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Trabajos de Investigacion

EFICACIA ANTIFUNGICA IN VITRO DEL LUFENURON

Aicardi L*-2, Reinoso EH*

! Catedra de Micologia Médica e Industrial “Prof. Dr. Pablo Negroni’ — Carrera de Microbiologia.
Facultad de Ciencias Veterinarias — Universidad Nacional de La Plata.
2 Comision de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires (CICBA).

Resumen: Una de las patologias dérmicas con mayor prevalencia en la cunicultura de
nuestra region es la dermatofitosis o tinias del conejo. Esta enfermedad que involucra piel
y pelos de ciertas regiones del cuerpo animal, es causada por eumycetos queratinofilicos,
siendo Trichophyton mentagrophytes var mentagrophytes el mds frecuentemente aislado
en estos animales. Para determinar la eficacia antifiingica del Lufenuron -Benzoilfenilurea,
inhibidor de la sintesis de quitina-, se evaluaron treinta cepas diferentes de Trichophyton
mentagrophytes var mentagrophytes, aislados de conejos con lesiones clinicas, provenientes
de establecimientos de La Plata y su zona de influencia. A partir de estos aislamientos se
prepararon inéculos para realizar los estudios de sensibilidad a través del método de micro-
diluciéon en medio liquido [RPMI 1640 y caldo glucosado-extracto de levadura] y el método de
difusion en agar [Mueller Hinton modificado (MHm) y agar glucosado de Sabouraud (AGS)].
Las placas fueron incubadas a 28° C durante diez dias. La inhibicién del crecimiento ftingico
frente a diferentes concentraciones de Lufenuron no fue observada en ninguna de las cepas
ensayadas. Estos resultados demuestran que el Lufenuron no posee actividad antifiingica
in vitro frente a estas especies de dermatofitos, pese a su actividad inhibidora de la sintesis
de quitina en artrépodos.

Palabras clave: Trichophyton mentagrophytes - Dermatofitosis — Lufenuron — Sensibilidad
in vitro.

IN VITRO ANTIFUNGIC EFFICACY OF LUFENURON

Abstract: Dermatophytosis or rabbit’s ringworms is one of the dermatological pathologys with
a high prevalence at the rabbits breeding farms in our city. The skin and hair of specific areas
of rabbit’s body are involvement in this disease caused by keratinophilics dermatophytes,
and the most frequent isolated in these animals is Trichophyton mentagrophytes var menta-
grophytes. Thirty different Trichophyton mentagrophytes var mentagrophytes were isolated
from rabbits with suspected lesions of superficial mycosis arising from breeding farms of La
Plata city and surroundings areas, to determine the in vitro antifungic efficacy of Lufenuron
[Benzoilphenilurea/, a chitin synthase inhibitor. The spores suspensions were prepared from
these isolates and used for the in vitro susceptibility testing by the broth microdilution method
[RPMI 1640 medium and glucose-yeast extract broth] and agar diffusion method [modified
Mueller-Hinton (MHm) and Sabouraud Glucose Agar (SGA)]. The plates were incubated at
28°C for ten days. No fungal growth inhibition to a different concentrations of Lufenuron was
observed in any of the tested strains. In spite of the activity as a chitin synthase inhibitor
in arthropods, the results showed that Lufenuron do not possess in vitro antifungal activity
against these dermatophytes species.

Key Words.: Trichophyton mentagrophytes - Dermatophytosis — Lufenuron — In vitro sus-
ceptibility
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L. Aicardi y H. Reinoso

INTRODUCCION

Los animales de peleteria representan un
nuevo objeto de produccién animal (1). En la
actualidad existe una creciente demanda a nivel
mundial de pieles ecologicas, procedentes de
animales como nutria, chinchilla, zorro o vison,
intentando sustituir las de origen salvaje. También
son ecologicas las pieles de conejo, que a pesar de
ser un animal productor de carne, su piel es un
subproducto alternativo, con un bajo costo de pro-
duccion comparado con otras especies y de buena
rentabilidad si es de calidad de exportacion (2).

Las estadisticas de los ultimos anos, des-
tacan a la Argentina como un pais exportador de
pieles de conejo. Esta situaciéon internacional,
impulsa a que este animal pueda producir pie-
les de valor peletero, con un destino final hacia
paises asiaticos y Europa (2, 3).

Claro que, este tipo de actividades, también
trae aparejado algunos problemas, como las en-
fermedades infecto-contagiosas, entre las que se
pueden citar a las micosis superficiales, que van
en detrimento de la calidad de las pieles y de la
propia produccion.

Con el nombre de micosis, se agrupan una
serie de enfermedades causadas por eumycetos
—hongos - (4). Las micosis superficiales, las mas
importantes en animales, incluyen a las der-
matofitosis o “tinas”, cuyos agentes etiologicos
son eumycetos queratinofilicos, que tienen la
capacidad de invadir tejidos queratinizados como
las unas, los pelos y el estrato cérneo (5). Los
dermatofitos se agrupan dentro de tres géneros:
Epidermophyton, Microsporum y Trichophyton.
Y acorde a su principal hospedador o habitat,
son considerados antropoéfilos (hombre), zoo6filos
(animales) y geofilos (suelo). Los animales actian
como reservorio (animales enfermos o portado-
res sanos) de Trichophyton mentagrophytes var
mentagrophytes, T. verrucosum, Microsporum
canis, entre otros; con un importante potencial
zoonotico. Trichophyton mentagrophytes, es el
principal agente causal de tifias en conejos; y
también Microsporum canis, ha sido informado
por otros autores [Fig.1] (6, 7).

Las zoonosis son enfermedades que afectan
al hombre y a uno o mas vertebrados animales, y
revelan que un animal infectado puede ser indi-
cador de la situacion epidemiolégica del plantel
o de la apariciéon de la infeccion humana. Por lo
tanto, la exposicion a estos animales afectados
de dermatofitosis, constituyen un riesgo para la
Salud Publica, tanto de los operarios como de los
profesionales relacionados (1, 8). Esto demanda
la realizacion de un diagnéstico preciso, y asi po-
der establecer un tratamiento adecuado. Para lo
cual, existe un numero reducido de antimicéticos
de uso veterinario; que tienen por objeto eliminar
el hongo, disminuyendo al minimo los efectos
en el paciente. Las propiedades fungistaticas

o fungicidas de algunas drogas se basan en su
capacidad de alterar, debilitar o destruir la pared
celular constituida por varios polisacaridos como
quitina, celulosa y mananos (4).

La sintesis de quitina es el sitio primario de
ataque de los antibiéticos nucleopéptidos [nico-
micinas] y las benzoilfenilureas [lufenuron] (9).

El Lufenuron inhibiria la sintesis y depo-
sito de quitina, interfiriendo con la formacion de
la pared de la célula micética (10). Teniendo en
cuenta este mecanismo de accién y la particular
composicion quimica de la pared de los hongos,
el objetivo del presente trabajo es realizar es-
tudios de sensibilidad in vitro de Trichophyton
mentagrophytes var mentagrophytes aislados de
conejos, con la finalidad de determinar la eficacia
antifingica del Lufenuron.

MATERIALES Y METODOS
1 - DROGAS ENSAYADAS

Para la realizacion de este trabajo se emple6
Lufenuron [PROGRAM®]-Suspension inyectable
para gatos - NOVARTIS S.A., Basilea, (Suiza).

De acuerdo a los niveles minimos eficaces
requeridos en sangre para el control de pulgas
[50 nga 100 ng/ml] (11), se realizaron sucesivas
diluciones en tres disolventes: Agua Destilada
Estéril [ADE], DMSO [Dimetilsulfoxido] y PEG
[Polietilenglicol]; hasta lograr concentraciones
finales de 500 ng, 250 ng, 125 ngy 62,5 ng. Por
lo que se evalu6 una concentraciéon inferior de
62,5 ng que abarca ese nivel de actividad eficaz,
hasta un punto superior de 500ng.

Como control positivo de inhibicion, se uti-
liz6 Anfotericina B en solucion de Desoxicolato de
sodio [Concentracién final 0,05 mg/ml].

2 - CEPAS

Los aislamientos de Trichophyton mentagro-
phytes var mentagrophytes, se llevaron a cabo en
el laboratorio de la Catedra de Micologia Médi-
ca, a partir de las muestras de pelos y escamas
de conejos, provenientes de establecimientos
criadores de la region de la ciudad de La Plata y
alrededores; con lesiones dérmicas compatibles
con dermatofitosis o “tinas”.

El ensayo de Lufenuron se realizé sobre 30
cepas diferentes de Trichophyton mentagrophytes
var mentagrophytes.

Se cre6 una micoteca con los hongos aisla-
dos, que fueron conservados en tubos en pico de
flauta con Agar Glucosado de Sabouraud (AGS)
hasta el momento de realizar los estudios.

Con el fin de lograr una é6ptima formacion
de conidios, las cepas de dermatofitos se repi-
caron en Agar papa glucosado (APG) [Glucosa
2% - extracto de levadura], con una incubacién
a 25 - 28 °C durante 10 dias, para la posterior
preparaciéon de inéculos.

6 AnaLEcTA VETERINARIA 2009; 29 (1): 5-10

ISSN 0365-5148



3a - Preparacion del inéculo

Cada cepa se cubrié con 1 a 2 ml de agua
destilada estéril, raspando suavemente la su-
perficie de las colonias para extraer las formas
conidiales. Se dej6 decantar unos minutos para
la precipitacién de las particulas mas groseras,
y el sobrenadante se extravasé a otro tubo para
obtener las diluciones correspondientes, a las que
se ajusto su concentracion final mediante espec-
trofotometria a 530nm [Espectrofotémetro UV
Visible Wayers 7000], con alrededor de 68-70% de
transmitancia. Este inéculo es equivalente a 0,5
-4 x10°UFC/ml (12); y para su homogenizacién
se agit6é en un Vortex durante 3-5 segundos.

3b — Cuantificacién del inoculo

Se realiz6 en placas de AGS para verificar
el namero de viables (UFC/ml). La suspensiéon
ajustada por espectrofotometro se diluyé 1:100
con agua destilada estéril (aprox. 10* UFC/ml).
Se tom6 una alicuota de 10 pl y se sembroé por
diseminacion en forma uniforme en toda la su-
perficie de la placa con medio de cultivo. Estas,
se incubaron a 28-30° C. Se revisaron a diario
hasta su 6ptimo crecimiento (colonias visibles),
para comprobar el tamano real del inéculo. Las
UFC/ml se obtuvieron multiplicando el nimero
de colonias contadas por el factor de dilucion
(13).

4 - MEDIOS DE CULTIVO PARA PRUE-
BAS DE SENSIBILIDAD

Se emplearon los medios de cultivo es-
tandares recomendados por el CLSI (12, 14):
Mueller-Hinton modificado (MHm), medio sélido
suplementado con 2% de glucosa y 0,5 ug/ml de
azul de metileno para mejor lectura de los halos;
y RPMI 1640 Buffer MOPS [0,165M], como medio
liquido. Los medios complementarios fueron:
Sabouraud Dextrosa Agar-extracto de levadura
(sélido) y caldo glucosado- extracto de levadura
(liquido).

5 - PROCEDIMIENTO
5a — Método de difusion en agar:

Luego de homogenizar los in6culos de cada
cepa, se humedecieron una serie de hisopos con
cada suspension, y se estrio por agotamiento has-
ta distribucién homogénea en toda la superficie
de las placas de Petri, conteniendo los medios de
cultivo con un espesor de 4mm. Luego con un
sacabocados se procedi6 a realizar hoyuelos, en
el cual se depositaron 100 ul de cada una de las
concentraciones a evaluar de Lufenuron, ademas
del control positivo de inhibicién Anfotericina B
[Fig.2].

5b — Método de dilucién en caldo:

Caldo RPMI 1640: a partir de la solucién

madre o stock de Lufenuron diluido en DMSO, se

Eficacia antifungica del Lufenuron

prepararon en cuatro tubos las concentraciones a
evaluar (100x), y se diluyeron 1:50 en RPMI 1640,
como asi también la droga control. Luego, se dis-
tribuyé 100 pl de cada una de las concentraciones
de Lufenuron por duplicado en una serie de tu-
bos, mas un tubo control de crecimiento de cada
cepa con RPMI 1640 sin antifiingico. Del inéculo
estandarizado, se realizé una dilucién 1:50 y se
inocul6 100 ul a cada tubo. Por lo tanto, con los
100 pl que se ahadieron a los 100 ul existentes ya
en el tubo, se produjo una dilucién 1:2 de todos
los componentes, obteniendo la concentracion
adecuada a evaluar.

Caldo Glucosado: de igual modo, con la
solucién stock y la droga control, se realizaron
una serie de diluciones en caldo obteniendo el
rango de concentraciones a evaluar (10X), mas
un testigo de crecimiento positivo. Todos los
tubos se inocularon con 10 ul de la suspension
estandarizada de conidios.

6 - LECTURA DE RESULTADOS

Se realizd6 por observacion simple de las
placas y tubos, utilizando solo en casos dudosos
una lupa estereoscopica para mejor resolucion
[Iroscope YZ-6].

RESULTADOS

Todos los ensayos se realizaron por dupli-
cado, repitiendo algunas pruebas también por
duplicado, cuando resultaron dudosas.

Las diluciones de la droga se realizaron en
diferentes solventes desde una concentracion
de 500 ng hasta 62,5 ng, considerando el nivel
minimo eficaz en sangre para el control de artré-
podos [50 a 100 ng]. Los resultados demuestran
que las cepas ensayadas resistieron las cuatro
concentraciones de Lufenuron comparado con la
Anfotericina B (0,05 mg), a la que todas fueron
sensibles desde las primeras horas de contacto.

DISCUSION

Las primeras propuestas acerca del posible
uso de Lufenuron en el tratamiento de la derma-
tofitosis, fueron realizadas por Ben-Ziony Yy Arzi
B (15) en Israel, a través de un estudio clinico
en perros y gatos, donde sus resultados indican
que los animales que son tratados con Lufenuron
remiten los signos clinicos mas rapidamente,
mientras que sin tratamiento la enfermedad
persiste de dos a tres meses, concluyendo que
la administraciéon oral de Lufenuron parece ser
efectiva para el tratamiento de ciertas infecciones
fangicas cutaneas en caninos y felinos.

Algunos estudios clinicos llevados a cabo
en pequenos animales y realizados por diferentes
autores, senalaron obtener una mejoria clinica en
la evolucion de la dermatofitosis en los animales
que recibieron Lufenuron (16, 17). Sin embargo,
estos mismos autores, negaron la eficacia de este
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Tabla 1. Estudio de sensibilidad in vitro.
Table 1. In vitro susceptibility test.

CONCENTRACION INHIBITORIA

LUFENU- 62,5ng 125ng 250ng 500ng
RON
Solvente ADE | DMSO | PEG | ADE | DMSO | PEG | ADE | DMSO | PEG | ADE | DMSO | PEG
Resultados R R R R R R R R R R R R

Referencias: ng: nanogramos. ADE: Agua destilada estéril. DMSO: Dimetilsulféxido. PEG: Polietilenglicol. R: Resistente.
En todos los casos se utilizé Anfotericina B como droga control de inhibicién positiva.

Tabla 2: Curvas de muerte.
Table 2. Death curves.

TIEMPO DE CONTACTO

DROGA CULTIVO

48 h 96 h 192 h 5 Dias
LUFENURON Positivo Positivo Positivo Positivo
62,5 ng
125 ng Positivo Positivo Positivo Positivo
250 ng Positivo Positivo Positivo Positivo
500 ng Positivo Positivo Positivo Positivo
ANFOTERICINA B Negativo Negativo Negativo Negativo
0,05 mg
Referencias: ng: nanogramos.
En todos los casos se utilizé una cepa de Trichophyton mentagrophytes como control de crecimiento positivo.

farmaco en el tratamiento de la dermatofitosis en
trabajos posteriores (18, 19).

Destacamos la sugerencia del uso de Lu-
fenuron para el tratamiento de la Coccidioido-
micosis Pulmonar Primaria en caninos con bue-
nos resultados en un periodo de cuatro meses,
Bartsch y Greene (9); pero al no incluir estos
autores un grupo control de animales sin trata-
miento, y teniendo en cuenta que es una entidad
autolimitante, dudamos de su efectividad. Duda
esta, que confirma Johnson et al. (20), evaluando
la sensibilidad in vitro de Coccidioides immitis a
Lufenuron, con resultados negativos sobre este
agente etiologico.

Zur G y Elad D (21), realizaron estudios de
sensibilidad in vitro de dermatofitos de origen
animal frente a Lufenuron, desarrollando méto-
dos alternativos como la aplicacion directa de la
droga sobre el medio de cultivo, sangre y tejido
celular subcutaneo de animales tratados, pero

sin resultados satisfactorios.

Por otro lado, los estudios de sensibilidad
in vitro multicéntricos sirvieron para establecer
los métodos de referencia, dentro de los cuales se
destacan los recomendados por el CLSI y también
los del EUCAST (22).

Entre las principales caracteristicas que
incluyen las técnicas de referencia se preconi-
za el uso de RPMI 1640 como medio de cultivo
estandar, aunque al ser considerado un medio
pobre para el crecimiento 6ptimo de algunos
hongos, también se han evaluado técnicas que
incluyen medios de cultivos como YNB, Medio
Casitone (23), AM3 y Sabouraud (24); y hasta
el propio CLSI propone en el documento M44-A
para estudios de sensibilidad de Cdndida spp, el
uso de Mueller-Hinton modificado (MHm) como
medio de cultivo (14).

De todas maneras estos estandares no
son una herramienta practica para la rutina del
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Fig.1. Dermatofitosis. Lesién tipica de “tifia” con
alopecia y costras sobre el miembro anterior de

un conejo.
Fig.1. Dermatophytosis. Typical lesion of ringworm with alo-
pecia and scabs on the rabbit’s anterior leg.

s
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Fig. 2. Método de Difusiéon en agar. Ensayo de las
cuatro concentraciones de Lufenuron en compa-
raciéon con la Anfotericina B como control positivo
de inhibicién.

Agar Difussion Method. Four concentrations of Lufenuron

test in comparison with Amphotericin B as inhibition posi-
tive control.

laboratorio de Microbiologia clinica, por lo que
s6lo algunos centros especializados hacen uso
de ellos (22).

Por lo expuesto podemos afirmar que la
actividad antifingica del Lufenuron sobre Tri-
chophyton mentagrophytes de origen animal no
es eficaz.

Esta afirmacion estaria apoyada por los
estudios de Zur G y Elad D (21), que confirma la
falta de actividad antifingica de esta droga en

Eficacia antifungica del Lufenuron

sangre y tejido celular subcutaneo de animales
tratados.

Por otra parte, la version de posible accion
inmunoreguladora (21), no nos parece coherente,
toda vez que el Lufenuron acttua sobre la sintesis
de quitina del exoesqueleto de las pulgas (25),
para los que la accion inmunolégica del huésped
tendria escasa o nula implicancia en la recupe-
racion del paciente.

Si se puede aceptar como légica la propues-
ta de Johnson SM, et al (20), donde menciona la
diferencia que existe en relaciéon a la estructura
quimica del Lufenuron, comparado con Nicomici-
na Z, otro inhibidor de la sintesis de quitina con
actividad antifingica. Asociando esta diferencia
bioquimica a la posibilidad que el Lufenuron no
sea activo en la inhibicién de la sintesis de quitina
fingica, en contraste a esta funcién demostrada
en artropodos.
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Trabajos de Investigacion

PRIMER AISLAMIENTO DE Escherichia coli O157:H7
A PARTIR DE HAMBURGUESAS EN PARAGUAY
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Resumen: En los tltimos veinte arios las infecciones por Escherichia coli Enterohemorrdgico
(EHEC) representan una gran preocupacion para la Salud Publica mundial. E. coli O157:H7/
NM es el prototipo de un grupo de mas de 150 serotipos que comparten el mismo potencial
patogénico. El objetivo del trabajo fue aislar E. coli O157:H7 de alimentos obtenidos en
mercados habilitados para la venta en la ciudad de Asuncion, Paraguay. Se analizaron
50 muestras, para el aislamiento se realizé un enriquecimiento en caldo Escherichia coli
adicionado con novobiocina y luego se sembré en medios sélidos PRS-Mug y Fluorocult. Las
colonias caracteristicas fueron confirmadas por pruebas bioquimicas y serolégicas. A partir
de hamburguesas de carne bovina cruda se obtuvieron dos cepas de E. coli O157:H7, ambas
portadoras del gen eae, y negativas para los genes ehxA, stx, y stx,. Este es el primer reporte
sobre el aislamiento de E. coli O157:H7 a partir de alimentos en Paraguay.

Palabras Clave: Escherichia coli 0157:H7, STEC, hamburguesas crudas.

FIRST ISOLATION OF Escherichia coli O157:H7
FROM HAMBURGERS IN PARAGUAY

Abstract: In the last twenty years the infections caused by enterohemorragic Escherichia coli
(EHEC) represented a great concern for the world public health. E. coli O157:H7/NM is the
prototype into a group of more than 150 serotypes that share the same pathogenical poten-
tial. The purpose of this work was to isolate E. coli O157:H7 from food obtained in markets
qualified for sale in Asuncién city, Paraguay. Fifty samples were analyzed, for the isolation
and enrichment in Escherichia coli broth added with novobiocin was carried out, and then it
was streaked into solid media PRS-Mug and Fluorocult. Typical colonies were confirmed by
biochemical and serological tests. From hamburgers of raw bovine meat two E. coli O157:H7
strains were obtained, both carriers of eae gene and negatives for ehxA, stx, and stx,genes.
This is the first report about the isolation of E coli O157:H7 from foods in Paraguay.

Key words: Escherichia coli 0O157:H7, STEC, raw hamburger.
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INTRODUCCION

Escherichia coli Enterohemorragico (EHEC)
es un patogeno emergente asociado a enfermeda-
des transmitidas por alimentos (ETA). Fue reco-
nocido por primera vez como patogeno humano
en 1982 durante dos brotes de colitis hemorragica
(CH) ocurridos en Oregon y Michigan, EE.UU.,
atribuidos al consumo de hamburguesas en
restaurantes de una cadena de comidas rapidas.
La infeccion por EHEC puede causar casos espo-
radicos o brotes de diarrea, colitis hemorragica y
sindrome urémico hemolitico (SUH) (6, 10). Es-
cherichia coli O157:H7 es el prototipo de mas de
150 serotipos que comparten el mismo potencial
patogénico, cuyo principal factor de virulencia
son las toxinas Shiga (7, 9, 28). A este grupo se
lo denomina Escherichia coli productor de toxina
Shiga (STEC). Segtin la OMS (1997), las cepas de
EHEC deben presentar los siguientes factores
de virulencia: a) toxinas Shiga, b) intimina, y c)
enterohemolisina (27). Debido a que no todas las
cepas STEC presentan estos factores de virulen-
cia, y solo son productoras de toxina Shiga, se
considera que las cepas EHEC son un subgrupo
entre las STEC.

La habilidad de las cepas EHEC O157:H7
para causar enfermedad esta relacionada con
su capacidad para producir Stx1l, Stx2, y sus
variantes, responsables del dano del endotelio
vascular (29). El segundo factor de virulencia es
una proteina de membrana externa de 94-kDa,
llamada intimina codificada por el gen eae loca-
lizado en la isla de patogenicidad LEE (del inglés,
locus of enterocyte effacement). Este locus esta
asociado con la adherencia intima de la bacteria
a la célula epitelial, la iniciaciéon de las senales de
transduccién, y la desorganizacién de las micro-
vellosidades con la formacion de la lesion AE (del
inglés, attaching-and-effacing) (14). La presencia
de LEE le confiere a las cepas EHEC una mayor
virulencia, pues los serotipos LEE-positivos apa-
recen con mayor frecuencia asociados a brotes y
casos de SUH que los serotipos LEE-negativos.
El tercer factor de virulencia que caracteriza a
las cepas EHEC es la produccién de una ente-
rohemolisina (EHEC-Hly), codificada en el gen
ehxA del megaplasmido de 90-kb, la cual estaria
involucrada en la patogénesis (23).

Numerosos estudios realizados en diferen-
tes paises, incluyendo a la Argentina permitieron
confirmar el rol del ganado vacuno como principal
reservorio de E. coli O157:H7 (2, 14, 20), aunque
las ovejas y las cabras también fueron descriptas
como reservorios (2, 3, 13).

La principal via de transmisién de E. coli
0157 son los alimentos contaminados, como por
ejemplo, carne molida, productos carnicos crudos
o insuficientemente cocidos, hamburguesas, em-
butidos fermentados, morcilla, leche no pasteuri-
zada, yogur, quesos, mayonesa, papas, lechuga,

brotes de soja y alfalfa, jugos de manzana no
pasteurizados, y agua, entre otros (21). La conta-
minacion de los alimentos se debe principalmente
al contacto con las heces del ganado bovino. En la
Argentina, se detect6 STEC O157:H7 enel 3,9 %
de productos carnicos a nivel de boca de expen-
dio (5). Otras formas de transmision incluyen el
contacto directo del hombre con los animales, la
contaminacién cruzada durante la preparacion
de alimentos, y la transmision persona a persona
por la ruta fecal-oral. Es importante destacar que
la dosis infectiva capaz de ocasionar enfermedad
por parte de este grupo bacteriano es de 10 a 100
bacterias por gramo de alimento.

En Argentina, donde el SUH es endémico,
se producen aproximadamente 400 casos nuevos
por ano. La enfermedad constituye la primera
causa de insuficiencia renal aguda en la edad
pediatrica y la segunda de insuficiencia renal
cronica. E1 SUH es responsable del 20% de los
transplantes renales en nifios y adolescentes (8,
21).

En Paraguay son escasos los estudios rea-
lizados sobre la deteccion de E. coli O157:H7 en
alimentos, por lo cual la deteccidn, identificacion
y caracterizacion de este patégeno emergente en
alimentos y en los procesos de produccion de
los mismos, podria ser una herramienta funda-
mental para prevenir la posible infeccion en los
consumidores (16).

El objetivo del trabajo fue aislar E. coli
O157:H7 en muestras de alimentos obtenidas
en supermercados de la ciudad de Asuncion,
Paraguay.

MATERIALES Y METODOS

Durante los meses de noviembre y diciem-
bre de 2006, el personal del SENACSA (Servicio
Nacional de Calidad y Sanidad Agroalimentaria,
del Paraguay) recolecté 50 muestras de alimentos
en 15 mercados habilitados para la venta en la
ciudad de Asuncién, Paraguay. Se recolectaron
35 muestras de quesos denominados “Paraguay”,
10 muestras de carne picada y 5 muestras de
hamburguesas crudas.

Para la deteccion y aislamiento de E. coli
O157:H7, se inocularon 65 g de cada muestra
en caldo Escherichia coli (Bio Pro Lab., EE.UU.)
con novobiocina (Biokar Diagnostics, Beauvais
Cedex, France), incubandose a 35°C por 18 h 'y
sin agitacion. Posteriormente, una alicuota de
cada caldo enriquecido fue sembrada en Phenol
Red Sorbitol-mug (PRS-Mug, Oxoid) y Fluorocult
(Merck, Darmstadt Alemania), e incubada a 35°C
por 24 h. Las colonias presuntivas se repicaron en
medio s6lido eosina azul de metileno (Britania Lab,
Argentina) y en agar tripticasa soya (Britania Lab,
Argentina) para su posterior tipificacién bioquimi-
ca (24). Para el seroagrupamiento se utiliz6 el test
aglutinaciéon de Latex 0157 (OXOID, U.K.).
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Las cepas aisladas fueron enviadas al Ser-
vicio Fisiopatogenia del INEI - ANLIS “Dr. Carlos
G. Malbran”, para confirmar la presencia de los
antigenos O157 y H7, la capacidad de producir
citotoxicidad en células Vero, y la portaciéon de los
genes rfb, .., fliC,, eae, ehxA, stx, y stx, (12).

RESULTADOS

Sobre 50 muestras analizadas, dos (4%)
fueron positivas para E. coliO157:H7. Los dos ais-
lamientos fueron recuperados de hamburguesas
crudas y presentaron colonias sorbitol negativas
en los medios de cultivo PRS-Mug, y Fluorocult.
Las dos cepas aisladas presentaron movilidad y
las pruebas bioquimicas arrojaron los siguientes
resultados: oxidasa negativa, catalasa positiva,
indol positivo, Voges Proskauer negativo, rojo de
metilo positivo, citrato negativo, lisina y ornitina
decarboxilasa positivas, hidrogeno sulfurado
negativo, y fermentacion de glucosa y lactosa.
Ambos aislamientos fueron portadores del gen
eae y no portaron los genes stx,, stx,y ehxA.

DISCUSION

Considerando que en la ultima década
las enfermedades causadas por E. coli O157:H7
ocasionaron una gran preocupacion en la salud
publica mundial (1, 19), el control de los alimen-
tos para la deteccion de este microorganismo
constituye una herramienta fundamental para
prevenir las enfermedades transmitidas por ali-
mentos.

Cabe destacar que las cepas de E. coli
0157:H7 aisladas no portaron dos de los factores
de virulencia de EHEC (toxinas Shiga y entero-
hemolisina). Sin embargo, estos aislamientos
son portadores del gen eae que codifica para
la intimina y podrian ser potencialmente patoé-
genos al adquirir los genes stx mediante fagos.
Cabe destacar que segun Karmali y col. (10), el
serotipo O157:H7 pertenece al seropatotipo A
segun su potencial patogénico y epidémico, su
asociacion a enfermedades severas en el hombre
y su capacidad para producir brotes (10, 18). Las
cepas aisladas en el presente trabajo podrian ser
consideradas un parametro de contaminacion
por E. coli O157:H7 toxigénico ya que Wetzel Y
LeJeune (26) reportaron la pérdida de los genes
que codifican las toxinas Shiga.

El aislamiento de E. coli O157:H7 fue de
gran importancia ya que se utiliz6 una meto-
dologia convencional menos exigente que la
recomendada por United States Department of
Agriculture/Food Safety and Inspection Servi-
ce (USDA/FSIS) (24, 25). De lo anteriormente
expuesto puede deducirse que una busqueda
mas exhaustiva en este tipo de alimentos, podria
arrojar mayor numero de cepas.

Con respecto a la presencia de E. coli
O157:H7 en Paraguay, los tnicos datos en-

Ensilado de pescado

contrados se refieren a Ortiz (16), quien realizd
estudios en media res bovina para exportacion,
los cuales arrojaron resultados negativos para
el aislamiento. El presente es el primer reporte
sobre el aislamiento de E. coli O157:H7 a partir
de alimentos en Paraguay. Es necesario realizar
mayores estudios para evaluar la presencia de E.
coli O157:H7 a los fines de determinar si existen
serotipos patégenos en alimentos en Paraguay, y
posteriormente implementar un plan de control
sanitario.

Este trabajo fue realizado a los efectos de
comenzar una vigilancia epidemiolégica sobre
E. coli O157:H7 en alimentos para lo cual se
organiz6 este primer muestreo coordinado por
el Laboratorio de Alimentos dependiente del
SENACSA. Sin embargo, destacamos que seria
muy importante realizar una busqueda mas
exhaustiva con metodologias apropiadas para el
aislamiento de las cepas de E. coli productoras
de toxinas Shiga no-O157, cuya incidencia en
casos clinicos se ha venido incrementando a nivel
mundial (11, 17, 22) y por lo tanto, podrian estar
presentes en Paraguay.

A partir de los aislamientos obtenidos, el
laboratorio Oficial decidié implementar la meto-
dologia recomendada y validada por la USDA/
FSIS, que incluye la separacién inmunomagné-
tica (4, 24, 25).
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INHIBICION DE Escherichia coli 0157:H7 POR CEPAS
Lactobacillus AISLADAS DE QUESO OVINO

Vallejo M, Etchechoury V, Horiszny C, Marguet E

Catedra de Biologia Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Naturales (Sede Trelew),
Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco.

Resumen: En el presente trabajo se estudié la actividad inhibitoria sobre Escherichia coli
O157:H7 de 6 cepas seleccionadas de Lactobacillus aisladas de queso ovino. El efecto anti-
microbiano de los sobrenadantes de los cultivos de las cepas ensayadas no se inhibié por la
actividad enzimdtica de la catalasa o la tripsina. En consecuencia, la produccién de H,O, o
de un agente de naturaleza proteica, no se considero como responsable del efecto inhibitorio.
Por el contrario, la alcalinizacion neutralizo el efecto antibacteriano de los sobrenadantes,
resultado que demostré que las cepas seleccionadas ejercieron la inhibicién del crecimiento de
E. coli O157:H7 debido a la produccion de dcidos orgdnicos, especialmente dcido lactico. La
aplicacién directa de cepas de bacterias dcido ldacticas y/ o sus metabolitos antimicrobianos
para inhibir bacterias patégenas en alimentos se introdujo en el concepto de biopreservacion.
Estos resultados sugieren que las cepas de Lactobacillus estudiadas podrian ser utilizadas
como cultivos iniciadores o adjuntos para mejorar la calidad microbiolégica en la elaboracién
de queso ovino.

Palabras claves: Escherichia coli O157:H7, Lactobacillus, queso ovino

INHIBITION OF Escherichia coli O157:H7 BY
Lactobacillus STRAINS ISOLATED FROM OVINE CHEESE

Abstract: In the present work the inhibitory activity on Escherichia coli O157:H7 of 6 selected
Lactobacillus strains isolated from ovine cheese was studied. The antimicrobial effect of
culture supernatants of assayed strains was not inhibited by enzimatic activity of catalase
or trysin. Therefore, the production of H,O, or proteinaseus nature agent was not considered
responsible for the inhibitory effect. On the other hand, the alcalinization abolished the anti-
bacterial effect of the supernatants, result that demonstrated that the selected strains exert
growth inhibition of E. coli O157:H7 due to production of organic acids, mainly lactic acid.
The direct application of lactic acid bacteria strains and/ or their antimicrobial metabolites to
inhibit pathogenic bacteria in food was introduced in the concept of biopreservation. These
results suggest that Lactobacillus strains studied could be used as starter or adjunt cultures
to improve the microbiology safety in the manufacture of ovine cheese.
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INTRODUCCION

Escherichia coli productor de toxina Shi-
ga (ECTS) es una enterobacteria comunmente
hallada en el tracto gastrointestinal (GI) de
rumiantes, particularmente ganado bovino. E.
coli enterohemorragica (ECEH) es un subtipo de
ECTS que tiene la particularidad de colonizar el
epitelio Gl y producir severas enfermedades en el
hombre, donde se destacan el sindrome urémi-
co hemolitico (SUH), colitis hemorragica (CH) y
purpura trombocitopénica (PT). Las toxinas Shiga
Stx1, Stx2 y sus variantes son las responsables
principales de la capacidad virulenta de estos
microorganismos (1, 2). Otros factores como la
intimina, responsable de la unién a eritrocitos y
microvellosidades y la enterolisina, una citolisina
formadora de poros, también contribuyen a su
patogenicidad (3).

Muchos serotipos de E. coli productores de
toxina Shiga han sido vinculados con SUH o CH
en distintas regiones del mundo, sin embargo
E. coli O157:H7 constituye el serotipo mas pre-
valente asociado a casos esporadicos o brotes
(2). Estas enfermedades infecciosas afectan es-
pecialmente a nifios y se pueden producir como
consecuencia del consumo de productos carnicos
sin adecuada coccién, leche cruda o derivados
lacteos elaborados con leche sin un apropiado
tratamiento térmico (4).

El SUH constituye un serio problema sa-
nitario que ha sido reportado en todo el mundo,
principalmente en paises desarrollados del he-
misferio norte. Argentina presenta la mas alta
incidencia de SUH (300-400 casos por ano) por lo
que ha sido considerado una patologia endémica
por la Organizacion Panamericana de la Salud.

Muchos estudios realizados en Argentina
han demostrado una alta prevalencia de E. coli
0157:H7 en ganado bovino (2, 3) y, aunque se
ha demostrado su presencia en ganado ovino (5),
no existen estudios que permitan establecer el
estado actual en esta especie.

En la regién patagénica, como en otras
regiones del mundo con dificiles condiciones
climaticas, lluvias escasas e irregulares y suelos
erosionados, el ganado ovino constituye la es-
pecie dominante para la produccion de fibras y
carne. En los ultimos anos, en el Valle Inferior
del Rio Chubut (VIRCh) se concreté la idea del
desarrollo de una cuenca lechera ovina destinada
principalmente a la elaboracion de quesos, como
una forma de diversificar la produccion (6). Este
tipo de explotacién es llevado a cabo en pequenos
establecimientos donde se elaboran los quesos en
condiciones de higiene deficientes u omitiendo
normas en puntos criticos del procesamiento,
originando un producto de baja calidad sanitaria.
En consecuencia existe la posibilidad de trasmi-
sion de enfermedades alimentarias, especialmen-
te las producidas por E. coli O157:H7, mediante

el consumo de quesos de origen ovino (7).

La elaboracion de quesos en el VIRCh se
realiza de acuerdo a protocolos preestablecidos (6)
y utilizando productos comerciales para el proce-
so de fermentacion. Las bacterias acido lacticas
(BAL) del fermento se encuentran al comienzo
de la maduracién en un alto nimero que luego
comienza a declinar a medida que el proceso
avanza. En las tlltimas etapas de la maduracién,
la flora adjunta originaria del ambiente de las
queserias o de la leche, resulta dominante en la
masa casearia, destacandose por su elevada po-
blacion las cepas del género Lactobacillus (8).

Las BAL son bien conocidas por su capa-
cidad de producir inhibidores tales como acidos
organicos, bacteriocinas, peréxido de hidrégeno,
diacetilo y una serie de compuestos no identifi-
cados (9, 10,11). La aplicacién directa de BAL
o de metabolitos con capacidad antimicrobiana
para inhibir bacterias indeseadas en alimentos
podemos incluirla dentro del concepto de biopre-
servacion (12).

En este trabajo se reporta la capacidad
inhibitoria de 6 cepas del género Lactobacillus
aisladas de quesos ovinos sobre cepas de E. coli
O157:H7. También se presentan los resultados
de los ensayos complementarios que se realiza-
ron con el propésito de determinar los principios
activos de la propiedad antibiética.

MATERIALES Y METODOS

MICROORGANISMOS

Las cepas de E. coliO157:H7 (ETw4, ETw6
y ETw20) utilizadas en este estudio pertenecen al
cepario de la Catedra de Biologia Celular y Mole-
cular (Facultad de Ciencias Naturales, Universi-
dad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco).

TOMA DE MUESTRAS

Se analizaron quesos elaborados con leche
ovina de tipo semiduros provenientes de dos plan-
tas queseras ubicadas en la zona del VIRCh. Las
muestras de queso se obtuvieron con sacabocado
estéril y se procesaron dentro de las 4 horas.

AISLAMIENTO

Las muestras se sembraron en caldo de
Man Rogosa Sharpe (MRS, Biokar, Francia)
acidificado a pH 4,6 y 5,4 con acido clorhidrico
0,2 N. Luego de 24 h de incubacién a 35 °C los
cultivos se repicaron a agar MRS suplementado
con acido nalidixico (40 ug/ml) y cicloheximide
(10 ug/ml). Las cepas se conservaron, hasta el
momento de su utilizacion, a -30°C en viales con
leche descremada (10 %) y glicerol (10 %).

IDENTIFICACION FENOTIPICA
Las colonias sospechosas se sometieron a
las siguientes pruebas bioquimicas:
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* Coloracion de Gram.

* Prueba de la catalasa.

* Fermentacién de azticares (13).

* Produccion de gas (CO2) a partir de glu-
cosa.

ACTIVIDAD ANTAGONICA

Para determinar la actividad antagonica de
las cepas aisladas se utilizé el método descrito
por Reid con modificaciones (14). Las cepas de
Lactobacillus se cultivaron en caldo MRS a 30 °C
durante 16 h, luego se inocularon 20 pl del cultivo
en 500 pl de agar MRS y se sembraron 50 pl de
la mezcla en pocillos practicados en placas con
agar MRS. Se incub6 durante 12-14 ha 30 °Cy
posteriormente se adiciono6 otra capa de 10 ml de
agar cerebro-corazén (BHI, Biokar, Francia) con-
teniendo 50 pl de las cepas de E. coli O157:H7 y
se dejoé incubar durante 24 h a 35 °C. La actividad
antagoénica se detect6 por la presencia de halos
de inhibicion alrededor de los pocillos.

ENSAYOS ANTICROBIANOS DE LOS
SOBRENANDANTES

Las cepas de Lactobacillus se cultivaron
en caldo MRS a 35 °C hasta alcanzar la fase
logaritmica. Luego del periodo de incubacion los
medios se centrifugaron a 3000 rpm durante 15
min. El ensayo antimicrobiano se realiz6 por el
meétodo de difusion en placa colocando SO ul de
sobrenadante en pocillos practicados en placas
de agar BHI sembrados previamente con S0 ul de
un cultivo de 12 hs de las cepas E. coli O157:H7
(15). Antes de la incubacién a 35 °C durante
18-24 h, las placas se mantuvieron a 4-8 °C
durante 2 h.

INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA,
PH Y TRATAMIENTOS ENZIMATICOS
SOBRE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA

Los sobrenadantes crudos se trataron
con NaOH 0,5 N hasta alcanzar la neutralidad.
Los sobrenadantes neutralizados se sometieron
posteriormente a una temperatura de 100 °C
durante 5 min. En ambos casos la actividad
residual se determiné por el procedimiento pre-
viamente descrito. La sensibilidad a enzimas se
llevo a cabo, determinando la actividad residual
luego de tratar los sobrenadantes con tripsina
y catalasa (1mg/ml).

RESULTADOS

Se procesaron 47 muestras de queso ovino
de las que se aislaron 22 cepas de Lactobacillus.
Exceptuando 2 cepas, las restantes desarrollaron
actividad antago6nica contra las 3 cepas de E. coli
O157:H7 estudiadas. Sobre las base de la mas
altas actividades determinadas, se seleccionaron
las cepas Lactobacillus LbTw3, LbTw5S, LbTw8,

Inhibicion E. coli

LbTwl1, LbTw12 y LbTw15 para realizar las prue-
bas complementarias. En la figura 1 se pueden
observar los halos de inhibicién de crecimiento
de E. coli O157:H7 Tw4 debido a la actividad
antimicrobiana de los sobrenadantes crudos de
las 6 cepas de Lactobacillus seleccionadas. Se
incluye una sola figura debido a que las restantes
cepas de E. coli O157:H7 exhibieron resultados
similares. Este efecto se vio suprimido cuando
los sobrenadantes se trataron con NaOH hasta
alcanzar la neutralidad. Los mismos resultados
se obtuvieron cuando los sobrenandantes neu-
tralizados se sometieron al calentamiento de 100
°C durante 5 min.

El tratamiento con tripsina no modificé
la actividad antagonista de los sobrenandantes
crudos de las 6 cepas de Lactobacillus. El trata-
miento enzimatico llevado a cabo con catalasa
tampoco alter6 la inhibicién ejercida por los
sobrenadantes.

Fig. 1. Actividad inhibitoria de cepas de Lactoba-
cillus sobre E. coli O157:H7 Tw4

Fig. 1. Inhibitory activity of Lactobacillus strains on E. coli
O157:H7 Tw4

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio
permiten aseverar que existe una alta frecuencia
de cepas de Lactobacillus aisladas de quesos ovi-
nos que exhiben actividad antibacteriana contra
E. coliO157:H7. La presencia de altas poblaciones
de Lactobacillus durante las etapas mas avanza-
das de la maduracién de este tipo de quesos (8,
16), sugiere que ejercerian un control natural
contra el desarrollo de este microorganismo.

En el caso de las 6 cepas seleccionadas se
observo que la actividad inhibitoria se neutraliz6
cuando los sobrenadantes se alcalinizaron, lo
que demuestra que esta propiedad es llevada
a cabo por la produccion de acidos organicos,
especialmente acido lactico. Este metabolito no
sélo exhibe capacidad para interferir en la esta-
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bilidad de la membrana externa de las bacterias
Gram negativas sino que permite que otras
moléculas lipofilicas o de alto peso molecular,
puedan evitar esta barrera biolégica y ejercer su
efecto bactericida o bacteriostatico atin en bajas
concentraciones (17, 18).

La actividad antagonista de los sobrena-
dantes no se vio afectada luego del tratamiento
con tripsina resultado que demuestra la ausen-
cia de péptidos o proteinas involucrados en el
fenémeno. La actividad enzimatica de la catalasa
tampoco hizo variar la capacidad inhibitoria de
los sobrenandantes por lo que es posible afirmar
que no existe una relacion entre el fenémeno
y la presencia de peréxido de hidrégeno como
principio activo.

Los lactobacilos constituyen un género
de BAL que se caracteriza por producir grandes
concentraciones de acido lactico, propiedad que
es aprovechada para incluirlos en los fermentos
utilizados en la fabricacion de quesos. Las 6 cepas
estudiadas se aislaron de la flora adjunta, la que
se desarrolla durante las tltimas etapas de la ma-
duracion. Estas cepas son heterofermentativas
y producen cantidades variables de los isémeros
D y L de acido lactico (16). Se ha demostrado
que la actividad del isémero L ejerce un mayor
poder antimicrobiano sobre E. coli O157:H7 que
el isémero D y que su modo de accién no se li-
mita a disminuir el pH intracelular del patégeno,
sino que actuaria interfiriendo su metabolismo
en forma especifica (19). En el caso de las cepas
estudiadas los futuros ensayos deberian ser
destinados a determinar las concentraciones re-
lativas de ambos is6meros que se producen bajo
distintas condiciones de crecimiento, especial-
mente las halladas en el periodo de maduraciéon
de quesos.

El uso de cultivos seleccionados en la
elaboracion de productos lacteos fermentados
ha despertado gran interés en la industria ali-
mentaria debido a que no sélo influyen en las
caracteristicas nutricionales del producto sino
también en su calidad microbiolégica (20). Este
nuevo concepto denominado biopreservaciéon
(12), para diferenciarlo de la preservacién quimica
de alimentos, ha inducido a investigar caracte-
risticas metabdlicas de microorganismos que
potencialmente se puedan utilizar en productos
destinados al consumo humano o animal.

E. coli O157:H7 es un patégeno que exhi-
be una alta persistencia en el tracto GI de los
ovinos (21) en consecuencia, es factible hallarlo
en subproductos como el queso especialmente
cuando estos se elaboran en forma artesanal en
establecimientos con condiciones o infraestruc-

tura deficientes (5). Deberia prestarse especial
atencion a este fenémeno debido que este mi-
croorganismo puede colonizar el tracto GI del
huésped y expresar sus factores de virulencia
aun en una baja poblacion (22).

Se ha demostrado en este trabajo la alta ac-
tividad antagénica de las 6 cepas de Lactobacillus
seleccionadas contra E. coli O157:H7. El método
de aislamiento utilizado, también demuestra la
alta tolerancia de estas BAL para desarrollarse
a pH acido, condicién que se observa durante
el proceso de maduracién; ambas propiedades
metabdlicas resultan relevantes desde el punto
de vista industrial. Las cepas estudiadas podrian
ser utilizadas como fermentos o ser incluidas
como bacterias adjuntas en la elaboracion de
quesos ovinos, con el propésito de ejercer un
efecto bacteriostatico, bactericida o inhibir la
expresion de factores de virulencia (18, 20, 23),
influyendo de esta manera en la calidad sanitaria
del producto.
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OXITETRACICLINA A LA DOSIS DE 40 MG/KG Y TILMICOSINA,
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Resumen: La eficacia de oxitetraciclina a la dosis de 40 mg/ kg (OXIT) y tilmicosina (TILM),
en combinacion con un antiinflamatorio no esteroide (AINE) fue evaluado clinicamente en
animales que padecian de enfermedad respiratoria bovina (ERB). El ensayo se realizé entre
los meses de junio de 2007 a enero de 2008, en un feed lot comercial con capacidad para
13.000 animales. Alllegar al establecimiento los animales fueron alojados al azar en corrales
a los que se les asignaba un tratamiento especifico, OXIT o TILM. El tratamiento sélo seria
aplicado cuando el animal presentara signos de ERB. Noventa y nueve animales fueron tra-
tados con OXIT y 122 con TILM en combinacién con un AINE. No se encontraron diferencias
significativas entre los dias necesarios para la resolucién del cuadro clinico, porcentaje de
recuperacion, porcentaje de re- tratamientos y casos de muerte entre los grupos OXIT y TILM.
El costo por tratamiento con OXIT fue de 1.25 U$S mientras que el de TILM fue de 4.91 U$S.
Los presentes resultados indican que OXIT y TILM, combinados con un AINE, poseen similar
eficacia para el control de la ERB, con un costo menor para el antibiético OXIT.

Palabras claves: Enfermedad respiratoria bovina, oxiteraciclina, tilmicosina, eficacia tera-
péutica, feed lot.

COMPARATIVE STUDY ON THE EFFICACY OF
OXITETRACICLINE AT 40 MG/KG DOSE AND TILMICOSIN BOTH
COMBINED TO MELOXICAM IN THE TREATMENT OF
RESPIRATORY BOVINE DISEASE IN FEED LOT ANIMALS

Abstract: The efficacy of oxytetracycline used at 40 mg/ kg dose (OXIT) and tilmicosin (TILM)
both combined to a non steroidal anti-inflammatory drug (NSAID) was clinically evaluated in
animals with bovine respiratory disease (BRD). The study was performed between June 2007
and January 2008 in a commercial feed lot with capacity for 13.000 animals. After arrival,
animals were randomly allocated into yards to which a treatment was previously assigned,
OXIT or TILM. The treatment would only be administered if animals shown clinical signs of
BRD. Ninety nine animals were treated with OXIT and 122 with TILM, both combined to a
NSAID. No statistically significant differences between treatments were observed on days
needed for disease resolution, percentage of recovery, percentage of re-treatment and number
of deaths. The cost for treatment with OXIT was 1.25 U$S, while for TILM was 4.91 U$S. The
present results show that OXIT and TILM, combined to a NSAID have similar efficacy for ERB
treatment, although cost for OXIT was lower.

Key Words: Bovine respiratory disease, oxytetracycline, tilmicosin, therapeutic efficacy,
feed lot.
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INTRODUCCION

La enfermedad respiratoria bovina (ERB)
es la principal entidad que afecta a explotaciones
intensivas a corral (1, 2, 3). La ERB provoca
importantes pérdidas econdémicas debido a la
disminuciéon en la ganancia diaria de peso, in-
cremento en dias hasta llegar a peso de faena,
disminucién en la calidad de la carcasa y pérdidas
por muerte (4).

La ERB es el resultado de una compleja
interaccion entre agentes infecciosos, presencia
stress y susceptibilidad individual (5).

Es ampliamente aceptado que el stress es
la condicién sine qua non para la aparicion de
la ERB. En el engorde a corral confluyen, en el
periodo de iniciacién, numerosos factores que son
considerados estresantes entre ellos, el trans-
porte (6), la adaptacion al cambio de dieta (7), el
clima (8) y la reorganizacién social del grupo que
comparte el corral (7).

Los agentes infecciosos involucrados en los
cuadros de ERB, incluyen virus y bacterias.

Entre los agentes virales mas comtnmente
reportados se destacan el virus sincitial, parain-
fluenza 3, herpes virus bovino tipo 1 y el virus de
la Diarrea Viral Bovina. Los tres primeros afectan
los mecanismos de defensa del sistema respirato-
rio (9,10), mientras que al restante se le atribuye
un efecto inmunosupresor (disminucién de la
respuesta humoral, disminucién quimiotactica a
monocitos y alteracion del sistema mieloperoxi-
dasa en polimorfonucleares) (11). Los estudios
de Cusack et al., (2003) demostraron que solo el
10 % de los animales que seroconvirtieron para
uno o mas virus respiratorios mostraron signos
clinicos. Estos resultados indican que los agentes
virales no serian los agentes etiol6gicos primarios
de los cuadros de ERB.

Entre los agentes bacterianos mas comun-
mente asociados a cuadros de ERB se incluyen
Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica,
Arcanobacterium pyogenes, Haemophilus spp. y
Micoplasma spp.; siendo P. multociday M. haemo-
lytica los microorganismos mas frecuentemente
aislados en hisopados nasofaringeos y muestras
de necropsia (7, 10, 12, 13). M. haemolytica ju-
garia un rol muy importante dentro de la ERB,
debido a su alta capacidad para expresar factores
de virulencia, entre ellos, adhesinas, polisacari-
dos capsulares, fimbrias y una leucotoxina es-
pecifica para rumiantes la cual es esencial en la
patogénesis de la enfermedad (14).

El tratamiento de la ERB se basa en el uso
de antibiéticos, los cuales se puede utilizar en
combinacién con un antiinflamatorio no esteroide
(AINEs), que por su accion analgésica y antipiréti-
ca ayudaria en la recuperacion del animal (15).
Numerosos antibi6ticos han sido utilizados con
éxito en el tratamiento de ERB (9,16,17,18). En
general estos antibiéticos son seleccionados por
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la sensibilidad in vitro de cultivos naso-faringeos
o por aislamientos realizados en pulmones de
necropsia (19).

Entre los antibioticos mas utilizados se en-
cuentran aquellos que presentan amplio espectro
y amplia distribucién como lo son: tetraciclinas
(oxitetraciclina), macrélidos (tilmicosina, tulatro-
micina, eritromicina, tilosina), fluoroquinolonas
(enrofloxacina), fenicoles (florfenicol) y sulfas.
Algunos antibidticos presentan ventajas compar-
ativas como, Unica dosis, altas concentraciones
tisulares y alta persistencia en el lugar de infec-
cion; tal es el caso de tilmicosina (TILM) (20). Esto
brinda practicidad y tiempo de cobertura acept-
able cuando se realiza el tratamiento de la ERB.
Oxitetraciclina (OXIT) es otro de los antibi6ticos
largamente probados aunque con menores
atributos cuando se la compara con TILM (21).
Sin embargo, resultados equiparables se obtuvi-
eron cuando se la utiliza de manera profilacticay
en formulaciones mas concentradas (30 mg/kg)
(22). Cuando es impracticable dosificar reiteradas
veces, es factible utilizar OXIT a dosis de 40 mg/
kg, la cual ha sido efectiva atin en animales que
no respondian al tratamiento de ERB a la dosis
convencional (20 mg/kg) (23, 24).

Meloxicam es un AINE derivado endlico,
perteneciente a la familia de los oxicames. Como
el resto de los AINEs, es un potente inhibidor de
la enzima ciclooxigenasa, en consecuencia pro-
voca tres efectos terapéuticos: antiinflamatorio,
analgésico, y antipirético. Se utiliza como terapia
complementaria en la ERB, a dosis Ginica admin-
istrado por via subcutanea (0,5 mg/kg) (25).

El objetivo del presente estudio fue com-
parar la eficacia de OXIT de larga accion a la
dosis de 40 mg/kg y de TILM a la dosis de 10
mg/kg administradas por via subcutanea en
combinaciéon con meloxicam en cuadros clinicos
de ERB en animales de feed-lot.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realiz6 entre los meses de junio
de 2007 a enero de 2008, en un feed-lot comercial
con capacidad para 13.000 animales ubicado en
la localidad de Marcos Paz, Provincia de Buenos
Aires, Argentina. Se utilizaron animales de di-
ferentes razas (Hereford, Aberdeen Angus y sus
cruzas), recién destetados que fueron adquiridos
en remates ferias o por compra directa en los
establecimientos de origen. La edad al momento
del ingreso fue de 4 a 8 meses con pesos que
variaron de 80 a 210 kilogramos. Al ingreso al
feed lot fueron identificados individualmente con
caravanas y se les aplic6 una dosis de vacuna
polivalente clostridial (Policlostrigen® Biogénesis-
Bag6) y antiparasitario (Ivergen® - ivermectina
1%- Bogénesis-Bago). La alimentacion fue a base
de granos maiz, expeler de girasol, afrechillo de
trigo y nucleo vitaminico mineral. El contenido de
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fibra de la racién inicial (primeros 20 dias) fue del
23 % la cual fue disminuyendo progresivamente
hasta llegar al 8 % en la ultima etapa.

A su arribo al establecimiento los animales
fueron alojados al azar en corrales de recepcion
numerados del 1 al 18. A cada corral se le asigné
un tratamiento especifico, el cual seria aplicado
en el caso de que el animal perteneciente al corral
mostrara signos de ERB.

Los animales alojados en corrales “impares”
(n=3969) (1,3,5,7,9,11,13,15,17), grupo OXIT, re-
cibiria oxitetraciclina base (Maxibiotic® 20% L.A-
Biogénesis-Bago) a la dosis de 40 mg/kg por via
subcutanea y los animales alojados en corrales
“pares” (n=5033) (2,4,6,8,10,12,14,16,18) grupo
TILM, recibiria tilmicosina (Micotil® 300 Elanco
Animal Health), por la misma via, a la dosis de 10
mg/kg. Ambos antibidticos serian administrados
en combinacion con meloxicam (Metacam® 20%
Boehringer Ingelheim) a la dosis de 0.5 mg/kg.

Los animales permanecieron en los corrales
asignados a lo largo de todo el periodo del ensayo
(45 dias). Los grupos eran observados dos veces
al dia (por la mafana y tarde) por veterinarios y
personal entrenado en el diagnéstico de ERB. Los
signos clinicos evaluados fueron divididos como
se muestra a continuacion:

Signos basicos:

a- apariencia general del animal y actitud

b- hiperpnea (> 35/min)

c- presencia de secrecion por ollares

d- temperatura corporal rectal por encima
de 39,5 °C.

Signos complementarios:

a- tos

b- presencia de secreciones oculares

c- indiferencia al medio

d- renuencia al movimiento

e- posicion ortopneica

f- decubito permanente

El estado clinico de los animales fue clasifi-
cado en cuatro grados: Grado O (sin signos), grado
1 (leve, con presencia de los signos basicos), grado

2 (estado moderado, signos basicos acompanados
de uno o dos signos complementarios) y grado 3
(estado grave, signos basicos acompanados por
mas de tres signos complementarios).

Los animales afectados (clasificados como
leves, moderados o graves) fueron identificados
por una caravana accesoria numerada y pintados
sobre el lomo para una rapida identificacién.

Todos los animales que murieron durante el
estudio fueron sometidos a estudios anatomopa-
tologicos, recolectandose muestras para estudios
bacteriologicos.

El analisis estadistico de los resultados se
realiz6 mediante la prueba de x2 En todos los
casos se considero6 significativa una p < 0.05.

RESULTADOS

No se observaron diferencias significati-
vas en la incidencia de ERB entre los diferentes
corrales. Tampoco se observaron diferencias
significativas en el peso de los animales tratados
con TILM u OXIT (139 + 31 y 139 + 34 kg, res-
pectivamente) (Tabla 1).

El tiempo transcurrido desde la llegada al
establecimiento y la aparicion de los primeros
enfermos fue similar en ambos grupos (25 = 14
y 17 + 10 dias, para los grupos TILM y OXIT,
respectivamente) (Tabla 1).

De los 122 animales diagnosticados con
ERB y tratados con TILM solo uno requirié una
2° dosificacion.

De los 99 animales diagnosticados con
ERB y tratados con OXIT, dos requirieron una 2’
dosificacién, cabe aclarar que en ambos casos el
cuadro inicial habia sido clasificado como leve.

La mortalidad fue numéricamente mayor
para el grupo TILM (3,27 %) comparado en el
grupo OXIT (2,02 %), sin embargo la diferencia
no fue estadisticamente significativa.

El porcentaje de recuperacion fue similar
en ambos grupos cuando el cuadro era leve. Sin
embargo, se observaron diferencias cuando los
casos eran moderados o graves. Para los cuadros

Tabla 1. Eficacia al tratamiento y dias que fueron necesarios hasta su recuperacion o muerte en
animales con estados leve, moderados y graves de enfermedad respiratoria bovina.

Table 1. Efficacy to the treatment and days those were necessary to recovery or death in animals with bovine respiratory

disease slight, moderates and serious.

N° de animales | .., . N° de anima- | N° de anima- N° de Dias hasta
N° de animales | les recupera- | les recupera- . L
tratados una o o animales | recuperacion
con dos trat. dos al 1° trat. | dos al 2° trat. o
Grupo vez o o muertos (%) X (SD)
(%) (%)
OXIT 99 2 95 (96) 97 (98) 2(2) 5,29 (1,82)
TIL 122 1 117 (96) 118 (97) 4 (3) 5,36 (1,79)
p= >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05

trat. tratados
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moderados OXIT mostr6é una muy alta eficacia
(100 %). Para TILM la eficacia fue menor (92%),
siendo en este cohorte donde se observo la maxi-
ma mortalidad (3 animales). Para los cuadros
graves OXIT mostré una muy baja eficacia, de
los 2 animales tratados ninguno sobrevivié. En el
grupo TILM la recuperacion fue del 66 %, reflejan-
do una mejor eficacia (de los 3 animales tratados,
2 se recuperaron y el restante murio).

Los hallazgos anatomopatolégicos y bac-
teriolégicos confirmaron que todas las muertes
fueron consecuencia de ERB.

DISCUSION

Los presentes resultados indican que OXIT
y TILM, combinados con un AINE, poseen similar
eficacia para el control de la ERB. Asimismo, no
se encontraron diferencias en el tiempo necesa-
rio para la resolucién del cuadro clinico (5,29
y 5,36 dias para OXIT y TILM respectivamente)
(Ver Tabla 1).

Resultados similares han sido informados
por otros autores (10, 21, 26). Sin embargo, estos
autores informan ciertas ventajas terapéuticas
para TILM, como disminucién de la severidad del
curso de la enfermedad (26), rapida resolucion
de los signos clinicos (10) y la reduccién del nu-
mero de re-tratamientos (21). Cabe aclarar que
en el presente estudio la dosis de OXIT utilizada
fue mas alta que la informada por los autores
anteriormente mencionados, lo que puede ex-
plicar la ausencia de las ventajas enumeradas
para TILM.

Schunicht (2002) comparo el uso profilacti-
co de TILM y OXIT (en solucién al 30 % a la dosis
de 30 mg/kg). En este estudio se reporta un ma-
yor numero de re-tratamientos en el grupo OXIT
(p< 0.05) por aparicion de fiebre indiferenciada,
no obstante esto, no se encontraron diferencias
entre primera, segunda y tercera recaida, ni en
los parametros productivos (peso final, ganancia
diaria de peso y consumo de materia seca). Estos
datos coinciden con los informados en el presente
estudio, con excepcion del niumero de tratamien-
tos requeridos, que fue similar para los dos an-
tibioticos ensayados. Es importante remarcar la
diferencia en la dosis de OXIT utilizada en ambos
estudios, lo que podria indicar la mayor eficacia
a la dosis de 40 mg/kg comparada con la de 30
mg/kg utilizada por Schunicht (2002).

Desde el punto de vista econémico, el costo
por tratamiento con OXIT fue sustancialmente
menor que el de TILM (1,25 vs 4,91 U$S respecti-
vamente), ain cuando la dosis utilizada, 40 mg/
kg, es el doble de la dosis clasicamente utilizada
para el tratamiento de BRD en bovinos.

En relacion a la dosis administrada, atiin
cuando existen informes asociando la repeticion
de dosis altas de OXIT con un aumento en la
incidencia de problemas renales (27), en el pre-
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sente ensayo no se observaron signos clinicos
ni evidencias macro o microscopicas indicativas
de alteracion renal en ninguno de los animales
experimentales. Asimismo, no se observé ningiin
tipo de reaccion local tras la administracion sub-
cutanea de OXIT, aun cuando los laboratorios
fabricantes recomiendan el uso de la via intra-
muscular profunda. El uso de la via subcutanea
tiene la ventaja de no lesionar el muisculo y por lo
tanto evita las potenciales perdidas econ6émicas
que una lesién muscular provoca en animales
productores de carne.

Los presentes resultados indican que no
existen diferencias en la eficacia terapéutica de
TILM (10 mg/kg) y OXIT (40 mg/kg), combinadas
con meloxicam, en cuadros de ERB en animales
de feed lot. Sin embargo, la diferencia en el costo
entre ambos tratamientos es significativa; siendo
el costo del tratamiento basado en OXIT a la dosis
de 40 mg/kg tres veces menor que el tratamiento
con TILM.
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BOTULISMO POR Clostridium botulinum TIPO C
EN PATOS EN URUGUAY
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RESUMEN: El botulismo en aves es una toxi-infeccion producida por la ingestion de toxina
botulinica preformada o esporas de Clostridium botulinum. El agente produce gran morta-
lidad en aves acudticas y se encuentra presente en la mayoria de los paises del mundo. El
objetivo del presente trabajo es informar una mortandad debido a toxi-infeccion por C. botuli-
num tipo C en patos de un criadero del Departamento de Salto. La sintomatologia clinica que
presentaban los animales fue disnea, respiracién a pico abierto, pardlisis flacida del cuello
(cuello colgante) y patas estiradas hacia atrds. Se detecto toxina botulinica en contenido de
ciego de los patos y agua y se aislo C. botulinum tipo C del agua de bebida. Los resultados
obtenidos sugieren que el brote fue a causa de la ingestion de esporas de C. botulinum tipo
C presentes en el agua de bebida.

Palabras claves: Patos, botulismo, Clostridium botulinum tipo C.

BOTULISM Clostridium botulinum TYPE C
IN DUCKS IN URUGUAY

ABSTRACT: Botulism in birds is a toxi-infection caused by the ingestion of preformed toxin
or spores of Clostridium botulinum. This disease produces high mortality in waterfowl and it
occurs in most countries of the world. The objective of this paper is to report an outbreak of
botulism by C. botulinum type C in ducks in a duck farm of Salto Department, Uruguay. The
clinical signs consisted of dyspnoea, open mouth breathing and flaccid paralysis of the neck. C.
botulinum type C toxin was detected in cecal content of the ducks and in drinking water. This
microorganism was also isolated from the water. The results suggest that the outbreak was
caused by the ingestion of spores of C. botulinum type C present in the drinking water.

Keys Words: Ducks, botulism, Clostridum botulinum type C
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INTRODUCCION

El botulismo en aves es una toxi-infecciéon
producida por la ingestion de toxina preformada
o esporas de Clostridium botulinum. Esta bacteria
produce 8 tipos de neurotoxinas diferentes (A, B,
C, D, E, Fy G) siendo la intoxicaciéon mas comun
en aves la del tipo C. El botulismo produce gran
mortalidad en aves acuaticas, encontrandose
presente en la mayoria de los paises del mundo.
Los sintomas mas caracteristicos son paralisis
flacida afectando los muisculos de las alas y del
cuello; esto ultimo le provoca la muerte por in-
mersion al no poder los patos mantener la cabeza
por encima del agua. Los animales se pueden
intoxicar a partir de alimentos y agua conta-
minados. La racion contaminada con materia
organica en descomposicion, la muerte de aves
o peces en el agua y vegetales muertos son los
lugares adecuados para la produccion de toxina
botulinica. En Uruguay, en 1948, Trenchi y col
(1), describieron la enfermedad en patos, de los
que aislaron C. botulinum a partir de hemoculti-
vo.!"* El objetivo del presente trabajo es informar
un brote de botulismo por C. botulinum tipo C en
patos y el aislamiento de este microorganismo
del agua de bebida en un criadero familiar del
Departamento de Salto, Uruguay.

MATERIALES Y METODOS
HISTORIA CLINICA

El brote se produjo en un establecimiento
familiar ubicado en el Barrio Artigas de la ciudad
de Salto dedicado a la cria de patos, donde ha-
bia una poblacién de 200 animales al momento
del brote. La anamnesis indicaba que 185 patos
murieron con sintomas de paralisis flacida en un
periodo de 2 meses y al momento de realizar una
visita al criadero solo quedaban 15 patos vivos,
de los cuales 4 presentaban alteraciones clinicas
y 11 fueron considerados clinicamente sanos.
La sintomatologia clinica que presentaban los 4
patos enfermos al momento de la visita consistia
en disnea, respiracion con pico abierto, paralisis
flacida del cuello (cuello colgante) y patas estira-
das hacia atras. Segun los duenos del criadero
los animales comenzaban a morir a partir de las
24 a 48 horas de administrarles una racién de
afrechillo de trigo recién adquirida. La mayoria de
los patos morian el mismo dia que comenzaban
a mostrar alteraciones clinicas, en forma aguda.
La racién fue retirada a los 15 dias de comenza-
das las muertes, pero estas continuaron por un
periodo de 45 dias.

Se tomaron muestras de sangre de los 4
patos con sintomatologia clinica descripta mas
arriba, se los sacrifico y se les realizo necropsia
completa, recogiéndose las siguientes muestras
en forma aséptica: higado, cerebro, contenido
del intestino delgado y contenido del ciego. La

sangre se centrifugo, separandose el suero. Se
tomaron ademas muestras de agua de un charco
que utilizaban los animales para beber.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
EN LABORATORIO

Las muestras fueron enviadas refrigeradas
al laboratorio donde se las mantuvo entre 4-8 °C
hasta el momento de su procesamiento dentro
de las 24 h de obtenidas. La utilizacion de ani-
males de laboratorio se realizé bajo las normas
y procedimientos de la Comisiéon Honoraria de
Experimentacién Animal -CHEA de la Universi-
dad de la Republica (2).

ESTUDIO TOXICOLOGICO

Las muestras de tejido (higado y cerebro)
y contenido intestinal fueron diluidas en un
buffer de gelatina obteniéndose una suspension
homogénea la que se centrifugo a 3.000 g y se
filtro por membrana esterilizante de 0,22 um. Se
inocularon 2 ratones blancos adultos en forma
intraperitoneal con 0,5 ml del supernadante de
cada muestra. Ademas, dos ratones se inocularon
también en forma intraperitoneal con 0,5 ml de
las muestras de agua y suero, respectivamente,
previamente filtradas como se indico mas arriba.
Los ratones fueron observados durante 5 dias
para registrar sintomatologia o muerte. A los
materiales que provocaron sintomas se lo neu-
traliz6 con antitoxina botulinica de los tipos Cy
D. Para esto se utilizaron antitoxinas del tipo C y
D con Sy 1 Ul/ml (Veterinary Research Institute,
Onderstepoort, Sudafrica). Se enfrentaron 0,1
ml de la antitoxina con 0,5 ml de la muestra, se
incubaron 60 minutos a 37 °C y se inocularon
ratones en forma intraperitoneal (3, 4).

ESTUDIO BACTERIOLOGICO

De la suspension de los materiales y del
agua se inocularon tubos con medio de carne
picada (Cooked Meat; DIFCO™, USA) y se in-
cubaron durante 48 horas a 37 °C. Los cultivos
con crecimiento se centrifugaron a 3000 RPM,
durante 10 minutos, a una temperatura de 18
°C y se inocularon ratones utilizando el mismo
procedimiento que en los estudios toxicologicos.
Los cultivos positivos a toxina botulinica se sub-
cultivaron para obtener cultivos puros. Estos
consistieron en siembra en placas de agar sangre
en forma anaerédbica durante 72 horas a 37 °C.
Una vez obtenido la colonia aislada se le reali-
zaron las siguientes pruebas: tinciéon de Gram,
tincién de espora (Wirtz-Conklin), pruebas bio-
quimicas de rutina, inmunofluorescencia directa
y estudios toxicolégicos tal como se describié mas
arriba (3, 4, 5, 6).
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RESULTADOS
HALILAZGOS DE NECROPSIA

No se observaron lesiones macroscopicas
en los animales examinados.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El contenido del ciego y el agua sembrados
en medio de carne picada fueron positivo a toxinas
de C. botulinum tipo C. El resto de los materiales
fueron negativos para el ensayo en ratones. En
los estudios bacteriologicos solamente la mues-
tra de agua brindo cultivos puros, caracterizado
por el crecimiento de colonias blanco-cizentadas
de aproximadamente 1 cm de diametro y borde
regular, caracteristicas de C. botulinum. En la
tincion de Gram se observaron bacilos Gram
positivos y en la tincion de Wirtz la presencia de
esporas ovaladas y subterminales. Las pruebas
bioquimicas mostraron el siguiente resultado:
Lecitina (-), Lipasa (+), glucosa, maltosa y hidro-
lisis de la gelatina (+), lactosa, sacarosa e indol
(). En la IFD se observé la presencia de bacilos
positivos a C. botulinum. El estudio toxicolégico
de las colonias mostraron resultados positivos
a toxinas de C. botulinum tipo C. Del cultivo de
las otras muestras se obtuvieron cultivos mixtos
en los que no se pudieron identificar colonias de
C. botulinum.

DISCUSION

En base a los signos clinicos, hallazgos de
necropsia y toxicologicos, se confirmo la ocurren-
cia de botulismo por la toxina botulinica del tipo
C. Se detecto6 la presencia de toxina botulinica
tipo C en cultivos obtenidos de contenido de
ciego de patos, en forma similar a lo que suce-
de en otras regiones del mundo, incluyendo el
Uruguay. Se consider6 que la ingestién de agua
conteniendo las esporas fue la causa de este
brote de toxi-infeccién botulinica ya que el agua
del charco inoculada directamente en ratones fue
negativa, mientras que el crecimiento obtenido de
la siembra del agua en medio de carne picada
(Cooked Meat; DIFCO™, USA) fue positivo a la
inoculacién en ratones y asilandose a partir de
este mismo material C. botulinum.
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Resumen: El zinc cumple funciones importantes en la préstata canina. El objetivo del presente
estudio consistié en describir y comparar el efecto de dos concentraciones de 6xido de zinc en
la dieta sobre la fraccién prostdtica del eyaculado, para el cual se utilizaron 8 caninos con
parametros reproductivos normales alimentados con alimento balanceado comercial conte-
niendo 275 mg de zinc/kg MS. El estudio tuvo una duracién de 6 meses, divididos en perio-
dos de 2 meses cada uno: pretratamiento (PRT), postratamientol (POSTI1) y postratamiento2
(POST2). Durante ambos periodos POST los animales recibieron aleatoriamente 525 mg de
6xido zinc [(Grupo Zinc) n=4]; y ninguna suplementacion [(Grupo Control) n=4]. Durante PRT,
las concentraciones de zinc en la fraccién prostdtica no fue diferente entre el Grupo Control
y el Grupo Zinc (316x 69,45 vs. 356,37 £54,62; p 0,65). Durante POST1 las concentraciones
fueron mayores en el Grupo Zinc respecto del Grupo Control (348 £ 83,89 vs. 1412,5 £ 190,98;
p < 0,01). Igual situacién se produjo durante POST2 (616,16 + 142,81 vs. 2556,25 + 627,46;
p <0.05). Cuando se compararon los 3 periodos del Grupo Zinc la concentracién de zinc en
la fraccion prostdtica sufrié una variacion significativa entre los periodos PRT y POST1 (p
<0.01) y entre los periodos PRT y POST2 (p <0.05). Se concluye que la suplementacién oral
con o6xido de zinc eleva su concentracion en la fraccion prostdtica del eyaculado, abriendo un
panorama alentador en el tratamiento y prevencién de las afecciones de la préstata canina
basada en la terapéutica dietética con éxido de zinc.

Palabras clave: Zinc, Dieta, Perro, Préstata, Eyaculado

EFFECT OF DIFFERENT LEVELS OF ZINC SUPPLEMENTATION
ON THE PROSTATIC FRACTION OF CANINE EJACULATE

Abstract: Zinc is an important oligoelement in canine prostatic function. The objective of this
study was to describe and compare the effect of two diet concentrations of zinc oxide on pro-
static fraction of canine ejaculate. Eight reproductively normal dogs were fed a commercial
food containing 275 mg de zinc/ kg DM during six months which were divided in pre treatment
(PRT), post treatment 1 (POST1) and post treatment 2 (POST2) periods of two months each.
During both POST periods the dogs were randomly allocated to a supplemented group, which
received 525 mg/ DM zinc oxide (Zinc Group; n=4) or a control group (Control Group; n=4) which
did not receive any supplement. During PRT there were no differences in zinc concentration
between groups (316+ 69,5 vs. 356,4 £54,6; p 0,65), although zinc concentrations were higher
in Zinc group during POSTI (348 + 83,9 vs. 1412,5 £ 190,9; p < 0,01) and POST2 (616,2 +
142,8 vs. 2556,6 £ 627,5; p <0.05). Zinc concentrations also increased throughout periods
when compared among themselves (p <0.01). It is concluded that this zinc supplementation
increased zinc concentration in the prostatic fraction of the ejaculate. A promising perspective
may be opened in the treatment and prevention of canine of prostatic diseases by diet zinc
supplementation.

Key Words: Zinc, Diet, Dog, Prostate, Ejaculate
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INTRODUCCION

Los oligoelementos, dentro de los cuales se
incluye al zinc, son un grupo de sustancias que
se encuentran en el organismo en proporciones
tan infimas como indispensables para la vida. No
existe capacidad de sintesis de los oligoelementos,
en los animales, por el cual deben ser ingeridas a
través de la dieta (1). Del mismo modo, tampoco
se dispone de capacidad de almacenamiento de
estos oligoelementos, con lo cual deben ser ab-
sorbidos, principalmente en intestino delgado, de
acuerdo a las necesidades (2; 3; 4; 5; 6). Si bien
la Association of American Feed Control Officials
(AAFCO) recomienda para alimento balanceado
de caninos adultos un minimo de 120 mg/kg
materia seca (MS) de zinc, el rango indicado es
hasta los 1000 mg/kg MS, valor por encima del
cual aparece toxicidad (7). Las sales mas comun-
mente empleadas en suplementacion animal son
el 6xido de zinc (ZnO) y en menor grado, el sulfato
de zinc (ZnS04) de mayor biodisponibilidad (8).
El zinc interviene en la division celular requeri-
da para el crecimiento, la madurez sexual y la
reproduccion (9).

A nivel reproductivo este oligoelemento
actua en la estimulacién de la motilidad de los
espermatozoides y la constitucién e inmunologia
del fluido protatico en entidades infecciosas y
neoplasicas (10; 11). Se ha localizado zinc en
el nucléolo, cromatina nuclear y granulos secreto-
rios de células epiteliales prostaticas caninas (12).
Asimismo, y segin un estudio de Fair y Parrish,
1981 (13), la actividad bactericida de la secreciéon
prostatica se relacionaria con la cantidad de zinc,
siendo esto demostrado por el aumento del factor
prostatico antibacteriano (prostatic antibacterial
factor, PAF) en prostatis murinas. Contrariamen-
te, se ha demostrado una disminucién en los
niveles de zinc prostaticos en humanos y perros
con diagnoéstico de prostatitis (14; 15; 16; 17).
Se sugiere que la aplicacién local de zinc en la
prostata podria ser una opcion terapéutica para
la prostatitis bacteriana cronica (14). Bajo la
hipoétesis de que el incremento dietético del zinc
podria reflejarse en sus concentraciones del li-
quido prostatico, el objetivo del presente trabajo
consistio en describir y comparar el efecto de dos
concentraciones diferentes de 6xido de zinc en la
dieta sobre la fraccion prostatica del eyaculado
canino.

MATERIALES Y METODOS
ANIMALES

El estudio fue realizado en una poblacién
de 8 caninos machos de razas Ovejero Aleman y
Rottweiler de edades comprendidas entre los 2 y
S anos. Todos los animales, pertenecian a la Di-
vision Perros del Servicio Penitenciario de Olmos
y presentaban parametros fisicos, reproductivos

Suplementacion con zinc en eyaculado canino

y seminales normales. Cuatro meses antes del
inicio del experimento, y durante todo el estudio,
los perros fueron alimentados con alimento ba-
lanceado V50®, Vital can Argentina que contiene
275 mg de zinc/ kg MS.

DISENO EXPERIMENTAL, TRATAMIEN-
TOS Y ANALISIS DE ZINC

Durante dos meses previos al inicio del
estudio, se entrenaron los caninos a la toma de
muestra seminal por manipulacién manual. La
totalidad del experimento tuvo una duracion de
seis meses, el que se dividi6o en tres periodos de
dos meses cada uno [Pretamiento (PRT), Postrata-
miento 1 (POST1) y Postratamiento 2 (POST2)].

Al final del primer periodo (PRT) en el cual
los animales no recibieron suplementacién algu-
na, los animales se distribuyeron aleatoriamente
a los siguientes grupos:

*Grupo Zinc (n=4): suplementacién de
525 mg de o6xido zinc en capsulas en la racién
diaria

*Grupo Control (n=4): no recibi6 suplemen-
tacion de zinc

Durante los 3 periodos y con intervalos de
15 dias se realiz6 la determinacion de zinc en flui-
do prostatico. Para este propésito, se recolecto la
tercer fraccién de eyaculado (fraccion prostatica).
Posteriormente se centrifugé durante 5 minutos
a 2400 rpm y se tom6 una alicuota del centrifu-
gado, se desproteinizé agregando igual cantidad
de acido tricloroacético al 10 % (peso/volumen).
La muestra se centrifugd nuevamente a 4000 rpm
durante 10 minutos, se colecto6 el sobrenadante
y sobre €l se midi6 la concentracion de zinc (18).
El zinc fue determinado por espectrofotometria de
absorcion atomica (EAA), con un equipo (modelo
GBC 902, Australia) con llama de aire y acetileno,
tipo oxidativa a 219.3 nm de longitud de onda. Se
preparé una curva de calibraciéon de tres puntos
(50, 100 y 200 ug/dl), empleando una mezcla de
agua desionizada y acido tricloroacético al 10 %
en partes iguales como blanco y diluyente de los
estandares.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 ANOVA de mediciones repetidas
entre el grupo control y grupo zinc para comparar
las concentraciones de zinc en fraccién prostati-
ca. (SPSS 15.0, SPSS Inc. Chicago, IL, USA).

RESULTADOS

Dos de los perros pertenecientes al Grupo
Control no lograron eyacular en ninguna de las
extracciones. Las concentraciones de zinc en la
fraccion prostatica del Grupo Control y del Grupo
Zinc no presentaron diferencias antes de comen-
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zar el experimento (p = 0.65). Durante POST1 y
POST?2 las concentraciones de zinc fueron mayo-
res en el grupo zinc respecto del Grupo Control
(p < 0.01 y p 0.05, respectivamente). Cuando se
compararon los 3 periodos del Grupo Zinc (PRT,
POST1 Y POST2) entre si, se observo un incre-
mento a través de los 3 periodos (p <0.01). Tam-
bién se encontraron diferencias entre los periodos
PRT vs. POST1 (p <0.01), POST1 vs. POST2 (p
<0.05) y PRT y POST2 (p <0.05; Fig. 1).
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Fig.1. Concentracién de zinc en fluido prostatico
(ug/dl) a través de los periodos PRT, POST1 y

POST2 del grupo zinc y del grupo control.
Fig.1 Zinc concentration in prostatic fluid (mg/dl) throught
PRT, POST1 and POST2 periods of zinc and control group.

DISCUSION

La prostata es la tnica glandula sexual
accesoria de los caninos machos y suele ser
frecuente asiento de patologias, principalmente
en animales de edad avanzada y de raza grande.
En el perro la glandula aumenta de tamano (hi-
perplasia prostatica benigna) con los afios por
efecto de las hormonas sexuales masculinas. La
prostata hiperplasica puede dar lugar a complica-
ciones asociadas tales como quistes o infecciones
diversas (19).

En el presente estudio, los resultados obte-
nidos indican que la suplementacion oral (dieté-
tica) con éxido de zinc eleva la concentracién de
este oligoelemento en la fraccién prostatica del
eyaculado canino. En el trabajo de Cho y col 2002
(14), se sugiere que la aplicacién local de zinc en
la glandula prostatica coadyuva en el tratamiento
de la prostatitis bacteriana créonica. Del mismo
modo, el zinc desempafia un rol importante en
la resistencia a la infeccion del tracto urinario
masculino (13). La determinacién de este oligo-
elemento podria utilizarse para el diagnéstico de
pacientes con prostatitis bacteriana crénica o de

aquellos susceptibles de sufrir esta afeccion (13).
Por ello, y en funcion de los resultados obtenidos,
se aprecia que la suplementacién dietética con
oxido de zinc, resulta una via adecuada para
elevar las concentraciones locales de este oligo-
elemento en la glandula canina. Se requieren, sin
embargo, realizar nuevos estudios en animales
sanos y con afecciones de la prostata, para eva-
luar el impacto de la suplementacion dietética
con zinc en la prevencién y tratamiento de las
afecciones prostaticas en esta especie.

Se abre asi un panorama alentador en el
tratamiento y prevencién de las afecciones de la
prostata canina basada en la terapéutica dietética
con 6xido de zinc como adyuvante de la terapia
tradicional que permitira a los profesionales un
mejor manejo de estas frecuentes entidades pa-
tolégicas.
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BROTE DE DERMATOFILOSIS EN TERNEROS
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Resumen: La Dermatofilosis es una enfermedad aguda o crénica de la epidermis, caracteri-
zada por lesiones inflamatorias, exudativas, sangrantes con formacion de costras, causada
por una bacteria, Dermathophilus congolensis. Afecta a bovinos, ovinos, equinos, caprinos,
animales salvajes y al hombre considerandose una zoonosis menor. El presente trabajo co-
munica un brote causado por Dermathophilus congolensis en terneros de tambo. Los animales
afectados presentaban lesiones en piel, no pruriginosas, estas eran al comienzo sangrantes
y dolorosas, terminando en costras las cuales se desprendian junto a los pelos quedando
una superficie lisa alopécica. Las lesiones comenzaron en la cara y continuaron por el lomo y
miembros posteriores. Se remitieron al laboratorio costras y exudados. Las muestras se proce-
saron para diagnéstico de dermatofitos y dermatofilosis. Los resultados dieron negativos para
dermatofitos y positivos para Dermatophilus congolensis. En base a la sintomatologia clinica
y a los hallazgos de laboratorio se llegé al diagnodstico de Dermatophilus congolensis.

Palabras claves: Dermatofilosis, bovinos, sintomas clinicos, diagnosticé, tratamiento.

OUTBREAK OF DERMATOFILOSIS IN CALVES

Abstract: Dermatophylosis is an acute or chronic epidermal disease, characterized by inflam-
mation, exudation, bleeding injuries with scab formation, caused by a bacterium: Dermatho-
philus congolensis. The disease it causes is consider a minor zoonosis which affects bovines,
ovines, equines, goats, wild animals and human beings. This work informs a bud, in a bull
calves inn, caused by Dermathophilus congolensis. The affected animals displayed skin non
itching injuries which were firstly bleeding and painful, and then scabby, the scabs were given
off with hairs to render alopecia. The injuries began in the face and continued in the back
and limbs. Scabs and exudates were sent to the laboratory. The samples were processed for
diagnosis of dermatophytes and dermatophylosis. The results were negative for dermatophytes
and positve for Dermatophilus congolensis. On the basis of the clinical sintomatology and the
laboratory findings the diagnosis of Dermatophilus congoliensis came up.

Key word: Dermatofilosis, cattle, clinical symptoms, diagnosis, treatment.
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INTRODUCCION

La Dermatofilosis es una enfermedad aguda
o cronica de la epidermis, caracterizada por le-
siones inflamatorias, exudativas, sangrantes con
formacion de costras, causada por una bacteria,
Dermathophilus congolensis (1,2). Afecta a bovi-
nos, ovinos, equinos, caprinos, animales salvajes
y al hombre considerandose una zoonosis menor.
Se presenta en bovinos de todas las edades siendo
la lesion costrosa la mas comtunmente observa-
da y localizada preferentemente en las regiones
cefalica, lumbar, caudal, cuartos posteriores y
escroto(1,9). En ovinos afecta las partes cubier-
tas de lanas como son la zona lumbar, cervical
y flancos denominada Lumpy Wool, lesiones en
la cabeza principalmente orejas y comisuras de
labios. En los carneros se presenta en la zona del
escroto y en las extremidades desde la corona
hasta la regién tarsiana o carpiana denominada
Strawberry Foot Rot.1,3 En equinos produce le-
siones costrosas, exudativas, no pruriginosa lo-
calizandose mas comunmente en grupa y nalgas.
Como factor predisponente se encuentra la alta
humedad, teniendo esta enfermedad una mayor
incidencia durante estaciones humedas.1,4,5 En
Uruguay en el afio 1983 se describen cuadros
con lesiones cutaneas por este agente en bovinos,
ovinos, y equinos. En el afno 1992 se reportan
casos de dermatitis escrotal y Strawberry Foot
Rot en carneros. En 1994 se comunica el primer
hallazgo de dermatitis escrotal en toros. En el
afno 1995 se realiza la reproduccion experimental
de dermatitis escrotal en toros a D. congolensis
(2, 6, 7, 8). En el afilo 2005 Cattaneo y col. des-
criben un caso de dermatofilosis en bovinos de
carne ocurrido en el departamento de Treinta y
Tres (10).

El presente trabajo comunica un brote, en
terneros de tambo, causado por D. congolensis.

MATERIALES Y METODOS
HISTORIA CLINICA

El motivo de consulta de los profesiona-
les veterinarios fue que tenian varios terneros
de tambo, raza Holando, con lesiones en piel y
querian tener un diagnostico de la causa debido
a que estaban alimentando a esos animales con
una racién elaborada por ellos. Se concurri6 a los
establecimientos problemas que se encontraban
en los departamentos de San José y Florida, en
el mes de marzo de este afno. Los animales en-
fermos tenian entre 5 dias y 2 meses de edad,
estaban criados a estaca y a corral. Los animales
presentaban lesiones en piel, no pruriginosas,
estas eran al comienzo sangrantes y dolorosas,
terminando en costras las cuales se desprendian
junto a los pelos quedando una superficie lisa
alopécica. Las lesiones comenzaron en la cara y
continuaron por el lomo y miembros posteriores.
Los mas afectados presentaron fiebre, decai-

Dermatofilosis en terneros

miento, insuficiencias respiratorios y muerte. La
morbilidad vari6 de un 10 al 40 % y la mortali-
dad del 2 %. Los animales tenian una evolucion
promedio de 2 meses. Un dato importante es
que en el mes de marzo hubieron abundantes
lluvias (140 mm) en esa zona. Colegas de Salto y
Colonia también nos comunicaron que tuvieron
animales con las mismas lesiones durante esos
meses. Se extrajeron costras y exudados con
hisopo en medio de transporte Stuar y enviadas,
a temperatura ambiente, para su procesamiento
en el laboratorio.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Las muestras se procesaron para diagnosti-
co de dermatofitos y dermatofilosis. Para descar-
tar dermatofitos el material remitido se sembro6 en
medio Sabouraud y se mezclo con partes iguales
de KOH al 10 %y tinta Parker, observandose lue-
go al microscopio optico. Para dermatofilosis las
costras se ablandaron en agua destilada estéril,
se fijaron y se tifleron por la técnica de Gram y
Giemsa. A partir de este material se sembraron
placas de agar sangre en forma aerdbica y en
microaerofilia (11).

RESULTADOS

Los resultados dieron negativos para der-
matofitos. En los frotis coloreados por Gram
y Giemsa se observé gran cantidad de cocos y
filamentos Gram positivos, ramificados, con el
aspecto caracteristicos a Dermatophilus congo-
lensis. En las placas se identificaron colonias
de color amarillo, rugosas y con un halo de beta
hemdlisis.

DISCUSION

En base a la sintomatologia clinica, lesiones
y a los hallazgos de laboratorio se lleg6 al diag-
nostico de Dermatophilus congolensis.

Las lesiones que presentaron los animales
corroboran con las descriptas por los autores cita-
dos. El brote se present6 en una época en la cual
la zona estaba afectada por abundantes precipi-
taciones, el cual es el factor predisponente mas
importante para la ocurrencia de la enfermedad
(1, 4, 5, 6, 7). El tipo de lesién que presentaban
los terneros era distinta a la encontrada en la der-
matitis escrotal en toros descripto por Hirigoyen
en el ano 1994 (7) y en el caso de los novillos de
carne descripta por Cattaneo en el aiio 2005 (10),
lo cual nos hizo dudar al principio de la etiolo-
gia de este caso. En esta oportunidad, y que no
ocurri6 en los casos descriptos en la bibligorafia,
el brote afecto a un numero mayor de animales
y de establecimientos, encontrandose animales
con sintomatologia grave que los afecto en forma
sistémica con compilaciones secundaras lo que
determino la muerte de algunos de ellos. El trata-
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M. Catténeo y col.

miento recomendado fue administrar antibiéticos
por via sistémica (oxitetraciclina larga accion 5
mg / kg pv/ semana / 4 semanas a los anima-
les mas afectados) y banos con sulfato de Zinc
al 10 % por aspercion. Otras medidas fueron el
de retirar a los animales a zonas secas, separar
sanos de enfermos y eliminar las camas de los
animales afectados. El tratamiento, las medidas
de manejo y la disminucién de las precipitacio-
nes lograron controlar la enfermedad y evitar la
muerte de mas animales.
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ENFERMEDADES ESOFAGICAS EN CANINOS.
HALLAZGOS ENDOSCOPICOS EN 80 CASOS
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Resumen: En este trabajo se describen los hallazgos endoscépicos de eséfago en caninos
atendidos en el Servicio de Endoscopia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Univer-
sidad Nacional de La Plata durante el periodo 2002-2007. Se realizé un estudio retrospectivo
sobre 343 fichas. Las alteraciones esofdgicas se clasificaron en: cuerpos extranos, esofagitis,
diverticulos, estenosis, fistulas, hallazgos compatibles con megaesdéfago, intususcepcién gas-
troesofdgica. En el periodo analizado, 43% de las endoscopias realizadas correspondieron a
digestivas altas (esofago-gastro duodenoscopia). En el 54% de estas se observaron alteraciones
esofdgicas, que correspondieron en 39% a esofagitis, en 30% a cuerpos extrarnios, en 14% a
estenosis, en 14% a hallazgos compatibles con megaeséfago, y en 3% de los casos a hallazgos
como diverticulos, fistulas, intususcepcion y nédulos. La indicacién temprana de la esogagos-
copia ahorraria tratamientos, evitando sufrimiento del paciente y gastos innecesarios.

Palabras claves: caninos — esofagoscopia — enfermedad esofagica.

CANINE ESOPHAGICAL DISEASES.
ENDOSCOPIC FINDINGS IN 80 CASES

Abstract: This paper describes the endoscopic findings of esophagus in dogs treated at
the Endoscopy Service of the Faculty of Veterinary Sciences, La Plata National University
during the period 2002-2007. We performed a retrospective study on 343 sheets of treated
canines. Esophageal alterations were classified into the following groups: foreign bodies,
esophagitis, esophageal diverticula, esophageal stricture, esophageal fistula, megaesophagus,
gastroesophageal intussusception. In that period 43% of endoscopies performed were upper
gastrointestinal (esophago-gastro-duodenoscopy). In 54% of them, were observed esophageal
disorders, which corresponded in 39% to esophagitis, 30% to foreign bodies, in 14% esopha-
geal stricture, in 14% of findings consistent with megaesophagus, and 3% of cases, findings
as esophageal diverticula, esophageal fistula, intussusception, and nodules.

Key words: canine - esophagoscopy — esophageal diseases
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A. Aprea y col.

INTRODUCCION

Los problemas digestivos son uno de los
motivos de consulta mas frecuentes en clinica de
pequenos animales. Las esofagopatias represen-
tan una importante proporcién de los mismos.
La esofagoscopia esta indicada para la evaluacion
de animales con signos de enfermedad esofagica,
incluyendo regurgitacién, disfagia, odinofagia y
salivacién excesiva (1, 2, 3). Esta técnica per-
mite el examen visual de la mucosa y el lumen y
permite la obtenciéon de muestras para biopsia,
citologia y cultivo (3, 4, 5). Es el método mas
efectivo para obtener diagnéstico definitivo de en-
fermedades de la mucosa o de anormalidades en
la luz como por ejemplo la presencia de cuerpos
extrafios, esofagitis, estenosis esofagica, neopla-
sias, diverticulos, anillos vasculares e intusus-
cepcion gastroesofagica (2, 4, 5). Comparado con
los estudios radiograficos de contraste, la esofa-
goscopia es menos efectiva para el diagnostico de
megaeso6fago y otros trastornos de la motilidad,
hernia de hiato, compresion extrinseca y aca-
lasia cricofaringea, aunque aporta informacion
valiosa en estos casos (1, 6). Se puede utilizar
como herramienta terapéutica para dilatar es-
tenosis, extraer cuerpos extranos, colocar tubos
para alimentacion esofagica y ablacion de tejidos
neoplasicos (2, 4, 5).

El objetivo de este trabajo es describir los
hallazgos endoscépicos de es6fago en caninos
atendidos en el Servicio de Endoscopia de la Fa-
cultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Plata durante el periodo 2002-
2007. Realizar un estudio transversal con el fin
de evaluar la prevalencia del evento “presencia
de cuerpos extrafios en eséfago” y la signologia
presentada.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio retrospectivo sobre
343 fichas de caninos atendidos en el citado
servicio durante los afios 2002-2007. Se selec-
cionaron todas las endoscopias digestivas altas
realizadas. Dentro de este grupo se analizaron los
casos que presentaron anormalidades esofagicas.
Se tuvieron en cuenta los datos relacionados con
sexo, raza, sintomas, tiempo transcurrido desde
la aparicién de los signos hasta la realizacion
de la endoscopia, la existencia de tratamientos
previos y los hallazgos endoscépicos. Los estudios
se realizaron con anestesia general inhalatoria.
Se utilizé6 un colonofibroscopio Olympus® CF-
EL de 13 mm de diametro externo y 1,68 mm de
largo o un fibrogastroscopio pediatrico GIF/30
de 5 mm de diametro externo y 1,0 m de largo
dependiendo del tamano del animal. Para la re-
coleccion de la informacién se utilizaron fichas
donde se volcaban los datos referidos al duetnio del
paciente y propios del canino (raza, edad, signos).
Los datos fueron analizados con Epilnfo version

3.3.2 Las alteraciones esofagicas se clasificaron
en los siguientes grupos: cuerpos extranos, eso-
fagitis, diverticulos, estenosis, fistulas, hallazgos
compatibles con megaeso6fago, intususcepcion
gastroesofagica, y se calcularon las respectivas
frecuencias. Para evaluar diferencias entre hallaz-
gos segln sexo o edad, se utilizaron las pruebas
de chi cuadrado y Test exacto de Fisher, consi-
derando existencia de significacion estadistica
cuando se obtuvieron valores de p<0.05.

RESULTADOS

E143 % (149/343), de las endoscopias rea-
lizadas en ese periodo, correspondieron a diges-
tivas altas (esofago-gastro duodenoscopia). En el
54 % (80/ 149) de estas se observaron alteraciones
esofagicas, que correspondieron en 39 % (31/80)
a esofagitis (Fig. 1), en 30 % (24/80) a cuerpos
extranos (Fig. 2), en 14 % (11/80) a estenosis (Fig.
3), en 14 % (11/80) a hallazgos compatibles con
megaesofago, y en 3 % de los casos a hallazgos
como diverticulos, fistulas (Fig.4), intususcepcion
(Fig. 5) y nédulos. El tiempo de evolucién desde el
inicio de los sintomas hasta la endoscopia vari6
desde 1 dia a 1 afo. Se habia realizado trata-
miento previo en el 16 % de los casos. Los signos
mas frecuentemente observados fueron vomitos
en 42 % de los casos, regurgitacion en 9 % de los
casos, y disfagia en 6 %. Con respecto al hallazgo
de cuerpos extranos, se observaron diferencias
significativas (p<0.05) entre la frecuencia de ha-
llazgos en caninos menores de 1 afio (33 %, 8/24)
y caninos mayores de 1 afno (66 %, 16/24). No
se observaron diferencias significativas (p>0.05)
con respecto a la presencia de cuerpos extrafios
en machos o hembras. Los cuerpos extranos co-
rrespondieron en 62,5 % (15/24) de los casos a
huesos, y en 37,5 % (9/24) a objetos como hilos
de coser, restos de toalla, anzuelos. En el caso
de los cuerpos extranos, el tiempo de evolucion
hasta la realizacion de la endoscopia vari6 entre
3 dias y dos semanas.

Fig.1. Esofagitis en canino
Fig.1. Canine esophagitis
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En 61 % de los casos donde se observaron
cuerpos extranos, se pudo realizar la extraccion
exitosa del mismo por via endoscopica con asas
de polipectomia, canastilla de dormia y/o pinza
cocodrilo. En 17 % se empujo6 el cuerpo extrafo
a estomago y en 22 % se debio6 realizar la deri-
vacion a cirugia.

Se concluye que el 54 % de las endoscopias
digestivas altas realizadas en caninos presenta-
ron lesiones en es6fago, muchas de las cuales no
hubieran sido diagnosticadas sin el uso de este
método diagnéstico. La indicacién temprana,
ante la sospecha de algunas de estas afecciones,
ahorraria tratamientos, evitando sufrimiento del
paciente y gastos innecesarios.
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Fig.2 .Cuerpo extrano esofagico
Fig.2. Esophageal foreing body

Fig.3. Estenosis esofagica en canino
Fig.3. Canine esophageal stricture

Enfermedades esofdgicas en caninos

Fig.4. Fistula esofagica
Fig.4. Esophageal fistula

Fig.5. Intususcepcioén gastroesofagica
Fig 5. Gastroesaphageal intussusception
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Resumen: El herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) causa diversos sindromes clinicos en el ga-
nado. Al igual que otros alfa-herpesvirus, el ciclo de vida del BoHV-1 puede dividirse en tres
etapas: infeccién aguda, latencia y reactivaciéon. Durante la infeccion aguda, BoHV-1 expresa
una cascada de genes altamente regulados. Sin embargo, durante la latencia, la expresién
de genes virales se ve restringida al gen relacionado a la latencia (gen LR) y al ORF-E. El
gen LR es poliadenilado y sufre empalmes alternativos, por lo cual puede dar origen a una
familia de proteinas. En esta revision se analizan las propiedades del gen LR en relacién a
la inhibicién de los genes virales inmediatamente-tempranos, el ciclo celular, la respuesta
a interferén, la apoptosis, la infiltracion de células mononucleares en ganglio trigémino, la
interaccién con C/EBP-a y la latencia viral en tejido linfoide. Se describen brevemente los
hallazgos recientes sobre ORF-E.
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INTRODUCCION

El herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), un
miembro de la subfamilia Alfa-herpesvirinae,
es responsable de una variedad de sindromes
clinicos en el ganado, incluyendo desérdenes
respiratorios, conjuntivitis, infecciones genitales,
encefalitis, abortos y una enfermedad multisis-
témica fatal en terneros neonatos. La infeccion
aguda del tracto respiratorio puede producir
inmunosupresion, lo cual predispone al ganado
a la colonizaciéon bacteriana secundaria, pudien-
do ocasionar neumonia e incluso la muerte del
animal (53).

Luego de la replicaciéon inicial en las su-
perficies mucosas, los alfa-herpesvirus estable-
cen infecciones latentes, principalmente en las
neuronas sensoriales de los ganglios trigéminos
(GT) y sacro (51). Durante la latencia no se aisla
virus infeccioso y no se detectan antigenos vira-
les en las células infectadas (41). Los animales
latentemente infectados pueden identificarse por
la presencia de anticuerpos séricos especificos
dirigidos contra el BoHV-1 (22). La reactivacion
del virus latente puede ocurrir como consecuen-
cia de estrés natural o puede inducirse mediante
la administracién de glucocorticoides. Durante
la reactivacién espontanea o inducida, el virus
es transportado nuevamente al sitio original de
infecciéon donde tiene lugar la replicacién y el
virus re-excretado se transmite a otros hués-
pedes susceptibles. La reactivaciéon constituye
el principal mecanismo de diseminacién de la
enfermedad en un rodeo. El estimulo antigénico
causado por la reactivacion del BoHV-1 produce
un efecto “booster” en la respuesta inmunitaria
que es detectable por la elevacion en los titulos
de anticuerpos (3).

INFECCION AGUDA

El ciclo litico de los alfa-herpesvirus ocurre
en una cascada altamente regulada. Un compo-
nente del virién (bTIF), activa la expresion de los
genes inmediatamente tempranos (IE), los cuales
tienen un papel regulador sobre la activaciéon
de los genes tempranos (E) y tardios (L). La re-
plicacion del ADN ocurre en el nucleo, luego de
la expresion de los genes E (18). BoHV-1 posee
cuatro proteinas IE que son homoélogas a las
proteinas codificadas por el herpes simplex virus
tipo 1 (HSV-1). Las proteinas ICPO, ICP4, ICP27
e ICP22 del HSV-1 participan en el control de la
expresion de los genes virales. ICP47 es un gen IE
que interfiere con la presentaciéon de antigenos en
las células infectadas. BoHV-1 no codifica un ho-
mologo de ICP47. Sin embargo, la inhibicién de la
presentacién de antigenos por el CMH-1 depende
de una pequena proteina de membrana codificada
por el gen UL49.5. ICPO estimula la expresion de
todos los genes virales y es necesario para que la
infeccion litica ocurra eficientemente, especial-

Herpes virus bovino Gen LR

mente a bajas multiplicidades de infeccion (moi).
ICP4 estimula la transcripcion de los genes E y
L y ICP27 regula el empalmado, la terminacién y
la exportaciéon nuclear de los transcriptos virales
e incrementa los niveles de traduccion de los
genes L. Ambos genes se requieren para la repli-
cacion eficiente en cultivos celulares (18). ICP22
es necesario para la replicacion en ciertos tipos
de células y reprime la expresion de ICPO y ICP4
(4). A diferencia del ICP27 del HSV-1, el cual se
expresa en forma inmediatamente temprana (IE),
el gen homélogo en BoHV-1, bICP27, se expresa
con una cinética temprana (E) (49). Al igual que
ICP27, bICP27 probablemente esté involucrado
en el procesamiento en 3’ de los mRNA virales
(49). Los genes E estan involucrados en el me-
tabolismo de los acidos nucleicos, mientras que
los genes L codifican las proteinas estructurales
del virién (18).

LATENCIA Y REACTIVACION

Se estima que aproximadamente entre un
10% y un 30% de las neuronas en el ganglio
sensorial pueden alojar virus latente (52). Las
infecciones con bajos titulos virales se correla-
cionan con GT que contiene un nimero reducido
de neuronas latentemente infectadas, lo cual, a
su vez, determina una menor probabilidad de
reactivacion viral. La replicacion viral no es com-
patible con la sobrevivencia de la célula, por lo
tanto, la reactivaciéon solo ocurre en unas pocas
neuronas por episodio a fin de mantener un pool
de neuronas latentemente infectadas (44). Por el
contrario, un nimero elevado de copias virales in-
crementara las probabilidades de reactivacion del
estado latente debido a que los genes virales seran
capaces de neutralizar efectivamente a los facto-
res que silencian su transcripcién y aumentara
la disponibilidad de moldes para la transcripcién
en los eventos iniciales de la reactivacion (43).
En contraste a la abundante expresion de genes
que ocurre durante la infecciéon aguda, en las
neuronas latentemente infectadas, la expresion
de genes esta restringida a una pequeia region
del genoma del BoHV-1, el gen relacionado a la
latencia (gen LR). Recientemente, se demostro
que otra proteina, denominada ORF-E, también
es detectable en las neuronas durante la infeccion
latente (15).

El virus latente puede reactivarse exitosa-
mente mediante el tratamiento de los animales
con glucocorticoides sintéticos como la dexame-
tasona (DEX) (29). Sin embargo, los mecanis-
mos que regulan la reactivacion viral son aun
desconocidos y el papel de los genes IE en el
proceso de reactivacion no esta claro. Factores no
virales, como el ambiente neuronal y el sistema
inmunitario también estarian involucrados en el
inicio y la regulacién de la reactivacién. Debido
a que la reactivacion viral es el mecanismo mas
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importante para la diseminacion del BoHV-1 en
los rodeos, es esencial determinar los factores y
los genes virales y/o celulares que estan involu-
crados en el inicio de estos episodios.

EL GEN LR DEL BoHV-1

El gen LR se localiza en la region larga y
Unica del genoma viral, adyacente a las inver-
siones repetidas. Se superpone con la unidad
de transcripcion inmediatamente temprana 1
(IEtul) (20) y es anti-sentido al gen bICPO. El
gen LR del BoHV-1 es homoélogo al gen asociado a
la latencia (LAT) del HSV-1. A diferencia del LAT,
el cual aparentemente no codifica una proteina,
el transcripto LR es poliadenilado y codifica una
familia de proteinas. El gen LR tiene dos marcos
de lectura abiertos (ORF), ORF-1 y ORF-2 y dos
marcos de lectura (RF) sin un ATG iniciador,
designados RF-B y el RF-C (18).

El promotor del gen LR contiene un dominio
especifico de unién a factores neuronales y tiene
actividad transcripcional especifica en las neu-
ronas (1, 2) lo cual demuestra que la expresion
génica es altamente dependiente de los factores
neuronales. Devireddy y Jones (6) demostraron
que el empalme alternativo del gen LR puede dar
origen a distintas proteinas. Los autores obser-
varon que el empalmado del ARN del gen LR que
ocurre a los 7 dias post-infeccion (dpi) es diferente
al empalmado que tiene lugar a los 15 y 60 dpi,
sugiriendo que los distintos productos del gen
LR tienen funciones diversas en los diferentes
estadios de la infeccion. El empalmado alternativo
a los dias 1 y 60 post-infeccién es responsable
de la generacién de una proteina de fusion entre
ORF-1 y RF-C. La fusiéon de ORF-2 con ORF-1
a los 7 dpi o con RF-B a los 15 dpi genera una
proteina de 35 a 45 kDa, lo cual indica que existe
la posibilidad de que una familia de proteinas se
exprese en momentos especificos del ciclo infec-
cioso viral. Una proteina de 40 kDa codificada
por el gen LR fue identificada durante la infeccion
productiva tardia y también es detectable en un
subgrupo de neuronas durante la latencia (16,
17). Inicialmente, a esta proteina se la designé
como “proteina LR”.

Recientemente, Meyer y col (27) demostra-
ron mediante microscopia confocal que ORF-1 se
expresa en el citoplasma y en el ntcleo de células
de rindén bovino infectadas, mientras que RF-C
se expresa en el citoplasma celular. Estudios
inmunohistoquimicos realizados sobre secciones
de GT latentemente infectados con BoHV-1 de-
mostraron que ORF-1 también se localiza en el
nucleo y el citoplasma neuronal. A diferencia de
la localizacion citoplasmatica en las células infec-
tadas en forma productiva, RF-C se localiza en el
nucleo de las neuronas latentemente infectadas.
Aunque RF-C carece de un codén de iniciacion
ATG, los marcos de lectura sin una metionina ini-

ciadora también pueden expresarse. Por ejemplo,
los marcos de lectura cripticos, sin un ATG o AUG
convencional, pueden usar codones alternativos
(CUG) que se decodifican como leucina en lugar
de metionina. Los mecanismos de iniciacion que
usan codones no-AUG se observan frecuente-
mente en la traduccién de los transcriptos virales
(47). También es posible que ocurra un pequeno
empalme cercano al inicio de RF-C, el cual pue-
de fusionar una ATG para iniciar la traduccion
de RF-C (17). Los estudios de Meyer y col (27)
también sugirieron que ORF-1 probablemente
no se exprese como una proteina intacta, sino
como una proteina de fusion con ORF-2, como
consecuencia del empalme alternativo del gen LR.
En conclusion, estos hallazgos confirmaron que
tanto in vitro como in vivo, el gen LR da origen a
diferentes proteinas que podrian poseer funcio-
nes especificas en las distintas etapas del ciclo
de latencia y reactivacion viral.

FUNCIONES DEL LAT DEL HERPES
SIMPLEX VIRUS-1

Dada la importancia del HSV-1 en los seres
humanos, existen numerosos estudios sobre la
regulacion del ciclo de latencia y reactivacion, los
cuales estan mayormente destinados a definir
el rol del LAT en la patogenia de la infecciéon. La
principal diferencia entre el LAT y el gen LR se
evidencia a nivel genético, dado que este ultimo
codifica una proteina, mientras que la forma mas
abundante del LAT es un intrén estable de 2 kb
que se origina a partir de un transcripto de 8,3
kb y no existe una proteina que medie su funcion
(8). La existencia de una familia de proteinas,
también determina que el gen LR tenga funciones
adicionales a las descriptas para el LAT del HSV-
1 (18). E1 LAT no es absolutamente requerido,
aunque facilitaria el establecimiento de la latencia
en los modelos de infeccion (ratén y conejo) nor-
malmente usados a nivel experimental (39). Sin
embargo, este gen tendria una funcion directa en
el proceso de reactivacion (21, 39). Las mutantes
LAT- generalmente presentan una inadecuada
reactivacion in vivo (21). Con frecuencia se ob-
serva un retraso significativo en la recuperacion
de virus infeccioso a partir de los GT infectados
con mutantes LAT-, lo cual se correlacionaria con
un establecimiento de latencia menos eficiente
por parte de estas cepas, aunque se desconoce
si ésta es la principal causa de la baja eficiencia
o si existiria un efecto directo sobre el proceso
de reactivacién. La funcién del LAT del HSV-1
involucrada en la reactivacién espontanea se lo-
caliza en las primeras 1,5 kb del transcripto, una
region que no se superpone con los genes ICPO o
ICP34.5y, lo cual sugiere que un mecanismo de
regulacion anti-sentido mediado por LAT no es
responsable de la reactivacion espontanea. El gen
LR del BoHV-1 y el LAT del HSV-1 poseen activi-
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dad anti-apoptética y esta funcién desempefiaria
un papel en el proceso de reactivacion (18, 39).
Durante la reactivacion se observa una reduccion
en la expresion del LAT, lo cual demuestra que
no se requiere la inhibicién total de la expresion
del gen para que la reactivacién tenga lugar o que
sélo sufren episodios de reactivacion aquellas
neuronas en las que el LAT es inhibido (50). Rock
y col (41) observaron también una disminucién
en la transcripcion del gen LR en las neuronas
sensoriales del GT de conejos entre las 24 y las
48 horas luego de la administracién de DEX.
Sin embargo, esta disminucién es transitoria y
se detectan niveles de expresion normales a las
72 horas post-tratamiento. Esta disminucién
regulada del ARN del gen LR se correlacion6 con
la reactivacion de la latencia. Por lo tanto, estos
estudios sugieren que se requiere que el efecto
inhibitorio del gen LR, probablemente ejercido
sobre los genes virales de la infecciéon aguda, sea
reprimido para que los episodios de reactivacion
ocurran.

CEPA MUTANTE DEL GEN LR

Para estudiar las funciones del gen LR,
Inman y col (14) construyeron una cepa mutante
del gen LR. Esta cepa contiene 3 codones de ter-
minacién al inicio del extremo 5°del transcripto
LR. La mutante expresa el transcripto pero no
las proteinas codificadas por ORF-2 (17). La
construccién de este tipo de mutantes mediante
la insercién de un olignucleotido conteniendo
codones de terminacién es necesaria para no
afectar la expresion de bICPO, cuya secuencia se
superpone en sentido contrario a la del gen LR.
Los titulos infecciosos en células bovinas y en la
cavidad nasal de los terneros infectados con la
mutante LR son similares a los observados con
la cepa salvaje de BoHV-1 (14). Sin embargo, los
terneros infectados con la mutante LR presentan
titulos virales mas bajos en las secreciones ocu-
lares y exhiben sintomas clinicos menos severos
que los terneros experimentalmente infectados
con la cepa salvaje de BoHV-1. Ademas, se de-
tectan niveles mas bajos de virus infeccioso y de
ADN en los GT de los terneros infectados con el
virus mutante. Finalmente, la mutante LR no se
reactiva in vivo cuando se administra DEX a los
terneros latentemente infectados (23). Esta cepa
mutante permitioé identificar numerosas propie-
dades del gen LR, tanto in vitro como in vivo.

EL GEN LR Y LA INHIBICION DE LOS
GENES IE.

Los genes IE son necesarios para iniciar
la infeccion productiva. Bratanich y col (1) de-
mostraron mediante ensayos de transfecciéon
que el gen LR inhibe el potencial transactivador
de bICPO al interferir con su expresion. De este
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modo, el gen LR interrumpiria la infeccién viral
productiva y facilitaria el establecimiento de la-
tencia. En los modelos murinos de latencia del
HSV-1, las mutantes con supresiones del gen
ICPO tienen un patrén de reactivaciéon ineficien-
te, lo cual sugiere que se requiere la actividad
transactivadora de ICPO para que ocurran los
episodios de reactivacién (21). La reduccion tran-
sitoria que se observa en la expresion del gen LR
en las primeras 24-48 horas post-reactivacién
(41) permitiria la expresion de bICPO y facilitaria
el inicio de los ciclos de infecciéon productiva.
Debido a que ICPO es especialmente importante
a bajas moi, su expresion seria esencial en los
estadios iniciales de la reactivacién (21), cuando
se producen pequenas cantidades de virus.

EL GEN LR Y EL CICLO CELULAR

La actividad de las quinasas dependientes
de ciclinas (cdk) se basa en su asociacién con
las subunidades regulatorias de éstas ultimas
(32). Ambas moléculas actian como regulado-
res positivos o aceleradores del ciclo celular. El
ciclo de una célula somatica se divide en cuatro
etapas: la fase S o sintética, en la cual se gene-
ra una copia del material genético, la fase M o
mitosis en la que los componentes celulares se
dividen entre dos células hijas y las fases G1 y
G2 que corresponden a los periodos en los que
las células se preparan para las fases Sy M, res-
pectivamente. En los inicios de la fase G1 acttian
las cdk4 y cdk6 junto con las ciclinas del tipo D,
probablemente en respuesta a factores de creci-
miento. Los complejos de cdk2 con las ciclinas E
y A son importantes para la transiciéon de G1 a S
y para la replicacién del ADN, respectivamente.
La accién conjunta de las ciclinas A y B con la
quinasa cdc?2 es esencial para la fase M. El pasaje
de las células de un estadio a otro del ciclo es
estrictamente regulado a nivel de la transcripcion
de los genes de las ciclinas, la degradacién de las
mismas, la accién de inhibidores proteicos y la
modificacion de las subunidades de las quinasas
mediante fosforilacion (31).

La expresion de las cdk y las ciclinas en las
neuronas promueve la replicacion viral (45, 59)
y las neuronas que expresan ciclinas durante la
infeccién aguda y la reactivacion estan destinadas
a la muerte celular (59). En los GT de terneros
infectados con BoHV-1, Winkler y col (59) detecta-
ron la expresién de ciclina D1, ciclina E y ciclina
A alos 7 dpi. Las mismas ciclinas se detectaron
en un pequeno porcentaje de neuronas durante
la reactivacion inducida con DEX. Aproximada-
mente un 50% de las neuronas que expresaban
ciclinas también contenian ADN viral. En un mo-
delo de infeccién experimental en conejo, Schang
y col (46) demostraron que el BoHV-1 induce la
expresion de ciclina A en GT durante la infecciéon
aguda y su expresién se prolonga cuando los co-
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nejos latentemente infectados son tratados con
DEX. La expresion de ciclina A podria facilitar la
expresion de genes virales y la replicaciéon durante
el ciclo de vida litico. Por el contrario, durante
la latencia, la ciclina A se asocia con la proteina
LR y esto promoveria la sobrevivencia neuronal.
La reactivacién del HSV-1 inducida mediante el
explante de tejido ocurre en aquellas neuronas
que expresan exclusivamente cdk2 y cdk4. La
roscovitina, un inhibidor de la actividad de la
cdk?2, inhibe la reactivacion, lo cual demuestra
que la actividad de cdk2 es esencial para la
reactivacion del HSV-1. Aunque se desconoce la
funcién exacta de esta quinasa en la reactivacion,
se sugiere que induciria modificaciones en ICPO
que activarian su funcién transactivadora o fos-
forilaria alguna proteina celular requerida para
la reactivacién (45). Jiang y col (16) demostraron
que la proteina LR se asocia en forma estable con
los complejos de cdk2-ciclina E en las células
infectadas en forma productiva. Los complejos
cdk2-ciclina E fosforilarian y activarian a los fac-
tores necesarios para estimular la replicacién del
ADN (12). Aunque se desconoce el papel exacto
que desempenaria la unién de la proteina LR
con los complejos de cdk2-ciclina E, se presu-
me que ésta promoveria la sobrevivencia de las
neuronas al bloquear los efectos de la activacion
de los factores del ciclo celular producidos como
consecuencia de la replicacion viral (16, 59). En
conclusién, BoHV-1 es capaz de manipular el ci-
clo celular para obtener una maxima replicacion
y produccién de viriones durante la infecciéon
aguda y la reactivaciéon. Durante la latencia, el
gen LR “inactivaria” la accién de los complejos
cdk-ciclinas para favorecer el establecimiento
de latencia.

EL GEN LR Y LA RESPUESTA A
INTERFERON

Los interferones (IFN) son una familia de
citoquinas multifuncionales que estan involu-
cradas en la defensa antiviral, la regulacién del
crecimiento celular y la activacién de las células
inmunitarias. Estas citoquinas son la primera
linea de defensa contra las infecciones virales y
se las implicé en la vigilancia inmunolégica de las
células malignas. Los IFN se clasifican en dos gru-
pos principales: tipo I o IFN viral (principalmente
IFN-q, -B, -®, y -1) y tipo II o IFN inmune (IFN-vy).
Los IFN tipo I y tipo II no comparten una homo-
logia estructural obvia. EI IFN tipo I se produce
en respuesta directa a la infeccion viral; el IFN-a
deriva principalmente de los leucocitos, mientras
que los fibroblastos son la principal fuente de
IFN-B, aunque también puede ser sintetizado por
diferentes tipos celulares. E1 IFN tipo II es sinte-
tizado primariamente por linfocitos T activados
y por las células NK luego del reconocimiento de
las células infectadas (11). Con respecto a los

bovinos, Capon y col (5) describieron una familia
de genes de IFN-a (bIFN) semejante a la clase I
de los IFN de los seres humanos IFN (HulFN)-a,
y una familia novedosa con caracteristicas es-
tructurales diferentes (clase II). Velan y col (56)
también identificaron cinco genes del bIFN-a, que
estan estrechamente relacionados a nivel de su
secuencia aminoacidica (93%). Cuatro de estos
genes (A, B, C y D) codifican diferentes polipép-
tidos, mientras que se sugiere que el quinto (E)
es una forma alélica del bIFN-aC. La homologia
de estos IFN-a con los subtipos de los IFN-a de
los seres humanos y murinos es de aproximada-
mente un 60%. A diferencia de la mayoria de los
mamiferos, en los que el IFN-f es codificado por
un Unico gen, el IFN- bovino consiste en una
familia compleja de multiples genes (57).

Recientemente, Peng y col (33), usaron
una mutante del HSV-1 que no expresa el LAT
y demostraron que esta regién del genoma viral
interfiere y retrasa la expresion de IFN in vitroy en
los GT de ratones infectados en forma aguda.

Los codones de terminacién en la cepa
mutante LR impiden la expresion de productos
proteicos, sin afectar la expresion del gen (14).
En células bovinas infectadas, la mutante LR
del BoHV-1 expresa prematuramente niveles de
ARN mas altos que el virus salvaje y estimula
una respuesta a IFN mas potente. E1 ARN del gen
LR contiene regiones con la capacidad de formar
estructuras de doble cadena, un estimulo potente
para la induccién de IFN. También es probable
que la hibridizacién del gen LR con bICPO origi-
ne la formaciéon de dobles cadenas de ARN que
induzcan esta potente respuesta a interferon. En
las tonsilas de terneros infectados en forma aguda
con la mutante LR se detectaron niveles elevados
de IFN-al, IFN-B e IFN-y. Por el contrario, no se
detect6 la expresion de ningan tipo de IFN en los
GT de los animales infectados con el virus salvaje
o la mutante LR en el mismo estadio del ciclo
viral. Consecuentemente, el gen LR promoveria
las primeras fases del establecimiento de latencia
a través de la inducciéon de una respuesta tem-
prana a IFN durante la infeccion productiva (37),
la cual, in vivo, es evidente a nivel de los tejidos
periféricos.

EL GEN LR Y LA APOPTOSIS

La apoptosis es un proceso controlado de
muerte celular que funciona en el desarrollo y la
homeostasis de los organismos multicelulares
a través de la remocion selectiva de las células
danadas o que no resultan necesarias. La apop-
tosis también puede actuar como una respuesta
celular a la infeccion viral, la cual limita el tiem-
po y la maquinaria celular disponible para la
replicacion (55). Debido a que la muerte celular
programada es un mecanismo de defensa con-
tra la infeccién, evitar la apoptosis de la célula
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huésped también representa una etapa esencial
en el ciclo de vida de los virus. Por otro lado, los
virus pueden tomar ventajas de la apoptosis para
destruir a las células inmunitarias o para inducir
la muerte de las células infectadas y favorecer asi
la diseminacion viral. El HSV-1 tiene la capacidad
de inducir e inhibir la apoptosis. Entre los genes
con capacidad antiapoptotica se identificaron al
ICP27, US3, US5, gJ, gD y LAT. Las propiedades
antipapétoticas de estos genes promoverian la so-
brevivencia neuronal durante la infecciéon aguda
(10). Sin embargo, durante el establecimiento y
mantenimiento de la latencia, la funcion de estos
genes estaria silenciada, excepto por el gen LAT,
el cual es abundantemente expresado en este
estadio y cuya actividad anti-apoptética resulta-
ria esencial para mantener un pool de neuronas
latentemente infectadas (18). La proteina p53 es
una de las moléculas principales involucradas en
la respuesta celular al estrés mediante la regula-
cion de la apoptosis, el arresto del ciclo celular,
la senescencia, el dafio al ADN y la estabilidad
genética (54). Al igual que el HSV-1, BoHV-1
induce apoptosis de las células de rifién bovino,
en parte a través de la induccion de p53, lo cual
facilitaria la liberaciéon de los viriones durante la
infecciéon productiva (7). No obstante, durante
la infeccion latente, el virus debe ser capaz de
prevenir la apoptosis y este proceso ocurre a
través de mecanismos que involucran al gen LR.
Aunque se desconocen los mecanismos exactos
por los cuales el gen LR inhibiria la apoptosis,
recientemente se identificé la interaccioén de la
proteina LR con dos proteinas pro-apoptoéticas,
Bid y Cdc42 (27). Henderson y col (13) también
demostraron que durante la infeccién producti-
va, el gen LR inhibe la escisién de la caspasa 9
y de la caspasa 3, siendo esta ultima un efector
critico en las vias de senalizacion que conducen
a la apoptosis celular.

Lovato y col (23), analizaron la frecuencia
de apoptosis en el pico de la infeccién aguda y
durante el establecimiento de la latencia en los
GT de terneros infectados con la cepa mutante LR
y con la cepa salvaje de BoHV-1 y demostraron
que a los 14 dpi (establecimiento de la latencia) la
mutante LR inducia niveles mas altos de apopto-
sis, a pesar de que los GT contenian niveles mas
elevados de ADN del virus salvaje. A los 6 dpi,
no se observaron diferencias significativas en el
porcentaje de neuronas que presentaban tincion
inmunohistoquimica positiva para caspasa 3 en
los GT de animales infectados con la mutante LR
o la cepa salvaje. Por el contrario, a los 14 dpi,
las sefiales positivas para caspasa 3 eran de un
15% y de un 7,6% para la mutante LR y el BoHV-
1 salvaje, respectivamente, y estas diferencias
resultaron estadisticamente significativas. Resul-
tados similares se obtuvieron cuando el numero
de neuronas apoptéticas se evalué6 mediante la
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técnica de TUNEL. En conclusién, estos hallazgos
demostraron que el gen LR posee propiedades
anti-apoptéticas in vivo y que la inhibicién de la
muerte neuronal promueve el establecimiento
de latencia.

EL GEN LR Y LA REGULACION DE LOS
INFILTRADOS MONONUCLEARES EN
GT

Durante el pico de la infeccién aguda (6
dpi), los terneros experimentalmente infectados
con el BoHV-1 salvaje presentaban infiltrados
de células mononucleares moderados a severos
en los GT. En contraste, al mismo tiempo post-
infeccion, no se observaron infiltrados celulares
en los GT de terneros infectados con la mutante
LR. Sin embargo, a los 14 dpi se detectaron nu-
merosos focos inflamatorios en los GT de terneros
infectados con la cepa mutante, aunque no en
aquellos infectados con el BoHV-1 salvaje. Estas
observaciones se asociaron con un probable papel
de la proteina LR en la regulacion de los infiltra-
dos linfocitarios en GT (35). Varios estudios con el
HSV-1 (30) sugirieron que la respuesta mediada
por células jugaria un papel en el control de la
infeccién de las neuronas sensoriales. Durante la
etapa de replicacion aguda, numerosos linfocitos
T CD8" infiltran el GT, los cuales son la principal
fuente de IFN-y (19). Las células inflamatorias
y la expresion de citoquinas persisten durante
varios meses luego de la infeccién primaria y
se propone que la actividad no citolitica de los
linfocitos T CD8* (30) es responsable de la pre-
servacién de un reservorio neuronal latente y de
la prevencién de la reactivacién de la latencia.
Pérez y col (35) seleccionaron focos de células
inflamatorias en secciones de GT de terneros
infectados con la cepa mutante LR o con el virus
salvaje y utilizaron la microdiseccién mediante
captura por laser (LCM) para analizar neuronas
rodeadas por infiltrados mononucleares. Las
areas ganglionares que contenian los infiltrados
celulares se colectaron en forma separada a las
neuronas. A partir de ambas muestras se extrajo
ADN para determinar la presencia del genoma vi-
ral mediante PCR. Durante el pico de la infeccion
aguda de los bovinos infectados con el BoHV-1
salvaje, la presencia de infiltrados mononucleares
y de ADN viral en los GT se correlacion6 con los
niveles elevados de replicacién del virus en esta
etapa. Estos hallazgos también demostraron que
no soélo las neuronas contienen ADN viral, sino
también las células satelitales y, probablemente,
las células mononucleares infiltrantes. A dife-
rencia de las observaciones durante el pico de la
infeccion aguda, a los 14 dpi no se detect6 repli-
cacion del virus salvaje o de la cepa mutante. Sin
embargo, la presencia de varios focos de células
mononucleares en los GT de terneros infectados
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con la mutante LR sugiere que la migracién de
linfocitos y monocitos ocurre mas lentamente
que en los tejidos infectados por el virus salvaje
y que estas células persisten aiin cuando no se
detecta replicacion viral. En parte, estos hallaz-
gos estan asociados con el crecimiento reducido
de la cepa mutante en el sistema nervioso pe-
riférico. También es probable que la mutante
LR no pueda controlar la migraciéon de células
inflamatorias durante la replicacion aguda. La
infiltracion de células inmunitarias en GT ocurre
como consecuencia de la replicacién y expresion
de genes virales, como se observa en el caso de
la infeccion con BoHV-1 salvaje, y la migracion
de células inflamatorias cesa cuando la replica-
cién viral aguda desaparece. En ausencia de la
proteina LR podria ocurrir un incremento en el
ciclo de muerte celular e infiltracion de linfocitos
durante los estadios finales de la infeccién aguda
(establecimiento de la latencia). El incremento en
las senales apoptéticas inducido por la mutante
LR en el GT (23) probablemente incrementa la
infiltracion de linfocitos, en parte, debido a que se
describi6 que ciertas caspasas involucradas en la
apoptosis tienen propiedades anti-inflamatorias
(24). En conjunto, estas observaciones sugieren
que la muerte celular inducida por la mutante
LR facilita la respuesta inflamatoria cerca del
final de la infeccién aguda. Consecuentemente,
el nimero de neuronas infectadas se reduce
debido al proceso apoptético, llevando a una
disminucién en la cantidad de ADN viral en GT
y a una reduccién drastica en la frecuencia de la
reactivacion de la latencia. En conclusién, para
que ocurra el establecimiento y mantenimiento de
la latencia es necesario que existan mecanismos
que inhiban la actividad del sistema inmunitario
contra el virus, especialmente que impidan el
reconocimiento de la/las proteinas codificadas
por el gen LR. Por lo tanto, se puede asumir que
dichas proteinas poseen mecanismos que, directa
o indirectamente, inhiben los mecanismos inmu-
nologicos en GT (36). No obstante se requieren
nuevos estudios que permitan esclarecer el rol
de gen LR en relacién a la respuesta inmunitaria
en el sistema nervioso periférico.

UNA NUEVA PROTEINA EXPRESADA
DURANTE LA LATENCIA: ORF-E

Recientemente, se identificé un pequeno
ORF de 135 aminoacidos que esta contenido en
la secuencia del promotor del gen LR, al cual se
lo denomin6é ORF-E. ORF-E es anti-sentido al
transcripto LR, en direcciéon 3” con respecto al
ORF del gen bICPO, aunque no se superpone a
su secuencia (15). Pérez y col (36) observaron que
ORF-E contiene sitios potenciales de fosforilacion
para la caseina quinasa 2 y para la proteina qui-
nasa C. La presencia de esta pequefa proteina
se detecté consistentemente en células bovinas

infectadas (15, 36). Una proteina de fusién ORF-
E/GFP se detect6 en el nuicleo de lineas celulares
de origen neuronal y en el nucleo y citoplasma
de células de origen no neural (15). En lineas
celulares neuronales, ORF-E induce proyecciones
semejantes a las neuritas (prolongaciones del
soma neuronal), probablemente a través de la
cooperacion con factores celulares, por lo cual se
sugiri6 que ORF-E podria desempenar un papel
en el reestablecimiento de la funcién neuronal
luego de la infeccién viral (36). En forma similar,
el HSV-1 codifica un transcripto anti-sentido al
LAT, el cual ocupa una localizacién genémica
similar al transcripto ORF-E; sin embargo, no
existe similitud a nivel de la secuencia aminoaci-
dica (38).

También se detect6 la expresion de ORF-E
in vivo, en las neuronas de los GT de terneros
latentemente infectados (15, 36). A las 24 horas
posteriores a la administracién de DEX para
inducir la reactivacién, la proteina expresada a
partir del ORF-E se detect6 consistentemente en
células satelitales o células inflamatorias, cerca
de la periferia de las neuronas del GT. A las 48
horas post-reactivacion, algunos nucleos neuro-
nales presentaron tincion positiva para ORF-E.
En comparacién con la proteina LR, un mayor
porcentaje de neuronas presenté reactividad
positiva para ORF-E durante la infeccién aguda,
latencia y reactivacion (36). A diferencia del gen
LR, ORF-E no induce arresto del ciclo celular y
no posee actividad anti-apoptética (15), por lo
cual se asume que contribuye al ciclo infeccioso
del BoHV-1 a través de mecanismos diferentes a
los utilizados por el gen LR. Aunque se requieren
mas estudios para identificar el papel exacto que
desempena ORF-E en el ciclo vital del BoHV-1,
los resultados preliminares sugieren que, al igual
que el gen LR, su funcién seria importante en las
etapas de latencia y reactivacion.

INTERACCION DEL GEN LR CON C/
EBP-A

Entre las proteinas que interactian con el
gen LR se describi6 a la proteina alfa potenciadora
de unién al CCAAT (C/EBP-a), una proteina cuya
expresion es inducida en las neuronas del GT du-
rante la infeccion productiva y la reactivacion de
terneros latentemente infectados. Las proteinas
potenciadoras de union al CCAAT son factores
de transcripcion que poseen un dominio bZIP
de dimerizacién y unién al ADN. Estas proteinas
estan involucradas en diversos procesos como el
control y la diferenciacién celular, el metabolismo
y la inflamacién (40). Al igual que en la infeccién
por el virus de Epstein-Barr (EBV) y el herpes
virus humano 8 (HHV-8), C/EBP-a también
activa ciertos promotores de BoHV-1 durante la
infeccion litica (26). En forma sinergistica con
bTIF, C/EBP-a activa a la unidad de transcrip-
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cién inmediatamente temprana (IEtul) que activa
la expresién de dos genes virales, bICPO y bICP4
(25). Por lo tanto, se sugiere que la interaccion de
la proteina LR con C/EBP-a inhibiria la infeccion
viral productiva en las neuronas y permitiria el
establecimiento de la latencia.

EL GEN LR Y EL ESTABLECIMIENTO
DE LATENCIA EN TEJIDO LINFOIDE

El principal sitio para el establecimiento
de latencia de los alfa-herpesvirus son las neu-
ronas sensoriales. No obstante, las infecciones
latentes o persistentes también pueden ocurrir
en sitios no-neurales. Al igual que las neuronas
sensoriales, las células linfoides son células al-
tamente diferenciadas y tienen una vida media
larga. Por lo tanto, son sitios adecuados para
alojar al virus durante la latencia. Diversos
estudios demostraron que el ADN del virus de la
pseudorabia (42), del herpesvirus equino-1 (48)
y del herpesvirus canino-1 (28) estaba presente
en tejido linfoide. E1 ADN del BoHV-1 se detect6
consistentemente en las tonsilas (34), leucocitos,
ganglios linfaticos y bazo, en ausencia de virus
infeccioso, lo cual indica que el virus puede
establecer latencia o persistir en estas células.
La infeccion de las células mononucleares san-
guineas (PBMC) por BoHV-1 lleva a la alteracion
de sus actividades inmunolégicas y los estudios
de Winkler y col (58, 60) demostraron que du-
rante la infecciéon aguda, BoHV-1 infecta e induce
apoptosis de los linfocitos T CD4*.

Utilizando la cepa mutante LR, Pérez y col
(34) demostraron que el gen LR estimula el cre-
cimiento viral en las tonsilas bovinas. Los titulos
de esta cepa en las tonsilas durante la infeccion
aguda fueron mas bajos que para el virus sal-
vaje y mediante hibridizacién in situ no se logr6
detectar el ADN de la cepa mutante durante la
infeccién aguda de las tonsilas. A pesar de los
niveles mas bajos de virus infeccioso y de ADN
viral durante la infeccién aguda, mediante PCR
semicuantitativo se determiné que ambas cepas
alcanzan niveles similares de ADN en las tonsilas
durante la latencia. Este estudio sugiere que el
gen LR estimula el crecimiento del BoHV-1 en
este tejido. La presencia de ADN viral a los 60
dias post-infeccién, en ausencia de niveles detec-
tables de la expresién de genes IE, E y L, confirma
que las tonsilas son un sitio especifico para la
latencia del BoHV-1. La recuperaciéon de virus
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infeccioso sélo fue posible mediante el explante
y co-cultivo de las tonsilas, lo cual es consistente
con las caracteristicas de una infeccién latente
(34). La mutante LR no se reactiva in vivo luego
de la administracion de DEX. Sin embargo, la
recuperacion de la cepa mutante a partir de los
explantes tonsilares también demostré que el
ADN viral es infeccioso luego del establecimiento
de la latencia. Como se describio previamente,
Lovato y col (23) demostraron que la mutante
LR induce niveles mas elevados de apoptosis en
GT hacia el final de la infecciéon aguda. Aunque
el ARN del gen LR se expresa abundantemente
en los GT del ganado infectado (18), este ARN no
se detecta en forma abundante en las tonsilas
(34, 58), lo cual sugiere que las proteinas codifi-
cadas por el gen LR tampoco se expresan a altos
niveles. A diferencia de los resultados en GT, el
gen LR no desempenaria un papel importante en
la regulaciéon de la apoptosis en tejido linfoide,
en parte porque éste no seria abundantemente
expresado. El transcripto LR sufre empalmes que
son especificos del tejido neuronal (7), por lo cual
es probable que no ocurra un empalme adecuado
en las tonsilas y, por lo tanto, la proteina LR
podria no tener una actividad anti-apoptética
potente en este tejido. También es posible que el
virus infecte un niimero muy bajo de células en
las tonsilas. De acuerdo a este concepto, Fuchs y
col (9) demostraron que la infeccién de los PBMC
es un evento comun durante la infeccién aguda
del ganado, aunque s6lo un pequefio nuimero
de leucocitos (10*al107?) en la sangre periférica
contienen ADN del BoHV-1.

Las células linfoides son tipos celulares
altamente diferenciados al igual que las neu-
ronas; no obstante, también debe considerarse
que los factores de transcripcion y/o los factores
regulatorios involucrados en el control del ciclo
celular, pueden afectar la actividad de los genes
virales en una forma dependiente del tejido. En
resumen, estos resultados demuestran que el gen
LR no seria esencial para el ciclo de latencia y
reactivacion en las tonsilas como lo es en las neu-
ronas sensoriales de los bovinos. Sin embargo, el
establecimiento de la latencia en células linfoides
y la probabilidad de un mecanismo diferente
involucrado en la regulaciéon de la latencia del
BoHV-1 imponen una mayor complejidad para
el control de la enfermedad.

Cuadro 1. Principales funciones del gen LR en el ciclo de latencia y reactivacion del her-

pesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1).

Inhibicion de la expresion de los genes virales inmediatamente tempranos
Inhibicion de la actividad de los complejos cdk-ciclinas
Inhibicién de la apoptosis
Induccién temprana de la respuesta a interferon
Inhibicién de la infiltracion de células mononucleares hacia el final de la infeccién aguda
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CONCLUSION

En el Cuadro 1 se resumen las principales
funciones del gen LR que participarian en el ciclo
de latencia y reactivacién del BoHV-1. A dife-
rencia de lo que ocurre con el LAT del HSV-1, el
cual es importante pero no esencial para el ciclo
de latencia y reactivacién viral, las funciones del
gen LR del BoHV-1 son criticas en estas etapas
del ciclo infeccioso. Las funciones descriptas
utilizan mecanismos para manipular la maqui-
naria celular y permitir la perpetuacion del virus
en el huésped y la naturaleza. Se requieren mas
investigaciones para determinar y discernir las
propiedades de la familia de proteinas codificadas
por el gen LR y ORF-E.

Muchos paises utilizan vacunas vivas mo-
dificadas contra el BoHV-1. Sin embargo, estas
vacunas pueden establecer latencia y el virus
vacunal puede reactivarse del estado latente. La
reactivacion del BoHV-1 es el principal medio de
transmisién del virus en los rodeos. El hecho de
que la cepa mutante LR no se reactiva, determina
que la introduccién de mutaciones en el gen LR
puede permitir el desarrollo de cepas capaces
de proteger a los animales de la infeccién y a su
vez evitar los riesgos de reactivacion. El enten-
dimiento de los mecanismos que utiliza el virus
para establecer y mantener el estado latente es
esencial para lograr el desarrollo de inmunégenos
eficaces que permitan controlar la infeccion.
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INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

La revista ANALECTA VETERINARIA €s una publicaciéon
semestral de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
la Universidad Nacional de La Plata, Argentina. Esta
destinada a la difusién de trabajos cientificos en el
campo de las Ciencias Veterinarias, generados en esta
Unidad Académica y en otras instituciones. Asimismo,
reflejara las actividades académicas de postgrado, de
extension y de educacion a distancia que se desarrollan
en esta Casa de Estudio. El idioma oficial es el espafiol
aunque se aceptaran trabajos en inglés que seguiran
el mismo esquema detallado mas abajo.

ANALECTA VETERINARIA seguird los "Requerimientos
uniformes" para la presentaciéon de manuscritos en
revistas biomédicas segin la quinta edicién de 1997
(International Committee of Medical Journal Editors.
Uniform requirement for manuscripst submitted to bio-
medical Journals. N Engl J Med 1997; 336:309-15).
Puede obtener el original en Inglés en: http://www.
icmje.org/index.html. Una traduccién de estos reque-
rimientos pueden ser recuperada en INTERNET en la
direccion electréonica:

http://www.fecv.unlp.edu.ar/ analecta.html

ANALECTA VETERINARIA puede ser recuperada gratui-
tamente en INTERNET en formato pdf (Adobe Acrobat
Reader®) que permite su impresion tal como aparece en
la copia final incluyendo graficos y tablas. La misma
se encuentra en la direccion electrénica http://www.
fev.unlp.edu.ar. La revista consta de las siguientes
secciones:

I-.-Trabajos de investigacién, II.-Articulos de
revision, III.-Comunicaciones breves IV-Informaciéon
institucional y V. Cartas al editor.

Normas generales de redaccion

Los manuscritos deberan ser enviados para su
publicacién al Comité editorial en idioma espafiol o in-
glés. Deberan enviarse por triplicado en hoja tamafo A4
(210 x 297 mm), numeradas correlativamente y escritas
a doble espacio, simple faz, con un margen de 4 cm a
la izquierda y no menor de 2 cm en el derecho. Debera
enviarse ademas una copia en archivo electrénico (MS-
Word 2000%) que pueden enviarse via mail; dos de las
copias no deberan contener el nombre de los autores
ni su filiacioén cientifica. Los autores deben retener una
copia de todo el material enviado inclusive fotografias ya
que no se aceptara responsabilidad por dafio o pérdida
de trabajos.

Las fotografias en blanco y negro podran ser in-
cluidas en ntimero no mayor a 3 por articulo. Otras
inclusiones de fotografias en blanco y negro o en color
tendran un cargo extra y estaran a cargo de los autores.
Las versiones electrénica y en CD-ROM de la revista
podran contener fotografias color sin costo para los
autores. La inclusion de fotografias color en el material
impreso debera ser expresamente solicitado al editor.
El material enviado estara listo para su reproduccion,
deberan ademas enviarse fotografias o graficos en for-
mato TIF, CRD o JPG.

No son aceptables aquellos graficos, esquemas,
fotografia, tabla de excel o similares "incrustados” en el
archivo de texto (word).

El costo de cada articulo sera de $ 50 (o 50 U$S
si el lugar de trabajo del primer principal proviene del
exterior) hasta 5 hojas (publicadas) y $ 10 por cada
hoja adicional que debera ser abonado por los autores
indefectiblemente antes de su publicacién.

Las unidades de medida se expresaran siguiendo
las normas del Sistema Internacional de Unidades. El
material enviado sera analizado para su publicacién
por el Comité Editorial, el que lo sometera a consi-
deraciones del referato externo. El1 Comité Editorial
informara al autor del trabajo de las correcciones y/o
recomendaciones sugeridas por el evaluador y deter-
minara en funcién de ello la aceptacion o rechazo del
mismo. Si hubiere correcciones, las mismas deberan
ser efectuadas por los autores en un plazo maximo de
6 meses, caso contrario se considerara el trabajo como
"rechazado". Se deja constancia que el hecho de recibir
un trabajo no conlleva la obligacién de su publicacion
por parte de ANALECTA VETERINARIA. Una vez aceptado el
trabajo se enviara a los autores la "prueba de galera”
para su correccion, la que debera ser devuelta en un
plazo no mayor de 15 dias. La falta de respuesta luego
del plazo estipulado se entendera como una aceptacion
de la misma. El envio de un trabajo a ANALECTA VETERI-
NARIA debera realizarse con el consentimiento de todos
los autores. En todos los casos se tomara como fecha
de remision la del timbre postal correspondiente.

La falta de cumplimiento de cualquiera de las
normas implica la devolucién del trabajo para su
adecuacion. La Facultad no se hace solidaria con las
opiniones vertidas en los trabajos, siendo los autores
los tinicos responsables. Tampoco se hace responsable
ni respalda la publicidad incluida en la revista.

Normas particulares de redaccion:
1.Trabajos de investigacion:

No deberan exceder de 30 paginas, incluyendo 25 citas
bibliograficas. Deberan ser inéditos y estaran organizados de
la siguiente manera.

a)Titulo: sera breve, preciso y reflejara el contenido del
trabajo. A renglon seguido se indicara el nombre y apellido
(s) del autor, acompanados de sus grados académicos mas
importantes, separando los autores por una coma. A rengléon
seguido se senalara el nombre de la institucion, catedra o
laboratorio a la que pertenece, asi como su direccién postal,
numero de fax, y direccién electrénica si la posee. Cuando
haya mas de un autor que pertenezca a diferentes institucio-
nes, catedras o laboratorios, las mismas seran identificadas
con un numero arabigo superindice, después del apellido.
Agregar un titulo resumido de un maximo de 40 caracteres
(considerar espacios y simbolos como caracteres).

b)Resumen: sera redactado en castellano y en inglés (abstract)
incluyendo ademas en este ultimo caso el titulo en idioma
inglés. El resumen debera sintetizar los objetivos principales
del trabajo, la metodologia empleada, los resultados mas
sobresalientes y las conclusiones que se hayan obtenido. No
superara tanto en espanol como en inglés las 200 palabras.
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c)Palabras clave: al finalizar el resumen y el "abstract" en
renglén aparte, deberan consignarse palabras clave, cinco
como maximo, colocandolas bajo el titulo Palabras clave o
"Key Words" segun corresponda.

d)Introduccion: se senialaran los antecedentes sobre el tema,
citando la bibliografia mas relevante y especificando clara-
mente los objetivos y el fundamento del trabajo.

e)Materiales y Métodos: toda técnica nueva debera detallar-
se para facilitar su comprensién. Se evitara pormenorizar
sobre métodos ya experimentados, citandose los materiales
utilizados en la realizacion del trabajo. En los casos en que
el diseno experimental requiera una evaluaciéon estadistica,
se indicara el método empleado.

f)Resultados: se presentaran en forma clara, ordenada y
breve.

g)Discusion: incluira la evaluacioén y la comparacion de los
resultados obtenidos con los de otros autores, indicando las
referencias bibliograficas correspondientes. Las conclusiones
deberan sustentarse en los resultados hallados, evitando todo
concepto vago o condicional.

h)Agradecimientos: colaboraciones, ayuda técnica, apoyo
financiero, etc. deberan especificarse en agradecimientos.
Estas personas deberan conceder su permiso para ser nom-
bradas.

i)Bibliografia: debera escribirse en hoja aparte ordenada
segun aparece en el texto y numerada correlativamente con
numeros arabigos, contendra todas las citas mencionadas en
el texto teniendo en cuenta el siguiente formato:

Autores: Apellido, seguido por las iniciales del/los au-
tor/res separados del siguiente autor por coma. Titulo: com-
pleto del trabajo en el idioma en que fue publicado. Nombre de
la revista o publicacién donde aparece el articulo abreviada de
acuerdo al "US National Library of Medicine (NLM)"' que usa el
Index Medicus http://www.nlm.nih.gov. En forma seguida el
afno de publicacién; en forma continuada el numero de volu-
men de la revista, seguido de coma y el namero de la revista
(si lo posee), dos puntos, seguido del nimero de paginas de
inicio y terminacion del trabajo. Ej.

1.Rodriguez-Vivas RI, Dominguez-Alpizar JL. Grupos
entomolégicos de importancia veterinaria en Yucatan, México.
Rev Biomed 1998; 9 (1):26-37

En el texto del trabajo hacer referencia mediante na-
meros arabigos entre paréntesis.
Si se tratase de trabajos publicados en libros:

Apellido y nombres en forma similar al indicado para
revistas periédicas. A continuacion el nombre del libro, edi-
cién, editorial, ciudad, pais entre paréntesis, seguidas del
ano de publicacién y paginas consultadas. Ej.

1.Plonat H. Elementos de Analisis Clinico Veterinario,
Ed. Acribia. Zaragoza (Espafa), 1984; p.45-75

Las tablas se presentaran en hojas separadas y con
titulos completos ubicados sobre el margen superior y nu-
merados con numeros arabigos, debera incluirse ademas
el titulo en inglés. Los graficos se presentaran también en
hojas separadas pero con titulos explicativos ubicados al pie
de los mismos y numerados consecutivamente con nimeros
romanos debiéndose incluir ademas el titulo en inglés. Las
tablas, graficos o fotos se adjuntaran al final del manuscrito
debiéndose indicar en el texto la posicion correspondiente
"insertar" tabla N° o grafico N° o foto N°. Las fotografias
deberan remitirse con la numeracién en el reverso escrito
con lapiz (o pegar una etiqueta de papel) de acuerdo a su
secuencia en el texto, asi como también indicarse el titulo y
el autor del trabajo y cual es la parte superior de la misma.

El tamano debera ser de 10 por 15 cm, pudiendo reducirse
en la publicacion por lo que se sugiere la buena calidad del
detalle que se quiera resaltar. Cada foto debera ser acompa-
nada de una breve resena explicativa de la misma en espafiol
y en inglés.

MUY IMPORTANTE: No enviar trabajos con bibliografia
numerada automaticamente por el precesador Word, tampoco
copiar y pegar link de internet, estos deben ser tipeados en
el procesador de texto por los autores.

II. Articulos de revision

Versaran sobre temas relevantes incluyendo una
revision bibliografica adecuada y sus autores deberan te-
ner idoneidad en los mismos. Estos articulos incluiran las
siguientes secciones: titulo, titulo en inglés, resumen, "abs-
tract", texto, agradecimientos y bibliografia. La extension de
estos trabajos no excederan las cincuenta paginas y sesenta
citas bibliograficas.

El autor no debera solamente realizar una recopilacion
bibliografica exhaustiva, sino que ademas debera hacer una
discusioén critica sobre el tema considerado, destacando la
trascendencia actual y futura y los puntos sobre los que
existan diferencias de opinion.

III.Comunicaciones breves

Esta seccién estara destinada a la comunicaciéon de
hallazgos preliminares en trabajos de investigacién en marcha
y a la descripcion de nuevas técnicas (de laboratorio, qui-
rurgicas, de produccion), hallazgos clinicos exéticos o poco
frecuentes, etc. Su organizacion debera seguir el lineamiento
general indicado en el ftem 1. No deberan exceder las dos
paginas incluyendo no mas de 10 citas bibliograficas.

IV.Informacidén institucional

Esta seccién sera destinada a difundir todas aquellas
actividades o informaciones de la Facultad de Ciencias Ve-
terinarias de la Universidad Nacional de La Plata que tengan
una relacion directa con los objetivos dispuestos para la
presente publicacion.

V.Cartas al editor

En esta seccién se incluiran actualizaciones breves y
comentarios sobre articulos ya publicados. Las cartas (hasta
1000 palabras de texto) deberan ser en formato carta y no
se dividiran en secciones. Las cartas comenzaran con una
introduccién breve sobre la relaciéon del tema. Incluir desa-
rrollo de métodos; referencias, en no mas de cinco; y figuras
o ilustraciones, en no mas de dos.

Correspondencia

Toda correspondencia dirigida a esta revista de-
bera realizarse a la siguiente direccion:

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
http://wwuw.fev.unlp.edu.ar/ analecta/ analecta. html
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