistes de C.
cerebralis en la masa encefalica y los dafos
tisulares resultantes permitieron confirmar que
el cuadro clinico se debié a una cenurosis
cronica. La repetida ocurrencia de estos
cuadros en la majada seria indicativa de una
probable endemia de cenurosis favorecida,
entre otros factores, por la abundancia de
perros en convivencia con el rebafio.
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No existe tratamiento farmacolégico efectivo
para eliminar al parasito una vez instalado en el
SNC del HI. La mejor opcién para el control de
esta parasitosis es la profilaxis evitando que el
ganado tome contacto con el parasito. La
cenurosis ovina esta poco documentada en la
Argentina pese a representar una afeccion
importante en veterinaria pero también en
medicina humana, dado su caracter de
zoonosis con clinica y patologia similares a las
del ganado. Paises vecinos del Cono Sur
también registran su ocurrencia. En Brasil se
informaron 23 casos de cenurosis en un
periodo de 30 anos, tres en bovinos y los otros
20 en ovinos, constituyendo para éstos la
tercera noxa parasitaria de mayor incidencia.
Por otra parte, en Uruguay se reconoce la
disminucién en la incidencia de cenurosis ovina
luego de implementar una campafia de
desparasitacion obligatoria de los caninos con
praziquantel para controlar la hidatidosis. El
presente caso actualiza la importancia clinica
de la cenurosis para la ganaderia ovina a la vez
que alerta sobre el riesgo para la salud publica
en su condicién de zoonosis parasitaria. Estos
aspectos justifican la realizacion de estudios
adicionales de corte epidemioldgico que
permitan reconocer los factores de riesgo
asociados a la aparicion de esta parasitosis,
como insumo para futuras campafias de
control.
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TRATAMIENTO CON IVERMECTINA'Y LEVAMISOL EN OVINOS INFESTADOS
CON NEMATODES: EFICACIA CLINICAY EFECTO EN LA PRODUCCION
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Introduccion

En la produccién ovina de nuestro pais el
control de los parasitos gastrointestinales se
basa, desde hace décadas, principalmente en
el uso de farmacos antihelminticos de
diferentes grupos quimicos. Uno de estos
grupos es el de las Lactonas macrociclicas
(LMs) entre los cuales estan las avermectinas,
donde la mas utilizada es la ivermectina (IVM) y
el grupo de los imidazotiazoles como el
levamisol (LVM).

El uso indiscriminado y en forma continua de
estos farmacos ha llevado al desarrollo de
resistencia a los antihelminticos, principalmente
en los sistemas pastoriles. Este fendmeno es
un motivo de preocupacioén creciente no solo en
nuestro pais sino también en todo el mundo.
Existen numerosos trabajos que demuestran el
estado de la resistencia en diferentes regiones
de nuestro pais. En ovinos, y desde el punto de
vista de las especies de nematodos
gastrointestinales mas resistentes, destacan los
del género Haemonchus para los que se han
confirmado casos de resistencia a los
diferentes grupos quimicos de antihelminticos.
La resistencia de Haemonchus sp. a los
antiparasitarios antihelminticos es
especialmente problematica y preocupante,
porque se trata precisamente del nematodo
gastrointestinal mas dafino en ovinos que pude
llevar a la muerte de corderos en buen estado,
en pocos dias. Tras Haemonchus sp. siguen
los helmintos de los géneros Teladorsagia y
Trichostrongylus, para los que hay casos
confirmados de resistencia a varios grupos
quimicos. Los principales farmacos
involucrados en la resistencia son de la familia
de las Lactonas macrociclicas (IVM) y de la
familia de los bencimidazoles (BZM), no
encontrando hasta el momento resistencia a los
imidazotiazoles (LVM). En base a estos
antecedentes los objetivos del presente estudio
fueron: evaluar la eficacia clinica de dos
tratamientos  antihelminticos en  ovinos
naturalmente infestados con nematodos
gastrointestinales  resistentes a IVM vy
cuantificar el impacto  productivo de
implementar ambos tratamientos.

Materiales y Métodos

El estudio se desarrolld durante 60 dias
(verano-otofio) en el campo experimental de la
EEA Balcarce (Reserva 8), sudeste de la
provincia de Buenos Aires, que cuenta con

antecedentes probados de resistencia a las
avermectinas. El experimento se realizd en ese
momento del ano, por ser la estacion donde el
principal parasito y que mas perdidas produce,
el H. contortus predomina.

Se utilizaron 20 corderos de destete de 15-20
kg, divididos en dos grupos de 10 corderos
cada uno. Los grupos se formaron con
animales de edad, peso y estado homogéneo y
fueron seleccionados al azar. El Grupo 1 fue
tratado con ivermectina a razén de 0,2 mg/kg y
el Grupo 2 fue tratado con levamisol a razoén
de 8 mg/kg. Los animales fueron mantenidos
en el mismo potrero, compuesto por una
pastura polifitica de mas de 10 afos, por lo que
la oferta forrajera fue la misma para ambos
grupos, no existiendo diferencias nutricionales
entre ellos. Durante el periodo de estudio se
registr6 en forma semanal el peso Vvivo,
mediante balanza electronica, y se colectaron
directamente de la ampolla rectal muestras
individuales de materia fecal para evaluar la
evolucién de la cuenta de huevos por gramo
(HPG). Ademas, en cada grupo se realizé el
coprocultivo a partir de un pool de las muestras
de materia fecal, para identificar las especies
parasitarias intervinientes, en cada uno de los
muestreos. A los 14 dias post tratamiento se
realizé un test de reduccion del conteo de
huevos (TRCH) segun los lineamientos de la
World Association for the Advancement of
Veterinary Parasitology (WAAVP) para evaluar
la eficacia clinica. El analisis estadistico se
llevd a cabo por ANOVA y por métodos no
paramétricos.

Foto 1. Potrero experimental e la EEA Balcarce
(Reserva 8).



Resultados

No se encontraron diferencias significativas en
el valor promedio del recuento semanal de
HPG entre ambos grupos, en ningin momento
del ensayo. Los valores promedio de HPG
previo al tratamiento fueron de 7147 y 6487
para el Grupo 1 y 2 respectivamente. Los
valores promedio a los 14 dias post tratamiento
fueron de 2833 y 687 respectivamente. La
eficacia clinica medida por el TRCH resulté en
58% para el Grupo 1 (IVM) y en 87% para el
grupo 2 (LVM). H. contortus fue la especie
predominante en los coprocultivos del Grupo 1
(52%), mientras que T. circumcincta lo fue para
el Grupo 2 (40%) (Tabla 1). La eficacia clinica
para H. contortus fue de 15 % para el Grupo 1
y del 100 % para el Grupo 2. No hubo
diferencias significativas en las ganancias de
peso de ambos grupos (Grupo1: 0,2 kg y Grupo
2: 0,34 kg).

Tabla 1. Eficacia clinica expresada como porcentaje
de reduccion del HPG y especie predominante en el
coprocultivo a los 14 dias post tratamiento.

% TRCH Especie
predominante
Grupo 1 58 H. contortus
(IVM)
Grupo 2 87 T. circumcincta
(LVM)
Discusion

La menor eficacia clinica del Grupo 1 puede
atribuirse a la resistencia de H. contortus frente
a ivermectina. Este hecho ya estaba probado
en el establecimiento en afios anteriores y que
es cada vez mas frecuente en nuestro pais y
en el mundo. Esta resistencia probablemente
esta basada en la utilizacion de IVM para los
tratamientos antihelminticos de rutina en el
establecimiento, sin rotacion de principios y sin
un analisis previo por HPG. En cambio, el
aumento de T. circumcincta en el Grupo 2, aun
bajo condiciones climéticas adversas para esta
especie, ya que prevalece en la estacion fria,
podria deberse a la escasa sensibilidad de sus
estadios larvales frente al levamisol, lo que
genera por un lado falsos valores de eficacia
cuando se evalia a los 14-15 dias post
tratamiento y por otro lado el género
sobreviviente desarrolla en ausencia de
competencia ocupando el nicho de H. contortus
(Grimshaw, et al., 1996).

El predominio de H. contortus en el Grupo 1y
el de T. circumcincta en el Grupo 2, ambas
especies patdgenas de ovinos, explicaria la
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ausencia de diferencias en la ganancia diaria
de peso vivo. Deberia evaluarse otros
parametros clinicos complementarios al HPG,
como hematocrito o FAMACHA, para poder
determinar las perdidas productivas de estas
parasitosis y los momentos apropiados para el
tratamiento antiparasitario.

Conclusioén

Los resultados obtenidos demuestran que es
necesario complementar los monitoreos de
HPG del control parasitario con los
coprocultivos correspondientes no solo para
conocer los géneros resistentes sino también
para poder elegir el farmaco apropiado para los
géneros parasitarios presentes en cada
momento del afio.
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Introduccion

Las lactonas macrociclicas (LM) son farmacos
antihelminticos utilizadas ampliamente para el
control de las parasitosis gastrointestinales en
rumiantes. Existen evidencias de una creciente
resistencia luego su uso masivo en los ultimos
afios. Si bien las LM comparten el mecanismo
de accion, se han observado algunas
diferencias en la eficacia contra nematodos
resistentes. Las bases farmacoldgicas de estas
diferencias  deben ser evaluadas vy
probablemente se deban a diferencias
farmacodinamicas entre las avermectinas y
milbemicinas. El objetivo del trabajo fue
estudiar la relacion entre la eficacia clinica de
moxidectin  (MXD), abamectina (ABM) e
ivermectina (IVM) en corderos naturalmente
infestados con parasitos resistentes y las
concentraciones de las mismas en tejidos de
localizacion parasitaria y en parasitos blanco
como Haemonchus contortus. Adicionalmente,
se establecié el patron de expresion del
transportador glicoproteina-P2  (gp-P2) en
Haemonchus contortus recuperados de los
corderos tratados con cada LM.

Materiales y Métodos

Se utilizaron 60 corderos Romney Marsh (20-
30 kg) naturalmente infestados con nematodos
resistentes a IVM (HPG promedio = 4071). Se
asignaron en forma aleatoria en 4 grupos
experimentales: Grupo control: Sin tratamiento
y 3 Grupos MXD, ABM e IVM tratados con
soluciones orales por la via oral a 0,2 mg/kg.

En forma simultanea y estandarizada se
realizaron estudios farmacoldgicos y
parasitoldgicos. Para los estudios
farmacolégicos se tomaron muestras de
sangre entre los dias 0-14 post-tratamiento y
muestras de tejidos de localizacion parasitaria y
de H. contortus a los 0,5, 1 y 2 dias post
tratamiento, para realizar una cinetica de
concentracion. Para el estudio parasitolégico se
tomaron muestras de materia fecal al dia 0 y 14
post-tratamiento, para realizar un Test de
reducciéon de la cuenta de huevos (TRCH) y
coprocultivo de cada grupo. También se realizé
la necropsia parasitoldgica, para el Test de
eficacia controlada (TEC) con recuperacién de
parasitos adultos del tracto gastrointestinal a
los 15 dias post tratamiento. Los parasitos
adultos se contaron e identificaron por género.
Para estas pruebas se siguieron los

lineamientos de la WAAVP (World Association
for the Advancement of  Veterinary
Parasitology).

Para la cuantificacion de los farmacos a partir
de las muestras de plasma, tejidos y parasitos,
se realizé la extraccion en fase liquida y solida,
con posterior derivatizacién y analisis por
HPLC. El andlisis de los datos obtenidos se
realizé por el programa PK solution y se realizé
un ANOVA para establecer las diferencias
estadisticas.

A partir de los especimenes adultos de H.
contortus obtenidos en las necropsias se
estudid la expresion de gp-P antes y después
del tratamiento con las diferentes LMs y a
diferentes tiempos con el fin de establecer una
cinética de expresion, mediante PCR en tiempo
real.

Resultados

La disposicion plasmatica, tal como se observa
en el Grafico 1, es similar para las tres LMs
evaluadas, no obstante MXD mostr6 tener una
mayor persistencia en el plasma comparada
con las avermectinas. Al evaluar la
concentracién de cada farmaco en los tejidos
de localizacion parasitaria, el contenido
abomasal mostré una mayor concentracion con
respecto a las mucosas y al plasma (Grafico 2).
Dichas diferencias fueron mas marcadas las 12
horas post tratamiento, principalmente para
MXD. En el Grafico 3, se observa una cinética
de la concentraciéon de farmacos en H.
contortus, donde dicha concentracion es similar
para las tres LMs en el tiempo, salvo MXD
que es estadisticamente menor a los 2 dias
post tratamiento. EI TRCH mostré que MXD
obtuvo una eficacia clinica mayor (87%)
mientras que la eficacia clinica para ABM e IVM
fue del 0% para ambas, con diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) solo
para MXD con respecto al control. El TEC, la
eficacia general fue de 84,5% para IVM, 90,2 %
para ABM y 98,0 % para MXD, sin embargo, H.
contortus mostro ser marcadamente resistente
a estos farmacos con eficacias 20,1% para
IVM, 39,7% para ABM y 89,6% para MXD. Para
el resto de los parasitos abomasales e
intestinales la eficacia fue superior al 90 %. La
expresion de la gp-P2 en los H. contortus
resistentes recuperados a las 12 hs, 1 diay 2
dias post tratamiento demuestran que la mayor
expresion se observo a las 12 hs y que MXD



fue  estadisticamente mayor que las
avemectinas.

Grafico 1. Concentraciones plasmaticas promedio
(xDE) de MXD, ABM e IVM obtenidas luego de su
administracion oral (0,2 mg/kg) a corderos infestados
con nematodos resistentes.

Grafico 2. Concentraciones obtenidas para MXD,
ABM e IVM en plasma y en tejidos de localizacion
parasitaria (mucosa y contenido abomasal) tras su
administracion oral (0,2 mg/kg) a corderos infestados
con nematodos resistentes. *) Valores
estadisticamente diferentes a los obtenidos en
plasma (p=<0,05).

Grafico 3. Concentraciones promedio (*DE) de
MXD, ABM e IVM obtenidas en H. contortus tras su
administracion oral (0,2 mg/kg) a corderos infestados
con nematodos resistentes. *) Valores
estadisticamente diferentes a los obtenidos para IVM
y ABM. (P< 0.05).

134

Grafico 4. Expresion de glicoproteina-P2 (gp-P2) de
H. contortus resistente recuperados de ovinos
controles y tratados con MXD, ABM e IVM por via
oral (0,2 mg/kg). (*) Valores estadisticamente
diferentes a los obtenidos en H. contortus controles
(p< 0,05).

Discusion

Tal lo observado en resultados previos, MXD
mostré una mayor persistencia de
concentraciones en plasma comparado a ABM
e IVM. Tras la administracién enteral de las
LMs, las concentraciones de droga en los sitios
de localizacion parasitaria (mucosas y
contenidos gastrointestinales) fueron
significativamente superiores a las obtenidas
en el plasma. Las concentraciones de droga
alcanzadas en H. contortus reflejan a las
obtenidas en el contenido abomasal. A los 2
dias post-tratamiento las concentraciones de
MXD en los parasitos fueron significativamente
menores a las observadas para ABM e IVM.

A pesar de las menores concentraciones
obtenidas en los parasitos, la eficacia de MXD
contra H. contortus fue superior a la obtenidas
tras el tratamiento con las avermectinas. Luego
del tratamiento con IVM, se produjo un
aumento significativo de las expresién de
glicoproteina-P en H. contortus.

Conclusion

Las caracteristicas diferenciales en la
farmacocinética y la farmacodinamia entre las
LMs deben seguir siendo estudiadas para
poder optimizar su uso ante la aparicion de
cepas resistentes.
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EFICACIA COMPARATIVA DE IVERMECTINA, ABAMECTINA'YY MOXIDECTINA
CONTRA NEMATODOS RESISTENTES EN CORDEROS

Lloberas, M.1; Entrocasso, C.1; Alvarez, L.2'3; Borda, B.1; Virkel, G.2'3; Lanusse, C.2'3; Lifschitz, AZ®
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Introduccion

Las lactonas macrociclicas (LMs) son un grupo
de farmacos ampliamente utilizados en el
control de parasitos en rumiantes. Dentro de
este grupo, ivermectina es la mas difundida
por su utilizacion en diferentes especies
animales, existiendo un numero importante de
estudios farmacocinéticos con este farmaco. La
resistencia de algunos helmintos nematodos
gastrointestinales del ganado a la ivermectina y
después a otros endectocidas se extendio ya
en los afos 90 del siglo pasado, sobre todo en
ovinos. En estudios realizados previamente, la
utilizacion de las LMs por la via oral en ovinos y
caprinos demostré tener una mejor eficacia
frente a nematodos resistentes comparado con
la via SC (Gopal et al., 2001). Ademas, se
reportaron diferentes patrones de eficacia para
ivermectina  (IVM), abamectina (ABM) vy
moxidectina (MXD) en ovinos infestados con
nematodos gastrointestinales resistentes
(Barnes et al., 2001; Alka et al., 2004). Aunque
estos compuestos son estructuralmente
semejantes y presentan el mismo mecanismo
de accion, se han observado algunas
diferencias en la eficacia contra los nematodos
resistentes, particularmente después de su
administracion oral en ovinos infestados. En
base a estos antecedentes se planteé como
objetivo de este trabajo comparar la eficacia de
IVM, ABM y MXD contra nematodos resistentes
a IVM después de su administracion
intrarruminal a corderos infestados
naturalmente con parasitos gastrointestinales.

Materiales y Métodos

Se utilizaron veinticuatro (24) corderos
infectados  naturalmente con nematodos
gastrointestinales resistentes a IVM (cepa R8).
Se eligieron corderos de peso y HPG
homogéneo. Los animales se asignaron en
forma aleatoria a cuatro (4) grupos
experimentales (n = 6), un grupo control no
tratado y 3 grupos tratados por via intrarruminal
a razon de 0,2 mg / kg con IVM, ABM o MXD.
Se realizé el Test de reduccion del conteo de
huevos (TRCH) para obtener la eficacia clinica
de cada uno de los farmacos. Para ello se
extrajeron muestras de materia fecal,
directamente del recto de los corderos, para el
conteo de huevos de parasitos
gastrointestinales (HPG) a los 0, 6, 9 y 15 dias
después del tratamiento. Se realizd el

coprocultivo para determinar los géneros
intervinientes a partir de un pool de materia
fecal de cada grupo y en cada muestreo. Para
el calculo de la Eficacia de cada uno de los
farmacos se realizd un Test de eficacia
controlada (TEC), para ello se efectué el
examen post-mortem al dia 15 después del
tratamiento y se recuperaron los nematodos
gastrointestinales adultos de cada 6rgano. Se
llevd a cabo el conteo e identificacion de
géneros (Niec, 1968). Los resultados obtenidos
en cada prueba (TRCH y TEC) se calcularon
segun los lineamientos de la WAAVP. La
comparaciéon estadistica se realiz6 por
métodos no paramétricos (Kruskal Wallis).

Resultados

Los resultados obtenidos demuestran altos
niveles de resistencia a las LMs en la cepa R8.
El TRCH mostré6 una falla completa en el
porcentaje de reduccidn de huevos de IVM y
ABM (0%), mientras la reduccion de huevos de
MXD alcanzé un 87% (Grafico 1).

Grafico 1. HPG A los 15 dias post tratamiento,
valores del porcentaje de reduccién para cada grupo
tratado.
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La eficacia total medida por el TEC, mostro
diferencias significativas (p < 0.001) entre las
diferentes LMs, 84,8% (IVM), 90,2% (ABM) y
98,0% (MXD). Haemonchus contortus fue la
especie que demostré ser siempre resistente.
En esta especie la eficacia fue de 20 % para
IVM, 39 % para ABM y 89,6 % para MXD
(Tabla 1).

La eficacia frente a los nematodos intestinales
fue mayor al 98 % en todas las especies
presentes (Tabla 2) con una eficacia del 99,5 %
para IVM, 99,9 % para ABM y 100 % para
MXD.




Tabla 1. Media geométrica de nematodos adultos
abomasales obtenidos a los 15 dias post
tratamiento. Letras diferentes presentan diferencia
significativa (p< 0,05)

| H.contortus Teladorsagia T. axei
CONTROL 1275° 1707° 116°
IVM 1020° 5° o°
ABM 768%° 0° o°
MXD 130° 0° 0°

Tabla 2. Media geométrica de nematodos adultos
del intestino delgado obtenidos al dia 15 post
tratamiento. Letras diferentes presentan diferencia
significativa (p< 0,05)

T. Cooperia Nematodirus
colubriformis  spp. spp.
CONTROL 963° 1712 958°
IVM 6ab 3ab 5b
ABM Ob Ob Zb
MXD Ob Ob OD

Discusion

Las LM comparten algunas propiedades
fisicoquimicas generales; pequefias diferencias
en la estructura quimica entre avermectinas
(IVM y ABM) y milbemicinas (MXD) o aun
dentro de las avermectinas determinan
cambios en el comportamiento farmacocinético,
lo cual repercute sobre la eficacia y la
persistencia antiparasitaria de las mismas
(Lanusse et al., 2013).

Existen evidencias previas que sugieren que
IVM, ABM y MXD comparten su mecanismo de
accion uniéndose a un receptor de alta
afinidad, lo que provoca un incremento en la
permeabilidad de los iones CI-, con el
consiguiente desprendimiento del parasito por
una paralisis flacida. Y también existen
evidencias que comparten sus mecanismos de
resistencia. Generalmente la resistencia a una
droga dentro de una clase de antihelminticos
confiere resistencia a toda la clase, este
fendbmeno es denominado resistencia lateral.
Algun grado de resistencia lateral existe y fue
demostrada previamente por algunos autores.
No obstante, en este trabajo, a la dosis
terapéutica recomendada para rumiantes, MXD
fue méas efectiva respecto a las AVM bajo
estudio. Estos resultados pueden deberse a
que los mecanismos de resistencia no son
exactamente idénticos para las diferentes LMs,
y que frente a determinados géneros MXD
puede presentar una mayor potencia relativa
que la IVM (Lanusse et al., 2013).

Existen numerosos antecedentes de que esta
mayor eficacia puede ser solo de caracter
temporal y que esta supeditada a la seleccion
de genes adicionales de resistencia. En este
sentido y teniendo en cuenta la frecuencia de la
resistencia a IVM, la resistencia a MXD es cada
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vez mas frecuente en diferentes lugares del
mundo y en nuestro pais.

En el presente trabajo MXD conserva elevados
valores de eficacia, aun cuando existe una
marcada resistencia a ABM e IVM, este
concepto es coincidente a los expuestos por
varios autores, entre ellos Kaplan et al. (2007) y
Anziani et al. (2008).

Conclusion

La ventaja de la utilizacién de la via de
administracion oral (IR) comparado con la via
parenteral y los patrones de eficacia diferencial
observados entre las diferentes LMs deberian
ser considerados para optimizar el control de
los nematodos gastrointestinales en estadios
tempranos del desarrollo de la resistencia
antihelmintica, antes de que ocurra una
completa falla terapéutica. Por otro lado, la
mayor potencia relativa de MXD, puede ser
utilizada en forma estratégica en el planteo de
programas de control parasitario,
principalmente cuando la resistencia a otras
LMs esta presente.
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Introduccion

Las LMs se pueden administrar por diferentes
vias que fueron extensamente probadas. Las
formulaciones disponibles para ovinos son
soluciones inyectables para ser aplicadas por
via subcutanea y soluciones para ser
administradas via oral. Las mismas presentan
algunas diferencias que comprenden desde su
utilizacion en la practica clinica asi como
también de su espectro antiparasitario. En
nuestras condiciones de explotacion, la
formulacion subcutdanea de IVM fue la mas
utilizada, por su practicidad, su espectro contra
endo y ectoparasitos y su elevada eficacia
inicial, ademas de ser la uUnica formulacion
disponible en el mercado. Sin embargo, con la
aparicion de resistencia por parte de diferentes
géneros parasitarios, las condiciones optimas
de vias de utilizacién deben ser reevaluadas.
En este escenario el objetivo del trabajo fue
comparar la eficacia clinica y la farmacocinética
de la Ivermectina bajo  condiciones
estandarizadas en un mismo estudio,
administrada por diferentes vias (subcutanea e
intraruminal) sobre cepas de parasitos
resistentes a endectocidas

Materiales y Métodos

Se utilizaron 26 corderos, naturalmente
infectados en la Reserva 8 de INTA Balcarce,
con antecedentes de resistencia a la
Ivermectina  (IVM). Los animales fueron
divididos en tres grupos experimentales
homogéneos en cuanto a edad, peso y estado
sanitario: a) sin tratamiento antihelmintico
(grupo CONTROL), (n=6); b) tratado con
Ivermectina (IVM) por via subcutanea a la dosis
de 0,2 mg/kg (grupo SC, (n=9); y c) tratado con
IVM por via intraruminal a la dosis de 0,2 mg/kg
(grupo IR, n=10). Para el estudio
parasitolégico, al dia 15 post-tratamiento se
realiz6 la necropsia parasitoléogica de seis
animales por grupo, para el conteo e
identificacion de parasitos adultos en el aparato
digestivo segun los lineamienlos de la World
Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology (WAAVP).

El porcentaje de eficacia de cada grupo fue
calculado a través de la determinacion de la
media geométrica del numero de nematodos
recuperados en cada grupo experimental,
utilizando la siguiente férmula:

Eficacia (%) = [(media geométrica control -
media geométrica tratado) / media geométrica
control] x 100.

Se realizé el analisis estadistico por métodos
no paramétricos (Kruskal Wallis).

Para el estudio farmacolégico se tomaron
muestras de sangre por puncidn venosa
durante los 15 dias del experimento para
evaluar la disponibilidad plasmatica segun
tratamiento. Se sacrificaron cuatro animales por
grupo a los tres dias post-tratamiento, de los
que se tomaron muestras de mucosas y fluidos
del abomaso e intestino, y también se
recolectaron los especimenes adultos de H.
contortus. Las muestras colectadas fueron
analizadas por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC). El andlisis de los datos
obtenidos se realiz6 por el programa PK
solution y se realizé un ANOVA para establecer
las diferencias estadisticas.

Resultados

La eficacia total fue de 70,3 y 95,3% para los
grupos SC e IR, respectivamente. En el
abomaso, la eficacia fue de 52,4 y 81,9%; los
géneros implicados se muestran en la Tabla 1.
En el intestino la eficacia fue de 59,2 y 99,9%
para SC e IR, respectivamente, encontrandose
diferencias significativas de los tratamientos
con respecto al grupo testigo y entre
tratamientos.

Tabla 1. Media geométrica (Xg) y eficacia de los
tratamientos en el control de parasitos del abomaso.

Trata- .
Miento Haemonchus sp(Telad. sp ([T.axei [Total
)(ESNTROL 502,4 a 789,8 a |322,0 a[1.740,6 a
SC Xg

597,4 a 36,1b |20,6 b|829,2 ab
Eficacia
(%) 0 95,4 93,6 52,4
IR Xg

300,1 a 32c 0,6c | 3138b
Eficacia
(%) 40,2 99,6 99,8 81,9

Como muestra la Figura 1, las concentraciones
plasmaticas de IVM administrada por via SC
fueron mayores que cuando fue administrada
por via IR, lo que determina una mayor




disponibilidad plasmatica, particularmente util
en el tratamiento de parasitos externos. Sin
embargo, las concentraciones de IVM en el
contenido y mucosas del tracto gastrointestinal
(sitioc de localizacion del parasito) fueron
mayores cuando la droga fue administrada por
via IR (Figura 2).

Figura 1. Perfil de concentraciones plasmaticas
(promedios * desvio estandar) de Ivermectina tras
su administracion por via subcutdanea (SC) e
intraruminal (IR) a razén de 0,2 mg/kg en.

Figura 2. Concentraciones de lvermectina (IVM) en
H. contortus tras su administracion por via
subcutanea (SC) e intraruminal (R) a razén de 0,2
mg/kg en ovinos.
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El inserto muestra la correlacion obtenida entre
las concentraciones de droga en e! parasito y
las obtenidas en el contenido abomasal. (*)
Concentraciones significativamente diferentes;
r? coeficiente de correlacion.

Discusion

La disponibilidad plasmatica para ambas vias
de administracion fue similar. No obstante los
resultados del TEC mostraron que la eficacia
de la IVM es mayor cuando la droga es
administrada por via IR. Esta diferencia es mas
marcada en el abomaso y mas especificamente
en H. contortus, principal parasito del ovino,
donde la eficacia aumentd un 40% cuando se
administré6 IVM por via IR. La mayor
concentracion del farmaco hallada en el
parasito luego del tratamiento IR permite
aseverar que la incorporacién de la droga al
parasito por via transcuticular es relevante para
su eficacia, aun para aquellos parasitos
hematéfagos como H. contortus, y la mayor
concentracion del farmaco en el sitio de
localizacion parasitaria es fundamental para la
incorporacion de dicho farmaco al parasito.
Estas mayores concentraciones encontradas
en el contenido abomasal y en el parasito se
correlacionan con los valores de eficacia
obtenidos luego de los dos trtamientos. Por lo
tanto, la via enteral puede ser utilizada como
alternativa terapéutica en casos de resistencia
multiple a drogas.

Conclusion

La mayor concentracién de IVM dentro de los
parasitos luego de la administracion por via IR,
permite aseverar que la incorporacion de la
droga al parasito por via transcuticular es
relevante para la eficacia clinica, aun para
aquellos parésitos hematéfagos como H.
contortus. Basados en estos resultados el
incremento de la exposicion al farmaco
modificando la via de administracién puede ser
una buena estrategia para matar a los
nematodos resistentes heterocigotos presentes
en las fases tempranas del desarrollo de la
resistencia.
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DETECCION DE RESISTENCIA ANTIHELMiNTI’CA EN NEMATODOS
GASTROINTESTINALES DE OVINOS MEDIANTE TECNICAS in vivo e in vitro

Luque, S.1;Entrocasso, C.1; Sanchez, E.1; Lloberas, M.
Laboratorio de Parasitologia, EEA INTA Balcarce

Introduccién

La gastroenteritis parasitaria es una
enfermedad de curso generalmente cronico,
caracterizada por alteraciones
gastrointestinales, retraso del crecimiento y
disminuciéon en la produccién. Es producida
principalmente por nematodos
gastrointestinales causantes de importantes
pérdidas productivas, tanto en su forma clinica
como subclinica. En este sentido, H. contortus
es una de las especies parasitarias mas
importantes en la produccién ovina de la
pampa humeda. En las ultimas décadas, su
control se basé exclusivamente en el uso de
drogas antihelminticas, lo que llevdo al
desarrollo de resistencia a casi todos los
grupos quimicos. La resistencia antihelmintica
es un motivo de preocupacion creciente en la
produccion de ovinos de muchas partes del
mundo, incluso en nuestro pais (Suarez, 2007).
El método mas efectivo para detectar la
resistencia es el Test de eficacia controlada
(TEC), sin embargo es dificil de llevar a cabo
porque involucra el sacrificio de animales. En
cambio, el método mas usado para detectar y
monitorear la presencia de resistencia es el test
de reduccién en el conteo de huevos (TRCH),
una técnica in vivo aplicable a todos los
antiparasitarios disponibles y que presentas
algunas limitaciones practicas. En un intento de
superar estas limitaciones, durante los ultimos
30 afos han sido desarrolladas, y aun
contindan perfecciondndose, un conjunto de
pruebas in vitro para el estudio de resistencia.
Estas técnicas presentan como ventaja el bajo
costo para su ejecucidon, ya que requieren
pocos insumos (animales, farmacos vy
equipamiento) y son rapidas y faciimente
aplicables, no obstante, todavia no se
encuentran estandarizadas para su utilizacién
en laboratorios de diagnéstico.

Materiales y Métodos

El trabajo fue realizado en las instalaciones de
la EEA-INTA Balcarce, se utilizaron 22
corderos divididos en dos grupos homogéneos,
en peso y condicion sanitaria. Un grupo fue
tratado con IVM (0,8 mg/kg de peso vivo) y otro
con LVM (10 mg/kg de peso vivo). Se tomaron
muestras de materia fecal directamente del
recto a los dias 0, 10 y 14 post tratamiento para
realizar un Test de reduccion del conteo de
huevos (TRCH), para estimar la eficacia clinica
de cada uno de los farmacos. Adicionalmente,

a partir de un pool de muestras de cada grupo
tratado se realizd el coprocultivo para la
identificacién de géneros parasitarios.

Para el Test in vitro se aislaron cepas de H.
contortus susceptibles y resistentes de
diferentes establecimiento. Luego del proceso
de estandarizaciéon, y puesta a punto de la
técnica se llevd a cabo el Test de desarrollo
larval (TDL) para ambas drogas. Las
concentraciones de LVM utilizadas en el test
fueron las coincidentes con los valores hallados
por otros autores en el plasma y en el
contenido abomasal luego del tratamiento con
LVM (7,5 mg/kg) por via oral, subcutanea e
intraruminal. Las concentraciones
seleccionadas para IVM fueron coincidentes
con las concentraciones halladas en H.
contortus y en el contenido abomasal luego del
tratamiento con IVM por via intraruminal
(Lloberas, 2013).

El porcentaje de reduccién del conteo de
huevos por gramo de materia fecal (TRCH) se
calculé mediante la formula:

Reduccién (%) = 100 * (1 - T1/T0)

donde T1 es el promedio de huevos por gramo
de materia fecal (hpg) del grupo tratado al dia
14, y TO es el promedio del grupo previo al
tratamiento.

Para evaluar la eficacia clinica del LVM, el
segundo muestreo fue realizado a los 10 dias
post tratamiento.

Para el test in vitro se calculd la dosis letal 50
(DL50), definida como la concentracion de
droga requerida para inhibir el desarrollo del
50% mediante una curva dosis respuesta. Se
calculé también el factor de resistencia que se
obtiene de la relacion de la DL50 del
aislamiento resistente y el susceptible.

Resultados

Los porcentajes de reduccion de la eficacia
clinica total fueron de 60 y 89% para IVM vy
LVM, respectivamente. Al considerar
particularmente a H. contortus, que es la
principal causa de pérdidas econdémicas y
causante de enfermedad, fue del 15% frente a
IVM y del 100% frente a LVM (Tabla 1).



Tabla 1. Composicion genérica (%) de los
coprocultivos al dia 0 y a los 10 dias post tratamiento
(LVM) y 14 dias pos tratamiento (IVM).

Trat. H.c. T.c. Trichos. Coop. Chab
Nem

Dia0 28 0 160 0 56
IVM 60 16 240 0 0
LVM 0 40 560 0 4

Grafico 1. Curva dosis-respuesta para IVM,
correspondiente a la cepa de H. contortus resistente.
Porcentaje de larvas no desarrollas (%L 1) en funcion
del Log10 de la concentracion.

Grafico 2. Curva dosis-respuesta para IVM,
correspondiente a la cepa de H. contortus sensible.
Porcentaje de larvas no desarrollas (%L1) en funcion
del Log10 de la concentracion.

Los aislamientos de H. contortus utilizados en
el test in vitro para IVM evidenciaron una
respuesta dependiente de la dosis (Grafico 1y
2) Sin embargo, para el LVM la concentracién
mas baja utilizada inhibié por completo el
desarrollo larval.

El aislamiento resistente frente a IVM, mostro
una DL50 de 462 ng/ml, mientras que para
LVM no se pudo estimar la DL50 por falta de
ajuste de las curvas. El factor de resistencia FR
calculado para IVM resulté en 7,03.

Discusion

Los valores obtenidos por el TRCH son
comparables a los valores historicos de la
Reserva 8. La eficacia clinica para IVM fue del
60%, sin embargo la eficacia sobre H. contortus
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fue de 15%. En cambio, la eficacia clinica del
LVM fue de 89%, mientras que la eficacia sobre
H. Reserva 8. La eficacia clinica para IVM fue
del 60%, sin embargo la eficacia sobre H.
contortus fue de 15%. En cambio, la eficacia
clinica del LVM fue de 89%, mientras que la
eficacia sobre H. contortus fue del 100%. Para
evaluar la resistencia a IVM se utilizaron las
concentraciones descriptas por Lloberas et al.
(2013), asimismo se incorporaron
concentraciones mas altas por no observarse
un comportamiento dosis dependiente en un
primer momento. La DL 50 obtenida (462
ng/ml) fue similar a la concentracion de IVM
hallada por los autores en el contenido
abomasal luego de 12 hs de la administracion
de IVM (0,2 mg/kg) por via IR (438 ng/ml). En
ese estudio la eficacia obtenida por el TEC
para H. contortus fue del 40%, resultado
comparable con los obtenidos para el test in
vitro realizado en este trabajo; éste resultado
evidencia que la resistencia antihelmintica
sobre el desarrollo de las larvas in vitro esta
asociada con la resistencia del parasito adulto
in vivo.

Conclusion

En este trabajo se plantedé un nuevo enfoque
para evaluar la presencia de resistencia
antihelmintica por combinaciéon del uso de
técnicas de diagnodstico in vivo e in vitro. Al
mismo tiempo se analizé la aptitud del test de
desarrollo larval para la detecciébn de
resistencia a IVM y a LVM, siendo este estudio
el primero registrado para Argentina. Mediante
el TRCH se comprobd la baja eficacia de IVM y
LVM. El test de desarrollo larval fue efectivo
para la deteccion de resistencia a IVM en la
cepa de H. contortus evaluada en este trabajo,
cuando se utilizaron las concentraciones
correspondientes a las dosis terapéuticas
recomendadas, lo que demuestra la necesidad
de seguir trabajando sobre la técnica para
utilizarla como herramienta de diagndstico.
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EFICACIA DE MONEPANTEL CONTRA NEMATODOS DE OVINOS CON
RESISTENCIA ANTIHELMINTICA MULTIPLE EN LA REGION TEMPLADA DE
ARGENTINA

Steffan, P'.; Sanchez, E.% Entrocasso, C.%; Fiel, C."; LLoberas M.% Riva, E' y Guzman, M
'Lab. Parasitologia, FCV, UNICEN; ? EEA INTA Balcarce

Introduccion

Las parasitosis gastrointestinales en los ovinos
se encuentran ampliamente distribuidas en
diferentes regiones del pais con un importante
impacto econdémico en los sistemas de
produccion (Suarez, et al., 2007). El control de
las infecciones parasitarias es fundamental
para disminuir la mortalidad de animales y
minimizar los efectos subclinicos de la
enfermedad sobre la producciéon de carne y
lana. Sin embargo, el fendmeno de resistencia
a los antihelminticos constituye un serio
problema en la produccion ovina de diversos
paises del mundo y también en la Argentina.
(Nari y Fiel, 1994). En este escenario, es
necesaria la busqueda de nuevas alternativas
que suplanten o complementen el control
quimico para minimizar el impacto productivo
en animales expuestos naturalmente a la
enfermedad vy retrasar el desarrollo de
resistencia a los compuestos utilizados en los
programas de control.

Basados en estos conceptos, el objetivo del
presente trabajo fue evaluar la eficacia del
Monepantel — compuesto derivado del amino-
acetonitrilo (AAD)- contra nematodos de ovinos
naturalmente adquiridos y con antecedentes de
resistencia antihelmintica multiple a diversos
principios con actividad antihelmintica
disponibles en el mercado veterinario.

Materiales y Métodos

La gastroenteritis verminosa en la Reserva 8
destinada a la ganaderia ovina fue un problema
sanitario aparentemente controlado debido al
tradicional pastoreo conjunto o alternado
ovino/bovino que ha sido empleado a través de
los afios de produccion. Los programas de
control han sido variables en el tiempo y se han
aplicado distintos  principios activos en
rotaciones variables a lo largo de los afios. No
obstante, existen registros de resistencia a
distintos compuestos diagnosticada por el test
de reduccion de huevos en materia fecal
(TRCH) y coprocultivos

Para el estudio, 16 corderos de raza Corriedale
fueron agrupados en dos lotes homogéneos en
peso vivo Yy estado clinico. El Grupo 1 fue
tratado con Monepantel, Novartis Animal Health
(Zolvix®) por via oral a la dosis de 1ml/10 kpv
(2,5 mg/kpv) y el Grupo 2 actué como control
sin tratamiento. Ambos permanecieron en

corrales a piso, separados y alimentados ad
libitum con heno libre de larvas infestivas hasta
la necropsia.

Los animales fueron observados diariamente
para registrar cualquier anormalidad atribuible
al tratamiento antiparasitario y se extrajeron
muestras de materia fecal de los animales del
Grupo 1 para determinar los valores de huevos
por gramo de materia fecal (HPG) a los dias +2
y +4 del tratamiento, través de la técnica de
McMaster modificada.

Foto 1. Corderos en los corrales
experimentales.

A los 9 dias post-tratamiento los animales
fueron sacrificados y se les realizé la necropsia
parasitologica con el fin de contar e identificar
las poblaciones de nematodos establecidas en
el tracto digestivo y determinar la eficacia del
compuesto evaluado por comparacion entre los
dos grupos del estudio segun las normativas de
la World Association for the Advancement of
Veterinary Parasitology (WAAVP) (Coles,
1992). La eficacia de Monepantel fue calculada
a través de la determinacion de la media
geométrica del numero de nematodos
recuperados en cada grupo experimental y
utilizando la siguiente férmula:

Eficacia (%)= (XgC —-Xg T)/Xg C) x 100
Donde Xg C es la media geométrica del grupo

control y Xg T es la media geométrica del grupo
tratado.



Se utilizé el programa InfoStat (2004) para la
comparacion estadistica de valores entre los
Grupos 1y 2 respectivamente.

Resultados

El promedio de huevos de nematodos en la
materia fecal de los animales del Grupo 1 a los
2 y 4 dias del tratamiento se presentan en el
Cuadro 1. Se observd una drastica reduccion
del HPG a los 2 dias del tratamiento (> 98%). A
los 4 dias post tratamiento los conteos fueron
nulos (Tabla 1).

Tabla 1. Huevos de nematodos en la materia fecal
de animales tratados con Monepantel a diferentes
tiempos de extraccion.

Grupo 1 Dia 0 Dia +2 Dia +4

HPG 1600 20 0

La reduccion del conteo de huevos en heces
(HPG) fue de 100% a los 4 dias post-
tratamiento y se mantuvo hasta la necropsia de
los animales al dia 9 post tratamiento (P < 0,05)
(Tabla 2).

La eficacia antihelmintica obtenida por
Monepantel 2,5% contra nematodos de ovinos
naturalmente adquiridos y con antecedentes de
resistencia antihelmintica multiple se muestra
en la Tabla 2.

Tabla 2. Eficacia de Monepantel 2,5% contra
nematodos con antecedentes de resistencia

antihelmintica mdltiple.
Abomaso Intestino Delgado I
Grueso

Hec. | Tec. T.a. Tc. | Cp. | N.s. Trich

%
E | 100 | 100 | 99.7 | 100 | 100 | 99.7 | 75.2*
f * * * * * *
*Diferencias significativas (P< 0.05).

Discusion

La alta eficacia obtenida (> 99%) contra los
nematodos de localizacion abomasal H.
contortus, T. circumcincta, T. axei y los que
parasitan el intestino delgado T. colubriformis,
T. vitrinus, C. curticei, C. mcmasteri y N.
spathiger es coincidente con estudios previos
en ovinos con cepas que demostraron distinto
nivel de susceptibilidad y resistencia al resto
de los principios activos - levamisol,
bencimidazoles y avermectinas- incluyendo
estadios inmaduros (L4) o adultos de los
distintos nematodes.

La explicacion de su alta eficacia sobre cepas
parasitarias resistentes al resto de los
antihelminticos estaria dada en que los
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derivados del amino acetonitriio (AAD)
presentan un modo y lugar de accién diferente
al que tienen los otros antihelminticos y por lo
tanto no existe resistencia lateral. El presente
estudio encuadra al Monepantel como
altamente eficaz > 98%- contra nematodos
trichostrongylideos abarcando cepas con
resistencia multiple a distintos compuestos
disponibles en el mercado veterinario, cuando
es administrado oralmente a los ovinos a la
dosis de 2.5 mg/ kilo de peso vivo.

Conclusion

La utilizacién de este farmaco en programas de
control contribuye a disminuir las pérdidas
econdmicas en los sistemas de produccion
ovina que se desarrollan en las areas
templadas y frias de la Pampa Humeda de
Argentina,  especialmente, en  aquellos
establecimientos donde la resistencia a los
antihelminticos ha sido diagnosticada y por lo
tanto, constituye uno de los problemas
sanitarios y productivos mas importantes a
resolver
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EFICACIA COMPARATIVA DE LA MOXIDECTINA (ORAL VS. INYECTABLE) EN
NEMATODES GASTROINTESTINALES (Haemonchus spp) DE LOS CAPRINOS
RESISTENTES A LA IVERMECTINA

Suarez Archilla G."; Cooper L.2, Cerutti J.2Mohn C.%, Anziani, 0.S."?
'EEA INTA Rafaela; 2FCA, UCC; *AER Dean Funes

Introduccion

Los caprinos son los rumiantes con mayor
susceptibilidad a los nematodes
gastrointestinales y su control plantea un
desafio especialmente en sistemas lecheros
con resistencia a los antihelminticos. Estudios
llevados a cabo en el area central de la
Argentina indican que la ivermectina es el
antihelmintico mas utilizado en esta especie de
rumiantes pero la resistencia a esta droga esta
muy difundida en la region. La ivermectinay la
moxidectina son lactonas macrociclicas pero el
desarrollo de resistencia no es idéntico entre
ambas moléculas. Bajo condiciones de campo
y por su mayor potencia farmacolégica, es
comun observar una mejor eficacia clinica
temporal de la moxidectina frente a
aislamientos de Haemonchus con resistencia a
otras lactonas. Asi mismo en otros rumiantes
como ovinos y bovinos existen antecdentes
sobre la variabilidad de la eficacia de las
lactonas macrociclicas en funcion de la via de
administracion.

El objetivo del presente trabajo fue comparar la
eficacia clinica de la moxidectina en caprinos
administrada por via oral con respecto a la via
inyectable sobre nematodes gastrointestinales
resistentes a la ivermectina.

Materiales y Métodos

Como animales experimentales se utilizaron 49
cabras adultas y cabrillonas Anglo Nubian
parasitados naturalmente por nematodes
gastrointestinales pertenecientes a dos hatos
de la provincia de Cérdoba (AER INTA Dean
Funes y Universidad Catolica de Coérdoba) con
antecedentes de resistencia a las ivermectinas.
En cada establecimiento se formaron dos
grupos de animales comparables (p>0.05) por
el nimero de huevos por gramo de heces
(HPG) y tratados con moxidectina oral o
inyectable a la dosis de 0,200 mgr/kg. La
eficacia clinica de los ftratamientos fue
determinada por un test de reduccién en el
conteo de huevos (TRCH) utilizando las
siguientes formulas:

Formula 1: 100 (1 - T2/T1) . Donde T2 y T1
representan el promedio del HPG post y pre
tratamiento respectivamente de los mismos
animales.

Formula 2: 100 (1-p) . Siendo p la proporcion
de huevos resistentes, dada por p=t2/t1 donde

t1 y t2 representan al numero total de huevos
contados para todos los animales pre y post
tratamiento, respectivamente.

Formula 3: (1/n) > 100(1-Ti2/Ti1) Donde n es
el total de animales del grupo; Ti1 y Ti2 son los
HPG de un mismo individuo dentro del grupo,
obteniendo la media aritmética de las
reducciones individuales.

Resultados

En ambos establecimientos los coprocultivos
pre tratamiento estuvieron dominados por
Haemonchus spp (>95 % de larvas
observadas). Los  promedios, el desvio
estandar, el rango del HPG antes y catorce
dias después de los tratamientos y la eficacia
de los mismos (TRCH) de acuerdo a las tres
diferentes férmulas utilizadas son presentados
en la Tabla 1. No se observaron diferencias en
los resultados obtenidos entre las tres formulas
empleadas en el TRCH. En la Tabla 2 se
presentan los resultados correspondientes al
numero de animales eliminando huevos en
cada tratamiento, el HPG maximo observado y
el porcentaje de animales que mostraron
reducciones del HPG >o0= al 95 %.

Discusion y conclusiones

Las presentes observaciones sugieren que las
lactonas orales pueden tener mayor eficacia
que las inyectables. Es probable que Ila
concentracion de la droga en contacto con el
parasito varie en funciéon de cada via. En
ovinos ha sido demostrado que la mayor
eficacia de la ivermectina administrada en
forma oral o intra-ruminal vs inyectable parece
estar asociada a una mayor concentracion de
la droga en el contenido gastrointestinal y por
ende una mayor exposicion de los nematodos
adultos a la droga. La administracion oral,
resulta también en una mayor retencion de las
drogas unidas a la ingesta y una menor
absorciéon en plasma. Por lo tanto, las
concentraciones de ivermectina en H. contortus
se  encuentran en relacion a las
concentraciones alcanzadas en el sitio de
localizaciéon parasitaria y muy probablemente
este podria ser el caso también de la
moxidectina.

Las formulaciones orales de la moxidectina
tienen, con respecto a las inyectables, una



menor persistencia en los hospedadores. En
este contexto podrian tener un menor periodo
de retiro y ejercer también una menor presion
de seleccion al disminuir el establecimiento de
larvas resistentes.

Sin embargo y como ha sido demostrado
recientemente en bovinos, la administracion

Tabla 1. Eficacia comparativa de la moxidectina
antecedentes de resistencia a la ivermectina.
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oral de la ivermectina no siempre tiene un
impacto en la eficacia clinica y depende del
nivel previo de resistencia y de los géneros
parasitarios resistentes actuantes al momento
del tratamiento.

(oral e inyectable) en dos hatos caprinos con

Animales eliminando huevos .
Establ. Via n HPG animales
Valor Absoluto | Porcentaje (%) Maximo ¢/RCH 295%
AER INTA INY. 15 11 73 300 60%
Dean
Funes ORAL 14 2 14 90 100%
Catolica de
Cérdoba | ORAL | 10 0 0 0 100%

Tabla 2. Eficacia comparativa de moxidectina (oral e inyectable) en caprinos (% de animales
eliminando huevos y % de animales con RCH 295%

Animales eliminando huevos .
Establ. Via n HPG animales
Valor Absoluto | Porcentaje (%) Maximo c/RCH 295%
AER INTA INY. 15 11 73 300 60%
Dean
Funes ORAL 14 2 14 90 100%
Catolica de
Cérdoba | ORAL 10 0 0 0 100%
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EVALUACION DEL INCREMENTO DE LA DOSIS TERAPEUTICA EN EL
TRATAMIENTO COMBINADO CON IVERMECTINA Y FENBENDAZOL SOBRE
Haemonchus contortus RESISTENTE

Luque, S."; Lloberas M.%; Entrocasso C.% Lanusse, C."; Alvarez, L."; Lifschitz, A.”
"Laboratorio de Farmacologia, CIVETAN (CONICET-CICPBA), Facultad de Ciencias Veterinarias, UNCPBA,
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Introduccion

El uso de farmacos es la principal herramienta
de control de las parasitosis, lo que muchas
veces implica realizar sucesivos tratamientos
en cortos periodos de tiempo. Este uso
indiscriminado de farmacos y su empleo sin
base técnica, deriva en la seleccion de cepas
de parasitos resistentes.

Ante el avance del fendbmeno de resistencia
antihelmintica, se han propuesto diferentes
estrategias de base farmacolégica con el
objetivo de retardar y/o controlar el desarrollo de
la misma (Geary et al., 2012; Lanusse et al.,
2014). Dichas estrategias, aun bajo evaluacion,
se basan en el uso combinado de farmacos con
distintos mecanismos de accion/resistencia y/o
en el incremento de la exposicion parasitaria a
los antihelminticos.

El objetivo de este trabajo fue comparar la
eficacia clinica de fenbendazol (FBZ) e IVM
administrados individualmente o combinados a
5 veces la dosis terapéutica en corderos
parasitados con una cepa de H. contortus
altamente resistente a ambas moléculas.

Materiales y Métodos

Se utilizaron cuarenta (40) corderos
provenientes de la Reserva 8 de INTA
Balcarce, naturalmente  infestados  con
nematodos gastrointestinales resistentes. Los
animales fueron divididos en cuatro (4) grupos
experimentales (n=10) homogéneos en peso y
conteo de huevos por gramo de materia fecal
(hpg): a) Grupo Control: sin tratamiento; b)
tratados con IVM (1mg/kg); c) tratados con FBZ
(25mg/kg) y d) tratados con la combinacion
IVM+FBZ (1 y 25 mg/kg respectivamente),
todos los tratamientos se efectuaron por via
oral. A los 14 dias post tratamiento se tomaron
muestras de materia fecal para calcular el
porcentaje de eficacia clinica por medio del test
de reduccion del conteo de huevos (TRCH)
(Coles et al., 1992). La identificacion de los
géneros parasitarios se realizO6 mediante
coprocultivos de cada grupo. Para el estudio
farmacolégico se tomaron muestras de sangre
por puncion venosa durante los 14 dias del
experimento. Las muestras colectadas fueron
analizadas por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC). Para el analisis de los
datos se utilizé el programa PK solution y se

realizd un ANOVA para establecer las
diferencias estadisticas.

Resultados

La eficacia clinica fue menor al 95% para todos
los grupos experimentales, los resultados se
presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Comparacion de la media aritmética (Xa)
de hpg entre los diferentes grupos experimentales al
dia 14 post tratamiento, su eficacia clinica y los
intervalos de confianza 95% (IC). DE: Desvio
estandar. Letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas a P<0.05.
CON- IVM, FBZ,s IVM+FBZ,5
TROL

Xa 12942 5769% 7602° 4065°
DE 8866,2 4173,8 4402,4 3348,2
IC (14-77)% | (0-68)% (36-85)%
% 55% 41% 69%
Reduc

Los resultados de los coprocultivos post
tratamiento se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Representantes de los géneros parasitarios
presentes en el cultivo de materia fecal a los 14 dias
post tratamiento para cada grupo experimental.

Haem | Telad Tricho | Nem

|Dia0 | 56 | 32 | 12 [ - |
Dia 14 |
VM, 100 - - -
FBZx 67 - 30 3
|VM1+FBZzs 100 - -

La disponibilidad sistémica de IVM fue
significativamente mayor (75%) luego de su
administracion combinada con FBZ. En el
Grafico 1 se presenta el perfil de
concentraciones plasmaticas promedio de IVM.

Grafico 1. Perfil de concentraciones plasmaticas
promedios (+DE) de ivermectina luego de su
administracion por via i.r., a 5 veces la dosis
terapéutica (1 mg/kg) de manera individual o
combinada con fenbendazol (FBZ) (25mg/ml).

100,0
S VM
S5 100
c =
S E 10 —o—
C - 7
o O
eLE o1
S 0 10 20

Tiempo (dias)




Las diferencias observadas en los perfiles de
concentraciones plasmaticas se reflejaron en los
parametros farmacocinéticos. Los valores de
ABCy.t y T1/2el se incrementaron
significativamente luego de la administracion
combinada (ABCq; = 217,41 £ 42,23 ng-d/ml y
Tipe= 1,32 £ 0,15 d), en comparacién con los
valores del grupo tratado Unicamente con IVM
(ABCy = 120,21 £ 28,03 ng-d/ml y T0¢= 0,85 %
0,2 d) (P<0.05). No se observaron diferencias
significativas para los parametros
farmacocinéticos T ax ¥ Crax.

La administracién conjunta de IVM con FBZ no
afectdé la disponibilidad plasmatica de OFZ
(principal metabolito de FBZ). En el Grafico 2
se presenta el perfil de concentraciones
plasmaticas promedio de OFZ. Se obtuvieron
bajas concentraciones de OFZ en plasma a
pesar de haber administrado FBZ a 5 veces la
dosis terapéutica. No se presentaron
diferencias significativas en los parametros
farmacocinéticos entre los grupos
experimentales.

Grafico 2. Perfil de concentraciones plasmaticas
promedios (+DE) de oxfendazol (OFZ) principal
metabolito del fenbendazol (FBZ) luego de su
administracion por via ir., a 5 veces la dosis
terapéutica (25 mg/kg) de manera individual o
combinada con ivermectina (IVM) (1mg/ml).

Discusion

Las combinaciones de antihelminticos de
diferentes grupos quimicos se han propuesto
como una estrategia para retardar el desarrollo
de resistencia (Geary et al,, 2012). En este
estudio, la poblacion parasitaria presenté
niveles muy elevados de resistencia a los
farmacos administrados de manera individual.
Por lo cual la administracion combinada no
logré mejorar este resultado.

Trabajos previos sobre la eficacia clinica de
albendazol e IVM sobre cepas de H. contortus
altamente resistentes demostraron que la
mayor exposicién sistémica luego de su
administracién a diferentes dosis involucra un
incremento  significativo de la eficacia
antihelmintica (Alvarez et al., 2012; Alvarez et
al., 2015).
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Si bien en este trabajo se observé un aumento
significativo de la eficacia clinica luego del
tratamiento combinado a cinco veces la dosis
terapéutica, no se logré alcanzar el 95% de
reduccion en el conteo de huevos
recomendado por la Asociacion mundial de
parasitologia veterinaria (WAAVP).

Conclusiones

La poblacion parasitaria en estudio presentd
resistencia a IVM y FBZ administrados a cinco
veces la dosis terapéutica tanto de manera
individual como combinada en ovinos
naturalmente infestados, siendo H. contortus la
principal especie involucrada en la resistencia.
La disponibilidad sistémica de IVM fue mayor
luego de su administracion combinada con FBZ
a cinco veces la dosis terapéutica (interaccién
farmacocinética positiva). Sin embargo, no se
observaron modificaciones en la cinética
plasmatica de FBZ/metabolitos luego de su
administracion conjunta con IVM.

Se observaron bajas concentraciones de
FBZ/metabolitos en plasma, aun luego de su
administracion a cinco veces la dosis
terapéutica.
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EFICACIA DE IVERMECTINA Y MOXIDECTINA CONTRA Haemonchus
contortus RESISTENTE: EFECTO DE LA DOSIS
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Introduccion

Las Lactonas macrociclicas ivermectina (IVM) y
moxidectina (MXD) pertenecen a la misma
familia de antihelminticos y por lo tanto
comparten algunas propiedades
farmacoldgicas. A pesar de ello se ha descripto
un patrén de eficacia diferencial contra los
nematodos resistentes (Vickers et al., 2001).

En estudios recientes, se observd una mayor
concentracion de farmaco dentro del nematodo
y una mejor eficacia contra Haemonchus
contortus resistente después de la
administracion oral / intrarruminal de IVM en
comparacion con el tratamiento subcutaneo
(Lloberas et al., 2012).

En el presente trabajo se evalud la relacién
entre la actividad antihelmintica y la exposicion
del tejido / parasito del huésped para IVM y
MXD en corderos infectados naturalmente con
H. contortus resistente. El impacto de una
doble dosificacion en los perfiles de
concentracién del farmaco alcanzados en el
huésped (circulaciéon sanguinea, contenido
gastrointestinal / tejidos) y dentro de H.
contortus se evaluaron en forma simultéanea y
estandarizada con la eficacia clinica.

Materiales y Métodos

Se utilizaron 52 corderos Romney Marsh
homogéneos en estado general y peso (20-30
kg) mantenidos en corrales a piso durante el
experimento. Los corderos se encontraban
pastoreando en la Reserva 8 del INTA Balcarce
hasta el momento del comienzo, por lo que
estaban naturalmente infestados con
nematodos gastrointestinales resistentes a
IVM. Los experimentos se llevaron a cabo en
dos tiempos de forma que se formaron 3
grupos inicialmente, un grupo control sin
tratamiento y dos grupos tratados
intrarruminalmente con IVM a dosis simple (0,2
mg/kg) y dosis doble (0,4 mg/kg) vy
posteriormente se formaron otros 3 grupos, uno
control sin tratamiento, y dos tratados por via
intrarruminal con MXD a dosis simple (0,2
mg/kg) y dosis doble (0,4 mg/kg).

Para el estudio farmacolégico, se tomaron
muestras de sangre a intervalos prefijados
entre los dias 0 a 14 post tratamiento.

A las 24 hs post tratamiento se realizd la
necropsia parasitolégica y se obtuvieron
muestras de mucosas y contenidos del tracto
gastrointestinal y también se colectaron
especimenes de H. contortus adultos.

Para el estudio parasitolégico se tomaron
muestras de material fecal, directamente del
recto y en forma individual a los dias 0 y 14
para realizar el test de reduccion del conteo de
huevos (TRCH) y ademas, se realizé el conteo
e identificacion de parasitos adultos de los
diferentes o6rganos a los 14 dias post
tratamiento en la necropsia parasitolégica (test
de eficacia controlada TEC).

Resultados

Graficos 1 y 2. Perfiles de concentracion plasmatica
de ivermectina (IVM) y moxidectina (MXD) (n=6)
obtenidos luego de la administracion intrarruminal de
IVM y MXD a razén de 0,2 mg/kg y 0,4 mg/kg en
corderos infestados con nematodos resistentes.

Concentracion de IVM (na/ml)

Dias post tratamiento

Concentracion de MXD (na/ml)

Dias post tratamiento



Graficos 3 y 4. Media (+ DE) (n=4) de las
concentraciones de IVM y MXD medidas en el
plasma, contenido abomasal y Haemonchus
contortus adultos al dia 1 luego de la administracion
intrarruminal a razéon de 0,2 mg/kg y 0,4 mg/kg de
corderos infestados naturalmente con nematodos
resistentes. (*) Valores estadisticamente diferentes
de los obtenidos en plasma (p < 0,05).

5 Dia 1 post tratamiento *
3
c
- I Plasma
£ 500 | [ Abomasal content %=
g Il H cor¥ortus
s 400 -
2
g 300
c
Q
=] 2004
g
1=
8 100
c
G
0

Ivivi0.2 ViVl 0.4

Dia 1 post tratamiento

1200
| | Il Plasma
I Abomasal content
1000
I H. cortortus

Concentracion de MXD (na/ml: na/a)

MXD 0.2 MXD 0.4

Tabla 1. Conteo de adultos de H. contortus
(media geométrica) y eficacia obtenida a los 14
dias luego de la administracion de ivermectina
(IVM) and moxidectina (MXD) a razén de 0,2
mg/kg y 0,4 mg/kg en corderos infestados con
nematodos resistentes. También se muestran
los conteos de nematodos adultos de los
grupos sin tratamiento.
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Grafico 5. Correlacion entre la concentracién de
droga (IVM o MXD) obtenida en el contenido
abomasal y en H. contortus recuperados al dia 1
luego de la administracién intrarruminal a 0,2 mg/kg
y 0,4 mg/kg en corderos infestados.

Concentracion de droga en
H. contortus (ng/g)

Concentracion de droga en
contenido abomasal (na/a)

Conclusiones

Se observaron tendencias farmacocinéticas
lineales en plasma, tejidos diana y H. contortus
después de la administracion intrarruminal de
IVM y MXD en dosis simples y dobles.

Las concentraciones de farmaco medidas en
contenido abomasal y en H. contortus adulto
fueron significativamente mayores en
comparacién con las medidas en el plasma.

Se observé una alta correlacién entre los
perfiles de concentraciéon de farmaco medidos
en contenido de abomaso y los alcanzados
dentro de H. contortus después de los
tratamientos con IVM y MXD en ambas dosis.
A pesar de las altas concentraciones de droga
acumuladas dentro de las muestras de H.
contortus, IVM no logré controlar una cepa
altamente resistente de H. contortus. Por el
contrario MXD mostré una eficacia ventajosa
en ambas dosis ensayadas.

El alto nivel de eficacia observado a la dosis de
0,4 mg / kg debe considerarse seriamente para
optimizar el control de nematodos antes de que
se observe una falla terapéutica completa
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EFICACIA DEL MONEPANTEL PARA EL CONTROL DE AISLAMIENTOS DE
Haemonchus contortus Y Trichostrongylus spp CON RESISTENCIA MULTIPLE
EN CAPRINOS
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Introduccioén

En los ovinos y caprinos los nematodes
gastrointestinales constituyen, desde una
perspectiva global, el principal problema
sanitario y productivo. Ambas especies de
rumiantes comparten los mismos géneros
parasitarios de nematodes gastrointestinales,
pero la formacién de la respuesta inmune asi
como la expresién de la misma es menos
eficiente en caprinos que en ovinos, resultando
en un mayor parasitismo en la primera de estas
especies. Asi mismo, en los caprinos la
absorcion de los antihelminticos es menor que
en otros rumiantes y también metabolizan y
eliminan estas drogas en forma mas rapida.

La resistencia antihelmintica esta
comprometiendo seriamente la sustentabilidad
del control de estos nematodes en ambas
especies de rumiantes lo cual resulta en
severas perdidas econdmicas y en la
dispersion de parasitos portando alelos con
resistencia simultdnea a drogas con distinto
modo de accion. EI monepantel es un nuevo
antihelmintico  desarrollado  para  ovinos
fundamentalmente para el control de
aislamientos con resistencia multiple; y en
nuestro pais, asi como en la mayoria del
mundo donde se comercializa, sus indicaciones
de uso son exclusivamente restringidas a los
ovinos.

El objetivo de la presente comunicacién es
informar sobre la actividad del monepantel en
caprinos utilizando un test de reduccién en el
conteo de huevos (TRCH) en dos hatos
naturalmente parasitados con aislamientos de
Haemonchus contortus y Trichostrongylus spp
con resistencia mdultiple (febendazol e
ivermectina).

Materiales y Métodos

Las experiencias se llevaron a cabo entre
Diciembre de 2015 y Mayo de 2016 en dos
hatos caprinos pertenecientes a la AER INTA
Dean Funes y a la Universidad Catodlica de
Cérdoba. Todas las experiencias contemplaron
el uso de animales de diferentes edades y de
ambos sexos. En ambos establecimientos
existian antecedentes documentados de
nematodes gastrointestinales (Haemonchus
contortus 'y  Trichostrongylus spp) con

resistencia simultanea a
febendazol.

La eficacia de la droga se determind a través
del test de reduccién en el conteo de huevos
(TRCH) utilizando la técnica de Mc Master
modificada con animales que presentaban al
tratamiento valores del numero de huevos por
gramo (hpg) = 250. Se realizaron coprocultivos
para identificacion de los géneros de
nematodes intervinientes. En el dia 0 se
realizaron los tratamientos con monepantel por
via oral a la dosis de 3,75 mg/kg de peso vivo
(equivalente a 1,5 veces la dosis indicada en
ovinos) y entre los dias 10 y 12 posteriores al
tratamiento se tomaron nuevas muestras de
materia fecal para establecer el TRCH
utilizando las siguientes férmulas. En dos de
las experiencias (B y C) se determiné ademas
la evolucion del volumen globular por la técnica
del microhematocrito (ht).

1) TRCH=100 x (1-[T2/T1]) donde T2 es el
promedio de los valores de hpg post-
tratamiento y T1 el promedio de los valores de
hpg pre-tratamiento

2)TRCH=100 x (1-p) donde p=x/n, siendo “x” la
sumatoria de los huevos pos-tratamiento y “n”
la sumatoria de los huevos pre-tratamiento
3)TRCH=(1/n) x £ (100 x (1-Ti2/Ti1)),donde los
valores de Ti son los valores de hpg
individuales, realizando  una  reduccién
individual.

En dos de las experiencias (B y C) se
determiné ademas la evolucién del volumen
globular por la técnica del microhematocrito (ht)
y estos valores se analizaron utilizando el test
de Student, InfoStat (Universidad Nacional de
Cérdoba, www.InfoStat.com.ar).

ivermectina vy

Resultados y Discusion

En las experiencias A y B las larvas obtenidas
en los coprocultivos pre-tratamiento indico la
presencia casi exclusiva de Haemonchus
contortus (98%) y el resto perteneciente al
género Trichostrongylus spp, mientras que en
la experiencia C la participacion relativa de
estos géneros fue de 78 % y 22 %,
respectivamente. Debido a que existen algunas
evidencias conflictivas sobre que férmula
utilizar para determinar la eficacia de los
antihelminticos cuando se utiliza el TRCH, en la
presente experiencia y para asegurar la
interpretaciéon de los resultados se utilizaron
tres férmulas distintas, no observandose
diferencias significativas entre las mismas.En el



TRCH no se observaron diferencias
significativas entre las diferentes férmulas las
que variaron entre el 99,7% y100% para las
tres experiencias. Una sintesis de los
resultados sobre la eficacia de esta droga es
presentada en la Tabla 1.

Estos valores de eficacia evaluados por el
TRCH concuerdan con estudios sobre conteos
de nematodes adultos de diferentes géneros en
infecciones naturales vy artificiales informadas en
cabras de Nueva Zelanda y Australia utilizando
la misma dosis antihelmintica. En nuestra
experiencia, la dosis de 3,75 mg/kg (1,5 veces
mayor a la dosis ovina) resultd altamente
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efectiva contra Haemonchus spp y
Trichostrongylus spp portando alelos resistentes
a la ivermectina y el febendazol. El primero de
estos géneros es indudablemente el de mayor
importancia para los caprinos del area central
de la Argentina y la resistencia hacia ambos
antihelminticos  citadas  anteriormente es
extremadamente comun.

La mayor respuesta en el aumento del ht
observada en la experiencia B sobre la C podria
ser atribuible a la mayor presencia del género
Haemonchus (caracterizado por su
hematofagia) parasitando a estos animales.

Tabla 1. Eficacia de monepantel (3,75 mg/kg oral) sobre aislamientos de Haemonchus contortus y

Trichostrongylus spp con resistencia mdltiple en caprinos naturalmente parasitados. Promedios de los hpg

rango) y porcentaje en el TRCH comparando diferentes férmulas.
| Promedio hpg_; (rango) TRCH (%) Promedio ht * (rango)
Exp. N2 Pre-trat. Post-trat. F1 F2 F3 Pre-trat. Post-trat.
840 0,95
Al]2 (420-600) (0-20) 99,8 99,9 99,8 N/A N/A
1253 1,76 21 28
B 17 (400-4800) (0-30) 9.8 9.8 99,8 (15-29)° (19-31)b
833 24 25
CcCli 0 100 100 100
(300-1290) (21-30)° (20-31)°

* Letras diferentes en la misma fila, difieren estadisticamente p<0,05 (test de Student, InfoStat Universidad

Nacional de Cérdoba, www.InfoStat.com.ar)

A pesar de los fuertes cuestionamientos a la
sustentabilidad del control quimico, los
antihelminticos son actualmente insumos
indispensables en la produccion caprina bajo
condiciones pastoriles. De acuerdo al presente
estudio, el monepantel presenta un interesante
potencial de uso, pero deberia considerarse
que la droga no esté registrada en el SENASA
para su empleo en caprinos. El uso fuera de
marbete constituye una situacién excepcional y
es potestad exclusiva del médico veterinario,
quien deberia evaluar cuidadosamente esta
situacién antes de indicar su empleo. En este
contexto, deberia considerarse también que el
monepantel no debe ser administrado a ovinos
y caprinos cuya leche es destinada al consumo
humano. Esta droga podria ser de utilidad en
tratamientos selectivos de cuarentena, por
ejemplo al ingreso de reproductores
provenientes de areas o establecimientos
donde son comunes nematodes con resistencia
multiple o en aquellos hatos donde debido a
estos fendémenos, ya no existan otros
antihelminticos  eficaces. Luego de su
administracion oral, el monepantel se
transforma en el metabolito activo monepantel
sulfona y la vida media de esta ultima es menor
en cabras que en ovejas, probablemente por un
mayor “clearance” en los caprinos. Asi mismo,
necesita siempre ser utilizada en rotacién con
otros antihelminticos a los fines de evitar el
desarrollo rdpido de resistencia como ya ha
ocurrido recientemente en ovinos de Uruguay,

Holanda, Australia y Brasil e inclusive en
caprinos de Nueva Zelanda.
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RESISTENCIA ANTIHELMINTICA MULTIPLE (CLOSANTEL, FEBENDAZOLE,
IVERMECTINA Y LEVAMISOLE) EN Haemonchus spp PARASITANDO A
OVINOS EN LA PROVINCIA DE SANTA FE
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Introduccién

El objetivo del presente estudio es actualizar e
incrementar el conocimiento de los fenémenos
de resistencia a los antihelminticos por
nematodes de ovinos en el area central de la
Argentina. Este es el primer informe para la
provincia de Santa Fe sobre Haemonchus spp
con resistencia antihelmintica multiple
(closantel, levamisol, ivermectina y
bencimidazol) y en este contexto se informa
también sobre las fallas en el control de esta
poblacién parasitaria con la aplicacion
simultanea de tres de estas
drogas(levamisol+bencimidazol+ ivermectinas).

Materiales y Métodos

Se utilizd el test de reduccién en el conteo de
huevos (TRCH) para determinar la eficacia de
diversas drogas frente a Haemonchus spp con
antecedentes de resistencia a ivermectina
(EEA INTA Rafaela, datos no publicados).
Veinticuatro corderos fueron asignados a tres
grupos de tratamientos de acuerdo al numero
de huevos de nematodes en la materia fecal
(hpg) = 1) levamisol (8 mgr/kgr, sc), 2)
fenbendazol (5 mgr/kgr, oral) y 3) closantel (10
mgr/kgr, oral). Ante la falta de eficacia, los

animales fueron nuevamente tratados con
moxidectina (200 mcg/kg,sc) o una triple
combinacion (levamisol 8 mgr/kgr de peso, sc +
febendazol 5 mgr/kgr, oral + ivermectina 200
mcg/kg, sc). El TRCH se realiz6 utilizando la
siguiente formula TRCH= 100 x (1-T2/T1) en
donde T2 y T1 representan el promedio de los
huevos de nematodes por gramo de heces
(hpg) en las muestras de materia fecal post y
pre tratamiento respectivamente de los mismos
animales (1) . En casos donde el hpg de un
grupo se incrementé luego del tratamiento, el %
del TRCH fue considerado como cero.

Resultados

El promedio, el desvio estandar y el rango del
hpg antes y luego del tratamiento asi como el
porcentaje de reduccion observado en la primer
y segunda experiencia son presentados en las
Tablas 1 y 2 respectivamente. En ambas
experiencias todas las larvas obtenidas en los
cultivos de las muestras pre y post tratamiento
pertenecieron al género Haemonchus spp.

Tabla 1. Reduccién del hpg (promedio, desvio estandard y rango) en corderos parasitados por Haemonchus spp

tratados con levamisol, febendazol y closantel.

Tratamiento n Dosis / via Hpg dia 0 Hpg dia 7 TRCH (intervalos de
confianza)

Levamisol 9 8mg/kg/sc 1.210 + 1008 * | 330 +380° 72,7 %
(150-1.860) (100-1.360) (39-87)

Febendazol 9 5mg/kg/oral 995 + 880 ° 1.620 + 1120 ° 0
(280-1.600) (150-1.400)

Closantel 9 10 mg/kg/oral | 970 +802° 1,220 + 1242° 0
(320-1.320) (150-1.460)

&P letras diferentes en igual columna difieren significativamente (p < 0,05, test de Kruskal Wallis)
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Tabla 2. Reduccién del hpg (promedio, desvio estandard y rango) en corderos parasitados por Haemonchus spp
tratados simultaneamente con tres antihelminticos o con moxidectina.

Tratamiento n Dosis / via Hpg dia 0 Hpg dia 14 TRCH (intervalos de
confianza)
Levamisol 12 | 8 mg/kg/sc 1.020 + 980 ° 335+428° 67,1 %
Febendazol 5mg / kg / oral (150-4.520) (0-1.440) (41-88)
Ivermectina 0.2mg/kg/sc
Moxidectina 13 | 0.2 mg/ kg /sc 1.228 + 1116 ° 235 + 405 ° 80,9 %
(150-3.280) (0-1.240) (61-93)

&P letras diferentes en igual columna difieren significativamente (p < 0,05, test de Wilcoxon)

Discusion y Conclusiones

Los resultados del primer TRCH muestran que
el febendazol y el closantel fueron totalmente
inefectivos para controlar este aislamiento de
Haemonchus spp y que el 75 % de reduccién
observado con el levamisol también es
indicativo de la falta de eficacia de esta droga
ya que los antihelminticos efectivos producen
reducciones de al menos el 95 % en el TRCH.
Si bien el febendazol y el levamisol habian sido
utilizados anteriormente y en forma masiva
sobre esta majada, de particular interés es la
ineficacia del closantel con el cual no existian
antecedentes de uso en la misma. Sin embargo
deberia considerarse que la constitucion
original de esta majada se realiz6 con animales
de diferentes origenes y probablemente esta
situacioén y/o el ingreso en los afnos posteriores
de reproductores portando genes resistentes a
esta droga podria haber resultado en el
desarrollo de aislamientos o cepas de parasitos
resistentes a este u otros antihelminticos. La
moxidectina y la ivermectina son lactonas
macrociclicas pero el desarrollo de resistencia
no es identico . Bajo condiciones de campo y a
la dosis recomendada, la moxidectina puede
mostrar mayor eficacia, frente a Haemonchus
spp con resistencia a ivermectina . En este
estudio la moxidectina mostré la mayor eficacia
relativa, pero inferior al “cut off” de 95%
recomendado. La administracién simultanea de
febendazole, levamisole e ivermectina no
mejoro la eficacia observada
independientemente con al menos las dos
primeras drogas. Este es el primer informe de
un aislamiento de Haemonchus spp con
resistencia a multiples antihelminticos
parasitando a ovinos en la provincia de Santa
Fe. Si bien la combinacion de antihelminticos
con diferente modo de accién esta siendo
impulsada en muchos paises, la informacion
disponible aun presenta inconsistencias sobre
los potenciales efectos aditivos o sinérgicos de
estas combinaciones.

La eficacia de las combinaciones podria llegar
a ser justificada para demorar la aparicion de
resistencia antes de que esta sea detectable.
Sin embargo y de acuerdo a los datos de la
presente experiencia, la utilidad de estas
combinaciones es reducida en presencia de
altos niveles de resistencia y enfatiza en la
necesidad de cumplir con una serie de
requisitos o condiciones previas para justificar
su uso generalizado. En este contexto cada
establecimiento deberia conocer previamente
su status de resistencia y esta informacion
deberia ser critica para la eleccion de los
antihelminticos a utilizar.
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RESISTENCIA ANTIHELMINTICA EN ESTABLECIMIENTOS PRODUCTIVOS
OVINOS EN LA REGION SEMIARIDA PAMPEANA

Cristel, S.L.
Grupo de Sanidad Animal. INTA EEA Anguil

Introduccioén

La resistencia antihelmintica (RA) se define
como la capacidad heredable de los parasitos
de sobrevivir a tratamientos con drogas
antihelminticas que a dosis terapéuticas
normalmente causan la inhibicion del
crecimiento o muerte del parasito. Los
parasitos gastrointestinales de los ovinos
ocasionan importantes pérdidas econdmicas,
actualmente el control de los mismos se basa
casi exclusivamente en la administracién de
drogas antihelminticas. En Argentina la presen-
cia de resistencia antihelmintica (RA) en
establecimientos agropecuarios es cada vez
mas elevada. La alta frecuencia de
tratamientos es la principal causa generadora
de este fendbmeno en sistemas productivos
ovinos. Estudios realizados anteriormente a
mediados de los noventa han mostrado RA
frente a los antihelminticos, en principio
benzimidazoles, levamisol e ivermectina sobre
todo en la region litoral de Argentina. Trabajos
posteriores demostraron un aumento de la RA
en la misma zona pero con un marcado
aumento de la resistencia frente a la
ivermectina y un aumento de la resistencia
general en las majadas de la provincia de
Buenos Aires. El objetivo del presente trabajo
fue evaluar la resistencia antihelmintica en
establecimientos productivos ovinos en la
regibn semidrida pampeana frente a cuatro
drogas antihelminticas: ivermectina (IVM),
benzimidazol (BZD), closantel (CLS) vy
levamisol (LVM).

Materiales y Métodos

El porcentaje de eficacia se determind en 7
establecimientos ovinos de la regiéon semiarida
pampeana a través de la prueba de reduccion
del conteo de huevos (PRCH) la cual se llevo a
cabo a partir de corderos de destete de 6 a 12
meses de edad, infestados con nematodes
gastrointestinales naturalmente a campo y con
un minimo promedio de 200 hpg. El conteo de
huevos por gramo de heces (hpg) se realizd
segun técnica Mcmaster modificada por
Roberts y O’Sullivan (1949). Ademas se
llevaron a cabo la recuperacion, diferenciacion
por género y conteo de larvas infestantes (L3) a
partir de las muestras de los distintos grupos
por medio de coprocultivos por técnica de
Suarez (1997) para la identificacion de los
géneros de nematodes involucrados en la
resistencia. Se conformaron 5 grupos de 15
ovinos cada uno: un Grupo Tratado T para

cada droga probada y un Grupo Control C (sin
tratamiento) y se llevaron a cabo 2 muestreos
de materia fecal: el dia 0 del tratamiento: 1 y el
dia 14 postratamiento: 2. Los valores de
eficacia se obtuvieron mediante el método de
WAAVP: PRCH=100 (1-[Tratado2/Control2]),
donde T2= media aritmética de hpg del grupo
tratado el dia 14 post-tratamiento y C2= media
aritmética de hpg del grupo control el dia 14.
Se consideré6 como resistencia a porcentajes
de reduccion del conteo de huevos <95%, y
susceptibles cuando los mismos fueron = al
95%.

Resultados

La evaluacién de la eficacia de antiparasitarios
demostré que de los 7 establecimientos ovinos
evaluados 6 campos (85.7%) presentaron
resistencia al menos hacia uno de los anti-
helminticos evaluados y solo 1 establecimiento
presentaba susceptibilidad a todas las drogas
probadas. Se hallé RA a ivermectina (IVM) en 5
establecimientos (71.4%) siendo Haemonchus
el principal género involucrado. Los valores de
eficacia segun WAAVP oscilaron entre O-
87.5% para este principio activo. En 4 estable-
cimientos (57.1%) se hall6 resistencia a
benzimidazoles (BZD), el rango de eficacias en
este caso varia entre 25.5-87.5%, el unico
género resistente a esta droga fue
Haemonchus. Por otro lado se evidencié RA
conjunta a IVM y BZD en 3 establecimientos
(42.8%) del total de campos evaluados. CLS vy
LVM fueron los principios activos que no
presentaron resistencia en ninguno de los
establecimientos evaluados.Los porcentajes de
eficacia promedios para ambos compuestos
fueron de 98% y 99.37% respectivamente. El
género predominante presente en todos los
rodeos que presentaron tanto resistencia a
BZD como a IVM fue Haemonchus contortus.

Tabla 1. Numero de campos con reduccion del
conteo de huevos <95% y porcentajes de eficacia
romedio de los antihelminticos

%

N° campos O i .
Droga RCH < cscn;ﬁ(ls % eficacias promedios
95% y rangos
95%

IVM 05/7 71.4 58.4 + 36.2 (0 — 87.5)

52.2+31.9(25,5-
BzD 04/7 57.1 90.1)
CLS 0/7 0 98.0 £ 1.5 (96 — 100)
LVM 0/7 0 99,3 £ 0.7 (98,2 — 100)

Ref. Tabla 1: RCH: Reduccion del conteo de huevos, IVM:
ivermectina, BZD: benzimidazoles, CLS: closantel, LVM:
levamisol



Discusion

Segun los resultados obtenidos, el porcentaje
de establecimientos con ineficacia al menos
hacia una de las drogas evaluadas es alto. La
frecuencia de dosificaciones ha sido
identificada como uno de los factores mas
importantes en el desarrollo de resistencia y en
general se realiza un uso excesivo de los
antihelminticos sin responder a fundamentos
epidemiolégicos o sin  un  diagnéstico
parasitolégico adecuado. Los resultados del
presente trabajo junto a estudios anteriores
realizados en otras regiones lleva a considerar
que la RA ha crecido considerablemente en el
pais. Un estudio anterior realizado en diversas
provincias de Argentina indicaba que un 62%
de las majadas presentaban poblaciones de
nematodes con RA, como en la provincia de
Bs. As por ejemplo, mientras que un 100 % de
los establecimientos presentaron RA en la
provincia de Corrientes. En el presente estudio
un 85,7% de los establecimientos evaluados
presentaron resistencia al menos a uno de los
principios activos y en solo un establecimiento
(14,2%) se observo susceptibilidad a todas las
drogas probadas. Con respecto a la RA a BZD
se hall6 resistencia en 57.1% de las majadas,
con un rango de eficacias que en este caso
varia entre 25.5 — 87.5%, halldndose aun con
valores de resistencia por debajo de los
antecedentes en la regioén noreste del pais en
la decada del 90 donde se observaba que 82%
de los establecimientos evaluados era
resistente a BZD. Los valores de resistencia
antihelmintica combinada en el caso de IVM-
BZD es del 42,8%. En estudios anteriores la
escala de resistencia combinada se
encontraban por encima del 20% de los
establecimientos, los cuales presentaban
resistencia al uso combinado de
benzimidazoles y levamisol.

Por otro lado el porcentaje de RA a IVM, con un
porcentaje promedio de eficacia de 58.4% y un
rango de la misma de 0 a 87.5% se evidencid
en 5/7 (71.4%) de las majadas, valor relevante
comparado con el 50% registrado en 2005
(Caracostantogolo et al., 2005) y demuestra
que la RA a ivermectina se ha generalizado
debido a su uso masivo en las Ultimas décadas.
Cabe remarcar la eficacia del CLS y LVM en
cuyos casos sus altos porcentajes de eficacia
superiores al 98% contrastan con los reportes
pertenecientes a otras provincias, en especial
Corrientes, donde el 55% de los campos tenia
resistencia al LVM y CLS. Esto se atribuye al
escaso uso de dichas drogas en los sistemas
productivos ovinos de la region .Este hecho
destaca la importancia de estos principios
activos en la regién semiarida pampeana
dando lugar a la oportunidad de usarlos
adecuadamente en el futuro planteo del control
parasitario. Esto es de suma importancia
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teniendo en cuenta el contexto actual de la RA
en la produccion ovina, donde la resistencia a
los antihelminticos esta tan instalada y
generalizada sobre todo en los
establecimientos ovinos del noreste argentino
donde los distintos géneros parasitarios
presentan resistencia a ivermectina,
benzimidazoles, levamisol y closantel. Para un
uso racional de los antihelminticos es necesario
contar con un diagndstico parasitolégico en
base a hpg y coprocultivos para que las
desparasitaciones respondan a un
conocimiento epidemiolégico adecuado por
parte del profesional veterinario.

Conclusiones

En base a los resultados obtenidos se puede
considerar que la resistencia antihelmintica
esta instalada en los diferentes sistemas
productivos ovinos de la region semiarida
pampeana. Hasta el momento mas del 85% de
los establecimientos muestreados presentan
resistencia. El grado de RA de Haemonchus
contortus a ivermectinas y benzimidazoles es
preponderante y se deben profundizar los
estudios a nivel regional para evaluar con
mayor precision la participacion del resto de los
géneros parasitarios frente a todos los grupos
quimicos en la problematica de la RA. El
closantel y levamisol mantienen por el
momento su eficacia en esta region,
posicionando estas drogas en un lugar
privilegiado para mantener sustentables los
programas de control parasitario.
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Introduccién

El control de las enfermedades parasitarias
basado en la aplicacién continuada de
principios activos de amplio espectro no resulta
sostenible en el mediano y largo plazo (Nari,
2003). En nuestro pais, durante la dultima
década la eficiencia del control de las
infecciones parasitarias se vio afectada por
varias circunstancias entre ellas, la resistencia
antihelmintica como consecuencia de la
utilizacion de los mismos principios activos
durante mas de 30 afios y de manera irracional
(Steffan et al., 2012). Los principales factores
que influencian sobre la seleccion de genes
resistentes son la frecuencia de los
tratamientos y la proporcién de parasitos en
refugio (Fiel et al, 2001, Nari 2003). Se
denomina poblacion en refugio a la proporcion
de parasitos que no se encuentra sujeta a
selecciéon por los tratamientos quimicos,
mayoritariamente en la fase de vida libre, y por
lo tanto, cuanto mayor es la proporcion de la
poblacién que se encuentra en las pasturas,
menor es la seleccidbn por resistencia
(Sangster, 2001). En tal sentido, Ila
descendencia de los individuos que sobreviven
a un tratamiento podran diluirse o por el
contrario constituirse en una parte importante
de la préxima generacién parasitaria de
acuerdo a la mayor o menor abundancia de las
poblaciones en refugio. El incremento de la
poblacién en refugio podria constituir un
aspecto fundamental en el manejo de la
resistencia y la posibilidad de diluir los genes
resistentes por la introduccién de nematodos
susceptibles. La relevancia epidemioldgica de
este proceso esta basada en el enorme
potencial bidtico de los parasitos, que permitiria
cambiar rapidamente la composicion genética
del refugio (Nari, 2003). Teniendo en
consideracion estos factores, el objetivo del
presente trabajo fue recuperar la eficacia del
fenbendazol (FBZ) en poblaciones de H.
contortus resistentes a este farmaco mediante
el manejo del refugio y la introducciéon de
corderos infectados  artificialmente  con
nematodos susceptibles a los bencimidazoles
(BZMs).

Materiales y Métodos

El estudio se llevdo a cabo en un campo
experimental ubicado en el sudeste de la

provincia de Buenos Aires, Argentina, donde la
eficacia clinica de FBZ en la poblacion total de
parasitos y la eficacia absoluta de FBZ en H.
contortus  fueron de 822% y 0%
respectivamente.

En el primer afo se utilizaron 40 corderos
Corriedale y Texel que se colocaron en una
pastura infestada naturalmente con H.
contortus resistente a BZMs. Se llevo a cabo un
programa de control parasitario basado en el
conteo de huevos en materia fecal (HPG) cada
dos semanas y se realizaron tratamientos
antiparasitarios cuando se considerd necesario,
con el propdsito de disminuir la poblacién de
larvas en el pasto. Se utilizaron farmacos muy
eficaces como el Monepantel y Derquantel +
Abamectina, en forma alternada, para asegurar
el éxito del tratamiento y no realizar una
seleccion de genes resistentes relacionados
con los BZMs. En el segundo afo, 42 nuevos
corderos se inocularon por via oral con 3000
larvas infestivas de H. contortus susceptible a
BZMs y se colocaron en el potrero donde se
habian alojado la majada experimental el afio
anterior, lo que permitié a la cepa susceptible a
BZMs establecerse como refugio. Ademas, se
llevd a cabo un programa de control de
nematodos mediante HPG y FAMACHA® para
evaluar la necesidad del tratamiento individual
con levamisol y exclusion de los célculos. Para
evaluar la eficacia clinica y la absoluta de FBZ
se realizé un Test de reduccién del conteo de
huevos (TRCH) y un test de eficacia controlada
(TEC) segun los lineamientos de la World
Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology (WAAVP) a los 16 meses post
inoculacion con la cepa susceptible.

Resultados

En el Grafico 1 se observan los valores de HPG
durante el primer afio del trabajo, en donde se
realizaron 8 tratamientos antiparasitarios con el
fin de reducir la cantidad de larvas infestivas en
el refugio, poniendo énfasis en los ultimos
meses del afio y disminuir el pie de infeccion.
En el Grafico 2 se observan los valores de HPG
durante el segundo afio, momento en que
ocurrio el establecimiento de la cepa
susceptible de H. contortus en el potrero
experimental.

A los 16 meses post inoculacion los valores de
eficacia clinica para FBZ fueron de 50,6 % para
la poblacién total de nematodos, mientras que
para H. contortus el valor ascendio a 97, 8 %.



Los nematodos intestinales Nematodirus
spathiger 'y Trichostrongylus colubriformis
permanecieron resistentes a FBZ al final del
estudio, con eficacias de 279 % y 0 %
respectivamente.

Grafico 1. Valores de HPG y tratamientos durante el
manejo del refugio del primer afio.

HPG

Grafico 2. HPG durante el establecimiento del
refugio de la cepa susceptible en el segundo afio.

Discusion

Los niveles de HPG obtenidos durante el
primer afio demuestran que el control
parasitario realizado, con énfasis en la segunda
parte del afo, fue eficaz para disminuir el
refugio en la pastura del potrero donde se llevo
a cabo el estudio. Esta medida fue decisiva
para permitir la implantacion de la cepa
susceptible al segundo afo, tal como se mostré
en el Grafico 2., y esto probablemente se deba
a la disminucion del pie de infeccion y por lo
tanto disminucién de competencia en el refugio
entre las cepas susceptibles y resistentes.
Resultdé fundamental mantener un monitoreo
permanente mediante HPG y FAMACHA® en
los animales, que sumado al conocimiento
epidemiolégico  contribuyé a  evitar la
presentacion clinica de la enfermedad vy
mantener la infestacion del potrero en forma
controlada. Los valores del TRCH y TEC inicial
y final demuestran que el recambio de cepa de
H. contortus resistente por susceptible puede
lograrse y ser exitoso.
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Conclusion

Las infecciones experimentales de los corderos
con H. contortus susceptibles a los BZMs
fueron exitosos Los niveles altos del TEC asi
como los resultados de los coprocultivos e
infectividad de la pastura confirmaron el
establecimiento de un nuevo refugio dominado
por el H. contortus susceptible incoculado.
Tanto los resultados de FECRT como los de
TEC demostraron un retorno progresivo y
significativo de la eficacia de los BZMs durante
el periodo de estudio. Estas observaciones
confirman la posibilidad de que una poblacién
de parasitos resistentes sea reemplazada por
una susceptible a través de la inoculacion
apropiada de especies susceptibles de H.
contortus. El conocimiento y la explotacion de
la ecologia y epidemiologia del parasito es un
componente clave del éxito con este potencial y
los resultados de este estudio fomentan la
continuacion de esta linea de investigacion
para encontrar una alternativa practica para la
recuperacion de la eficacia de los BZMs en los
sistemas de produccién de pastoreo.

El presente trabajo demuestra que es posible
mitigar el fendmeno de la resistencia
antihelmintica a través del manejo del refugio
larvario y la sustitucién de una poblacion de
nematodos resistentes por susceptibles
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FAMACHA Y SU RELACION CON EL VALOR DEL HEMATOCRITO Y HPG EN
CABRAS DE SAN LUIS

Rossanigo C. E.y Page W. P.
INTA EEA San Luis.

Introduccion

Dentro de las enfermedades que ocasionan un
gran deterioro en la produccion caprina, las
parasitosis internas tienen una importancia
preponderante, especialmente las producidas
por nematodos gastrointestinales. Haemonchus
contortus es la especie dominante en Argentina
y de mayor importancia por las pérdidas que
ocasiona. No produce diarrea pero si anemias
con mortandad, especialmente en los meses
calidos y lluviosos de la primavera-verano. La
presentacion de sintomas clinicos y el deterioro
productivo generalmente ocurre en una fraccion
de animales sensibles que al interior de la
majada concentra elevada carga de este
parasito. Malan y Van Wyk (1992), observaron
la existencia de correlacion entre el color de la
conjuntiva ocular, valor del hematocrito y nivel
de infestacién por Haemonchus contortus. Este
hallazgo permitid6 desarrollar el método de
control parasitario conocido como FAMACHA®
(FAM), mediante el cual en los animales
clasificados como sensibles el color de la
conjuntiva ocular oscila desde rosado hasta
blanco, mientras que en los resistentes va del
rojo al rosado. El objetivo del presente estudio
fue evaluar la deteccién de cabras anémicas
por Haemonchus mediante FAM en un tipico
sistema caprinero de San Luis en los meses del
verano

Materiales y Métodos

El estudio se llevd a cabo en un
establecimiento de produccion de cabritos
ubicado en Villa Mercedes (SL), a partir de una
majada de 550 cabras tipo criollo Sanluisefio
cruzadas predominantemente con Anglo
Nubian, mantenidas en una cadena forrajera de
pasturas diversas. El ensayo se realizd durante
los meses estivales (octubre 2013 a abril 2014)
que registraron una temperatura media
promedio de 19, 8° y una precipitacion total de
907 mm. Las observaciones se realizaron
sobre dos grupos de 22 animales: el grupo 1
(G1) sin desparasitar al comienzo del ensayo y el
grupo 2 (G2) desparasitado al comienzo de la
estacion estival (manejo del establecimiento) con
Ricobendazol al 15 %, ajustada a una dosis
caprina de 2 ml/40 Kg, equivalente a 7,5 mg/kg.
Mensualmente las cabras fueron muestreadas
de heces para determinar la cantidad de

huevos de nematodos por gr de materia fecal
(Hpg) empleando la técnica de Mc Master
modificada y la identificacion de los géneros
mediante coprocultivos. A partir de sangre con
heparina obtenida de la punciéon yugular se
determiné el hematocrito (Hem) de cada cabra
en ambos grupos. Paralelamente se determiné
la condicién corporal (CC) individual a través de
una escala de 1 a 5 y se observé el color de la
mucosa de la conjuntiva ocular de acuerdo a la
graduacion de colores FAM con cinco grados:
1) rojo, sin anemia; 2) rojo claro, sin anemia; 3)
rosado, casi anémica; 4) rosada blanquecina,
con anemia; 5) blanco porcelana, con anemia
severa. Los animales con los grados 4 y 5
fueron desparasitados con la misma droga vy
dosis antes descripta. Los datos obtenidos
fueron procesados mediante analisis de la
varianza con modelos mixtos para modelar la
variabilidad dentro de FAM vy la diferencia entre
n (tamafo de muestra) (Software estadistico
Infostat/P 2013). Se calcul6 la sensibilidad y la
especificidad (corte de hematocrito de <19
como indicador de anemia). La relacion
existente entre los grados de FAM, el
hematocrito y los HPG se estimé mediante los
coeficientes de correlacion.

Resultados

Los coprocultivos demostraron un predominio
de larvas de Haemonchus superior al 64%
promedio del periodo. La Figura 1 muestra la
evolucién media de los Hpg, grado de FAM vy
animales tratados por FAM en ambos grupos.

Figura 1. Evolucion hpg, FAM y animales tratados
por FAM en ambos grupos.



Los resultados de los Hem, Hpg y CC de
ambos grupos de acuerdo a FAM se observan
en la Tabla 1. Las correlaciones entre FAM y
Hem fue de r= -0,56 y r= -0,50, entre FAM y
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Hpg r= 0,46 y r= 0,29 y entre FAM y CC r= -
0,53 y r=-0,33 respectivamente para G1y G2.
En la Tabla 2 se observa la sensibilidad y
especificidad de la metodologia FAM.

Tabla 1. Valores Hem, Hpg y CC de ambos grupos segun FAM.

Hem HPG cC
FAM
n Media DE media DE media DE
5 3 18,1a 1,1 4400 a 682 21a 0,1
4 13 20,6 b 2,2 4498 a 1564 22a 0,2
G1 3 102 293¢ 4.1 1607 b 1284 26b 0,3
2 22 31,4d 3,8 1439 b 1260 28¢c 0,2
1 0 - - - - - -
Media 140 28,6 4,9 1909 1587 2,6 0,3
5 1 12,3 a - 5200 a -- 20a -
4 5 16,9 a 3,5 4464 a 529 21a 0,1
G2 3 112 28,1b 4,4 1570 b 1023 26b 0,3
2 40 31,1¢c 6,3 1356 b 139 27¢c 0,3
1 0 - -—- - -- - --
Media 158 28,4 5,3 1623 1362 2,6 0,3

Medias: letras diferentes indican que son significativamente diferentes (p < 0,05)

Tabla 2: Sensibilidad y especificidad segun grado
FAM.

FAMACHA + | Sensibilidad | Especificidad
- Grado 3,4y 5 100 17
Grado4y5 88 93
Grado 3,4y 5 100 74
G2
Grado4y5 83 99

Discusion y Conclusiones

Los grados de FAM 2 y 3 fueron los mas
numerosos y con hematocritos mas alto que los
de la bibliografia, mientras que los grados 4 y 5
se encontraron dentro de los parametros de
hematocritos anémicos. Al considerar los
grados 4 y 5 la metodologia FAM mostro alta
capacidad (sensibilidad) en la deteccion de
enfermos y alta capacidad en la
deteccion de sujetos sanos (especificidad). Al
final del estudio se observé la misma carga de
Hpg entre los grupos, a pesar que G1 utilizd un
30% menos de antihelmintico respecto a G2.

El uso de FAMACHA en caprinos constituye
una herramienta de gran utilidad para el control
de la haemoncosis, ya que permite detectar y
desparasitar a los animales del rebafio que se
manifiestan como mas sensibles a los
Haemonchus (Tratamientos selectivos).
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EVALUACION ANTIHELMiNTICA In vitro DE EXTRACTOS VEGETALES DE
ESPECIES AUTOCTONAS DEL NORTE ARGENTINO

Schapiro, J."2; Morici, G."?: Di Ciaccio, L."%; Bruttomesso, M."??; Salvat, A."; Fortunato, R.>*®
"Instituto de Patobiologia, INTA Castelar; 2Catedras de Parasitologia Universidad del Salvador; 3CONICET
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Introduccién

Las infecciones por nematodos
gastrointestinales estan ampliamente
distribuidas y se consideran una de las
principales causas de pérdidas en produccion.
En las ultimas décadas el control antiparasitario
se bas6 casi exclusivamente en el uso de
drogas antihelminticas cuyo uso frecuente,
indiscriminado, y carente de criterio
epidemioldgico, condujo a la seleccion de
poblaciones de nematodos resistentes. Esta
resistencia a los antiparasitarios se encuentra
ampliamente distribuida y en algunos lugares
torna ineficiente la produccién animal, tal es el
caso de establecimientos en donde hay
ausencia de respuesta al tratamiento frente a
todos los grupos quimicos. Esta situacion
amerita plantear cambios en el modo de uso,
asi como también desarrollar herramientas
alternativas o complementarias al control
quimico. En este sentido, la investigacién de
extractos de plantas para el control de
parasitos en medicina veterinaria tuvo un
crecimiento notorio en los ultimos 25 afios y
desde entonces existe un marcado interés para
considerarlo dentro de las estrategias no
quimicas para el control. Estas plantas son
denominadas bioactivas, ya que una gran
variedad de ellas como sus extractos,
contienen compuestos quimicos capaces de
producir variados efectos terapéuticos, entre
los que se informd sobre su capacidad como
nematodicidas El objetivo de este trabajo fue
evaluar in vitro el efecto antihelmintico de
extractos de vegetales (EV) de especies
nativas del norte de Argentina sobre los
estadios de huevo y larvas infectivas de una
cepa pura de Haemonchus contortus que es
considerado el nematodo mas patégeno que
afecta a los ovinos, con el fin de poder
seleccionar posibles candidatos que puedan
sumarse al control de parasitos. Para ello se
efectuaron el “test de inhibicion de la eclosién
de huevos” (egg hatching test -EHA-) y el “test
de inhibicibn de migracion larval” (larval
migration inhibition assay -LMIA-).

Materiales y Métodos

Plantas y extractos vegetales: En las regiones
aridas y semiaridas del norte argentino se
efectud una recoleccion de diferentes familias
de especies de plantas nativas en la busqueda
de principios activos de interés medicinal. Se

recolectaron 5 kg de material fresco de distintas
partes de una misma especie (raiz, ramas,
hojas, flores, frutos y corteza), se desecaron a
temperatura ambiente y fueron molidas. La
separacion de cada parte de la planta tiene el
objetivo de evaluar separadamente los efectos
que puedan poseer. Para preparar los extractos
se realizé una extraccion con metanol y se
conservoé en dimetilsulfoxido (DMSO).

Ensayos:
En este trabajo se llevaron a cabo 2 series de

ensayos in vitro utilizando una cepa pura de H.
contortus. El primero es una modificacion del
test de inhibicion en la eclosién de huevos
utilizado para evaluar la resistencia
antihelmintica a los benzimidazoles y consistié
en incubar una cantidad conocida de huevos de
Haemonchus contortus de pocas horas de
eliminados (frescos, no larvados) frente a
concentraciones seriadas de extractos con
potencial actividad antihelmintica con el fin de
evaluar su capacidad para inhibir la eclosion de
huevos (Foto 1). El segundo, se basé en medir
la capacidad migratoria de las larvas infectivas
(L3) a través de una malla de 28 pym luego de
haber estado en incubacion con
concentraciones seriadas de un extracto
vegetal (Demeler 2010). En ambos casos se
evaluaron por triplicado 6 concentraciones de
cada extracto vegetal, un control negativo y un
control del efecto del DMSO. EI soporte
utilizado fueron placas estériles de cultivo
celular multipocillos Falcon™ (de 24 pocillos)
de fondo plano con tapa.

Foto 1: Técnica de inhibicion en la eclosion de
huevos. Observacion con el microscopio invertido de
un pocillo con huevos enfrentados con una solucion
de extracto vegetal



Resultados

El material biolégico que mostré bioactividad
crece de las provincias de Jujuy, Salta,
Formosa, Chaco y Santiago del Estero.

Test de inhibicidn en la eclosiéon de huevos: se
evaluaron 53 extractos vegetales, y se observo
una clara respuesta dosis dependiente, dado
que a las mas altas concentraciones (62,5
pg/ml)  demostraron tener mejor efecto
alcanzando valores de 25% de inhibicién de la
eclosion de huevos. En la Tabla 1 se presentan
discriminados por Familias las diferentes
cantidades de EV que obtuvieron porcentajes
de inhibicion superior al 25% en las
concentraciones mas altas.

Tabla 1. Cantidad de EV con porcentaje de
inhibicion en la eclosién de huevos superior al 25%
en las concentraciones mas altas.

Familia EV con Total de EV
inhibicion estudiados
>25% (n=53)

Rubiaceae 5 7

Solanaceae 4 20

Zygophyllaceae 4 8

Polyganaceae 0 4

Leguminoaseae 6 11

Bignoniaceae 1 2

Anacardiaceae 1 1

Tabla 2. Cantidad de EV con porcentaje de
inhibicidn en la migracidn larval superior al 25%.

Familia EV con Total de EV
inhibicion estudiados
>25% (n=50)

Solanaceae 0 2

Leguminoaseae 5 41

Bignoniaceae 0 2

Anacardiaceae 0 1

Lamiaceae 0 1

Euphorbiaceae 0 3

Test de inhibicién en la migracién larval: se
observd en microscopio invertido y se
contabilizaron las larvas que migraron y las que
no pudieron hacerlo. Finalmente se calculé el
porcentaje de larvas no migradas con respecto
al namero total de larvas. Los resultados
obtenidos concuerdan con lo observado en el
test EHA en cuanto a que los porcentajes de
inhibicion de los 50 extractos vegetales
estudiados se incrementaron con el aumento
de las concentraciones, evidenciandose una
clara respuesta dosis dependiente. En la Tabla
2 se presentan discriminados por Familias las
diferentes cantidades de EV estudiadas en los
cuales el porcentaje de inhibicion en la
migracién larval resulté superior al 25% en las
concentraciones mas altas.
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Discusion

En este trabajo de experimentacion se logré
hacer un screening de varios extractos
vegetales con el fin de identificar a los que
tienen efecto antihelmintico actuando sobre
procesos concretos como la eclosién de
huevos y la migracion de larvas. Se pudo
observar que tanto la inhibicion de la eclosién
de huevos como la inhibicién de la migracion
larval fueron dosis dependientes, es decir que
los mayores porcentajes de inhibicion se
produjeron en aquellos pocillos donde los
huevos y las larvas estaban enfrentados con
las mayores concentraciones de extractos
vegetales, y este valor fue decreciendo a
medida que disminuian las concentraciones
hasta alcanzar un valor minimo en el ultimo
pocillo. Esto indica que las técnicas utilizadas
fueron adecuadas y confiables para ser
utilizadas en el screening primario de
sustancias con actividad nematodicida.

Conclusion

Las técnicas in vitro empleadas fueron de
utilidad para detectar 26 extractos vegetales de
las familias Rubiaceae, Solanaceae,
Zygophyllaceae, Polyganaceae,
Leguminoaseae, Bignoniaceae, Anacardiaceae,
Lamiaceae y Euphorbiaceae que podrian ser
candidatos en estudios futuros. Sin embargo,
una evaluacion ulterior deberia tener en cuenta
el efecto antihelmintico y la inocuidad de
concentraciones mayores a las utilizadas en
estas experiencias, la abundancia del vegetal
en la naturaleza, su palatabilidad, la posibilidad
de cultivo, sus ventajas y desventajas para la
conservacion del suelo, su crecimiento vy
expansion controlables, la posibilidad de
incluirlo en formulaciones de administracion
sencilla en las que su actividad no decaiga o lo
haga lentamente, etc.
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DISTRIBUCION DE LA MELOFAGOSIS OVINA EN ARGENTINA Y SU RELACION
CON LAS TEMPERATURAS AMBIENTALES

Larroza, M.; Raffo F.; Olaechea, F.
Grupo Salud Animal INTA Bariloche

Introduccién

La melofagosis, causada por el diptero
Melophagus ovinus (“falsa garrapata”) (Foto 1)
es una de las principales ectoparasitosis que
afectan a las majadas de ovinos. Su evolucién
y diseminacion estd relacionada con las
condiciones climaticas, principalmente con la
temperatura. El area principal de difusion de la
melofagosis en Argentina es la Region
Patagonica, donde existen condiciones
climaticas favorables para el desarrollo de M.
ovinus. En esta Region, los hallazgos del
parasito son constantes, principalmente en las
zonas humedas de la precordillera y sur de
Santa Cruz y Tierra del Fuego, observandose
una dispersion que también afecta las majadas
de la meseta arida y costa atlantica (Olaechea
et al., 2006). Esta dispersion ha sido atribuida
al abandono de los bafios antisarnicos por
parte de los productores, ante la opcion de los
productos sistémicos inyectables, ya que la
mayoria de estos, aplicados como sarnifugos,
no erradican los mel6fagos. Adicionalmente, la
escasa sintomatologia clinica dificulta el
diagnostico temprano en los sistemas
extensivos de cria ovina, lo cual determina que
las infestaciones leves y las fallas de los
tratamientos, generalmente se detecten a la
esquila. Si bien se tiene conocimiento de
ambientes donde se encuentra el parasito, no
existen hasta el momento relevamientos que
permitan  caracterizar con certeza su
distribuciéon. Considerando esto, el objetivo del
presente trabajo fue obtener informacién
actualizada sobre la dispersion de M. ovinus en
la Argentina, relacionando los hallazgos con las
temperaturas ambientales de las areas
afectadas.

Foto 1. Melophagus ovinus.

Materiales y Métodos

Se realizaron encuestas confeccionadas con un
disefio descriptivo y transversal, tomando como
referencia los cuestionarios utilizados en los
trabajos de Bisdorff y Wall (2006). Las mismas
fueron hechas en forma personalizada a los
duefos, administradores o encargados de
establecimientos ganaderos durante los afios
2010 y 2011, en las regiones Noroeste (NOA),
Noreste (NEA), Cuyo, Pampeana y Patagonica.
El numero de encuestas realizadas en cada
una de las regiones relevadas se relaciond con
el porcentaje de ovinos presentes en las
mismas. Los establecimientos encuestados
fueron ubicados geograficamente y se
obtuvieron registros de temperatura superficial
mediante imagenes del satélite MODIS
(producto MOD11A2), calculando las
temperaturas promedio mensuales (TPM) para
el periodo estudiado. Con estos valores se
calcularon las TPM para las provincias
relevadas y se compararon estadisticamente a
nivel grupal las provincias con y sin registros
del parasito, mediante la prueba T de Student.

Resultados

Se  encuestaron un  total de 177
establecimientos ganaderos ovinos de 18
provincias, que sumaron en total 1.491.867
hectareas y una existencia de 590.691 ovinos
(Tabla 1 y Mapa 1). Como puede observarse, el
70% de la encuestas (n: 123) corresponde a la
Regién Patagdnica, que concentra
aproximadamente el 70% de la poblacién ovina
del pais, mientras que el restante 30% de las
encuestas (n: 54), se distribuyé en las
Regiones Pampeana, Noreste, Noroeste vy
Cuyo (14, 11, 5y 1 % de la poblacién ovina
nacional respectivamente).

Tabla 1. Numero y porcentaje de encuestas
realizadas en las Regiones Noroeste, Noreste, Cuyo,
Pampeana y Patagonica (n: 177).

n’ % n’ %

Region ovinos*  ovinos encuestas icuestas
Noroeste 663.736 5 14 8
Noreste 1.613.921 11 6 3
Cuyo 195.136 1 5 3
Pampeana 2.060.668 14 29 16
Patagdénica  10.198.685 69 123 70

Total 14.732.146 100 177 100



Mapa 1. Localizacién de los establecimientos
encuestados en las Regiones Noroeste, Noreste,
Cuyo, Pampeana y Patagodnica, y provincias (n: 177).

La presencia de Melophagus ovinus fue
identificada en 96 establecimientos sobre los
177 encuestados en el pais, lo cual representa
mas del 50% de los relevamientos. Los
hallazgos corresponden a 2 de las 5 regiones:
Noroeste y Patagonia. En la regién del
Noroeste, se observdé Ila presencia de
meldfagos en  establecimientos de las
provincias de Salta y Jujuy. En el caso de
Salta, 5 de las 6 encuestas resultaron positivas,
mientras que en Jujuy, en 2 de los 3 casos se
observo la presencia del parasito. Con respecto
a la region Patagonica, todas las provincias
relevadas (Neuquén, Rio Negro, Chubut, Santa
Cruz y Tierra del Fuego) tuvieron registros de
meléfagos, con un 80% de positividad en la
region. En cuanto a los registros de
temperatura  ambiental, se encontraron
diferencias (p < 0,05) entre las temperaturas
promedio mensuales del grupo de provincias
con hallazgos de meléfagos con respecto al
grupo de provincias sin hallazgos del parasito.
A lo largo del afio, se observd que las
temperaturas promedio mensuales conservaron
valores entre 5 y 7°C mas bajos en las
provincias donde se registro la presencia de M.
ovinus (Grafico 1).
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Grafico 1. Temperaturas Promedio Mensuales
(TPM) de las localidades encuestadas con y sin
registro de meldfagos.

Discusion

En algunas provincias sin registros de M.
ovinus segun las encuestas realizadas, como
Mendoza, las TPM serian cercanas a las TPM
de las provincias con hallazgos. A partir de esta
observacién, se consideran necesario realizar
relevamientos mas exhaustivos que confirmen
la inexistencia de meléfagos en las zonas
donde no se registraron observaciones, y evitar
su ingreso en las zonas que no tendrian
limitaciones climaticas para su instalacion,
mediante controles de traslados de ovinos
desde areas endémicas.

Conclusion

Los resultados obtenidos aportan evidencia
sobre la dispersion de M. ovinus, confirmando
su existencia en las regiones Noroeste y
Patagénica. Los registros de meldfagos
coinciden con las areas de menores TPM, lo
que indicaria que la temperatura es el principal
componente ambiental que limita la distribucién
geografica del parasito en Argentina.
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CARACTERIZACION DE LA SITUACION DE LA MELOFAGOSIS EN LA
PROVINCIA DE TIERRA DEL FUEGO, ARGENTINA

Larroza, M.1; Leiva, D.2; Escribano, C.3; Disalvo4; V. Montero4; Pantoja, C.S; Olmedo, E.5; Ceccaldi, E.3;
Olaechea, F.'
'Grupo de Salud Animal INTA Bariloche; Méd. Vet. actividad privada; *Agencia de Extension Rural INTA Rio
Grande; “Laboratorio Sanidad Animal Provincial; °Prolana

Introduccion

La Isla Grande de Tierra del Fuego posee un
56% (1.189.100 ha) de su superficie total
(2.126.300 ha) ocupada por establecimientos
agropecuarios, siendo la cria de ovinos para la
obtencion de lana y carne su principal actividad
ganadera. En este contexto, surge la necesidad
de maximizar la productividad ovina, mediante
la mejora de los distintos aspectos que la
componen como la sanidad de las majadas. El
conocimiento y el control de los parasitos
externos revisten gran importancia si se
considera el efecto directo que ejercen sobre la
cantidad y calidad de lana obtenida para su
comercializacion. Las principales
enfermedades producidas por parasitos
externos en ovinos en la Region Patagonica,
son la melofagosis, producida por el diptero
Melophagus ovinus o “falsa garrapata”, la
sarna psoroptica, producida por el acaro
Psoroptes ovis y la pediculosis por piojo
masticador, causada por el piojo Bovicola ovis.
Las tres enfermedades son de denuncia y
control obligatorio, segun lo establece el
SENASA. Dentro de estas enfermedades, la
melofagosis es una ectoparasitosis muy
difundida en areas templadas y frias de la
Patagonia como el sur de Santa Cruz y Tierra
del Fuego. Se calcula que el 70% de las
majadas de esta regibn se encuentran
afectadas por esta parasitosis, lo cual genera
importantes dificultades y pérdidas econémicas
a la hora de comercializar los animales y sus
productos como la lana. El objetivo de la
realizacion de las encuestas fue estimar la
prevalencia y distribucién de la melofagosis en
la provincia de Tierra del Fuego, caracterizando
en forma general los establecimientos
agropecuarios relevados y las medidas de
manejo y control aplicadas.

Materiales y Métodos

Se realizaron encuestas con disefio descriptivo
y transversal, en forma personal a los duefios o
administradores de 29 establecimientos
ganaderos pertenecientes al departamento de
Rio Grande, desde enero hasta diciembre del
afio 2011. En la realizacion de las mismas
intervinieron: el Laboratorio de Sanidad Animal
de la Provincia, la Agencia de Extension Rural
del INTA en Rio Grande, médicos veterinarios
de actividad privada, Prolana y la Estacién
Agropecuaria Experimental INTA Bariloche.

Resultados

Se relevaron 29 establecimientos ganaderos
pertenecientes al departamento de Rio Grande,
59,3% de los cuales corresponden a la zona de
Ecotono, 33,3 % a Estepa Magallanica y 7,4%
a Cordillera. (Ver Figura 1). Como puede
observarse en la Tabla 1, los establecimientos
encuestados representan un 35,8% de un total
de 81 establecimientos existentes en Ia
provincia segun el Censo Nacional
Agropecuario (2008). Las majadas en los
establecimientos relevados fueron desde 110 a
66000 ovinos. Teniendo en cuenta que la
hectareas destinadas a la produccién ovina
representan el 85% (618.057 ha) de la
superficie total relevada, la carga animal
promedio estimada es de 1,1 ovino/ha, con
valores extremos de 0,1 a 10 ovinos/ha. La
raza ovina predominante es Corriedale
(96,5%), con una produccion destinada a lana y
carne.

Figura 1. Mapa de la provincia de Tierra del Fuego
con la localizacién de los sitios encuestados.

Tabla 1. Superficie (hectareas), numero de
establecimientos y de animales en la provincia de
Tierra del Fuego.

Total T. Total Porcentaje

del Fuego encuestado encuestado
Superficie (Has) | 2126300 727058 34,2%
Establecimientos 81 29 35,8%
N2 Animales 505384 418401 82,8%

El 93,1% de los establecimientos observo la
presencia de meléfagos en el periodo
consultado, la distribucién de los casos
observados a lo largo del afio (durante el
periodo 2009-2010) puede observarse en el
Grafico 2.



Grafico 2. Numero de observaciones de majadas
con melofagos en el total de establecimientos
encuestados (29).

)

@

@

=

5

a8

N de observacionss de melofagos

R

é‘@@; & @\g & ¥ 5"@.;\*@3@"@@*’@

o
o & F

Tiempo [mes=s)

En el 96% de los casos de observacién de
meléfagos no hubo diagnostico veterinario. El
76% de los productores declaré que alguno de
sus vecinos tuvo meldéfagos en el periodo
consultado. De este total, el 82% manifesto
haber tomado alguna medida al respecto:
trataron a los animales con antiparasitarios y
los trasladaron a otros potreros (50%), solo
realizaron el tratamiento antiparasitario (44%) o
solo trasladaron a los animales (6%). En cuanto
al porcentaje de animales infestados, los
resultados fueron muy variables: se obtuvieron
22 respuestas, en 12 casos (54,5%) los
productores declararon tener hasta un 30% de
ovinos con melofagos, 7 observaron mas de 30
y hasta un 80% y 3 méas de un 80%. La
gravedad de la melofagosis fue definida como
leve en el 76% de los casos, y como moderada
en el 24%. Se registraron 3 principios activos
empleados para el tratamiento o control de la
melofagosis: piretroides (cipermetrina),
avermectinas (ivermectina) y organofosforados
(diazinén). El 96% de los productores utiliza
piretroides, en el 50% de estos casos como
droga unica y en el 50% restante combinado
con organofosforados o avermectinas, mientras
que solo el 4% utiliza organofosforados como
Unico tratamiento. Estos ultimos se utilizan en
bafios de inmersion (50%) o de aspersion
(50%). En cuanto al numero de tratamientos
realizados, el 22,2% de los establecimientos los
aplica una vez al afio, el 44,4% 2 veces y el
33,3% los aplica mas de 3 a 4 veces en el afo.
En cuanto a las fechas de aplicaciéon, se
observé una gran dispersion a lo largo del afio;
la mayor cantidad de tratamientos se
registraron luego de la esquila postparto, en los
meses de diciembre (23,3%) y enero (21,9%) o
preparto, en septiembre (16,4%). No se
registraron tratamientos durante los meses de
junio, julio y agosto. (Ver Grafico 3).

164

Grafico 3. Tratamientos realizados y principios
activos  utilizados en los  establecimientos
encuestados (%) a lo largo del afio.
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Discusioén

Si bien la melofagosis fue la mas frecuente de
las ectoparasitosis observadas, se debe tener
en cuenta que el diagnéstico piojos es mas
dificultoso, por lo que pudo haber casos no
observados. Si bien las observaciones de
meldfagos en los establecimientos relevados
fueron mas frecuentes en los meses de
septiembre, diciembre y enero, se asume que
la mayor frecuencia en las observaciones de
parasitos en estos tres meses se debe a que
en estos momentos se reunen los ovinos para
las esquilas (pre y post parto), posibilitando la
revisacion de los animales. Por el contrario, no
existen registros de observaciones de
meléfagos en los meses de junio vy julio, cuando
el contacto con los animales se dificulta
principalmente debido a las condiciones
climaticas de la region, a pesar de que la
dinamica poblacional de la melofagosis
determina incrementos de la carga parasitaria
en el invierno, otofio y primavera (Evans,
1950). En cuanto a los tratamientos, se advirtié
que en algunos casos se rotan las marcas
comerciales utilizadas, pero no de los principios
activos, con lo cual se aplican las mismas
drogas antiparasitarias a lo largo del tiempo, lo
que contribuye a la generacidon resistencia
antiparasitaria.

Conclusion

De acuerdo al resultado de las encuestas, se
confrma que la melofagosis es la mas
frecuente de las ectoparasitosis (continuando
ausente la sarna y con escaso registro de la
pediculosis), observada principalmente en
septiembre, diciembre y enero, en relacion a
las esquilas pre y post parto.
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Melophagus ovinus: INFESTACJ()N EXPERIMENTAL DE OVINOS Y
SUPERVIVENCIA DEL PARASITO EN EL MEDIO AMBIENTE

Olaechea, F.1; Larroza, M1; Cabrera, R.1; Raffo, F.!
'INTA EEA Bariloche

Introduccioén

Melophagus ovinus (“falsa garrapata”) es un
ectoparasito permanente y obligado de los
ovinos, que se distribuye ampliamente en el
mundo especialmente en areas frias vy
templadas (Fotos 1 y 2). En Argentina, esta
presente en las regiones del Noroeste vy
Patagonia, siendo esta ultima su area principal
de difusién, especialmente en las zonas
himedas de la precordillera y sur de Santa
Cruz y Tierra del Fuego (Larroza, 2013;
Olaechea, 2006). Si bien existe informacion
que indica que la diseminacion del meléfago
esta relacionada con las distintas condiciones
climaticas, principalmente con la temperatura,
no han sido estudiados otros factores que
podrian afectar su diseminaciéon, como la
capacidad para infestar nuevos huéspedes o la
supervivencia del parasito en el medio
ambiente. Con el objetivo de estudiar estos
factores, se realiz6 el presente estudio.

Foto 1y 2. Melophagus ovinus

Materiales y Métodos

Infestacion experimental

Fueron utilizados 10 ovinos adultos cruza
Corriedale, pertenecientes a un establecimiento
ubicado en la cordillera rionegrina. Los
animales, naturalmente parasitados con M.
ovinus, se identificaron individualmente con
caravanas y se dividieron en dos grupos: el
Grupo 1, formado por 6 animales (peso
promedio: 40,6 kg) y el Grupo 2, formado por 4
animales (peso promedio: 39,1 kg). En ambos
grupos se realizé un conteo de melofagos, de
acuerdo a Nelson et al (1957), con el animal
sujeto, echado sobre el flanco izquierdo vy
revisando desde la cabeza hasta la cola todo el
lado derecho, del animal. El numero de
meléfagos obtenido se multiplicé por 2 y de
esta manera se calculé6 el numero total de
meléfagos por ovino. Luego este conteo inicial,
se realizd una infestacion artificial de meléfagos
en los animales del Grupo 2, a partir de
meléfagos colectados de ovinos parasitados
pertenecientes a la misma majada. En el Grupo
1 no fue realizada ninguna infestacién. Una

semana después se volvieron a realizar
conteos de parasitos en ambos grupos de
animales. En base a los resultados los conteos,
se calculd la tasa de infestacion, teniendo en
cuenta la diferencia entre el numero de
melofagos registrados el dia 7 y el dia 0 y
considerando como 100% el numero de
meléfagos usados en la infestacion artificial.

Supervivencia en el medio ambiente

Se colectaron 1489 meléfagos adultos de
ovinos parasitados naturalmente, y se
trasladaron al laboratorio de la EEA INTA
Bariloche. Los parasitos se distribuyeron al
azar en 6 grupos de 120 a 469 ejemplares que
fueron sometidos a condiciones ambientales
controladas, con temperaturas de - 4°C, 4°C,
15 a 23°C y 23 a 27°C, en ambientes
considerados secos (humedad relativa del aire
50%, con valores minimos del 45% y maximos
del 55%) y ambientes humedos (humedad
relativa del aire 90%). La viabilidad de los
parasitos fue evaluada diariamente hasta no
detectar ningun meléfago vivo. Los datos
fueron analizados con la metodologia de
analisis de supervivencia, aplicando el modelo
de Kaplan — Meier, obteniendo curvas de
supervivencia acumulada.

Resultados

Infestacion experimental

En el grupo inoculado se observa una tasa de
infestacion general del 45,8%, con variaciones
individuales del 23,8 al 73,7% (Tabla 1).

Tabla 1. Conteo inicial de meléfagos, nimero de
melofagos infestados y porcentaje de infestacion en
los grupos experimentales.

Conteo N2 de Conteo Porcentaje
L . . de
inicial de | meldfagos | finalde | . .,
, . , infestacion
meldfagos | inoculados | meldfagos
(rango)
Grupo
1 232 0 232 0%
(n:6)
Grupo 45,8%
2 80 205 174 (23,8 -
(n:4) 73,7%)

Supervivencia en el medio ambiente

La mortalidad de los meléfagos comenzé a
observarse en todos los grupos estudiados a
partir del dia 3 con variaciones del 70% al
100%. El dia 4 todos los grupos de meléfagos
sometidos a temperaturas mas bajas (-4°C y




4°C) presentaron una mortalidad del 100% (ver
Grafico 1-a), mientras que en los demas
grupos, sometidos a temperaturas mas altas
(15 a 23°C y 23 a 27°C), la mortalidad de los
meldfagos aumentd desde el 90 al 100%,
desde el dia 4 al 9 (ver Grafico 1-b).

Grafico 1-a. Supervivencia calculada a -4°C y 4° en
ambiente seco (humedad relativa del aire 50%) y a
4°C en ambiente humedo (humedad relativa del aire
90%).
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Grafico 1-b. Supervivencia calculada a 15-23°C y
23°-27°C en ambiente seco (humedad relativa del
aire 50%) y a 15-23°C en ambiente humedo
(humedad relativa del aire 90%).
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Discusién

Se considera que colonizacion de M. ovinus en
el grupo infestado fue moderada, ya que uno
de cada dos meléfagos inoculados pudo
sobrevivir e instalarse en el nuevo huésped.
Esto es diferente a lo que ocurre con otros
ectoparasitos comunes de los ovinos, como
Psoraptes ovis (acaro de la sarna ovina), donde
las infestaciones experimentales resultan mas
exitosas y se producen infestaciones intensas
en cortos periodos de tiempo (Nufez vy
Moltedo, 1985). Con respecto al tiempo
supervivencia del parasito en el medio
ambiente, se observd que los parasitos
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colectados no sobreviven mas de 3 o 4 dias si
son sometidos a temperaturas bajas, mientras
que este periodo puede extenderse hasta
aproximadamente 1 semana Si las
temperaturas son mas elevadas. El promedio
general de supervivencia registrado al dia 3,
fue del 15%, lo cual coincide con datos previos
obtenidos en nuestro Laboratorio sobre 385
meléfagos observados bajo temperaturas de 23
a 27°C, que mostraron porcentajes de
supervivencia de 92%, 47% y 17% en el primer,
segundo y tercer dia, confirmando la gran
mortandad de ejemplares que ocurre a pocos
dias de abandonar el huésped. La humedad
como factor determinante en el tiempo de
supervivencia de los meléfagos no esta
reportada en la bibliografia existente. En el
presente trabajo, al comparar los grupos
sometidos a igual temperatura, no se
encontraron diferencias atribuibles a la
humedad. Similares hallazgos se reportaron en
tos estudios de supervivencia realizados en
Bovicola ovis (Crawford et al, 2001),
priorizando a la temperatura como factor
limitante de supervivencia.

Conclusion

El presente estudio permiti6 obtener
informacién sobre la capacidad de infestacion
de ovinos con M. ovinus, la cual podria resultar
de utilidad al analizar la diseminacion del
parasito en una majada infestada, asi como la
posibilidad de realizar infestaciones
experimentales con fines de estudio. La
moderada capacidad de infestacion y la
relativamente baja supervivencia del parasito
en el medio ambiente podrian considerarse
como factores restrictivos para la diseminacion
del meléfago.
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INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA AMBIENTAL EN EL PERIODO PUPAL DE
Melophagus ovinus EN PATAGONIA

Larroza, M.1; Olaechea, F.
Grupo de Salud Animal - INTA EEA Bariloche

Introduccioén

Melophagus ovinus, conocido como “falsa
garrapata”, es uno de los ectoparasitos mas
cosmopolitas y frecuentes de los ovinos en
distintos paises, principalmente en areas
templadas vy frias. En la Region Patagénica, es
una parasitosis emergente y su hallazgo es
constante. Su ciclo biolégico transcurre
basicamente por los estadios de larva, pupa,
ninfa y adulto. El periodo pupal (PP), definido
como el tiempo que transcurre desde la postura
de la pupa hasta su eclosion, suele presentar
gran variacién ante diferentes temperaturas y
su conocimiento es sumamente importante en
el éxito de los tratamientos ya que los
melofaguicidas generalmente utilizados no
tienen accion pupicida. El objetivo del presente
estudio fue evaluar la relacién existente entre la
duracion del periodo pupal y las temperaturas
ambientales en Patagonia.

Materiales y Métodos

Las observaciones se realizaron sobre tres
corderos Merino naturalmente infestados con
Melophagus ovinus, identificados con
caravanas y alojados en corrales
semicubiertos, expuestos a las condiciones
climaticas de la zona aunque resguardados de
la lluvia y nieve. En cada uno de los ovinos se
delimitaron con esmalte sintético cuatro zonas
de 25 cm de diametro, en la zona lateral del
cuello y en la regién caudal en ambos flancos
(ver Foto 1). Estas zonas se revisaron
diariamente verificando la puesta de pupas
adheridas a las hebras de lana, e identificando
las mismas mediante marcas en la lana con
rotuladores indelebles (Edding MR) (Ver Foto
2). Durante 253 dias (7 de abril al 16 de
diciembre del 2009), se tomaron registros de
las fechas de posturas y eclosiones de pupas
en todas las zonas estudiadas. Las pupas se
identificaron a simple vista, ya que miden de 3-
4 mm de largo, son ovales y tienen dos series
de 7 puntos umbilicados. En cuanto a las
temperaturas ambientales (TA), se obtuvieron
los registros colectados por el area de
Climatologia de la EEA INTA Bariloche. Los
analisis estadisticos se realizaron con el
software Medcalc version 9.6.

Foto 1. Zona delimitada en el ovino, para registro de
postura y eclosion de pupas.

Foto 2. Marcas en la lana indicando la ubicacién de
las pupas.

Resultados

Los PP promedio mas cortos se registraron en
los meses de abril y diciembre (14 y 16 dias,
con valores minimos absolutos de 8 y 11 dias
respectivamente), meses en los cuales se
registraron las TA promedio mas altas del
periodo (10,4 y 11,6 °C, con valores maximos
absolutos de 16,8 y 24,5°C respectivamente).
Los PP promedio mas extensos se observaron
en los meses de mayo, julio y agosto (23 a 25
dias con valores maximos de 34 a 35 dias), en
los que las TA promedio fueron de 3,5 a 6,6 °C,
con valores minimos absolutos de -7,1 a -3,2°C
(Ver Grafico 1). Se calculd el coeficiente de
correlaciéon (r) entre PP y TA, obteniendo un
valor de r = -0.84. Con respecto a la ubicacion
de las pupas estudiadas, se encontré que la
distancia de las mismas con respecto a la piel
fue en promedio 1,4 cm, manteniéndose
relativamente constante (entre 1 a 1,6 cm),
pese a que el largo de la lana fue variable, de 3
ab5,9cm.



Grafico 1. Promedios mensuales de temperatura
(°C) y duracion promedio del periodo pupal (dias)
durante los meses de abril a diciembre del afio 2009.
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Tabla 1. Periodo Pupal promedio, minimo y maximo
de Melophagus ovinus, y registro de datos
mensuales en corderos Merino, desde abril hasta
diciembre del 2009, en la EEA INTA Bariloche.

Periodo Pupal (dias)

Mes MediazD.E| Minimo Maximo |N°de datos
Abril 18,6+6,5 8 35 22
Mayo 22,2+7,2 9 35 25
Junio 21,0+6,4 11 34 26
Julio 23,7t6,1 14 34 20
Agosto 22,3+5,1 13 31 16
Septiembre| 20,5+4,8 12 30 13
Octubre 20,3+5,4 15 31 8
Noviembre | 17,129 11 23 19
Diciembre | 11,8+3,3 8 14 4

Discusion

Se ha discutido sobre la duracion del periodo
pupal, y es asi que Graham y Taylor (1941) lo
establecieron en 18 a 30 dias y Evans (1950)
en 20 a 26 dias, existiendo referencias de
valores maximos de 42 dias de duracion
(Soulsby, 1987). Debido a que la variabilidad
de este periodo se atribuye principalmente a
diferencias en la temperatura ambiental, se
plantea la necesidad de revisar los valores
reales en nuestro medio, por ser esta una de
las variables clave en la administracion de
tratamientos. En el presente trabajo, el PP fue
mas corto durante las épocas mas calidas (fin
de primavera y verano, PP promedio de 12
dias) y mas extenso en las épocas mas frias
(otofio e invierno, PP promedio de 24 dias), con
valores extremos de 8 y 35 dias. Estos valores
difieren de los PP reportados en los principales
trabajos de investigacion existentes: de 18 a 30
dias en Australia (Graham y Taylor, 1941) y de
20 a 26 dias en Gales (Evans, 1950),
observando un rango y una extension mas
amplia. Los PP mas extensos (35 dias) se
registraron en los meses mas frios (julio:
temperatura media: 3,5°C) y PP mas cortos (8
dias) en los meses mas calidos (diciembre:
11,6°C): de acuerdo a la asociacion lineal
negativa encontrada entre ambas variables, se
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esperaria que por cada grado de aumento de la
temperatura media mensual, el PP disminuya
1,05 dias (casi 25 horas). Teniendo en cuenta
esta relacién, y considerando los promedios
histéricos de temperatura en Bariloche, podrian
estimarse los PP en los meses en los que
generalmente se aplican los tratamientos
melofaguicidas en la zona. En septiembre-
octubre (luego de la esquila preparto), con
temperaturas medias mensuales de 5 y 8°C,
los PP serian de 216 y 184 dias
respectivamente, y en diciembre (luego de la
esquila posparto), con un promedio de
temperatura de 13°C, el PP esperado es de
13,2 dias. Estos valores de PP, y los valores
extremos, principalmente los PP mas extensos
registrados en estos momentos (septiembre-
octubre: 30-31 dias y diciembre: 14 dias)
podrian tomarse como referencia al definir el
periodo de accion residual minimo que debiera
tener el producto, ya que como se mencioné
anteriormente los farmacos actualmente en uso
no tienen poder pupicida (Small, 2005;
Olaechea, 2007)

Conclusion

Los resultados obtenidos en el presente
trabajo, evidencian las diferencias en la
duracion del periodo pupal bajo diferentes
temperaturas ambientales. Si bien existen
coincidencias con los de trabajos realizados en
otros paises, encontramos una mayor
variabilidad en cuanto a la duracién del PP.
Considerando que este periodo resulta clave
en la administracion de tratamientos, los
resultados deberian considerarse en el disefio
de estrategias de control a nivel regional, con el
fin de lograr mejores resultados en los
tratamientos melofaguicidas en las majadas de
Patagonia.
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TEMPERATURAS DEL VELLON EN OVINOS MERINO Y SU RELACION CON
LAS TEMPERATURAS DEL MEDIO AMBIENTE EN PATAGONIA

Larroza, M.; Raffo F.; Olaechea, F.
Grupo Salud Animal, INTA Bariloche

Introduccién

El ambiente patagdnico donde se desarrolla la
produccion ovina es caracterizado
climaticamente como templado frio, con
temperaturas medias que oscilan entre 0 y
12°C (Borrelli, 2003). Bajo estas condiciones la
estructura de la fibra de lana y su propiedad
fisica de aislamiento térmico, genera un
microclima dentro del vellon que en épocas
frias tiene importantes diferencias con respecto
a la ambiental. Este aislamiento térmico, mayor
a pocos centimetros de la piel, también permite
la instalacion y el desarrollo de los
ectoparasitos mas comunes de los ovinos en
épocas invernales (Olaechea, 2007). El objetivo
del presente estudio fue estimar las diferencias
de temperatura registradas en el ambiente,
contrastandolas con las detectadas dentro del
vellén a distintas distancias de la piel de un
ovino de raza Merino

Materiales y Métodos

En corrales semicubiertos de la Estacion
Experimental INTA Bariloche (Rio Negro), se
registraron las temperaturas dentro del vellon
de un ovino raza Merino y las temperaturas
ambientales durante el mes de julio del afio
20089.

En el animal, con lana de aproximadamente 6
cm de largo, las temperaturas dentro del vellén
se registraron mediante dos sensores de
temperatura (Thermochron iButton®
DS1921G®) (Foto 1). Estos sensores, de acero
inoxidable y de 16 mm de didmetro, se
colocaron dentro de una capsula de tela de tul
que se adhiri6 a la lana con adhesivo
instantaneo y se ubicaron sobre tacos de goma
a uno y a dos cm de distancia de la piel en la
zona lateral del cuello. (Foto 2).

La temperatura ambiente se midi6 con un
Dattalogger modelo TDL2048 colocado en los
corrales, a una altura de aproximadamente un
metro, tomando registros adicionales de
temperatura 'y humedad mediante un
termohigrémetro  analégico.  Todos los
sensores, en el animal y en ambiente, se
programaron para tomar registros de
temperatura con una frecuencia de 60 minutos
y se control6é diariamente su funcionamiento y
su fijacion en el animal (Grafico 1).

Con los 372 registros de cada sensor (12 por
dia, durante 31 dias), se calcularon los
promedios diarios de temperatura ambiental y
de temperatura a 1 y a 2 cm de la piel y los
indices de correlacion entre estas variables.

Foto 1. Sensores de temperatura.

Foto 2. Sensor de temperatura colocado dentro del
vellén en un ovino.

Grafico 1. Registros y visualizacion de las
temperaturas tomadas con los sensores.

Resultados

Las temperaturas ambientales (TA) diarias
promedio registradas en los corrales en el mes
de julio fueron desde -2,8 hasta 8,2°C, con un
valor minimo de -6,8 y maximo de 12,5°C;
mientras que las temperaturas a1y a 2 cm del
vellén (T1 y T2) diarias promedio sobre el ovino



fueron desde 24,4 a 31°C y desde 19,6 a
27,1°C respectivamente (Grafico 2).

En cuanto a la diferencia maxima observada
entre la TA y la registrada dentro del vellon,
encontramos que fue de 28,1°C el dia 13 de
julio para TA — T1 (TA: 0,2°C, T1: 28,3°C) y de
23,8°C el dia 21 de julio (TA: -2,8°C, T2: 21 °C).
Los coeficientes de correlacion (R) calculados a
partir de los valores promedio diarios para el
mes de julio (p<0,005) para las distintas
variables fueron:

R: TA-T1:047
R: TA-T2:0,49
R:T1-T2:0,82

Grafico 2. Promedios diarios de temperatura
ambiente (°C) y temperaturas dentro del vellén, a
uno y dos cm de la piel (T1y T2), del mes de julio
del afio 2009.
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Discusion

El ensayo se realizo durante el invierno, un
periodo considerado critico para la produccion
ovina por sus bajas temperaturas. Asimismo,
durante la época invernal es cuando
mayormente se manifiestan las ectoparasitosis
mas comunes del ganado, como la sarna
psoréptica (Psoroptes ovis), los piojos (Bovicola
ovis) y los meléfagos (Melophagus ovinus). En
el presente trabajo, los sitios dentro del vellén
en que se tomaron las temperaturas,
corresponden a los sitios en que
frecuentemente se observan los ectoparasitos
mencionados, es decir, a pocos cm de la piel.

En los analisis realizados se encontré una
correlacién directa y moderada entre las
temperaturas ambientales y las registradas en
el interior del vellon (R TA — T1: 0,47; R TA -
T2: 0,49). Similares coeficientes fueron
encontrados en trabajos previos, donde se
relacionaron temperaturas medias ambientales
y a nivel de la piel en ovinos merino (R: 0,42)
(Sherwin et al., 1990). En el microambiente
dentro del vellon se mantiene una temperatura
relativamente mas estable con respecto al
exterior. Esto se debe principalmente a la
capacidad de aislamiento térmico de la lana,
relacionada com su capacidad higroscopica.
Esta relativa estabilidade se observa en las
curvas de T1 y T2, que siguieron un patron
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similar a las TA, aunque con fluctuaciones
menos pronunciadas. Las diferencias entre las
temperaturas T1 y T2 tuvieron una relacién
lineal a la distancia a la piel y se encontraron
fuertemente correlacionadas entre si (R T1 —
T2: 0,82). Esta condicion es particularmente
importante en la region Patagonica, donde
existe una gran amplitud térmica y las
condiciones climaticas son muy variables, pues
contribuye a la homeostasis del animal y
proporciona condiciones adecuadas para el
desarrollo de los ectoparasitos obligados del
ovino. Al igual que en trabajos previos, el ovino
bajo estudio se encontraba en condiciones
semi-controladas, sin algunas de las variables
que ocurren en un sistema de produccion
extensivo (Gatenby el at. 1983). En este caso,
el animal se alojo en un corral semi-cubierto,
por lo cual no se consideraron las
precipitaciones (en la mayor parte del territorio,
no mas de 260 mm anuales de los cuales el
70% ocurren durante el invierno), ni el viento,
del cual los animales a campo se protegen
buscando zonas de reparo. En investigaciones
futuras podria considerarse el uso de los
sensores  (iButtons®), los cuales por sus
caracteristicas de resistencia, impermeabilidad,
y autonomia, resultan aptos para realizar
evaluaciones en animales a campo.

Conclusion

Bajo las condiciones descriptas en el presente
estudio se encontraron importantes diferencias
de temperatura entre el interior del vellon y el
medio ambiente, hasta 28°C. Estos resultados
evidencian la gran capacidad de aislamiento
del vellén y la existencia de un microambiente a
pocos centimetros de la piel, que posibilita a los
ovinos el mantenimiento de su temperatura
relativamente estable a pesar de las
fluctuaciones externas.
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SUPERVIVENCIA DE Bovicola ovis (Phthiraptera: Trichodectidae) EN
CONDICIONES DE LABORATORIO

Larroza, M.1; Germano M.2
'INTA Bariloche;2 CIPEIN, UNIDEF-CONICET

Introduccion

La pediculosis ovina producida por el piojo
“masticador” Bovicola ovis es una de las
principales parasitosis externas que afectan las
majadas de la Patagonia Argentina. Constituye
una de las tres ectoparasitosis de denuncia y
control obligatorio en ovinos (SENASA), junto
con la melofagosis, producida por Melophagus
ovinus, y la Sarna psordéptica, producida por
Psoroptes ovis. El piojo Bovicola ovis afecta
con diferentes grados de intensidad las
majadas ovinas, y ocasiona pérdidas de dificil
cuantificacion, tanto en la disminucion de la
productividad como en el aumento de costos de
produccion. La intensa irritacion causada por
estos insectos se asocia a un dano directo por
continuo lamido, rascado y mordisqueo, lo que
se traduce en disminucién de la calidad y
cantidad de lana obtenida. Debido a que el
piojo masticador Bovicola ovis, se alimenta de
detritos celulares, a diferencia de los piojos
hematéfagos o “chupadores”, que se alimentan
de sangre, los métodos de control para esta
especie no incluyen tratamientos inyectables.
Los tratamientos disponibles para piojos
masticadores en ovinos se basan en la
aplicacién de antiparasitarios externos, en
general en base a piretroides, en formulaciones
pour-on, spot-on o bafios de inmersion. El
conocimiento respecto de la biologia de esta
especie es limitado y con foco en las
consecuencias que su infestacion provoca en
los animales de produccién. Para avanzar en
estos conocimientos, asi como también para
facilitar estudios de efectividad de productos
antiparasitarios, es recomendable contar con
una cepa de piojos capaz de mantenerse en
condiciones de laboratorio. El objetivo de este
trabajo fue establecer una cria de laboratorio
transitoria de Bovicola ovis para avanzar en el
conocimiento de la biologia y toxicologia de
estos insectos.

Materiales y Métodos

Los ejemplares de Bovicola ovis se obtuvieron
de tres ovinos con infestacion natural,
mantenidos en las instalaciones externas de la
Estacion Experimental INTA Bariloche (Ver
Fotos 1, 2 y 3). Los mismos se recolectaron de
forma manual del vellbn de los animales,
tomando adicionalmente muestras de lana de
las zonas infestadas. Los individuos de
Bovicola  ovis  fueron observados y
contabilizados bajo la lupa, seleccionando los
estadios adultos. Se evalud el efecto de la

temperatura sobre la supervivencia fuera del
huésped. Para ello de colocaron dos grupos de
50 adultos de Bovicola ovis en frascos con lana
extraida del ovino de origen. Uno de estos
grupos se mantuvo a temperatura ambiente (22
+ 2°C) y otro se mantuvo a temperatura
controlada de (34 + 2)°C. Una vez establecida
la temperatura de mayor supervivencia, se
evalué un medio de cria que consistié de
levadura y detritos cutaneos ovinos, mas lana.
La cantidad de alimento se establecié en base
a protocolos previos y fue de 1g de detritos
cutaneos + 0,06g de levadura. En ambos casos
la humedad relativa fue del 70% vy el ciclo de
luz de 12:12 horas de Luz: Oscuridad (L:O). El
porcentaje de individuos vivos se evalué a
diario realizando un conteo bajo lupa.

Foto 1. Recoleccion manual de ejemplares de
Bovicola ovis del vellén de un ovino.

Foto 2. Seleccion de ejemplares de Bovicola ovis
bajo la lupa.



Foto 3. Ejemplar adulto de Bovicola ovis.

Resultados

Entre las temperaturas evaluadas, Ia
temperatura de (34 + 2)°C resulté mas apta
para la cria de Bovicola ovis, en efecto, el
tiempo maximo de sobrevida sin alimento fue
de 10 dias a (34 £ 2)°C, y 5 dias a (22 £ 2)°C
(Gréfico 1). El tiempo maximo de sobrevida se
extendié a 22 dias en los casos que se ofrecid
el medio de cria a (34 + 2)°C (Grafico 2). Este
resultado sugiere que el medio artificial ofrecido
es apto para la cria transitoria de Bovicola ovis.

Grafico 1. Porcentaje de supervivencia de B. ovis a
dos temperturas ambiente: 34°C y 22°C, 70% HR, y
12:12 L:O.

Grafico 2. Porcentaje de supervivencia de B. ovis en
medio de cria constituido por detritos cutaneos de
ovino, levadura y lana. Camara de cria a 34°C, 70%
HR,y 12:12 L:O.
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Discusion

Si bien se requieren mas estudios para avanzar
en el desarrollo de una cria estable de Bovicola
ovis, los resultados presentados sugieren que
un medio artificial de cria puede ser apto para
mantener una colonia de esta especie en el
laboratorio. El establecimiento de estas
colonias de piojos Bovicola ovis permitira la
realizacion de ensayos de investigacion in vitro,
ya sea para la evaluacién y monitoreo de la
efectividad de productos antiparasitarios, la
medicion y determinacion de variables
bioldgicas, etc. De igual manera, el protocolo
de establecimiento de cepas de laboratorio
permitira el mantenimiento y la disposicién en
forma continua de cepas de referencia, como
las cepas susceptibles a tratamientos con
productos antiparasitarios. Esto determina la
posibilidad de realizar ensayos sin la necesidad
de contar con ovinos a corral o a campo, al
menos durante las primeras instancias de la
investigacion, facilitando la operatividad y el
disefio de las pruebas preliminares.

Conclusion

En el presente trabajo se determinaron los
parametros 6ptimos de temperatura y
humedad, con alimentacion artificial para la cria
en laboratorio del piojo masticador. El
establecimiento de una cepa de Bovicola ovis
en condiciones de laboratorio permitira la
obtencion de informacion relevante para el
disefio de estrategias adecuadas para el
control de la pediculosis ovina en majadas
infestadas.
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CASO DE TUNGIOSIS (Tunga penetrans) EN RUMIANTES MENORES DE
SALTA, ARGENTINA

Aguirre, D.H."; Micheloud, J.F."; Cafrune, M.M."; Vifiabal, A.E."
"INTA - IIACS Leales/ EEA Salta

Introduccion

La tungiosis es una parasitosis cutanea
causada por hembras ovigeras de pulgas del
género Tunga, que invaden la epidermis de
numerosas especies de homeotermos vy
prevalecen en los ambientes tropicales y
subtropicales del mundo. Se reconocen 13
especies de Tunga que, por su morfologia y
afinidad de hospedadores integran dos grupos:
caecata, parasitos exclusivos de roedores, y
penetrans, parasitos primarios de los
edentados. Dos especies de este grupo, Tunga
penetrans 'y Tunga trimamillata muestran la
mayor dispersion geografica y son capaces de
parasitar a distintas especies de ganado,
ademas del hombre. En Argentina, donde se
conoce vulgarmente como “pique”, la tungiosis
es endémica en vastas areas del norte del pais,
segun refleja la casuistica humana. Por el
contrario, los registros sobre esta parasitosis en
el ganado se limitan a unos pocos casos en
bovinos, caprinos y porcinos de la region
noroeste. Este trabajo describe un caso de
tungiosis ocurrido en pequefios rumiantes de
Salta.

Materiales y Métodos

El caso se estudié en agosto de 2013 en un
pequefio rebafo mixto ubicado cerca de
Gallinato  (24°40’35”"S, 65°20°26"W, 1.282
m.s.n.m.), Dpto. La Caldera, Salta. La majada
estaba compuesta por un total de 49 animales:
39 ovinos Criolla x Hampshire Down y diez
caprinos Criolla x Anglo Nubian. La mayoria de
los animales eran adultos, exceptuando seis
corderos y cuatro cabritos. El rebafio se
manejaba con encierre  nocturno. Se
examinaron todos los animales para detectar
lesiones de tungiosis. Adicionalmente se realizdé
la necropsia de la cabra mas afectada,
obteniéndose muestras cutdneas mamarias y
podales para recuperar hembras ovigeras
(neosomas) de las pulgas para taxonomia.
Parte de las mismas se recolectaron en formol
bufferado al 10% para histopatologia, las que
fueron procesadas por métodos usuales,
coloreandose con Hematoxilina-Eosina.

Resultados

Unicamente dos (5%) ovejas adultas mostraron
lesiones focales de tungiosis en las ubres,
mientras que todos (100%) los caprinos adultos
y crias exhibian severas lesiones mamarias
(Foto 1) y podales (cabras) o soélo podales

(cabritos), afectando tanto el rodete coronario
(Foto 2) como el espacio interdigital. Las dos
cabras mas viejas habian perdido uno de sus
medios mamarios, como probable
consecuencia de mastitis cronicas asociadas.
Los cabritos presentaban cojeras marcadas
que dificultaban su traslacion, incidiendo
negativamente sobre su estado corporal. El
examen de los neosomas (Foto 3), asi como el
de una hembra adulta fijada al pie de uno de
los autores (A.E.V.), permitié6 determinar que
las pulgas correspondian a la especie Tunga
penetrans. Los cortes histologicos de la piel de
la ubre y del rodete coronario de la cabra
revelaron una dermatitis profunda con
presencia de formas parasitarias intra-
lesionales, que se alojaban en pseudo-
cavidades en el estrato cérneo de la epidermis.
Estas neo-cavidades eran rodeadas por una
moderada infiltracién inflamatoria de linfocitos y
eosinofilos. Se observoé ademas
hiperqueratosis paraqueratésica y acantosis.
Las formas parasitarias presentaban una
cuticula queratinizada debajo de la cual se
apreciaban grandes células hipodérmicas
dispuestas en fila. En el interior de esta
estructura se visualizaron multiples fragmentos
del tubo digestivo y el aparato reproductor de
las pulgas.

Foto 1. Infestacion por T. penetrans en la ubre de
una cabra y detalle de las lesiones.



Foto 2. Infestacion por T. penetrans en el rodete
coronario de la extremidad de un cabrito.

Foto 3a. Hembra ovigera (neosoma) de T. penetrans
(vista parcial).

Foto 3b. Hembra ovigera (neosoma) de T.
penetrans (vista parcial).
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Discusion

Se especula que el encierre nocturno a corral
pudo favorecer la presentacion de tungiosis en
el rebafo. Los caprinos resultaron cuali- y
cuantitativamente mas parasitados en relacion
con los ovinos. Una encuesta realizada en el
Dpto. Rivadavia (Banda Sur), Salta, habia
revelado la ocurrencia de esta parasitosis en el
77,4% de los rebafios caprinos (n = 37). Aun
asi, la diferencia de prevalencia y severidad de
la tungiosis entre ambas especies de ganado
fue llamativa, abriendo hipdtesis sobre los
factores causales de tal disimilitud. El cerdo
evidencié ser hospedador preferencial de T.
penetrans en situaciones en las que los
rumiantes menores no resultaron infestados.
Por su parte, ovinos y caprinos fueron
afectados por tungiosis en Ecuador y Peru,
aunque a causa de T. trimamillata, especie de
hallazgo menos frecuente en cerdos que en
rumiantes y siempre en co-infestacion con T.
penetrans. El caso actual, particularmente
nocivo para los caprinos, asi como otro previo
que cursd con una papilomatosis asociada en
bovinos del norte saltefio, denotan la relevancia
clinica y econémica de la tungiosis para
distintas especies de ganado en la regién
noroeste del pais, sumado a la importancia que
reviste para la salud publica en su caracter de
zoonosis parasitaria.
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EVALUACION COPROLOGICA DE HELMINTIASIS GASTROINTESTINALES EN
PEQUENOS RUMIANTES DE LA QUEBRADA DEL TORO, SALTA
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Introduccién

Las helmintiasis gastrointestinales
(nematodiasis, fasciolosis) constituyen un
problema sanitario relevante de los pequefios
rumiantes mantenidos en pastoreo directo,
aunque su magnitud varia marcadamente en
funcion —entre otras- de las caracteristicas
ambientales. Ello es ostensible en el noroeste
argentino, dada su gran diversidad de
ambientes, que determinan fuertes desafios
para lograr informaciéon epidemiolégica basica
sobre las helmintiasis del ganado. En este
trabajo se evalué mediante coprologia la
nematodiasis y la fasciolosis en pequeios
rumiantes de la Quebrada del Toro,
Departamento Rosario de Lerma, Salta.

Materiales y Métodos

El area tiene una altitud que oscila entre 1800 y
2900 m.s.n.m., con clima variable de semiarido
a arido en relacion con la altura. Las lluvias
medias son de < 390 mm anuales,
concentradas entre diciembre y marzo. La
temperatura media anual varia fuertemente con
la altitud entre 10 °C (2.900 m) y 15 °C (1.800
m). Entre julio de 2010 y noviembre de 2012 se
colectaron 154 muestras de heces de caprinos
(n = 121) y ovinos (n = 33) adultos de 12
rebanos pertenecientes a pequefios
productores (ocho de caprinos, cuatro mixtos
con ovinos) del pueblo originario Tastil. Los
rebafios se mantenian sobre recursos
forrajeros naturales con abundante presencia
de arbustivas y encierre nocturno en corrales.
El agua para consumo animal (tanto como
humano) provenia de cursos naturales,
afluentes del rio Rosario que corre por la
Quebrada. En algunos rebafios se aplicaban
tratamientos  antiparasitarios anuales o
bianuales con drogas de amplio espectro
nematodicida (lactonas macrociclicas,
bencimidazoles) o de accion fasciolicida
(closantel). Las muestras se tomaron de
majadas sin previa desparasitacion y se
procesaron en forma sucesiva por las técnicas
de McMaster modificada y de sedimentacion-
flotacion para el conteo de los huevos de
nematodes tricoestrongilidos (hpg) y de
Fasciola hepatica (hFpg) por gramo de heces,
respectivamente. En dos rebafios caprinos se
determinaron los géneros de nematodes por
identificacion de larvas presentes en los
coprocultivos.

Resultados

Un 24,7% de los animales mostraron
infestacion por nematodes tricoestrongilidos
con una baja intensidad media (93,2 + 128,7
hpg). Por el contrario, el 62,3% de los
pequefios rumiantes evidenciaron infestacion
por F. hepatica, con una intensidad media
moderada (33,6 + 63,6 hFpg). La fasciolosis
estuvo presente en 10 (83,3%) de los doce
rebafios evaluados, en dos de los cuales la
prevalencia individual alcanzé al 100% de los
caprinos, con una intensidad media mas
elevada (66,0 + 885 hFpg). No hubo
diferencias en la prevalencia individual de la
fasciolosis entre ovinos y caprinos (63,6% vs.
61,9%, P > 0,05). Un coprocultivo mostré solo
larvas de Trichostrongylus, mientras el restante
exhibio cuatro géneros de larvas:
Trichostrongylus  (39%), Chabertia (39%),
Teladorsagia (18%) y Haemonchus (4%). Un
18,8% de los animales presenté huevos de
Nematodirus, un 3,3 % huevos de Skjrabinema
y un 2,6% huevos de Trichuris.

Discusion

Los resultados indican una escasa relevancia
de la nematodiasis pero una alta prevalencia de
la fasciolosis en los pequefios rumiantes del
area evaluada. Los parametros de Ia
infestacion por F. hepatica sugieren un impacto
negativo en la productividad de algunos
rebafios, asi como eventual riesgo sanitario
para la poblacién humana originaria, dada la
condicién endémica de esta zoonosis en la
Quebrada del Toro.
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EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD IN VITRO DE CIPERMETRINA Y DIAZINON
SOBRE EL PIOJO OVINO Bovicola ovis (Phthiraptera: Trichodectidae)
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Introduccion

La pediculosis causada por el piojo masticador
Bovicola ovis es una enfermedad emergente de
denuncia y control obligatorio oficial, asociada a
pérdidas econdmicas en la produccion ovina.
Las medidas para su control se focalizan en el
uso de productos quimicos formulados como
pouron, spot on, o bafos de inmersidon o
aspersién, cuyos ingredientes activos suelen
ser la cipermetrina (piretroide) o el diazinén
(organofosforado). La frecuente aplicacion de
estos productos, en muchos casos sin
supervision veterinaria, puede asociarse a una
disminucién en su efectividad y un posible
desarrollo de resistencia. En efecto, existe
evidencia de poblaciones de B. ovis resistentes
a insecticidas, aunque no se dispone de
informacion acerca de la efectividad de estos
compuestos en nuestro pais. Para ambos
compuestos, se establecid la efectividad en B.
ovis de ovinos susceptibles, y se establecio una
concentracion discriminante de referencia para
evaluar susceptibilidad y resistencia. .

Materiales y Métodos

Se impregnaron papeles de filtro de 5 cm de
diametro con 0,5 ml de soluciones de
insecticida en acetona. Se expusieron grupos
de 10 piojos adultos a cuatro o mas
concentraciones que causaran entre 10 y 90 %
de mortalidad, y a un control de acetona pura.
Los piojos fueron recolectados manualmente
de un ovino parasitado procedente de una
majada no tratada durante los ultimos 3 afnos.
Se los mantuvo a 34°C y 68% humedad relativa
hasta la evaluaciéon de la mortalidad (16 hs).
Los resultados fueron analizados mediante
analisis Probit.

Resultados

Se obtuvieron las concentraciones letales 50%
(CL50) de referencia susceptible para B. ovis:
CL50 cipermetrina =0,5 mg/ml y CL50 diazinén
=4 pug/ml (Tabla 1). En cuanto a las
concentraciones discriminantes (CL99), se
obtuvieron valores de 12 mg/ml y 12,3 ug/ml
para cipermetrina y diazindn respectivamente.

Tabla 1. Toxicidad de cipermetrina y diazinén sobre
Bovicola ovis.

N2 de
CL50 (IC 95%)° | Pendiente | CL99 (IC 95%)°
individuos

Cipermetrina

257 |0,47(0,24-0,80)|1,65 +0,25 | 11,98 (4,6-89,08)
(mg/ml)

Diazinon
314 3,89 (3,18-4,56)(4,63 £0,65(12,35 (8,97 -24,57)

(pg/ml)

a: Concentracion letal 50% (CL50) e intervalos de
confianza de 95%
b: Concentracion discriminante (CL99) e intervalos de
confianza de 95%

Discusion

Teniendo en cuenta que los principios activos
utilizados en el tratamiento de B. ovis son
escasos, lo cual limita la posibilidad de rotacion
de los mismos en sucesivas aplicaciones, es
recomendable el monitoreo peridédico de su
efectividad. Los valores obtenidos en este
trabajo podran ser utlizados para tal fin,
aunque seran necesarios futuros ensayos
realizados con cepas de diferentes origenes,
para ajustar estos valores.

Conclusion

Este trabajo presenta el primer analisis de
efectividad antiparasitaria en Bovicola ovis en
Argentina. Dado que los bioensayos se
realizaron en Bovicola ovis nunca expuestos a
antiparasitarios, los resultados podran ser
utilizados como referencia de susceptibilidad
para el monitoreo de resistencia a insecticidas
en Bovicola ovis de Patagonia Argentina. Este
monitoreo permitira optimizar el manejo de la
pediculosis ovina en areas de alta infestacion y
falla de control.
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Introduccioén

La gastroenteritis parasitaria de los camélidos
sudamericanos (CS) es causada por una
variedad de helmintos. Algunos de ellos (todos
nematodes) son huésped-especificos (i.e.
Graphinema aucheniae, Mazamastrongylus
(=Spiculopteragia) peruvianus,
Camelostrongylus mentulatus, Nematodirus
lamae, Lamanema chavezi, Trichuris tenuis,
una especie desconocida de Capillariidae)
mientras otros son compartidos con rumiantes
domeésticos (varias especies de nematodes
tricostrongilidos, Fasciola hepatica, tenias).
Pese a que los ultimos son relevantes en CS
mantenidos en 4dreas extra-andinas, los
nematodes especificos parecen ser mas
prevalentes y abundantes en los CS criados en
sus habitats originales de Sudamérica.

Solo tres de seis especies de nematodes
asumidas como propias de los CS fueron
registradas a la fecha en Argentina: L. chavezi,
T. tenuis y C. mentulatus. A pesar del informe
de varias especies de Nematodirus en
guanacos locales, no hay registro de la especie
tipica de los CS, N. lamae, en Argentina, como
también ocurre con otros dos nematodes CS-
especificos: G. aucheniae y M. (S.) peruvianus.
Respecto a los Platelmintos, F. hepatica fue
diagnosticada con frecuencia en CS de
Argentina, a veces causando signos clinicos.
La presencia de tenias (i.e. Moniezia expansa)
fue también reportada en guanacos de
Argentina, aunque no se reconocen especies
de Cestoda especificas de los CS.

Este trabajo informa la prevalencia coproldgica
de diferentes helmintos en llamas (domésticas)
y vicufias (silvestres) de la region Noroeste
(NOA), region que mantiene casi el 95% de las
existencias de llamas y cerca del 75% de la
poblacion de vicufias de la Argentina.

Materiales y Métodos

Se colectaron muestras de heces per rectum
de 708 llamas (89 rebafios) y 222 vicufhas
(siete poblaciones) que habitaban en 16
Departamentos de tres Provincias del NOA
(Jujuy, Salta and Catamarca). Las colectas se
realizaron entre mayo 2006 y noviembre 2009,
excepto por las vicufias de Salta muestreadas
en diciembre 2004. La mayor parte de las
vicufias se mantenian en cautividad, excepto
las de Catamarca.

Todas las llamas y la mayoria de las vicuihas
muestreadas fueron adultas (> 1 afio de edad).
Casi todos los rebafios de llamas se
encontraban sin tratamiento antihelmintico. Las
vicufias en cautividad eran tratadas usualmente
dos veces al afio con lactonas macrociclicas,
por lo cual fueron muestradas previo al
segundo tratamiento.

Las muestras de material fecal se procesaron
por dos técnicas en paralelo: A) MacMaster
modificada y B) técnica de sedimentacion-
flotacion descripta por Cafrune et al. (2009).
Los huevos se determinaron como L. chavezi,
Trichuris sp., Capillaria sp., Nematodirus sp. y
Fasciola hepatica por la técnica B, o como
Strongyloides sp. y otras especies de
tricostrongilidos  (Haemonchus.,  Cooperia,
Trichostrongylus y Teladorsagia cuyos huevos
no pueden diferenciarse con precision al
examen microscopico) por la técnica A. Los
huevos de tenias se determinaron por ambas
técnicas (A + B).

La prevalencia de cada helminto (o grupo de
helmintos) en llamas y vicufias se calcul6 por el
numero de rebafios/ poblaciones y de CS
infestados respecto del numero total estudiado.

Resultados

La prevalencia a nivel de rebafio e individual de
cada helminto en las dos especies de CS se
presenta en la Tabla 1. Entre los nematodes
con huevos diferenciables, Trichuris sp. resulté
el mas prevalente en ambas especies de CS,
seguido por L. chavezi (solo en llamas) y por
Capillaria sp., Nematodirus sp. y Strongyloides
sp., en ese orden.

Discusion

La alta prevalencia de Trichuris sp. coincidio
con informes previos en llamas, vicufas y
guanacos de Argentina. Probablemente la
mayor parte de los huevos de Trichuris hayan
pertenecido a T. tenuis, la especie CS-
especifica compartida con los camélidos del
Viejo Mundo. Se ignora el potencial patégeno
de este nematode, pese a cierta evidencia de
su accion deletérea, al menos asociado con
otros nematodes como L. chavezi.



Tabla 1. Prevalencia (%) a nivel de rebafios/ poblaciones e individual de la infestacién por diferentes helmintos

diagnosticados por dos técnicas (A, B) en heces de llamas y vicufias del NOA.

Tipo de helminto Especie Rebarios CSs
(técnica: A, B) de CS N° infectados/ N° infectados/
n°® examinados n° examinados
Lamanema chavezi (A) Llama 30,3 (27/89) 18,5 (131/708)
Vicuiia 0 (0/7) 0 (0/222)
Trichuris sp. (A) Llama 82,0 (73/89) 38,8 (275/708)
Vicufia 71,4 (5/7) 47,3 (105/222)
Capillaria sp. (A) Llama 29,2 (26/89) 7,3 (562/708)
Vicufia 28,6 (2/7) 7,2 (16/222)
Nematodirus sp. (A) Llama 6,7 (6/89) 5,1 (36/708)
Vicuhia 14,2 (1/7) 2,3 (5/222)
Strongyloides sp. (B) Llama 3,4 (3/89) 2,7 (19/708)
Vicufia 14,2 (1/7) 0,5 (1/222)
Trichostrongylidae (B) Llama 35,6 (26/73) 9,3 (108/558)
Vicufia 57,1 (417) 3,2 (7/222)
Fasciola hepatica (A) Llama 10,1 (9/89) 4,2 (30/708)
Vicuhia 14,2 (1/7) 4,1 (9/222)
Cestoda (A + B) Llama 44,9 (40/89) 9,8 (70/708)
Vicuha 28,6 (2/7) 2,7 (6/222)

Este dltimo fue hallado Unicamente en llamas,
con una prevalencia moderada. Algunos
aspectos de la infeccion por L. chavezi en
llamas del NOA  fueron publicados
recientemente. Su ausencia en vicufias no era
esperada desde que L. chavezi fue descripto a
partir de este huésped y que el guanaco, la otra
especie silvestre de CS se encontré infestada
por este nematode en Argentina. La aparente
distribucion en ‘clusters’ de L. chavezi podria
explicar su ausencia en las siete poblaciones
de vicufas aqui estudiadas. Mas aun, su
hallazgo en roedores de Argentina condujo a
algunos autores a proponer que L. chavezi
constituye un parasito aberrante de los CS.

Los huevos de Capillaridae, mostraron
parametros similares de infeccién en ambas
especies de CS, con prevalencia moderada. La
especie de Capillariidae que infecta a los CS
permanece desconocida hasta ahora, aunque
el hallazgo de huevos en momias de CS
peruanos permite postular que este nematode
sea CS-especifico. La prevalencia de
Nematodirus sp. fue baja en llamas y vicuias.
A la fecha no hay registros de la especie-
especifica de los CS, N. lamae, en Argentina.
La prevalencia global de Trichostrongylidae fue
moderada. Algunos de estos huevos podrian
pertenecer a especies CS-especificas. Entre
estas, solo C. mentulatus fue diagnosticado
parasitando a llamas de la Argentina en dos
ocasiones. F. hepatica mostré baja prevalencia
en ambas especies de CS, similares a nivel de
rebano/ poblaciones e individual.

La prevalencia de cestodes fue alta, al menos a
nivel de rebafio/ poblaciones; sus huevos
podrian pertenecer a alguna especie de
Moniezia, como p.ej., M. expansa, informada
previamente como parasito de los guanacos de
Argentina.

Tal como era de esperar en CS que ocupan
sus ambientes originales, los nematodes CS-
especificos fueron en conjunto mas prevalentes
que otras especies de helmintos del ganado.
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DISIMIL INFESTACION PARASITARIA EN VICUNAS (Vicugna vicugna)
SILVESTRES DE DOS AREAS DE LA PUNA ARGENTINA
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Introduccién

Las parasitosis de los camélidos
sudamericanos (CS) han sido mas estudiadas
en las especies domésticas (alpacas, llamas)
que en las silvestres (guanacos, vicunas). Asi,
la informacioén sobre los parasitos que afectan a
las vicufias sigue siendo relativamente escasa.
Este trabajo compara resultados de la
infestacion por parasitos internos y externos,
obtenidos en capturas de vicufas silvestres
realizadas en dos areas de la Puna argentina
(Catamarca y Jujuy).

Materiales y Métodos

A fines de 2014 se capturaron vicuias adultas
silvestres de Catamarca (Ojo de Calalaste,
25°42’'S, 67°31°0, 4.410 m.s.n.m., Dpto.
Antofagasta de la Sierra) y de Jujuy (Escobar,
22°22’S, 65°20°0, 4.046 m.s.n.m., Dpto. Yavi).
Ambos sitios se ubican en la provincia
fitogeografica de la Puna, difiiendo en su
régimen pluvial: alrededor de 70 mm anuales
en Calalaste y 370 mm anuales en Escobar. En
cada captura se tomaron muestras de heces
del recto para analisis coprolégicos en el
laboratorio y se examind la superficie corporal
de los animales buscando lesiones dérmicas
y/o presencia de ectoparasitos. Las muestras
de heces de Catamarca (n = 15) se procesaron
por dos técnicas: 1) McMaster modificada para
cuantificar el numero de huevos de nematodes
tricostrongilidos (HPG) y el de ooquistes de
coccidios (OPG) por gramo de heces y 2)
sedimentacion-flotacién con SO4,Zn para
diagndstico de Fasciola hepatica y de otros
huevos de helmintos y ooquistes de coccidios
de mayor peso especifico. Las cuentas de
huevos y ooquistes se multiplicaron por 20 y
por 200, respectivamente, para establecer su
numero por gramo de heces (HPG, OPG). Las
muestras de Jujuy (n = 17) se procesaron solo
por la segunda técnica, aunque se realizaron
ademas coprocultivos para taxonomia de larvas
(L3) de nematodes tricostrongilidos. La
prevalencia de las nematodiasis se calcul6é por
el numero de vicufias infestadas en relacion al
total estudiado en cada poblacién, mientras que
la intensidad de la infestacion por cada especie
de nematode o de coccidio se expresé por la
media aritmética de los respectivos HPG u
OPG en las vicufas infestadas. Los ejemplares
de garrapatas recolectados se identificaron con
claves disponibles.

Resultados

En ambas poblaciones, la coprologia mostro
ausencia de huevos de F. hepatica, trematode
que en ocasiones es responsable de
infestaciones de cierta relevancia en vicufas.
La presencia de huevos de nematodes fue
escasa en Catamarca, donde ninguna vicufa
exhibié huevos de tricostrongilidos, hallandose
Unicamente huevos de Capillaria sp. en cuatro
vicuias (26,7%) y de Trichuris sp. en una de
ellas (6,7%). Por el contrario, su abundancia
fue marcada en Jujuy, donde se registré la
presencia de huevos de Lamanema chavezi,
Trichuris sp., Capillaria sp. y Nematodirus sp.,
con prevalencias de 70,6%, 58,8%, 23,5% y
17,6%, respectivamente. A su vez el 58,8% de
estas vicufas mostré una baja cantidad de
huevos de tricostrongilidos, cuyas L3
correspondieron a los géneros Trichostrongylus
(71%), Chabertia (12%), Teladorsagia (11%) y
Haemonchus (6%). La intensidad media de la
infestacion por nematodes en Jujuy fue
moderada para L. chavezi (576,7 + 688,1 HPG)
y Trichuris sp. (264,0 + 301,1 HPG) y baja para
Capillaria sp. y Nematodirus sp. (20,0 HPG en
ambos). A su vez, en Catamarca la intensidad
media también fue baja para Capillaria sp.
(35,0 + 19,1 HPG) y Trichuris sp. (40,0 HPG).
En las vicufas capturadas en Jujuy (n = 198)
se recolectaron 53 ejemplares de garrapatas,
que se identificaron como estadios adultos de
Amblyomma parvitarsum (35 hembras, 18
machos).

Discusion

L. chavezi se reconoce como el nematode mas
patdégeno entre los considerados propios de los
CS. Las larvas de 3° y 4° estadio de L. chavezi
realizan una migracion entero-hepatica, causal
de enteritis catarral y hemorragica con areas
necroticas en la mucosa. En infestaciones
agudas, se produce congestién hepatica, con
multiples focos pequefios de necrosis
coagulativa y hemorragias petequiales. Los
signos de la infestacion con L. chavezi incluyen
anemia, anorexia, emaciacién y postracién.
Previamente informado en llamas y guanacos
locales, L. chavezi no habia sido registrado aun
en vicuias de la Argentina. Hasta hace poco
era reconocido en cuatro paises
sudamericanos: Argentina, Bolivia, Chile y
Peru, solo en este ultimo parasitando a
vicufias. Mas tarde, fue reportada su presencia
en CS domésticos de Nueva Zelanda y de los
EEUU de América.



Es probable que los otros huevos de
nematodes observados correspondan a
especies propias de los CS: el Trichuris tenuis,
que los CS comparten con los camélidos del
Viejo Mundo, el Nematodirus lamae, todavia no
informado en la Argentina, y una especie aun
indeterminada de Capillaria, género del cual -
como para Trichuris- se han hallado huevos en
momias de CS domésticos del Peru que avalan
su existencia previa a la colonizacion espafiola.
El T. tenuis fue diagnosticado en todas las
especies locales de CS. Los huevos de
Trichuris sp. predominan marcadamente por
sobre las otras especies de nematodes, tanto
en llamas como en vicuias de la Argentina, y
se especula que su asociacion con L. chavezi
puede implicar una severa accidon deletérea
para los CS domésticos y, eventualmente, los
silvestres. Los huevos de Capillaria se registran
con cierta frecuencia —pero baja intensidad- en
llamas, alpacas y vicufas, tanto en sus
ambientes propios como fuera de ellos. La
presencia de nematodes de este género se
informd ademas en guanacos de Rio Negro.

La prevalencia de ooquistes de Eimeria fue
muy baja en ambos grupos de vicufas: 26,7%
(Catamarca) y 11,8% (Jujuy), en infecciones
unicas por E. punoensis y E. macusaniensis,
respectivamente. Asimismo, la intensidad
media de la infeccion por coccidios fue muy
baja en Catamarca, apenas 1.120 (+ 722,9)
OPG de E. punoensis. Esto contrasté con
resultados previos tanto en vicuias adultas
silvestres como cautivas de la Argentina, que
mostraron altas prevalencias de infecciones
mixtas por varias especies de Eimeria, a
menudo  exhibiendo cargas parasitarias
elevadas. Al presente se reconocen cinco
especies de Eimeria propias de los CS, que
frecuentemente cursan infecciones
simultaneas, entre las que E. macusaniensis se
sindica como la mas patégena.

Amblyomma parvitarsum cumple su ciclo en
tres hospedadores, considerandose a los
estadios adultos como bastante especificos de
los CS, a los que se fijan habitualmente en la
zona perianal e inguinal. Las larvas de esta
garrapata han sido halladas parasitando a
reptiles del género Liolaemus, mientras que los
hospedadores de las ninfas son todavia
desconocidos. Esta garrapata fue encontrada
hasta ahora en CS de cuatro paises: Argentina,
Bolivia, Perd y Chile, en los tres primeros
parasitando a vicufias. Hasta 2014 el A.
parvitarsum era registrado en 26 sitios de la
Argentina, la mitad de ellos en Jujuy, a los que
se suma el presente registro que representa la
segunda colecta mas numerosa antes
registrada de estadios adultos de A.
parvitarsum y la mas abundante obtenida de
vicunas.

180

Este trabajo muestra una marcada disimilitud
en la infestacion parasitaria en poblaciones de
vicufias silvestres de diferentes zonas de la
Puna argentina. Es probable que Ilas
diferencias respondan, en parte al menos, a
mejores condiciones ambientales para el
parasitismo (interno y externo) en el area de
Jujuy, consecuencia de la mayor humedad
resultante del régimen de precipitaciones mas
elevado. La simpatria de las vicufas jujefias
con llamas o rumiantes menores, que
contribuyan a wuna mayor contaminacion
parasitaria del ambiente, podria ser otra
explicacion plausible para tales diferencias. Esa
simpatria se confirmé por el hallazgo de larvas
de géneros de nematodes parasitos de los
pequefos rumiantes (Trichostrongylus y otros).
En todo caso, los niveles de infestacion
parasitaria de las vicufas de Escobar (Jujuy),
opuestos a todos los precedentes locales de
esta especie en silvestria, alertan sobre la
magnitud que en ocasiones pueden alcanzar
las parasitosis, comprometiendo la salud y, en
definitiva, la  supervivencia de ciertas
poblaciones de vicufas.
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HALLAZGOS PARASITOLOGICOS EN GUANACOS (Lama guanicoe)
DIAGNOSTICADOS EN EL LABORATORIO DE PARASITOLOGIA DE LA EEA
INTA BARILOCHE (2001-2010)

Olaechea, F.; Larroza, M.; Raffo, F.; Cabrera R.
INTA Bariloche

Introduccioén

El guanaco (Lama guanicoe) y la vicuha
(Vicugna vicugna) son las dos especies de
camélidos silvestres presentes en Sudamérica,
ambos con vellones de gran valor comercial.
En la Region Patagonica el aprovechamiento
comercial del guanaco se realiza mediante la
captura y esquila de animales silvestres o bajo
condiciones de semicautiverio. Esto determina
la incorporacién de manejos que alteran sus
habitos y favorecen el contacto con el ganado
doméstico, aumentando las oportunidades de
transmision de parasitosis. Con el objetivo de
actualizar la informacion existente sobre los
endo vy ectoparasitos que afectan a las
poblaciones de guanacos en el NO de la
Patagonia, se llevdo a cabo un estudio
retrospectivo de los analisis realizados en el
Laboratorio de Parasitologia de la EEA INTA
Bariloche durante el periodo 2001-2010.

Materiales y Métodos

Se revisaron 622 analisis de animales
provenientes de 14 establecimientos de las
provincias de Neuquén, Rio Negro y Chubut
(Figura 1), 10 de ellos bajo sistemas de
semicautiverio y 4 con captura temporal de
animales silvestres, estableciendo las
categorias de juveniles (animales de hasta 18
meses) y adultos (mayores de 18 meses).

Figura 1. Zonas de origen de las muestras
analizadas.

Sobre el total de analisis, 615 correspondieron
a examenes de materia fecal: conteo de
huevos por gramo de endoparasitos
gastrointestinales (hpg), sedimentacion-
filtracion para la determinacion de Fasciola
hepatica (Fh) y cultivo de larvas, mientras que
los 7 restantes fueron hallazgos de necropsias.
También se recopilaron datos de identificacion
de ectoparasitos

Resultados

En el Cuadro 1 pueden observarse los
resultados de los promedios de hpg: los valores
en animales jovenes (102,2) fueron
aproximadamente el doble que en adultos
(50,1). En el caso de animales positivos a Fh la
situacion se invierte: el 33,6% de animales
adultos tuvo presencia de huevos de Fh,
mientras que en los juveniles este porcentaje
fue de 14,1%. En la mayoria de las muestras
analizadas se observaron coccidios, en general
con bajas cargas, identificando frecuentemente
Eimeria macusaniensis.

Cuadro 1. Andlisis de materia fecal en guanacos
juveniles y adultos: conteos de huevos por gramo
(hpg): promedio y rango, y porcentaje de positividad
a Fasciola hepatica (Fh).

Porcentaje de

Promedio Rango hpg | positividad a Fh
hpg (n) i
(n)
Guanacos .
juveniles 102,2 (180) 0-890 14,10% (168)
Guanacos
adultos | 201 (417) | 0-840 33,6% (426)

n: Numero de muestras analizadas
*la presencia de Fh fue observada en 5 de 11 (45%)
establecimientos analizados.

Con respecto a los cultivos de larvas (n: 31),
los géneros identificados en orden de
prevalencia  fueron: Nematodirus  spp.,
Ostertagia spp., Trichostrongylus spp. y
Cooperia spp. En todas la necropsias
realizadas (n: 7) se recuperaron e identificaron
ejemplares de Nematodirus (N. spathiger, N.
oiriatianus, N. filicolis y N. abnormalis), y en
algunos casos también se observaron
Ostertagia trifurcata, O. ostertagi, Cooperia
oncophora,  Trichostrongylus  colubriformis,
Trichuris spp., Dictyocaulus spp. y Moniezia
spp (Figuras 2.a, b, c y d).

Otro hallazgo de necropsia fue el de
sarcoporidiosis (Sarcocystis spp). (Figura 4)



Figuras 2.a. Nematodirus ~ spathiger, b.
Nematodirus oiriatianus, c. Ostertagia trifurcata d.
Ostertagia ostertagi

Fig. 2. a Fig. 2.b

Fig. 2.c Fig. 2.d

Los ectoparasitos observados e identificados
fueron  piojos chupadores del género
Microthoracius (M. praelongiceps, M. minor y
M. mazzai) y masticadores (Bovicola spp.)
(Figuras 3.a, b y ¢). En cuanto a los aspectos
clinico-productivos se registraron mortandades
por fasciolosis aguda vy coccidiosis en
chulengos, decomiso de carne  por
sarcosporidiosis en faenas esporadicas y
sintomatologia de prurito, rascado e irritacion
con pérdida de pelo por pediculosis.

Figuras 3.a. Microthoracius praelongiceps, b.
Microthoracius minor, c. Microthoracius mazzai.

Fig. 3. a

Fig. 3.b
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Fig 3. ¢

Figura 4. Quistes de Sarcocystis spp

Discusion

La mayoria de los parasitos descriptos no
estuvieron relacionados con la observaciéon de
sintomas  clinicos. Excepto para las
sarcosporidiosis en guanacos silvestres, los
casos de parasitosis fueron diagnosticados en
establecimientos de cria.

Conclusion

En el presente trabajo se describieron los
hallazgos parasitolégicos de poblaciones de
guanacos, en su mayoria pertenecientes a
sistemas de cria en semicautiverio. Esto
implica cierta superposicion de habitats con
especies domésticas, favoreciendo el contacto
con las mismas, lo cual determina un aumento
de las oportunidades de transmision de
parasitosis (Ezenwa et al, 2006). Futuros
estudios realizados sobre poblaciones de
guanacos silvestres podran aportar informacién
sobre las especies parasitarias en ambientes
naturalmente habitados por otras especies,
principalmente ovinos (Baldi et al., 2001).
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Lamanema chavezi (Nematoda: Molineidae): DATOS EPIDEMIOLOGICOS DE
LA INFESTACION EN CAMELIDOS SUDAMERICANOS DEL NOA
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Introduccién

Los camélidos sudamericanos (CS),
domésticos (alpacas y llamas) y silvestres
(vicuhas y guanacos) son parasitados por
Lamanema chavezi, nematode considerado
especifico de ellos y uno de los pocos en que
las larvas parasiticas de 3er. y 4° estadio
realizan una migracién entero-hepatica, lo cual
le otorga gran patogenicidad. La mayoria de los
hallazgos de L. chavezi se hicieron tras
necropsias de CS en paises sudamericanos.
Sin embargo, sus huevos son tan tipicos que
se diferencian sin dificultad de otras especies
de nematodes de los CS, facilitando el
diagndstico coproldgico. Este trabajo presenta
resultados basados en coprologia sobre la
infestacion con L. chavezi en CS adultos del
Noroeste argentino (NOA).

Materiales y Métodos

Entre marzo 2006 y mayo 2009 se obtuvieron
muestras de heces per rectum de llamas de
tres provincias del NOA (Jujuy, Salta y
Catamarca). Adicionalmente se muestrearon
vicufias en diciembre 2004 (Salta), mayo 2008
(Jujuy) y diciembre 2008 (Catamarca). En
setiembre 2005, se colectaron cuatro muestras
de heces frescas en ‘bosteaderos’ de una
poblacién de guanacos de Salta. En conjunto
se muestrearon CS de 17 Departamentos (siete
de Jujuy, seis de Salta y cuatro de Catamarca).
Todas las llamas y la mayoria de las vicufias
muestreadas fueron adultas (> 1 afio de edad).
La edad de los guanacos no se determiné.

Las muestras se procesaron por la técnica de
sedimentacion-flotacion descrita por Cafrune et
al. (2009). Los huevos de L. chavezi se
contaron para determinar el numero por gramo
de heces (HPG).

Las prevalencias se calcularon por el numero
de rebafios y de CS infestados respecto del
numero total estudiado. La intensidad media de
la infestaciébn se establecid por la media
aritmética de HPG de L. chavezi en los CS
infestados.

Resultados

La Tabla 1 presenta las prevalencias a nivel de
rebafios e individual y la intensidad media de la
infestacion por L. chavezi en los CS evaluados.
Las llamas de Catamarca mostraron los valores
mas altos para todos los parametros de la
infestacion. Soélo se detectaron diferencias
significativas entre la menor prevalencia
individual en llamas de Jujuy respecto de las de
Salta y Catamarca. Seis de los nueve rebafios
de llamas infestados en  Catamarca
correspondieron al Departamento Santa Maria.
L. chavezi se diagnostico en los guanacos pero
no en las vicufias. Los rebafios de CS
infestados se distribuyeron en 11 (64,7%) de
los 17 Departamentos.

La ubicacion de los rebafios de CS infestados
(n = 28) se muestra en la Figura 1 los cuales,
salvo por las llamas de Chicoana (Salta), se
situaron en el Dominio Andino Patagénico entre
los 22° 10’ y los 26° 40’ de latitud Sur. Ninguno
de los CS muestreados presentd signos
clinicos de la infestacion por L. chavezi.

Tabla 1. Prevalencia (%) en rebafios e individuos e intensidad media (HPG y rango) de la infestacion  por
Lamanema chavezi en camélidos sudamericanos (CS) adultos de tres provincias del NOA.

Especie Provincia Rebafios CS HPG (rango)
N° infectados/ N° infectados/
n°® examinados n° examinados
Llama Jujuy 17/57 (29,8)* 76/543 (13,9)° 213,2% (20 -1600)
Salta 1/7 (14,3)° 19/60 (31,7)° 312,6 (20 -1920)
Catamarca 9/25 (36,0)° 36/105 (34,3)° 373,97 (20 -2120)
Total 27/89 (30,3) 131/708 (18,5) 271,8 (20 -2120)
Vicufa Jujuy 0/1 (0) 0/63 (0)
Salta 0/1 (0) 0/98 (0)
Catamarca 0/1 (0) 0/10 (0)
Total 0/3 (0) 0/171 (0)
Guanaco Salta 1/1 (100) 3/4 (75,0) 66,0 (40-120)

* Numeros que no comparten la misma letra en cada columna son significativamente diferentes (P < 0,001; test

de Fisher y de Kruskal-Wallis).



Figura 1. Mapa del Noroeste argentino mostrando la
ubicacién de los rebafios de llamas (e) y guanacos
(A) infestados por L. &@avezi.
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Discusion

Los estudios sobre distribucion de L. chavezi
son escasos. Es presumible que este
nematode tenga amplia dispersién en Peru, en
tanto su presencia en Chile parece restringida a
la 1% Regién. Un trabajo reciente en Bolivia
informa el hallazgo de L. chavezi en cuatro
Departamentos de ese pais. El primer hallazgo
del nematode en CS de Argentina fue en una
llama de Yavi, Jujuy, en 2001. Luego se
detectaron huevos de L. chavezi en llamas de
cinco Departamentos de Jujuy. Este trabajo
amplia los hallazgos coprolégicos a llamas de
Catamarca y a llamas y guanacos de Salta.
Mas aun, el registro actual en guanacos es el
primero de Argentina. Pese a varios estudios
en guanacos patagdnicos es curioso que L.
chavezi no se haya notificado en ellos, siendo
que esa regién del pais mantiene mas de
medio millén de CS de dicha especie.

Excepto por las llamas de Chicoana, Salta,
todos los CS infestados por L. chavezi se
ubicaron en el Dominio Andino Patagénico,
principal region de distribucion de CS en la
Argentina. Aun asi, la prevalencia e intensidad
de la infestacién por L. chavezi observada en
Chicoana, sugiere que este nematode podria
prosperar exitosamente en otros ambientes.
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La prevalencia individual de L. chavezi en
necropsias de alpacas de Peru y llamas de
Chile y Bolivia fue de 48,2%, 61,3% y 64,0%,
respectivamente. Estudios coprolégicos en
alpacas y llamas de Chile indicaron una
prevalencia individual de L. chavezi de 32,0% y
26,6%, respectivamente, similares a los datos
actuales en llamas de Catamarca y Salta.

Los datos actuales indican también cierta
heterogeneidad en la ocurrencia de L. chavezi,
con prevalencias disimiles (rebafio e individual)
en los distintos lugares de estudio. Asi, la
mayor prevalencia en Santa Maria (Catamarca)
contrasto con la situacién de Cochinoca (Jujuy),
donde solo cuatro de 27 rebafios de llamas se
detectaron infestados. En ciertos casos, la
infestacion por L. chavezi aparece concentrada
a nivel de rebafio, como indica la similitud de
ambas prevalencias (rebafios e individual) en
las llamas de Catamarca (Tabla 1). En
coincidencia, Sporndly y Nissen (2008)
informaron diferencias estadisticamente
significativas en la carga de L. chavezi entre
rebafios de llamas de Bolivia. Esta distribucion
en ‘clusters’ adquiere importancia para rebanos
libres de este nematode, en los cuales deberia
evitarse la introduccion de CS sin monitoreo
previo de la infestacion con L. chavezi.

A pesar del potencial patogénico de L. chavezi
no se registraron CS con signos de la
infestacion. Este hecho podria explicarse por la
baja prevalencia general en llamas (18,5%), asi
como por la moderada intensidad de Ia
infestacion por L. chavezi. Serian necesarios
trabajos adicionales, como por ejemplo
estudios de cohorte en rebafios infestados,
para evaluar los efectos deletéreos de la
infestacion por L. chavezi en CS del NOA.
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Sarcocystis aucheniae EN LLAMA (Lama glama) DE LAGUNA BLANCA,
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Introduccién

La produccion de Illamas representa una
oportunidad invalorable en el aprovechamiento
de la vegetacién autéctona de la region, y dado
que tiene gran versatilidad de usos, es un pilar
fundamental en la economia de subsistencia de
las familias de la region.

La carne posee altos niveles proteicos, un tenor
graso y niveles de colesterol
considerablemente bajos. En la cocina gourmet
es considerada un producto escaso y poco
convencional, tiene un gran potencial de
mercado, ya sea como cortes de carne o
manufacturado. La produccion de llamas
representa un recurso natural estratégico, de
gran trascendencia social, econdémica y
ecologica en la subsistencia de las familias de
la puna Argentina.

La sarcocistiosis es una enfermedad
parasitaria, zoonética que resulta del consumo
de carne infestada cruda o insuficientemente
cocida, y se manifiesta con gastroenteritis,
nauseas, diarrea y colicos (Leguia, 1991). En
camélidos sudamericanos (CS), se conoce
vulgarmente como “arrocillo” y es causada
por la infeccion de protozoos del género
Sarcocystis spp. Los CS son hospedadores
intermediarios que adquieren la enfermedad al
ingerir pasto o agua contaminados con
ooquistes, mientras que los hospederos
definitivos son los perros o canidos silvestres,
quienes liberan al medio las formas infectantes.
Las especies de Sarcocystis identificadas en
CS son S. aucheniae y S. lamacanis, ambos de
ciclo heteroxeno. En Argentina, Cafrune (2001)
reportd la presencia de macroquistes en
llamas. ElI agente etiologico fue Iluego
identificado como S. aucheniae por métodos
moleculares.

El objetivo del trabajo fue describir e identificar
los macroquistes del es6fago y musculo de una
llama de la puna catamarquefa durante una
faena exploratoria.

Materiales y Métodos

Se realizé la eutanasia y posterior necropsia de
una llama adulta, de 10 afios de edad, sin
signos aparentes de enfermedad. Durante la
misma se registraron los hallazgos patoldgicos

macroscopicos y se recolectaron muestras de
tejido que fueron fijados en formol bufferado al
10% y 3% de glutaraldehido para realizar

estudios histopatolégicos de rutina (tincién de
hematoxilina y eosina). Algunos quistes fijados
con glutaraldehido fueron ademas observados
mediante microscopia electréonica de barrido
(MEB) para su caracterizacion morfoldgica.
Adicionalmente, algunos macroquistes
identificados en tejido muscular se refrigeraron
y posteriormente se realizd la extraccion de
ADN utilizando un kit comercial y se aplicé una
técnica de PCR semianidada especifica para S.
aucheniae (Decker, 2015).

Foto 1. Macroquistes en musculatura del eséfago.

Resultados

Durante la necropsia se identificaron
macroquistes en mudsculo esquelético vy
esofago, de forma ovalada, blanquecinos, de
hasta 0.8 cm de largo, con apariencia de grano
de arroz. A lo largo de todo el esofago se
observé una gran cantidad de macroquistes, a
razéon de 4 a 6 por centimetro cuadrado. En
musculo esquelético la densidad fue menor,
concentrandose principalmente en la region
cervical. En los estudios histopatoldgicos se
observo la presencia de macroquistes que a
partir de su capsula externa surgian tabiques
internos ramificados de distinto tamafio y
grosor que se prolongaban hacia el centro,
dando lugar a la formaciéon de camaras, en las
que se encontraban paquetes de bradizoitos, y
dejaban una zona central vacia o poco
poblada. No se detectdé una respuesta
inflamatoria periférica importante. La
observacion de los quistes por MEB evidencié
una capsula externa rugosa y con
circunvoluciones marcadas. Mediante andlisis
moleculares, se confirmd que el protozoo
identificado en estos macroquistes fue S.
aucheniae.



Foto 2. Histolégicamente, los quistes presentaban
una capsula externa a partir de la que surgian
tabiques internos (t) formando camaras, en las que
se encontraban paquetes de bradizoitos (b), y
dejaban una zona central vacia o poco poblada.

Discusion

En la puna Argentina es una practica habitual la
faena domiciliaria, en condiciones precarias. En
estos ambientes se reporta una prevalencia
cercana al 100% de macroquistes en camélidos
sudamericanos, sumado a una estrecha
convivencia de los perros con camélidos, como
asi también la alimentacion de aquellos con
carne cruda infectada con este protozoo, hace
que el ciclo se mantenga (Deker, 2015).

Se identific6 a S. aucheniae como el agente
etiolégico causante de “arrocillo” en esta
llama de la regién de la puna catamarquefia,
coincidente con lo reportado por Carletti (2013).
La estructura de los macroquistes fue
semejante a la descripta por Taype (2004). Son
de forma ovoide o esferoidal, poseen una
capsula con digitaciones externas, de la
capsula se desprenden tabiques incompletos
dirigidos al centro, entre los que se ubican los
paquetes de parasitos. Los macroquistes se
localizan en musculos del cuello, esdfago,
grandes masas de los miembros, intercostales
y diafragma.

Si bien la carne de llama esté incluida en la Ley
Federal de Carnes, aun no hay plantas de
faena habilitadas para camélidos. Esto atenta
contra la produccion y comercializacion de este
producto, dado que ademas de ser una fuente
de proteina para los pobladores, es un
producto atractivo para la cocina gourmet.

La sarcocistiosis es una problematica social,
para lo que es necesario ampliar los estudios
en cuanto a epidemiologia de la enfermedad,
para lograr mejorar las condiciones sanitarias
de la cria y faena. En estas zoonosis es
fundamental el equipo multidisciplinario para
abordar la problematica.
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Introduccién

Los camélidos sudamericanos domésticos
(lamas y alpacas) se producen en Argentina,
Chile, Bolivia, Pert, y Ecuador. Suman una
poblacién de aproximadamente 7 millones de
animales (De Lamo, 2011). Hoy en dia, la
mayor proporcion de CS domésticos son
criados en pequefia escala por las familias
rurales de los andes, con las practicas de
pastoreo extensivo y escasos controles
sanitarios. Sin embargo existen también
establecimientos productivos de CS en
regiones no andinas con otras modalidades de
manejo. En Argentina el CS domestico por
excelencia es la llama (Lama glama) y uno de
sus principales productos es la carne. La
produccion de carne de Illama en las
comunidades rurales punefias se ve afectada
en gran medida por Sarcocystis spp. Una de
las especies, Sarcocystis aucheniae produce
quistes macroscopicos (1-5 mm de largo) en el
musculo esquelético (Carletti et al, 2013;
Rooney et al, 2014; Martin et al., 2016; Moré et
al., 2016). Recientemente, se ha descrito una
nueva especie, S. masoni, que producen
quistes microscépicos en CS de Argentina y
Peru (Moré et al., 2016). Como consecuencia
de este parasitismo, a menudo resulta, la
disminucién del precio de la carne o su
decomiso (Rooney et al., 2014). En Argentina,
la produccién y comercializacion de carne de
llama no ha desarrollado todo su potencial
manteniendo todavia cierta informalidad y poca
tecnologia (Echenique et al, 2015). Sin
embargo, tiene amplias perspectivas de
mejora, y se beneficiaria significativamente
estandarizacion de métodos de evaluacién y
control sanitarios. Este trabajo analiza si la
presencia de anticuerpos anti-Sarcocystis spp.
en llamas esta influenciada por factores como
la region geografica y / o el manejo del ganado
camélido. Para ello se utilizd una técnica
diagndstica indirecta (ELISAI) desarrollada a
partir de una fraccion de proteina inmunogénica
de S aucheniae.

Materiales y Métodos

Para este propésito, se desarrolld6 un ELISA
indirecto que se cred en base a una fraccién de
proteina inmunogénica soluble 23 kDa (SA23),
aislada de macroquistes de S. aucheniae
(SA23-IELISA).Las muestras de suero (n =

507) se obtuvieron de llamas criadas bajo tres
condiciones diferentes de manejo: (i) en
establecimientos de agricultores familiares de
la puna de Argentina, sin o escasos controles
sanitarios y con presencia de perros pastores,
(grupo I, n = 237) , (i) en una Estacion
Experimental Agropecuaria ubicada en la puna
de Argentina con controles sanitarios,
infraestructura ganadera y sin uso de perros
pastores (Grupo Il, n = 167), y (iii) en
establecimientos extra puna (Region
Pampeana de Argentina) con controles
sanitarios, infraestructura y sin manejo con
perros pastores. (Grupo Ill, n = 103). Los
resultados de la SA23-ELISA se expresaron
como porcentajes de positividad. Un grupo
significativo de sueros fueron analizados con
IFAT (técnica de inmunofluorescencia indirecta)
segln Moré et al., 2007. La linea de corte se
determind como el promedio de los porcentajes
de positividad de sueros de llama negativos a la

prueba de IFAT mds 2 desviaciones estandar.

Foto 1. Agricultor familiar de la puna argentina
acompanado de dos ejemplares de llama y un perro
pastor.

Resultados

El porcentaje de sueros que cayd por encima
de la linea de corte (31,5% de positividad) en el
grupo (i) fue significativamente mayor (p
<0,001) que los de los grupos (ii) y (iii) (50% vs
23% y 26%, respectivamente).
Comparativamente los porcentajes  de
prevalencia entre los grupos ii y iii no mostraron
diferencias significativas.



Grafico 1. Distribuciéon de los porcentajes de
positividad de los sueros analizados (por grupo i; ii;
iii) en relacion a la linea de corte determinada.

Discusion

En primer lugar este trabajo presenta un ELISAI
para la deteccion de anticuerpos anti
sarcocystis aucheniae en camélidos
sudamericanos.

Los resultados encontrados indican que las
practicas de manejo constituyen uno de los
factores de riesgo critico para la prevalencia de
sarcocistiosis en llamas. Las diferencias en
estas practicas incluyen la presencia de
caninos domésticos y el acceso de los mismos
a carne de llama cruda infectada, con el
consiguiente mantenimiento del ciclo de vida de
los parasitos por la contaminacion de los
pastos y el agua con ooquistes / esporocistos-
fecales Choque et al., 2007). Ademas, la
itinerancia de los rebafios de llamas en busca
de pastos y fuentes de agua en determinadas
épocas del afio podria exponer a los animales
a focos infecciosos. También la presencia en la
zona de pastoreo de canidos silvestres como el
zorro incrementaria el riesgo de contaminacion
de las pasturas. Por otra parte, los porcentajes
de seropositividad de llamas provenientes de
un manejo mas controlado en la Puna o en la
Region Pampeana no fueron significativamente
diferentes, lo que sugiere que las
caracteristicas del clima, altitud y / o pasto no
influyen en el grado de parasitismo con
Sarcocystis en las llamas.

Dado que los signos clinicos en el huésped
intermediario son raros y el hallazgo de la
infeccion por Sarcocystis normalmente se
realiza post mortem, la disponibilidad de una
prueba serolégica puede ser una herramienta
util para la deteccion y estudio de esta
parasitosis. La combinacién de técnicas
diagnésticas directas e Indirectas, en diferentes
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etapas epidemiolégicas, condiciones
ambientales y de manejo permitirian
caracterizar de manera mas completa el ciclo
del parasito en los CS locales y los factores
predisponentes.

Foto 2. Ejemplar de Illama bajo condiciones
controladas de manejo.
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Introduccion

Sarcocystis aucheniae es un protozoo
intracelular obligado que produce la parasitosis
denominada sarcocistiosis en camélidos
sudamericanos (CS). Este parasito presenta un
ciclo de vida indirecto, es decir, requiere de dos
hospedadores: El hospedador definitivo que es
donde el parasito desarrolla su estadio sexual y
el hospedador intermediario que es donde el
parasito desarrolla su estadio asexual. Esto
significa que parte de su vida la desarrolla en
los CS, los hospedadores intermediarios, y otra
parte en los canidos, los hospederos definitivos
(Foto 1).

Foto 1. Ciclo de vida de Sarcocystis aucheniae.

La sarcocistiosis de CS domésticos, da lugar a
la formacién de quistes macroscépicos (1-5
mm) similares a granos de arroz en los
musculos de estos animales (Foto 2).

Foto 2. Observacibn macroscépica vy
microscopica de un quiste de S. aucheniae.

El consumo de carne infectada, cruda o
insuficientemente cocida, puede producir en el
hombre un cuadro de gastroenteritis que cursa
con nauseas, diarreas y colicos. Ademas, los
quistes dan un aspecto desagradable a la
carne que conduce a su desvaloracion y/o

decomiso, por lo que tiene un impacto negativo
para las economias que dependen de este tipo
de ganado. Para ayudar al control de esta
parasitosis, es importante contar con métodos
de deteccién de las infecciones previo a la
faena. En un trabajo anterior, demostramos que
es posible detectar al parasito en sangre de CS
mediante PCR. El objetivo del presente trabajo
fue el desarrollo de un esquema mejorado de
PCR con respecto al trabajo antes citado, para
detectar simultdneamente ADN del parasito y
del hospedador (Foto 3) en muestras de
sangre, con alta especificidad y sensibilidad.
Asimismo, se propuso aplicar este ensayo a un
estudio epidemiolégico preliminar en dos
regiones de la Puna Argentina productoras de
CS.

Foto 3. Hato de llamas en corral comunitario.

Materiales y Métodos

Se diseid una PCR semianidada duplex,
empleando como secuencias blanco,
secuencias especificas del gen 18S ARNr de S.
aucheniae y el gen 16S ARNr mitocondrial de
llama (Lama glama). La PCR se llevo a cabo en
dos ciclos de amplificacién siendo los primers
forward, cocc18S-F1 y cocc18S-F2 (comunes a
los coccidios), correspondientes a la primera y
segunda ronda de amplificacion,
respectivamente, y el primer reverse, Sauch_R
(especifico de S. aucheniae), empleado tanto
en la primera como en la segunda ronda de
amplificacion (Grafico 1). Y finalmente los
primers Lg 16SRNA F y Lg 16sRNA R
(especificos de L. glama) que fueron
empleados como control metodolégico y de
extraccion. El ensayo se puso a punto con
muestras de ADN extraidas de quistes del
parasito y musculo de llama, para luego ser



aplicado a alicuotas de sangre de llama a las
que se agregaron distintas cantidades
conocidas de bradizoitos de S. aucheniae.
Luego se analizaron un total de 158 muestras
de sangre de Illamas obtenidas de las
provincias de Catamarca y Jujuy.

Los resultados obtenidos fueron tratados
estadisticamente mediante el test Chi-
cuadrado.

Grafico 1. Disefio de la PCR semianidada duplex.

Resultados

En el ensayo de sensibilidad se logré alcanzar
un limite inferior de deteccion de 0.5
parasitos/ml de sangre donde en el segundo
ciclo de la PCR (Grafico 2) se obtuvieron
fragmentos de ADN correspondiente al tamafio
esperado tanto para el parasito como para el
hospedador con 583 y 257 pb, respectivamente
(Gréfico 3). A su vez, de las 158 muestras de
campo analizadas, 21.52% resultaron positivas.
El analisis estadistico no mostré diferencias
significativas en cuanto a edad de los animales,
sexo Yy provincia de muestreo.

Grafico 2. Ensayo de sensibilidad de la PCR
semianidada duplex. Las calles 1 a 12 corresponden
a2x105,4 x 104, 8 x 103, 1.5 x 103, 3 x 102, 60,
12, 2, 0.5, 0.01, 0.02 y 0, bradizoitos por mililitro de
sangre, respectivamente. Q: ADN de S. aucheniae;
L.g: ADN de L. glama; C(-): control negativo. M:
marcador de ADN 1 kb Plus.

M 12 345¢6 7 8910 1 12QLgCH

500 bp —»
200bp —»
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Grafico 3. Amplificacion de ADN de sangre de
llamas del NOA por PCR semianidada duplex.

Discusion

El método fue altamente sensible y especifico,
y aplicado con éxito a muestras de sangre de
llamas de Argentina. Si bien el analisis
estadistico no mostrd diferencias significativas
en cuanto a edad, sexo y procedencia de los
animales, es necesario analizar mayor cantidad
de muestras para poder hacer un relevamiento
exhaustivo de infecciones por este parasito en
CS de Argentina y paises vecinos que permita
conocer la situacién epidemiologica de la
sarcocistiosis de CS y asi poder hacer el
disefio de medidas de control.
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PREVALENCIA Y ABUNDANCIA DE COCCIDIOS (Eimeria spp.) EN VICUNAS
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Introduccion

Cinco especies de Eimeria han sido
identificadas como parasitos de las especies
domeésticas (llama y alpaca) y silvestres (vicufia
y guanaco) de camélidos sudamericanos (CS):
E. lamae, E. alpacae, E. punoensis, E.
macusaniensis 'y E. ivitaensis. Todas ellas
fueron encontradas en llamas de la Argentina,
mientras que E. macusaniensis se hallé
también en guanacos y vicufas de nuestro
pais. Las especies de Eimeria de los CS
poseen caracteristicas tan definidas que
permiten distinguirlas sin necesidad de
incubacion de sus ooquistes (Figs. 1 y 2). El
presente estudio informa la prevalencia y
abundancia de Eimeria spp. en vicuhas
cautivas mantenidas en la regién del altiplano
del Noroeste argentino (NOA).

Materiales y Métodos

Se estudiaron vicufias mantenidas en la
Estacion Experimental de Abra Pampa del
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria,
provincia de Jujuy, Argentina (22°49’ S, 65°47’
W; 3.484 m.s.n.m.). Siguiendo protocolos de
Bienestar animal, en mayo y noviembre de
2011 se capturaron 154 vicufas adultas y 81
juveniles (< 1 afio), de las cuales se tomaron
muestras de heces del recto, que se
almacenaron a 4 °C hasta su procesamiento en
el laboratorio. Las muestras se procesaron por
dos técnicas: A) McMaster modificada para
diagnéstico de E. punoensis, E. alpacae y E.
lamae, y B) técnica de sedimentacion-flotacion
descrita por Cafrune et al. (2009) para
deteccion de E. macusaniensis y E. ivitaensis.
Los ooquistes de cada especie de Eimeria se
contaron para determinar su nimero por gramo
de heces (OPG). Para cada fecha se definié la
prevalencia de cada especie de Eimeria por el
numero de vicunas infectadas respecto del total
y la abundancia media de la infeccion por la
cantidad de OPG de cada especie de Eimeria
sobre el total de vicufas muestreadas. Ambos

parametros se calcularon para los ejemplares
adultos y los juveniles.

Resultados

Las cinco especies de coccidios propias de CS
fueron encontradas en la poblacion de vicufias.
La prevalencia y abundancia media de cada
especie de Eimeria se presentan,
respectivamente, en las Tablas 1 y 2. Solo
once adultos (cuatro en mayo y siete en
noviembre) no eliminaron ooquistes de Eimeria.
Los juveniles tuvieron la prevalencia mas alta
de todas las especies de coccidios (Tabla 1) y
la mayor abundancia de casi todas las especies
en ambas fechas, salvo para E. ivitaensis
(Tabla 2). Ambos parametros fueron
marcadamente bajos para esta ultima especie.
Las co-infecciones por varias especies de
Eimeria fueron habituales. No se observaron
signos clinicos de la infeccién en las vicufias
muestreadas.

Figura 1. Ooquistes (no esporulados) de Eimeria
punoensis (a), Eimeria alpacae (b) y Eimeria lamae
(c) (izq).

Figura 2. Ooquistes (no esporulados) de Eimeria
macusaniensis (d) y Eimeria ivitaensis (e) (derecha).

Tabla 1. Prevalencia (%) de cinco especies de Eimeria en heces de vicufias cautivas adultas y juveniles del

Altiplano argentino.

Fecha Edad de vicufas E. punoensis E. alpacae E.lamae E. macusaniensis E. ivitaensis

Mayo 2011 Adultas (n =71) 65* (91.5)% 59 (83,1)° 27 (38,0  7(9,9)° 11,47
Juveniles (n = 37) 37 (100)® 33 (89,2)° 22 (59,5 37 (100)° 0?

Nov. 2011 Adultas (n = 83) 73 (87,9)° 54 (65,1) 15 (18,1 17 (20,5) 11,27
Juveniles (n = 44) 44 (100)® 36 (81,8)° 17 (38,6) 30 (68,2)° 12,37

* Numeros que no comparten letras en cada fecha y columna son significativamente diferentes (P < 0.05, prueba Chi

cuadrado)



192

Tabla 2. Abundancia media (OPG y desvio estandar) de cinco especies de Eimeria en heces de vicufias cautivas

adultas y juveniles del Altiplano argentino.

Fecha Edad de vicufias  E. punoensis E. alpacae E. lamae E. macusaniensis E. ivitaensis
Mayo 2011 Adultas 7552,1° 950,4° 240,5% 0,85° 0,06°
(n=71) (x10.904,3)  (%1.100,3) (¥478,7) (+4,8) (x0,47)
Juveniles 13.001,1° 5.433,5° 18.949,2° 336,2° 0?
(n=237) (x11.318,8)  (+8.712,9) (+58.462,2) (+515,9)
Nov. 2011 Adultas 6.703,1% 711,8° 91,1? 9,8° 0,02°
(n=283) (x10.473,8) (+1.552,4) (£315,7) (£53,6) (x0,15)
Juveniles 25.9254° 1.419,1° 470,9° 23,0° 0,02
(n=44) (+66.930,2)  (+2.601,1)  (+1.588,3) (x70,7) (x0,15)
:N I\III_L'Jr)neros que no comparten letras en cada fecha y columna son significativamente diferentes (P < 0.05, test de Kruskal-
allis
Discusion

Los resultados coincidieron parcialmente con
los de Beltran Saavedra et al. (2011) en
vicufias silvestres (n = 32) de Apolobamba
(Bolivia). Estos autores reportaron sélo cuatro
especies de Eimeria (E. punoensis, E. alpacae,
E. lamae y E.macusaniensis) con una
prevalencia total de 84,4%, 90,6%, 18,7% y
9,4%, respectivamente. La prevalencia de
todas las especies de coccidios también fue
mayor en vicuias jévenes que en adultos. En
contraste, Bouts, et al. (2003) sélo hallaron E.
punoensis con prevalencia del 41% en vicufias
silvestres (n = 39) de Pampa Galeras (Peru). La
prevalencia de E. macusaniensis en vicuhas
adultas (Tabla 1) no difiri6 a su vez de
resultados previos (9,2% y 22,2%) en dos
poblaciones del NOA (Cafrune et al., 2009). Por
otra parte, distintos autores han informado
prevalencias disimiles de Eimeria spp. en CS
domeésticos.

La mayor prevalencia y abundancia de Eimeria
spp. registrada en vicufas jovenes coincidid
con el patron epidemiolégico tipico de las
infecciones por coccidios registrado en otras
especies animales.

La infeccion concurrente de las cinco especies
de Eimeria de CS se informd previamente en
llamas de Jujuy, Argentina. Sin embargo, E.
macusaniensis fue diagnosticada primero en
guanacos de Chubut, Mendoza y San Juan.
Mas tarde se encontrd esta ultima especie en
llamas de Catamarca y Salta, guanacos de
Salta, y en vicuhas de Jujuy y Salta. En
cambio, E. ivitaensis se detectdé en apenas
cuatro llamas pero no en vicufias 0 guanacos
(Cafrune et al., 2009); asi, el presente informe
parece ser el primero en vicufas. Es claro que
se necesitan estudios adicionales para
entender mejor la distribucion y epidemiologia
de E. ivitaensis.

Evidencia surgida de infecciones naturales
indica que E. macusaniensis sola -0 asociada
con E. lamae o E. ivitaensis — es la especie
mas patégena de coccidios, sobre todo en CS
jovenes.

No obstante, varios informes de los Ultimos
afios prueban que también los CS adultos
pueden ser clinicamente afectados por E.
macusaniensis. Ademas, se ha sugerido que
los dafios de la mucosa intestinal causados por
E. macusaniensis pueden inducir un
crecimiento excesivo de Clostridium perfringens
con produccion de toxinas que conduzcan a
una enterotoxemia fatal en CS.
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Introduccion

La sarna sarcoptica es una parasitosis
contagiosa de distribucion mundial, producida
por Sarcoptes scabiei, que afecta a numerosas
especies de mamiferos y al hombre. Se
considera una de las afecciones cutaneas de

mayor prevalencia y severidad en los
camélidos sudamericanos (CS). La
epidemiologia 'y  manifestacion clinico-
patolégica de la enfermedad presenta

diferencias notorias segun la region geografica
y las especies involucradas. Se describen dos
tipos principales de cuadros clinicos, la “forma
paraqueratésica” y la “forma alopécica” en las
que predominan, respectivamente, las
reacciones de hipersensibilidad de tipo |
(inmediata) y IV (retardada). Asumiendo que se
trata de una problematica relevante en el
Noroeste argentino y que en nuestro pais los
reportes de sarna en CS son escasos, este
trabajo describe y compara el tipo de
presentacion clinica e histopatoldgica en
vicufias y llamas afectadas por sarna
sarcoptica.

Materiales y Métodos
En septiembre de 2014 ocurrieron sendos

brotes de sarna sarcoptica en una tropa de 120
vicuinas en cautividad de la localidad de Rodeo

y en una majada de 230 llamas de la localidad
de Yavi, ambos en la provincia de Jujuy,
Argentina. En ambos casos se realizaron
raspados de piel que fueron preservados en
etanol 70% y luego clarificados con hidroxido
de potasio, para su observacién con
microscopio optico. En forma simultanea se
extrajeron biopsias de piel de la region perianal
e ingle de dos vicufias adultas y de dos llamas
machos adultos jovenes. Las muestras de
tejido fueron fijadas en formol bufferado al 10%
y procesadas por las técnicas histologicas de
rutina.

Resultados

Los casos se confirmaron mediante
identificacion de S. scabiei en los raspados de
piel. Ambas vicufias mostraron abundante
cantidad de acaros, opuestamente a las llamas,
de las que solo una exhibié escasos ejemplares
de S. scabiei. En las vicufias la sarna tuvo una
incidencia del 9,16%, mortalidad del 5% vy
letalidad del 54,5%. En las llamas se vieron
afectados unicamente los machos juveniles,
con incidencia del 2,17% y mortalidad/ letalidad
del 0%. Los hallazgos macroscopicos e histo-
patolégicos se presentan en la Tabla 1 y en
las Figuras 1 a 6.

Tabla 1. Hallazgos histopatoldgicos y parasitolégicos en muestras cutaneas de vicufias (n = 2) y llamas (n = 2).

Lesiones/ Especie de CS Vicuia Llama
Ejemplares V1 V2 L1 L2
Hiperplasia de epidermis ++ +++ +++ ++
Hiperplasia de glandulas sebaceas + ++ - -
Infiltrado inflamatorio/ tipo Neutrofilos Macrofagos, linfocitos, cel. - Monocitos
y eosindfilos  plasmaticas y eosindfilos y linfocitos
Degeneracién de epidermis + + + ++
Acaros en raspado de piel Abundantes Abundantes No registrado Escasos
Acaros en cortes HP Abundantes Abundantes No registrado Escasos

Grado de severidad de las lesiones: (-) ausente; (+) leve; (++) moderado, (+++) severo



Figuras 1 a 6.
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Vicufas (V): Lesiones costrosas severas extensas, involucrando hasta el area de garrones. V1 y V2: Dermatitis
paraqueratésica severa, con hiperplasia de glandulas sebaceas, ausencia de foliculos pilosos y predominio de
macréfagos, células plasmaticas, neutréfilos y eosindfilos. En V2 se pueden observar secciones de acaros.

Llamas (L): Hiperqueratosis moderada en zona perianal. L1 y L2: Hiperplasia moderada y cambios degenerativos

de la epidermis, con predominio de linfocitos y monocitos.

Discusion

Acorde con informes previos en otras especies
de ungulados, los hallazgos clinico-patolégicos
en las vicuhas sugieren la presentacién de
sarna “tipo paraqueratésica”, con abundancia
de acaros asociada a la aparicién de cuadros
clinicos graves con alta letalidad. En las llamas,
por el contrario, la sarna tuvo una presentacion
de “tipo alopécica”, con escasa presencia de
acaros y cuadros clinicos leves, hallazgos
similares a los observados en canidos
silvestres. Para estos casos, la aplicacién de
técnicas ya descriptas -como la inmuno-
histoquimica- en biopsias de piel podria
constituir un excelente complemento
diagndstico cuando la presencia de acaros es
muy pobre. Se juzga necesario profundizar los
estudios sobre la respuesta de los CS a la
infestacion por S. scabiei. El mejor

Vi V2

L1 L2

conocimiento de la parasitosis en estas
especies permitira implementar programas mas
eficientes para el control de la enfermedad.
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Introduccion

El aumento de la produccion de fibras y demas
productos de los camélidos sudamericanos
debe ser parte de una estrategia global de
inversion  sostenida en investigacion vy
desarrollo apropiados. Entre los productos que
se comercializan se encuentra la carne, cueros,
lana, fibras y artesanias. Todos a través de
vias informales de comercializaciéon (mercados
de trueques y/o canjes por alimentos no
perecederos) de manera individual y a bajos
precios (Quispe, 2009). A partir de la década
del ‘60 ha habido un crecimiento del rodeo de
llamas estimulado por factores tales como el
involucramiento de las autoridades de las
provincias del NOA y de organismos federales
e internacionales, que vya consideran Ila
produccion de camélidos como un factor de
desarrollo regional, pero también por un
incremento  de las posibilidades  de
comercializacion de fibra y carne que comienza
a insinuarse. La cantidad total de ganado
camélido en la Argentina es mayor de 160.000
animales, distribuidos principalmente en el
altiplano de Jujuy (100.000), y el resto en
Catamarca y Salta (Aba, 2005.).

Estas especies poseen ventajas comparativas,
se desarrollan en areas agro- ecoldgicas donde
no se adaptan otras especies; su crianza
constituye una actividad socioecondmica
importante para el poblador alto andino (Garcia
Fernandez, 1992).

En la provincia de Jujuy, la mayoria del ganado
camélido se encuentra en manos de
comunidades campesinas de pequefos
productores familiares cuya actividad principal
es la ganaderia de altura. Las condiciones de
manejo son precarias, de manejo tradicional,
carente de tecnologia y en la mayoria de los
casos la mano de obra es familiar. Se suman a
los factores limitantes de la produccion las
respuestas de estrés y las enfermedades.

Por las razones anteriormente mencionadas es
importante que el productor adquiera pautas
que posicionen a este producto no solo desde
el valor nutricional sino desde el valor ético. En
el area de bienestar animal se abordan
estudios relacionados a evaluar el impacto de
diferentes situaciones de manejo como la
esquila, practicas sanitarias, y la adecuacion
de las instalaciones a estas especies. Los
efectos del manejo de los animales sobre el
bienestar animal se pueden medir a través de
indicadores fisiolégicos y de comportamiento.
Con el objetivo de evaluar pardmetros
bioquimicos y celulares como indicadores de

bienestar animal en distintos sistemas de
produccion de llamas, nos propusimos poner a
punto un método eficiente de obtencidon de
muestra para dicha evaluacion, purificacion de
glébulos blancos y su posterior
criopreservacion. Como producto de estos
estudios se pretende generar recomendaciones
de manejo bajo las condiciones particulares de
los sistemas rurales locales y de las especies
animales, ya que hasta el momento no existen
muchos antecedentes al respecto.

Materiales y Métodos

La muestra de sangre de llamas fue tomada de
la vena yugular externa con citrato 3.8% (1:10)
como anticoagulante.

Luego se procesaron con cuatro protocolos
distintos para la futura evaluacion de obtencién
de glébulos blancos con cada uno de ellos, con
el objetivo de maximizar el nimero de células
obtenidas, evitando la contaminacién de
glébulos rojos. Se partio de 500 ul de sangre
en cada protocolo, se realizaron por duplicado.
La diferencia entre protocolos consiste
principalmente en el método de lisis de
glébulos rojos, ya que al tratarse de camélidos
es una de las principales variables a ajustar.
Difieren del resto de los mamiferos en que sus
glébulos rojos son elipticos y con mayor
afinidad por el oxigeno.

Protocolo general:

1-Centrifugar 1000 g 30 min, separar plasma.
2-LISIS 1.

3-Centrifugar 1200g 5 min.

4-LISIS 2.

5- Centrifugar 1200g 5 min.

6-Lavar con RPMI.

7-Centrifugar 1200g 5 min.

8- Resuspender células en RPMI-10%SFB.

LISIS Protocolo 1: H,O destilada 1:1, 4°C

LISIS Protocolo 2: 5,4 g sacarosa 300 mM en
Tris-HCI (pH 7,5) + 0,5 mL Triton X // 1:1, 5
min, 4°C

LISIS Protocolo 3: NH,CI 155 mM; Bicarbonato
de potasio 10 mM; EDTA disédico 0.1 mM //
1:1, 15 min, 4°C

LISIS Protocolo 4: NH,CI 155 mM; Bicarbonato
de potasio 10 mM; EDTA disédico 0.1 mM //
1:1, 15 min, 37°C




Para analizar la eficiencia de cada protocolo se
realizé un conteo de células con azul de Tripan
en camara de Neubauer. Para evaluar pureza
de las muestras obtenidas se realiz6 un
extendido de las células, se tifiileron con
Giemsa y se observaron al microscopio 6ptico.

Muestreo en EEA Abrapampa, Jujuy

Resultados

Protocolo 1:

Células obtenidas:28 x10° Céls./ml
Contaminacion de eritorocitos: Muy Alta
Protocolo 2:

Células obtenidas:12 x10° Céls./ml
Contaminacion de eritorocitos: Baja
Protocolo 3:

Células obtenidas:92 x10° Céls./ml
Contaminacion de eritorocitos: Alta
Protocolo 4:

Células obtenidas:103 x10° Céls./ml
Contaminacion de eritorocitos: Baja

Camara de Neubauer: Se pueden observar las células
vivas (A), brillantes y las células muertas (B), que
incorporaron el colorante.

Frotis:

100x

Frotis sanguineo llama, aumento 100X
A-  Glébulos rojos
B- Linfocito
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100x

Frotis sanguineo llama, aumento 100X
A- Globulos rojos
B- Neutrdfilo

Discusion

Luego de analizar el ndmero de células
obtenidas y la contaminacién de glébulos rojos
presentes se concluye que el protocolo numero
4 es el adecuado para la obtencion de plasma 'y
la purificacion de globulos blancos de llama.
Unicamente con el protocolo 4 se logré una
muestra final con un buen rendimiento en la
obtencién de linfocitos y neutrofilos sin
contaminacion con gldbulos rojos. La lisis en
los protocolos 1 y 3 fue muy baja, mientras que
en el protocolo 2 si se observo lisis de
eritrocitos pero también de glébulos blancos. La
mejor combinacion fue en el protocolo 4, donde
se utilizé un buffer con mayor poder lisante que
el 1 pero menor que el 2, a una temperatura
que optimice su accion.
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Los parasitos protozoos se encuentran entre
los organismos mas exitosos en el mundo,
siendo capaces de vivir y multiplicarse dentro

de una gran variedad de especies
hospedadoras. Las enfermedades que
provocan causan perdidas  productivas

significativas en el sector ganadero ya sea
provocando pérdidas reproductivas, afectando
la ganancia de peso, contaminando alimentos,
reduciendo la produccién de leche y, en casos
severos, provocando la muerte de animales.
Ademas, algunos de estos protozoos que
afectan al ganado, como Toxoplasma gondii y
Cryptosporidium parvum pueden también
transmitirse  al humano, desarrollando
enfermedad.

Foto 1. Quiste tisular de T. gondii en el cerebro de
un cordero desafiado (inmunohistoquimica).

Foto 2. Taquizoitos de Neospora caninum en la
placenta de una vaca experimentalmente infectada
(inmunohistoquimica).

La informacién que surge de modelos
experimentales de infeccibn en especies
rumiantes permite el estudio de interacciones
entre el parasito y el hospedador. Como el
parasito inicia la infeccion, se establece y
multiplica dentro del hospedador y las vias
patolégicas criticas que llevan al desarrollo de
la enfermedad, son todos importantes para
permitir un disefo racional y una estrategia de
intervencioén apropiada.

Una vez que el parasito invade el hospedador,
se induce una respuesta inmune tanto innata
como adaptativa y la induccién y funcion de
esta respuesta inmune son criticos en
determinar el resultado de una infeccion.

Las vacunas ofrecen soluciones al control de la
enfermedad, y son una solucién “verde”, ya que
son sustentables y reducen la utilizacion de
drogas y pesticidas. El uso de vacunas tiene
multiples beneficios como: mejorar la salud vy el
bienestar animal al controlar infecciones e
infestaciones; mejorar la salud publica al
controlar enfermedades zoondticas y
enfermedades transmitidas por alimentos;
resolver problemas asociados a la resistencia
de acaricidas, antibidticos y antihelminticos;
mantener a los animales y al ambiente libre de
residuos quimicos y preservar la biodiversidad.
Todos estos atributos deberian mejorar la
sostenibilidad de los sistemas de produccion
animal y un beneficio econémico.

Usando diferentes ejemplos de enfermedades
provocadas por protozoos, en este trabajo se
discutié varios acercamientos usados en el
desarrollo de vacunas para proteger a los
animales de produccion y discutir los beneficios
y desventajas de vacunas vivas versus
vacunas muertas, entre otros aspectos.

Se discutieron una gran variedad de vacunas y
estrategias para proteger contra: enfermedad
aguda; infeccion  congénita 'y  aborto,
persistencia de patdogenos zoondticas en
tejidos y comida de origen animal y la
transferencia pasiva de inmunidad en los
neonatos.



Capitulo 3
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Introduccion

Las enfermedades de acumulo lisosomal (EAL)
son un grupo de trastornos caracterizados por
acumulo intra-lisosomal de glicoproteinas.
Dentro de estas enfermedades, las alfa-
manosidosis constituyen las mas comunes y de
mayor importancia econémica en los animales
domésticos. Si bien existen formas congénitas
de la enfermedad, las formas adquiridas
(debido al consumo de plantas toxicas) es la
forma mas comunmente observada en
pequefos rumiantes. En la literatura se citan,
desde hace afos, una gran cantidad plantas de
los géneros Swainsona (en Australia) vy
Oxitropis y Astragalus (en América del Norte).
Posteriormente, se incrementd la lista de
especies capaces de desencadenar este tipo
de afecciones incorporandose: Ipomoea
fistulosa, I. asarifolia, 1. hieronymi var.
calchaquina, . sericophylla e |. riedelii; Turbina
cordata y Sida carpinifolia. En Argentina la
informacion es bastante reciente y las especies
descriptas son: Astragalus pehuenches en la
region patagoénica e Ipomoea fistulosa en el
Noreste del pais. En el Noroeste Argentino la
informacién es limitada y en el marco de este
proyecto se avanzd sobre ofras especies de
importancia regional como como: Astragalus
garbancillo en la puna del noroeste Argentino,
Ipomoea hieronymi var. calchaquina en el valle
templado de Salta. Y Sida rodrigoi monteiro
para la region subtropical del NOA.

Aspectos toxicolégicos

El principal toxico presente en estas especies
es la swasonina, alcaloide capaz de inhibir la
a-manosidasa lisosomal y la a-manosidasa |l
en el aparato de Golgi induciendo el acumulo
de glicoproteinas en estas organelas. Estudios
recientes indican que es producida por hongos
endofiticos que infectan a las plantas. Los
estudios llevados a cabo sobre las especies
mencionadas permitieron identificar este
alcaloide en las 3 plantas. Los niveles de toxina
fueron similares entre ellas (0,3 % MS aprox.),
pero debe considerarse que niveles de
swansonina superiores a 0.001% se consideran
perjudiciales para el ganado.

Aspectos clinico-patolégicos

Aunque una gran cantidad de tejidos se ven
afectados, los signos de estas enfermedades
son predominantemente  nerviosos. Los
primeros signos comienzan por un estado
embriaguez o borrachera que es bien evidente
en caprinos. Se observa desequilibrio del tren

posterior, hipermetria e inestabilidad. Si no se
interrumpe el consumo los animales progresan
al decubito. Un signo caracteristico de todos
estos cuadros es que en los animales
afectados a elevar la cabeza los signos se
incrementan y caen al suelo con intensos
tremores. En ovinos los cuadros pueden ser
mas sutiles evolucionando hacia la cronicidad
donde se observa pérdida de peso y caquexia.
Los animales afectados no presentan lesiones
macroscopicas. La histopatologia revela
vacuolizacién de varios tejidos
fundamentalmente el sistema nervioso central,
especialmente en cerebelo y nucleos basales.
Otros tejidos afectados son el pancreas
exocrino higado, tiroides, rifones y con menor
frecuencia miocardio y sistema reproductor. La
confirmacion de estos casos requiere el empleo
de técnicas como la lectino-histoquimica para
identificar el patron de glicoproteinas
acumulados.

A Cabra intoxicada por S. rodrigoi monteiro con
ataxia del tren posterior. B: Oveja intoxicada por A.
garbancillo. En posicion de perro sentado. C:
Neuronas con vacuolizacién citoplasmatica. D:
Inmunomarcacion positiva a la sWGA en las
neuronas de la los nucleos basales de cerebro.

Astragalus garbancillo var. garbancillo

Esta especie se distribuye en la Fitoregion
Andina de Prepuna, Punefia y Altoandina,
desde Peru hasta Chile y en Argentina en
Catamarca, Jujuy, La Rioja, Mendoza, Salta,
San Juan, Tucuman. Los habitantes locales



indican que frecuentemente aparecen animales
enfermos y asumen que se producen grandes
pérdidas debido a su toxicidad. La enfermedad
ha sido descripta en ovinos y llamas. Un brote
en ovinos ocurri6 en una comunidad de
productores localizada en el paraje Pampa
Llana en la puna saltefia. La incidencia anual
estimada para la enfermedad fue del 0,5 a 2 %.
El brote en llamas ocurrié en la localidad de
puesto Seys en el departamento Susque en la
provincia de Jujuy. La tropa estaba formada por
unos 70 animales de diferente sexo vy
categorias, de los cuales 5 adultos presentaban
ataxia moderada, hipermetria marcada, y dos
de ellos con tremor de cabeza y orejas.

Sida rodrigoi monteiro

La informaciéon sobre esta especie es mucho
menor ya que su toxicidad fue recientemente
descripta. Habita la regién subtropical del
noroeste argentino, y tiende a diseminarse en
areas sobrepastoreadas. El brote descripto
ocurrid en la localidad de EI Palmar en la
provincia de Jujuy. La incidencia fue muy alta
81% (160/196) y la mortalidad del 51%
(100/196). Segun los datos recabados durante
el brote los animales llevaban unos 60 dias
consumiendo la planta. S. rodrigoi monteiro es
la segunda del Género reportada como
inductora EAL.

Ipomoea hieronymi var. calchaquina

La toxicidad de esta especie fue descripta por
primera vez por Rodriguez et al en 2004. El
brote ocurri6 en cabras en la provincia de
Catamarca préximo a la localidad de Belén.
Segun se menciona en ese trabajo el consumo
se debié a la baja oferta forrajera. Este es el
unico reporte de toxicidad de esta especie, sin
embargo es probable que muchos de esos
brotes ocurran y no sean denunciados.

A- Ipomoea hieronymi var. Calchaquina, B-
Astragalus garbancillo var. Garbancillo, C- Sida
rodrigoi monteiro
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Conclusion

Las plantas toxicas son una seria limitante para
la ganaderia extensiva. Una gran proporcion de
los sistemas productivos en pequefos
rumiantes son extensivos y estan marginados a
suelos pobres y semiaridos. En estas
condiciones, las intoxicaciones por plantas
pueden cobrar aun mayor relevancia. La
toxicidad de los vegetales depende de muchas
variables relacionadas con la planta, con la
especie animal intoxicada y con factores de
manejo asociadas. Las plantas inductoras de
EAL son un grupo grande de especies. Los
brotes ocurren cuando hay periodos de
hambruna que llevan a los animales a
consumirlas por un tiempo prolongado. En
condiciones naturales con oferta suficiente de
alimento, los animales no ingieren estos
vegetales. En el NOA, hasta el momento, se
han identificado tres especies, pero como se
mostré en este resumen la informacién es
limitada. Profundizar sobre este tipo de
problemas es de gran relevancia ya que por
tratarse de problemas regionales su estudio
estd limitado a dichas areas. Actualmente
seguimos trabajando al respecto sobre
aspectos fitopatologicos de estas tres especies
con el objeto de poder identificar la presencia
de hongos simbiontes productores de
Swansonina. Ademas de proponer medidas
de control tendientes a mitigar su incidencia en
las majadas de la region.
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POTENCIAL TOXIGENICO DE Astragalus pehuenches DE RiO NEGRO,
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Introduccioén

Astragalus  pehuenches, conocido como
“Garbancillo” o “Yerba Loca” esta presente
desde el sur de Mendoza hasta el norte de
Chubut, pasando por el norte de Neuquén vy el
centro de Rio Negro. Productores ganaderos
de estas provincias conocen la planta y muchos
manifiestan tener problemas de intoxicacién en
su ganado. El primer brote en Argentina fue
reportado por Robles y col. en el afio 2000 en
una majada ovina en la cual se vieron
afectados el 73% de los animales.
Recientemente, Martinez y col (2016)
reportaron un brote en bovinos donde afecto el
90% del rodeo. Ambos brotes ocurrieron en
campos cercanos a la localidad de
Maquinchao, Rio Negro. El principio toxico es
un alcaloide denominado swainsonina (SW) y
fue detectado en muestras de herbario en el
afo 1990. A pesar de ello, hasta este estudio
se desconocia el potencial toxigénico de las
poblaciones y si existe variabilidad del mismo
entre diferentes zonas. El objetivo del presente
trabajo fue determinar el potencial y variabilidad
toxigénico en poblaciones de Astragalus
pehuenches de la region Sur de la provincia de
Rio Negro.

Materiales y Métodos

Durante el mes de enero de 2012 y 2013 se
realizaron colectas masivas de Astragalus
pehuenches para caracterizar la distribucion de
la especie y determinar su potencial toxigénico.
Para ello se \Vvisitaron establecimientos
ganaderos donde habia registros de presencia
de la planta. En cada establecimiento, se
recabdé informacion al productor sobre el
historial de casos de intoxicacién. Finalmente,
se realizaron las colectas de ejemplares
mediante un corte con tijera sobre la corona a 1
cm del suelo. El material verde colectado se
peso y se proceso separando manualmente los
tallos (T) de las hojas, flores, frutos y semillas
(HFFS).

Para el analisis toxicolégico se analizaron
muestras segun (1) partes de la planta (T y
HFFS), (2) zona de cosecha (Los Menucos,
Maquinchao e Ing. Jacobacci) y (3) anos de
estudio (2012 y 2013). Ademas, se
conformaron dos mezclas de muestras, uno
para 2012 y otro para 2013, compuestos cada
uno por una mezcla proporcional de las plantas
cosechadas en las tres zonas.

Para determinar si existia variabilidad
toxigénica entre las tres zonas de la region se

llevd a cabo un muestreo sistematico de
ejemplares individuales. Para ello en cada zona
de cosecha se colectaron entre siete y ocho
especimenes de Astragalus pehuenches los
cuales fueron procesados y analizados en
forma individual. Cada espécimen se mantuvo
entero asegurandose la trazabilidad del mismo.
En todos los muestreos, el material fue secado
en estufa a 58° C y triturado mediante el uso de
un molino. El polvo obtenido se guardé en
envases herméticos, al resguardo de la luz
solar y humedad hasta el momento de las
determinaciones de swainsonina. Las muestras
fueron analizadas para la deteccion vy
cuantificacion de SW. La extraccion de los
alcaloides se realiz6 con una mezcla de
cloroformo y acido acético. La fraccién de &cido
acético se paso por resinas de intercambio
idnico para retener la swainsonina, la cual se
eluyd con solucion de hidroxido de amonio y se
cuantific6 por cromatografia liquida mediante
espectrometria de masa (LC-MS) (Gardner et
al 2001). Los valores de SW se expresaron en
porcentaje de SW por peso de materia seca de
planta.

Resultados

-Potencial

pehuenches
Las concentraciones de swainsonina en las
mezclas compuestas por el material cosechado
en forma masiva fue de 0.070 % en el afo
2012 y de 0.097 % en el afio 2013. En la Tabla
1 se pueden observar los detalles de cosechas
y los valores de swainsonina para los dos afios.

toxigénico de Astragalus

Tabla 1. Potencial toxigénico de Astragalus
pehuenches de poblaciones de Rio Negro.

Parte planta Swainsonina % MS

2013

40331868 68360890  HFFS 0120 0402
1197 msnm Tallos 0070 0055

Zona Coordenadas

Los Menucos

4199955 58 68734 38.6°0 H-F-F-S 0.080 0.122
979 msnm Tallos 0.040  0.066

Maquinchao

41592438 63g w0 RS 0080 0149
1069 msnm Tallos 0040 0074

Ing. Jacobacci

-Variabilidad
pehuenches.
Los promedios zonales, el desvio estandar vy el
rango de la concentracion de swainsonina en
los especimenes cosechados en el muestreo
sistematico se presentan en la Tabla 2. Las
concentraciones de swainsonina no difirieron

toxigénica  de  Astragalus



significativamente segun zona de cosecha
(p=0,277).

Tabla 2. Variabilidad toxigénica de Astragalus
pehuenches en tres zonas de Rio Negro.

Swainsonina (Promedio
%MS £ DE)

0.128¢ 0.016¢ 0.065- 0.204

Zona N° plantas Rango(% M)

Los Menucos 1

Maguinchao § 0.089: 0,022 0.001-0.474

Ing. Jacohacei § 0414 001 0070-0.153

Discusion

En el presente estudio se confirmd la presencia
de Astragalus pehuenches en una superficie de
23.400 Km?en la region sur de la provincia de
Rio Negro.

El unico reporte existente sobre la deteccion de
SW en A. pehuenches, fue realizado sobre dos
ejemplares herborizados y analizados mediante
la técnica de cromatografia gaseosa (GC)
donde se obtuvieron concentraciones de SW
de 0.028 y 0.034 % MS, valores inferiores a los
hallados en este trabajo. En el presente estudio
se utilizé la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masa (LC-MS), una técnica
que posee mayor sensibilidad para determinar
la concentracion de SW comparada con
técnicas como GC, cromatografia en placa
delgada o por inhibicion enzimatica. Este
trabajo es el primer estudio toxicolégico en
poblaciones de A. pehuenches realizado sobre
especimenes de campo, donde utilizando LC-
MS se establecieron valores entre 0.070 a
0.097 %, lo cual se ajustaria al verdadero
potencial toxigénico de la especie en la region.

Las concentraciones de SW en las tres zonas y
en los dos anos de estudio fueron superiores
entre 70 a 100 veces al umbral de toxicidad
considerado en 0.001%. Este hecho pone en
evidencia que las poblaciones de A
pehuenches del area bajo estudio poseen un
alto potencial toxigénico y por ende constituyen
un riesgo de intoxicaciéon para el ganado que
pastorea en dichas areas. A pesar de esto, los
productores con los que se trabajo en este
estudio comentaron que tanto en el afio 2012
como en el 2013 no registraron casos clinicos
en su ganado, lo cual demuestra que ademas
del alto potencial toxicolégico de la planta
tienen que ocurrir otros factores que favorezcan
la apariciéon de brotes como podrian ser el
sobre pastoreo de los campos, baja oferta
forrajera en algin momento del afio, aumento
de la poblacién anual de Astragalus en afios
lluviosos, etc. Estos factores favorecerian que
los animales consuman plantas de Astragalus
que, ademas de ser relativamente palatable,
suelen rebrotar antes que el pastizal
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acompafiante, aumentando asi su preferencia
por parte del ganado.

En el presente trabajo no se hallaron
diferencias de potencial toxigénico entre
poblaciones de A. pehuenches en las tres
zonas de cosecha. Posiblemente esto se deba
a que, si bien estaban separadas por mas de
50 km, las zonas abarcadas eran homogéneas
tanto ambiental, como climatica y
geograficamente. Por otra parte, se comprobé
que en forma similar a otras especies de
Astragalus, la concentracion de SW en A.
pehuenches posee alta variabilidad inter
espécimen siendo este un factor que podria
influir en la determinacion de diferencias del
potencial toxigénico entre zonas.

Utilizando Oxytropis sericea, Stegelmeier et al
(1999) sugirieron que los ovinos se intoxican
con una dosis diaria de 0.2 mg SW/Kg por un
periodo de 30 dias. Si contemplamos las
concentraciones de SW en A. pehuenches
observadas en este estudio, podriamos decir
que un ovino Merino a campo se intoxicaria si
consume diariamente entre 90 y 150 gramos de
planta por un periodo de 30 dias.

Por muchos afios se crey6é que la SW era un
metabolito secundario de la planta, sin
embargo en el 2003 se descubrio que es
producida por diferentes géneros de hongos
endofitos que parasitan algunas especies de
Astragalus. Se estima que la variabilidad de la
concentracion de SW esta condicionada por
factores ambientales, geograficos y de manejo
del pastoreo, lo que concuerda con Rhoades
(1979) quien sugiere que por ejemplo, en
respuesta a la herbivoria las plantas a través
de la simbiosis con hongos enddéfitos, sintetizan
componentes téxicos como los alcaloides,
explicando la variabilidad hallada en el
presente estudio.

Se propone a futuro aislar y tipificar los posibles
hongos enddfitos presentes en A. pehuenches,
lo que permitird realizar nuevos estudios
direccionados a caracterizar la dinamica del
potencial toxigénico y correlacionarlo con los
principales factores que condicionan la
variabilidad del potencial toxigénico de la planta
en la region.
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INTOXICACION EXPERIMENTAL POR Astragalus pehuenches:
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Introduccioén

En el mundo, existen mas de 2500 especies de
Astragalus distribuidas en todos los continentes
excepto Oceania y Antartida.
Toxicolégicamente, el género Asfragalus se
puede dividir en tres grupos: las especies que
acumulan selenio, las que poseen
nitrocompuestos y las que poseen un alcaloide
llamado swainsonina.

En Argentina, hay registradas 70 especies del
género Astragalus y hasta el momento son tres
las especies en que se han determinado
concentraciones téxicas de swainsonina:
Astragalus  garbancillo  en el Noroeste
Argentino, Astragalus illini 'y Astragalus
pehuenches en la Patagonia Argentina. Si bien,
desde principios del siglo pasado los
pobladores rurales reconocen a estas especies
como toxicas, son escasos los diagndsticos
confirmados de intoxicaciones espontaneas. En
el afo 2000 fue reportado el primer brote de
intoxicacion a campo en ovinos por Astragalus
pehuenches. Luego, se diagnosticé la
intoxicacion por Astragalus garbancillo en
ovinos de Salta.

Para confirmar el poder toxigénico de una
especie vegetal, es condicién sine qua non la
reproduccién  experimental ~mediante la
administracion de la planta a animales
(Tokarnia y col, 2012). En ese sentido, y debido
a que no existen registros de ensayos de la
intoxicacion  experimental por Astragalus
hallados en Argentina, se plantea realizar el
presente trabajo que tuvo como objeto
reproducir experimentalmente la intoxicacion
por Astragalus pehuenches en ovinos vy
describir los hallazgos histopatoldgicos.

Materiales y Métodos

Se utilizaron 8 ovinos hembras raza Merino de
15 meses de edad con un peso promedio de
31,5 Kg. Los animales fueron provistos por un
establecimiento cercano a la localidad de
Pilcaniyeu, los cuales nunca tuvieron acceso al
consumo de Astragalus pehuenches.
Diariamente se administr6, segun grupo
asignado “Locopellets” al grupo tratado (GT,
n=5) o alimento balanceado comercial al grupo
control (GC, n=3). La cantidad de Locopellets
administrado se calculé segun peso del animal,
contemplando alcanzar una dosis diaria de
2mgSW/Kg/PV.

En el dia 54 los animales fueron eutanasiados
y se realiz6 la necropsia evaluando

alteraciones macroscopicas. Se tomaron
muestras de SNC, higado, rifién y Utero. Todas
las muestras obtenidas se colocaron en formol
bufferado al 10%, y fueron luego procesadas
para tincion de HyE, Lectinohistoquimica vy
microscopia electrénica.

Resultados

Utilizando HyE, se observé que el grupo tratado
tenia un grado variable de vacuolizacién,
cromatélisis y desplazamiento del nucleo de las
neuronas hacia la periferia clasificado como
degeneraciéon celular con compromiso de
neuronas. Se observaron diferentes grados de
severidad en la vacuolizacion: i) en las células
de Purkinje la cromatdlisis fue total, con
vacuolas coalescentes que formaban un
aspecto de “burbujas” generando una
disrupcion total del citoplasma, produciendo
cambios evidentes en la arquitectura celular, y
ii) en neuronas del nucleo reticular medular, la
cromatolisis fue mas severa observandose
dilatacion del cuerpo neuronal.

En cerebelo se observaron el arbol dendritico y
axones de las células de Purkinje aumentados
de 2 a 3 veces en espesor, generando un
cambio en la arquitectura de la capa molecular.
Especialmente en el Nucleo gracilis se
observaron abundante cantidad de esferoides
axonales. En el utero del grupo tratado se
observé vacuolizacion fina y generalizada en el
epitelio endometrial y glandular (Foto 1).

Foto 1. Células de Purkinje de un ovino del GC (A) y
de un ovino del GT (B) con severa vacuolizacion en
el citoplasma desplazando el nucleo hacia la
periferia.

A B

En cerebelo de los ovinos del grupo tratado, se
observo leve marcacién con las lectinas LCA y
sWGA en células de Purkinje y fuerte
marcacion en las neuronas de los nucleos
profundos. En médula oblonga las neuronas
extrapiramidales del nucleo reticular medular
fueron fuertemente marcadas en su citoplasma
con las lectinas afines a a-manosa y N-
acetilglucosamina (LCA y sWGA).



En ovinos del grupo tratado se observd un
patron de vacuolizacion principalmente en
epitelio uterino. Sobre el borde apical del
epitelio se aprecio la ausencia de secrecion; sin
embargo los granulos de secrecidon se
mantuvieron en cantidad y tamario (Foto 2).

Foto 2. Epitelio uterino de células cilindricas con
citoplasma homogéneo y secrecién mucoide del GC
(A). Epitelio uterino con numerosas vacuolas
citoplasmaticas de un ovino del GT (B).

Ultraestructuralmente las vacuolas midieron
entre 1-10um constituidas por una membrana
simple. La mayoria de las vacuolas contenian
material granuloso electrodenso en su interior.
En los ovinos del grupo control no presentaron
alteraciones histoldgicas detectables.

Discusion

En el presente trabajo se logré reproducir
experimentalmente  la  intoxicacién  por
Astragalus pehuenches en ovinos con una
dosis diaria de 2mgSW/KgPV durante un
periodo de 54 dias.

Numerosos trabajos realizados con otras
especies de locoweeds han demostrado que la
intoxicacién genera emaciacion y pérdida del
estado y deterioro general en la apariencia del
animal. Sin embargo, en este estudio no se
registraron los signos clinicos anteriormente
citados, lo que coincide con lo reportado por
Robles y col (2000) quienes observaron
abundante reservas grasas en ovinos
afectados en casos de intoxicacion natural por
Astragalus pehuenches.

Microscopicamente, la vacuolizacién en
sistema nervioso central y utero fue la lesion
mas significativa encontrada en los ovinos
intoxicados. A nivel del sistema nervioso central
esta lesién varid en tipo e intensidad segun el
tipo de neuronas evaluadas. Las células de
Purkinje fueron la principal poblacién neuronal
afectada tanto por intensidad de la lesion y tipo
de vacuolizacion.

Estos resultados podrian ser utilizados para la
determinacién de qué muestras son las mas
apropiadas para ser remitidas al laboratorio en
caso de sospechar esta intoxicacién. Por
ejemplo, una muestra de cerebelo, otra de
corteza frontal y de médula oblonga a la altura
del 6bex fijadas en formol, serian suficientes
para confirmar un diagnostico presuntivo de
intoxicacion por Astragalus u otro género de
plantas que contiene swainsonina.
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A nivel regional, la severa vacuolizacién en las
células de Purkinje podria ser considerada de
significancia diagnéstica ya que en la
Patagonia, la ausencia de enfermedades
exoticas productoras de vacuolizacion en
neuronas como scrapie y encefalopatia
espongiforme bovina (Schudel y col, 1997), y la
ausencia de otros géneros de plantas que
produzcan a-manosidosis nos  permiten
proponer a esta lesibn como lesion
patognomoénica para la intoxicacion por plantas
del género Astragalus spp.

Las lesiones encontradas en el utero son
consideradas un hallazgo novedoso. Si bien el
aspecto reproductivo de la intoxicacién ha sido
estudiado a nivel placentario, por sus efectos
estrogénicos, abortigénicos y teratogénicos, el
utero no habia sido producto de estudio con
anterioridad al presente trabajo.

El patrén de marcacion de las lectinas coincide
con reportes anteriores corroborando la utilidad
de la lectinhistoquimica para la confirmacion de
casos de a-manosidosis adquirida.

Conclusion

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
confirman que Astragalus pehuenches produce
una enfermedad de almacenamiento lisosomal
similar a la que se produce por el consumo de
otras especies de plantas que contienen
swainsonina. El éxito en la reproduccién
experimental de la intoxicacién, permitira
profundizar los estudios de la enfermedad con
el fin de determinar métodos de diagndstico
precoz, tratamiento y/o prevencion de la
intoxicacién en ovinos.
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Introduccién

Astragalus  pehuenches, conocido como
“‘Garbancillo> o “Yerba Loca”, es una
leguminosa que esta presente en la Patagonia
Argentina y produce intoxicacién en ovinos,
bovinos y equinos. Su consumo causa el
locoismo, una enfermedad de almacenamiento
lisosomal clasificada como una a-manosidosis
adquirida, que clinicamente se manifiesta con
sintomatologia nerviosa como dismetria, ataxia,
ceguera aparente y decaimiento. En estudios
recientes se han encontrado altas
concentraciones del alcaloide swainsonina
(SW) en poblaciones de A. pehuenches en la
provincia de Rio Negro. Al igual que con otras
plantas que contienen SW, la confirmacion del
diagnéstico de estas intoxicaciones es a través
de estudios post-mortem basados en
histopatologia y lectinhistoquimica.

En este sentido, se plantea la necesidad de
contar con herramientas que permitan
diagnosticar en forma temprana la intoxicacién
evitando asi animales con sintomatologia y
mortandades.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
diferentes métodos que permitan realizar el
diagnédstico en animales vivos intoxicados por
A. pehuenches.

Materiales y Métodos

Ocho ovinos fueron divididos en dos grupos:
grupo intoxicado (Gl, n: 5) y grupo control (GC,
n: 3). Durante 54 dias el Gl recibid A.
pehuenches molido para lograr una dosis diaria
de 2 mgSW/KgPV.

Tanto el Gl y GC recibieron como dieta basal
una mezcla balanceada de pellet de alfalfa y
alimento balanceado comercial. Con diferente
frecuencia se obtuvieron muestras de orina,
sangre entera y materia fecal del recto. En
orina se determind la presencia de
oligosacaridos (OLG) mediante cromatografia
en placa delgada (TLC). De la sangre se
extrajeron leucocitos que fueron extendidos y
tefiidos con Giemsa para la identificacion de
vacuolas citoplasmaticas mediante la
observacion al microscopio 6ptico. Sobre la
materia fecal se realizd la técnica de
microhistologia para la observacion de
fragmentos epidérmicos de A. pehuenches.

Resultados

En los animales del Gl se observo en orina la
excrecion de OLG a partir del segundo dia de
intoxicacion, manteniéndose hasta el final del
ensayo (Figura 1). En frotis sanguineo se
observaron pequenas vacuolas citoplasmaticas
Unicamente en linfocitos a partir de la tercera
semana de intoxicacién. ElI grado de
vacuolizaciéon no se correspondié directamente
al progreso de la intoxicacion (Figura 2). A
partir del 10™ dia y hasta el final de la
intoxicacion se identificaron  fragmentos
epidérmicos de A. pehuenches en la materia
fecal (Figura 3). En los animales del GC no se
detectd excrecion de OLG, vacuolizacién
citoplasmatica en leucocitos como tampoco se
identificaron fragmentos epidérmicos de A.
pehuenches a lo largo del protocolo de
intoxicacion.

Figura 1. Cromatografias en placa fina de la orina de dos animales de ambos grupos. Véase las bandas de

oligosacaridos a partir del 2do dia de intoxicacion.
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Figura 2. Microfotografias de frotis sanguineos obtenidos en el periodo de intoxicacién. Se observan pequefias
vacuolas citoplasmaticas en linfocitos a partir de la 3er semana de intoxicacion.

Figura 3. Microhistologia de la materia fecal. Se observan los fragmentos epidérmicos de A. pehuenches en la

materia fecal.

Discusion

Mediante los tres métodos utilizados fue
posible diagnosticar in vivo la intoxicacion por
A. pehuenches. Se destaca la temprana
deteccion de oligosacéridos mediante la técnica
de TLC en orina. Si bien es una técnica de alta
sensibilidad y especificidad tiene como
desventaja la baja practicidad operacional.
Segun nuestros resultados, mediante la tincion
de Giemsa fue posible visualizar la
vacuolizacién citoplasmatica a partir de la
tercera semana de intoxicacion, siendo similar
al tiempo en que comienza a observarse la
presentacion clinica de la enfermedad.

Segun Tokarnia y col, el examen del contenido
ruminal como técnica diagndstica para
intoxicaciones por plantas es limitado a plantas
de accion aguda y/o que sus componentes
téxicos estén lignificados (semillas, vainas,
etc.). Sin embargo, como fue demostrado en el
presente trabajo donde se |utiliz6 A.
pehuenches, el cual necesita que su consumo
sea prolongado y no contiene elementos
altamente lignificados, la microhistologia sobre
materia fecal podria ser utilizada como técnica
diagndstica en intoxicaciones vegetales
cronicas. Si bien el resultado de esta técnica
solo indica el consumo de la planta, sin
discriminar entre plantas con o sin SW; en
zonas donde existen poblaciones toxicas esta
técnica ofreceria una excelente herramienta
para la detecciéon temprana del consumo.
Ademas, la técnica de microhistologia estimé
con muy buena aproximacion, el porcentaje
que compone el A. pehuenches en el total de la

dieta, con lo cual seria una ventaja ya que se
podria vigilar el grado de consumo por parte de
los animales y retirarlos del potrero antes de
que lleguen a valores altos que produzcan
sintomatologia clinica.

Un préximo paso es mejorar los tiempos de
realizacion de cada técnica con el fin de poder
ser aplicadas y tener la informacion en el
momento, de esa forma se podra tomar
decisiones del manejo de pastoreo de los
animales.

Conclusion

Futuros trabajos deberan estar enfocados en
mejorar los métodos propuestos para ser
validados en el diagnéstico de animales vivos
intoxicados por A. pehuenches y posiblemente
implementarse en estrategias de monitoreo de
animales que estén pastoreando sobre potreros
problemas.
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INTOXICACION POR Heterophyllaea pustulata EN EL NOROESTE ARGENTINO

. Micheloud; J.F.
'Area de Sanidad Animal-lIACs Leales/INTA-Salta

Introduccién

Heterophyllaea pustulata Hook f. (Rubiaceae)
es un arbusto conocido vulgarmente como
“cegadera”, en alusién a uno de los efectos
téxicos que produce: ceguera. Esta especie
crece en el ecotono entre bosque montano y
pastizal serrano -de altitud superior a los 1.000
metros sobre el nivel del mar- de las provincias
argentinas de Jujuy, Salta y Tucuman. La
toxicidad de esta especie si bien se conoce
desde hace anos los estudios al respecto son
€scasos.

Hansen y Martiarena en 1968 describieron que
la ingesta de esta planta produce dermatitis y
en casos severos queratoconjuntivitis
(ceguera), particularmente en animales de
capas despigmentadas; y definieron la
toxicidad como una reaccion de
fotosensibilizacion primaria. Localmente los
pobladores mencionan casos naturales de la
intoxicacion en varias especies animales
siendo caprinos y ovinos los mas
frecuentemente afectados. Seguin un trabajo
donde se efectuaron encuestas a productores
caprinos de los Valles templados de Salta y
Jujuy, el 63,6% de los productores dijo tener
problemas de intoxicacidon con esta especie.
También, este problema fue declarado en un
38,1% de las UP de la regién de quebradas
aridas en Salta y Jujuy. Normalmente el
problema afecta a varios animales dentro de la
majada. En un brote reportado en ovejas en el
paraje las juntas proximo a la localidad de
Guachipas se observé una incidencia de mas
del 50 % de la majada.

En el presente trabajo se describe aspectos
clinicos, patoldgicos y toxicoldgicos de esta
intoxicacion en el noroeste argentino (NOA).

Toxicidad de la planta

La toxicidad de esta especie se debe a la
presencia antraquinonas aglicones (AQs) de
accion fotosensibilizante, Son seis los
derivados mayoritarios identificados: soranjidiol,
1-metil éter de soranjidiol, rubiadina, 1-metil
éter de rubiadina, damnacantal y damnacantol.
La lipofilia caracteristica de estas AQs favorece
su absorcibn en el intestino delgado,
consiguiente transporte sistémico y
acumulacién  cutanea. Estas sustancias
inducen  fotoxicidad por varias vias.
Esencialmente cuando el sol incide sobre ellos
se excitan induciendo la liberaciéon de oxigeno
singlete o radicales libres quienes producen
dafios oxidativos sobre las membranas
celulares.

A planta adulta de H. pustulata. B: Detalle de la flor
C: detalle de la hoja donde se pueden apreciar las
glandulas lisigenas (punto negros) tipicos de esta
especie que sirven para su identificacion a campo.

Aspectos clinicos

Los signos clinicos de fotosensibilizacion
aparecen 24-72 horas post ingestion. La
rapidez con la que se instala el cuadro variara
segun la dosis y la exposicion a la luz solar. En
los animales de capaz despigmentadas y sin
pelos los signos pueden ser mas severos vy
tempranos.

Los primeros signos observables son
intranquilidad, los animales se relamen
constantemente 'y comienzan a  sufrir
congestion ocular con lagrimeo. Este cuadro
rdpidamente progresa a la fotofobia, los
animales buscan desesperadamente la sombra
y refugios para protegerse del sol. En cabras y
ovejas al segundo o tercer dia de iniciado el
cuadro sobreviene edema de los parpados, las
orejas y toda el area facial. En cabras Saanen
intoxicadas experimentalmente entre el quinto y
sexto dia la fotofobia cesa gradualmente.
Durante todo este periodo los animales sufren
anorexia severa. Mas tarde las areas
lesionadas sufren necrosis extensa y se forman
grietas y costras. Quince o 20 dias después
ya se inicia la reparacion pero el cuadro puede
demorar meses en revertirse. En los estadios
cronicos la piel queda como acartonada y
engrosada debido a la hiperqueratosis
epidérmica. En la region de las orejas la piel se
endurece y se retrae dandole un aspecto de
cuero seco.

Por tratarse de una fotosensibilizacién primaria
no hay afeccion hepatica concomitante por lo
que los animales no presentan ictericia y la
mortalidad es baja o inexistente. Este rasgo es



importante como medio para diferenciar esta
intoxicacion de otros cuadros de
fotosensibilizacion secundaria. Pese a todo
esto durante la primera semana, algunas de las
enzimas hepaticas (AST) suelen elevarse un
poco al igual que la bilirrubina. Esta elevacion
inespecifica puede deberse a los fendmenos de
necrosis tisular de la piel a la hemolisis que
hay en los vasos cutaneos por efecto del sol.

A-Lesiones cutdneas en una oveja donde puede
observarse extensa lesion facial.

Aspectos patolégicos

Como ya se mencion6 estos cuadros rara vez
son capaces de inducir la muerte. Los aspectos
dermatopatoldgicos de esta intoxicacion son los
caracteristicos de cualquier cuadro de
fotosensibilizacion primaria. En general, la
lesion histopatolégica a nivel cutdneo en los
cuadros de fotosensibilizacién es definida como
“necrosis coagulativa de la epidermis”. Ademas
se identifica acantosis focal, exudacién,
paraqueratosis y ocasionalmente disqueratosis.
En casos severos se ven afectados también el
epitelio folicular, las glandulas anexas y la
dermis superficial incluso el cartilago auricular.
En la dermis superficial se observa fibroplasia
con la presencia de muchas fibras colagenas
ligeramente basdfilas y delgadas.

Histopatologia de piel. Dermatitis necrotizantes con
formacion de costras. Se observa necrosis extensa
de todo la epidermis con degeneracion y necrosis de
los foliculos pilosos [H&E 40X].
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Discusion y Conclusiones

A nivel mundial solo un pequefo grupo de
plantas son incluidas entre las
fotosensibilizantes primarias. En argentina otra
especie reconocida por inducir foto-toxicidad es
Ammi majus, sin embargo su importancia
parece ser mucho menor que H. pustulata. Esta
especie, esta limitada a zonas de serranias en
las provincias de Tucuman, Salta y Jujuy donde
la ganaderia es una de las principales
actividades economicas. En esos sitios su
impacto es de gran importancia, tal es asi que
mas de la mitad de los productores de los
Valles templados de Salta y Jujuy dijo tener
problemas de intoxicacién con esta especie.

La intoxicacién por esta especie normalmente
ocurre en el periodo estival ya que H. pustulata
es una de las primeras en brotar tras el invierno
cuando la oferta forrajera es baja. En estas
condiciones las majadas consumen la planta e
inmediatamente desarrollan trastornos de piel
muy severos que muchas veces culminan en
bicheras que deben ser tratadas
reiteradamente. Los animales de color aunque
no sufran lesiones cutaneas suelen desarrollar
dafios oculares. Las lesiones oculares
reiteradas hacen que los animales desarrollen
ceguera lo que les dificulta el pastoreo en las
zonas quebradas. Muchas veces los animales
mueren tras desbarrancarse en las serranias.
En las regiones donde H. pustulata se habita, la
cria de cabras y ovejas a mediana y pequefia
escala tiene gran importancia en el desarrollo
local. Conocer en profundidad lo que ocurre en
esta enfermedad, los aspectos toxicolégicos,
patologicos y epidemiolégicos es crucial para
tomar correctas medidas de control para
prevenir la enfermedad.
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AVANCES SOBRE EL ESTUDIO DE LA MASCADERA CAPRINA

, Micheloud, J."?; Vera, T.; Robles, C.*
'Area de Salud Animal (IIACS) INTA Salta; 2FCV, Universidad Catolica de Salta; ® IPAF NOA, INTA Jujuy;
“Grupo de Salud Animal, INTA Bariloche

Introduccién

La “mascadera caprina” es una enfermedad de
etiologia desconocido que se conoce desde
hace tiempo en varias regiones de Argentina.
Es de naturaleza créonica y afecta a hatos
caprinos de Jujuy, Salta, La Rioja, Catamarca,
Cérdoba, San Luis, Neuquén, La Pampa y Rio
Negro. Debe tenerse en cuenta que en estas
provincias se concentra una gran proporcion
del stock caprino nacional. Los animales
afectados tienen dificultades en la masticacion,
manifestando severa pérdida de peso,
emaciacion y finalmente evolucionan hacia la
muerte en un periodo variable de tiempo. En el
marco del proyecto nacional de INTA Sanidad
de Ovinos, Caprinos y Camélidos
Sudamericanos se efectuaron esfuerzos para
avanzar sobre aspectos etio-patogénicos de la
enfermedad.

Aspectos clinicos

La mascadera es una enfermedad croénica. La
evolucion del cuadro puede ser de semanas a
meses. Un animal afectado normalmente
muere en 2 o 3 meses de iniciado el cuadro
pero esto puede extenderse en caso que se
produzcan periodos de mejora transitoria.
Inicialmente los individuos afectados
evidencian temblores apenas perceptibles de
los labios y del maxilar inferior, que progresa a
severos trastornos de la  masticacion
caracterizados por movimientos masticatorios
rapidos, desordenados y espasmos mimicos
caracteristicos. En casos severos ademas se
aprecia la pérdida de licor ruminal por las
comisuras labiales durante la rumia, que se
evidencia por la presencia de pequefios
charcos en el suelo donde los animales
descansan y una “tipica” coloracion verdosa de
los labios, mentén y la barbilla (cuando esta,
esta presente). En estadios finales se observa
paralisis total de la mandibula inferior. Estos
animales no pueden permanecer con la boca
cerrada y en algunos casos se observa bolo
alimenticio acumulado en vestibulo de Ia
comisura labial entre los carrillos y los molares.
Los aspectos hematoldgicos y bioquimicos de
los animales intoxicados no muestran
alteraciones de relevancia y son compatibles
con un cuadro consuntivo.

Aspectos patolégicos

En todos los animales se observd mal estado
general, atrofia serosa de la grasa del omento,
peri-renal pericardica. En la mayoria de los
casos se observo grados variables de atrofia de
los musculos masticatorios y de la lengua. En
general estas lesiones no eran muy
perceptibles. Al cortar transversalmente la
lengua a nivel del térus lingual se observaron
estrias blanquecinas a nivel de los musculos
extrinsecos. En los casos provenientes de
Salta, a la apertura del rumen se encontré una
alta proporciéon de semillas de algarrobo negro
en el contenido.

En el 100% de los casos en que se muestreo
musculo buccinador, masetero y lengua se
apreciaron cambios  degenerativos, con
hipereosinofilia citoplasmatica, pérdida de
estriaciones y fragmentacion de las fibras
musculares. En algunos fasciculos musculares,
la degeneracion era tan grave que el tejido
muscular fue sustituido por abundante tejido
conjuntivo y fléculos hialinos. Todos los casos
presentaban infiltracion mononuclear
focalizada o difusa, de grado variable. En el
30% de las muestras se aprecio hiperplasia de
las glandulas salivales linguales y del
buccinador. En las muestras de encéfalo
procesadas se aprecid gliosis focalizada con
vacuolizacién difusa y tumefaccion de algunos
cuerpos neuronales en los nucleos motores de
los nervios trigémino, facial e hipogloso. Los
demas drganos no presentaron lesiones de
relevancia.

A y B: cabras afectadas por la enfermedad. C:
atrofia moderada de masetero. D: abundante
presencia de semillas de Prosopis nigra en material
ruminal.



Hipétesis de causalidad

Las lesiones histologicas encontradas indican
severa degeneracion y atrofia de los musculos
maseteros y linguales, lo que permite explicar
los trastornos en la masticacion y deglucion
observados en las cabras afectadas. La
degeneracion, vacuolizacién neuronal y gliosis
observada en los nucleos nerviosos del nervio
trigémino, hipogloso y facial indican que
posiblemente la atrofia muscular de la lengua y
el masetero se deban a trastornos en la
inervacion. En tal sentido, las lesiones
nerviosas se identificaron en el 100% de los
casos evaluados. Una enfermedad similar a la
“mascadera caprina” fue descripta con el
nombre de “coquera” en Peru y se la reprodujo
experimentalmente en cabras administrando
chauchas de Prosopis juliflora. En Brasil se
citan cuadros de intoxicacion debidos al
consumo de la misma planta en caprinos y
bovinos. Las lesiones descriptas en todos los
casos son degeneracion y atrofia muscular
severa de los musculos maseteros y linguales,
tumefaccion y vacuolizacion difusa de las
neuronas de los nucleos hipogloso y trigémino.
Todos estos hallazgos son coincidentes con lo
aqui descripto. En el mismo sentido, en cinco
brotes de la enfermedad ocurridos durante el
periodo 2014-2015 en la provincia de Salta se
observé que las areas de pastoreo estaban
constituidas por algarrobales en donde la
especie predominante era Prosopis nigra
(98%). En concordancia, los productores
relataron que meses previos a la aparicion de
los primeros casos (3-6 meses) la alimentacion
de los animales se basé casi exclusivamente
con chauchas de esta especie y mencionaron
que la fructificacién habia sido tan abundante
que los frutos tapizaban el area de pastoreo y
que perduraron por mas de 5 meses. En la
misma linea un estudio llevado a cabo en
cabras de Neuquén en donde se evalué por
micro-histologia la dieta de los animales, se
observo que: los animales enfermos consumian
una mayor proporcion de especies arbustivas
entre las que se encontraba Prosopis alpataco.
La abundancia de especies de este género en
las regiones donde la enfermedad ha sido
observada es un hallazgo epidemiolégico muy
sugerente. Con Prosopis juliflora, los caprinos
deben recibir una dieta con un 60-90% de
chauchas en la dieta durante un periodo de
aproximadamente 210 dias para presentar
signos clinicos. Prosopis spp. son en su gran
mayoria freatéfitas, colonizadoras o invasoras
que resisten la salinidad, alcalinidad y el frio.
Es de esperar que una ha con unas 100
plantas adultas de Prosopis flexuosa por
ejemplo, puedan producir entre 400-500 Kg de
frutos en una temporada lo que constituyen un
alimento valioso para el ganado y para la
poblacién regional. Por otro lado, la gran
cantidad de chauchas que deben ser
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consumidas y el tiempo requerido para
reproducir experimentalmente la enfermedad
se ajustan la gran variabilidad de la morbi-
mortalidad encontrada en las distintas regiones
afio a afio. Segun datos previos la morbilidad
promedio registrada en las majadas afectadas
es de 8,8% (con un rango de 34 al 0,5%) y la
letalidad del 87,3% (con un rango de 100 al
25%).

Conclusion

Si bien, en trabajos anteriores se ha
hipotetizado que la mascadera caprina es
producto de una indigestion reticulo-ruminal
causada por la ingestién de alimento de baja
degradabilidad que genera estasis ruminal y la
absorcién de sustancias toxicas normalmente
degradadas o no sintetizadas en el organismo
sano. No debe descartarse la posibilidad de
una intoxicacion cronica debido al consumo de
chauchas de plantas del género Prosopis. Esta
hipotesis se fundamenta en la similitud de la
signologia clinica y las lesiones histopatologias
encontradas con la intoxicacion por Prosopis
juliflora. Hasta la fecha y basandonos en todos
los hallazgos mencionados anteriormente,
todas la evidencias sugieren que algunas de
las especies de Prosopis nativas esta vinculada
al cuadro.

Finalmente creemos es imperioso se
intensifiquen los estudios respecto a esta
enfermedad puesto que grandes pérdidas se
sucintan afio a afio en las majadas caprinas de
una gran region del pais. El desconocimiento
respecto a su etiopatogenia y otros factores
asociados determina que no puedan tomarse
las medidas adecuadas para prevenirla.
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ASPECTOS DE LA DIETA EN CAPRINOS AFECTADOS POR “MASCADERA” EN
LA PROVINCIA DEL NEUQUEN, ARGENTINA
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Introduccion

La “Mascadera” es una enfermedad observada
en caprinos en las regiones de Cuyo, NOA y
Patagonia Clinicamente se caracteriza por la
presencia de animales con movimientos de
rumia permanentes y exagerados, regurgitacion
de licor ruminal, rumen distendido, temblores
en el morro, adelgazamiento progresivo y
muerte (Fotos 1 y 2). En Patagonia se observa
la “Mascadera” tanto en caprinos criollos como
de Angora y a fin de avanzar sobre la posible
causa de la enfermedad, se realizé un estudio
de la dieta en animales afectados y sanos en
un hato de la provincia de Neuquén.

Foto 1. Regurgitacion de contenido ruminal
manchando de verde los labios del animal.

Foto 2. Cabra criolla afectada, con movimientos
masticatorios exagerados.

Materiales y Métodos

Se realizé un estudio en un establecimiento
caprinero de la provincia del Neuquén donde,
sobre un total de 600 animales, ya llevaban

muertos mas de 150 a causa de la enfermedad.
Se realiz6 una evaluacion forrajera del
establecimiento y a comienzos del otono, se
tomaron muestras de heces directamente del
recto a 6 animales con signos evidentes de la
enfermedad y a 5 animales sanos del mismo
hato a fin de determinar por el método
microhistologico queé plantas fueron
consumidas por los animales.

Resultados

El establecimiento presentaba principalmente
dos paisajes, uno de “valle”, representado por
una estepa arbustiva dominada por Prosopis
alpataco (Foto 3) y Atriplex lampa, con una
cobertura aérea de entre 20-30% y pastos
anuales como Schismus barbatus, Hordeum
sp. y Bromus tectorum, que no superan el 5%
de cobertura aérea. El otro paisaje era de
“lomas bajas”, representado por una estepa
arbustiva de Prosopis alpataco y Atriplex lampa
con una cobertura aérea de entre 20-30%,
acompafados por Acantholippia seriphioides,
Bouganvillea spinosa y Chuquiraga histrix.

Foto 3. Alpatacos presentes en el establecimiento
problema.

La oferta forrajera se limitaba a Atriplex lampa y
en menor medida a los frutos de Prosopis
alpataco durante el verano y otofio, y a la de
las especies anuales al comienzo de la
primavera. En ambos paisajes se observo la
ausencia de un estrato de pastos perennes,
posiblemente debido a las condiciones
naturales sumadas al pastoreo continuo del
ganado caprino, estimandose su productividad
entre 100 y 300 Kg. MS/ha/afo.
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En la siguiente tabla puede apreciarse la dieta comparada de los animales estudiados.

Dieta Cabras Enfermas Prom | Prom Dieta Cabras Sanas
N° animal | 1 2 3 4 5 6 Enf Sanas | 7 8 9 [10 | 11
% % % % % % % | % | % | % ]| %
PASTOS PERENNES
Distichlis sp. (pasto salado) 0 1 1 3 2 1 1.4 0.7 0 0 2 1 0
Festuca sp. (coirdn blanco) 0 0 0 0 0 0 0.0 0.1 1 0 0 0 0
Panicum sp. 1 0 2 0 0 0 0.6 0.8 0 1 1 0 2
Stipa sp. (coirén amargo) 1 0 7 0 12 0 3.2 9.9 14| 8 |11 ] 8 8
Graminea sin identificar 0 0 0 1 4 0 0.8 1.7 0 0 6 1 0
Total pastos perennes 2 1 10 4 17 2 6.1 13.3 1519 | 21|11 | 1
GRAMINOIDEAS
Carex sp. 0 0 0 0 0 0 0.0 0.2 0 0 0 1 0
Eleocharis albibracteata 0 0 0 0 1 0 0.2 0.0 0 0 0 0 0
Total graminoideas 0 0 0 0 1 0 0.2 0.2 0 0 0 1 0
ARBUSTOS
Atriplex lampa 17 35 33 | 22 | 33 | 17 26.1 28.2 32 |37 |19 21| 3
Cassia aphylla 0 0 0 0 0 0 0.1 0.0 0 0 0 0 0
Chugquiraga hystrix (chilladora) 0 0 25 1 16 6 7.9 30.0 35 |38 [16 | 25| 36
Gutierrezia sp. 2 0 2 0 0 0 0.7 0.0 0 0 0 0 0
Grindelia sp. 0 0 0 4 0 3 1.1 0.1 0 0 0 0 0
Hyalis argentea (olivillo) 0 1 1 0 0 0 0.3 3.0 4 1 7 2 1
Junellia seriphioides (verbena) 0 0 17 3 9 2 5.2 13.3 7 8 |19 18 | 14
Larrea sp. (jarilla) 1 0 1 0 0 0 0.4 0.9 1 1 3 0 0
Lycium chilense (yaoyin) 1 1 0 3 1 1 1.2 0.2 0 0 1 0 0
Prosopis alpataco (alpataco) 21 14 3 11 9 12 11.9 3.5 0 0 8 6 4
Retanilla patagonica 0 0 0 0 0 0 0.0 1.1 0 0 0 6 0
Schinus molle (molle) 2 3 6 1 6 1 3.1 1.5 3 2 0 2 0
Suaeda divaricata (vidriera) 23 16 1 9 4 12 10.5 1.7 0 3 3 3 0
Pinus sp. 0 0 0 0 0 0 0.0 0.4 0 0 0 0 2
Arbusto sin identificar 0 0.4 0 0 0 0 0.1 1.1 3 2 0 0 0
Total arbustos 68 71 90 | 53 | 78 | 52 68.6 85.0 85 | 91 |78 |81 ] 89
HIERBAS
Erodium cicutarium 0 0 0 0 0 0 0.1 0.0 0 0 0 0 0
Verbascum taphus 0 2 0 0 2 1 0.8 0.0 0 0 0 0 0
Plantago sp. 0 0 0 0 0 0 0.1 0.1 0 0 0 0 0
Hierba sin identificar 0 0 0 1 1 1 0.6 0.9 0 0 0 4 0
Fruto sin identificar 10 6 0 17 1 16 8.3 0.0 0 0 0 0 0
Malvaceae 20 18 0 25 0 27 15.2 0.6 0 1 0 2 0
Total hierbas 30 27 0 43 4 45 25.1 1.6 0 1 0 7 0
Discusién temblores mandibulares y lesiones neuronales

De todas las especies determinadas en las
heces, solo cuatro fueron consumidas por los
6 animales enfermos: Atriplex lampa, Prosopis
alpataco, Schinus molle y Suaeda divaricata.
Para el caso del Atriplex lampa, se pudo
observar que los animales enfermos y sanos la
consumieron en porcentajes similares (26 vs.
28%). ElI Schinus molle fue consumido por
todos los enfermos y algunos sanos, pero en
muy bajos porcentajes (3,1 vs. 1,5%).
Finalmente Prosopis alpataco y Suaeda
divaricata, fueron comidas por todos los
animales enfermos y algunos de los sanos
siendo muy superior el consumo de dichas
especies en los enfermos (11,9 vs. 2,5% para
Prosopis alpataco y 10,5 vs. 1,7% para
Suaeda divaricata) por lo cual se piensa que
estas, serian las especies con mayor
probabilidad de estar involucradas en la
produccion de la enfermedad ya sea por una
cuestion de baja digestibilidad que genere un
disturbio en la digestién de los alimentos, o por
la presencia de algun compuesto toxico en las
mismas. En este sentido, en Brasil y Peru se
ha descripto que la ingesta de Prosopis
juliflora  por parte de caprinos produce

en el ganglio trigémino y nucleo oculomotor,
por lo que se estan conduciendo nuevos
trabajos para determinar si la ingesta de
Prosopis alpataco, produce lesiones similares
en el sistema nervioso de cabras enfermas de
Mascadera.
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“MASCADERA” EN CABRAS DE LA RIOJA: ESTUDIO RESTROSPECTIVO DE
VALORES HEMATICOS Y SEERICOS

Vera, T.A.1; Leguiza, H.D.2; Chagra Dib, E.P.Z; Brizuela, E.R.3; Biurrun, F.N.'
INTA EEA: "La Rioja; *Salta; >UNLaR-Sede Capital

Introduccion

La "mascadera, atascadera, parasito verde o
mal del verde” es una patologia que afecta al
ganado caprino, en sistemas de produccidn
extensivos de zonas marginales de Argentina.
Fue descripta por Rossanigo et al. (1994), Vera
et al. (2001) y Micheloud et al. (2012) en hatos
caprinos de la region.

En la actualidad se desconoce su etiologia,
patogenia y tratamiento médico, pero hallazgos
de degeneracién vacuolar de neuronas de los
nucleos nerviosos del nervio trigémino, facial y
glosofaringeo (Micheloud et al., 2012) abre
nuevas hipotesis.

El objetivo del presente trabajo es aportar
informacion retrospectiva de valores
hematoldgicos y serolégicos de cabras que
presentan mascadera.

Materiales y Métodos

Entre abril y setiembre de 2001, se visitaron
100 establecimientos caprinos de los Llanos de
La Rioja para detectar presencia de la
enfermedad caprina denominada “mascadera”,
encontrdndose la misma en 4 establecimientos:
“Las Vizcacheras” Total Cabras (TC): 175;
Enfermos (E): 2 y Muertos (M):1); “El Telarito™:
TC: 300; E: 2 y M: 1; “La Ensenada”™ TC: 230;
E:8yM: 1y “LaMerced” TC: 215; E: 2y M: 1.
En estos establecimientos, se tomaron
muestras de sangre a un total de 27 cabras (13
sanas —testigos- y 14 enfermas). Las
determinaciones realizadas fueron: Citologico
completo (Coloracién May-Grinwald-Giemsa y
Recuento en camara), Hematocrito
(Colorimétrico), Amilasa (Colorimétrico), GOT,
GPT (Cinético) y Urea (Colorimétrico). Se
presentan medidas descriptivas de los
resultados.

Resultados

El relevamiento determind una prevalencia
entre establecimientos del 4% y de Ila
enfermedad del 1,5%, una letalidad del 28,6% y
una mortalidad del 0,4%.

Los valores hematologicos y bioquimicos
observados en cabras sanas y afectadas por
“mascadera” se presentan en el Cuadro 1y 2,
respectivamente.

Cuadro 1. Valores hematoldgicos de cabras sanas y
afectadas por “mascadera”.

Condicién As“iz" Media | CV | Min | Max
Enfermo Glébulo 3,83 9,7 3,2 4,6
s Rojos
Sano (mila/mm 3,79 8,8 3,3 4.4
)
Enfermo Hb. 11 8,0 10 12
Sano (gidl) | 11,38 [ 7,6 10 13
Enfermo Hemato | 2779 | 24,4 15 38
crito
Sano (%) 27,23 | 291 17 36
Enfermo G'O'S°“'° 7367,9 | 30,7 | 5700 14010
Blanco
s
Sano (mi|3/mm 6665,4 | 15,3 | 4900 | 8100
)
Enfermo o 55 19,7 41 80
Sano Ns. (%) T5223 [ 161 | 38 | 66
Enfermo 3,71 93,5 0 11
0,
Sano E(R) | 431 1170’ 1 17
Enfermo L (%) 38,57 | 26,9 19 51
Sano 73969 | 185 | 27 | 49
Enfermo 2,29 55,4 0 4
0 , ,
Sano M (%) 2 73,6 0 4
Ref.: Hb.: Hemoglobina, Ns: Neutrofilos

Segmentados, E.: Eosindfilos, L: Linfocitos y M:
Monocitos

Cuadro 2. Valores bioquimicos de cabras sanas y
afectadas por “mascadera”.

Condicion | Andlisis | Media | CV | Min| Max
Enfermos
GOT 139,8 34 84 196
Sanos (UL) 133 | 341 | 72 | 187
Enfermos
GPT 496 | 527 | 14 91
Sanos (UiL) 469 | 562 | 16 88
Enfermos 0,5 18,9 | 0,3 | 0,56
Urea
Sanos (mg/d) | o4 | 163 | 03| 062
Enfermos . 493 | 21,2 | 30 77
Amilasa
Sanos (UL 51,8 | 50,1 | 18 | 129




Foto 1.
“mascadera”

Cabra con tipico signo externo de

Foto 2. Pérdida de licor y contenido vegetal por una
cabra con “mascadera” luego del proceso de rumia.
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Discusion

Los valores hematolégicos y bioquimicos
encontrados concuerdan con valores de salud
de referencia (Manual Merk, 1993 y Raggi et
al., 1986), siendo similares entre cabras sanas
y afectadas por “mascadera”. Por otro lado,
muestran ausencia de infecciones primarias o
secundarias y de anemia, hallazgos tipicos en
cuadros de caquexia, como la que caracteriza a
la “mascadera”. Posiblemente, la ausencia de
anemia e infecciones se deba a que los
animales afectados por “mascadera” se
encontrarian en wuna etapa inicial de la
enfermedad. Por otra parte, los resultados de la
bioquimica  sérica, descartan que la
“mascadera” produzca alteraciones que
comprometan la funcionalidad del higado,
pancreas, rindbn o musculos esqueléticos
(Manual Merk, 1993).

Conclusioén

Las determinaciones hematolégicas y/o
serologicas realizadas, no permitirian ser
utilizados como una herramienta diagndéstica
para diferenciar entre cabras sanas y afectadas
por “mascadera”’ en sistemas extensivos de
produccion. En consecuencia, los aspectos
hematoldgicos y bioquimicos de los animales
afectados por “mascadera” son compatibles
con un cuadro consuntivo.

Se hace necesario continuar investigando
sobre esta enfermedad, a fin de esclarecer su
etiopatogenia, para prevenir su ocurrencia y/o
establecer su tratamiento, ademas de brindar
nuevas y posibles herramientas diagndsticas.
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PRESUNCION DIAGNOSTICA DE INTOXICACION POR Colliguaja integerrima
EN MORTANDAD DE CORDEROS ALIMENTADOS A CORRAL

Aguilar, M.1; Martinez, A.2; Robles, c.2
"INTA San Julian: INTA Bariloche

Introduccion

La produccion ovina es la principal actividad
ganadera en la Meseta Central Santacrucefia.
La misma se caracteriza por ser extensiva con
baja carga animal, siendo la lana el ingreso
mas relevante y la carne en segundo lugar.
Teniendo en cuenta la falta o escasez de
ovinos de consumo durante los periodos de
invierno y primavera’ y el buen precio que se
puede obtener a la venta en esta época del
afo, algunos productores manejan
determinadas categorias en forma diferida y
aplicando la cria intensiva. Este cambio de
manejo predispone a la aparicion de problemas
sanitarios de origen infeccioso, parasitario y/o
téxico. En el presente trabajo se describe una
mortandad acontecida en corderos Merino
criados a corral en la Meseta Central
Santacrucefia donde se sospecha que el
consumo de Colliguaja integerrima fue el
causante del brote.

Materiales y Métodos

En Octubre del 2014 en un establecimiento que
aplica la cria a corral, se produjo la muerte de
cuatro corderos de entre 1 y 2 meses de edad.
Ante el aviso del propietario, se asistié al
establecimiento donde se observd un cordero
en decubito, con taquicardia, disnea,
respiracion entrecortada, salivaciéon profusa y
convulsiones esporadicas y que media hora
después murié. El lote compuesto por 150
ovejas y 100 corderos se
encontraba estabulado en un corral de 350 m?,
los corderos recibian una suplementacion
diferencial al pie de la madre (creep feeding).
Las madres eran alimentadas desde hacia dos
meses con heno de alfalfa y alimento
balanceado formulado para ovinos con 14% de
proteina bruta (PB) y 20 dias previos al parto
fueron vacunadas contra enfermedades
clostridiales y desparasitadas con un
endectocida. Los corderos tenian acceso a un
corral contiguo donde recibian heno de alfalfa y
alimento balanceado formulado para ovinos
con 16% PB. A fin de determinar la causa de la
muerte se realiz6 la anamnesis del caso,
necropsia y muestreo del animal afectado. De
la necropsia se tomaron muestras de higado,
bazo, rindn, pulmén, corazén y SNC que fueron
fijadas en formol bufferado al 10%, procesadas
por técnicas histoloégicas de rutina y tefiidas con
HyE. Para la posterior identificacion botanica,
se cosecharon muestras de un arbusto en

floracion, que se encontraba en el corral donde
solo podian entrar los corderos.

Resultados

De la anamnesis se desprende que los cuatro
corderos muertos en el transcurso de las 48 hs
previas a nuestra visita al establecimiento,
presentaban similar  sintomatologia al
necropsiado: decubito, salivacién profusa
transparente o verde, disnea y convulsiones. Al
revisar los 95 corderos restantes del lote se
observo que los mismos estaban clinicamente
normales, determinando una mortalidad del
5%. Tres corderos mostraban costras secas en
los garrones posiblemente como indicio de una
diarrea anterior (Foto 1).

Foto 1. Corderos con costras secas en garrones.

A la necropsia se observé congestion en SNC e
intestino delgado principalmente en yeyuno
(Foto 2) y petequias en diafragma. No se
encontrd contenido en intestino grueso.

Foto 2. Congestién en intestino delgado.

Histolégicamente se pudo constatar en higado
trombos en venas centrolobulillares vy



moderada a severa congestion (Foto 3); en
corteza renal se observaron glomérulos
severamente congestivos, algunos necréticos y
hemorragicos; en pulmoén se observé edema
interalveolar y enfisema peribronquiolar; bazo
congestivo y hemorragico y en corazoén fibras
miocardicas hipertrofiadas. En SNC se observo
severa congestién, hemorragias y edema
perivascular principalmente en 6bex, tdlamo y
cerebelo (Foto 4).

Foto 3. Higado con congestibon moderada.

Foto 4. SNC. Obex. Congestion y edema
perivascular.

La identificacion botanica confirmé que los
arbustos cosechados eran Colliguaja
integerrima. Plantas de Colliguaja presentes en
el corral tenian signos evidentes de haber sido
consumidas por los animales (Foto 5).

Foto 5. Colliguaja integérrima en floracién y plantas
con signos de ser consumidas.
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Discusion

Si bien no se logré establecer un diagnoéstico
definitivo, los resultados obtenidos permiten
orientar el diagnéstico a una intoxicacion por
consumo de Colliguaja integerrima. Es escasa
la informacién sobre la toxicidad de dicha
especie. Ragonese y col.? la nombran como
planta toxica para el ganado que la consume y
Gallo® reprodujo  experimentalmente la
intoxicacién en ovinos e imputa como principios
téxicos al latex y sus saponinas. Estudios mas
recientes han determinando la presencia de
sustancias triterpénicas, delfinidina,
pelargonidina y flavonoides®. Tanto los signos
clinicos como los hallazgos macroscopicos,
coinciden con lo reportado por Gallo®. En esa
ocasion los o6rganos no se evaluaron
microscopicamente, faltando de esta forma
informacion precisa de las lesiones a nivel
tisular. Nuestros hallazgos histopatolégicos se
correlacionan con las lesiones macroscoépicas
encontradas en este caso y descriptas por
Gallo®, estableciendo como la principal
alteracién un trastorno de indole circulatorio
sistémico expresado por la severa congestion y
edema observada en higado, bazo, pulmoén,
rindn y SNC. Siendo una planta nativa y que se
encuentra ampliamente distribuida en la region
Patagdnica, amerita la ejecucion de futuros
trabajos para caracterizar el cuadro completo
de la enfermedad e intentar la reproduccién
experimental de la intoxicacion.
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INTOXICACION POR Baccharis coridifolia DC (“ROMERILLO”) EN CORDEROS
DE LA PROVINCIA DE BUENOS AIRES

Alvarez, I.1, Zeinsteger, P.2, Rial, C.1, Llada, I.1, Sicalo Gianecchini, L.1; Dorsch, M.1, Canton, G|
'INTA EEA Balcarce; 2Universidad Nacional de La Plata

Introduccioén

Baccharis coridifolia (“Romerillo” o “Mio-Mio”)
es una especie vegetal que alcanza entre 20
cm y 80 cm de altura, presenta numerosas
hojas lineales, sésiles de 2.0 — 2.5 cm de largo
por 1.0 — 2.5 cm de ancho aparentemente
enteras pero provistas de dientes, florece y
fructifica en verano.

El romerillo es téxico en rumiantes y equinos a
través de la absorcion de una toxina por la raiz.
Esta toxina (que pertenece al grupo de los
tricotecenos macrociclicos), es producida por
un hongo del género del Myrothecium que se
desarrolla sobre el suelo. El romerillo mantiene
su toxicidad aun estando seco por lo que puede
suponerse que podria causar mortandad
cuando se utilizan henos en los cuales se
encuentre presente. B. coridifolia, cuando es
ingerida produce graves lesiones en el tracto
gastrointestinal, pudiendo ocasionarles la
muerte en forma aguda.

Este trabajo describe una presunta intoxicacion
por B. coridifolia en una majada de ovinos
Pampinta de la provincia de Buenos Aires.

Materiales y Métodos

El brote ocurrié en un establecimiento ubicado
en el partido de Balcarce, provincia de Buenos
Aires en octubre del 2017. En el transcurso de
7 dias murieron 10 corderos de una majada
conformada por 300 individuos. Los mismos
tenian entre 30 y 40 dias de vida y se
encontraban junto a sus madres en un lote de
raigras ubicado en la base de un cerro.
Profesionales del Servicio de Diagndstico
Veterinario Especializado (SDVE) del INTA
Balcarce realizaron una visita al
establecimiento, donde se procedié a revisar
clinicamente animales afectados y realizar la
eutanasia y necropsia de uno de ellos.

Durante la necropsia se realizé la toma de
muestras para estudios histopatoldgicos.
Ademas se recolectd contenido ruminal para
realizar microanalisis para identificacion de
especies botanicas toxicas (en los laboratorios
de la Universidad Nacional de La Plata).

Resultados

Durante la visita se corroboré una alta
concentracion de B. coridifolia en el potrero
donde los corderos junto a sus madres
pastoreaban (Foto 1). En el examen clinico de
uno de los corderos afectados se registréo una
frecuencia cardiaca de 128 Ilatidos/minuto,

mientras que la temperatura corporal era de
38,5°C. Ademas, se observo distension
marcada del hemiabdomen izquierdo,
bruxismo, taquipnea, disnea, anorexia,
presencia de espuma de color verde en la
boca, y finalmente, la muerte en menos de 24
hs. Durante la necropsia se observé congestion
difusa de la mucosa ruminal (Foto 2), con
desprendimiento del epitelio. Los intestinos se
encontraban levemente dilatados con un
contenido liquido en su interior.
Microscopicamente se observd una ruminitis
necrotizante difusa severa (Foto 3), abomasitis
linfohistiocitica moderada, esplenitis
hemorragica multifocal y colitis. ElI pulmén
presentd congestion severa con vasculitis
linfohistiocitica. Se confirmé consumo de B.
coridifolia por presencia en contenido ruminal
(Foto 4).

Discusion

Los signos observados en una intoxicacion son
decaimiento, salivacion abundante, diarrea
sanguinolenta, muerte en 24 horas, intensa
congestion o hemorragia del aparato digestivo
y con frecuencia, congestion pulmonar,
similares a los descriptos en estos corderos
afectados. Los hallazgos patologicos descriptos
en el cordero necropsiado fueron compatibles
con esta gastroenteritis toxica, y se confirmé el
consumo de la especie vegetal.

Si bien la intoxicacion con romerillo esta
ampliamente diagnosticada en bovinos de la
regibn, no existen reportes previos de
intoxicacién natural en ovinos. Para prevenir la
toxicidad hay que evitar el acceso de animales
a los sectores con vegetacion arbustiva baja la
que crece con frecuencia el romerillo. Si bien
se cita como efectivo, carece de una
comprobacion directa la utilidad del ahumado
de los animales con romerillo como método
para evitar su ingestion.

Los tratamientos sobre esta maleza, por crecer
en lugares de dificil acceso, se deben realizar
planta por planta. El herbicida 2-4 D, mojando a
punto de goteo y en dilucién en agua a razén
de 1.2 kg ia/100 litros, puede controlar a esta
especie. Para que el control sea efectivo se
deben realizar nuevas aplicaciones sobre los
rebrotes (2 - 3 como minimo).



Foto 1. Baccharis coridifolia en la base del cerro
donde los ovinos intoxicados pastoreaban, al
revisarse luego de haber diagnosticado Ila
intoxicacion.

Foto 2. Congestidon de mucosa ruminal detectada a
la necropsia del cordero necropsiado.

Foto 3. Ruminitis necrotizante difusa severa
detectada en el andlisis histopatolégico de muestras
recolectadas del cordero necropsiado (HE, 40x).
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Foto 4. Baccharis coridifolia en contenido ruminal:
se observan células epidérmicas (CE) y estomas (E)
(40x) (analisis realizado en la Universidad Nacional
de La Plata)

Conclusion

La presencia de B. coridifolia debe ser
considerada al ingresar animales a un potrero,
especialmente en categorias que no estan
familiarizadas con esta especie y en las zonas
serranas de la provincia de Buenos Aires,
donde suele encontrarse habitualmente.
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INTOXICACION EXPERIMENTAL CON Asclepias mellodora (“YERBA DE LA
VIBORA”) EN OVINOS
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'INTA EEA Balcarce. ?CONICET

Introduccion

El diagnéstico de las intoxicaciones en los
animales de produccion suele ser dificultoso
para los veterinarios de la actividad privada. Si
bien se sospecha que muchas especies
vegetales tienen un potencial téxico para estos,
varias aun permanecen sin una confirmacion
de su potencial toxicidad.

Asclepias mellodora es una planta presente en
Argentina que puede afectar tanto a rumiantes
como monogastricos produciendo efectos en
diferentes sistemas. En Argentina, A. mellodora
St. Hilare, es conocida vulgarmente como
“yerba de la vibora” o “mboy caa”. Es propia de
campos ganaderos y suelos arenosos
hdimedos, también se la halla en suelos
arcillosos y secos. Su distribucion en
Sudamérica es amplia llegando desde el sur de
Brasil, Uruguay, hasta norte y centro de
Argentina.

Las investigaciones que se han llevado a cabo
para caracterizar a los compuestos téxicos de
las Asclepias han permitido determinar que
éstos son de tres tipos (glucésidos
cardiotonicos, resinoides y alcaloides), pero
ellos no estan necesariamente presentes en
forma simultanea en todas las Asclepias
téxicas. Sin embargo hasta el presente estos
compuestos no han sido totalmente
identificados en cada especie en particular.
Teniendo en cuenta la diversidad en las
presentaciones de cuadros de intoxicaciéon con
Asclepias que cita la bibliografia internacional y
la nula informacién que existe en el pais con
respecto a la toxicidad de esta planta se
decidi6 realizar la intoxicacion experimental en
ovinos para caracterizar la toxicidad de
distintas dosis, evolucion de la signologia
clinica y hallazgos macro y microscopicas.

Materiales y Métodos

Se recolectaron plantas de A. mellodora, se
seco en estufa a 60°C durante 72 hs, se molié
con una malla de 2 mm de didmetro. Se
utilizaron 14 ovejas raza Frisona de entre 45 y
62 KgPV de entre 3 y 4 afios de edad,
clinicamente sanas. Fueron divididos en 5
grupos: Grupo 1, dosificado con 8 gr MS/kg
PV, Grupo 2, 5 gr MS/kg PV; Grupo 3, 2 gr
MS/kg PV y Grupo 4, 0,8gr MS/kg PV. El
Grupo 5 permanecié como control negativo. La
administracion se realiz6é por ingestién forzada
mediante una sonda bucoesofagica
administrando, intraruminalmente, el material
disuelto en agua.

Los animales fueron mantenidos en un predio
cerrado para poder realizar un mejor
seguimiento y se les suministré heno y agua ad
libitum.

Durante el transcurso del ensayo se realiz6 un
seguimiento clinico de todos los animales
evaluandose la frecuencia respiratoria,
mediante la observacion de los movimientos de
la parrilla costal del animal, el comportamiento
y la temperatura corporal.

A los animales de los grupos 1, 2 y 3 que
murieron producto de la intoxicacion, y a los del
grupo 4, que fueron eutanasiados al séptimo
dia post intoxicacion, se les realiz6 necropsia.
Se tomaron muestras de 6rganos que fueron
fijadas en formol al 10%, luego se procesaron
en forma rutinaria para realizar su observaciéon
microscoépica.

Resultados

Los animales del Grupo 1 murieron entre las 10
y 18 hs. de la administracion. Uno de ellos
manifesté depresion, debilidad y dificultad para
caminar, anorexia, ptialismo, respiracion
abdominal dificultosa, con 45 movimientos
respiratorios por minuto (MRM). Los animales
del Grupo 2 presentaron signos a las 12 hs
post administracién, con marcada depresion,
debilidad, postracién y diarrea muy liquida,
anorexia, respiracion abdominal marcada y
dificultosa. La frecuencia respiratoria se
encontraba entre los 51 y 83 MRM, en uno de
los animales una vez postrado, llegd a 140
MRM. Los animales murieron entre las 22 y las
35 hs post administracién. Los ovinos del
Grupo 3 a las 12 hs de la administracién se
encontraban con buena respuesta a los
estimulos, diarrea, anorexia, respiracion
irregular, y con una frecuencia respiratoria de
entre 51 y 87 MRM, hubo animales con 130
MRM. La muerte de ellos se produjo entre las
46 y 85 hs luego de la administracion. Los
animales del Grupo 4 presentaron diarrea leve,
anorexia y depresion leve. Al 7° dia post
administracion fueron sacrificados al igual que
los del Grupo 5 control.

Tanto los animales intoxicados como los
controles no presentaron variaciones
anormales en la temperatura corporal durante
el periodo que se los evalud.

Todos los animales de los Grupos tratados
presentaron congestion en abomaso, intestino
(en diferentes porciones), higado, corazon,
traquea, bronquios, pulmones, bazo, rifones,
pancreas y sistema nervioso central.



En el analisis histopatolégico se observd
congestion y hemorragia en sistema nervioso
central, edema, enfisema vy hemorragia
intersticial en pulmoén, atelectasia e infiltrado
inflamatorio  peribronquiolar. En  mucosa
traqueal se observo infiltrado mononuclear leve
a moderado; hemorragia interfibrilar en
miocardio; congestién y hemorragia renal;
congestion esplénica; infiltrado inflamatorio leve
en lamina propia de abomaso; congestiéon e
infiltrado inflamatorio mononuclear moderado
entre criptas intestinales. En los animales del
Grupo control no se observaron lesiones de
relevancia.

Foto 1. Asclepias mellodora.
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Discusion

Se comprobd la toxicidad de A. mellodora en
ovinos, a las diferentes dosis evaluadas en
condiciones similares a las descriptas
previamente para otras especies de Asclepias.
En el presente ensayo se produjo la muerte con
una dosis equivalente al 0,2% del peso corporal
de MS de plantas de A. mellodora, lo que
indicaria una mayor toxicidad de esta especie.
Los signos clinicos observados, coinciden con
lo expresado por otros autores, al igual que el
momento de presentacion.

El tiempo transcurrido entre el consumo vy el
comienzo de los signos, y la muerte fue mayor
a medida que disminuyé Ila dosis de
intoxicaciéon. La gravedad de los hallazgos de
necropsia fue mayor a medida que aumento la
dosis administrada.

Estos resultados sugieren que los animales,
que no consumen dosis letales, se recuperan
rapidamente luego de un tiempo.

La presentacion de lesiones a la necropsia
vario dependiendo de la dosis utilizada. En el
analisis patoldgico, no se observé un cuadro
patognomoénico que pueda permitir definir el
diagndstico.

Conclusiones

Este estudio permite concluir que A. mellodora
debe ser considerada de gran potencial téxico
dentro de las plantas toxicas presentes en
nuestro pais, aunque se debe tener en cuenta
que existe rechazo al consumo por parte de los
animales por lo cual su importancia queda
limitada a ciertas condiciones como pastoreo
con altas cargas, penuria nutricional, o el eso
de heno con presencia de la planta.

De la misma manera, se deberian revisar los
potreros destinados al pastoreo por estas
especies, para tratar de investigar la presencia
de vegetales toxicos, que podrian llegar a
provocar cuadros similares.
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INTOXICACION EXPERIMENTAL CON Galega officinalis EN OVINOS
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Introduccion

Galega officinalis es una leguminosa conocida
como “alfalfa inglesa”, “alfalfa gallega” o
“galega”, naturalizada en Argentina. Crece en
suelos fértiles, bajos y humedos. Se ha
indicado como téxica por la presencia de
toxinas: alcaloides (galeguina, hidroxigalegina y
peganina); aminoacidos (canavanina) y
flavonoides (galuteolina, saponinas y taninos).
Aunque ha sido usada como forrajera es poco
palatable y rechazada por el ganado,
especialmente al madurar. Por esto las
intoxicaciones se producen en periodos de
sequia o0 ayunos prolongados y cuando es la
unica fuente de alimento, o bien cuando esta
presente en henos, ensilados y cortapicados.
Provoca intoxicaciones principalmente en
ovinos con insuficiencia respiratoria aguda,
rapidamente mortal, sin presentacion de tipo
cronica.

Teniendo en cuenta Ila ausencia de
antecedentes locales de intoxicacion con G.
officinalis, el objetivo fue reproducir
experimentalmente su toxicidad con la planta
en diferentes estadios morfolégicos, establecer
la dosis toxica y describir la signologia clinica y
parametros bioquimicos en ovinos intoxicados.

Materiales y Métodos

Se realizaron 2 experimentos, uno con G.
officinalis en estado vegetativo (Experimento 1,
foto 1) y otro con G. officinalis en estado
reproductivo (Experimento 2, foto 2). En cada
experimento se utilizaron 8 ovejas Corriedale
adultas: 2 no fueron intoxicadas (grupo control),
mientras que las restantes fueron divididas en 3
grupos tratados de 2 animales cada uno
recibiendo 0,3; 0,7 y 1,0% del peso vivo de G.
officinalis seca y molida mediante sonda buco-
esofagica. Durante el ensayo los animales se
mantuvieron en predios cerrados y se les
ofrecié heno de pasturas ad libitum y agua.

Los animales se revisaron clinica cada hora
hasta las 72hs post dosificacion.

Se extrajeron muestras de sangre para evaluar
funcionalidad hepatica: actividad de la enzima
glutamico oxalacético transaminasa (GOT/AST)
y gamma-glutamil transferasa (gGT). Para
evaluar funcionalidad renal se evalué actividad
de creatinina.

A las 48 h post dosificacién se eutanasiéo un
animal que habia recibido 1,0% de G. officinalis
(Exp. 1). Se tomaron muestras de tejidos en
formol al 10%, para examen histopatoldgico

En el Exp. 2, a los animales que murieron
espontaneamente se les realizé la necropsia.
Los que no presentaron signologia fueron
eutanasiados a las 48hs post dosificacion.

Foto 1. G. officinalis en estado vegetativo.

Foto 2. G. officinalis en estado reproductivo.

Resultados

Tanto los animales controles como los tratados
en el Exp. 1 no manifestaron signologia clinica.
La actividad de creatinina, GOT y gGT se
encontré normal. No se observaron lesiones de
relevancia a la necropsia ni a la histopatologia.
Durante el Exp. 2, los animales control y
tratados presentaron temperatura normal. Los 2
animales dosificados con 0,3% y uno dosificado
con 0,7% de G. officinalis no presentaron
signologia clinica. El otro animal dosificado con
0,7% presento taquipnea y depresion leve a las
19 hs post-dosificaciéon (pd) y murié 3 h
después con salida de espuma por ollares. Una
de las ovejas dosificada con 1,0% presenté
taquipnea leve, disnea y depresién a las 18 hs
pd; murié a las 2 h de comenzados los signos.
La otra oveja del mismo grupo no presento
signologia. La actividad de creatinina, GOT y
gGT de todos los animales del Exp. 2 estuvo
dentro de los parametros normales.



A la necropsia de los animales del grupo
control no se observaron lesiones. Los
animales dosificados con 0,3% y uno que
recibio 0,7% no presentaron lesiones. La oveja
que habia recibido 0,7% y que manifesto
signologia leve presentaba hidrotérax (800 cm?®
de liquido claro, ambarino y espumoso), edema
de mediastino y abundante espuma blanca en
traquea y bronquios. Los pulmones estaban
congestivos y edematosos, escurrian liquido a
la compresion. Los linfonédulos preescapulares
estaban congestivos y edematosos. Los
rinones estaban congestivos. El rumen estaba
timpanizado y con la mucosa congestiva.

Los animales que recibieron 1,0% gresentaron
severo hidrotérax, hasta 1700 cm” de liquido
claro, ambarino, que formaba coagulos, y
edema en mediastino. Los pulmones no
colapsaban, estaban pesados con severa
congestion y edema interlobular en todo el
parénquima. Los bronquios contenian espuma
blanca. También se observaba abundante
liqguido en saco pericardico. Los rifiones
estaban congestivos, al igual que los
linfonédulos preescapulares. El resto de los
6rganos no presentaban lesiones
macroscopicas.

Durante el analisis histopatolégico de diferentes
animales se corroboré infiltrado no supurativo
multifocal de distinta severidad en pulmon,
higado, miocardio, y mucosa ruminal, abomasal
e intestinal. También se registraron diferentes
grados de edema, congestién y hemorragia en
esas mismas localizaciones. El resto de los
tejidos no presentaban alteraciones.

Discusion

Se corroboré la toxicidad de G. officinalis en
ovinos. Coincidiendo con lo citado por otros,
ésta fue mas importante cuando la planta
estaba en estado de floracion y fructificacion
temprana. Los resultados clinicos también
coinciden con lo expresado por otros autores,
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quienes observaron que la signologia comienza
entre las 18-24 hs de consumida la planta.
También coinciden los signos clinicos y la
muerte sobreviene antes de las 4 horas de
comenzados los signos. Los hallazgos de
necropsia e histopatolégicos también fueron
coincidentes con los citados por la bibliografia
consultada. Los parametros bioquimicos
evaluados se mantuvieron dentro de los rangos
normales para esta especie, por lo que se
podria descartar un efecto de las toxinas
encontradas en esta especie a nivel hepatico y
renal.

Se pudo confirmar lo expuesto por otros
autores en cuanto a la variable susceptibilidad
individual de las ovejas a los efectos toxicos de
la galeguina.

Conclusiones

Podemos concluir que la dosis letal para ovinos
podria estimarse en 0,7% del peso corporal de
MS de G. officinalis en floraciéon, dependiendo
de la susceptibilidad individual de los animales
afectados. G. officinalis  deberia  ser
considerada potencialmente téxica cuando se
encuentra en floracion temprana o]
fructificacion. También deberia recordarse que
los animales normalmente la rechazan por lo
cual la implicancia de su consumo queda solo
limitada a ciertas condiciones de manejo
intensivo, o en situaciones de sequia, en las
que el animal se ve obligado a consumirla.
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CALCINOSIS ENZOOTICA,EN CAPRINOS DE ARGENTINA POR PRESUNTA
INTOXICACION CON Solanum stuckertii BITTER
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Introduccién

La calcinosis enzdéética (CE) ha sido descripta
en diversas regiones del mundo causado por
una intoxicacién vegetal crénica con plantas
calcinogénicas de la familia Solanaceae. En
bovinos de Argentina la intoxicacién se la
conoce comunmente como “enteque seco”,
producida por la intoxicacion de Solanum
malacoxylon o glaucophyllum (vulgarmente
como “duraznillo blanco”). Estas plantas tienen
distintos metabolitos de la vitamina D (el 1,25-
dihidroxivitamina D3 (1,25 (OH), D3) o calcitriol,
que aumenta la absorcion intestinal de calcio
(Ca). En caprinos ha sido recientemente
diagnosticada en cabras de la provincia de San
Luis (Argentina) afectando a animales en
pastoreo de zonas serranas. En ambos casos
la deposicion de sales de calcio en tejidos
blandos, se acompafa de un severo deterioro
fisico 'y problemas articulares. Esta
comunicacioén tiene el propésito de aportar las
observaciones realizadas en un caso clinico en
cabras de San Luis con la identificacion del
presunto vegetal calcinogénico.

Materiales y Métodos

El caso se presentd en un establecimiento
caprinero localizado en la Quebrada de san
Vicente (Departamento San Martin) (latitud s
52° 23" y longitud oeste 23° 127). El sistema era
extensivo sobre pastizal natural serrano y
monte, con una majada compuesta de 60
cabras y 3 machos base criolla-Anglo Nubian.
Durante el 2016 se presentaron cabras con
sintomatologia tipica de calcinosis con una
morbilidad del 17% y 100% de mortalidad y con
el antecedente que consumian huesos.

Resultados

En la visita al establecimiento se detecté una
cabra clinicamente afectada con dificultades
en la locomocion con pasos rigidos y cortos en
distancias muy cortas, con un avanzado estado
de caquexia, pobre condicion corporal, con
deformaciones duras y depilacion de la
articulacion femorotibial derecha y atrofia
muscular del miembro. A la necropsia se
observé calcificaciones extensas de los l6bulos
apicales y cardiacos de ambos pulmones, en
los tendones y ligamentos de la articulacion
femorotibial y en grandes vasos (aorta
ascendente y arco adrtico, aorta descendente
toréxica y abdominal, carétidas, arterias

mesentéricas e iliacas). La superficie endotelial
de todas estas arterias se presentaba rugosa y
aspera. Los demas organos sin lesiones
aparentes. Se extrajo sangre del animal
enfermo y se tomaron muestras de tejidos
afectados para la realizacion de cortes
histolégicos.

Las lesiones histolégicas de las arterias
afectadas mostraban calcificaciones en la capa
media y proliferacién conjuntiva subendotelial.
En pulmones se hallaron depdsitos de calcio en
forma de pequefios granulos sobre las fibras
elasticas y tabiques interalveolares. La
determinacion del Ca sérico revelo un valor de
18,4 mg/% (rango de referencia 8 a 11,5
mg/%). La recoleccion de plantas presentes al
costado de arroyos vy vertientes permitié
identificar ejemplares del género Solanum
stuckertii Bitter como posible agente etiologico
de esta enfermedad.

Calcificaciones de tendones y ligamentos de la
articulacion femorotibial.

Calcificaciones de los l6bulos pulmonares apicales y
cardiacos.



Extensas calcificaciones en la superficie endotelial
de grandes vasos.

Superficie endotelial de la aorta toracica
descendente con calcificaciones.

Depdsitos de calcio en el pulmén (A) y las arterias
(B).
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Ejemplar de Solanum stuckertii Bitter.

Conclusion

La clinica, las lesiones, la hipercalcemia y los
hallazgos de laboratorio permiten concluir que
se trata de un caso de CE. Este nuevo reporte
se suma a otras comunicaciones previas que
demuestran que la enfermedad esta presente
en los sistemas reales serranos de la
ganaderia caprina del bosque serrano del
norte de la provincia donde en zonas
inundables a la orilla de arroyos es comun
encontrar plantas de Solanum stuckertii Berti.
La reproduccion experimental de la enfermedad
proporcionara mas evidencia sobre la
asociacion de esta planta con las
caracteristicas clinicas y patolégicas
observadas
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INTOXICACION CRONICA PRIMARIA POR COBRE EN UN CARNERO MERINO
EN LA PROVINCIA DE SANTA CRUZ, ARGENTINA
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Introduccién y Antecedentes

La cria ovina extensiva es la principal actividad
ganadera en la Provincia de Santa Cruz. Sin
embargo, algunos productores manejan a
determinadas categorias, en forma mas
intensiva con el proposito de mejorar el
desarrollo y condicion corporal de los
reproductores previo al servicio o que seran
enviados a venta.

A comienzos del 2010, en un establecimiento
ovejero ubicado en la Meseta Central de la
provincia de Santa Cruz, se presenta un
carnero de raza Merino con dificultad para
caminar, emisién de orina color rojiza e ictericia
marcada. El animal formaba parte de un lote de
cuatro carneros de cabafa que estaban
estabulados desde hacia un afo, siendo su
alimentacion a base de heno de alfalfa,
alimento balanceado formulado para ovinos
con 14% de proteina y bloque de sal ad-libitum
como suplemento  mineral conteniendo
principalmente Calcio, Foésforo y
Oligoelementos. Los 4 animales a su ingreso a
la estabulacién habian sido desparasitados con
un endectocida (ivermectina 3,15%),
vacunados contra enfermedades clostridiales, y
suplementados al inicio de la primavera con un
vitaminico conteniendo AD3E (1 ml por animal
via intramuscular).

A fin de determinar la causa de la enfermedad,
se realizd un estudio sobre dicho animal,
tomandose un animal sano del mismo lote,
como testigo.

Materiales y Métodos

Se visito el establecimiento problema, donde se
procedio a realizar la anamnesis del caso y a
revisar clinicamente el animal enfermo vy
animales sanos del lote.

Al animal afectado y a uno sano que se eligi6 al
azar se les tomd la temperatura corporal y se
les extrajo sangre sin anticoagulante para la
obtencién de suero sanguineo que fue
conservado a -20°C hasta el momento de su
procesamiento. En suero se midieron las
concentraciones de GOT, GGT, CPK y cobre.
A los 12 dias de iniciados los sintomas en el
animal enfermo, se procedié al sacrificio del
mismo y se realizé la necropsia. Se tomaron
muestras de higado, rifidn, bazo, pulmén y
cerebro que se fijaron en formol buferado al
10%, para estudios histopatolégicos. Las
muestras fijadas se incluyeron en parafina, se

cortaron a 5 um y se tifieron con Hematoxilina y
Eosina.

Finalmente se tomaron muestras de higado y
rindon, del alimento balanceado y del
suplemento mineral para dosaje de cobre.

Resultados

A la revisacion clinica del animal afectado se
observaron signos de debilidad, dificultad para
caminar, ictericia severa visible en conjuntiva
ocular (Foto 1) en mucosas y piel y disminucion
del tono y del tamano testicular. El resto de los
animales del lote estaban clinicamente
normales. La temperatura rectal del animal
enfermo al inicio de los sintomas y del sano
seleccionado como control fue de 39 y 39,1°C
respectivamente

Foto 1. Ictericia ocular notable.

A la necropsia, ademas de ictericia
generalizada en todo el cuerpo, se observd
hepatomegalia y un tinte amarillento del
o6rgano, colecta sanguinolenta en cavidad
abdominal, rinones edematizados, aumentados
de volumen y de color muy oscuro (Foto 2).

Foto 2. Aspecto y color oscuro de los rifiones.



En la Tabla 1 pueden observarse los resultados
de los analisis bioquimicos realizados sobre las
muestras de sangre extraidas del animal
afectado y del animal clinicamente sano
tomado como testigo.

Tabla 1. Resultados de los analisis bioquimicos en
suero y tejidos del animal enfermo y el testigo sin
sintomatologia.

Animal Animal Valores
Testigo | enfermo | normales
de ref.
Cobre
en 0,93 271 | 06-15
suero
ug/ml
GOT
Ul 966 1907 32-97
GGT
Ul 294 247 0-32
| 10151 | 45336 | 0-200

En la Tabla 2 pueden observarse los valores de
cobre en tejidos del carnero enfermo, del
alimento balanceado y del suplemento mineral
que consumia el animal y valores de referencia
extraidos de la bibliografia.

Tabla 2. Resultados de los andlisis bioquimicos en
tejidos del animal enfermo, alimento balanceado y
suplemento mineral consumido, y valores de
referencia

Valores | Valores
de conside
Valores .
d referenci ra-dos
e cobre .
hallados a. to?qcc_)s
(Ribeiro | (Ribeiro
2011) 2011)
1000-
Higado 1F2)gr2n’5 362210 3000
ppm
s >100
Rifo6n 337 ppm 50 ppm
pp pp ppm
Alimento 512
Balancea | 19,2 ppm | 4-6 ppm
do ppm
Supleme >12
nto 300 ppm 4-6 ppm m
Mineral PP

El cuadro histopatolégico se caracterizé a nivel
de higado por edema generalizado, presencia
de hepatocitos en diferente grado de
degeneracion, vacuolacion Yy  necrosis
principalmente a nivel centrolobulillar.
Manifiesta presencia de un material color ocre
amarillento libre en sinusoides y también
englobado dentro de células de Kupffer. En
rindbn se observaron tubulos dilatados y en
muchos casos con un pigmento en su interior
de las mismas caracteristicas que el detectado
en higado. A nivel de glomérulo se observo
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engrosamiento de la pared y dilatacién de la
capsula de Bowman con presencia de una
sustancia proteinacea en su interior. El bazo se
encontraba congestivo con presencia
abundante de pigmento ocre amarillento. En
pulmén y cerebro solo se observo edema.

Discusioén

Los hallazgos clinicos iniciales hicieron
sospechar de una patologia hepatica. La
ausencia de fiebre y de procesos inflamatorios,
orientd la busqueda hacia una intoxicacién. Los
resultados bioquimicos, principalmente los altos
valores de cobre en tejidos y suero y los altos
valores de las enzimas, sumado a las lesiones
observadas a la necropsia y los hallazgos
histopatolégicos en higado y rifidn, coinciden
con lo descripto para la intoxicacion cronica por
cobre en ovinos (Lewis et al, 1997; Robles et
al, 1993).

El ovino es particularmente muy
susceptible/sensible a la intoxicacion por cobre
(Uzal et al., 1992), considerandose peligrosos
niveles que excedan los 12 mg/kg de materia
seca de cobre en la racion (Lewis ef al., 1997;
Radostits y Blood, 1994).

Los resultados obtenidos en el dosaje de cobre
en el alimento balanceado que contenia 19.2
ppm, sumado a las 300 ppm que contenia el
suplemento mineral, podrian explicar el origen
de la intoxicacion.

La intoxicaciéon crénica por cobre es una
enfermedad de desarrollo lento que puede
llevar varios meses. El exceso de cobre que se
ingiere con la dieta, se va acumulado en higado
y cuando sobrepasa los 750 ppm/materia seca,
induce necrosis centrolobullilar en higado,
liberando subitamente cobre al torrente
sanguineo, produciendo una crisis hemolitica
que precipita los sintomas clinicos y muerte del
animal (McCaughey, 2007; Ribeiro, 2011),
situacién compatible con lo observado en este
caso.
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INTOXICACION CRONICA CON COBRE: PRESENTACION DE UN CASO
EN UN CARNERO

Llada, I.1; Cora, J.1; Migliavacca, J.1; Ojeda Fermoselle, M.Z; Mazzanti, M.1; Olmos, L.1; Flores Olivares, C.1;

Drake, M.1; Fernandez, E.1; Lischinsk
' INTA EEA Balcarce. ¢

Introduccién

El cobre (Cu) es un micronutriente esencial y
necesario para NUMerosos procesos
fisioldgicos, desempefia un papel importante en
la oxidacién tisular, ya sea actuando como
suplemento de los sistemas citocromo oxidasa,
o formando parte de los mismos. La
ceruloplasmina es la enzima que contiene el
cobre, a través de la cual este metal ejerce su
funcién fisiologica. EI Cu cumple un rol
fundamental en la respiracion tisular,
eritropoyesis, formacion de tejido conectivo,
pigmentacién, desarrollo éseo y nervioso, y en
el funcionamiento del sistema inmune. EI
higado es el reservorio del Cu en el organismo
y las concentraciones de Cu en higado reflejan
el estatus de cobre en el animal. Debido a la
gran cantidad de funciones y su importancia a
nivel productivo y reproductivo, su deficiencia
provoca graves pérdidas econémicas. Si bien la
suplementacion se encuentra indicada, esta es
una practica que debe ser supervisada por el
profesional veterinario ya que errores en la
dosificacion podrian resultar en un cuadro
grave de intoxicacion. Se han descripto dos
tipos de presentaciones de intoxicacién con Cu:
la forma aguda que se presenta en ovinos y
bovinos, luego de una sobredosis, y la forma
cronica descripta en varias especies. La
intoxicacion cronica con Cu es una patologia
frecuentemente reportada en pequefios
rumiantes en asociacion al consumo de dietas
ricas en este micromineral o con baja
concentracién de molibdeno (Mo) y/o sulfatos
(SO4), antagonistas en su metabolismo,
durante un periodo prolongado.

El presente trabajo describe un caso registrado
en un carnero Texel de 2 afos de edad con
hallazgos clinicos-patoldgicos compatibles con
un cuadro de intoxicacién crénica por Cu.

Materiales y Métodos

Ocurrié en una majada de 13 carneros de un
establecimiento en el partido de Balcarce,
provincia de Buenos Aires, Argentina,
pastoreando Avena sativa y suplementados
con heno vy racion diaria de alimento
balanceado comercial a razén de 300 gramos
por animal por dia durante los ultimos 9 meses.
Dos dias previo a su muerte, el animal habia
manifestado depresion, anorexia y se rehusaba
a moverse.

g, L.1; *Canton, G.1; Odriozola E."
) INTA EEA Catamarca.

Durante la necropsia se recolectaron muestras
de tejidos en formol al 10% para realizar
andlisis histopatologico de rutina, orina para
evaluar caracteristicas fisico-quimicas e higado
para determinar concentracion de Cu mediante
digestion &cida y posterior lectura por
espectrofotometria de absorcion atomica
(EAA). Ademas se realizaron improntas de
rinbn para determinar la presencia de
Leptospira spp. por inmunofluorescencia
directa (IFD). Se analizaron muestras de
sangre de otros carneros de la majada para
determinar cupremia y del alimento balanceado
para cuantificar Cu mediante EAA.

Resultados

Durante el estudio post mortem se observo
congestion hepatica marcada, rifiones de color
rojo vinoso con su médula enrojecida (Foto 1).
La vejiga estaba pletérica con orina de color
rojo oscuro (Foto 2) y sedimento verdoso. Se
observaron petequias en epicardio y areas
crateriformes de 0.5 cm de didmetro en la
mucosa abomasal de distribucion difusa,
compatibles con Ulceras parasitarias. En el
analisis histopatologico se constatd una
colangitis y hepatitis periportal no supurativa
moderada con proliferacion de conductillos
biliares y fibrosis; en algunos vasos sanguineos
hepaticos se observaron eritrocitos con un
precipitado azul intracitoplasmatico compatible
con cuerpos de Heinz. Ademas se detecté una
glomerulonefrosis tubular aguda, con material
proteinaceo distorsionando el ovillado
glomerular (Foto 3). En la luz de tubulos
colectores renales se observd también un
material proteinaceo similar y un material
eosinofilico granular compatible con
hemoglobina (Foto 4). La concentracion de Cu
hepatico fue de 1070 ppm (valores de
referencia: <50ppm) y la cupremia en otros
carneros estaba dentro de parametros
fisiologicos (promedio + desvio estandar:
0,7£0,1ug/ml, valores de referencia: 0,75-
1,35ug/ml). En orina se detecté abundante
cantidad de hematies y reaccion positiva a
proteinas y hemoglobina. La concentracion de
Cu en el alimento balanceado fue de 36 ppm,
por encima de lo sefialado en su marbete
(15ppm). La IFD para Leptospira spp. resulté
negativa.



Discusion

Teniendo en cuenta la signologia manifestada,
las lesiones macro y microscépicas y la alta
concentracion de Cu hepatico se arribé a un
diagndéstico de intoxicacién crénica con Cu.

La intoxicacién crénica con Cu se da por el
consumo de alimentos con elevada
concentraciéon de Cu durante semanas a meses
que satura el almacenamiento hepatico. Ante
situaciones estresantes o cuando sobrepasa
los 750 ppm/materia seca (en higado), se
desencadena su liberacion masiva al torrente
sanguineo, provocando una crisis hemolitica
aguda severa. Este cuadro, frecuente en los
ovinos en comparacién con otras especies de
rumiantes, se da porque la vida media de la
proteina transportadora de Cu (ceruloplasmina)
en sangre es mayor. En aquellos animales
consumiendo la misma dieta se deberia evitar
cualquier factor estresante que permita el
desencadenamiento de la fase hemolitica y
revertir el aporte dietario respetando la relacion
Cu:Mo dietaria.

Foto 1. Riflones de coloraciéon oscura con médula
enrojecida.

Foto 2. Orina de color rojizo.
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Foto 3. Material proteinaceo en espacio
periglomerular (arriba) y en tubulos renales (abajo).

Foto 4. Material proteinaceo y eosinofilico granular
compatible con hemoglobina en tubulos renales.
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QUISTES MANDIBULARES ODONTOGENICOS EN OVINOS MERINO DE LA
PATAGONIA ARGENTINA

Robles, C.A."; Aguilar, M.%; Martinez, A."
'Grupo de Salud Animal, INTA Bariloche; Agencia de Extension Rural, INTA San Julian

Introduccién

A partir de un aumento del porcentaje de refugo
en ovinos Merino en un establecimiento
ganadero cercano a la localidad de San Julian,
en provincia de Santa Cruz, por la aparicion de
una enfermedad caracterizada por la presencia
de una masa deformante en el hueso maxilar
inferior, se llevd adelante una tarea de
investigacion diagnostica del caso a fin de
caracterizar el problema, definir la etiologia e
intentar ofrecer una solucion al productor.

Materiales y Métodos

El establecimiento problema, dedicado a la cria
de ovinos, esta ubicado en la Meseta Central
Santacrucefia (MCS) en el departamento de
Magallanes, provincia de Santa Cruz,
Argentina, que se caracteriza por una
vegetacion de arbustos bajos, escasa cobertura
vegetal, suelos con bajos contenidos de
materia organica y una receptividad promedio
de 0,10 a 0,15 Equivalente Ovino Patagonico
por hectarea. El establecimiento tenia 11317
ovinos, distribuidos en 10 potreros, en una
superficie de 63.071ha. Al momento de la
esquila, se revisaron el total de los animales
encontrandose 113 ovinos afectados, de los
cuales se seleccionaron tres machos adultos y
una hembra joven que fueron revisados
clinicamente y posteriormente necropsiados.
Se tomaron muestras de la pared de los quistes
que se conservaron en una solucién de formol
buferado al 10% para su fijacion, tras lo cual
fueron embebidas en parafina, cortadas a 5 ym
y tefiidas con Hematoxilina y Eosina.

A partir de los hallazgos en este
establecimiento en 11 establecimientos de la
zona, se recabo informacion sobre la presencia
de la enfermedad en la época de revisacion
clinica pre-servicio de los carneros.

Resultados

Los 113 animales afectados, representan una
prevalencia del 1,1%. El total de los animales
afectados eran de raza Merino y estaban
pastoreando sobre campo natural, sin recibir
suplemento alimenticio.

El mayor porcentaje de afectados correspondio
a la categoria capones (2.1%) y la menos
afectada a las categorias borregos y borregas
(0.1%). Los machos (1.76%) se vieron mas
afectados que las hembras (0.92%). Los
machos tendrian 1,93 (p=0,0010) mas chances

de enfermar que las hembras y que los adultos
tendrian 9,28 (p=0,0018) mas chances de
enfermedad que los jévenes.

Los animales presentaban un estado de salud
normal, en buena condicién corporal, estaban
vivaces, comian y tomaban agua. En todos
ellos se observé una tumoracién unica de 3 a
12 cm de diametro ubicada en la unién anterior
de ambas ramas del hueso maxilar inferior,
generalmente por debajo de los dientes
incisivos (Foto 1).

Foto 1. Aspecto del quiste odontogénico.

Al tacto no presentaban dolor. De Ia
informacion recopilada se pudo saber que los
quistes son de desarrollo lento y que no
generan mortandad de animales. Al revisarles
la boca se pudo constatar que los dientes
incisivos estaban distribuidos en forma
desordenada sobre la tumoracién, notdndose
en algun caso la pérdida de algunas piezas
dentales (Foto 2).

Foto 2. Distribucion anormal de la dentadura en
relacion con la presencia de un quiste odontogénico.



Tras la necropsia, se pudo comprobar que se
trataba de quistes huecos, de paredes gruesas,
de consistencia tipo 6sea. En tres de los cuatro
casos examinados las tumoraciones contenian
en su interior un liquido blanquecino y en el
restante un material pastoso blanquecino. Dos
de los quistes con contenido acuoso estaban
constituidos por una unica cavidad, mientras
que el tercero tenia tabiques interiores (Foto 3).
En todos los casos presentaban un aroma
lacteo no fétido.

Foto 3. AQuiste odontogénico con trabéculas
interiores formando cavidades y restos de contenido
liquido blanquecido en su interior.

Por dentro los quistes estaban revestidos por
un tejido blando similar a una membrana y que
a la histopatologia se pudo clasificar como un
epitelio escamoso estratificado compuesto por
una capa de escasas células basales (E).
Hacia el interior del quiste se observé una capa
delgada de una sustancia eosinofilica densa
caracterizada como queratina. Entre el tejido
6seo (O) y el epitelio, habia un grueso tejido
fibrovascular subyacente denso y con escasas
estructuras vasculares (C) (Foto 4).

Foto 4. Estructura histolégica de la pared de un
quiste odontogénico.
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Sobre 2298 carneros sometidos a revisacion
clinica en otros 11 establecimientos de la zona,
29 tenian lesiones compatibles con las
descriptas, arrojando una prevalencia promedio
de 1,3%, con un rango de 0,6% a 2,9%.

Discusioén

Los casos estudiados en esta oportunidad, son
similares a los casos de quistes odontogénicos
en ovinos, reportados por Dyson y Spence en
Escocia, por Gardner y Orr en Nueva Zelandia
y por McManus y Mason en Australia,
constituyendo este el primer reporte de esta
enfermedad en ovinos Merino de la Argentina.
Respecto a la causa de la enfermedad se
desconoce, aunque es probable que esté
relacionada con la alteracién de los tejidos
epiteliales dentales al momento del recambio
de los dientes de leche por los definitivos, tal
cual lo plantean otros autores y que podria
estar influenciado por desbalances minerales y
la ingesta de forrajes secos y groseros. Los
estudios histopatolégicos, marcan una estrecha
relacion entre el epitelio que recubre los quistes
y el epitelio bucal lo que refuerza la hipétesis
de que se trataria de un trastorno del desarrollo
y no de un proceso infeccioso.

Si  bien el relevamiento en otros 11
establecimientos se realizd solo en base a la
revisacion clinica de carneros, los datos
obtenidos dejan en claro que, si bien en
prevalencias que no superan el 3%, la
enfermedad esta diseminada en la region.

Al presente no se ha hallado un tratamiento
preventivo y/o curativo por lo que se contintan
las investigaciones para confirmar la causa de
la enfermedad y la solucién a la misma. Por el
momento se recomienda a los productores
sacar con destino a faena o consumo los
animales ni bien comienzan a afectarse.
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QUISTES EPIDERMALES EN UN CARNERO MERINO

Martinez, A."; Lauroua, C.% Marcellino, R."; Rodriguez, G.%; Robles, C."
1Grupo Salud Animal INTA Bariloche; ’Residente de FCV UNCPBA; SActividad Privada, Maquinchao

Introduccion

Los quistes epidermales se describen como
nddulos no neoplasicos constituidos por epitelio
estratificado conteniendo queratina en su
interior. Microscopicamente, se clasifican segun
la conformacion del epitelio en: infundibular,
istmico, matricial e hibrido. Si bien se
consideran comunes en los ovinos, en el
mundo son escasos los trabajos que describen
la lesiéon en esta especie, y particularmente en
Argentina, no existen casos reportados. En
cuanto al origen de la lesion, una hipdtesis
contempla una predisposicion genética de
determinadas familias de raza Merino
Australiano a la degeneracién y oclusiéon de
foliculos pilosos; otra hipétesis es que posee
origen traumatico por incrustacion de semillas
vegetales.

En el presente trabajo se describe la presencia
de quistes epidermales en un carnero Merino
de la localidad de Maquinchao, provincia de
Rio Negro.

Materiales y métodos

El Grupo de Salud Animal del INTA Bariloche
fue consultado para determinar la etiologia de
lesiones encontradas en un carnero Merino de
8 afios de edad padre de cabana e hijo de un
reproductor importado de Australia. La consulta
surgid debido a que en la admisién a una
exposicién Rural, se rechazd su entrada por la
sospecha de que el animal sufriera de una
enfermedad infecto-contagiosa, el veterinario
actuante sospechaba de Pseudotuberculosis.
Con el fin de confirmar un diagnostico se
realiz6 la anamnesis del caso, la revisacion
clinica completa del animal y la toma de
muestras de las lesiones observadas. Se
realizd6 una biopsia completa de un nddulo el
cual fue seccionado por la mitad y fue evaluado
macroscopicamente para su caracterizacion.
Una mitad se fij6 en formaldehido al 10% y se
proces6 mediante técnicas histolégicas de
rutina y se tifid con HyE. A partir de la otra
mitad del nodulo, se realizaron hisopados que
fueron sembrados en Agar Sangre y cultivados
para identificacion microbiolégica.

Resultados

El propietario del animal comentd que fue el
Unico animal afectado de la majada compuesta
por 50 carneros y 400 madres. El carnero fue
utilizado como reproductor en la cabafia por 5
afios. A la revisacion clinica el animal estaba
vivaz y se alimentaba correctamente, no se

detectd hipertermia. Cuando se realiz6 la
inspeccion visual y la palpacion de toda la
superficie del cuerpo se contabilizaron 41
nodulos dermales esféricos u ovalados de
diversos tamafios comprendidos entre 5 y 75
mm de diametro y distribuidos
mayoritariamente en el dorso del animal y uno
en la oreja (Foto 1 y Figura 1).

Foto 1. Vista del dorso del carnero afectado.

Figura 1. Distribucion de los ndédulos dermales
observados en la inspeccion clinica del carnero.
Obsérvese la distribucion de los nodulos
principalmente en el dorso.

Los ndodulos eran firmes al tacto, sin presentar
signos de inflamacién (sin calor, rubor ni dolor),
recubiertos por piel alopécica. En el momento
de inspeccion, la mayoria (37/41) estaban
fistulados, algunos sin contenido y tres con
presencia de semillas de Stipa spp en su
interior. Al corte de la biopsia se corroboré la
morfologia de quiste caracterizada por la
presencia de una fina pared de 1-3 mm de
espesor que en su interior contenia un material
pastoso blanquecino con grumos en forma de
grano de arroz (Foto 2).



Foto 2. Vista macroscépica del corte de uno de los
nédulos. Se aprecia la consistencia pastosa del
contenido.

Microscépicamente, se distinguieron multiples
microquistes formados por una pared de tejido
fibroso revestido internamente por epitelio
estratificado escamoso constituido por todas
las capas celulares: basal, espinosa, granulosa
y cornea. En el interior y dispuesto
concéntricamente, se observd  material
eosinofilico de aspecto granular y a veces
laminar, clasificado como queratina (Foto 3).

Foto 3. Microfotografia de un quiste epidermal.
Obsérvese el epitelio que recubre el interior del
quiste y el contenido eosinofilico caracterizado como
queratina que se acumula en su interior.

A partir del cultivo de los hisopados no se
aislaron agentes bacterianos.

Discusion

Los hallazgos macro y microscépicos permiten
establecer el diagnéstico definitivo de quistes
epidermales, siendo éste el primer caso
reportado en la Argentina. De acuerdo con la
caracteristica del epitelio constituido por todas
las capas epiteliales, se clasificaron como
quistes infundibulares.

Quistes similares fueron observados en ovinos
de lana en Brasil, ovinos Suffolk en Inglaterra, y
en alpacas en Estados Unidos. Con el fin de
establecer el origen de la enfermedad, Lloyd
demostré que lesiones realizadas con agujas
hipodérmicas sobre la piel generan quistes
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epidérmicos debido a la translocacion del
epitelio desde la superficie de la dermis hacia el
subcutaneo. Esta comprobacién responderia a
la hipétesis de que semillas vegetales duras y
puntiagudas son las causantes de estas
lesiones. Si bien en el presente caso fueron
encontradas  tres  semillas  incrustadas
Unicamente en quistes fistulados, no pudimos
imputar este hallazgo con la causa de la lesion
debido a la posibilidad de que la entrada de las
semillas haya sido luego de la ruptura del
quiste. La raza y origen del animal (Merino
Australiano importado) permiten mantener
como hipotesis la posibilidad del origen
genético de la predisposicion a la enfermedad.
En animales predispuestos, la aparicion de las
lesiones ocurre en la edad adulta a partir del
7™ y 8" afio de vida. La ausencia de otros
animales afectados en la majada, incluso la
descendencia del carnero afectado, se podria
explicar debido al manejo del establecimiento
donde la vida productiva de los ovinos
raramente supera los 6 afios, limitando asi la
posibilidad del desarrollo y observacion de las
lesiones.

A la inspeccion clinica, los quistes epidermales
deben  diferenciarse  de lesiones  de
Pseudotuberculosis. Tanto la ubicacion fuera
de regiones ganglionares, la movilidad junto
con la piel (nédulo dérmico) como el aspecto
del contenido blanquecino y granuloso son
criterios para diferenciarlas clinicamente.
Histolégicamente, se diferencian por Ia
presencia de epitelio de revestimiento que
poseen los quistes epidermales. Ademas, por
su naturaleza estéril, los quistes epidermales
se pueden diferenciar de otras etiologias
causantes de abscesos o0 nodulos por la
ausencia de crecimiento bacteriano.

Conclusion

El diagndstico arribado en el presente caso
establece que la enfermedad deberia ser
considerada como diagndstico diferencial de
otras enfermedades de la piel y vellon que
pueden afectar a ovinos en la Patagonia
Argentina.
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