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READY TO EAT SALADS
AN ANALYSIS OF HEALTH AND SAFETY CONDITIONS

K Pellicer1, J Copes1, L Malvestiti1, G Echeverría3,
E Nosetto3, N Stanchi2

1Cátedra de Tecnología y Sanidad de los Alimentos. 2Cátedra de Microbiología y Laboratorio de
Diagnóstico e Investigaciones Bacteriológicas (LADIB), 3Cátedra de Virología.

Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata.

ABSTRACT: Fifty ready to eat salads bought in markets in La Plata (Argentina) have been
microbiologically analyzed. It has been found that 88 % had an average of 540 cfu/g faecal
coliform bacteria, 64 % had Escherichia coli. No isolation of E.coli O:157H:7 was achieved. On
the other hand there was only one isolation of Listeria monocytogenes type 4 (2 %). Therefore
88 % of fresh cut salad did not meet the health and safety conditions required for human
consumption.

Key Words: Listeria, Escherichia coli, ready to eat salads.

ENSALADAS LISTAS PARA CONSUMO.
ANÁLISIS DE CONDICIONES DE HIGIENE Y SEGURIDAD

RESUMEN: Cincuenta ensaladas listas para consumo compradas en mercados de La Plata
(Argentina) fueron analizadas microbiológicamente. Se ha encontrado que el 88% tenían un
promedio de 540 ufc/g de bacterias coliformes fecales, 64 % tenían Escherichia coli. Ningún
aislamiento de E.coli O:157H:7 fue logrado. Por otro lado sólo se logró un aislamiento de
Listeria monocytogenes tipo 4 (2 %). Por consiguiente, el 88% de las ensaladas cortadas
frescas no se encontró en condiciones de higiene y seguridad requeridas para el consumo
humano.

Palabras clave: Listeria, Escherichia coli, ensaladas lista para consumo.
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INTRODUCTION
During recent years there has been an in-

creasing emphasis on the importance of the con-
sumption of fresh vegetables for the healthy diet.
This type of food can be dangerous to consumers
health if safety measures are not strictly complied
with at the time of preparation. In these cases,
contamination can be caused by animal manure
and contaminated irrigation water. Several authors
make reference to the presence of bacteria (E. coli,
Listeria monocytogenes) and illness outbreak have
been associated to the consumption of raw veg-
etables such as cabbage, lettuce, tomato, etc. (1,
2, 3, 4, 5, 6, 7 ,8, 9, 10).

The symptom of the disease range from a
mild flu-like illness to severe septicaemia, diar-
rhoea, hemorrhagic syndrome, particularly in chil-
dren and immunosuppressed; infection during
pregnancy can result in abortion, stillbirth or birth
of a severely affected baby (Listeria).

Considering the particularities of this food
(ready to eat products) that is dedicated to their
consumption without a washing or later cooking
a microbiological analysis has been carried out to
determine the conditions of aptitude of these prod-
ucts.

It has been found in that the whole popula-
tion (not only children, elderly people, pregnant
women, and people with immunology problems)
are consumers of this type of foods and they don’t
wash it because the own label (in general) indicate
that it is ready to eat.

MATERIAL AND METHODS
Several types of salads ready to eat in the

original recipients were subject to microbiological
analysis.

Fifty salads of different types were bought
randomly in duly authorized markets paying spe-
cial attention to the good state of their wrappings.
Fifty four per cent of the products (27 out of 50)
were labelled and elaboration date was specified.
Forty six per cent (23 out of 50) showed no infor-
mation at all. Sixty per cent (30 out 50) were dis-
played in refrigerators. None of the recipients had
“best before” recommendations.

Three samples of 25 g denominated A, B, and
C were taken from each salad. Sample A was ho-
mogenized in culture broth with tryptone (0.1 %)
and sodium chloride (0.85 %) (12) in a 1/100 dilu-
tion and it was inoculated for the Most Probable

Number (MPN) method for faecal coliform bacteria
count. Sample B was used for Escherichia coli in-
vestigation (spp. and O:157H:7) according to As-
sociation of Official Analytical Chemists (AOAC)
(13). Sample C was used to determine the pres-
ence of Listeria monocytogenes. Briefly, the primary
enrichment was inoculated in Bleb (Buffered List-
eria enrichment broth-Oxoid), the secondary one
was also inoculated in Bleb. Finally both were in-
oculated in PALCAM (Oxoid). After colony identifi-
cation, biochemical procedures were carried out.
The serological procedures were carried out in
Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas
“Dr. Carlos G. Malbran” (INEI/ANLIS), using com-
mercial antiserums for serotype 1 and 4 (French
Pasteur Institute).

RESULTS
Faecal coliform bacteria findings are shown

in Table 1. Eighty eight per cent of the analyzed
products (44 out of 50) were positive. The average
was 540 cfu/g, including the six negative samples.
Eighteen per cent of the samples (9 out of 50)
showed extreme values (>2400 cfu/g).

E. coli was isolated from 34 out of 50 prod-
ucts (68 %). All the inoculated colonies fermented
the sorbitol in Mc. Conkey sorbitol solid culture
(Britania) therefore the absence of E. coli O:157
H:7 was assumed.

Only one strain (2 %) developed character-
istics of the genus Listeria in Palcam agar. This
strain showed motility at 22 °C, was positive to
esculin bile, developed in 6,5 % NaCl and fer-
mented Kigler culture as expected. CAMP test re-
sult was identical to that of Listeria monocytogenes
4b ATCC 19115. Serological test characterized the
isolated strain as type 4.

DISCUSSION
This study show that 88 % of the products

analyzed (44 out of 50) did not meet the health
and safety conditions to be considered suitable
for consumption, owing to the faecal coliform bac-
teria found. In the case of genus Listeria bacteria
findings are different from those shown by Monge
et al (1999); they found that 32 % of the products
contaminated with Listeria spp. and 8 % with L.
monocytogenes. On the other hand, 44 % of fresh
cut and prepared salad vegetables in the Nether-
lands were positive (14) whereas in our study only
2 % of the salads (1 out of 50) were contaminated
with L. monocytogenes.

Ready to eat salads expended in La Plata
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markets have shown that microbiological control,
application of Hazard Analysis Critical Control
Point (HACCP) systems, and the education of
people involved in the preparation and selling of
the products are of major importance since such
products are consumed without undergoing any
kind of processing. In addition to these approach,
increasing attention to sanitation, hygiene and the
application of Hazard Analysis Critical Control
Point (HACCP) procedures during manufacturing
practices should help to reduce the risk of health
to eat salads.
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Table 1: Most Probable Number findings for faecal coliform bacteria in different kinds of salads.
Tabla 1: Número más probable hallado de bacterias coliformes fecales en diferentes tipos de ensaldas

Trademark  Elaboration 
date  

Refrigerated MPN/g  faecal coliform bacteria Amount of 
salads 

Yes Yes No >2400 cfu/g 6 
No No Yes >2400 cfu/g 3 
Yes Yes Yes From 1100 to 240 cfu/g 6 
No No Yes From < 240 to 4 cfu/g 20 
Yes Yes No From < 240 to 4 cfu/g 9 
Yes Yes Yes Negative 6 
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METABOLISMO Y DEFICIENCIA DE COBRE EN LOS BOVINOS

DE Rosa1, GA Mattioli1,2

1Cátedra de Fisiología; 2 Centro de Diagnóstico e Investigaciones Veterinarias (CEDIVE)
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata.

Resumen: En el bovino el Cu se absorbe a nivel intestinal y es depositado en el hígado, desde
donde se distribuye vía sanguínea hacia los tejidos, para ser incorporado a metaloenzimas
dependientes de Cu. El Cu endógeno se elimina principalmente por bilis y secundariamente
por leche y orina. Durante la gestación es importante la transferencia de Cu al feto. Los anima-
les en crecimiento y las hembras gestantes poseen los mayores requerimientos. Los signos
clínicos de la hipocuprosis son variados y de importancia productiva, incluyendo menores
ganancias diarias de peso, menor resistencia a infecciones y trastornos reproductivos. Estos
signos obedecen a daños bioquímicos que precedidos por disminuciones en la concentraciones
hepáticas y plasmáticas de Cu, obedecen a una menor actividad enzimática. Estos cambios
definen las etapas de la enfermedad y son empleados en el diagnóstico de la deficiencia. La
hipocuprosis puede ser simple o condicionada por elevadas concentraciones de Mo, Fe o S en
la dieta. Al tener incidencia geográfica, esta deficiencia puede ser caracterizada en una zona
por la asociación suelo-planta-animal.

Palabras clave: Cobre, bovinos, metabolismo, hipocuprosis, diagnóstico.

COPPER METABOLISM AND DEFICIENCY IN CATTLE

Abstract: In cattle Cu is absorbed in intestine, then is transported to liver, which transfer it
by blood to tissues, where Cu is bound to Cu-dependent metalloenzymes. The most active
excretion occur via the bilis, and small amount are excreted through urine and milk. During
pregnancy take place an important transfer to fetus. Growing and pregnant animals have
higher Cu requirements. Signs of Cu deficiency are varied and has productive consequences,
including lower growth, immune and reproduction efficiency. These signs are due to biochemi-
cal damages, which are preceded by reduction of liver and plasma Cu concentrations and Cu
enzyme activities, which can be used to identify the phases of Cu deficiency and therefore
support the diagnosis. Hypocuprosis can occur as a single deficiency or conditioned by the
presence of high dietary Mo, Fe or S concentrations. Copper deficiency has a geographical
incidence and can be characterized into the affected area by the soil-plant-animal relation-
ship.

Key Words: Copper, cattle, metabolism, hypocuprosis, diagnostic.
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INTRODUCCIÓN
La hipocuprosis es una de las carencias

minerales más frecuentes en el mundo (1). Consi-
derando que el correcto control de esta deficiencia
depende de conocer conceptos previos sobre el
tema, en este trabajo se revisará la homeostasis
del Cu en el bovino y los aspectos sobresalientes
de la enfermedad, incluyendo sus causas, conse-
cuencias y posibilidades de diagnóstico.

I - Metabolismo del Cobre en los bovi-
nos
I.1. Absorción, almacenamiento y trans-
porte

Si bien los monogástricos absorben el 30 y
hasta el 50 % del Cu presente en la dieta, en los
rumiantes el porcentaje de absorción es menor.
Esto se debería en parte al ambiente reductor del
rumen que produce, por un lado, la reducción de
Cu +2 a Cu +1, el cual es más difícil de absorber (2)
y, por otro lado, la formación de sulfuros (S -2) a
partir de sulfatos (SO4

-2), los que se combinan con
Cu para formar CuS, compuesto altamente inso-
luble que no puede ser absorbido (3). En vacas
Holstein en lactación la absorción de Cu fue esti-
mada en 5,1 ± 1,5 % (4). La absorción varía ade-
más en función de la raza (5), de la forma química
del Cu (6) y de la presencia de factores de interfe-
rencia (7).

Ward y col. (5) registraron una mayor ab-
sorción aparente de Cu en novillos Angus que en
Simmenthal, la cual podría deberse a una mayor
excreción biliar de Cu en los últimos (8).

La influencia de la forma química del Cu
sobre el porcentaje de absorción queda demostra-
do en los trabajos de Kegley y Spears (6), quienes
en dos experiencias demostraron igual biodispo-
nibilidad del CuSO4 y de Cu-lisina, mientras que
el CuO no era prácticamente absorbido.

Muchos factores son capaces de interferir
con la absorción del Cu. Entre los más importan-
tes se hallan las altas concentraciones de molib-
deno (Mo), azufre (S), hierro (Fe), calcio (Ca), cad-
mio (Cd), zinc (Zn), fitatos y ácido ascórbico.

El sitio y especialmente el mecanismo de
absorción del Cu en el tracto gastrointestinal no
han sido bien establecidos. En términos genera-
les se acepta que la absorción es intestinal, que el
intestino grueso tiene mayor importancia en los
rumiantes que en los monogástricos y que el retí-
culo-rumen y el abomaso no son sitios de absor-

ción importantes (9).

El Cu ingresa a través del ribete en cepillo
del enterocito que lo deposita uniéndolo a
metalotioneína (MT), una proteína con 25-30 %
de cisteína en cuyos grupos sulfhidrilos (-SH2) liga
metales (Cu, Zn, Cd, Hg). Si bien todos estos me-
tales estimulan la producción de MT en el entero-
cito, la mayor estimulación la realiza el Zn, el cual
es desplazado por el Cu que posee mayor afinidad
por la enzima, quedando libre para estimular la
síntesis de nueva MT (10). En el duodeno de bovi-
nos la MT es la principal fracción de Cu y tendría
dos funciones primordiales, por un lado sería res-
ponsable de la captación y almacenaje tempora-
rio del Cu hasta su absorción, y por otro lado re-
presenta un mecanismo defensivo evitando la cap-
tación de cantidades excesivas de Cu u otros me-
tales (11).

Al ingresar al torrente circulatorio el Cu se
une principalmente a la albúmina y secundaria-
mente a aminoácidos libres. Ambas fracciones,
denominadas cobre de reacción directa (CRD) de-
bido a que reaccionan con el dietiltiocarbamato
sin acidificación previa, ceden fácilmente el Cu al
hígado (12).

El hígado ha sido reconocido como el princi-
pal órgano de depósito de Cu en el organismo, y
cumple un rol clave en su metabolismo (9). El 92,5
± 5 % del CRD es captado por el hígado. El resto
se distribuye por otros tejidos (2,9 ± 0,8 %), leche
(3,5 ± 4,5 %) y orina (1,5 ± 0,3 %) (4). Una vez
incorporado al hepatocito, el Cu se almacena uni-
do a la MT y en los lisosomas, para ser utilizado
en la síntesis de ceruloplasmina (Cp), previa de-
gradación lisosomal o por intercambio mediado por
glutatión (GSH), o bien ser excretado con la bilis
(10, 13).

La Cp sintetizada en el hígado se libera ha-
cia el plasma, donde representa el 70 a 95 % del
Cu sérico y es la principal fuente de Cu para los
tejidos (10). Estudios cinéticos con Cu64 en bovi-
nos indican que el 24 % del Cu presente en leche
provenía directamente del Cu absorbido en el apa-
rato digestivo (4).

I.2. Acciones fisiológicas
Las metaloenzimas dependientes de Cu más

importantes son la Cp, la superóxido dismutasa
(SOD), la tirosinasa, la citocromo-c-oxidasa y la
monoamino oxidasa o lisil oxidasa.

La Cp es una α-2 globulina sintetizada en el
hígado. Es una glucoproteína de PM 132.000 con
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6 átomos de Cu por molécula y 7 a 8 % de hidra-
tos de carbono (10). Sus funciones principales son
el transporte de Cu desde el hígado a los tejidos
(14), acción antioxidante, modulación de la res-
puesta inflamatoria como proteína de fase aguda
en infecciones o estrés, oxidación del Fe+2 para
que éste pueda ser transportado hasta los tejidos
hematopoyéticos por la transferrina y finalmente
oxidación de aminas aromáticas (10).

La SOD es una metaloenzima ampliamente
distribuida por el organismo. Posee un PM de
34.000 con 2 átomos de Cu y 2 de Zn por molécu-
la. Así como la Cp es importante como antioxidante
plasmático, la SOD actúa como principal
antioxidante intracelular. Su función es inactivar
los iones superóxidos con la producción de pe-
róxido de hidrógeno y oxígeno. El peróxido de hi-
drógeno, aún tóxico, es inactivado por las enzi-
mas catalasa y glutatión peroxidasa (14).

La tirosinasa participa en la oxidación del
aminoácido tirosina, paso metabólico involucrado
en la formación de melanina. Por ello, la ausencia
congénita de esta enzima causa albinismo. Los
pasos iniciales de formación de melanina son tam-
bién comunes a la formación de adrenalina y no-
radrenalina (15).

La citocromo-c-oxidasa es un complejo que
contiene los citocromos a y a3 de la cadena respi-
ratoria, posee dos átomos de Cu además de dos
grupos hemo con sus respectivos átomos de Fe.
Representa la enzima terminal de la cadena res-
piratoria y cataliza la transferencia de 4 electro-
nes al O2 para formar 2 moléculas de agua y ATP.
Su ubicuidad y función para la obtención de ener-
gía hacen que esta enzima sea vital para el ani-
mal.

Se han identificado varios tipos de
monoamino oxidasas en el organismo. Ubicadas
en la membrana mitocondrial externa, se encar-
gan de producir la desaminación oxidativa de di-
versas monoaminas como adrenalina, noradrena-
lina, tiramina, triptamina y serotonina (15). Una
enzima similar, denominada lisil oxidasa, se en-
carga de producir la desaminación oxidativa de
residuos de lisina en las fibras de colágeno y elas-
tina. Esta reacción permite la formación de puen-
tes cruzados en el colágeno y la elastina, los cua-
les otorgan la resistencia mecánica y las caracte-
rísticas funcionales de estas fibras (16).

I.3. Vías de eliminación
La bilis es la principal vía de excreción del

Cu absorbido. Los lisosomas serían los encarga-

dos de tomar el Cu y volcarlo a la bilis posible-
mente por exocitosis (2). Buckley (4) registró una
pérdida diaria de Cu por bilis del 0,87 % del Cu
hepático en vacas Holstein en lactación, y estos
valores coinciden con los encontrados por
Charmley y col. (17) en novillos Friesian. Sin em-
bargo, la excreción biliar de Cu varía entre razas.
Gooneratne y col. (8) demuestran que vaquillonas
Simmenthal excretan el doble de Cu por bilis que
vaquillonas Angus, mientras que en ambas razas
la excreción biliar se eleva al aumentar la concen-
tración de Cu en la dieta. La propia bilis limita la
reabsorción del Cu por lo cual la mayor parte de
éste se pierde por heces (10).

Durante la gestación, la madre, transfiere
al hígado fetal una gran cantidad de Cu, de modo
que al nacer el ternero posee una concentración
hepática hasta 300 ppm mayor a la de su madre,
expresada sobre materia seca (MS). La concentra-
ción hepática de Cu en el feto depende del período
de gestación, creciendo en forma exponencial, y
de la concentración hepática de la madre. Cuan-
do ésta es inferior a 25 ppm (MS) el depósito he-
pático fetal se reduce significativamente (18). La
transferencia masiva de Cu al feto es posiblemen-
te una adaptación fisiológica para compensar la
baja concentración de Cu en la leche. Esta posee
alrededor de 0.15 mg de Cu por litro (1) y puede
disminuir en estados de deficiencia, pero no se
incrementa más allá del rango normal al aumen-
tar el aporte de Cu en la dieta (19).

Una pequeña cantidad de Cu se excreta por
orina. Buckley (4) registró una pérdida por esta
vía de 0,24 mg por día en bovinos que absorben
11,8 mg de Cu. Ward y col. (5) informan que la
pérdida de Cu por orina representa alrededor del
1 % de Cu ingerido.

I.4. Requerimientos de Cu
Los requerimientos netos de Cu en un ru-

miante incluyen aquellos de mantenimiento, que
sirven para compensar las pérdidas endógenas,
sumados a los de producción (crecimiento, gesta-
ción o lactancia). Estos requerimientos indican la
cantidad de Cu que debe ser absorbido, por lo
cual la dieta debe aportar una cantidad mayor,
que se conoce como requerimiento bruto. El re-
querimiento bruto debe ser cubierto con la dieta.
Asumiendo un coeficiente de absorción bajo (3 %),
Suttle (20) estimó que la dieta de terneros debe
contener entre 6,2 y 7,5 ppm de Cu (MS), según
la edad y el ritmo de crecimiento. Sin embargo,
Mills y col. (21) debieron elevar de 8 a 15 ppm
(MS) la concentración de Cu en la dieta para evi-
tar signos clínicos de hipocuprosis en animales
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en crecimiento. En adultos, los requerimientos
aumentan en la gestación (9) y no tanto en la lac-
tancia, por la baja concentración de Cu en la le-
che. El National Research Council (NRC) (22) reco-
mienda una concentración de Cu en la dieta de 8
ppm (MS) para todas las categorías de bovinos de
carne.

II - Deficiencia de Cu en bovinos
La hipocuprosis bovina se presenta en mu-

chas partes del mundo y bajo diferentes condicio-
nes (1).

II.1. Tipos de deficiencia
Como otras deficiencias minerales, la

hipocuprosis puede ser causada por un bajo apor-
te del elemento en la dieta, denominándose en este
caso deficiencia simple o primaria, o bien puede
ocurrir que el aporte de Cu sea adecuado pero
otros factores de la dieta interfieran con el aprove-
chamiento del Cu ingerido, en cuyo caso se habla
de deficiencia condicionada o secundaria.

II.2. Factores responsables de la defi-
ciencia condicionada

El Mo ha sido el factor de interferencia más
estudiado, posiblemente por ser el responsable de
los cuadros más graves de hipocuprosis y los pri-
meros en ser registrados (23, 24). El Mo provoca
su interferencia interactuando con el S ingerido,
el cual se convierte a nivel ruminal en sulfuro, que
al unirse al Mo forma tiomolibdatos (TMs). Según
el número de átomos de S en la molécula, los TMs
se denominan mono, di, tri o tetratiomolibdatos.
Los dos últimos complejan al Cu y se unen a ma-
terial particulado y a proteínas de alto peso mole-
cular, perjudicando su absorción (25). Parte de
los TMs son absorbidos en intestino y ejercen un
efecto sistémico sobre el organismo. A nivel plas-
mático complejan al Cu y lo unen a la albúmina
en una posición anómala, creando una fracción
de Cu plasmático que ya no es disponible para los
tejidos. Por otra parte, los TMs absorbidos aumen-
tan las pérdidas orgánicas de Cu principalmente
por bilis y secundariamente por orina (26). La in-
terferencia del Mo parece depender, más que de
su concentración absoluta en la dieta, de la rela-
ción Cu:Mo y se ha sugerido que ésta debe ser
mayor a 2:1 para evitar la deficiencia condiciona-
da (23).

Aún con bajas concentraciones de Mo, el S
por si solo puede interferir con la absorción de
Cu. El mecanismo de interferencia sería la forma-
ción de sulfuros de Cu (CuS) insolubles en el ru-
men y el abomaso, los cuales no pueden ser ab-

sorbidos (3). Se considera que una concentración
de S en la dieta superior al 0,3 % (MS) ya contri-
buye a la deficiencia (27). Viejo y col. (28) detecta-
ron bajas cupremias, menores ganancias de peso
y signos clínicos de hipocuprosis en terneros que
consumían un forraje con cantidades adecuadas
de Cu (7,7 ± 0,9) y Mo (1,2 ± 0,5) pero con altos
contenidos de S (0,6 ± 0,09 %). El agua de bebida
puede ser una fuente importante de S. Smart y
col. (29) provocaron la deficiencia con una con-
centración de S en el agua de 500 mg/l, a pesar
de que la dieta poseía cantidades adecuadas de
Cu (10 ppm) y buena relación Cu:Mo (4:1).

Se han propuesto fórmulas para predecir la
cantidad de Cu de la dieta que será absorbida,
teniendo en cuenta las interferencias del Mo y del
S (1).

Varios trabajos han demostrado que altas
concentraciones de Fe en la dieta reducen las con-
centraciones de Cu hepático y plasmático. Estos
efectos se han informado con concentraciones de
Fe de 581 y 1200 ppm (MS) (30), 800 ppm (MS)
(31), 600 ppm (MS) (32) y con apenas 250 ppm
(MS) (33). El mecanismo exacto de interferencia
del Fe no ha sido bien aclarado, pero podría estar
relacionado con la formación de sulfuros de Fe en
el rumen, que se solubilizan en el abomaso favo-
reciendo la formación de CuS, no disponibles para
su absorción (34).

II.3. Patogenia
El animal expuesto a un balance negativo

de Cu pasa por una serie de fases o etapas suce-
sivas que terminan en el cuadro clínico de hipo-
cuprosis.

La primera etapa, denominada de depleción,
comienza cuando la dieta no cubre los requeri-
mientos del organismo, el cual comienza a mante-
ner el aporte de Cu a los tejidos gastando su de-
pósito hepático. Por esta razón, la etapa de deple-
ción cursa sin signos clínicos y sólo es evidente en
ella una disminución de la concentración hepáti-
ca de Cu.

La etapa de deficiencia se inicia cuando las
reservas hepáticas comienzan a agotarse y ya no
pueden mantener niveles normales de Cu en san-
gre (> 60 µg/dl), por lo cual esta etapa se caracte-
riza por la aparición de la hipocupremia.

 Finalmente, cuando el aporte sanguíneo de
Cu a los tejidos sigue disminuyendo se produce la
etapa de disfunción, en la cual las enzimas tisula-
res Cu dependientes se ven afectadas en su fun-
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cionamiento, causando daños bioquímicos que
conducen a la aparición de los signos clínicos de
la hipocuprosis (20).

II.4. Signos clínicos asociados a la hi-
pocuprosis

Debido a que varias enzimas Cu dependien-
tes pueden verse afectadas en la etapa de disfun-
ción, la signología clínica relacionada con la hipo-
cuprosis es variada, incluyendo alteraciones del
pelaje, diarrea, desórdenes cardiovasculares, tras-
tornos óseos y articulares, menor desarrollo cor-
poral, anemia, menor resistencia a las infecciones
y alteraciones en la reproducción.

Las alteraciones del pelaje incluyen cambios
de color y aspecto. La acromotriquia (despigmen-
tación del pelaje) es un signo característico de la
deficiencia, que se manifiesta con un tono gris en
zonas oscuras y que suele ser evidente alrededor
de los ojos (anteojeras). Según Underwood (19), la
acromotriquia suele ser el primer signo clínico de
la deficiencia, presentándose cuando aún el aporte
de Cu a los tejidos es suficiente para prevenir otros
signos. Este concepto se ha generalizado y ello
representa un riesgo, debido a que ciertos anima-
les llegan a presentar graves signos clínicos antes
de que la acromotriquia se haga evidente (21).
Existe un acuerdo general en aceptar que las alte-
raciones en el pelaje se deben a la menor activi-
dad de la enzima tirosinasa (1).

La diarrea es otro signo asociado a la hipo-
cuprosis. Si bien se presenta con más frecuencia
en casos de deficiencia condicionada por exceso
de Mo, también se asocia a deficiencia simple de
Cu (21). La evaluación ultramicroscópica de las
vellosidades intestinales de animales hipocupro-
sos con diarrea, revela que existen marcadas alte-
raciones a nivel mitocondrial, asociadas a una dis-
minución en la actividad de la citocromo-c-oxida-
sa en todo el intestino delgado. La evidencia de
que la falta de Cu a nivel intestinal es la respon-
sable de la diarrea es su rápida remisión cuando
se administra una dosis baja de Cu por vía oral
(10mg), la cual no logra revertir otros signos clíni-
cos de hipocuprosis, ni tampoco elevar los niveles
de Cu plasmático (21).

El antecedente más importante de desórde-
nes cardiovasculares en bovinos con hipocupro-
sis es la denominada Falling disease o enferme-
dad de las caídas, que se presenta en el oeste de
Australia cuando los animales consumen forrajes
con bajo contenido de Cu (1-3 ppm). La lesión con-
siste básicamente en una degeneración progresi-

va del miocardio con fibrosis reemplazante, que
conduce a muerte súbita por falla cardíaca ante
un estrés o ejercicio moderado (19). Leigh (35) ob-
servó hipertrofia cardíaca en novillos con hipocu-
prosis, asociada a alteraciones mitocondriales.

Mills y col  (21) informaron alteraciones vas-
culares en terneros con hipocuprosis, especial-
mente en un animal que murió por ruptura de la
vena cava posterior. Estas lesiones se deberían a
una elastogénesis defectuosa causada por la me-
nor actividad de la enzima lisil oxidasa.

Los desórdenes óseos y articulares se pre-
sentan en casos de hipocuprosis extrema y espe-
cialmente en animales jóvenes. Se manifiestan con
deformaciones articulares en el tarso, metatarso,
carpo y metacarpo, claudicaciones y debilidad ósea
que provoca fracturas espontáneas, especialmen-
te de costillas. Las lesiones óseas incluyen rare-
facción y adelgazamiento del hueso cortical en
húmero, fémur, tibia, radio, metacarpo y metatar-
so. El tejido óseo presenta osteoporosis, con dis-
minución de la actividad osteoblástica y con acti-
vidad osteoclástica normal. A nivel epifisiario se
observa osificación demorada del cartílago calcifi-
cado, adelgazamiento cortical y deficiencia del
hueso trabecular (21, 36). La lesión bioquímica
primaria a nivel óseo es probablemente la menor
actividad de la enzima lisil oxidasa (19).

La anemia se presenta en casi todas las es-
pecies con hipocuprosis severa (19), sin embargo
es poco frecuente en bovinos (30, 31, 32). La cau-
sa de la anemia se relaciona con la menor activi-
dad ferroxidasa de la Cp, lo cual concuerda con
un aumento en la concentración hepática de Fe
(21). Otra causa puede ser la reducción de la vida
media de los eritrocitos debido a la disminución
en la actividad de la SOD eritrocitaria durante la
hipocuprosis (9).

La menor resistencia a infecciones se consi-
dera como una de las consecuencias de la hipo-
cuprosis. Sin embargo, y a pesar de los numero-
sos trabajos al respecto, sólo puede afirmarse que
existen fundamentos para esta asociación sin que
realmente haya sido demostrada. Los primeros
resultados al respecto se obtuvieron en corderos
de razas y líneas genéticas más sensibles a la hi-
pocuprosis, en los que aumentó el número de
muertes por infecciones (37). Trabajos experimen-
tales en bovinos con hipocuprosis inducida, de-
mostraron que ésta se asocia con linfopenia, es-
pecialmente del grupo B, y monocitosis (38), con
menor producción de anticuerpos contra eritroci-
tos porcinos (39), y disminución de la capacidad
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fagocítica y lítica de los neutrófilos (38).

Las alteraciones reproductivas en bovinos
parecen relacionarse especialmente con hipocu-
prosis secundaria por exceso de Mo. La presencia
de Mo, más que la carencia de Cu, parece ser la
responsable de la menor fertilidad en bovinos,
causando demoras en la pubertad, menor tasa de
concepción y alteraciones del ciclo estral. Los me-
canismos no son claros, pero los bovinos suple-
mentados con Mo presentan una menor libera-
ción de hormona luteinizante (40). En ratas defi-
cientes en Cu se demostró que dietas ricas en Mo
reducen los picos de hormona folículo estimulan-
te y la secreción de estrógenos, mientras que sólo
este último efecto se observó en los animales con
deficiencia simple de Cu. Esto parece indicar que
estarían involucrados diferentes mecanismos (41).

Si bien las lesiones causadas por una hipo-
cuprosis severa alteran claramente el estado ge-
neral de los animales, una menor ganancia diaria
de peso puede ser la alteración clínica más impor-
tante ya que puede pasar desapercibida a menos
que los animales sean pesados regularmente. De
la recopilación de resultados en 23 ensayos do-
sis-respuesta quedó evidenciado que las menores
ganancias diarias de peso se presentaban en aque-
llos casos debidos a exceso de Mo en la dieta (23).
Esto creó la idea de un efecto propio del Mo. Sin
embargo, la reproducción experimental de la defi-
ciencia simple también causó alteraciones en el
crecimiento (21). En ambos casos, la menor ga-
nancia diaria de peso se debería a un menor con-
sumo de alimento y a una menor conversión ali-
menticia (21, 31).

II.5. Diagnóstico
El diagnóstico de la hipocuprosis puede

plantearse bajo dos aspectos diferentes: por un
lado, cuando se busca identificar la deficiencia en
los animales y por otro lado cuando se quieren
conocer las causas que la provocan. El primero
permite conocer el balance de Cu en los animales
en estudio, mientras que el segundo incluye estu-
dios medio-ambientales que identifican las zonas
de riesgo y caracterizan el comportamiento epide-
miológico de la enfermedad.

II.5.1. Diagnóstico de la deficiencia en
animales afectados

No se ha identificado un parámetro preciso
que indique el momento exacto en que los anima-
les comienzan a sufrir las alteraciones clínicas o
subclínicas de la hipocuprosis. Por ello se emplean
las concentraciones de Cu en hígado y en plasma

como indicadores indirectos, y la actividad de va-
rias cuproenzimas como indicadores directos del
desbalance (42).

La concentración hepática de Cu es el pri-
mer parámetro afectado (etapa de depleción). Su
concentración normal es de 100 a 400 ppm sobre
base seca (MS) y guarda una relación lineal con la
absorción intestinal cuando la dieta cubre los re-
querimientos (1, 19, 20, 43). Esto hace del Cu
hepático un buen indicador de depósito, pero un
insensible indicador de deficiencia (42, 43). Esto
queda de manifiesto en las diferentes concentra-
ciones hepáticas sugeridas como indicadores de
pérdidas productivas. Mientras Ammerman (43)
sostiene que los signos clínicos de hipocuprosis
en bovinos se presentan con concentraciones he-
páticas inferiores a 25 ppm, Lewis y col. (53) pos-
tulan un umbral de 30 ppm, Humphries y col.
(31) obtienen respuestas en la ganancia diaria de
peso en terneros con menos de 5 ppm, Mills y col.
(21) con menos de 15 ppm, Viejo y Casaro (28)
con 44 y 33 ppm, mientras que Suttle (42) postu-
la que la disfunción se presenta con menos de 5
ppm, todas expresadas como MS. La obtención
de la muestra se realiza por biopsia hepática (44),
por lo cual el análisis de Cu hepático es un auxi-
liar útil y necesario en trabajos experimentales,
pero de uso más limitado en diagnóstico de ruti-
na.

El análisis de cupremia es un indicador sen-
sible de la etapa de deficiencia. Cuando existe
molibdenosis las cupremias pueden ser engaño-
samente elevadas por complejos de Cu y Mo no
disponibles, pero estos pueden descartarse tra-
tando el plasma con ácido tricloroacético (45). Otra
alternativa es la medición de la actividad de Cp,
que representa del 70 al 90 % de Cu plasmático
(45). Debido a que el muestreo de sangre es rápi-
do y sencillo es de elección en diagnósticos de ru-
tina y estudios poblacionales (46). La cupremia
no es un indicador directo de daño, pero debido a
que la hipocupremia se profundiza durante el des-
balance puede emplearse su valor predictivo. Para
ello resulta útil subdividir los valores de cupremia
en tres rangos: por encima de 60 µg/dl (normocu-
premia), entre 60 y 30 µg/dl (hipocupremia leve) y
aquellos menores de 30 µg/dl (hipocupremia se-
vera). La normocupremia sugiere que los anima-
les no se hallan expuestos al desbalance (salvo en
molibdenosis donde pueden coexistir normocupre-
mias y signos de deficiencia). La hipocupremia leve,
en cambio, es indicativa de que la reserva hepáti-
ca de Cu ya no es capaz de mantener el nivel plas-
mático normal, pero posiblemente no se vean afec-
tadas las enzimas Cu dependientes a nivel tisu-
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lar, debido a que los animales no suelen mostrar
signos clínicos importantes de la enfermedad ni
responden a la suplementación con Cu en los en-
sayos dosis-respuesta (47). La hipocupremia se-
vera es indicativa de un desbalance de Cu más
importante, con la posibilidad de que si se man-
tiene lo suficiente exista ahora un compromiso
enzimático, debido a que con valores inferiores a
30 µg/dl se presentan las consecuencias de la
enfermedad (20). Han sido exitosos ensayos do-
sis-respuesta en grupos con hipocupremia seve-
ra, de 19 µg/dl (31), menores de 18 µg/dl (32), de
2 a 12 µg/dl (48) y menores de 30 µg/dl (28). El
empleo de rangos de cupremia aumenta su valor
diagnóstico, aunque no se ha hallado un valor
exacto de cupremia que asegure una respuesta a
la suplementación con Cu.

La menor actividad de las enzimas Cu de-
pendientes es un indicador directo de la etapa de
disfunción que llevarán a las manifestaciones de
la hipocuprosis (1). Sin embargo, existen varios
inconvenientes para utilizarlas con fines diagnós-
ticos. Por un lado, la etiología de los signos clíni-
cos es muchas veces compleja y el rol de las enzi-
mas específicas no es siempre claro (9). Por otra
parte, detectar menor actividad enzimática no im-
plica un disturbio bioquímico, así por ejemplo la
citocromo-c-oxidasa posee una actividad normal
que sobrepasa en un 60 % la actividad mínima
requerida para mantener el metabolismo oxidati-
vo en el tejido hepático (7). Finalmente, medir la
actividad de ciertas enzimas requiere de muestreos
altamente invasivos y de técnicas poco sencillas,
lo cual suele impedir su utilización con fines diag-
nósticos de rutina (1, 42). Suttle (42) propone medir
la actividad de la SOD eritrocitaria (SOD-e), que al
reflejar el balance de Cu en el animal durante la
eritropoyesis, desciende más lentamente que la
cupremia. Este hecho, por un lado, convierte a la
actividad de SOD-e en un marcador de mayor va-
lor predictivo de disfunción y por otro permitiría,
junto al análisis de cupremia, inferir la duración
del desbalance. El autor advierte sin embargo que
la medición de SOD-e no es sencilla de realizar y
controlar, siendo de utilidad para facilitar la in-
terpretación de los valores de cupremia, pero no
como alternativa en el diagnóstico de rutina.

II.5.2. Caracterización de la hipocupro-
sis bovina

La hipocuprosis posee una incidencia geo-
gráfica debido a que el medio ambiente provoca el
desequilibrio en el animal, y éste puede caracteri-
zarse por la asociación suelo-planta-animal. Aun-
que costosa en tiempo y dinero, la caracterización
de la hipocuprosis en una zona permite definir el

desbalance mineral en términos reales, ajustar las
medidas de control recomendables y hasta aler-
tar sobre la posible ocurrencia de pérdidas sub-
clínicas (49, 50, 51). Se han empleado en la ca-
racterización de la enfermedad estudios de suelo
y de sedimentos de drenaje, relevamientos de fo-
rrajes y estudios poblacionales.

II.5.2.1. Estudios de suelo y sedimen-
tos de drenaje

La composición mineral del suelo es en al-
gunas ocasiones un indicador razonablemente
exacto de deficiencias potenciales en el ganado
(51). Boila y col. (49) asociaron un área de mayor
incidencia de hipocuprosis con formaciones geo-
lógicas ricas en Mo. Sin embargo, la intrincada
red de factores que afectan la disponibilidad del
mineral en el suelo, como pH, grado de drenaje y
materia orgánica, y las limitaciones metodológi-
cas para estimarla, hacen que la correlación en-
tre la concentración mineral del suelo y el forraje
sea generalmente baja (52).

Los sedimentos de los cursos de agua refle-
jan la composición mineral de los suelos que dre-
nan, y representan un método apropiado para
relevar áreas extensas aportando información pri-
maria a bajo costo (51). En el Reino Unido Thornton
y col. (53) relacionaron las áreas con excesivo,
moderado y bajo Mo en los sedimentos con los
niveles de cupremia en los rodeos, y hallaron una
clara correlación negativa entre ambos paráme-
tros. Esta metodología es más útil en los países en
desarrollo, en los cuales la producción ganadera
se basa en el pastoreo extensivo, con bajo o nulo
nivel de fertilización y contaminación (51). Resul-
tados obtenidos con esta técnica en 8 países en
desarrollo fueron recopilados por el Centro de
Medicina Veterinaria Tropical de Inglaterra (54).

II.5.2.2. Relevamientos de forraje
Para establecer la relación planta-animal

debe tenerse en cuenta la concentración relativa
de los elementos que interaccionan y definen su
disponibilidad (Cu-Mo-S-Fe), en relación con los
requerimientos del animal (20) y las diferencias
causadas por la especie vegetal (71), el estado
fenológico de la planta (55), las variaciones esta-
cionales (56) y la contaminación con la tierra (50).
A pesar de no contemplar todos los factores men-
cionados, los trabajos de relevamiento en forrajes
han permitido caracterizar la deficiencia de Cu en
áreas extensas de Guatemala (52), Canadá (57) y
la Argentina (58, 59).
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II.5.2.3. Estudios poblacionales
La caracterización de la hipocuprosis en una

región ha requerido de trabajos de relevamiento
en los bovinos de la zona (49, 58). Debido a que
estos trabajos requieren de un muestreo costoso,
han sido exitosos dos métodos alternativos: Uno
de ellos es el análisis de Cu hepático en muestras
tomadas en matadero, identificando la proceden-
cia de los animales, que ha demostrado ser útil
para identificar y confirmar zonas con deficiencia
(18). Otra alternativa útil ha sido la utilización de
muestras de plasma remitidas a centros de diag-
nóstico con otro fin, como el diagnóstico de bruce-
losis bovina. La validez de estos dos métodos al-
ternativos puede ser discutida debido a la posibi-
lidad de que los animales hayan sido suplemen-
tados y no se cuente con esta información, en cuyo
caso los registros de deficiencia pueden ser sub-
estimados.

CONCLUSIONES
Varios aspectos del metabolismo y de la de-

ficiencia de Cu en los bovinos son aún poco cono-
cidos. Quizás la mayor necesidad se centra en
definir con mayor precisión las consecuencias de
la enfermedad sobre el sistema inmune, la fun-
ción reproductiva y el crecimiento, los cuales pue-
den pasar desapercibidos ocasionando pérdidas
productivas de importancia. De ello se desprende
que sigue siendo una deuda manifiesta la identifi-
cación de parámetros que indiquen con exactitud
el momento en que estos trastornos comienzan a
afectar al rodeo. Mientras tanto, el diagnóstico
rutinario deberá basarse en el valor predictivo de
los niveles de cupremia cada vez mejor ajustados,
y en las mediciones de Cu hepático y de la activi-
dad de enzimas dependientes de Cu.

Por otra parte parece necesario alentar la
realización de estudios medio-ambientales que
caractericen la enfermedad en las zonas afecta-
das. Estos permitirán alertar a los profesionales,
responsables de la sanidad del rodeo en la región,
sobre la existencia y el comportamiento epidemio-
lógico de esta deficiencia, lo cual posibilitará la
adopción de medidas sanitarias preventivas so-
bre una base racional.
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RESUMEN: La rabia es una enfermedad infecciosa, zoonótica, caracterizada por alteraciones
del sistema nervioso, producida por el virus de la rabia, perteneciente al Género Lyssavirus de
la Familia Rhabdoviridae. Es habitualmente transmitida por la mordedura de un animal ra-
bioso que elimina el virus por la saliva. La rabia urbana es la que ocurre en las ciudades,
siendo el perro el transmisor y afectado más importante, seguido por el gato y el hombre. El
presente trabajo presenta un enfoque global sobre la rabia urbana, enfermedad de los anima-
les y el hombre, en el territorio de la provincia de Buenos Aires, Argentina, hasta el año 2001.
Esta provincia presentó el mayor foco de rabia urbana que registró el país desde su aparición
en 1806 a consecuencia de las actividades de la 1º invasión inglesa, hasta su erradicación en
el año 1984. Durante 1976, el territorio provincial registró 4.759 casos de rabia animal y trece
decesos humanos. Se efectúa un encuadre de las situaciones geográficas y políticas de las
épocas en que se produjeron acontecimientos importantes y del estado de los conocimientos
científicos sobre la enfermedad en esos momentos, que condicionaron y caracterizaron la pre-
sentación, manejo y control de esta enfermedad en la provincia.

 Palabras clave: Rabia, historia de la rabia, Buenos Aires, La Plata, Instituto Biológico

THE URBAN RABIES IN THE PROVINCE OF BUENOS AIRES,
 ARGENTINA: ORIGIN-EVOLUTION-PRESENT TIME

ABSTRACT: Rabies is an infectious and zoonotic disease characterized by alterations of the
nervous system, produced by the rabies virus, which belongs to the genus Lyssavirus of the
Rhabdoviridae family. The disease is habitually transmitted by the bite of an infected animal,
which eliminates the virus in its saliva. Urban rabies is the one that occurs in the cities, being
the dog the most important affected and transmitter of the disease, followed by cat and man.
The present work shows a global focus on rabies, animal and man affecting disease, in the
territory of the province of Buenos Aires, Argentina. This province presented the biggest focus
of urban rabies ever registered in the Argentinian Republic from the moment of the first ap-
pearance of the disease, consigned in 1806 and due to the activities of the 1st. English Inva-
sion, to the moment of the eradication of the disease in 1984. The subsequent panorama, until
2001 is also following presented. During 1976, the province´s territory registered 4759 cases
of animal rabies and 13 human deaths. An alignment of the geographical and political situa-
tions of the periods during which important events happened is made. Besides, the state of
the scientific knowledge about the disease during these periods, which conditioned and char-
acterized the presentation, handling and control of this disease in the province of Buenos
Aires, Argentina, is also analyzed.

Key words: rabies, rage, history of the rage, Buenos Aires province, Biological Institute
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RESEÑA GEOGRÁFICA DE LA PROVIN-
CIA DE BUENOS AIRES

La provincia de Buenos Aires es parte inte-
grante de la República Argentina. Es la provincia
de mayor extensión territorial del país (307.571
km2 ) y su territorio es primordialmente llano, con
la excepción de los sistemas serranos de Tandilia
y Ventania en la parte central y sur de la misma.
Limita al Noreste con el Río de La Plata, que la
separa de la República Oriental del Uruguay, al
Este con el Mar Argentino, al norte con las provin-
cias de Entre Ríos (de la cual la separa el Río Pa-
raná), Santa Fe y Córdoba, al Oeste con Córdoba,
La Pampa y Río Negro y al Sur con Río Negro, de
la cual la separa el río Negro.

Desde 1882, la ciudad de La Plata es fun-
dada específicamente para ser capital de la pro-
vincia. Esto tuvo lugar después que una Ley de
1880 federalizara la capital provincial original, la

ciudad de Buenos Aires, la cual fue cedida por la
provincia al sólo efecto de ser capital de la Nación
y dejó entonces de pertenecer al territorio provin-
cia.

Es por tal motivo que la provincia debió re-
organizar todos sus sistemas gubernamentales
centrales a partir de la federalización de la ciudad
de Buenos Aires. En los datos y hechos integran-
tes del presente trabajo, desde esa fecha (1880)
sólo se incluyen los registros correspondientes al
actual territorio provincial (1, 2).

RABIA: CARACTERÍSTICAS DE LA EN-
FERMEDAD

La rabia es una enfermedad infecciosa,
transmisible entre los animales y el hombre, lo que
la incluye dentro de las zoonosis, caracterizada
por la presentación de alteraciones del sistema
nervioso de tipo excitativo o paralítico, producida
por el virus de la rabia, virus perteneciente al Gé-
nero Lyssavirus de la Familia Rabdoviridae (3).

TRANSMISIÓN DE LA ENFERMEDAD
La rabia se transmite habitualmente por la

mordedura de los animales infectados eliminado-
res del virus. El virus se elimina por la saliva du-
rante varios días (hasta 10) antes del comienzo de
los síntomas y durante todo el período de sinto-
matología clínica.

Otras formas comprobadas menos frecuen-
tes de transmisión son la inhalación de aerosoles
ricos en virus (por infección de los bulbos olfato-
rios) y el transplante de córneas infectadas.

El virus presente en la saliva es inoculado
por la mordedura en el tejido subcutáneo y mus-
cular, en el cual puede sufrir una multiplicación y
luego avanzar hacia el Sistema Nervioso Central
(SNC) siguiendo el trayecto de los nervios periféri-
cos, a una velocidad máxima de 3 mm por hora.
Cuando llega al SNC ingresa a las neuronas y co-
mienza su multiplicación en el citoplasma de las
mismas. El tiempo que tarda en alcanzar el SNC
está condicionado por la cercanía de las morde-
duras infectantes al mismo, la ocurrencia de mor-
deduras múltiples, la profundidad de las mismas,
la inervación de la zona, la cantidad de virus ino-
culada, su patogenicidad y la ausencia de trata-
miento inmediato de las heridas.

Cuando el virus alcanza el sistema nervioso
central produce una encefalitis con degeneración
neuronal y presencia en estas células de cuerpos
de inclusión intracitoplasmáticos, llamados Cor-
púsculos de Negri (4). Una vez iniciada la sinto-

Fig 1: Mapa de la República Argentina mostrando
la Provincia de Buenos Aires
Fig.1: Map of the Republic Argentina showing the Province of
Buenos Aires.
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matología, es una enfermedad mortal, muriendo
los afectados finalmente por un paro respiratorio.

PERÍODO DE INCUBACIÓN
El periodo de incubación de la rabia es ca-

racterísticamente variable y reconoce los extremos
de 10 a 365 días. En la gran mayoría de los casos
el período habitual de incubación se sitúa entre
los 30 y 60 días luego de la mordedura infectante.

La importancia de un período de incubación
como el descripto radica en que animales que ha-
yan recibido una mordedura infectante, se man-
tendrán durante mucho tiempo vivos y sin sínto-
mas, pudiendo ser transportados a grandes dis-
tancias y manifestar la enfermedad luego de arri-
bar a otras zonas, regiones o continentes. Para
que se instale una cadena epidemiológica que
mantenga la infección en una determinada zona,
es importante que esos animales tengan hábitos
de morder y lleguen a zonas donde haya una ade-
cuada cantidad de animales susceptibles.

SINTOMATOLOGÍA DE LA RABIA
La rabia se puede manifestar en forma fu-

riosa o clásica, en la cual es característica la agre-
sividad, o en la forma muda o paralítica, en la
cual predominan desde el principio fenómenos de
parálisis.

La rabia furiosa o clásica en los caninos co-
mienza con un cambio de los hábitos del animal,
con progresiva ansiedad y excitación. Luego se
evidencia erizamiento del pelo, mirada ansiosa con
midriasis, ladridos roncos y ataques de furor con
agresividad marcada. El animal ataca y muerde
espontáneamente, especialmente lo que está en
movimiento. Tiende a deambular y escapa de su
vivienda, con marcha inicialmente ágil, pero que
manifiesta progresivas incoordinaciones y mar-
chas laterales. Se presenta dificultad en la deglu-
ción, la saliva con aspecto espumoso se acumula
en la boca y escurre de la misma, presentando a
veces coloración rojiza por lesiones en la lengua y
boca. Posteriormente se observa una marcada in-
coordinación, caídas repetidas, parálisis final con
síntomas de encefalitis y la muerte. En los gatos
es frecuente la presentación furiosa de la rabia,
con marcada agresividad, resultando peligrosos
por su habitual agilidad, la característica de refu-
giarse sobre o debajo de los muebles y ocasionar
lesiones profundas y desgarrantes en la cara, cue-
llo y manos del hombre.

La forma paralítica o muda en el perro co-
mienza también con un período de alteración de

las actitudes normales, se presenta marcha vaci-
lante, lateral y luego el animal permanece quieto,
en decúbito ventral, presenta el pelo ligeramente
erizado, dilatación pupilar (midriasis), estrabismo
divergente, parálisis faríngea y de los músculos
masticadores notable, por lo cual presenta la man-
díbula péndula, la saliva filante escapa por la boca
y realiza movimientos de intento de deglutir que
semejan una obstrucción de la garganta. Al pro-
gresar la parálisis caen en decúbito lateral y mue-
ren (5).

En el hombre se inicia con un período pro-
drómico. Puede haber dolor en el sitio de la mor-
dedura y hormigueos o parestesia en la zona de
exposición. Luego se comprueba fiebre, ansiedad,
obnubilación, estupor, agitación, dificultades para
la deglución, hemiparesias, delirios, compromiso
respiratorio central y otros signos neurológicos.
Puede haber intermitencias en la lucidez del pa-
ciente (6).

Se presentan contracciones espasmódicas
de los músculos faríngeos, que se hacen cada vez
más fuertes y dolorosas y que se desencadenan al
intentar tomar agua, a la sola vista de la misma o
ante la acción de corrientes de aire. Estos espas-
mos son acompañados de sofocación y a veces de
ataques convulsivos. Su aparición en la sintoma-
tología de la rabia humana dio origen al término
hidrofobia (“horror al agua”).

Se produce luego una parálisis progresiva,
con sudoración, decúbito, sialorrea y muerte por
paro respiratorio.

CLASIFICACIÓN EPIDEMIOLÓGICA DE
LA RABIA

Epidemiológicamente la rabia se clasifica en
tres tipos: urbana o ciudadana, silvestre, salvaje
o selvática y desmodina, paresiante o autóctona
sudamericana.

En la rabia urbana, que ocurre en las ciu-
dades, los involucrados son principalmente los
perros y en segundo término los gatos. Es el tipo
epidemiológico que más exposiciones provoca en
el hombre.

En la rabia selvática, silvestre o salvaje, que
ocurre en los bosques, zonas rurales, estepas o
selvas de acuerdo a la región, los animales involu-
crados son los zorros, los zorrinos, mapaches,
chacales, lobos, coatíes, etc. La exposición huma-
na es cuantitativamente menor.
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La rabia desmodina está distribuida princi-
palmente en América del Sur y Central llegando
hasta México y los transmisores son tres especies
de murciélagos hematófagos: Desmodus rotundus,
Diphylla ecaudata y Diaemus youngii, aunque las
dos últimas no tienen la importancia de la prime-
ra (7).

Este tipo de rabia afecta principalmente a
los bovinos, produciendo la rabia paresiante ya
que comienza la sintomatología con paresias y tam-
baleo del tren posterior, que luego progresa a pa-
rálisis y posterior afección completa del Sistema
Nervioso Central, lo que se produce en menor gra-
do en los equinos y ovinos y esporádicamente en
el hombre. En algunos casos se comprobaron
abundantes exposiciones humanas, favorecidas
por hábitos de dormir fuera de las viviendas en
zonas calurosas, como en las primeras descrip-
ciones de rabia por vampiros en Trinidad (8).

Otros autores, simplifican esta clasificación
y hablan de dos ciclos: el urbano y el silvestre (9).

Recientemente está tomando importancia la
consideración de un ciclo terrestre (aparición de
casos en especies terrestres, tanto urbanas como
rurales) y un ciclo aéreo (transmisión entre diver-
sos tipos de murciélagos, tanto urbanos como ru-
rales).

VIRUS DE LA RABIA
 El virus de la rabia tiene forma de bala, con

un extremo redondeado y el otro recto. Mide 180
nm de largo por 75 nm de ancho. Es un virus con
ácido ribonucleico (RNA) de cadena simple negati-
va. El RNA se halla rodeado por subunidades pro-
teicas constituyendo una nucleocápside dispues-
ta en hélice. Esta nucleocápside helicoidal se ha-
lla a su vez envuelta por una doble membrana, la
envoltura, que no cubre completamente el extre-
mo recto del virión. La superficie externa de la
envoltura presenta espículas con aspecto hexa-
gonal, lo que da a la partícula viral apariencia de
panal de abejas vista con el microscopio electróni-
co.

Taxonómicamente está ubicado en el Géne-
ro Lyssavirus de la Familia Rhabdoviridae, la cual
comprende virus con forma de bacilo, bastón o
bala (alargados con ambos o uno sólo de los ex-
tremos redondeados).

El género Lyssavirus incluye las especies:
virus de la rabia (serotipo I); del murciélago de La-
gos (serotipo II); Mokola (serotipo III); Duvenhage
(serotipo IV) y dos Lyssavirus europeos aislados

de murciélagos (EBL1 y EBL2: European Bat
Lyssavirus 1 y 2).

Los Lyssavirus tienen en común entre sí los
antígenos internos de la nucleocápside. Se dife-
rencian por los antígenos externos, de envoltura,
lo cual puede ponerse en evidencia por pruebas
de neutralización cruzada.

VIRUS DE CALLE: Se denomina virus de
calle al virus productor de los casos clínicos natu-
rales de rabia, nombre derivado de que se los ais-
laba de los animales rabiosos de la calle.

Las características del virus de calle son:
1. Es patógeno por vía periférica: inyectado

en forma subcutánea o intramuscular o inocula-
do por una mordedura alcanza el sistema nervio-
so central (SNC) y provoca encefalitis rábica mor-
tal.

2. Provoca en las neuronas infectadas la
aparición de cuerpos de inclusión de Negri.

3. Si se lo inocula por vía intracerebral a
ratones adultos, los mata entre 7 y 21 días.

VIRUS FIJO: Es un virus logrado por Pas-
teur en el laboratorio mediante pasajes intracere-
brales del virus de calle. El virus fijo:

1. Es prácticamente apatógeno por vía peri-
férica.

2. No produce en las neuronas cuerpos de
inclusión de Negri.

3. Inoculado por vía intracerebral a ratones
adultos los mata en 7 días (a los lactantes en 5).

ANTÍGENOS DEL VIRUS
Dentro de los componentes antigénicos del

virus de la rabia destacan la glucoproteína (G) o
antígeno G, presente en las espículas de la envol-
tura viral, capaz de inducir protección por anti-
cuerpos neutralizantes en los vacunados y la Nu-
cleoproteína (N) o antígeno N, que se detecta en
las pruebas diagnósticas de Inmunofluorescencia
y precipitación y tiene una función secundaria en
el refuerzo de la inmunidad.

Ambas proteínas (G y N) han podido ser ex-
presadas en una importante variedad de sistemas
procarióticos y eucarióticos por manipulación ge-
nética, lo que es importante para el desarrollo de
vacunas.

Se han preparado conjugados con anticuer-
pos monoclonales marcados con sustancias fluo-
rescentes contra las proteínas G y N del virus de
la rabia. Los anticuerpos monoclonales muestran
patrones específicos de reactividad los cuales han
sido usados para caracterizar y clasificar virus



ISSN 1514259-0

Rabia urbana

21ANALECTA VETERINARIA 2002; 22, 1:17-31

rábico y virus relacionados en grupos correspon-
dientes. Se han establecido diferentes paneles de
anticuerpos monoclonales que permiten la dife-
renciación de los aislamientos de virus rábico de
especies terrestres y murciélagos, lo que permite
caracterizar las mismas y encuadrar su origen (ce-
pas de caninos, de murciélagos, africanas, asiáti-
cas, europeas, americanas, cepas vacunales, etc).
Esta posibilidad de establecer el seguimiento de
las cepas en la naturaleza se emplea en los estu-
dios epidemiológicos del virus de la rabia.

El uso de paneles específicos de anticuer-
pos monoclonales ha permitido mapear sitios an-
tigénicos en las proteínas virales, especialmente
la G y RNP (ribonucleoproteína) reconocidos por
las células B y T virus específicas.

La amplificación del RNA viral por la reac-
ción en cadena de polimerasa (PCR) seguida por
el análisis de las secuencias amplificadas ha per-
mitido estudios más representativos. Estudios de
variabilidad de ciertas áreas seleccionadas del
genoma entre cepas puede ser llevada a cabo en
el RNA amplificado por PCR por análisis de res-
tricción o secuenciamiento directo (10).

RESISTENCIA DEL VIRUS
La envoltura tiene composición lipoglucopro-

teica.  Para ser infeccioso el virión debe estar com-
pleto, por lo que cualquier elemento que degrade
la envoltura (jabones, detergentes, cetrimida, sol-
ventes) evita la infecciosidad.

El virus de la rabia es inactivado en el medio
ambiente por la radiación ultravioleta, el calor, la
desecación y los solventes de los lípidos. Por tal
motivo, la enfermedad en la naturaleza se debe
mantener por transmisiones entre animales sus-
ceptibles, en las que los enfermos logren transmi-
tir por mordedura el virus a otros susceptibles
antes de morir.

IMPORTANCIA DE LA ENFERMEDAD
La rabia, en la actualidad ocupa aún gran-

des extensiones de la Tierra, aunque existen am-
plias áreas libres de rabia como el continente An-
tártico, Australia, los territorios insulares como
Nueva Zelandia, Japón, Hawaii, Gran Bretaña, Ir-
landa, Jamaica y Barbados y algunos territorios
continentales como los países Escandinavos (ex-
cepto la región de frontera de Dinamarca),
Bulgaria, España, Portugal y Uruguay. En las zo-
nas en que existe rabia hay habitualmente
predominancia de uno de los tipos epidemiológi-
cos. Así, la rabia urbana es importante en Lati-

noamérica, existiendo en Bolivia, Brasil, México,
Nicaragua, Paraguay, Perú y Venezuela. También
aparece en ciudades de África y Asia.

La rabia desmodina está localizada desde el
norte de México hasta el tercio norte de Argenti-
na, causando importantes pérdidas en la gana-
dería. Casos humanos de rabia por vampiros se
han comprobado en Trinidad, Guyana, México,
Bolivia, Brasil y Perú.

En cuanto a la rabia silvestre, está muy di-
fundida y varían en importancia ciertas especies
transmisoras según el país. En Estados Unidos y
Canadá son los zorrinos, mapaches y zorros los
transmisores más frecuentes. En Europa el zorro
es el responsable más importante de la transmi-
sión, así como el chacal en el área Egipcia y la
mangosta en la India (11).

Los casos humanos derivan de la presencia
de los casos animales, siendo aún importantes las
pérdidas de vidas por rabia. Existe un promedio
de 1000 casos de rabia humana por año en el
mundo que ocurren en primer lugar en Asia y lue-
go en América y Africa.

Además de las muertes, son muy importan-
tes los costos ocasionados por tratamientos anti-
rrábicos de las personas expuestas, gastos de va-
cunas, pérdida de horas de trabajo y gastos de
campañas de prevención, funcionamiento de ser-
vicios antirrábicos, difusión, educación para la
salud y vacunación.

En lo que respecta a la República Argenti-
na, la rabia urbana que se presentaba en las pro-
vincias del centro y norte del país, sufrió un gran
retroceso en la década 1980-90 y se logró el con-
trol de esta presentación en casi todas las provin-
cias en el período 1990-1999. Así, Tucumán, que
mantuvo un promedio cercano a 100 casos ani-
males por año en la década 1980-1990, luego de
un caso humano en 1994 intensificó su control y
logró la eliminación a fines de 1998. Salta que
mantuvo una tendencia similar con promedios de
10 casos anuales, también lo logró, aunque fre-
cuentemente se producen casos importados por
su vecindad con Bolivia. Así mismo, Santiago del
Estero logró controlar los focos residuales que pre-
sentaba. En el resto de las provincias en que la
enfermedad estaba presente, se logró su elimina-
ción. El tercio medio y sur del territorio nacional
se han mantenido libres de rabia canina.

Un capítulo especial, por su importancia,
merece la rabia urbana en la provincia de Buenos
Aires. Esta provincia está actualmente libre de
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rabia urbana por el virus canino en los animales,
siendo el último caso informado en perros del año
1984 y los dos últimos casos humanos de 1981.

Lo trascendental de estos datos estriba en
que la provincia de Buenos Aires constituía el foco
más importante de rabia urbana del país, con
datos que en el año 1976 alcanzaron en el territo-
rio provincial a 4.759 casos en animales, acom-
pañados como consecuencia por trece decesos
humanos. Este grave panorama motivó una ac-
ción sanitaria intensa, cuyo fruto fue el registro
del último caso canino en 1984, permaneciendo
libre desde entonces.

La rabia desmodina tiene importancia en las
provincias del norte como Misiones, Corrientes,
Formosa, Chaco, Salta y Jujuy, especialmente en
el ganado bovino. La rabia silvestre no es un pro-
blema actual en la República Argentina debido a
la escasa densidad poblacional de los animales
habitualmente involucrados en su transmisión.

La rabia en murciélagos no hematófagos,
cuyas cepas tienen ciertas diferencias con los vi-
rus de caninos y no presentan su mismo riesgo
epidemiológico, aunque sí individual, está siendo
objeto de estudio cada vez más creciente, dado
que es la que queda y se evidencia en las zonas
que se liberan de la rabia canina. Si bien la rabia
humana por exposición causada por murciélagos
insectívoros no es común, en Canadá y Estados
Unidos se han notificado 13 casos, en Europa 2,
en Chile 1 y en Argentina 1.

SITUACIÓN PREVIA AL ORIGEN DE LA
RABIA EN LA PROVINCIA

El territorio de la provincia de Buenos Aires,
en las épocas previas a la colonización española,
presentaba características particulares que lo ha-
cían poco propicio para la difusión de brotes na-
turales de rabia. Sus grandes extensiones de te-
rritorio de tipo llano tenían muy baja densidad de
animales potencialmente transmisores. No hay re-
gistros ni descripciones que permitan pensar que
la enfermedad se había detectado en la zona, ya
que los únicos relatos de la época de la conquista
hablan solamente de probable rabia autóctona en
zonas de Centroamérica y el Caribe.

Con la colonización española se producen
dos importantes variaciones:

1. Se puebla la fértil pampa bonaerense con
grandes animales como caballos, vacas y otros ani-
males traídos por los conquistadores.

2. Se comenzaron a organizar grandes po-
blaciones como la ciudad de Buenos Aires (luego

de su segunda fundación por Juan de Garay) y
zonas periféricas a las mismas, donde prolifera-
ron los mataderos, los secaderos de cueros, los
saladeros, las seberías, etc, y por consiguiente los
perros, creándose recién entonces las condicio-
nes para que pudiera originarse un brote de rabia
por importación de un caso (12, 13).

Una de estas zonas de gran desarrollo de la
industria saladeril y cárnica se situó en la región
costero portuaria de entrada al Río de la Plata
desde la ensenada de Barragán hacia el norte (14).
Estos territorios luego fueron parte del partido de
La Plata desde 1882 y en 1957 se dividen que-
dando tres partidos con sus correspondientes ciu-
dades: La Plata, Berisso y Ensenada (en el cual
queda la Ensenada de Barragán y el antiguo fuer-
te que mandaba Liniers durante la primera inva-
sión inglesa). Esta zona que incluye actualmente
los tres partidos, se conoce como Gran La Plata
(15).

El período de incubación de la rabia (10 a
365 días) posibilitaba que un animal incubando
esta enfermedad viviera los largos períodos de tiem-
po que tardaban los barcos de esa época en llegar
desde Europa o Africa donde la rabia era endémi-
ca, hasta las costas de la provincia de Buenos Ai-
res.

Esto recién se produce con las invasiones
inglesas al Río de La Plata (1806-1807) las cuales
desembarcan en 1806 en Quilmes, luego de ha-
ber sido rechazadas por las baterías del fuerte de
la Ensenada de Barragán y en 1807 en la Ense-
nada de Barragán.

LA PRIMERA INVASIÓN INGLESA Y LA
RABIA EN LA PROVINCIA DE BUENOS
AIRES

Inglaterra, en guerra con Francia, la cual
estaba circunstancialmente aliada a España, ten-
tada por los caudales que venían desde las colo-
nias, comienza tomando 4 fragatas españolas del
Río de La Plata, luego toma la colonia holandesa
del Cabo de Buena Esperanza y desde ahí proyec-
tan tomar el Virreinato del Río de La Plata, cuya
capital era la ciudad de Buenos Aires. Es así como
una escuadra de 11 barcos mandada por Home
Popham con un ejercito de 1600 hombres man-
dado por Carr Beresford, sale del Cabo, pasa por
Santa Helena y viene al Río de La Plata, donde
llega entre el 11 y 18 de junio de 1806. El 24 de
junio de 1806 la flota amaga un desembarco en
Ensenada, pero al ser rechazada por las baterías
del Fuerte mandado por Liniers, navegan hacia
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Quilmes donde desembarcan el 25 de junio de
1806 y marchan hacia Buenos Aires. Luego de
tomar la ciudad, son derrotados por Liniers el 12
de agosto de 1806 (16).

En esta primera invasión se desembarcan
perros de las fuerzas inglesas incubando la rabia.
Estos perros eran usados aparentemente para
cacerías deportivas por los soldados.

Estos canes se pueden haber infectado en
Europa o más probablemente en el sur de África,
en la colonia del Cabo de Buena Esperanza, de
donde finalmente parte la primera invasión.

Al desembarcar en una zona donde ya ha-
bía industrias saladeriles y de mataderos impor-
tantes y por consiguiente las concentraciones de
perros que rodeaban habitualmente a estas in-
dustrias, la enfermedad encuentra las condicio-
nes propicias para transmitirse e instalarse en
forma permanente en el territorio provincial.

En relación a este primer brote, Harald N
Johnson, en el Capítulo 21 “Rabies” del libro “Vi-
ral and Rickettsial Infections of man” consigna ....”;
in 1806 an outbreak was observed among hunting
dogs imported into La Plata, Argentina.” (en 1806
un brote fue observado entre perros de caza im-
portados en La Plata, Argentina) (17, 18) . Este
habría sido el origen de la rabia canina en la pro-
vincia de Buenos Aires.

Es entonces que la rabia canina urbana ini-
ciada en 1806 en la provincia de Buenos Aires
por los perros de la primera invasión inglesa en la
zona de La Plata, trajo a la provincia de Buenos
Aires un problema que duró casi dos siglos (desde
1806 a 1984). La rabia canina se expandió en un
gran brote por la zona de La Plata, progresando
luego hacia Buenos Aires. A partir de esa época, y
durante 178 años, la enfermedad se mantuvo en
forma endémica en el territorio provincial, consti-
tuyendo el gran foco de rabia urbana del país.

LA SEGUNDA INVASIÓN INGLESA Y LA
RABIA EN LA BANDA ORIENTAL

La segunda invasión inglesa al Virreinato del
Río de La Plata vuelve a tener como uno de sus
actores a Home Popham que bloquea el río con su
escuadra, esta recibe refuerzos del Cabo de Bue-
na Esperanza y de Inglaterra (Fuerzas del general
Achmuty) y toman Montevideo. Desde allí
Whitelocke, en más de 100 barcos y con aproxi-
madamente 11.000 efectivos, cruza el río y des-
embarca en la Ensenada de Barragán el 28 de
junio de 1807 (19).

Esta segunda invasión, que recorre los mis-
mos puntos de riesgo de rabia que la primera (Eu-
ropa, el Cabo de Buena Esperanza), es el casi se-
guro ingreso de la rabia en la Banda oriental (ac-
tual Uruguay) durante 1807, registrándose allí
casos humanos desde diciembre de 1807 (20).

EVOLUCIÓN DEL PROBLEMA DURAN-
TE LA ORGANIZACION NACIONAL

Una vez instalada le enfermedad en el terri-
torio provincial, que por ese entonces incluía la
ciudad de Buenos Aires, los casos de rabia se con-
vierten en una realidad cotidiana de la zona ur-
bana y suburbana que se sitúa entre el sur de la
ensenada de Barragán y la ciudad de Buenos Ai-
res, lo que comprende el actual conurbano y Gran
La Plata.

Las grandes extensiones que separan esta
zona de otras ciudades no permiten que el inte-
rior bonaerense se contamine inicialmente con
rapidez.

La rabia en esa época, 1806 en adelante,
constituye un problema sin solución, al cual sola-
mente se le pueden oponer medidas higiénicas y
la práctica de eliminar y evitar a los animales ra-
biosos. No había aún vacunas contra la rabia y la
acción sanitaria era muy limitada.

Fig 2: Primera invasión inglesa: el 24 de junio de
1806 la flota invasora intercambia cañonazos con el Fuerte
Barragán. El 25 desembarcan en Quilmes y marchan hacia
Buenos Aires.
Fig.2: Fist English Invasion: On 24th June of 1806 the English
fleet exchanged gunshot with Fort Barragán. On the 25th they
disembarked in Quilmes and went towards Buenos Aires.
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LA FEDERALIZACIÓN DE LA CIUDAD
DE BUENOS AIRES Y LA CREACIÓN DE
LA CIUDAD DE LA PLATA

Como parte de la puja por el problema de la
Capital para la República Argentina y dado que
las provincias del interior aceptan como capital a
la ciudad de Buenos Aires pero a condición de
que no siga siendo parte y capital de la provincia,
se decide la federalización de la ciudad en 1880 y
la cesión de esta por parte de la provincia (21) y se
crea una nueva ciudad para sede del gobierno de
la provincia de Buenos Aires, como ciudad capital
de la misma (22).

Así el 19 de noviembre de 1882, en las coor-
denadas 34 º 55 ‘ de Latitud sur, 57º 57’ de Lon-
gitud oeste, se funda la ciudad de La Plata, que
dentro de su partido incluye originalmente en la
zona ribereña la Ensenada de Barragán (actuales
partidos de La Plata, Berisso, Ensenada, Brand-
sen).

La provincia de Buenos Aires debe entonces
crear en su nueva capital los nuevos efectores para
sus funciones, dentro de ellos los organismos en-
cargados de las acciones de salud provincial.

LOS DESCUBRIMIENTOS DE PASTEUR
Y SU REPERCUSIÓN EN LA PROVINCIA
DE BUENOS AIRES

En Francia, durante 1885, Pasteur aplica
su tratamiento antirrábico al joven alsaciano
Joseph Meister, el cual sobrevive a las múltiples
mordeduras de un animal rabioso convirtiéndose
en la primer persona que recibió el tratamiento
post exposición. Un segundo tratado, Jupille, tam-
bién sobrevive y luego lo hace un grupo de cam-
pesinos rusos, proyectando mundialmente la fama
del método de Pasteur, el cual lo publica en su
famoso e histórico trabajo: “Método para prevenir
la rabia después de la mordedura” (23). El Dr.
Desiderio Davel, científico argentino, es aceptado
por Pasteur como discípulo y trae a Buenos Aires
el virus fijo de Pasteur pasándolo por conejos en
el barco, produciendo y aplicando la vacuna anti-
rrábica ya al año siguiente (1886) en esta ciudad
(24). El transporte de virus pasándolo por conejos
implicaba que: 1) Se debió prever embarcar y acon-
dicionar un número adecuado de conejos y su ali-
mento, 2) Se embarcaron los conejos originalmente
inoculados con el virus fijo por vía intracerebral 3)
dado que este virus mata al conejo en 7 días, con
una fase previa de parálisis y postración, al cum-
plirse este plazo, había que aseptizar la piel de los

conejos, extraer el encéfalo en condiciones asépti-
cas, suspenderlo en diluyente realizando una tri-
turación del material nervioso, decantarlo y volver
a inocularlo por vía intracerebral a otros conejos,
los que a la semana siguiente debían ser cosecha-
dos, resuspendiendo y pasando el virus a otro gru-
po de conejos. Esto implicaba un pasaje semanal
de la cepa de virus fijo, evitando que se contamine
o se pierda antes de llegar a destino, lo cual cons-
tituye un notable ejemplo de organización y dedi-
cación a la tarea emprendida.

Buenos Aires fue la primera ciudad en el
mundo fuera del Instituto Pasteur de París en que
se produjo la vacuna antirrábica según el método
de Pasteur (25).

Tan temprano desarrollo no alcanza para
que a nivel epidemiológico la rabia urbana no siga
en aumento, lo cual es lamentado en 1940 en un
discurso pronunciado por el Dr. José R. Serres el
22 de abril de ese año al inaugurarse un busto de
Louis Pasteur en los jardines de la Facultad de
Agronomía y Veterinaria de Buenos Aires (26). El
Dr. Serres, profesor de esa Facultad, de impor-
tante actividad en la prevención y epidemiología
de la rabia, (27) participaba activamente en la di-
vulgación y educación para la salud sobre el tema,
entendiendo que esto debía hacerse desde los
ámbitos educativos y la escuela (28). Le preocu-
paba ver que el problema de la rabia urbana au-
mentaba por deficiencias en acciones preventivas,
educación sanitaria y legislaciones claras y preci-
sas.

EL DESARROLLO DE ORGANISMOS
SANITARIOS PROVINCIALES EN LA
NUEVA CAPITAL

En La Plata, al organizarse la nueva capital
provincial, se crea un Instituto Antirrábico y un
“Conservatorio” de vacuna Antivariólica. Un Insti-
tuto de Higiene Experimental que dependía del
Consejo Superior de Higiene (Ley del 10 de agosto
de 1887) (29) se irá reconvirtiendo para ser final-
mente la base del Instituto Biológico de la Provin-
cia de Buenos Aires. Al organizarse el Instituto
Biológico, se fueron nucleando en el mismo los efec-
tores que actuaban en la lucha contra las enfer-
medades infecciosas y en la producción de vacu-
nas, sueros y productos biológicos y luego los la-
boratorios de las Oficinas Químicas y de Broma-
tología. El Instituto Antirrábico original pasará a
ser parte integrante del Instituto Biológico de la
Provincia de Buenos Aires
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prendidas por las calles 24, 26, 9 y 11 de la zona
de Tolosa, en las inmediaciones del camino Gene-
ral Belgrano, el que pasará por el ángulo sur de
las nuevas instalaciones. El presupuesto oficial de
las obras de referencia se eleva a la cantidad de $
1.316.647, 45.- El edificio proyectado permitirá
futuras ampliaciones en una segunda etapa de
su construcción. La parte que ahora se licita com-
prenderá dos plantas, ubicándose en la baja los
laboratorios....” (30).

La relevancia de este tipo de decisiones de
inversión estriba en que la provincia toma el ca-
mino correcto de construir y equipar laboratorios
específicamente diseñados para las actividades de
producción de sueros y vacunas y controles de la
higiene y salud públicas para la misma, previen-
do además que en el futuro las actividades se in-
crementen. Esto permitió que se contara con ser-
vicios y equipos permanentes de especialistas en
los temas microbiológicos que demandaba la sa-
lud pública.

Tanto el Instituto Antirrábico como el Con-
servatorio de Vacuna Antivariólica son traslada-
dos a una ampliación del nuevo edificio en la dé-
cada del 50, pasando a formar parte del Instituto
Biológico como Departamentos del mismo.

En 1962 se incorpora al Instituto Biológico
la Dirección de laboratorios Químicos y se consti-
tuye el Instituto Biológico y Laboratorios de Salud
Pública por Decreto 924 del Comisionado Federal
de la provincia de .Buenos Aires.

En 1976 se transforma en una Dirección del
Ministerio de Salud pasando a ser el Laboratorio
Central de Salud Pública e Instituto Biológico del
Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Ai-
res.

EL DEPARTAMENTO ANTIRRÁBICO
El Departamento Antirrábico se organiza con

un servicio médico, un servicio veterinario, un la-
boratorio de diagnóstico y un laboratorio produc-
tor de vacuna de uso humano y veterinario. Se
producía por ese entonces la vacuna Pasteur y la
Semple para uso de toda la provincia.

La vacuna original de Pasteur, que consis-
tía en una suspensión de médula de conejo infec-
tada con virus fijo y sometida a períodos variables
de desecación, contenía una importante cantidad
de mielina, por lo cual aparecía en algunos trata-
dos una reacción postvacunal desmielinizante
caracterizada por paresias, parálisis y eventual-
mente la muerte. Por otra parte su producción te-

Fig 3: Laboratorio Central de Salud Pública e Ins-
tituto Biológico. La Plata
Fig.3: Central Laboratory of Public Health and Biological Insti-
tute. La Plata.

EL MINISTERIO DE SALUD, EL INSTI-
TUTO BIOLÓGICO Y EL DEPARTAMEN-
TO ANTIRRÁBICO

El Ministerio de Salud Pública y Asistencia
Social de la Provincia de Buenos Aires se crea en
1947 por Ley Provincial Nº 5116.

En esta Ley en el Art 34 dice: «El actual Ins-
tituto de Investigaciones Patológicas de la Direc-
ción General de Higiene, con la denominación de
Instituto Biológico, pasará a depender del Minis-
terio de Salud Pública y Asistencia Social».

El edificio del Instituto Biológico: Por un
Decreto provincial del 11 de febrero de 1948, ...”se
autorizó a la Dirección de Arquitectura para lla-
mar a licitación pública para el 27 del mes en cur-
so, las obras de construcción del nuevo edificio
destinado al Instituto Biológico de la Provincia, el
que será emplazado en las cuatro manzanas com-



ISSN 1514259-0

C.F. Amasino y col.

26 ANALECTA VETERINARIA 2002; 22, 1: 17-31

nía mucho de artesanal, ya que las vacunas del
método de Pasteur no eran todas iguales. Las pri-
meras que se administraban consistían en la mé-
dula de los conejos que habían alcanzado el esta-
do de postración por el virus fijo, sometidas a un
período de desecación largo, que prácticamente
inactivaba el virus. Las siguientes habían sufrido
un período de desecación menor y las últimas eran
suspensiones casi frescas de médula infectada que
contenían virus activo residual. Esto hacía que
cada semana hubiera que preparar vacunas de
diferente grado de atenuación para ejecutar los
tratamientos.

La vacuna Semple se producía inoculando
el virus fijo por vía intracerebral a ovejas (también
se puede hacer en conejos o cabras). Estos ani-
males eran adultos y la vacuna contenía una im-
portante cantidad de tejido nervioso (20 %) y se
inactivaba por fenol y calor. Si bien era a virus
inactivado y se adaptaba a un procesamiento in-
dustrial, su duración no superaba los seis meses
(31).

En 1967 se comienza a fabricar en forma
continua la vacuna Fuenzalida Palacios, la cual
por ser potente, inocua y exenta de reacciones,
proporcionó el arma con la cual se vencería a la
rabia en la provincia (32).

La vacuna Fuenzalida-Palacios (33) contie-
ne virus fijo de cepas CVS, 91 y 51, que se propa-
gan inoculándolas en el cerebro de ratones lac-
tantes de 1 día y se cosechan al 4º día de la ino-
culación (5º-6º día de vida), eliminándose así la
presencia de mielina que en el ratón aparece al 9º
día. Se agrega además la centrifugación de la sus-
pensión a 17.000 x g que purifica la suspensión y
aún en caso de que hubiera mielina, la eliminaría
(34). Además el ratón lactante multiplica muy bien
el virus fijo, rindiendo altos títulos (2 % de tejido
nervioso en las dosis de 1 ml para uso humano)
Esto hace que, actualmente, la vacuna antirrábi-
ca sea segura y exenta de efectos indeseables. El
virus se inactiva por radiación ultravioleta, que
desnaturaliza el ácido nucleico y conserva la en-
voltura que interesa como antígeno inmunizante.
La buena potencia de esta vacuna permitió em-
plear esquemas reducidos de tratamiento postex-
posición, actualmente de 9 dosis. La vacuna Fuen-
zalida Palacios para uso veterinario se manifestó
muy eficaz en las campañas realizadas en la pro-
vincia de Buenos Aires y con ella se llegó a domi-
nar la rabia animal.

Durante el año 1974 el Departamento Anti-
rrábico incorpora el uso de la luz azul para el diag-

nóstico de rabia por inmunofluorescencia reem-
plazando la iluminación ultravioleta (35).

Al haberse extendido la epizootia rábica por
el cinturón urbano que rodeaba a Buenos Aires
se decide la creación en la década del 70 dentro
de la Dirección de Medicina preventiva del Minis-
terio de Salud de un organismo programador de
las campañas de vacunación provinciales y que
coordine la acción municipal al respecto, encar-
gándoselo de la distribución de la vacuna produ-
cida por el Departamento Antirrábico. Este nuevo
efector se denominó Zoonosis Urbanas y su sede
se ubicó en la ciudad de Avellaneda, lindante con
la ciudad de Buenos Aires.

Los factores que favorecen la difusión de la
rabia urbana por toda la zona que rodea a la Ca-
pital Federal reconocen varios aspectos, pero la
base fundamental fue el creciente y luego explosi-
vo aumento poblacional en la periferia de la ciu-
dad de Buenos Aires. La economía argentina
desembocaba en el puerto de Buenos Aires. Allí
confluía la red ferroviaria y se empezaron a acu-
mular industrias concentradoras (mercados de ha-
cienda y frigoríficos exportadores, embarques de
granos, industrias del cuero, etc), que ofrecían ocu-
pación a una importante cantidad de empleados.
Pero es durante la Segunda Guerra Mundial y los
años siguientes cuando se conjugan una expan-
sión económica con una fuerte radicación de in-
dustrias en la zona del llamado Gran Buenos Ai-
res (no sólo frigoríficas sino textiles, químicas, pe-
troleras, metalúrgicas, vidrieras, de electricidad,
mercantiles y de exportación, navales, automotri-
ces, de indumentaria, etc. que acarrean un flujo
poblacional desde el interior y el campo hacia los
alrededores de la gran ciudad, sumados a que
parte de los inmigrantes se instalaron cerca de
esta zona al llegar. Esto ocasionó que en estas
zonas periféricas, en muchos casos sin adecuada
planificación, proliferaran focos poblacionales de
trabajadores recientemente instalados. Estas fa-
milias tenían animales domésticos, especialmente
perros. La abundancia y el descontrol sanitario
de estos actuaron a favor de la expansión de la
rabia urbana.

Se hacía necesaria una acción que contem-
plara la idiosincrasia de la población, la cual re-
chazaba los planes de eliminación de animales,
que reforzara las acciones locales municipales con
un apoyo provincial fuerte, que se normatizara en
el tema y que se usaran elementos preventivos de
alta calidad. El cumplimiento gradual de estas eta-
pas permitió el éxito de las campañas.
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LA LEY DE PROFILAXIS DE LA RABIA
DE LA PROVINCIA DE BUENOS AIRES

El año 1973 resulta de gran importancia al
sancionarse en la legislatura bonaerense la Ley
8056/73 de Profilaxis de la Rabia, dando un ade-
cuado y acertado marco legal a la actividad. Su
Decreto Reglamentario 4669 la complementa ade-
cuadamente y esta herramienta legal resultó de
incalculable valor para toda la acción antirrábica.

Durante el año 1976 se produce el más es-
pectacular pico de casos de rabia en la provincia
de Buenos Aires (4.759 casos animales y 13 hu-
manos) Tabla 1.

EL PROYECTO RABIA CERO Y LA
ERRADICACIÓN DE LA RABIA URBANA
DE LA PROVINCIA

Con la campaña antirrábica de vacunación
anual canina y el operativo Pasteur que reforzaba
la misma en las zonas más peligrosas en las cua-
les se usaban las vacunas de mayor potencia, se
comienza a partir del año 1977 a lograr una dis-
minución de casos casi geométrica: cada año se
producía la mitad aproximadamente de los del pe-
ríodo anterior.

A esto se llega también gradualmente. El
Centro Panamericano de Zoonosis comenzó a pre-
conizar la implementación de la prueba de poten-
cia NIH, en la que se establece la potencia relativa
de las vacunas probadas en comparación con la
potencia de una vacuna patrón denominada va-
cuna de referencia. Se inoculaban lotes de rato-
nes con diluciones de la vacuna a probar y dilu-
ciones de la vacuna de referencia y luego se desa-
fiaba a todos los ratones por vía intracerebral con
una cantidad fija de virus de desafío (cepa CVS)
cuyo título se comprueba con una titulación pa-
ralela. Se anotan los ratones muertos en cada di-
lución de ambas vacunas, acumulando estos va-
lores y evaluándolos estadísticamente con el mé-
todo de Reed y Muench. De esta comparación de
dosis efectivas 50 % de ambas vacunas surgía el

valor de potencia relativa de la vacuna probada
con respecto a la de referencia. Este valor debía
ser de 0,3 como mínimo o la vacuna era desapro-
bada. Pero si este valor de la vacuna probada era
superior, “no debe diluirse el lote final ni debe re-
ducirse el volumen de la dosis inmunitaria” (36).
O sea que la Organización Mundial de la Salud
prohibía expresamente la dilución de la vacuna,
aunque sus resultados fueran varias veces supe-
riores al mínimo requerido para su aprobación.
En la práctica, una vacuna de potencia 10, 20 o
más veces mayor que el mínimo requerido es ideal
para ser usada en las zonas donde el virus está
circulando porque hay casos, donde los perros a
vacunar están parasitados, mal alimentados o son
llevados una sola vez a vacunarse.

Con la implementación de esta prueba a toda
la producción del Laboratorio Central de Salud
Pública desde 1980, la Campaña provincial pudo
derivar las mejores vacunas a los focos más pro-
blemáticos.

Actualmente estos valores mínimos de po-
tencia para este tipo de vacunas se han aumenta-
do a 1 UI para las vacunas de uso veterinario y a
1,3 UI para las de uso humano.

Al bajar la casuística en los animales, la ra-
bia humana se hace más rara y se registran en
1981 los dos últimos casos dentro de la provincia.
En 1984 se llega al último caso canino. Se detec-
tan posteriormente algunos escasos aislamientos
en murciélagos insectívoros (37).

LA PRUEBA DE LA VACUNA RECOMBI-
NANTE VACCINIA-RABIA EN LA CIUDAD
DE AZUL

Durante 1986 se realizan pruebas en el cam-
po experimental del entonces Centro Panamerica-
no de Zoonosis en Azul de una vacuna recombi-
nante desarrollada por el Laboratorio Merieux, la
cual se aplica a bovinos que eran ordeñados y
explotados normalmente, ejerciéndose un moni-
toreo sanitario sobre los animales y el personal

Tabla 1. Casos de rabia urbana canina en la Provincia de Buenos Aires. Acumulados años 1971/
80 — 1981/84— 1985/93—1994 al 1997
Table 1. Cases of canine urban rabies in the province of Buenos Aires. Accumulated years 1971/80 — 1981/84— 1985/93—
1994 al 1997

Años 1971/80 1981/84 1985/93 1994 1995 1996 1997 
Prov. De 
 Buenos Aires 

 
12.655 

 
236 

 
0 

 
0 

 
0 

 
0 

 
0 
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que los trabajaba (38). Dado que dicho experimen-
to, en los principios de los estudios de recombi-
nantes, requería de condiciones de seguridad es-
trictas y por ser un virus variólico modificado se
comportaba potencialmente como un agente exó-
tico, debería haberse solicitado en primer término
el permiso del Servicio Nacional de Sanidad Ani-
mal para que en primera instancia autorice el ex-
perimento. Este trámite no se hizo, lo cual ocasio-
nó un importante problema de tipo legal sanita-
rio, ya que un organismo internacional apareció
transgrediendo las regulaciones sanitarias del país
(39). El experimento abortó y luego el Centro Pa-
namericano de Zoonosis fue reconvertido.

Para apreciar la verdadera importancia de
esta prueba, hay que tener en cuenta de que se
trataba una vacuna recombinante a virus activo
genéticamente modificado.

Por técnicas de clonado y secuenciamiento
del ácido nucleico se había llegado a la determi-
nación de la organización del genoma del virus
rábico. Se habían determinado los genes que co-
dificaban las proteínas estructurales del virus y
se trabajaba especialmente en insertar el gen que
codificaba la glucoproteína (o antígeno G) del vi-
rus en otros microorganismos más fáciles de mul-
tiplicar, por ejemplo bacterias. Si la bacteria ex-
presaba la proteína inmunizante de la rabia en su
superficie, bastaría con multiplicar esta bacteria
modificada y luego inactivarla para tener una va-
cuna fácil de producir.

Así, el gen de la glicoproteína se insertó en
Escherichia coli y al ser inoculada esta bacteria
modificada e inactivada se logró inducir anticuer-
pos contra la glucoproteína rábica. Como se lo-
graba una cantidad pequeña de glucoproteína con
respecto al total de cada bacteria, se buscaron
soportes más pequeños y así se insertó el gen de
la glucoproteína en virus de la vaccinia (40) y vi-
rus del papiloma bovino. Esta expresión de genes
permitió la formulación de vacunas recombinan-
tes. La modificación del virus pox vaccinia se que-
ría probar sin inactivar el virus soporte, para per-
mitir que este use su potencial infeccioso para
multiplicarse en sujetos susceptibles y así inmu-
nizarlos con la glucoproteína de rabia que llevaba
codificada. Esto tenía la utilidad de poder distri-
buirse con cebos apetecibles para especies silves-
tres transmisoras de la rabia, como los zorros,
zorrinos, mapaches, etc. y así inmunizarlos.

Como no se sabía si la modificación realiza-
da podía alterar alguna otra propiedad del virus
soporte, como por ejemplo brindarle neurotropis-

mo al virus vaccinia, había que probar a campo el
producto. Esto debió hacerse en un ambiente con-
trolado para evitar posibles escapes si el virus re-
sultaba peligroso (p. ej. en lazaretos descontami-
nables, ubicados en zonas aisladas).

Luego de pasar otras pruebas posteriores,
este tipo de vacuna (VRG (vaccinia+rabies
glycoprotein) se emplea actualmente para inmu-
nizar fauna silvestre contra la rabia, respetando
determinados requisitos y normas de aplicación
(41).

ACTIVIDAD ANTIRRÁBICA EN LA PRO-
VINCIA LIBRE DE LA ENFERMEDAD

Durante 1982 el Departamento Antirrábico
del Laboratorio Central de Salud Pública inicia la
producción de cultivos celulares para desarrollar
posteriormente la producción de vacuna antirrá-
bica en células para uso veterinario (42).

La producción de estas vacunas empleando
virus multiplicado en cultivos celulares, lo que se
dio en llamar vacunas de segunda generación a
diferencia de las que lo multiplicaban en encéfalo
de animales que se agruparon como primera ge-
neración, estuvo motivada por la necesidad de
aumentar la disponibilidad en cantidad de dosis,
sumando una nueva línea de producción a la ya
existente. Dado que la línea de células de riñón de
hámster BHK 21 C13 (Baby Hamster Kidney 21
clon 13) ya había sido utilizada en el país en la
producción de vacuna antirrábica uso veterinario
por el Centro Panamericano de Zoonosis (43), se
comenzó a trabajar con esta técnica empleando la
cepa de virus rábico PV-BHK. La puesta en fun-
cionamiento de la División Cultivos Celulares en
el Departamento Antirrábico significó una impor-
tante inversión ya que hubo que incorporar siste-
mas de filtrado de medios, sistemas de rotación
de frascos, agitadores de células, etc. necesarios
para esta tecnología de producción. En la década
del 90 se realizan las pruebas de control de cali-
dad de las primeras vacunas antirrábicas para
uso veterinario producidas a nivel estatal multi-
plicando el virus en células BHK. La aplicación
del primer lote de esta vacuna se realizó en el cen-
tro antirrábico de Lanús. Esta vacuna se mani-
festó práctica en la vacunación en servicio por
demanda espontánea y por estar presentada en
dosis de 1 ml y sin agregado de fenol como con-
servante, se prefirió para su uso en gatos peque-
ños.

Desde esa fecha se entregaron a la campa-
ña provincial cantidades crecientes de este tipo
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de vacuna, llegando en el año 2001 a alcanzar las
100.000 dosis anuales.

El estado provincial provee a la campaña
antirrábica provincial de 96.000 dosis de vacuna
antirrábica uso humano y una cantidad variable
de acuerdo a las posibilidades de producción y
los planes a ejecutar de entre 450.000 y 750.000
dosis de vacuna de uso veterinario anuales, de
las cuales el 80 % son CRL (Fuenzalida-Palacios)
y el 20 % BHK. Estas vacunas son producidas en
el Laboratorio Central de Salud Pública e Institu-
to Biológico de La Plata y se entregan a Zoonosis
Urbanas de Avellaneda, que las emplea en las cam-
pañas de vacunación y realiza la distribución a
los servicios antirrábicos y centros de zoonosis de
los municipios de toda la provincia

El monitoreo del estado sanitario con res-
pecto a rabia en la provincia lo centraliza la Direc-
ción de Medicina Preventiva del Ministerio de Sa-
lud. Los servicios antirrábicos y de zoonosis co-
munican a la División Zoonosis Urbanas mensual-
mente una estadística de sus acciones (controles
de animales, vacunaciones de animales, trata-
mientos antirrábicos de personas, diagnósticos de
laboratorio efectuados y sus resultados, etc) y esta
información centralizada pasa a la citada Direc-
ción de Medicina Preventiva, que a su vez informa
al Ministerio de Salud de la Nación.

Al llegarse a un mejor estado sanitario con
respecto a la rabia, comienzan a evidenciarse otras
preocupaciones que hasta ese momento habían
sido menores. Así pasan a primer plano el proble-
ma que representaban los animales dentro de las
áreas urbanas, la actividad de diversas asociacio-
nes protectoras de animales con nuevas ideas,
opiniones y metodologías de acuerdo a sus idea-
les, la persistencia del problema de la mordedura
de animales, que sigue existiendo y aún aumenta
proporcionalmente a la población y a la relación
perro/hombre en las ciudades, la aparición por
moda de nuevas razas de perros, exóticos hasta
ese momento, en algunos casos de gran tamaño y
de cualidades de agresividad mayores, el crecien-
te grado de abandono en la vía pública de anima-
les por problemas económicos y por no haber pre-
visto sus propietarios la futura evolución de la
mascota (44), el abandono por parte de muchos
municipios del patentamiento y control de los ani-
males callejeros, el no retiro de perros y gatos de
los antirrábicos municipales y la encrucijada de
éstos entre la prohibición de liberarlos y la cre-
ciente reacción ante la posibilidad de eliminarlos,
entre otras.

En algunos casos la capacidad de las aso-
ciaciones protectoras de adoptar los perros y ga-
tos que luego de los controles no fueran retirados
por los propietarios permitió un canal de coloca-
ción de estos animales. Este sistema fue utilizado
por el Departamento Antirrábico del Instituto Bio-
lógico de la Provincia de Buenos Aires mediante
convenios celebrados con las asociaciones protec-
toras de La Plata. Al ir surgiendo nuevas entida-
des protectoras, comenzaron a participar en la
problemática en la medida de sus posibilidades.
En varios municipios de la provincia se han inte-
grado convenios similares con posterioridad.

 En otros municipios esto no se ha logrado.
Es así que ante la conflictiva problemática de lo
relacionado a este manejo, el Ministerio de Salud
de la Provincia de Buenos Aires crea en 1994 por
la Resolución Ministerial Nº 1.752 /94 la Comi-
sión Técnica Asesora sobre el Manejo de Poblacio-
nes Animales en Áreas Urbanas, que se reúne ini-
cialmente en Buenos Aires el 27 de octubre de
1994, funcionando hasta agosto de 1995, momen-
to en el cual es reconvertida y pasa a formarse la
Comisión Técnica Asesora Permanente en Normas
de Procedimiento para el Manejo y Control de Po-
blaciones de Animales en Centros Urbanos de la
Provincia de Buenos Aires y Actividades Zoonóti-
cas, por Resolución del 22/8/95 del Ministerio de
Salud de la Provincia de Buenos Aires. Estas co-
misiones incluyen representantes del Ministerio
de Salud de la Provincia de Buenos Aires, del Mi-
nisterio de Salud y Acción Social de la Nación, de
las Facultades de Ciencias Veterinarias de las Uni-
versidades Nacionales de La Plata, Buenos Aires y
del Centro, del Instituto Panamericano de Protec-
ción de Alimentos y Zoonosis, del Instituto Pas-
teur de la Municipalidad de Buenos Aires, del Co-
legio de Veterinarios de la Provincia de Buenos
Aires, de la Asociación Argentina de Zoonosis y de
la Sociedad Argentina Protectora de los Animales.
Se hace patente la necesidad de caracterizar el
problema de la relación cuantitativa hombre/pe-
rro en diversas zonas de las ciudades de la Pro-
vincia y también la caracterización de las exposi-
ciones a personas por mordeduras de animales,
por lo cual se realizan trabajos sobre esta temáti-
ca (45).

La Organización Mundial de la Salud (OMS)
y la Asociación Mundial de Protección Animal
(World Society for the Protection of Animals-WSPA),
publican un documento emanado de su comité de
expertos durante 1990 “Guía para el manejo de la
población de perros” (46) del cual surge el con-
cepto de la llamada “Tenencia responsable” de las
mascotas que implica la necesaria responsabili-
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dad que asume una persona al adoptar una mas-
cota en cuanto a proporcionarle alimento, conten-
ción, afecto, cuidado a su salud y alojamiento
durante toda la vida de la mascota, o sea previen-
do su futura evolución.

PROYECCIONES
La evolución histórica de la rabia en la pro-

vincia de Buenos Aires en los casi dos siglos en
los que la enfermedad se mantuvo como endemia
provincial, ha estado relacionada a importantes
acontecimientos de índole política y ha mostrado
etapas de variable evolución en su control. Los
mejores resultados comienzan a notarse a partir
de 1980 después del peor pico de la enfermedad
ocurrido durante 1976. Esto es posibilitado entre
otras cosas por la decisión de lograr el control,
por el uso adecuado de los conocimientos sobre el
tema previa adecuación a la realidad provincial,
por actividad técnica e investigativa propia, desde
el diseño de las campañas hasta la producción
provincial de vacunas de alta calidad, la vigilan-
cia epidemiológica y la educación para la salud,
todo lo cual estuvo posibilitado por el manteni-
miento de los funcionarios de todos los niveles
expertos en el tema más allá de los cambios políti-
cos.

Existen aún algunos desafíos que lograr. El
primero de ellos es que la rabia no vuelva a reapa-
recer en el territorio provincial, para lo cual se
deben mantener coberturas racionales de vacu-
nación, realizar educación sobre la enfermedad,
actualizar los métodos de control de fronteras, ejer-
cer un ajustado control municipal con identifica-
ción de los animales y sus propietarios, evitar la
proliferación de animales callejeros transmisores
sin control, apoyar la actividad de las asociacio-
nes protectoras, fomentar la tenencia responsa-
ble de las mascotas, efectuar estudios ecológicos
y una constante investigación aplicada sobre el
tema. De esa forma estaremos seguros que la ra-
bia no volverá al territorio provincial y seguirá sien-
do uno de los ejemplos de cómo una acción sani-
taria organizada, multidisciplinaria y constante lo-
gra los mejores resultados esperables con el rédi-
to de dejar desarrollo, tecnología y bienestar con
el mejor aprovechamiento de la inversión econó-
mica para el mejoramiento de la salud humana y
animal.
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CRIBADO ANTIHELMÍNTICO PRIMARIO: SISTEMAS PARA
LA EVALUACIÓN DE ACTIVIDAD NEMATOCIDA IN VITRO

MM Martínez Grueiro
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Universidad Complutense de Madrid. España.

RESUMEN: Los nematodos parásitos causan enfermedades importantes al hombre y a los
animales domésticos. El control de estas infecciones se apoya fundamentalmente en el trata-
miento con antihelmínticos; lamentablemente, se han ido desarrollando resistencias frente a
las distintas clases de antihelmínticos de amplio espectro y existe una clara necesidad de
encontrar nuevas alternativas terapéuticas. La investigación farmacológica tiene indudable-
mente un requerimiento básico: disponibilidad de sistemas de valoración rápidos, sencillos y
económicos. En esta revisión examinaremos los métodos que se han propuesto para la evalua-
ción in vitro de actividad nematocida. En ellos se utilizan nematodos de vida libre y nemato-
dos parásitos (estadios de vida libre y de vida parasitaria). La actividad se valora determi-
nando el efecto de los productos objeto de estudio sobre el desarrollo, la viabilidad o la moti-
lidad de distintos estadios, o bien a través de parámetros bioquímicos. Estos métodos varían
en su sensibilidad, capacidad de selección, rapidez, coste y facilidad de ejecución pero en
muchos casos pueden constituirse en sistemas adecuados para la preselección, previa al
cribado primario en modelos animales, de antihelmínticos potenciales.

Palabras clave: cribado antihelmíntico, nematocida, «in vitro»

PRIMARY ANTHELMINTIC SCREENING: SYSTEMS FOR THE
EVALUATION OF IN VITRO ANTHELMINTIC ACTIVITY

ABSTRACT: Nematode parasites cause serious infectious diseases in humans and domestic
animals. Control of these infections relies mostly on chemotherapeutics, but resistance has
developed against most of these broad-spectrum drugs in many parasite species. Discovery
and development of new agents effective against the nematodes of major economic or medical
importance is necessary now. An important basic requirement for the discovery of chemothera-
peutic drugs is the testing facilities. In this paper, in vitro techniques used for the detection
and measurement of anthelmintic activity are reviewed. The primary systems employed for
this purpose utilize free-living nematodes and free-living and parasitic stages of parasitic
nematodes. Interpretation of nematocidal activity in these assays commonly relied on the de-
tection of drug-induced effects on nematode development, viability, motility or biochemical
parameters. Such screens vary in their sensitivity, selectively, cost, rapidity and ease of ex-
ecution, but afford useful and economical means for the initial selection of new compounds for
further more detailed evaluation in animal models.

Key Word: antihelmintic screening, nematocide, “in vitro”
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INTRODUCCIÓN
La búsqueda de nuevas alternativas para el

tratamiento de las helmintosis que afectan al hom-
bre y a los animales domésticos puede plantearse
hoy desde nuevas perspectivas (1, 2, 3), pero la
mayor parte de los antiparasitarios actuales tu-
vieron su origen en el cribado empírico masivo de
productos de síntesis o de origen natural, y en la
explotación racional de sus resultados. Esta vía
ha sido y sigue siendo uno de los caminos funda-
mentales para la búsqueda de nuevos medicamen-
tos, pero sólo será viable si se dispone de sistemas
de ensayo simples y económicos que permitan
valorar un gran número de compuestos, operan-
do con cantidades mínimas de producto, y que
nos ofrezcan la mayor sensibilidad y especificidad
posible. Los sistemas in vitro tratan de responder
a esta necesidad; sus limitaciones son obvias pero
sus ventajas nada desdeñables, y por ello se con-
vierten habitualmente en el primer paso de lo que,
en el mejor de los casos, será una larga serie de
pruebas que nos conducirá a un nuevo agente
terapéutico.

En esta revisión examinaremos los distintos
sistemas que se han propuesto para la valoración
in vitro de actividad nematocida (o para la detec-
ción de antihelmínticos de amplio espectro), en-
tendiendo que estas pruebas constituyen el pri-
mer nivel de cribado y que los productos que lo
superen serán sujeto siempre de ensayos in vivo
(cribado primario in vivo). Las pruebas in vitro se
realizan con nematodos de vida libre y nematodos
parásitos; los primeros pretender ser, en palabras
de Tiner (4), un “simulador aceptable” del parási-
to in vitro. Entre los segundos se incluyen espe-
cies “diana”, parásitos del hombre o de los anima-
les que constituyen el objetivo final de los poten-
ciales antiparasitarios, y especies próximas, pa-
rásitos propios de los animales de experimenta-
ción más económicos, cuyos ciclos biológicos pue-
den mantenerse en el laboratorio.

NEMATODOS DE VIDA LIBRE
El uso de nematodos de vida libre en ensa-

yos farmacológicos es muy antiguo y coexiste en
sus orígenes con el de otros organismos no pará-
sitos o ectoparásitos, tales como oligoquetos o hi-
rudíneos (5); estos últimos pronto serán desesti-
mados pues están muy lejos de poder representar
a las especies que se desea combatir. Los nemato-
dos de vida libre, sin embargo, seguirán utilizán-
dose hasta nuestros días. La facilidad de su culti-
vo, ya sea en condiciones monoxénicas o axéni-
cas, y sus cortos ciclos biológicos, posibilitan la
obtención de un gran número de individuos; so-

bre ellos o sobre su desarrollo se evaluará la acti-
vidad nematocida. El valor de estos sistemas como
indicadores de actividad antiparasitaria es discu-
tible, pero persisten como métodos sensibles, sen-
cillos, rápidos y económicos para la preselección
de antihelmínticos o nematocidas potenciales.

Una de las primeras especies utilizadas fue
Rhabditis pseudoelongata (syn. Rhabditis
macrocerca), un rabdítido saprozoico que se aísla
de heces de conejos silvestres (6, 7, 8, 9). Tras los
primeros trabajos publicados, y a la vista de la
escasa sensibilidad del modelo, se abandonó su
uso; no obstante, en 1981 es utilizado de nuevo
por Brienne et al. (10) para la valoración de una
serie de compuestos análogos al tetramisol. Las
experiencias de estos investigadores ponen de ma-
nifiesto la gran sensibilidad de R. pseudoelongata
al levamisol y tetramisol; su concentración letal
50 (CL50) se estimó en 0,25 y 0,4-0,5 µg/ml res-
pectivamente. La respuesta ante otros antihelmín-
ticos no es tan satisfactoria; tiabendazol y befenio
presentan una CL50 de 50 µg/ml, mebendazol 100
µg/ml y flubendazol, piperacina y pirvinio supe-
riores a 100 µg/ml. Este modelo sería nuevamen-
te utilizado por investigadores franceses para va-
lorar productos de síntesis análogos al levamisol
(11, 12), derivados amidínicos azolados (13) y ar-
senicales trivalentes (14). El procedimiento, en lí-
neas generales, consiste en incubar los nemato-
dos (larvas y adultos), durante 2 horas (a veces
24 horas), en oscuridad, a 25-27 ºC, en la pre-
sencia de los compuestos objeto de estudio; al cabo
de este tiempo se determina el porcentaje de mor-
talidad para cada concentración ensayada y se
calcula la CL50.

Otras especies como Rhabditis strongyloides
(4, 15), Rhabditis pellio (4), Acrobeloides
obtusicaudatus (16), Rhabditis oxycerca (17,18) y
Panagrellus redivivus (17, 18, 19), también se han
empleado ocasionalmente en la valoración de ac-
tividad nematocida.

En 1952 se propuso la utilización de
Turbatrix aceti, “la anguila del vinagre”, como mo-
delo experimental para el cribado antihelmíntico
(20 ); en la literatura hemos encontrado muy po-
cas referencias a su uso (21, 22). Vanfleteren y
Roets (23) determinaron el efecto de algunos anti-
helmínticos sobre el crecimiento de poblaciones
de T. aceti y Caenorhabditis briggsae en cultivo
axénico. Según estos autores, ascaridol, befenio,
d-tubocurarina y piperacina no afectan a estos
nematodos; fenotiacina y hexilresorcinol inducen
una inhibición moderada, y pirvinio, ditiazanina
y tiabendazol son muy eficaces. C. briggsae ya
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había sido utilizado en los años 50 y 60; habién-
dose observado mayor sensibilidad al valorar el
efecto sobre el crecimiento de la población (24).
En 1965, Tiner (4) afirmó que C. briggsae, al igual
que Rhabditis strongyloides y Rhabditis pellio, no
constituían sistemas válidos para estudiar activi-
dad nematocida, pues estos nematodos crecían y
se reproducían en presencia de fenotiacina. Con
C. briggsae, Fiakpiu (25) estudió el mecanismo de
acción de la piperacina.

Entre los nematodos de vida libre, utiliza-
dos en estudios de quimioterapia experimental,
ocupa un lugar privilegiado Caenorhabditis
elegans. Este pequeño nematodo, cuyo hábitat
natural es el suelo (vive en la fina película de agua
que rodea las partículas de tierra), posee una se-
rie de atributos (anatomía muy simple, corto ciclo
biológico, facilidad de cultivo, pequeño genoma,
etc) que lo convierten en un excelente modelo ex-
perimental para el estudio de diversos problemas
biológicos. En este contexto, su utilización en es-
tudios farmacológicos es sólo una de sus múlti-
ples facetas y no la de mayor relevancia. Son
Platzer, Eby y Friedman (26) quienes proponen
su uso como modelo para la búsqueda de nuevos
antihelmínticos y para el estudio del mecanismo
de acción de los derivados bencimidazólicos, tras
comprobar que los bencimidazoles (mebendazol,
cambendazol, oxibendazol, parbendazol, fenben-
dazol y tiabendazol) inhiben su crecimiento.
Simpkin y Coles (27) sistematizan el uso de C.
elegans como modelo de cribado; establecen un
método y determinan la sensibilidad de este ne-
matodo a distintos antihelmínticos, así como su
capacidad de selección en el cribado. Las prue-
bas se realizan en placas de 24 pocillos; los ver-
mes (10-20/pocillo) procedentes de un cultivo de
4-8 días se incuban a 20 ºC, durante 7 días en
presencia de los fármacos. El medio de cultivo se
compone de un tampón, un cultivo de Escherichia
coli, ampicilina y nistatina (la ampicilina inhibe la
multiplicación bacteriana, reduciendo las proba-
bilidades de que los productos a valorar sean
metabolizados). Transcurrido el periodo de incu-
bación se procede a la observación y compara-
ción de los pocillos con y sin fármaco (n=2). Se
distinguen dos grupos de vermes, inmaduros y
portadores de huevos. La dosis activa mínima de-
tectable (DMD) se define como la dosis más baja,
activa en uno de los grupos o dudosa en los dos,
según el siguiente baremo:

- Activo: presencia de un número de vermes
igual o inferior al inicial

- Dudoso: población ligeramente superior
- Inactivo: gran incremento en el número de

vermes

El modelo reconoce la actividad de todos los
antihelmínticos de amplio espectro y es especial-
mente sensible a la avermectina B1a.

Haber et al. (28), Conder et al. (29) y Dutton
et al. (30) utilizan el método de Simpkin y Coles
(27); en el primero de estos trabajos, la eficacia se
valora, por observación microscópica, asignando
valores de 0 a 5 en función del número de super-
vivientes (5, ninguno; 4, de 1 a 5; 3, de 6 a 10; 2,
de 11 a 20; 1, de 21 a 50, 0 >50).

En nuestro laboratorio, C. elegans se
mantiene desde 1983, mediante resiembras su-
cesivas y criopreservación en nitrógeno líquido.
Siguiendo los métodos descritos por Brenner (31),
los nematodos se cultivan a 20±1 ºC, en placas de
Petri sobre agar NG (“nematode growth”) previa-
mente sembrado con E. coli (cepa OP50, deficien-
te en uracilo). Para el cribado primario hemos uti-
lizado el sistema descrito por Simpkin y Coles (27)
con algunas modificaciones (32); básicamente, se
determina el efecto de los productos, sobre el de-
sarrollo y la capacidad reproductiva, cuantifican-
do los niveles de población alcanzados, a partir
de un pequeño número de vermes en el mismo
estado de desarrollo, en los pocillos testigo y pro-
blema (n=8), tras los siete días de incubación, y
estableciendo los correspondientes porcentajes de
reducción. La primera modificación supone la uti-
lización de una población sincrónica, larvas de
segundo o tercer estadio que se obtienen siguien-
do el método de Hirsh, Oppenheim y Klass (33).
La segunda modificación -la sustitución de la ob-
servación directa por el recuento en cámara
McMaster- fue también realizada por Coles (34) y
otros autores, si bien, coincidimos con Coles (35)
en que puede prescindirse de ella, si se desea
afrontar el cribado de un gran número de com-
puestos.

C. elegans es muy sensible a los derivados
bencimidazólicos, aunque los huevos de este ne-
matodo parecen ser menos sensibles que los de
los nematodos parásitos (36). En nuestros ensa-
yos, al realizar el examen microscópico de las po-
blaciones expuestas a estos fármacos (durante el
proceso de recuento), observamos que las larvas
más jóvenes exhibían su motilidad característica
mientras que los últimos estados larvarios y espe-
cialmente los adultos no se movían y cuando lo
hacían era de forma espasmódica e irregular (37).
Spence et al. (38), autores de un detallado estudio
que recoge los efectos del mebendazol, sobre el
crecimiento, desarrollo y capacidad reproductiva
de C. elegans, registraron un comportamiento si-
milar: el movimiento de las L1 y L2 , cultivadas en
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presencia de mebendazol (6,25 µg/ml), era nor-
mal; la parálisis comenzaba a evidenciarse en el
estadio de L3 y era severa desde el estadio de L4.
Recientemente también se ha señalado que las L1

de C. elegans son menos sensibles a la inmovili-
zación por clorpromacina que los adultos (39).

Simpkin y Coles (27) recomendaron que el
cribado de nuevos compuestos se iniciase con
dosis de 50 µg/ml. Ellos valoraron 445 compues-
tos, ensayados previamente en ratón; entre los
productos que el sistema reconoció como activos
(62), se encontraban todos los que habían mos-
trado actividad in vivo sobre nematodos. No de-
tectaron por tanto “falsos negativos”, pero cabe
suponer que si obtuvieron “falsos positivos”. Se
ha estimado que el 10 % de los productos valo-
rados en este sistema (50 µg/ml) resultan activos
(40, 41); Jenkins (40) considera que esto supone
un nivel de preselección aceptable, aunque critica
el modelo por su escasa sensibilidad al pirantel
(DMD 50 µg/ml) y al tiofanato (DMD 250 µg/ml).
La capacidad de selección de C. elegans no es ob-
viamente la ideal, al igual que los demás sistemas
in vitro será sensible a compuestos con actividad
biocida (35) pero, como señala Coles (42), su bajo
coste y el hecho de que no requiere animales de
experimentación probablemente justifican su uso
continuado como sistema de preselección, previo
al cribado primario in vivo.

Nosotros habitualmente iniciamos el criba-
do, en el caso de productos de síntesis, con con-
centraciones de 100 µg/ml; si 50 µg/ml represen-
ta el límite de eficacia de un antihelmíntico como
pirantel nos pareció preferible partir de una con-
centración mayor, aunque no mucho mayor puesto
que esto incrementaría el número de falsos positi-
vos ya de por sí elevado. Por otra parte, observa-
mos que el pirantel a 25 µg/ml no afecta a la ca-
pacidad reproductiva de los vermes pero sí redu-
ce considerablemente su motilidad. Este hecho nos
sugirió la conveniencia de tener en cuenta, a la
hora de evaluar nuevos compuestos, su repercu-
sión sobre la motilidad (37); al menos en una oca-
sión, nos hemos encontrado ante un producto que
redujo la motilidad sin inhibir apenas el crecimien-
to de la población y que mostró posteriormente
actividad nematocida in vivo (43).

La motilidad se ha empleado como criterio
único de valoración en ensayos más simples reali-
zados con C. elegans. Básicamente, en estas prue-
bas (“motility asssays”), los nematodos recogidos
de las placas de cultivo, tras varios lavados, se
ponen en contacto con los productos (en tubos o
placas, en el tampón de lavado) durante 2, 16, 18

ó 24 horas. Finalmente, se examinan al microsco-
pio y se determinan las concentraciones que
inmovilizan al 50, 90 o 95 % de los vermes (44,
45, 46, 47, 48, 49, 50, 51 y 52, entre otros). En
un trabajo reciente se utilizan el método de cultivo
de 7 días (27) y el de motilidad de 2 horas (46),
observándose, como cabía esperar, que el prime-
ro es más sensible (53).

C. elegans es también un modelo experimen-
tal útil en estudios toxicológicos; en este campo,
se han utilizado distintos criterios de valoración,
fundamentalmente letalidad (54), reproducción
(55) y “comportamiento” (56, 57). Este último pa-
rámetro, evaluado a través de un sistema
informatizado de análisis de imágenes, no se ha
probado todavía con un rango amplio de produc-
tos, pero los resultados obtenidos hasta el momen-
to denotan una gran sensibilidad, equiparable a
la que ofrece la valoración de la capacidad repro-
ductiva. Evidentemente, este sistema exige unos
recursos técnicos considerables, pero el software
ya ha sido desarrollado, y podría suponer una al-
ternativa muy satisfactoria para la evaluación de
actividad antihelmíntica.

Una variante un tanto particular de los sis-
temas desarrollados con C. elegans para detectar
actividad nematocida la constituye el denomina-
do “water agar assay”, diseñado específicamente
para detectar hongos capaces de destruir nema-
todos (48). En él, pequeñas piezas de agar (10 mm
Ø) de los cultivos del hongo y del nematodo se
colocan en posiciones opuestas sobre placas de
agar-agua. Las placas se examinan diariamente;
a los 3-7 días, aquellos hongos que manifiestan
efectos nematocidas (muchos nematodos inmóvi-
les o muertos en las proximidades del micelio) se
seleccionan para estudios posteriores. Mayer, Anke
y Sterner (58) en lugar de una porción del medio
con nematodos colocan, en la misma posición, una
suspensión de larvas (1000 larvas/200 µl). En este
último trabajo, y en otros que se han menciona-
do, el cribado está orientado hacia la búsqueda
de productos activos frente a nematodos parási-
tos de plantas.

Las posibilidades de C. elegans como mode-
lo experimental, en el campo de la quimioterapia
antihelmíntica, no se restringen a su utilización
como sistema de cribado, también es un organis-
mo apto para el estudio de los mecanismos de ac-
ción y de resistencia; la bibliografía en esta área
es muy extensa e inabordable en esta revisión.

Una de las propuestas más recientes, en
relación al uso de nematodos de vida libre como
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sistemas de cribado primario, se debe a Yanagida
et al. (59). Estos investigadores aislaron los nema-
todos del suelo del Campus de la Universidad de
Toho (Japón); fueron identificados como miembros
de la Clase Secernentea, Orden Rhabditida, Fa-
milia Diplogastridae. Yanagida et al. (59), tras es-
tablecer las condiciones para su cultivo, desarro-
llaron un sistema para valorar actividad nemato-
cida. En sus pruebas, las larvas de tercer estadio
se incuban a 28 ºC, durante 4 horas, con y sin los
productos objeto de estudio, y tras este periodo se
determinan los porcentajes de letalidad y se cal-
cula la concentración mínima letal. Se trata ade-
más de correlacionar la forma que adoptan las
larvas con el mecanismo de acción de los fárma-
cos de referencia. Las concentraciones mínimas
letales de algunos de los antiparasitarios proba-
dos son las siguientes: levamisol 8 µM, metrifonato
16 µM, avermectina 150 µM, citrato de piperacina
630 µM, albendazol 310 µM, tiabendazol 200 µM,
clorhidrato de quinina 310 µM, pamoato de pi-
rantel > 100 µM, dietilcarbamacina 30 mM. Este
método se ha utilizado para valorar la actividad
nematocida de 22 picrodendrinas (60) y 38
quasinoides (61), y para realizar los correspon-
dientes estudios de relación estructura-actividad.
No disponemos de datos sobre la actividad in vivo
de estos compuestos.

Finalmente, en este apartado incluiremos una
última especie muy diferente a las anteriores, ya
que no es un organismo de vida libre sino un
fitoparásito, nos referimos a Bursaphelenchus
xylophilus (syn. B. lignicolus); su inclusión se justi-
fica por el hecho de que su ciclo biológico, al igual
que el de los nematodos de vida libre, se mantiene
integramente in vitro. Este nematodo (Aphelenchida)
es parásito de coníferas y produce una enferme-
dad muy grave en los árboles; su valor potencial
como modelo experimental se ve por tanto incre-
mentado al tratarse de una especie patógena y con-
secuentemente “diana” per se de los hipotéticos
agentes farmacológicos que puedan seleccionarse
con él.

En el laboratorio, B. xylophilus crece sobre
cultivos de Botrytis cinerea en agar Czapex-Dox o
patata-glucosada. Se han descrito distintos pro-
cedimientos para la valoración de actividad ne-
matocida; Kimura et al. (62) y Otoguro et al. (63)
evalúan el efecto paralizante o letal de los com-
puestos, determinando la capacidad de los nema-
todos para atravesar papel japonés (papel para
escribir tipo Kokuyo, Tai-19). En el último trabajo
citado, los nematodos se mantienen en contacto
con los productos durante 18 horas, en pequeños
tubos de vidrio, tapados con el papel japonés. Al

cabo de este tiempo, los tubos se invierten sobre
los pocillos de una placa de 24 pocillos en los que
se ha dispuesto una solución de estreptomicina.
Tras una incubación adicional de 3 horas a 27
ºC, se examinan los pocillos a fin de estimar la
mortalidad, aplicando la siguiente ecuación: mor-
talidad (%) = {1- [A + (B x 0,5) + (C x 0,25) / D]} x
100, donde A, B, y C son el número de gusanos
que exhiben una motilidad normal, moderada o
escasa respectivamente, y D es el número de gu-
sanos vivos en el control. En estas condiciones, la
CI50 de la avermectina B1a es 0,1 µg/ml.

Alen et al. (64, 65) siguen el método de
Kawazu et al. (66) con algunas modificaciones.  En
una placa de Petri (4 cm Ø), en la que se ha culti-
vado el hongo (a 21 ºC durante 4 días), se coloca
una bolita de algodón (5 mm Ø) con el producto a
ensayar (máximo 20 mg); en el algodón se inyecta
la suspensión de nematodos (0,1 ml/1500 ver-
mes) y la placa se incuba a 26 ºC, 4 días. Si los
nematodos no consumen el micelio, el producto
se considera activo; en caso contrario, inactivo.
La dosis mínima eficaz será la dosis menor que
inhibe el consumo del micelio.

Otros investigadores trabajan con dos espe-
cies de Bursaphelenchus: B. xylophilus y B.
mucronatus; sobre ambas se determina el efecto
paralizante o letal de los productos, tras 24 horas
de incubación a 25 ºC, por observación visual (si
permanecen inmóviles y no responden al contac-
to se consideran muertos). Con la primera espe-
cie, también se realizan pruebas de comportamien-
to que nos recuerdan los antibiogramas clásicos.
En el centro de una placa de Petri, con agar, se
dispone una gota de una suspensión de L4 y adul-
tos (40 µl/10.000 vermes); cuando se seca, se co-
locan a su alrededor (equidistantes del centro y
del margen de la placa) 4 discos de papel de filtro
a los que se incorporó previamente el producto en
estudio (en uno de ellos el disolvente). Tras 0,5, 1
ó 2 horas a temperatura ambiente, se examinan
las placas para observar si se produce un efecto
“tóxico” -nematodos muertos o inmóviles alrede-
dor del disco- o “repelente” - los nematodos se dis-
tribuyen por toda la placa, salvo en los márgenes
del disco (52).

NEMATODOS PARÁSITOS
Los nematodos parásitos, especialmente

aquellos que son el objetivo final de la quimiotera-
pia, representan a priori el sistema más adecuado
para la evaluación in vitro de actividad nematoci-
da; sin embargo, la especificidad de hospedador
de muchas de estas especies hace imposible o di-
fícil su utilización, ya que no pueden mantenerse
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en animales de experimentación o requieren hos-
pedadores muy costosos. Por otra parte, ninguno
de ellos puede cultivarse íntegramente in vitro.
Estos problemas han determinado el uso alterna-
tivo de especies propias de los animales de labo-
ratorio, particularmente de los más económicos,
el ratón y la rata.

Para la valoración de actividad antihelmín-
tica se han utilizado muy a menudo los estadios
de vida libre de los nematodos parásitos, espe-
cialmente del Orden Strongylida. Las razones son
obvias; el desarrollo de estos estadios in vitro es
fácil (no ocurre así con los estadios parásitos) y,
además, pueden obtenerse en número elevado, sin
necesidad de sacrificar a sus hospedadores. Es-
tos sistemas aportan una gran economía de me-
dios y, en general, niveles de sensibilidad acepta-
bles; en su contra, cabe decir que, al igual que los
modelos desarrollados con nematodos de vida li-
bre, seleccionan una mayor proporción de falsos
positivos que los sistemas que emplean estadios
de vida parasitaria.

Entre los primeros trabajos publicados, se
encuentran los realizados por Shorb y Habermann
(67), con larvas de tricostrongílidos de oveja, Levine
(68), con larvas se estrongílidos de caballo,
Deschiens (69), con larvas de Haemonchus
contortus, Tiner (70), con los estadios de vida libre
de Obeliscoides cuniculi y Trichostrongylus
calcaratus, Leland y Bogue (71), con huevos y lar-
vas de Strongyloides ransomi, y Parnell (72), con
larvas de estrongílidos y tricostrongílidos. El exa-
men de estos primeros trabajos y de los publica-
dos posteriormente nos muestra que los esfuerzos
se han orientado en tres direcciones; básicamen-
te, se ha tratado de determinar el efecto de los
compuestos objeto de estudio sobre el desarrollo
de los huevos (embrionamiento y eclosión), sobre
determinados estadios larvarios o sobre el desa-
rrollo desde huevo a larva de tercer estadio (L3).

La actividad ovicida de los bencimidazoles
es bien conocida (73, 74, 75) y las pruebas que
evalúan el efecto de estos fármacos sobre el desa-
rrollo de los huevos (76, 77, 78, 79) se contem-
plan fundamentalmente como sistemas para la
valoración in vitro de la resistencia a estos anti-
helmínticos. La resistencia al levamisol también
se estima de modo similar, basándose en la capa-
cidad de este fármaco para inhibir la eclosión (80).
El valor de estas pruebas como sistemas de prese-
lección de antihelmínticos potenciales es muy li-
mitado; los ensayos realizados con fármacos de
referencia denotan un espectro de sensibilidad

muy reducido. Coles y McNeillie (81) estudiaron el
efecto de varios antihelmínticos sobre el desarro-
llo de los huevos de Nematodirus spathiger. Los
huevos se incuban en presencia del producto,
durante 3 días a 27 ºC, y se determina el porcen-
taje de embrionamiento. Los bencimidazoles (tia-
bendazol, cambendazol, parbendazol, oxibenda-
zol, albendazol, mebendazol y fembendazol) mues-
tran una gran actividad, apreciable a concentra-
ciones de 0,5 p.p.m. ; por el contrario, tetramisol,
levamisol, pirantel, morantel, pamoato de pirvinio,
yoduro de estilbacio y tiofanato no inhiben el
embrionamiento de los huevos. El cribado de 2.000
compuestos, elegidos al azar, proporcionó relati-
vamente pocos “activos” (63 compuestos). Noso-
tros hemos determinado el efecto de 14 antihel-
mínticos sobre el desarrollo de los huevos de
Heligmosomoides polygyrus (a 20 ºC embrionan
en 24 horas y eclosionan a las 40 horas de incu-
bación). Observamos que sólo los bencimidazoles
(y no todos ellos) inhiben el embrionamiento y la
eclosión, mientras que el levamisol tan solo inhibe
la eclosión; otros antihelmínticos de amplio espec-
tro tan relevantes como la ivermectina no mues-
tran actividad (82). A pesar de ello, entendemos
que estas pruebas, rápidas y sencillas, pueden
complementar otros estudios in vitro y ofrecer in-
formación adicional; nosotros las hemos utilizado
ocasionalmente, con otros modelos, en la valora-
ción de actividad nematocida (83, 84).

Otros autores utilizan en sus ensayos un
estado larvario determinado, muy a menudo L3 de
tricostrongiloideos; éstas ofrecen una ventaja adi-
cional, sobre otros estadios de vida libre, que es la
posibilidad de conservación durante periodos de
tiempo prolongados. Schulz, en 1974 (85), comu-
nicó que compuestos con actividad antihelmínti-
ca reconocida no afectaban a las larvas de Oeso-
phagostomum sp. in vitro, indicando que este mo-
delo no era apto para las pruebas de cribado.
Boisvenue et al. (86) valoran la actividad de 25
antihelmínticos frente a L3 desenvainadas de Hae-
monchus contortus. El criterio de actividad aplica-
do es la pérdida de motilidad o muerte de las lar-
vas, tras su incubación durante 24 horas con el
fármaco. La subjetividad de la interpretación es
minimizada, según estos autores, por la gran mo-
tilidad que caracteriza a estas larvas y por el he-
cho de que las observaciones las realiza siempre
la misma persona. El sistema es particularmente
sensible a la ivermectina y al levamisol, pero otros
antihelmínticos, entre ellos los bencimidazoles, se
muestran inactivos. Boisvenue et al. criban un total
de 5.280 compuestos; aproximadamente, un 5%
denotan actividad a la concentración de 100 µg/
ml (86).
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La evaluación de actividad antihelmíntica a
través de la apreciación visual directa, por un ob-
servador, de motilidad o viabilidad ha sido critica-
da por su dificultad y subjetividad, pero es uno de
los criterios de uso más generalizado. Lo emplean,
por ejemplo, Hood et al. (87) y Blanchflower et al.
(88) en las pruebas in vitro con L3 de H. contortus
para el estudio de una nueva serie de
milbemicinas, y de paraherquamida y otros meta-
bolitos de Penicillium sp., respectivamente. Estos
ensayos se realizan en placas de microtitulación,
en cuyos pocillos se disponen los extractos disuel-
tos en metanol hasta su evaporación. Se añaden
a continuación las larvas y, tras una noche de
incubación a 4 ºC, las placas se dejan a tempera-
tura ambiente y se examina, visualmente, la moti-
lidad de las larvas. Del mismo modo se actúa en el
sistema desarrollado por Gill et al. (89), con L3 de
H. contortus, Trichostrongylus colubriformis, y Os-
tertagia circumcincta, para la valoración de resis-
tencias y que se ha utilizado en la evaluación de
antihelmínticos potenciales, paraherquamida (90)
y bafilolidas (91) entre otros. En él, las L3 se dispo-
nen en los pocillos de una placa (placas de 96
pocillos) en los que se ha colocado el producto en
solución y una matriz de agar al 2 %. Las placas
se mantienen a 25 ºC, en oscuridad, y se exponen
a la luz durante 20 minutos cada 24 horas para
inducir la motilidad. A las 72 horas, se determina
visualmente el número de larvas mótiles (se consi-
deran como tales sólo aquellas que muestran el
movimiento sinusoidal normal) y no mótiles, y se
calcula la concentración requerida para paralizar
al 50 % de las larvas.

Los intentos de objetivar la valoración del
efecto de los fármacos sobre la motilidad de las
larvas pasan por el uso de fotodetectores (siste-
mas automatizados de medida) y el desarrollo de
sistemas que evalúan la capacidad migratoria de
las larvas. Bennett y Pax (92) diseñaron un ins-
trumento (Micromotility MeterTM , B&P Instruments,
Mason, USA) para cuantificar la motilidad de lar-
vas y adultos, de nematodos parásitos o de vida
libre. Con este aparato se ha evaluado el efecto de
distintos antihelmínticos sobre L3 envainadas de
H. contortus (93, 94), T. colubriformis (95) y Stron-
gylus edentatus (96). En estas condiciones la sen-
sibilidad de los modelos se incrementa significati-
vamente; en las experiencias de Boisvenue et al.
(86), antes mencionadas, el albendazol (100 µg/
ml) no producía efectos apreciables sobre la moti-
lidad de las larvas de H. contortus; Folz et al. (93,
94), con el nuevo sistema, registran reducciones
del 58 % y 91 % en el índice de motilidad. La
mayor sensibilidad del sistema automatizado tam-
bién se evidencia en la respuesta ante otros fár-

macos cuyos efectos son evidentes en observación
directa; Geary et al. (97) señalaron que las con-
centraciones de ivermectina requeridas para afec-
tar a la motilidad de adultos de H. contortus (≥ 10
-8 M) eran mucho más bajas que las necesarias
para apreciar pérdida de motilidad visualmente
(10-6 M).

La capacidad migratoria de las larvas -me-
dida de su motilidad-, tras la exposición a sustan-
cias con potencial actividad antiparasitaria, se
puede estimar mediante el uso de geles de agar
(98, 99) o de pequeños tamices de nylon (100, 101).
En el primer caso, las larvas se ponen en contacto
con el producto a valorar, y tras 2 ó 3 horas de
incubación a 37 ºC se incorpora al tubo agar
(1,4%) a 45 ºC; la mezcla se coloca en un tamiz
que se sitúa sobre una pequeña placa de Petri
que contiene el producto en estudio a la misma
concentración. Tras un nuevo periodo de incuba-
ción, 16 horas o más, ahora a temperatura am-
biente, los tamices se retiran y se cuenta el núme-
ro de larvas que han abandonado el gel de agar.
En los ensayos realizados con larvas desenvaina-
das de T. colubriformis, ivermectina, levamisol y
morantel, a concentraciones entre 1 y 10 µg/ml, y
tiabendazol, a concentraciones superiores a 10 µg/
ml, inhiben la migración. Con este sistema, Douch
y Morum (99) determinaron la CE50 (concentración
requerida para inhibir al 50 % de las larvas) del
levamisol frente a L3 envainadas y desenvainadas
de siete especies de tricostrongílidos de oveja, ob-
servando sólo diferencias significativas entre el uso
de unas u otras en el caso de N. spathiger. En este
sentido, tal vez convenga señalar que se han ob-
servado diferencias acusadas entre el efecto del
levamisol y la ivermectina sobre la motilidad de
larvas envainadas y desenvainadas de H.
contortus, siendo estas últimas menos sensibles;
si esto se debe a la presencia de la vaina o al tra-
tamiento que se aplica para desenvainarlas no se
ha elucidado (39), pero como indican Conder y
Johnson (103), cuando se realizan estudios in vitro
con larvas desenvainadas, debe tenerse en cuen-
ta que los procedimientos de desenvainamiento
pueden afectar a la viabilidad de las larvas.

Wagland et al. (100) y Rabel, McGregor y
Douch (101) valoran la motilidad de las larvas
determinando su capacidad para atravesar peque-
ños tamices de nylon con luz de malla adecuada
(tubos de vidrio o plástico en cuyo extremo se dis-
pone una malla de nylon; la abertura de malla se
elige a tenor del tamaño de la larva). Las larvas se
incuban con el producto objeto de estudio duran-
te 2 horas y a continuación se transfieren (con la
solución en la que se encuentran) a los tamices
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que se han colocado en los pocillos de una placa
de cultivo (placas de 48 pocillos). Tras 14-16 ho-
ras de incubación, los tamices se retiran, se aña-
de lugol a los pocillos y se cuentan las larvas (la
lectura, si se desea, puede diferirse). Las pruebas
realizadas con L3 desenvainadas de T. colubriformis
revelan que ivermectina, levamisol, morantel y pi-
peracina inhiben la migración larvaria, mientras
que el tiabendazol tiene un efecto mínimo a con-
centraciones inferiores a 100 µg/ml. Este sistema
ha sido utilizado por Molan et al. (104, 105, 106)
para valorar el efecto de taninos condensados y
lactonas, extraídos de distintos forrajes, sobre L1

y L3 de Dictyocaulus viviparus, y L3 de Ostertagia,
Oesophagostomum, Cooperia, Trichostrongylus y
Strongyloides.

Algunos autores sostienen que la viabilidad
de las larvas infectantes tratadas in vitro debe es-
timarse a través de la inoculación a hospedadores
sensibles o bien mediante un sistema de cultivo,
capaz de soportar el desarrollo de los estados pa-
rasitarios (107). La primera vía supone la utiliza-
ción de animales de laboratorio, al igual que en
una prueba in vivo, pero preserva una de las ven-
tajas más destacable de los sistemas in vitro, que
es la posibilidad de operar con cantidades muy
pequeñas de producto, puesto que el tratamiento
se realiza in vitro. Bhopale y Bhatnagar (108) eva-
luaron el efecto de diversos antihelmínticos sobre
la capacidad infectante de L3 de Ancylostoma ca-
ninum (inoculación a ratón); los derivados
bencimiazólicos no mostraron actividad larvicida.
Nuestra experiencia en este contexto se limita al
uso de L3 de H. polygyrus; cuando éstas se incu-
ban durante 4 días a temperatura ambiente en
presencia de tiabendazol, parbendazol o meben-
dazol (100 µg/ml), su capacidad infectante se re-
duce en un 40 %, 38 % y 0, respectivamente. Por
el contrario, el tratamiento con pirantel, levamisol
o ivermectina (concentraciones iguales o inferio-
res a 1 µg/ml) reduce drásticamente su viabilidad
(109).

En general, y tal como hemos ido viendo, los
sistemas desarrollados con larvas de tercer esta-
dio de tricostrongiloideos pecan de escasa o nula
sensibilidad a los bencimidazoles; aunque sí pa-
recen representar muy satisfactoriamente una de
las dianas (o conjunto de dianas) más importan-
tes de la quimioterapia antihelmíntica, el sistema
nervioso o la coordinación neuromuscular. De este
marco general, habría que excluir el sistema de-
sarrollado por Bories et al. (110) con larvas infec-
tantes de Nippostrongylus brasiliensis, que es muy
sensible a los derivados bencimidazólicos. En este
caso, las L3 se incuban en condiciones axénicas,

en medio RPMI con suero fetal (10 %) y antibióti-
cos, a 37 ºC y en una atmósfera con un 10 % de
CO2. Las larvas se mantienen en contacto con los
productos objeto de estudio durante 24/96 horas
y se examina, tras estos periodos, su motilidad.
La CE50 (concentración que paraliza al 50 % de
las larvas), a las 96 horas, de albendazol, meben-
dazol, flubendazol y tiabendazol es inferior a 0,04
µM. El modelo es comparativamente menos sensi-
ble a los antihelmínticos de amplio espectro que
actúan a nivel neuromuscular, levamisol (CE50 0,07
µM), ivermectina (CE50 0,22 µM) y morantel (CE50

3,98 µM). Este método ha sido reiteradamente uti-
lizado por investigadores franceses, en la evalua-
ción de la actividad antiparasitaria de nuevos pro-
ductos de síntesis (11, 14, 111, 112, 113).

Otros investigadores, interesados fundamen-
talmente en la búsqueda de nuevas alternativas
para el tratamiento de las nematodosis tisulares,
han optado por el uso de las larvas de segundo
estadio (L2) de Toxocara canis. En sus primeros
trabajos (114, 115, 116), el efecto de los produc-
tos sobre las larvas se valora visualmente, a tra-
vés de la aplicación de un baremo que puntúa su
estado de 0 (larva muerta) a 3 (la larva mueve todo
el cuerpo); se calculan unos “índice de motilidad”
y la “motilidad relativa” (relación entre los índices
de motilidad de larvas testigo y tratadas). Poste-
riormente, ante la dificultad de determinar si las
larvas están vivas o muertas, realizan una prue-
ba adicional, una tinción con violeta de genciana
para estimar la viabilidad larvaria (117, 118). Cual-
quiera de estos procedimientos es laborioso al exi-
gir el examen microscópico de las larvas. Final-
mente, recurrirán a un método colorimétrico ba-
sado en la reducción de MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), y conse-
cuente producción de cristales de formazán que
se correlaciona linealmente con el número de lar-
vas vivas. Los cristales se disuelven en DMSO (di-
metilsulfóxido), sin o con un tampón glicina pH
10,5, y la absorbancia de la solución resultante
se mide a 540 nm; comparando las absorbancias
correspondientes a larvas testigo y tratadas (por-
centajes de reducción) se establecen los “índices
de citotoxicidad” (119). El sistema, según sus au-
tores, es adecuado para medir actividad larvicida
aunque requiere un número mayor de larvas que
los métodos anteriores; previamente se había em-
pleado para valorar la viabilidad de otros nemato-
dos - filarias - (120, 121, 122, 123, 124), un gru-
po muy peculiar que no se contempla en esta revi-
sión.

Las L2 de Ascaris suum también se han uti-
lizado para la valoración in vitro de actividad anti-
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helmíntica. Grunberg y Cleeland (125) las incu-
ban en medio 199, a 37 ºC durante 3 días, en
presencia de algunos antihelmínticos de los que
determinan la concentración mínima letal (motili-
dad como criterio de viabilidad); la del tiabendazol
se estima superior a 10 mg/ml. Un modelo mucho
más sensible será propuesto posteriormente por
Rew, Urban y Douvres (126). Las L2 de A. suum se
cultivan en condiciones que permiten su desarro-
llo hasta L3 “jóvenes” (10 días), y se determina el
efecto de los fármacos sobre su supervivencia,
motilidad y muda. El tiabendazol y otros antihel-
mínticos se muestran activos a la concentración
de 0,01 µg/ml. Los autores, sin embargo, consi-
deran que su prueba puede ser poco selectiva; los
isómeros D y L del tetramisol, y el albendazol y su
sulfona, denotan en ella la misma actividad.

Entre los modelos desarrollados con los es-
tadios de vida libre de los nematodos parásitos,
aquellos que determinan el efecto de los produc-
tos sobre el desarrollo desde huevo a L3 son los
que muestran un espectro de sensibilidad más
amplio. Tiner (70) empleó los estadios de vida li-
bre de O. cuniculi y T. calcaratus. Los huevos, ais-
lados de heces de conejos infectados, se incuba-
ban en agua con Escherichia coli y en presencia
del producto a valorar, y se determinaba si éste
afectaba a los huevos o a las larvas; si era inacti-
vo, se producía la eclosión de los huevos y el de-
sarrollo de las larvas hasta el estadio infectante.
Como señala Jenkins (40), el valor de esta prueba
es difícil de determinar porque se evaluaron muy
pocos compuestos; lo mismo sucede con otro mé-
todo muy similar, descrito por Phillipson (127), en
el que se utilizan los estadios de vida libre de
Nippostrongylus brasiliensis.

Ibarra y Jenkins (128) estudian la respues-
ta de los estadios de vida libre de N. brasiliensis,
H. polygyrus, H. contortus, T. colubriformis y O.
ostertagi ante una gran variedad de agentes anti-
parasitarios. Los huevos se incuban en una sus-
pensión fecal (ajustada colorimétricamente) duran-
te 4 días a 25 ºC. Los productos que inducen efec-
tos ovicidas o larvicidas, o bien que inhiben o re-
tardan el desarrollo de las larvas en relación a los
testigos se consideran activos; en cada caso se
determina la CE50, concentración aproximada re-
querida para afectar al 50 % de los vermes. Los
cinco tricostrongílidos evidencian la actividad de
los antihelmínticos de amplio espectro a concen-
traciones muy inferiores a 10 µg/ml. Los produc-
tos más activos son la ivermectina y algunos ben-
cimidazoles; los menos activos fenotiacina y
febantel. La especie más sensible, particularmen-
te a los bencimidazoles, parece ser O. ostertagi, y

la más resistente H. polygyrus. De 22 antihelmín-
ticos de espectro reducido, sólo el 10 % muestra
actividad a concentraciones iguales o inferiores a
10 µg/ml. De 15 agentes antiprotozoósicos, tan
solo uno, la pentamidina, fue activo a esa concen-
tración frente a N. brasiliensis y H. contortus. Los
estadios de vida libre de N. brasiliensis se eligie-
ron para el cribado de 1.400 compuestos, obte-
niéndose un 10 % de productos activos a concen-
traciones iguales o inferiores a 10 µg/ml (según
Jenkins (40) con los estadios de vida parasitaria
de este mismo nematodo se obtiene un 1,5 %).
Ibarra y Jenkins concluyen que estos modelos
generan “falsos positivos”, también es posible que
produzcan “falsos negativos”, pero a pesar de ello
son adecuados para la selección inicial de nuevos
compuestos con potencial actividad antihelmínti-
ca (128).

Los estadios de vida libre de H. contortus se
han utilizado para detectar y valorar actividad
nematocida, en un programa de cribado
farmacológico de productos de origen marino. En
él se han estudiado más de 1.000 esponjas y otros
organismos, y se han obtenido varios productos
activos (129, 130); entre ellos, tres nuevos meta-
bolitos, anfilactamas, que exhiben una notable
actividad in vitro (DL99 7,5, 8,5 y 0,3 µg/ml) com-
parable a la de los antihelmínticos de referencia
(131). No disponemos de datos sobre su actividad
in vivo.

Finalmente, al igual que los ensayos de mo-
tilidad de L3, las pruebas sobre el desarrollo des-
de huevo a L3 de las especies de interés veterina-
rio (“LDA, larval developmental assay”) tienen una
aplicación fundamental en el estudio y valoración
de resistencias. Para evaluar el efecto de los dis-
tintos antihelmínticos sobre el desarrollo larvario
se han propuesto cuatro procedimientos (132, 133,
134, 135), entre los que existen pequeñas dife-
rencias (uso de medio líquido o agar, fuente de
nutrientes, temperatura, adición de los fármacos
antes o después de la eclosión, etc); cualquiera de
ellos puede utilizarse como sistema de preselec-
ción de antihelmínticos potenciales. El método de
Lacey et al.(134), conjuntamente con el sistema
de L3 de Gill et al. (89) antes mencionado, se ha
empleado en la valoración de paraherquamida (93)
y bafilolidas (91); estos estudios ponen de nuevo
de manifiesto las diferencias de sensibilidad entre
los distintos modelos. La paraherquamida no afec-
ta al desarrollo larvario pero inhibe la motilidad;
los bafilolidas, por el contrario, son efectivos en el
primer sistema y tienen menor poder paralizante.
La aportación más reciente en relación a este tipo
de ensayos consiste en la utilización de un siste-
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ma automatizado, “CPR: computerized pixel
counter” (136), que permite cuantificar la motili-
dad de las larvas (137).

Los métodos para la evaluación de actividad
nematocida que utilizan estadios de vida parasi-
taria se conciben a priori como los más satisfacto-
rios, puesto que contra estos estadios se dirigirán
los antihelmínticos potenciales que buscamos. El
desarrollo de estas pruebas, sin embargo, se ha
visto limitado por las dificultades inherentes al
cultivo de los metazoos parásitos, dificultad y com-
plejidad en muchos casos incompatible con las
exigencias de un cribado masivo. Por otra parte,
la obtención de estos estadios requiere el sacrifi-
cio de sus hospedadores y por ello, normalmente,
se recurrirá al uso de especies que pueden man-
tenerse en animales de experimentación; N.
brasiliensis (rata), H. polygyrus (ratón) y T.
colubriformis (gerbo) son probablemente las más
utilizadas.

En los sistemas que emplean estos
tricostrongílidos se valora el efecto de los produc-
tos objeto de estudio sobre el desarrollo de las lar-
vas de cuarto estadio (L4) o sobre la viabilidad de
los adultos. El periodo de desarrollo L4 - adulto se
eligió tras observar la carencia de eficacia de los
bencimidazoles y probencimidazoles frente a los
adultos en medios de mantenimiento (81), y a la
luz del trabajo de Leland et al. (138), con los esta-
dios parasitarios de Cooperia punctata, que puso
de manifiesto que, bajo condiciones que posibili-
tasen el crecimiento y desarrollo de los vermes,
podía evidenciarse su actividad (40).

Jenkins, Armitage y Carrington (139) y
Jenkins y Carrington (140) utilizan los estados
parasitarios de N. brasiliensis; en el primer traba-
jo, las L4, obtenidas de ratas experimentalmente
infectadas, se cultivan en un medio no totalmente
definido (medio NB) a 37 ºC y en oscuridad, du-
rante 7 días. La actividad de los productos se va-
lora examinando sus efectos sobre el desarrollo y
la motilidad, fundamentalmente sobre la muda de
L4 a adulto, parámetro, este último, que permite,
según los autores, la interpretación objetiva de la
prueba. En estas condiciones, ivermectina (< 0,01
µg/ml), morantel (0,5 µg/ml), levamisol (0,5 µg/
ml), tiofanato (0,5 µg/ml) y los nueve bencimida-
zoles probados (entre 0,01 µg/ml y 0,1 µg/ml)
muestran una gran actividad (entre paréntesis se
indica la concentración mínima inhibitoria). Cuan-
do este sistema se aplicó al cribado, se obtuvie-
ron, como ya hemos comentado, muchos menos
“falsos positivos” que con los estadios de vida li-
bre de este mismo nematodo (40). El medio NB,

por otra parte, se puede sustituir por un medio
comercial, de composición definida (CbMM, me-
dio de mantenimiento de Caenorhabditis briggsae),
siempre y cuando el periodo de prueba se reduz-
ca a 5 días (140).

Bennett y Pax (92) comparan las concentra-
ciones de albendazol, levamisol, morantel e iver-
mectina necesarias para inhibir la muda de las L4

de N. brasiliensis (valoradas por recuento de las
vainas, tras 7 días de incubación en medio RPMI
con suero) con las que se requieren para inhibir
la motilidad (determinada a las 48 horas de incu-
bación, con el equipo “micromotility meter” por ellos
desarrollado), y afirman que este último procedi-
miento es ligeramente más sensible.

Otros investigadores han utilizado las L4 de
N. brasiliensis en un ensayo más simple, determi-
nando la concentración del producto necesaria
para matar al 50 % de los vermes, tras un periodo
de incubación de 5 días (141, 142).

Entre 1984 y 1990, dentro de un programa
de colaboración entre la Universidad de Califor-
nia (Santa Cruz) y Syntex, se cribaron 457 ex-
tractos y 89 productos puros, procedentes de es-
ponjas y otros invertebrados marinos, frente a los
estadios parasitarios de N. brasiliensis con el mé-
todo de Jenkins, Armitage y Carrington (139). A
la concentración de 50 µg/ml, el 3,9 % de los ex-
tractos y el 22 % de los productos puros seleccio-
nados se mostraron muy activos (eficacia supe-
rior al 95 %); el 5 % y 20 %, respectivamente,
moderadamente activos (50 %-95 % de eficacia).
Los resultados de los ensayos in vivo subsiguien-
tes (modelo murino de coinfección con H. polygyrus
e Hymenolepis nana) revelaron que uno de estos
productos (no se pudieron valorar todos) -
bengamida F - era activo (143), curiosamente, fren-
te a H. nana.

Con los estadios parasitarios de H. polygyrus
(144) y T. colubriformis - una especie “diana” - (145)
se han desarrollado sistemas similares. Las L4 de
estos nematodos, aisladas de hospedadores ex-
perimentalmente infectados (ratón y gerbo, res-
pectivamente), se incubaban en medio NB (sin li-
sado de eritrocitos, para T. colubriformis) durante
7 días para su desarrollo y muda. Las condicio-
nes de cultivo parecen ser, sin embargo, menos
satisfactorias para estas especies que para N.
brasiliensis pues sólo se consigue un 65 % y 50
% de muda, frente al 90 % de Nippostrongylus. La
respuesta de ambos modelos ante los antihelmín-
ticos de amplio espectro denota una gran sensibi-
lidad. En cada caso se estima la CE50 (concentra-
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ción requerida para producir efectos adversos
discernibles - parálisis/muerte - en el 50 % de las
larvas) y la CI50 (concentración necesaria para in-
hibir la muda del 50 % de las larvas en relación a
los testigos); los valores de ambos índices son si-
milares (ligeramente inferiores las CI50) aunque se
observa una gran diferencia entre la CE50 (79,7
µM) y la CI50 (0,01 µM) de la ivermectina frente a T.
colubriformis. Antihelmínticos de espectro reduci-
do como nitroxinil, hexaclorofeno, rafoxamida o
closantel, que sí afectaban a N. brasiliensis, no
son efectivos en estos sistemas que podrían ser,
por tanto, más específicos para la detección de
antihelmínticos de amplio espectro.

La evaluación de la actividad, a través del
examen de las larvas y de la muda (contando el
número de vainas) requiere una observación mi-
croscópica detallada y es una tarea delicada, lar-
ga y tediosa. Este inconveniente puede subsanarse
utilizando otros parámetros, de determinación más
simple, que reflejen el estado de los vermes. En el
modelo L4 - adulto de T. colubriformis se ha com-
probado que la lectura de los resultados puede
agilizarse extraordinariamente (reduciéndose el
tiempo necesario en más de un 95 %) si se realiza
observando si se produce o no “agregación”. Los
adultos de T. colubriformis tienden a agregarse en
los medios de cultivo; la ausencia de este compor-
tamiento (probablemente como consecuencia de
la inhibición del desarrollo y de la muda) denota
actividad. Con este criterio, la respuesta del mo-
delo sigue siendo igualmente satisfactoria; las con-
centraciones mínimas, de los antihelmínticos de
amplio espectro, necesarias para inhibir comple-
tamente la agregación son iguales o inferiores a 1
µM (146).

Otra alternativa es la utilización de un pa-
rámetro bioquímico -la secreción de
acetilcolinesterasa (AChE) - (147). Rapson, Chilwan
y Jenkins (148) demuestran que las L4 y los
preadultos de N. brasiliensis, cultivados en un
medio complejo sin suero, secretan AChE a lo lar-
go de todo el periodo de incubación (4 días); todos
los antihelmínticos de amplio espectro, con inde-
pendencia de su mecanismo de acción, reducen
drásticamente dicha secreción (CI 50 < 5 µM). La
determinación de actividad acetilcolinesterasa en
el medio de cultivo (método de Ellman et al. (149)
permite estimar la actividad de un modo objetivo,
sencillo y rápido. A estas ventajas se suma el acor-
tamiento del periodo de prueba (4 días versus 7
días) y la posibilidad de diferir las determinacio-
nes (los medios pueden conservarse a -20 ºC sin
pérdida de actividad enzimática).

En lo que se refiere al uso de los adultos de
nematodos tricostrongílidos (al que ya se ha alu-
dido) en pruebas de cribado, su gran inconveniente
fue en principio su falta de sensibilidad. Cuando
se valoraba visualmente el efecto de los productos
sobre la viabilidad/motilidad de los adultos de H.
polygyrus (125) o N. brasiliensis (81, 150) en me-
dios de mantenimiento, algunos antihelmínticos,
notablemente bencimidazoles y probencimidazoles,
no manifestaban actividad. Tampoco se registran
efectos inhibitorios sobre la motilidad de adultos
de H. contortus, con los bencimidazoles, utilizan-
do el sistema de medida automatizado de Bennett
y Pax (92) (151, 152).

La aplicación de otro criterio de valoración
posibilitará la utilización de estos sistemas. Todos
los antihelmínticos de amplio espectro revelan su
actividad, frente a adultos de N. brasiliensis, cuan-
do se determina su efecto sobre la secreción de
AChE (153). El salto cualitativo que supone el uso
de este parámetro bioquímico se ve claramente en
los resultados obtenidos por estos autores; por
ejemplo, las concentraciones de mebendazol, tio-
fanato e ivermectina necesarias para producir efec-
tos adversos, visualmente perceptibles, sobre los
adultos de Nippostrongylus (CE50), tras 4 días de
incubación, son superiores a 100 µM, las que se
precisan para inhibir la secreción de AChE (CI50)
son 0,026 µM, 0,82 µM y 0,00024 µM, respectiva-
mente. Los valores de la CI50 del levamisol y mo-
rantel son también bajos aunque superiores a los
de la CE50 (4,6 µM y 12,7 µM frente a 2,4 µM y 7,6
µM ). Nosotros hemos puesto a punto recientemen-
te un sistema similar con adultos de H. polygyrus
(154); en él, tras un periodo de incubación de 24
horas en medio RPMI, los bencimidazoles proba-
dos, así como levamisol, ivermectina y morantel
inhiben la secreción de AChE a concentraciones
(CI50) iguales o inferiores a 3 µM. Entre los dos
modelos existen pequeñas diferencias de sensibi-
lidad, atribuibles a diferencias metodológicas y a
diferencias inherentes a los propios parásitos, pero
creemos que ambos pueden ser útiles para la se-
lección primaria de antihelmínticos potenciales.
Disponemos de poca información sobre su capa-
cidad selectiva en el cribado, pero, en nuestro caso,
los primeros datos (142 y observaciones no publi-
cadas) sugieren que este método proporciona,
como cabía esperar, menos “falsos positivos” que
Caenorhabditis elegans.

En 1985, tras estudiar el efecto de varios
antihelmínticos sobre la ingestión (medida a tra-
vés de la captación de un fluorocromo) y oviposi-
ción de T. colubriformis, Bottjer y Bone (155) pro-
ponen el uso de estos parámetros como indicado-
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res de actividad antihelmíntica (ambos involucran
motilidad pero permiten una cuantificación más
objetiva, sin equipos especiales, que la motilidad
corporal). Desconocemos si este sistema, aparen-
temente poco sensible a los derivados bencimida-
zólicos, se ha utilizado en pruebas de cribado pero,
ciertamente el bombeamiento faríngeo como dia-
na farmacológica de la ivermectina ha despertado
un gran interés.

Dejando ya a un lado los modelos desarro-
llados con estadios parasitarios de
tricostrongílidos, y obviando la mención de proce-
dimientos puntuales con estos u otros nemato-
dos, vamos ahora a examinar otros sistemas de
cribado, que optan por la utilización de Trichinella
spp. o Ascaris suum.

La primera propuesta se orienta hacia la
búsqueda de compuestos eficaces frente a los es-
tadios tisulares de Trichinella spiralis (156). Las
L1 de este nematodo, obtenidas de ratones experi-
mentalmente infectados, se incuban en medio NB
(139) a 37 ºC, en presencia de distintos antihel-
mínticos, durante 4 días (en este medio se afirma
que permanecen mótiles y aparentemente en buen
estado durante 7 días). La actividad se evalúa vi-
sualmente, comparando el estado de las larvas
testigo (que al cuarto día muestran un movimien-
to sinusoidal típico, “estado serpentina”) y trata-
das (motilidad y estado). Las concentraciones mí-
nimas necesarias para modificar significativamente
el estado de las larvas (CMI) son muy bajas para
los bencimidazoles (entre 0,001 y 0,05 µg/ml) y
organofosforados (1 µg/ml) ensayados. Levamisol
(CMI 10 µg/ml), metiridina (CMI 20 µg/ml) y pi-
rantel (CMI 50 µg/ml) son menos eficaces. Según
sus autores, si el cribado se realiza exigiendo acti-
vidad a concentraciones iguales o inferiores a 10
µg/ml, el sistema no detecta compuestos que ac-
túan sólo sobre la fase intestinal de la infección,
pero han comprobado que sí es muy selectivo (no
produce “falsos positivos”).

Gómez Barrio, Bolás Fernández y Martínez
Fernández (157) se plantean el desarrollo de un
sistema similar con Trichinella pseudospiralis pero,
cuando incuban las larvas en medio NB, obser-
van una elevada mortalidad (62 % a los 4 días) y
pérdida de su capacidad infectante (a las 48 ho-
ras). Ello les lleva a buscar otro medio y condicio-
nes que posibiliten el contacto in vitro con larvas
en “buen estado” y aseguren la objetividad de las
determinaciones. Las larvas se mantendrán final-
mente en medio HBSS-199, en presencia o au-
sencia de los fármacos durante 48 horas (en con-
tenedores gaseados con CO2), y su viabilidad se

determinará por inoculación a ratón, estimando
la reducción en el número de adultos intestinales
que induce el tratamiento in vitro. Siguiendo estas
pautas, valoran el efecto de cinco bencimidazoles,
un probencimidazol, levamisol e ivermectina so-
bre L1 de T. pseudospiralis y T. spiralis. En térmi-
nos generales, ambas triquinas responden de un
modo similar, mostrándose particularmente sen-
sibles a los carbamatos de bencimidazol y a la iver-
mectina; levamisol, tiabendazol y especialmente
el probencimidazol febantel son menos eficaces
(158). Herrero et al. (159) utilizan este sistema para
valorar nuevos productos de síntesis. Otros auto-
res cultivan las larvas de T. spiralis en medio RPMI
(37 ºC, 5 % CO2 ) durante 3 días, en presencia y
ausencia de los productos objeto de estudio (cam-
biando diariamente el medio) y, finalmente, deter-
minan la viabilidad larvaria mediante un método
colorimétrico basado en la reducción de MTT (160).

Las L3 de A. suum (obtenidas de conejos ex-
perimentalmente infectados) han sido sujeto de
otros ensayos. Rew, Urban y Douvres (126) las
exponen a distintos antihelmínticos, bajo condi-
ciones de cultivo que permiten su desarrollo y
muda (en presencia y ausencia de suero). La acti-
vidad, tras 7 días de incubación, se determina
examinando la supervivencia, motilidad y muda a
L4. Albendazol (0,01 µg/ml), mebendazol (0,01 µg/
ml), tiabendazol (0,1 µg/ml), albendazol sulfóxido
(0,1 µg/ml) y albendazol sulfona (1 µg/ml) inhi-
ben el desarrollo de L3 a L4 aunque, a estas con-
centraciones las larvas permanecen vivas. L-te-
tramisol y morantel inhiben la muda y reducen la
supervivencia a concentraciones superiores o igua-
les a 1 µg/ml. La ivermectina bloquea el desarro-
llo a 1 µg/ml; se observa además que su actividad
se reduce en presencia de suero. Los autores pro-
ponen el uso de este sistema para el cribado y
para la detección de antihelmínticos residuales en
los tejidos animales destinados al consumo. Se-
gún Bennett y Pax (97), las concentraciones de
albendazol (0,01 µg/ml), levamisol (1 µg/ml) e iver-
mectina (1 µg/ml) necesarias para inhibir la muda
de las L3 de A. suum (medio RPMI con un 10% de
suero, 7 días de incubación) son iguales a las ne-
cesarias para inhibir la motilidad (valorada al se-
gundo día de incubación), cuando ésta se evalúa
a través del “micromotility meter” que han desa-
rrollado. De morantel se requiere una concentra-
ción mayor para inhibir la motilidad (1 µg/ml frente
a 0,1 µg/ml).

Como conclusión, queremos resaltar que
todos los sistemas que hemos ido examinando a
lo largo de esta revisión configuran un amplio aba-
nico de posibilidades para la evaluación inicial in
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vitro de productos de síntesis o de origen natural,
y la preselección, previa al cribado primario in vivo,
de antihelmínticos potenciales. Todos ellos tienen
ventajas e inconvenientes, y cada investigador
debe elegir el modelo (o modelos) que estime más
adecuado; los factores a considerar, como hemos
visto , son múltiples:

- elección de la especie (determinada funda-
mentalmente por su disponibilidad, que va ligada
a su facilidad de mantenimiento en el laboratorio,
exigencia o no de hospedadores experimentales y
tipo de hospedador preciso).

- elección del estadio o fase de desarrollo (su
obtención puede requerir o no el sacrificio de ani-
males de experimentación, y su manipulación y
condiciones de cultivo, tiempo y medios, ser más
o menos complejas).

- criterio de actividad (considerando sobre
todo la sencillez y objetividad de su evaluación).

Todos estos factores condicionan la sensibi-
lidad y la capacidad selectiva del modelo (además
de sus costes) y todos buscamos el mejor equili-
brio posible entre ellos.
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RESUMEN: La endocarditis bacteriana es una entidad poco frecuente en caninos o subdiag-
nosticada. Un canino Rottweiler hembra de 3 años de edad fue derivado con signos compati-
bles de Insuficiencia Cardíaca Congestiva. El animal presentaba intolerancia al ejercicio, dis-
nea y tos. La evolución del cuadro fue de 5 días con antecedentes de tos paroxística principal-
mente nocturna. La auscultación reveló un soplo de 6/6 en ambos precordios, ruidos hipofoné-
ticos y ritmo irregular. A la palpación el choque cardíaco estaba disminuido. El clínico actuante
no refirió otra signología previa. Se indicó: radiografía torácica, electrocardiograma (ECG) y
ecocardiograma. La radiología torácica evidenció cardiomegalia moderada a predominio iz-
quierdo, signos de congestión pulmonar. El ECG, reveló ritmo irregular con presencia de con-
tracciones prematuras ventriculares (CPV) unifocales aisladas, una frecuencia cardíaca de
160 a 170 latidos por minuto. Ecocardiográficamente se observó una masa intraventricular
izquierda que ocupaba casi dos tercios del lumen ventricular, adherida al ápice y a la pared
libre del ventrículo izquierdo (VI) en su tercio distal y una porción libre de tipo verrucosa pro-
yectada hacia la base del lumen ventricular. El paciente murió 48 h luego de la consulta.
Realizada la necropsia se constató una masa intraventricular izquierda sólida, irregular, lo-
bulada, que estaba adherida e infiltraba la pared libre (PL) y el tabique interventricular (TIV)
izquierdo y se continuaba en dos lóbulos de unos 5 x 2 cm y 3 x 2 cm cada uno. Histopalógica-
mente se confirmó una endocarditis verrucosa organizada.

LEFT VEGETANS VALVULAR ENDOCARDITIS

ABSTRACT: Bacterial endocarditis is a not very frequent entity or is under diagnosticed in
canine. A 3 years old female Rottweiler was derived with compatible signs of Heart Congestive
Insufficience. The animal presented intolerance to the exercise, disnea and cough. The evolu-
tion was of 5 days with antecedents of paroxistic cough mainly at night. The auscultation
revealed a blow of 6/6 in both precordials, hypophrenic noises, irregular rhythm with an in-
creased heart beat. The doctor didn’t refer other previous signology. It was indicated; thorax x-
rays, electrocardiogram (ECG) and ecocardiogram. The thorax radiology evidenced moderate
cardiomegaly to left prevalence, and signs of lung congestion. The ECG, revealed irregular
rhythm with presence of ventricular premature contractions (CPV) isolated unifocals, a heart
frequency of 160 at 170 beat per minute. Echocardiographically it was observed an intraven-
tricular left mass that occupied two thirds of the ventricular lumen almost, stuck to the apex
and the wall free of the left ventricle (VI) in its third distal, and a portion free of type verrucose
projected toward the base of the ventricular lumen. The patient died 48 h after the consulta-
tion. The autopsy was carried out and we verifies a mass accustomed to left intraventricular,
irregular that was stuck and infiltrated the free wall (PL) and the left interventricular septum
(TIV) and continued in two lobes of about 5 x 2 cm and 3 x 2 cm each one. Histopathologically
it was confirmed a vegetans valvular endocarditis.
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INTRODUCCIÓN
La endocarditis bacteriana es una entidad

poco frecuente en caninos o por lo menos sub-
diagnosticada (1, 2, 3, 4). El asiento valvular es el
más frecuente, principalmente las válvulas mitral
y aórtica, pudiendo extenderse a cuerdas tendi-
nosas, senos de Vasalva, endocardio mural o mio-
cardio adyacente (1, 5, 3, 4, 6). Los signos de in-
suficiencia cardíaca clínica se desarrollan cuan-
do se produce, destrucción valvular, ruptura de
cuerdas tendinosas u obstrucción del tracto de
salida (4, 7). La lesión miocárdica también produ-
ce deterioro del funcionamiento cardíaco (8). De
las lesiones vegetativas pueden producirse embo-
lizaciones (6), pero es esta una complicación poco
frecuente en el perro. El diagnóstico de la enfer-
medad es dificultoso por la inespecificidad signo-
lógica y por lo aleatorio de los resultados de los
métodos complementarios de diagnóstico (9), fun-
damentalmente los hemocultivos (1, 3, 4, 7). Qui-
zás el método que logra un mejor acercamiento
diagnóstico sea la ecocardiografía a partir de la
ecoestructura valvular o de la cinética valvular
alterada (4, 5, 6, 7, 10). El ECG puede ser normal,
pueden aparecer signos inespecíficos como dis-
turbios conductivos o signos de hipoxia miocárdi-
ca (5, 8). El objetivo de este trabajo es la descrip-
ción de un caso de endocarditis bacteriana verru-
cosa organizada.

INFORME DEL CASO
Un canino Rottweiler hembra de 3 años de

edad fue derivada con signos compatibles de In-
suficiencia Cardíaca Congestiva. El animal presen-
taba intolerancia al ejercicio, disnea y tos. La evo-
lución del cuadro fue de 5 días con antecedentes
de tos paroxística, principalmente nocturna. El clí-
nico actuante no refirió otra signología previa. La
auscultación reveló un soplo de 6/6 en ambos pre-
cordios, ruidos hipofonéticos y ritmo irregular. A
la palpación el choque cardíaco estaba disminui-
do. Realizado el diagnóstico presuntivo de Insufi-
ciencia Cardíaca Congestiva se indicó: hemoculti-
vo, radiografía torácica, electrocardiograma y eco-
cardiograma.

RESULTADOS
Las placas de tórax mostraron cardiomega-

lia moderada a predominio izquierdo, signos de
congestión pulmonar. El electrocardiograma reveló
ritmo irregular con presencia de contracciones
prematuras ventriculares (CPV) unifocales aisla-
das, frecuencia cardíaca de 160 a 170 latidos por
minuto. El ecocardiograma reveló una masa in-
traventricular izquierda que ocupaba casi dos ter-
cios del lumen ventricular, adherida al ápice y a

la pared libre del ventrículo izquierdo (VI) en su
tercio distal y una porción libre de tipo verrucosa
proyectada hacia la base del lumen ventricular
(Figura 1). Los hemocultivos fueron negativos. Al
rechazar los propietarios un tratamiento de tipo
invasivo, se instauró tratamiento de sostén y el
paciente murió 48 h después. Se realizó la ne-
cropsia y se constató una masa intraventricular
izquierda sólida, irregular, lobulada, que estaba
adherida e infiltraba a la pared libre (PL) y el tabi-
que interventricular (TIV) izquierdo y se continua-
ba en dos lóbulos de unos 5 x 2 cm y 3 x 2 cm
cada uno (Figura 2). Se remitió el órgano para su
estudio histopatológico y se confirmó una endo-
carditis verrucosa organizada.

DISCUSIÓN
A pesar que los tumores cardíacos de locali-

zación en (VI) son infrecuentes (1, 11) el diagnós-
tico presuntivo más consistente fue el de neopla-
sia cardíaca ya que las características ecocardio-
gráficas, la falta de signología previa, la gravedad
del cuadro, la negatividad de los hemocultivos y
la edad del paciente hacían poco probable la posi-
bilidad de una endocarditis bacteriana. Sin em-
bargo, la histopatología confirmó la misma con
asiento principalmente mural y no valvular que
es el asiento común. Esto amerita una exhaustiva

Figura 1. Ecocardiograma en  ventana
paraesternal derecha, eje corto, plano 3, donde se
observó una masa de ecogenicidad mixta y ecoes-
tructura heterogénea que ocupó gran parte de la
luz del ventrículo izquierdo.

Figure 1 Ecocardiograma in right paraesternal window, short
axis, plane 3, where it was observed a mass of mixed ecogenicity
and heterogeneous ecoestructure that occupied great part of
the light of the left ventricle.
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investigación clínica así como la correcta selección
de los métodos complementarios de diagnóstico
para optimizar tiempo y recursos materiales. En
este caso fue la ecocardiografía la que permitió
confirmar la presencia de una masa intracardía-
ca.
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Resumen: Se administró 0,1 mg/kg día de Finasteride, inhibidor selectivo de la 5 α reducta-
sa, vía oral a caninos machos adultos con diferentes grados de hiperplasia prostática benig-
na. Se evaluó, mediante ecografía, el efecto de la droga sobre el tamaño prostático. Finasteride
provocó importante disminución del tamaño glandular y no se asoció a efectos tóxicos colate-
rales. La dosis utilizada fue 10 veces inferior a la utilizada por otros autores, sin embargo se
lograron resultados similares a los obtenidos por los mismos. Considerando la reducción del
costo del tratamiento y la ausencia de efectos tóxicos colaterales al utilizar la dosis menciona-
da, Finasteride sería una excelente opción para el tratamiento a largo plazo de pacientes con
hiperplasia prostática benigna

Palabra clave: Próstata, canino, Finasteride.

EFFECT OF FINASTERIDE ON PROSTATIC VOLUME IN CANINE
 PROSTATIC HYPERTROPHY

Abstract: Mature dogs received Finasteride, a selective 5 α reductase, orally 0.1 mg/kg/day
for 10 weeks. The effect of Finasteride administration on prostatic size was evaluated using
ultrasonography. Finasteride induced a marked decreasing the size of the prostate and was
not associated with any side effects. Dose used was smaller than others authors, however the
results were similar. In relation with small cost and absence side effects, Finasteride appears
to be an alternative therapy in dogs with benign prostatic hypertrophy.

Key words: Prostate, canine, Finasteride
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INTRODUCCIÓN
La próstata, única glándula accesoria del

aparato genital en los caninos, es asiento de di-
versos procesos de enfermedad en perros enteros
de mediana edad y gerontes (1, 2).

Dentro de estos procesos, la hiperplasia
prostática benigna (HPB), es de aparición frecuente
pudiendo ocasionar disminución de la eficiencia
reproductiva, medorrea sanguinolenta indepen-
diente de la micción, dizquecia, disuria y actuar
como factor predisponente para la ocurrencia de
prostatitis bacteriana e infecciones urinarias
recidivantes (3, 4, 5).

La HPB puede presentarse en perros ente-
ros de 1 o 2 años de edad pero se observa más
frecuentemente en animales de entre 6 y 9 años,
alcanzando una incidencia del 95 % en machos
no castrados (4, 6). En los perros con HPB el ta-
maño de la glándula aumenta 2 a 6,5 veces (7, 8).
Esta entidad es frecuente también en el hombre,
en el cual el aumento de tamaño se produce prin-
cipalmente a expensas del estroma, a diferencia
del perro en el cual involucra principalmente a las
células epiteliales glandulares (9, 10).

Hasta el momento la causa de la HPB no ha
sido definida con exactitud, pero se sabe que la
edad, así como las hormonas testiculares y por lo
tanto la presencia de testículos endocrinológica-
mente funcionales son prerrequisitos importan-
tes en el desarrollo de la fisiopatología de esta al-
teración (11).

La Dihidrotestosterona (DHT), metabolito
activo de la testosterona, es considerada el princi-
pal andrógeno asociado a la patogénesis de la HPB.
La testosterona circulante es convertida dentro de
las células epiteliales prostáticas en DHT por ac-
ción de la 5 α reductasa. La DHT se une a los
receptores nucleares de las células epiteliales pros-
táticas con mayor afinidad que la testosterona y
regula el crecimiento de la glándula (7,12).

La castración es el tratamiento de elección
para machos no utilizados en programas repro-
ductivos. Diversas estrategias terapéuticas para
inhibir la producción de andrógenos o su acción
sobre la próstata han sido evaluados en huma-
nos y caninos, sin embargo los fármacos utiliza-
dos han comprometido la libido y/o la capacidad
funcional testicular con lo cual serían de escasa
utilidad en un macho reproductor (7).

Finasteride es un inhibidor específico de la
5α reductasa e impide la conversión de la testos-

terona en DHT, no posee propiedades androgéni-
cas, estrogénicas ni progestágenas, ni afinidad por
los receptores androgénicos (13, 14, 15). En hu-
manos se ha demostrado su eficacia en el trata-
miento de la HPB sin alterar la libido (10).

El objetivo de este estudio fue evaluar la ac-
ción de Finasteride sobre el volumen prostático
en perros con HPB y su efecto sobre hígado y ri-
ñón.

MATERIALES Y MÉTODOS
Animales experimentales:

Se utilizaron 8 caninos machos de entre 4 y
10 años de edad, enteros, con función renal y
hepática normal y con diferentes grados de HPB
al comienzo del estudio. Los animales utilizados
no habían recibido ningún tipo de tratamiento
durante los últimos dos meses. Durante la expe-
riencia los animales comieron alimento balancea-
do de calidad premium y fueron sometidos a un
régimen de luz natural.

Tratamientos
A tres de los caninos de entre 4 y 8

años se les administró por vía oral un placebo (5
mg de fécula de maíz), durante 10 semanas. Es-
tos animales fueron usados como grupo control.
A los cinco animales restantes de entre 5 y 10
años se les administró Finasteride 0,1 mg/kg du-
rante el mismo lapso.

Evaluación del efecto de la droga so-
bre hígado y riñón

El efecto de Finasteride sobre hígado y ri-
ñón fue evaluado mediante mediciones séricas de
uremia, creatininemia, Alanino amino transfera-
sa, Aspartato amino transferasa y Fosfatasa Al-
calina pre tratamiento y cada 15 días durante el
transcurso del estudio. Las determinaciones bio-
químicas fueron realizadas mediante método co-
lorimétrico.

Evaluación del tamaño prostático
Los cambios de tamaño prostático fueron

monitoreados mediante ultrasonografía trans ab-
dominal con un equipo Ecozón y un transductor
sectorial de 5 megahertz aplicando el método de
Atalan (16). La evaluación prostática fue realiza-
da pre tratamiento y cada 15 días durante el trans-
curso del estudio.
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Se realizó la medición de ambos lóbulos pros-
táticos: largo sagital (máximo largo prostático),
ancho transverso (máximo ancho prostático) sa-
gital profundo (máxima altura prostática). El vo-
lumen prostático fue calculado usando la fórmu-
la: volumen (v cm3)= ancho transverso (a cm) x
largo sagital (l cm) x altura sagital (h cm) (8).

Análisis estadístico
Con los valores de volumen prostático obte-

nidos se calcularon los porcentajes de reducción
del volumen y a ellos se les aplicó ANOVA de una
vía mediante el uso del programa Graphpad Instat.

RESULTADOS
Finasteride fue bien tolerado por todos los

animales y no se observó ningún efecto secunda-
rio.

Evaluación de la funcionalidad hepá-
tica y renal

Los parámetros bioquímicos (metabolitos y
enzimas) estudiados se encontraron dentro de los
valores normales y no se observaron variaciones
significativas durante el transcurso del estudio.

Evaluación ultrasonográfica de la prós-
tata

Si bien previo al comienzo del presente es-
tudio no existían diferencias significativas entre
los dos grupos, grandes diferencias individuales
fueron observadas en el tamaño prostático de los
animales utilizados. Algunos de ellos presentaban
un importante agrandamiento prostático mientras
que otros evidenciaron solo un ligero aumento de
la glándula. En el grupo control, el volumen pros-
tático osciló entre 3.000 y 10.000 mm3, mientras
que en el grupo tratado el mismo se encontró en-
tre 5.000 y 13.000 mm3.

Si bien no se evidenciaron diferencias signi-
ficativas entre los 2 grupos (control y tratado) al
inicio del tratamiento, los animales del grupo tra-
tado fueron experimentando una reducción gra-
dual de volumen de la glándula mostrando una
diferencia significativa (P < 0,001) con respecto al
grupo control a partir del mes de tratamiento (Grá-
fico 1).

Al final del tratamiento el volumen prostáti-
co de los perros del grupo tratado fue de entre un
25,5 y un 52,7 % (media 40 %) con respecto al
inicial.

Gráfico I Modificación del volumen prostático en perros con hiperplasia prostática benigna tratados
con Finasteride y en el grupo control
Figure I. Changes in porstatic volume in dogs with prostatic hypertrophy Finasteride treated and in control group.
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DISCUSIÓN
Los inhibidores de la 5α reductasa impiden

la transformación de testosterona en DHT, provo-
cando una reducción sérica de la misma sin afec-
tar las concentraciones de testosterona circulante
(4). Así los eventos mediados por la testosterona
(libido, producción espermática y fertilidad) no se
verían afectados, mientras que podría obtenerse
una reducción del volumen prostático gracias a la
reducción sérica de los niveles circulantes de DHT,
considerada el principal andrógeno asociado a la
patogénesis de la HPB como mencionamos ante-
riormente.

En nuestro trabajo pudo observarse una
reducción sustancial del volumen prostático en los
perros del grupo tratado, mientras que en los pe-
rros del grupo control no se observó modificación
en el volumen de la glándula. Es evidente que en
los perros tratados Finasteride logró reducción del
tamaño glandular a dosis de 0,1 mg/kg. Si bien el
efecto observado sobre la próstata fue similar al
observado por Iguer_Ouada (8), la dosis usada por
él (1mg/kg) fue ampliamente superior a la nues-
tra. Nuestros resultados se correlacionan con los
hallazgos de Kamolpatana (15), quien encontró que
0,1 mg/kg de Finasteride producía una disminu-
ción significativa de la concentración de DHT sé-
rica. La dosis usada por nosotros disminuye con-
siderablemente el costo del tratamiento y produce
resultados satisfactorios sobre la reducción de ta-
maño prostático. Si bien es probable que el efecto
sobre la libido y la fertilidad sea comparable con
los resultados obtenidos por Iguer_Ouada (8), se
necesitan más estudios para comprobar este he-
cho con dosis de 0,1mg/Kg.

La evaluación de la funcionalidad renal y
hepática realizada durante el transcurso del tra-
tamiento demostraron la ausencia de efectos tóxi-
cos de Finasteride sobre hígado y riñón, estos
hallazgos se correlacionan con lo observado por
Iguer_Ouada (8) y lo estudiado por Carlin (10) con
relación al metabolismo de la droga. Sin embargo
se necesitan realizar evaluaciones de la funciona-
lidad renal y hepática durante períodos más ex-
tensos para determinar la inocuidad de la droga
en tratamientos prolongados. El Finasteride pue-
de ser una alternativa para el tratamiento a largo
plazo de la HPB en perros, de la misma manera
que ocurre en humanos.
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llazgos preliminares en trabajos de investigación en marcha y
a la descripción de nuevas técnicas (de laboratorio, quirúrgi-
cas, de producción), hallazgos clínicos exóticos o poco frecuen-
tes, etc. Su organización deberá seguir el lineamiento general
indicado en el Ítem I. No deberán exceder las dos páginas in-
cluyendo no más de 10 citas bibliográficas.

IV.Información institucional

Esta sección será destinada a difundir todas aquellas
actividades o informaciones de la Facultad de Ciencias Veteri-
narias de la Universidad Nacional de La Plata que tengan una
relación directa con los objetivos dispuestos para la presente
publicación.

V.Cartas al editor

En esta sección se incluirán actualizaciones breves y co-
mentarios sobre artículos ya publicados. Las cartas (hasta 1000
palabras de texto) deberán ser en formato carta y no se dividi-
rán en secciones. Las cartas comenzarán con una introduc-
ción breve sobre la relación del tema. Incluir desarrollo de mé-
todos; referencias, en no más de cinco; y figuras o ilustracio-
nes, en no más de dos.

Correspondencia

Toda correspondencia dirigida a esta revista de-
berá realizarse a la siguiente dirección:

Sr. Director ANALECTA VETERINARIA

CC 296 (B1900AVW) La Plata, ARGENTINA
TEL/FAX: 0221-4257980
Desde el exterior: +54-221-4257980
E-mail: analecta@fcv.unlp.edu.ar
Web:www.fcv.unlp.edu.ar



¿Cómo son nuestros cursos?

*Son tutoriales (asistidos por un especialista en el tema) y
por lo tanto de atención pesonalizada y dedicada.

¿De qué materiales dispone el estudiante?

* El estudiante recibe, dependiendo del curso, material
escrito, o en un CD multimedia de modo que no tenga que

bajar de la web imágenes o archivos pesados, podrá
visualizar en la web el desarrollo del curso y sus temas,

así como recibirá vía e-mail archivos, comentarios e
información de sus profesores. Por vía de correo

electrónico, teléfono o fax, realizará preguntas y evacuará
dudas así como presentará sus pruebas de evaluación.

¿Qué recibe el estudiante que cursa?

*El alumno recibirá nuevos conocimientos que le abrirán
nuevos horizontes y aquellos que cursen y aprueben las

evaluaciones planteadas recibirán un certificado, con las
horas cursadas y las pruebas realizadas y aprobadas.

Características

*La Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Plata, ofrece capacitación de posgrado a

través de Educación a Distancia, que tiene como
propósito la formación continua del graduado veterinario.

*La permanente generación de información con la
creciente necesidad en el uso de la misma en un

mercado laboral hiper competitivo y exigente, obliga en
forma creciente a la actualización.

*A través de los cursos procuramos el desarrollo y la
renovación tecnológica y temática de los profesionales.
Es por esto que hemos conformado un equipo de trabajo
dedicado a revelar el interés de los diversos temas del
veterinario y a conformar una oferta que los satisfaga,
avalados por el prestigio y el nivel de excelencia de

nuestra universidad.

*Las dificultades existentes para las especializaciones
bajo la modalidad presencial por aquellas personas
radicadas lejos de los centros de enseñanza y por

quienes están insertos en un mercado laboral exigente,
proyectan a esta modalidad educativa hacia el futuro.

*Los cursos y seminarios virtuales, los foros electróni-
cos, la edición de CD y la impresión en papel son

presentaciones en distintos soportes tecnológicos que se
utilizan en función de las exigencias del proceso

educativo.

*La Educación a Distancia evita los gastros de traslado
y estadía, permite que el docente intervenga y aporte

cuando la ocasión lo requiera y a su vez tenga una
dedicación más personalizada al alumno y al estudiante

administrar su propio tiempo de estudio.

Informes e Inscripción:

Dirección de Educación a Distancia
CC 296 (B1900AVW) La Plata, Argentina

Tel/Fax: 0221-4257980 de 12 a 16 h
desde el exterior: + 54 221 4257980

ead@fcv.unlp.edu.ar
stanchi@alternativagratis.com

http://www.fcv.unlp.edu.ar
Auspiciados por el

Colegio de Veterinarios de la
Provincia de Buenos Aires

ELECTROCARDIOGRAFÍA EN PEQUEÑOS ANIMALES

Director: Daniel O. Arias
Temario: Fundamentos básicos de la electrocardiografía. Técnica de registro electrocardio-

gráfico. Interpretación y diagnóstico electrocardiográfico

Objetivos: Entrenar al profesional en el conocimiento de la electrocardiografía como método
complementario de diagnóstico de las enfermedades cardiovasculares de los pequeños

animales.

2º JORNADAS PLATENSES DE MEDICINA
EN PEQUEÑOS ANIMALES

Videos de las Conferencias realizadas en septiembre 2001

Disertantes: Dr. Isidro Castro Mendoza (México), Dr. Rafael Bökenhans (UBA), Dra. Beatriz Di Tollio (UBA)

Temario: Neurología. Examen clínico de la columna. Patofisiología del Trauma Medular.
Patologías Degenerativas. Fracturas y Luxaciones de la Columna. Cirugía de la Columna.

Discusión de casos clínicos. Endocardiosis Mitral. Fibrilación auricular. Cardiopatías congénitas

Objetivos: Brindar al Médico Veterinario práctico la posibilidad de información concreta y
actualizada sobre temas y tratamientos de la práctica profesional.

DIAGNÓSTICOBACTERIOLÓGICO PRÁCTICO
PARA EL MÉDICO VETERINARIO

(bacterias aerobias)
Director: Prof.Dr.Nestor Oscar Stanchi

Temario: Urocultivo, Otocultivo, Coprocultivo, Hisopados de heridas y piel.

Objetivos: Capacitar a los profesionales para el diagnóstico bacteriológico rápido con
especial referencia a las muestras clínicas más comunes que involucran a la práctica frecuente

en veterinaria.

HEMATOLOGÍA CLÍNICA Y SU INTERPRETACIÓN
EN CANINOS Y FELINOS

Director: Bact. Sandra Arauz
Temario: El hemograma en la clínica. Materiales y equipos de laboratorio. Interpretación.

Presentación de casos clínicos y su análisis.

Objetivos: Capacitar a los profesionales para la obtención de un diagnóstico hematológico en
diferentes cuadros clínicos en pequeños animales.

TEMAS DE REPRODUCCIÓN EN PEQUEÑOS ANIMALES
Evaluación de semen. Citología vaginal

Director: María Alejandra Stornelli
Temario: Fisiología reproductiva. Análisis macroscópico, bioquímico y bacteriológico del

semen. Evaluación e interpretación de los resultados obtenidos en el estudio de semen.
Citología vaginal. Aplicaciones de la citología vaginal en la clínica.

Objetivos: Analizar la fisiología del macho. Conocer y aplicar las técnicas para obtener y
procesar la muestra de semen para realizar un espermograma. Conocer las aplicaciones y las

limitaciones del espermograma.


