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Resumen: La dirofilariasis canina en Argentina se extiende desde la provincia de Buenos Aires
hacia el norte. En todos los casos documentados, el agente etiolégico es el gusano del corazén del
perro, Dirofilaria immitis, Unica especie del género identificada como causal de infecciones naturales
autoctonas en el pais. En este estudio, se presentan evidencias morfologicas, seroloégicas y mole-
culares de la infeccion de otra especie del género Dirofilaria en 8 perros de la ciudad de Neuquén,
en el extremo norte de la Patagonia. Las microfilarias observadas tuvieron una media de 370 um
de largoy 7,1 um de ancho. Las secuencias obtenidas mostraron homologias inferiores al 95 % con
otras secuencias de filaridos reportadas en el GenBank.

Palabras clave: filaridos, perros, Patagonia, Argentina, dirofilariasis

Abstract: Canine dirofilariasis in Argentina extends from Buenos Aires province to the North. All
documented cases were due to the dog heartworm, Dirofilaria immitis, the unique species recorded
in natural infected dogs in the country. In this study, we present morphologic, serologic and molecular
evidences of the infection with another Dirofilaria species in 8 dogs from Neuquén city, in the northern
extreme of Patagonia. The observed microfilariae had a mean of 370 um long and 7.1 um wide. The
sequences obtained showed homologies lower than 95% with other filarid sequences reported in
the Genbank.
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Vezzani D et al.

Introduccién

La dirofilariasis canina es una enfermedad de
gran importancia veterinaria a nivel mundial causada
por nematodos del género Dirofilaria Railliet & Henry,
1911 (Orden Spirurida, Familia Onchocercidae). Los
principales agentes etiolégicos son Dirofilaria immitis
Leidy, 1856, en regiones templadas y tropicales de
todo el mundo, y Dirofilaria repens Railliet & Henry,
1911, en Europa, Africa y Asia (Simon et al., 2012;
Dantes-Torres & Otranto, 2013). Actualmente el gé-
nero estd compuesto por 27 especies validas y 15
cuestionables (Canestri Trotti et al., 1997; Dantes-
Torres & Otranto, 2013). En el continente americano,
D. immitis es el responsable indiscutido tanto de la
dirofilariasis canina como de la dirofilariasis pulmonar
humana. Sin embargo, al menos otras 11 especies
estan bien documentadas en fauna silvestre del con-
tinente: D. freitasi Machado de Mendonca, 1949, D.
lutrae Orihel & Beaver, 1974, D. cancrivori Eberhard,
1978, D. acutiuscula Molin, 1858, D. macrodemos
Eberhard, 1978, D. panamensis Eberhard, 1978, D.
subdermata Monnig, 1924, D. tenuis Chandler, 1942,
D. ursi Yamaguti, 1941, D. striata Molin, 1858, y D.
spectans Freitas y Lent, 1949 (Canestri Trotti ef al.,
1997; Vicente et al., 1997).

En Argentina, la dirofilariasis canina por D.
immitis se extiende en 11 provincias: Salta, Formosa,
Chaco, Misiones, Corrientes, Entre Rios, Santa Fe,
Santiago del Estero, Cérdoba, Mendoza y Buenos
Aires (Vezzani et al., 2006; Vezzani & Eiras, 2016). Si
bien los registros de casos sefialan a la ciudad de La
Plata y sus alrededores como el limite sur de distribu-
cion del parasito en Sudamérica, los modelos tedéricos
basados principalmente en la temperatura sugieren
que existen las condiciones climaticas adecuadas para
su transmisién en el norte de la Patagonia (Cuervo et
al., 2015; Vezzani & Carbajo, 2006). Hasta el presente
ninguna otra especie del género ha sido confirmada
en nuestro pais en infecciones naturales autéctonas.
El objetivo de este trabajo es reportar los hallazgos
microscoépicos y moleculares acerca de una especie
del género Dirofilaria, distinta a D. immitis, en perros
de la ciudad de Neuquén.

Materiales y métodos

Se analizaron muestras de sangre pertene-
cientes a 8 perros microfilarémicos que asistieron a
consulta veterinaria durante 2011-2013 en la ciudad
de Neuquén. Esta ciudad se encuentra ubicada en
38°57°06”S 68°04°28”0, aproximadamente 500 km al
sur del limite conocido de distribucion de D. immitis.
Los pacientes fueron identificados como positivos para
microfilarias durante la observacioén de la interfase del
capilar microhematocrito en la rutina de laboratorio.
Las muestras fueron recolectadas en anticoagulante

EDTA, conservadas a 4 °C y remitidas al Laboratorio
de Inmunoparasitologia de la FCV-UNLP para su
caracterizacion.

Se realizaron mediciones morfologicas en
microfilarias (10 larvas por muestra) recuperadas del
test de Knott modificado, de acuerdo con lo indicado
por Soulsby (1987). La sangre remanente se conser-
vO a -20 °C para la extraccion de ADN y realizacion
de pruebas moleculares. Ademas, se recolectaron
muestras de sangre sin anticoagulante para la obten-
cion de suero y realizacion de pruebas seroldgicas
rapidas para la deteccion de antigeno especifico de
las hembras adultas de D. immitis (FASTest® DIRO,
Megacor, Austria).

El ADN de las muestras de sangre entera se
extrajo utilizando el kit comercial Wizard® Genomic
DNA Purification (Promega, EE.UU.) siguiendo las
instrucciones del fabricante, con el agregado de 20
ul de proteinasa K (20mg/ml; Promega, EE.UU) al
buffer de lisis nuclear, incubando a 55 °C overnight.
Cada rutina incluyé un tubo sin muestra, pero con-
teniendo todas las soluciones del kit, como control
de extraccion.

Se realizaron dos técnicas de PCR con targets
diferentes. En la primera se utilizaron los cebadores
DIDR-F1 y DIDR-R1 con los que se amplifican frag-
mentos de las subunidades ribosomales 5.8S-ITS2-
28S de diferentes filaridos (Rishniw et al., 2006),
denominados de aqui en adelante como Panfilaria.
El protocolo de amplificacion fue 94 °C durante 4 min
y luego 35 ciclos de: 94 °C por 30 s, 60 °C por 30 s 'y
72 °C por 45 s. Por ultimo, la extension final se rea-
liz6 a 72 °C durante 7 min. En la segunda técnica se
utilizaron los cebadores COIF y COIR, que amplifican
un fragmento del gen de subunidad | de la citocromo-
oxidasa mitocondrial (COI). La amplificacion en este
caso se realiz6 en las siguientes condiciones: 94 °C
durante 4 min y luego 40 ciclos de: 94 °C durante 45 s,
54 °C durante 45 sy 72 °C durante 45 s. La extension
final se realizé a 72 °C durante 7 min (Casiraghi et al.,
2001, 2006). Todas las rutinas de PCR se llevaron a
cabo con controles positivos (D. immitis), control de
extraccion (como negativo) y una muestra sin ADN
(NTC= no template control).

Los productos de amplificacién fueron revelados
en geles de agarosa al 1,5% y fueron observados en
el transiluminador de luz azul. La técnica Panfilaria se
caracteriza por la obtencién de fragmentos de diferente
longitud de acuerdo con la especie de filarido hallado
(Rishniw et al., 2006). En el protocolo COI se anali-
za la presencia de una banda de aproximadamente
650 pares de bases (pb) para diferentes filaridos,
diferenciables mediante RFLP (restriction fragment
length polymorphism) o secuenciacion (Casiraghi et
al., 2001, 2006).
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Los productos de amplificacion de ambas técni-
cas fueron purificados con el kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, EE.UU) y remiti-
dos para secuenciacion al Instituto de Biotecnologia
de la Unidad de Genodmica (Estacién Experimental
INTA-Castelar). Las secuencias fueron alineadas y
analizadas mediante el software GENEIOUS (Version
R9) y comparadas con otras disponibles en el Gen-
Bank mediante la herramienta BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool) del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) disponible en linea. (https:/
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Resultados

Los 8 perros microfilarémicos resultaron ne-
gativos para D. immitis en los estudios seroldgicos.
En las mediciones de las microfilarias se registré una
media de 370 um de largo (minimo: 339, maximo: 411)
y 7,1 um de ancho, con el extremo anterior redondeado
y el posterior ahusado. En los extendidos de sangre
coloreados se observé que las primeras células soma-
ticas se encontraban muy préximas al extremo anterior
de las microfilarias (Fig. 1), rasgo de similitud con D.
repens pero no con D. immitis, en las que las primeras
células aparecen un poco mas atras.

Todas las muestras fueron positivas para la de-

teccion de ADN de filaridos mediante PCR en ambas
técnicas utilizadas. Para la PCR Panfilaria se obser-

Nueva Dirofilaria en Argentina

varon fragmentos de ~500 pb, valor intermedio entre
los esperados para D. immitis (542 pb) y D. repens
(484 pb). Se obtuvo un total de 5 secuencias de PCR
Panfilariay 2 de COI. Las secuencias correspondieron
a muestras de 5 animales y cada grupo de secuen-
cias de cada gen presentd una homologia mayor al
99 %. Sin embargo, todas las secuencias mostraron
homologias inferiores al 95 % con otras secuencias de
filaridos reportadas en el GenBank. Las secuencias
de la PCR Panfilaria evidenciaron una homologia del
91 % con secuencias obtenidas de D. repens en Tunez
(KR676387) y de D. immitis en Portugal (LN626260);
ambas secuencias corresponden a estudios no pu-
blicados. Por otra parte, las secuencias obtenidas
de la PCR de COI mostraron un 94 % de homologia
con la secuencia de Dirofilaria sp. “hongkongensis”
(KX265050), 93 % con D. repens de un caso humano
en Republica Checa (KR998259)y 91 % con D. immitis
obtenida de mosquitos en Espafa (LC107816). Las
secuencias obtenidas para Panfilaria y COI fueron
depositadas en el GenBank como Dirofilaria sp., con
los niumeros de acceso KY085962 y KY085963, res-
pectivamente.

Discusion y conclusiones

La dirofilariasis canina es una enfermedad total-
mente desconocida en la Patagonia. La presente co-
municacion es, sin duda, la primera sobre una infeccion
canina por Dirofilaria en la region. También es el primer

Figura 1. Detalle del extremo anterior de la microfilaria de Dirofilaria sp. hallada en perros
de Neuquén. Extendido sanguineo coloreado con May-Grinwald Giemsa (1000x). La flecha
indica las primeras células somaticas cercanas al extremo anterior. Barra: 10 uym.
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estudio que demuestra, mediante distintas técnicas,
la presencia de una especie del género distinta a D.
immitis en nuestro pais. Las mediciones morfologicas
de las microfilarias encontradas registraron valores muy
lejanos a D. immitis (301,7 um de largo y 6,3 um de an-
cho; Magnis et al., 2013). La longitud media de 370 um
observada es muy superior a la de las microfilarias de
las especies mas comunes descriptas en caninos, con
la excepcion de Dipetalonema grassi Noe, 1907, la
cual tiene una media de 570 um (Soulsby, 1987). La
homologia de las secuencias obtenidas indicaria que
las microfilarias halladas se corresponden con una
misma especie en todos los casos de Neuquén y que
no se corresponderian con D. immitis ni con D. repens.
Los resultados serolégicos negativos obtenidos en las
8 muestras microfilarémicas, junto con las secuencia-
ciones obtenidas, indican claramente que la especie
de filarido presente en los perros estudiados no es D.
immitis. Por otra parte, dentro de la baja homologia
de secuencias mediante BLAST, detectamos una de
las mayores homologias (93 %) con secuencias de D.
repens, aunque esto no resulta suficiente ya que la
homologia esperada para identificacion de especies
debe superar el 98-99 %.

Recientemente, Lopez et al. (2012) reportaron
por primera vez una infeccion canina por Dirofilaria
en Santiago de Chile. Los autores describen una
potencial nueva especie, la cual es cercana en as-
pectos morfoldgicos y moleculares, aunque distinta,
a D. repens. Si bien nuevas especies son sugeridas
con cierta frecuencia, considerando el actual nimero
de especies dudosas dentro del género, cualquier
sugerencia de una nueva especie que no incluya una
descripcion genética y morfoldgica completa podria ser
prematura (Dantes-Torres & Otranto, 2013). En este
sentido, mas estudios son necesarios para avanzar
sobre la identificacion del filarido que hemos hallado en
el extremo norte de nuestra Patagonia, el cual podria,
0 no, ser el mismo descripto recientemente en Chile.

Agradecimientos

Los autores agradecen a Andrea Varni del
Laboratorio Veterinario LAVAC, San Martin 2275,
Ciudad de Neuquén, Argentina, por la provisién de las
muestras pertenecientes a los hallazgos descriptos en
este trabajo. A Belén Craviotto y Gimena Rudchenco
por la colaboracion técnica.

Conflicto de intereses

Todos los autores declaran que no existe conflic-
to de intereses, incluyendo las relaciones financieras,
personales o de otro tipo con otras personas u organi-
zaciones que pudieran influir de manera inapropiada
en el trabajo.

Bibliografia
Canestri Trotti G, Pampiglione S, Rivasi F. 1997. The species

of the genus Dirofilaria Railliet & Henry, 1911. Parassitologia.
39(4):369-374.

Casiraghi M, Anderson T, Bandi C, Bazzocchi C, Genchi C.
2001. A phylogenetic analysis of filarial nematodes: com-
parison with the phylogeny of Wolbachia endosymbionts.
Parasitology. 122:93-103.

Casiraghi M, Bazzocchi C, Mortarino M, Ottina E, Genchi C.
2006. A simple molecular method for discriminating common
filarial nematodes of dogs (Canis familiaris). Veterinary Pa-
rasitology. 141:368-372. doi:10.1016/j.vetpar.2006.06.006.

Cuervo PF, Rinaldi L, Cringoli G. 2015. Modeling the extrinsic
incubation of Dirofilaria immitis in South America based on
monthly and continuous climatic data. Veterinary Parasito-
logy. 209:70-75. doi:10.1016/j.vetpar.2015.02.010.

Dantes-Torres F, Otranto D. 2013 Dirofilariosis in the Ameri-
cas: a more virulent Dirofilaria immitis? Parasites & Vectors.
6:288. doi: 10.1186/1756-3305-6-288.

Lépez J, Valiente-Echeverria F, Carrasco M, Mercado R,
Abarca K. 2012. Morphological and molecular identification
of canine filariae in a semi-rural district of the metropolitan
region in Chile. Revista Chilena de Infectologia. 29:248-289.
doi: 10.4067/S0716-10182012000300006.

Magnis J, Lorentz S, Guardone L, Grimm F, Magi M, Naucke
TJ, Deplazes P. 2013. Morphometric analyses of canine
blood microfilariae isolated by the Knott's test enables
Dirofilaria immitis and D. repens species-specific and Acan-
thocheilonema (syn. Dipetalonema) genus-specific diagno-
sis. Parasites & Vectors. 6:48. doi: 10.1186/1756-3305-6-48.

Rishniw M, Barr SC, Simpson KW, Frongillo MF, Franz M,
Alpizar JLD. 2006. Discrimination between six species of
canine microfilariae by a single polymerase chain reaction.
Veterinary Parasitology. 135:305-314. doi:10.1016/j.vet-
par.2005.10.013.

Simén F, Siles-Lucal M, Morchéon R, Gonzalez-Miguel J,
Mellado |, Carretéon E, Montoya-Alonso JA. 2012. Human and
animal dirofilariasis: the emergence of a zoonotic mosaic.
Clinical Microbiology Reviews. 25:507-543. doi: 10.1128/
CMR.00012-12.

Soulsby EJL. 1987. Parasitologia y enfermedades parasita-
rias en los animales domésticos. 72 Ed. México DF, Nueva
Interamericana.

Vezzani D, Carbajo AE. 2006. Spatial and temporal trans-
mission risk of Dirofilaria immitis in Argentina. International
Journal for Parasitology. 26:1463-1472. doi:10.1016/j.ijpa-
ra.2006.08.012.

Vezzani D, Eiras DF, Wisnivesky C. 2006. Dirofilariasis in
Argentina: Historical review and first report of Dirofilaria immi-
tis in a natural mosquito population. Veterinary Parasitology.
136:259-273. doi:10.1016/j.vetpar.2005.10.026.

Vezzani D, Eiras F. Actualizacion sobre dirofilariasis en Ar-
gentina y el contexto en América. En: Beron CM, Campos
RE, Gleiser RM, Diaz-Nieto LM, Salomén OD, Schweigmann
N. 2016. Investigaciones sobre mosquitos en Argentina.
Mar del Plata, Universidad Nacional de Mar del Plata. pp.
192-200.

Vicente JJ, Rodrigues HO, Gomes DC, Pinto RM. 1997.
Nematoéides do Brasil. Parte V: nematéides de mamiferos.
Revista Brasileira de Zoologia. 14(Suppl 1):1-452.

10 ANALECTA VET 2017; 37 (2):7-10

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590



Trabajos de investigacion ACCESO 8 ABIERTO

Safety and efficacy of a combined paste formulation
of a botanical extract of the latex of Croton lechleri
(SB-300, Neonorm foal™) with probiotics for the treatment
of watery diarrhea in nursing foals

Determinacion de la seguridad y eficacia de una formulaciéon en pasta que combina
un extracto botanico del latex de Croton lechleri (SB-300, Neonorm foal®) con
probiéticos para el tratamiento de diarrea acuosa en potrillos no destetados
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Abstract: Diarrhea is a common disorder in preweaned foals, and there are no antisecretory
antidiarrheals currently available. The objective of this study was to evaluate the safety and efficacy of
an enteric-coated paste formulation of a standardized botanical extract of the latex of Croton lechleri
(SB-300) for the treatment of watery diarrhea in foals. This was a randomized blinded multisite, safety
and efficacy pilot study of the formulation in client-owned foals with watery diarrhea. Sixty-one foals
under 16 weeks of age with watery diarrhea were randomly divided into two treatment groups and
one placebo group, approximately 20 foals each. Each foal received either placebo or investigational
product/probiotic combination, four times daily. No significant safety issues were noted but the
transient production of hard feces that was noticed in foals that continued therapy beyond clinical
improvement. A treatment responder was any foal who developed formed stool (fecal score <3), and
maintained formed stool for a minimum of 16 consecutive hours within a 24 h period. Statistically
significant differences in treatment response were demonstrated at a number of time points between
the investigational product treatment and placebo groups. We conclude that a paste formulation of
SB-300, a standarized botanical extract of the latex of Croton lechleri, when combined with probiotics,
is effective in the treatment of watery diarrhea in foals less than 16 weeks of age and warrants further
investigation without the addition of probiotics.

Key words: diarrhea, foal, Croton lechleri, SB-300, chloride channels

Resumen: La diarrea es un desorden comun en potrillos lactantes, y no se dispone de antidiarreicos
antisecretorios especificos. El objetivo del estudio fue evaluar la seguridad y eficacia de una
formulacién en pasta con cubierta entérica del extracto botanico estandarizado del latex de Croton
lechleri (SB-300, producto en investigacion), para el tratamiento de diarrea acuosa en potrillos. Fue
un estudio piloto, ciego, aleatorizado, realizado en distintos sitios, en potrillos de clientes particulares
con diarrea acuosa. Sesenta y un potrillos con diarrea acuosa menores a 16 semanas de edad fueron
divididos aleatoriamente en dos grupos de tratamiento y uno de placebo, aproximadamente 20 en
cada grupo. Cada potrillo recibié placebo o la combinacion del producto en investigacion y probidtico
cuatro veces al dia. No se presentaron problemas de seguridad significativos, pero se observo la
produccion transitoria de heces duras en los que continuaron la terapia luego de la resolucion de la
diarrea. La respuesta al tratamiento fue considerada en aquellos potrillos que desarrollaron heces
formadas (score fecal <3) y mantuvieron las heces formadas durante un minimo de 16 h consecutivas
dentro de un periodo de 24 h. Se demostraron diferencias estadisticamente significativas en la
respuesta al tratamiento en distintos tiempos entre los grupos que recibieron el producto y los
que recibieron placebo. La conclusiéon fue que la formulacién en pasta de (SB-300), un extracto
botanico estandarizado del latex de Croton lechleri, combinado con probiéticos, es efectivo para el
tratamiento de diarrea acuosa en potrillos menores de 16 semanas de edad y requiere investigaciones
complementarias sin la adicion del probiotico.

Palabras clave: diarrea, potrillo, Croton lechleri, SB 300, canales de cloro
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Introduction

Diarrhea in foals is very common and there
are many causative agents (viral, bacterial, protozoa,
parasites, drug or dietary associated, toxins) that ma-
nifest with clinical signs of watery diarrhea (Atherton
et al., 2009a, 2009b; Lester, 2001; Wohlfender et al.,
2009). Anintestinal insult (virus, bacteria, toxin) results
in stimulation of intracellular cyclic adenosine mono-
phosphate (cCAMP), cyclic guanosine monophosphate
(cGMP), and cytosolic calcium and/or protein kinases,
which in turn cause an increase in chloride secretion
through activation of the cystic fibrosis transmembra-
ne conductance regulator (CFTR) chloride channel
located on the apical membrane of enterocytes (Ba-
rrett & Keely, 2000) (Figure 1). Other apical channels
such as calcium-activated chloride channels (CaCCs)
and type-2 chloride channels also produce intestinal
chloride secretion. CaCCs appear to play a role in
the complex etiology of secretory diarrhea caused by
rotavirus (Lorrot & Vasseur, 2007). Activation of the
chloride channels and resultant increased secretion
of chloride into the intestinal lumen results in osmotic
movement of water into the lumen. This increase in
intestinal water overwhelms the absorptive capacity
of the small and large intestine with resultant diarrhea
(Cottreau et al., 2012).

Latex of the Croton lechleri tree, (Dragon’s
blood), which is found in the western Amazonian region
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Figure 1. Mechanisms involved in intestinal epithelial
cell chloride secretion.SB-300, a botanical extract of
Croton lechleri (blue circles) binds to the apical surfa-
ce of the cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator and the calcium-activated chloride channels,
blocking secretion of chloride into the intestinal lumen.

Ca?*: calcium; CACC: calcium-activated chloride chan-
nels; cAMP: cyclic adenosine monophosphate; CFTR:
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator;
CI: chloride; H,O: water; K*: potassium; Na*: sodium;
NKCC: sodium-potassium-chloride-cotransporter.

of South America (Jones, 2003), has been used by
indigenous tribes as a remedy for diarrhea for many
years (Mark et al., 2000). Botanical extracts of this latex
have been shown in vitro to be effective inhibitors of
both CFTR and CaCCs channels (Fisher et al., 2004).
This mode of action suggests that it may be an aid in
reducing the water content of feces during episodes
of secretory diarrhea.

Specific treatments for diarrhea in foals are ai-
med at causative agents and include the administration
of antimicrobials; while supportive care may include
fluid therapy and anti-inflammatories combined with
antidiarrheal products. Current antidiarrheal treatments
have a variety of actions including adsorbents, probio-
tics and toxin binders.

Bismuth subsalicylate has been shown to have
some antisecretory effects but the exact mode of ac-
tion is unknown (DuPont, 1987; Ericsson et al., 1990).
Currently there are no products available for foals
with specific antisecretory properties to normalize the
intestinal secretion of chloride.

The rationale for this study was that if intestinal
secretion of chloride in response to an insult can be
controlled or normalized, then the feces produced
would have a lower water content which would in turn
aid in avoiding diarrhea associated dehydration and
secondary complications associated with it.

Materials and methods

This was a randomized, blinded, multisite, safety
and efficacy pilot study of enteric-coated SB-300 paste
in client-owned foals with active watery diarrhea. This
study was performed in the province of Buenos Aires,
Argentina, during the 2015 breeding season. Five sites
were initiated. Site and treatment by site interaction
terms were included in the models.

Foals

Following identification of potential participants
and the signing of an informed consent form, screening
assessments were performed to determine eligibility
for enroliment into the study. Inclusion criteria were:
male or female foals of any breed between birth and
16 weeks of age with a baseline fecal score of 3 or 4
(Table 1). Foals of foal heat diarrhea age (6-15 days)
were only considered for enroliment if they showed
signs of complication of the foal heat diarrhea (fever,
absence of nursing or other clinical signs such as de-
hydration). Foals were excluded if they were suffering
from nongastrointestinal disease or injury, fractious,
moribund, >16 weeks of age, weaned, orphaned,
treated with oral antidiarrheals within 7 days of the first
dose administration or had a fecal score of <3 or >4.

Following enrollment foals were randomly
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Table 1. Fecal score. Foals with a fecal score of 3 or
4 were eligible for enroliment. Foals with a fecal score
of 1 or 2 were considered to have insufficient diarrhea
for enrollment and those with a grade 5 were excluded

due to the possibility of hemorrhagic enterocolitis.

Fecal description Score
Well-formed feces 1
Soft or very soft, moist (cow patty consis- 2
tency)

Watery, liquid feces with some particulate 3
matter either evident adhered to the tail or
perineum or upon the surface of the bedding

Severe watery diarrhea with no particulate 4
matter visible or no diarrhea seen but watery
staining of the tail, perineum or walls evident.
Hemorrhagic diarrea 5

divided into one of three groups. A randomization
schedule was generated using SAS proc plan (SAS
for Windows, version 9.3 or higher, Cary, NC). Medical
history was obtained and a complete physical exami-
nation was performed on all eligible foals. Baseline
blood work and fecal analyses were performed. Blood
work consisted of white blood cell differential percen-
tages and absolute counts, hematocrit and a serum
biochemistry profile (albumin, alkaline phosphatase
(ALP), aspartate aminotransferase (AST), albumin/
globulin ratio, calcium, chloride, creatinine, direct bi-
lirubin, gamma glutamyltransferase (GGT), globulin,
glucose, iron, potassium, sodium, total bilirubin, total
protein, triglycerides, urea nitrogen, serum amyloid A
and plasma fibrinogen.

Fecal collection for analyses was conducted
at baseline only, except for Salmonella spp. cultures
which were conducted at baseline, 24 and 48 hours
(+/- 6) hours post t=0 (time of first treatment adminis-
tration). Rotavirus antigen test and clostridial antigen/
toxin ELISA tests were also conducted. Fecal aerobic
cultures for detection of other pathogens were also
performed. Additional blood samples were collected
and analyzed at the end of the treatment period (T72
h) and at the end of the observation period (T144 h)
and at post-treatment observation period (72-144 h).
Following enrollment, the foal entered the treatment
period (0-72 h), which was followed by a post-treatment
observation period (72-144 h). From the onset of the
treatment period to the end of the observation period,
ongoing fecal scoring (four times daily), clinical as-
sessments including adverse events (four times daily),
and concomitant medications were recorded. Clinical
assessments were made based on a standardized
form with heart rate, respiratory rate, mucous mem-
brane color, capillary in refill time, rectal temperature
and body condition score being recorded. Total time on

Use of SB-300 for the treatment of diarrhea in foals

study for each foal was 6 days. Fecal scoring was con-
ducted jointly with the dosing times (four times a day
with @ minimum of 4 hours in between assessments)
during the treatment period, followed by twice a day
thereafter until the end of the observation period.

Treatments

The study design included 3 treatment groups.
Treatment groups were divided such that approxima-
tely 20 foals each would receive: investigational pro-
duct/probiotic (IVP/P) four times daily (QID) (Group 1),
IVP/P two times daily (BID) and placebo BID (Group 2),
or placebo QID (Group 3). Group 2 therefore received
alternating doses of IVP/P and placebo that represents
half the daily dose of IVP/P received by Group 1. Each
foal received a 30 ml syringe of either IVP or placebo
QID. There were two test materials: one contained
the IVP and a probiotic (DigestivTM), the second was
a placebo.

Both test materials were formulated as a paste
and packaged in identical 30 ml metered syringes. Both
test materials contained the same excipients. The IVP
(SB-300) is a proprietary standardized botanical extract
of sustainably harvested Croton lechleri. All formulation
components were considered safe for use in animals.

The following medications were prohibited
beginning at baseline through to the end of the obser-
vation period: additional probiotics, oral electrolytes
(IV fluids were allowed) and other oral antidiarrheal
treatments (within 7 days prior to the first dose being
administered and while on study).

The weight range for foals enrolled in the study
was 37-140 kg, which resulted in a dosing range of
2-18 mg/kg.

Descriptive statistics (number of subjects, mean,
standard deviation, standard error of the mean, me-
dian, minimum and maximum values) were presented
for age (weeks), baseline body weight (kg) and base-
line fecal score, in each treatment group.

Safety was assessed by the following parame-
ters: adverse events, plasma chemistry and hematolo-
gy. Descriptive statistics were presented by treatment
group, for each parameter for the screening visit, end
of treatment period, end of observation period and
for the changes from screening to end of treatment
period and end of observation period. Possible diffe-
rences between treatment groups in the changes from
screening were assessed by ANCOVA modeling. The
model contained baseline fecal score as a covariate
with treatment, time point and treatment by time point
as a fixed effect. Residuals from the model were inves-
tigated for normality using the Shapiro-Wilk test. If the
normality assumption was rejected at an alpha level
of 0.05, the degree of departure from normality was
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investigated and a rank transformation was applied.
Additionally, clinically significant changes from scree-
ning were investigated for white blood cell count (chan-
ge from screening >12,500 cells/pl), serum amyloid A
(change from screening >30 pg/ml) and percentage
of banded neutrophils (change from screening >5
%). The number (%) of foals with clinically significant
changes was presented by treatment group. Possible
differences between treatment groups were assessed
with Fisher’s Exact (2-tail) test.

To standardize care and where possible any
foal that received antibiotics was placed on ceftio-
fur (5 mg/kg q8h) and amikacin (22 mg/kg g24h). A
treatment responder was defined as a foal that deve-
loped formed feces or had no feces (fecal score <3),
and maintained formed feces or no feces (i.e. no fecal
score of 3, 4 or 5) for a minimum of 16 consecutive
hours within a 24 hours period during the 72 hours
treatment period. However, due to the difficulty in
determining if “no observed feces” actually correspon-
ded to “no feces”, only those foals with observable
feces that could be scored as <3 were considered to
be responders.

All tests of significance were assessed at alpha
= 0.05, 2-sided. No adjustments were applied for
multiple comparisons. All statistical analyses were
conducted using SAS for Windows.

For the treatment responder parameters, the
number (%) of successes was presented for each
treatment group. Possible differences between
treatment groups were assessed using a generalized
linear mixed model assuming a binomial distribution
and a logit link. The model contained baseline fecal
score as a covariate with treatment, time and treatment
by time interaction as fixed effects.

Subgroup analyses, including only those foals
with a baseline fecal score of 4 were also completed.

Results

At study completion site 1 through 5 had enro-
lled 22, 6, 21, 6 and 6 foals respectively, resulting in a
total of 61 enrolled foals. One foal was the subject of
an early withdrawal due to debilitation and worsening
clinical condition, with a total of 60 foals completing
the study. Data from all foals were used in the analysis
of safety. The safety population included all animals
that received at least one dose of IVP or placebo. The
safety population included 20 animals treated with the
IVP QID, 21 animals treated with IVP BID and placebo
BID, and 20 animals treated with placebo QID. An effi-
cacy population was defined as a subset of the safety
population excluding 6 foals that had < 1 recorded fecal
score through the 144 hours of the study. The efficacy
population included 19 animals treated with IVP QID,

19 animals treated with VP BID and placebo BID and
17 animals treated with placebo QID.

An arbitrary scoring system was established
with “no observation of feces” being noted as just
that. In the 0-72 h time frame, there were a total of
732 possible fecal scores with 496 recorded as "No
fecal sample (NFS)". For each treatment group, the
following scores were recorded as NFS: IVP/P QID
(161 of 240), IVP/P BID/placebo BID (171 of 252), and
placebo QID (164 of 240).

Age, body weight and baseline fecal score were
similar among treatment groups for both the safety and
efficacy populations. The chi-square p-value was not
statistically different between the groups for those that
received antibiotics, indicating a similar distribution.

Safety parameters

Hematology and serum amyloid A (SAA). The
comparison of the number of foals with clinically signifi-
cant white blood cell count and serum amyloid Avalues
were not found to be statistically different between
groups at enrollment or by responder/nonresponder.

Serum biochemistry. No clinically significant
differences were found at screening or between
treatment/placebo groups at T 72 hor T 144 h.

Adverse events

An adverse event was defined as any change
in physical of clinical pathology evaluations from ba-
seline. These were classified as mild, moderate or
severe. Adverse events noted included alopecia of
the perineal area, fevers and increases/decreases in
white cell counts. Most adverse events noted were
deemed to be related to the underlying disease/dia-
rrhea rather than having a direct relationship with the
investigational product other than the development of
transient hard feces, which was noted in a number of
foals. No severe events were reported during either
the treatment or observation period.

Treatment outcome parameters and analyses

The number of responders in each group and
statistical comparisons for the evaluated population are
presented in Table 2. The percentage of responder from
0-72 h was greater in the IVP BID group (68 %) than in
the placebo group (35 %) (p= 0.03). The percentage of
responders from 0-96 h was also found to be greater in
IVP BID group (79 %) when compared to the placebo
group (47 %) (p=0.03). From 0-120 h, the percentage of
responders in the VP QID group was 84 % versus 53 %
in the placebo group, which was found to be significant
(p=0.04). No significant differences were found between
groups for the periods 0-24 h and 0-48 h.
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Table 2. Number and percentage of responders (a foal that developed formed feces -fecal score < 3-, and
maintained formed feces for a minimum of 16 consecutive hours within a 24 hours period during the 72 hours
treatment period), during the treatment and observation periods. Also, statistical comparison of each treatment

group to the placebo.

Pairwise comparison to placebo
Fisher’s Exact (2-tail) p-value

Period Active QID Active BID Placebo QID Active QID Active BID
Neo 101 Neo 101 Neo 101 Neo 101 Neo 101

0-24 h 0/19 (0.0 %) 2/19 (10.5%) 3/17 (17.6 %) 0.96 0.46
0-48 h 2/19 (10.5 %) 6/19 (31.6 %) 3/17 (17.6 %) 0.55 0.21
0-72h  9/19 (47.4 %) 13/19(68.4 %) 6/17 (35.3 %) 0.40 0.03
0-96h 13/19 (68.4 %) 15/19(78.9 %) 8/17 (47.1 %) 0.20 0.03

0-120h  16/19 (84.2 %)  14/19(73.7 %) 9/17 (52.9 %) 0.04 0.10

0-144h 17/19(89.5%) 15/19 (78.9 %) 10/17 (58.8 %) 0.04 0.17

Table 3. Number and percentage of responders of the subset of foals that had a fecal score of 4 upon enroll-
ment, during the treatment and observation periods and shows statistical comparison of each treatment group

to the placebo.

Pairwise comparison to placebo

Fisher’s Exact (2-tail) p-value

Period Active QID Active BID Placebo QID Active QID Active BID
0-24h 0/16 (0.0%) 1/11 (9.1%) 0/13 (0.0 %) 0.99 0.98
0-48h 2/16(125%) 3/12 (25.0%) 113 (7.7 %) 0.78 0.22
0-72h 8/16(50.0%) 9/13 (69.2 %) 4/13 (30.8 %) 0.31 0.05
0-96 h 12/16(75.0%) 11/13 (84.6 %) 5/13 (38.5 %) 0.05 0.02

0-120h 15/16(93.8 %) 10/13 (76.9 %) 6/13 (46.2 %) 0.02 0.10

0-144h 15/16(93.8%) 11/13 (84.6 %) 7/13 (53.8 %) 0.03 0.10

For the subset of foals with a baseline fecal sco-
re of 4, the percentage of responders from 0-96 hours
was found to be significantly different (p= 0.02) bet-
ween the IVP BID (85 %) and placebo groups (39 %).
For the interval from 0-120 hours, the IVP QID group
was found to be significantly different (p= 0.02) from
the placebo group (94 % versus 46 %, respectively;
Table 3). No significant differences were found for the
periods 0-24 h, 0-48 h and 0-72 h.

Discussion

This trial design allowed for 72 hours of
treatment and a further 72 hours observation period.
This was designed to allow extended assessments
of foals post-treatment, as the duration of an acute
diarrhea episode in foals is commonly 5-6 days. A key
component and often, key difficulty in any diarrhea
study, is the ability to evaluate fecal production. The
diarrhea scoring system used in this trial was derived

from a scoring system that had been used in a pre-
vious safety study for the same product carried outin a
group of older foals (Divers; personal communication).
Extensive literature searches revealed little in terms of
scoring fecal production in horses or foals. The most
common difficulties encountered and not adequately
addressed by this scoring system are the following:

1. No obvious fecal production due to the feces
simply not being observed and thereafter mixed with
bedding or the fecal production is of such watery con-
sistency that if not directly observed it soaks directly
through the bedding,

2. No fecal production associated with ileus in
the acute phase of illness, and

3. No fecal production, which frequently occurs
in the recovery phase.

While in each of these scenarios we may expect
to find some other clinical indicators such as improve-
ment in attitude and appetite that may indicate if the
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animal is improving it was felt that many of these indica-
tors are subjective and frequent exceptions were likely.

Given the strict use of the term “NFS” for any
period when no fecal production was witnessed, many
foals had missing fecal scores, which resulted in 6 foals
being excluded from the efficacy analysis due to only
having a single fecal score. Therefore, it is possible
that these foals responded or reached clinical reso-
lution before such time as was recorded for them. A
recommendation for future studies would be the use of
cameras with recording systems in the stalls to facilitate
detection of defecation.

The product was palatable and easily adminis-
tered in the paste formulation. There were no signifi-
cant safety issues related to administration. One foal
was withdrawn due to a worsening clinical condition.
The foal had marked signs of sepsis and a cardiac
arrhythmia was noted at withdrawal that had not been
present at enroliment. The foal died 18 hours later and
a necropsy indicated septicemia with cultures yielding
a Pseudomonas sp. Unblinding of the foal’s treatment
group was requested at withdrawal and it was revealed
that the foal had received placebo. It was noted that
a number of foals in the study produced hard feces,
which in some cases was noted to have a small amount
of surface blood, likely related to mucosal bleeding.
In total, 5 foals were noted to have this change within
the 144 hours of the study. The production of hard
feces in all cases was transient and none of the foals
experienced any long-term medical problems related
to the production of hard feces. In the opinion of the
trial veterinarian, the production of hard feces was
more likely to occur in cases where the diarrhea had
resolved before the end of the treatment period but
use of the product was continued past the resolution
of the diarrhea.

Analysis of plasma biochemistry and hemato-
logy revealed that foals across the three groups had
similar laboratory results on admission indicating a
similar level of systemic illness across the groups.
Through the regulation of chloride channels, SB-300
prevents hyper-stimulation of electrolyte secretion in
response to an intestinal insult. This helps to control
fluid balance and prevent dehydration but is not a direct
treatment for the cause of the diarrhea. Depending on
the etiology of diarrhea, antibiotics may be required and
as such where deemed necessary based on clinical
and laboratory findings foals were placed on antibiotic
therapy.

Another challenge when performing trials eva-
luated foals with diarrhea is the range of etiologies
that may be involved. Diarrhea may be infectious or
noninfectious and the animals may show minimal cli-
nical signs other than the diarrhea or may be severely
systemically ill. Standardization of the degree of illness

and etiology is impossible. Animals may appear to only
be mildly ill if presented soon after the onset of diarrhea
and deteriorate after admission or vice versa. All efforts
were made to try to enroll foals with a comparative level
of iliness. To this effect only foals with diarrhea scores
of 3 or 4 were enrolled. Foals with lesser scores were
likely to be not as ill and foals with fecal scores of 5
frequently carry a poor prognosis which could result
in a negative bias. Every effort was made not to enroll
foals with ‘foal heat’ diarrhea which is regarded as
being a normal physiological event. Foals with foal heat
diarrhea are normally presented from 6-15 days but
are bright, actively nursing with no changes in physical
parameters such as heart rate or body temperature. If
a foal of that age group was presented with a diarrhea
score of 3 or 4, it had to demonstrate some indication
of complication of the foal heat diarrhea such as fever
to be eligible for enrollment. Comparison of physical
and laboratory parameters between the treatment
groups indicated that the animals were similarly ill
across all groups.

Standardization per etiology is also impossible.
Definitive determination of the cause of diarrhea is not
possible in many cases (Savage, 2009; Sellon, 2014).
In this trial an etiology was determined in 28.4 % of
cases (Deferrari et al., 2016). An additional complica-
tion is the likely mixed etiology of many cases of foal
diarrhea and new research indicating the presence
of previously unrecognized viruses as causes of foal
diarrhea (Vega et al., 2016).

The argument could be made that administration
of antibiotics to some foals and not to others could
impact the outcome and while this is indeed true if
one treatment group contains a large number of foals
that receive antibiotics compared to other groups,
the similar distribution between groups in this trial for
those that received antibiotics; [VP/P QID 13 of 19,
IVP/P BID/placebo BID 13 of 19 and placebo QID 9 of
17, indicates that the likely impact of antibiotics on the
overall comparative analysis was minimal. Similarly,
the argument could be made that younger foals may
have a tendency towards more severe illness than
older foals. When the responders were divided by
age group (<1 month and >1 month), there was little
numerical difference between the responders by age
group but there was a numerical difference between
treated and placebo for foals <1 month of age. The
placebo group of foals >1 month of age only consisted
of 2 foals and no inferences could be drawn (Table 4).

Probiotics are live organisms that, when ad-
ministered at adequate concentrations, provide a
beneficial effect beyond that of their nutritional value.
They are used widely in the treatment of diarrhea in
humans, small animals and equines. To standardize
their use across this study, probiotics were included
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Table 4. Number and percentage of responders (a foal that developed formed feces -fecal score <3-, and
maintained formed feces for a minimum of 16 consecutive hours within a 24 hours period during the 72 hours
treatment period), during the treatment and observation periods with foals <1month of age on the left and foals

>1month of age on the right.

Foals less than 1 month (age)

Period Active QID Active BID Placebo

Neo 101 Neo 101 Neo 101
0-24h 0/9 (0.0 %) 0/10 (0.0 %) 2/15 (13 %)
0-48h 0/9 (0.0 %) 3/10 (30 %)  3/15 (20 %)
0-72h 3/9 (33.3 %) 7/10 (70 %)  6/15 (40 %)
0-96 h 6/9 (66.7 %) 8/10 (80 %)  8/15 (53 %)
0-120h 7/9 (77.8 %) 7/10 (70 %)  9/15 (60 %)
0-144 h 8/9 (88.9 %) 7/10 (70 %)  9/15 (60 %)

with the investigational product in the dosage syringe.
The positive or negative effect of the probiotics on the
outcome of this trial is debatable and unknown. At this
pointin time the only conclusion that can be drawn was
that the combination of the investigational product with
probiotics appears to be effective in the treatment of
foal diarrhea.

In conclusion, the administration of a paste
formulation of SB-300 was well tolerated with minimal
adverse events and showed numerical and statistically
significant improvement in the resolution of diarrhea
in nonweaned foals less than 4 months of age. It is
recommended that a larger trial be performed to further
evaluate the benefits of the product without additional
probiotic.
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Deteccion de Staphylococcus pseudintermedius resistentes
a meticilina y a otros antimicrobianos de uso habitual en la
clinica en piodermias caninas

Detection of Staphylococcus pseudintermedius resistant to methicillin and to
other antimicrobials commonly used in canine pyodermias
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Resumen: Se estudiaron 96 muestras provenientes de caninos que presentaban diferentes formas
clinicas de piodermia. El objetivo fue detectar, mediante pruebas fenotipicas, la presencia de Staphylo-
coccus pseudintermedius y, mediante antibiograma, la resistencia antimicrobiana a la meticilina y a
otros antimicrobianos de uso comun en la practica clinica, ambos métodos utilizados en el laboratorio
de diagnostico veterinario. S. pseudintermedius se identificé en 91 animales (94,8 %) y la resistencia
a la meticilina se detect6 en 31 cepas (34 %). De ellas, 21 (93,5 %) expresaron multirresistencia a
4, 5y 6 antimicrobianos. El perfil de resistencia predominante fue OXA-ERY-CLIN-TMS-CIP-CMP.
Entre los otros antibidticos probados, los que presentaron mayor porcentaje de resistencia fueron:
trimetoprima sulfametoxazol 61/67 %, eritromicina 59/64,4 %, clindamicina 55/60 % y ciprofloxacina
47/52 %). Todas las cepas fueron sensibles a vancomicina, nitrofurantoina y rifampicina. La prueba D
(conocida como D-test) se utilizo para evaluar la resistencia inducible a la clindamicina. Se concluye
que la identificacion fenotipica de S. pseudintermedius, asi como el antibiograma, son herramientas
importantes para colaborar en la utilizacion responsable de los antimicrobianos en medicina veterinaria.

Palabras clave: identificacion fenotipica, Staphylococcus pseudintermedius, antibiograma, meticili-
norresistencia, piodermia canina

Abstract: Ninety-six samples from dogs with different clinical forms of pyodermia were studied, with
the objective of detecting the presence of Staphylococcus pseudintermedius by phenotypic tests and
the antimicrobial resistance to methicillin and other antimicrobials commonly used in clinical practice.
S. pseudintermedius was identified in 91 animals (94.8 %) and methicillin resistance was detected in
31 strains (34 %). Of these, 21 (93.5 %) expressed multiresistance to 4, 5 and 6 antimicrobials. The
predominant resistance profile was OXA-ERY-CLIN-TMS-CIP-CMP. Among other antibiotics tested,
the ones with the highest percentage of resistance were: trimethoprim-sulfamethoxazole (67%),
erythromycin (64.4 %), clindamycin (60 %) and ciprofloxacin (52 %). All strains were sensitive to
vancomycin, nitrofurantoin and rifampicin. The D-test was performed to evaluate inducible resistance
to clindamycin. It is concluded that the phenotypic identification of S. pseudintermedius as well as
the antibiogram are important tools to contribute to the responsible use of antimicrobials in veterinary
medicine.

Key words: phenotypical identification, Staphylococcus pseudintermedius, antibiogram, methicillin
resistance, canine pyoderma
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Introduccién

La piodermia canina es una entidad a la que
habitualmente se enfrenta el médico veterinario en la
practica clinica. Las opciones del tratamiento varian,
segun la profundidad y localizacion de la lesion, desde
la aplicacion de antisépticos y antimicrobianos locales
hasta el uso de antibidticos sistémicos.

La clasificacion del agente etiolégico mas fre-
cuentemente involucrado cambié luego de la revision
de la clasificacion de los estafilococos coagulasa
positivos. Asi, la descripcion de la nueva especie
«Staphylococcus pseudintermedius Devriese et al.,
2005» completo la agrupacion con varios estafiloco-
cos estrechamente relacionados en el grupo llamado
Staphylococcus intermedius (GSI),que hoy involucra
a S. intermedius, S. pseudintermedius 'y S. delphini
grupo A 'y B. Como consecuencia de la revision de
esta clasificacion, se asume que la mayoria de los
estafilococos aislados de caninos e identificados como
S. intermedius son S. pseudintermedius. Sin embargo,
la determinacion de especie mediante pruebas bioqui-
micas presenta limitaciones, ya que existen escasas
pruebas bioquimicas/metabdlicas que los diferencien
(Sasaki et al., 2007).

Esta bacteria forma parte de la microbiota
normal del perro; constituye, en la boca 57 % de la
microbiota, en el periné 52 % y en ingles 23 %. Es
un patdégeno oportunista y no causa enfermedad, a
menos que la inmunocompetencia del hospedador
se encuentre disminuida o que la barrera cutanea se
altere por factores como dermatitis atépica, procedi-
mientos médicos, quirdrgicos o factores ambientales
(Bannoehr & Guardabassi, 2012).

Desde la descripcion de S. pseudintermedius se
conoce su sensibilidad a los antibidticos betalactamicos,
pero a partir de 2006 surgid la resistencia a la meticilina
(S. pseudintermedius resistente a la meticilina, SPRM).
Se trata de una situacion similar a la de S. aureus re-
sistente a la meticilina (SARM) por la presencia del gen
mec A (Weese & van Duijkeren, 2010), a pesar de que
en S. pseudintermedius se describen actualmente otros
genes mec (Chanchaithong et al., 2016).

La prueba de sensibilidad a los antimicrobianos
por difusion (antibiograma), utilizada comunmente en
los laboratorios de diagnéstico es, en la practica, la
que puede ayudar al veterinario clinico a seleccionar
el antibiético adecuado para instaurar un tratamiento
criterioso y con mayor probabilidad de éxito. El antibio-
grama se realiza segun pautas y recomendaciones de
instituciones internacionales, tales como el European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EU-
CAST) y el Clinical and Laboratory Standars Institute
(CLSI). Este ultimo es el que se toma como referencia
en nuestro pais para la interpretacion de las pruebas
de sensibilidad.

La deteccion de resistencia a meticilina y a otros
antibidticos betalactamicos mediada por el gen mec A
en S. pseudintermedius ha sido motivo de controversia
a través del tiempo.

En 2009, los grupos de investigadores en-
cabezados por Schissler y por Bemis evaluaron la
utilidad de los puntos de corte del CLSI para detectar
resistencia a meticilina en aislamientos de S. pseudin-
termedius de caninos. Demostraron que el disco de
cefoxitina usado para predecir resistencia a meticilina
en S. aureus y estafilococos coagulasa negativos no
es util para S. pseudintermedius, pero si lo es el disco
de oxacilina. Las normas Vet01-S28, de 2013 del CLSI,
incluyeron puntos de corte para oxacilina a S. pseu-
dintermedius, dado que es el adecuado para detectar
la meticilinorresistencia en esta especie bacteriana.

El CLSI tiene puntos de corte establecidos
para S. aureus aislados de humanos con el disco de
cefoxitina 30 pg (S =22 mm/ R £ 21 mm). En 2013,
este instituto eliminé de las tablas de estafilococos a
la oxacilina, dado que la cefoxitina es mejor marcador
de resistencia a meticilina mediada por el gen mec A.
En 2016 incorporé puntos de corte de oxacilina para
S. pseudintermedius (S 218 mm/ R <17 mm) y con-
signd que ni el disco de cefoxitina ni la concentracion
inhibitoria minima (CIM) de cefoxitina son apropiados
para detectar resistencia a meticilina mediada por el
gen mec A en esta especie (CLSI, 2016).

Para el laboratorio de diagnédstico bacteriol6gi-
co, la evolucién en la clasificacion de los estafilococos,
asi como las normas para la interpretacion de su com-
portamiento frente a los antimicrobianos in vitro son
motivos de actualizacién y desafio, pues la correcta
identificacion de la especie de estafilococo es indis-
pensable para predecir la resistencia antimicrobiana.

A pesar de que los avances tecnolégicos para
identificar S. pseudintermedius, como las técnicas mo-
leculares (Bannoehr et al., 2009) y de espectrometria
de masa (Descristophoris et al., 2011), permiten una
identificacion certera, la mayoria de los laboratorios
de diagnostico veterinario utilizan la identificacion
fenotipica.

Este trabajo recopila la identificaciéon de S.
pseudintermedius aislados de perros con diagnéstico
clinico de piodermia en el transcurso de 10 meses, asi
como la resistencia que presentaron a la meticilina y
a otros antimicrobianos de prescripcion habitual, por
medio de la utilizacién de pruebas fenotipicas y de
antibiograma, respectivamente. Se pretende alertar a
los médicos veterinarios clinicos sobre la importancia
que tienen el laboratorio de diagnodstico veterinario
en la identificacion del microorganismo y las pruebas
de sensibilidad antimicrobiana como herramientas
de suma utilidad para la eleccion y prescripcion co-
rrecta del farmaco, asi como sobre su uso prudente
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para prevenir o evitar la extension de la resistencia
antimicrobiana.

Materiales y métodos

Se obtuvieron y enviaron al laboratorio muestras
de 96 caninos de entre 6 meses y 14 afios de edad,
con diagnéstico clinico de piodermia. Se registraron:
edad, raza, sexo, datos de enfermedades de base,
tipo de piodermia segun su localizacion y evolucion,
antimicrobianos utilizados en tratamientos previos a
la toma de muestras. Se procesaron 96 hisopados de
piel. Las muestras se tomaron de tres lesiones dife-
rentes por hisopo, en el periodo comprendido entre
febrero y diciembre de 2016, de caninos provenientes
de la Ciudad Autonoma de Buenos Aires, Gran Buenos
Aires y La Plata, Republica Argentina.

En el laboratorio, se sembraron en caldo salado
(NaCl al 6,5 %) para su preenriquecimiento selectivo a
37 °C durante 24 h y, posteriormente, en agar manitol
salado. Las colonias sospechosas fueron repicadas
en agar tripticasa soya para obtener un cultivo puro.
La identificacién de especies se realiz6 mediante las
siguientes pruebas bioquimicas: coagulasa, Voges
Proskauer, fermentacion de trehalosa, manitol y mal-
tosa, hidrolisis de la arginina y I-pirrolidonilarilamidasa.

La sensibilidad a los antimicrobianos se de-
termind mediante el método de difusién en agar
segun normas M2-A 11 del CLSI. Se utilizaron discos
de oxacilina 1 pug (OXA), eritromicina 15 pg (ERY),
clindamicina 2 pg (CLIN), ciprofloxacina 5 pg (CIP),
nitrofurantoina 30 pg (NIT), rifampicina 5 pg (RIF),
cloranfenicol 30 pg (CMP), minociclina 30 pg (MIN)
trimetoprima-sulfametoxazol 25 ug (TMS) y vanco-
micina 5 pg (VAN) (Laboratorio Britania S. A, CABA,
Argentina). Los resultados del método de difusion
con oxacilina, eritromicina, clindamicina, cloranfeni-
col y trimetoprima sulfametoxazol se interpretaron
segun las normas CLSI (2013) para aislamientos de
animales Vet01-S28, mientras que, con el resto de
los antimicrobianos, los resultados se interpretaron
segun las normas CLSI M100-S26 (2016) para ais-
lamientos de humanos, por no disponer de puntos
de corte para aislamientos de animales. Se evalu6
el fenotipo de resistencia a macrdlidos utilizando la
prueba D, segun lo describen Steward et al. (2005)
para S. aureus. La prueba D se realiza colocando los
discos de eritromicina y clindamicina separados por
una distancia de 15 mm entre si, de borde a borde. El
desarrollo en forma de letra D en la zona circular de
inhibicién alrededor del disco de clindamicina indica
la presencia de MLSB inducible.

Resultados

S. pseudintermedius se aisl6 e identificd en
n=91 (94,8 %) de los animales mediante identifica-

S. pseudintermedius en piodermias caninas

cion fenotipica. Los antimicrobianos que presentaron
mayores registros de resistencia fueron TMS n=61
(67 %), seguidos por ERY n=59 (64,8 %) y CLIN n=55
(60,4 %). Hubo 15 aislamientos (16 %) que mostraron
sensibilidad a todas las drogas probadas (Tabla 1).

La resistencia a la meticilina, detectada utili-
zando el disco de oxacilina segun la recomendacion
del CLSI, se presento en 31 cepas (34 %). De ellas,
21 (93,5 %) expresaron multirresistencia a 4, 5y 6
antimicrobianos. El perfil de resistencia predominante
fue ERY-CLIN-TMS-CIP, seguido del perfil OXA-ERY-
CLIN-TMS-CIP-CMP (Tabla 2).

Tabla 1. Resistencia a los antimicrobianos probados en
91 cepas de S. pseudintermedius aisladas de caninos
con piodermia.

Antimicrobiano Cantidad de aislamien-

tos resistentes (%)
Oxacilina 31 (34 %)
Eritromicina 59 (65 %)
Clindamicina 55 (60 %)
Ciprofloxacina 47 (52 %)
Trimetoprima-sulfametoxazol 61 (67 %)
Cloranfenicol 15 (16 %)
Minociclina 1 (1 %)
Rifampicina 0 (0 %)
Nitrofurantoina 0 (0 %)
Vancomicina 0 (0 %)
Tabla 2. Fenotipo de resistencia.
Resistencia Fenotipo de resistencia N° de cepas
7ATB? OXA® —ERY® —CLIN¢-TMSe-CIP™- 3
CMPe-RIP
6 ATB OXA-ERY-CLIN-TMS-CIP-CMP 8
6 ATB OXA-ERY-CLIN-TMS-MINO-CMP 1
5ATB ERY-CLIN-TMS-CIP-CMP 1
5ATB OXA-ERY-CLIN-TMS-CIP 9
4 ATB ERY-CLIN-TMS-CIP 15
4 ATB OXA-ERY-CLIN-TMS 4
4 ATB OXA-ERY-CLIN-CMP 1
4 ATB OXA-ERY-CLIN-CIP 3
3ATB ERY-CLIN-TMS 8
3ATB ERY-TMS-CIP 1
3ATB ERY-CLIN-CIP 1
2 ATB TMS-CIP 3
2 ATB ERY-CLIN 1
2ATB CIP-CMP 1
1ATB TMS 8
1ATB ERY 3
1ATB CIP 3
1ATB OXA 2
Ningun ATB 15

aantimicrobiano, Poxacilina, °eritromicina, dclindamicina, etrimeto-
prima/sulfametoxazol, ‘ciprofloxacina, Scloranfenicol, "rifampicina,
iminociclina
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La resistencia a macrdlidos en estafilococos
puede deberse al mecanismo de eflujo o a la mo-
dificacion del sitio blanco macrélido-lincosamida-
estreptogramina B (MLSB). La resistencia MLSB
puede ser constitutiva o inducible tras la exposicion
a un macrdélido.

De los 59 aislamientos resistentes a ERY, 4
(6,8 %) presentaron sensibililidad a CLIN y prueba
D negativas, correspondiente al fenotipo M de eflujo.
Los 55 aislamientos restantes presentaron resisten-
cia a ERY y CLI correspondiente al fenotipo MLSB
constitutivo.

Hubo solo un aislamiento resistente a minoci-
clina (1 %). Todos los aislamientos fueron sensibles
a VAN, RIF y a NIT.

Discusion y conclusiones

La colonizacién con S. pseudintermedius en
perros es comun, ya que la bacteria reside en su piel
y mucosas. Se informé su aislamiento hasta en un
90 % de los animales portadores sanos (Griffeth et
al., 2008). La piodermia asociada con este patdgeno
oportunista es una infeccién comun de los caninos que
frecuentemente requiere de tratamientos prolongados.
Sin embargo, el tratamiento se ha visto dificultado por
el aumento de la resistencia a los antimicrobianos
(Bannoehr & Guardabassi, 2012). La infeccion surge,
generalmente, cuando las barreras cutaneo-mucosas
son alteradas, ya sea por lesiones ocasionadas por
procedimientos quirirgicos o medicamentosos, por
dermatitis parasitarias, dermatitis atdpicas o enfer-
medades metabdlicas (Bannoehr & Guardabassi,
2012). En cuanto a las formas de presentacion de las
dermatitis, las formas superficial y generalizada fueron
las mas frecuentes, coincidiendo con la bibliografia
(Bloom et al., 2014).

La infeccidon causada por SPRM es un desafio
emergente por la aparicion de cepas multirresistentes
a betalactamicos, macrolidos, lincosamidas, aminoglu-
coésidos sulfonamidas y cloranfenicol y las limitadas
opciones terapéuticas que presentan algunos casos.
Ante este problema, surgieron investigaciones como
la de Waleed Younis et al. (2017) para hallar com-
puestos con otros sitios de accion como, por ejemplo,
compuestos de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima, que aun estan en evaluacion.

Se registré un 34 % de resistencia a la meti-
cilina con el disco de oxacilina e interpretandolo con
los puntos de corte de CLSI para aislamientos de
S. pseudintermedius en animales (Vet01-S28 CLSI,
2013), resistencia que generalmente estad determi-
nada por la presencia del gen mec A (Weese & van
Duijkeren, 2010). Algunos investigadores discrepan en
la interpretacién de esos datos, argumentando que el

rol del gen mec A con el informe extendido de resis-
tencia a los compuestos betalactamicos se establecié
sobre la base clinica y microbioldgica de S. aureus en
humanos, y que fue trasladado a S. pseudintermedius
en medicina veterinaria sin estudios especificos en
animales. Mientras se aguardan estas investigaciones,
se recomienda informar los aislamientos que presen-
tan resistencia a la oxacilina como resistentes a los
antibioticos betalactamicos que se utilizan en medicina
veterinaria, con una evaluacién clinica del caso antes
de cambiar el tratamiento si, por ejemplo, los animales
estan siendo tratados con amoxicilina-clavulanico o
cefalexina (Guardabassi ef al., 2017).

La observacion de altas resistencias a TMS,
CIP y ERY se registraron en otro estudio similar de
piodermias caninas en la Universidad de Santa Maria,
Brasil, pero con valores mas bajos que los nuestros
(TMS 29,9 %, ERY 17,7 %, CIP 18,8 %). En el mismo
estudio detectaron 0,6 % de resistencia a la vanco-
micina, resistencia que no se encontré entre los 91
aislamientos de este trabajo (da Silva ef al., 2014).

La resistencia a macrélidos en estafilococos
puede deberse al mecanismo de eflujo o a la mo-
dificacion del sitio blanco macrélido-lincosamida-
estreptogramina B (MLSB). La resistencia MLSB
puede ser constitutiva o inducible tras la exposicion
a un macrolido. Cuando se observa resistencia a la
eritromicina y la clindamicina tiene halo de sensibilidad
pero presenta achatamiento, la prueba D es positiva
y significa que hay resistencia inducible. Segun CLSI,
los aislamientos que presenten prueba D positiva, a
pesar de presentar halo de sensibilidad a clindamicina,
se deben informar resistentes, ya que podrian desa-
rrollar resistencia intra-tratamiento y llevar al fracaso
terapéutico.

En nuestro trabajo no encontramos resistencia
inducible a clindamicina (MLSB inducible), como tam-
poco la informaron Faires et al. (2009) en un estudio
de SPRM en perros y gatos, ni Vigo et al. (2015) en
un estudio retrospectivo de S. pseudintermedius de
diferentes casos clinicos en caninos. Gold & Lawhon
(2013), aunque hallaron solamente 1,32 % de resis-
tencia inducible (8/608), enfatizaron la importancia de
la prueba D, debido a que la alternativa recomendable
ante una falla terapeutica con amoxicilina-clavulanico y
cefalosporinas de primera generacion es la clindamici-
na, debido a su eficacia, seguridad y buena distribucion
en piel. Sin embargo, los valores de resistencia para
clindamicina hallados (60%) fueron altos y similares
a los encontrados por Moodley et al. (2014) en la re-
vision que realizaron entre 1980-2013 con un rango
de porcentajes entre 60-80.

Las interpretaciones de los resultados de los
antibiogramas podrian ser objetadas en los casos en
los que no estan establecidos los puntos de corte para
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dicho antimicrobiano en medicina veterinaria. Tal es
el caso de la minociclina y la doxiciclina que fueron
evaluadas por Hnot et al. (2015). Estos autores obser-
varon que muchas cepas portadoras de genes tetM,
que confieren resistencia a tetraciclina por metilacion
ribosomal, eran sensibles a ambos antibioticos si se
interpretaban con los puntos de corte para aislamien-
tos de humanos, es decir que estos puntos de corte
no son apropiados para animales.

La definicion y la clasificacion de las especies en
bacteriologia han ido cambiando y la taxonomia tiende
a diversificarse debido a la proliferacion de técnicas
moleculares que se registran dia a dia y forman parte
de bases de datos actualizadas.

En esta especie bacteriana se describieron dos
casettes cromosomicos (SCCmec) nuevos que portan
mec A: SCCmec II-lll y SCCmec VII. Este ultimo es
un nuevo elemento propio de S. pseudintermedius
que no se encuentra en S. aureus (Descloux ef al.,
2008). Se completo la secuenciacion de los 3 tipos
clonales dominantes de S. pseudintermedius metici-
linorresistentes (ST 84, ST 71 y ST 68), todos con el
gen mec A (Riley et al., 2016).

A pesar de estos avances, en la practica clinica
y en los laboratorios veterinarios se siguen utilizando,
tanto para la identificacion bacteriana como para
determinar la sensibilidad a los antimicrobianos,
pruebas bioquimicas convencionales y antibiograma
por difusion.

En el caso de la resistencia a la meticilina
mediada por el gen mec A, la prueba de oro para
confirmarla es la PCR, pero las normas CLSI12013 ya
establecieron luego de las apreciaciones realizadas
por Schissler et al. (2009) y Bemis et al. (2009) que
el disco de oxacilina puede ser, como para el caso
de S. aureus el disco de cefoxitina, el predictor de
dicha resistencia. Las pruebas que evaluan carac-
teristicas macroscépicas, reacciones bioquimicas y
metabdlicas asi como el antibiograma por difusion
son las que pueden ofrecerse a los médicos veteri-
narios para la resolucién de los casos de dermatitis
por S. pseudintermedius, mas aun cuando apare-
cen cepas multirresistentes. Sin embargo, son las
que pueden ofrecerse a los médicos veterinarios
para la resolucién de los casos de dermatitis por S.
pseudintermedius, mas aun cuando aparecen cepas
multirresistentes.

Este estudio de laboratorio permitié conocer la
prevalencia de S. pseudintermedius, a partir de mues-
tras de piel, en pacientes caninos con piodermias en
un periodo de 10 meses en el afio 2016. El estudio del
comportamiento de la bacteria frente a los diferentes
antimicrobianos utilizados corrientemente en la prac-
tica clinica fue de valor para que el médico veterinario
tomara decisiones para la eleccion del tratamiento.

S. pseudintermedius en piodermias caninas

Estas acciones colaboran con el uso prudente
de los antimicrobianos en medicina veterinaria, tal
como lo propone la Organizacion Mundial de Sanidad
Animal (OIE), para preservar la eficacia de estos valio-
sos medicamentos, considerados un bien publico mun-
dial, en los animales, el hombre y el medio ambiente.
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Prevalencia de anticuerpos contra virus de influenza
equina en equinos deportivos de la Republica Argentina
durante 2015y 2016

Prevalence of antibodies against equine influenza virus in sport horses
from Argentina during 2015 and 2016
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Resumen: Mediante un muestreo en dos etapas se analizé la poblacién de equinos de deporte o
recreacion de toda la Republica Argentina que presenta una frecuencia regular (o alta) de movimien-
tos y para los cuales la vacunacion contra influenza equina es obligatoria. Mediante la técnica de
inhibicion de la hemaglutinacién se evalu6 la presencia de anticuerpos contra dos cepas del virus de
la influenza equina: A/eq/2 La Plata 93 y Aleq/Argentina/E2345-1/2012. Los titulos obtenidos permi-
tieron clasificar a los equinos en protegidos, parcialmente protegidos y no protegidos. El 57 % y el
59 % de los equinos fueron considerados como no protegidos contra la cepa La Plata 93 y Argentina
2012, respectivamente. El 34 % fue considerado como parcialmente protegido contra la cepa La
Plata 93 y el 33 % contra la cepa Argentina 2012. Finalmente, el 9 % y el 8 % de los animales fueron
considerados protegidos contra la cepa La Plata 93 y Argentina 2012, respectivamente. Se constaté
que los animales de mayor edad, con mayor cantidad de dosis de vacunas aplicadas y con la fecha
de ultima vacunaciéon mas cercana a la fecha del muestreo, presentaron concentraciones mayores
de anticuerpos. Menos del 10 % de los equinos tuvo titulos protectores y un alto porcentaje titulos
inferiores a lo requerido para evitar la enfermedad, lo cual implica que existe en Argentina una gran
cantidad de equinos que pueden diseminar la enfermedad sin presentar sintomatologia.

Palabras claves: influenza equina, vacunacion, Argentina

Abstract: The population of sport equines of Argentina frequently transported was analyzed through
a two-stage sampling. In this population vaccination against equine influenza is mandatory. Antibodies
against two strains of equine influenza virus (A/eqg/2La Plata 93 and A/eg/Argentina/E2345-1/2012)
were evaluated through the hemagglutination inhibition technique. Based on the titer obtained, horses
were classified as protected, partially protected and not protected. Fifty-seven per cent and 59 % of
the horses were not protected against La Plata 93 and Argentina 2012 strains, respectively. Thirty-
four per cent of the horses were partially protected against La Plata 93 and Argentina 2012 strains,
respectively. Finally, 9 % and 8 % of the animals were protected against La Plata 93 and Argentina
2012 strains, respectively. Older animals with more vaccinations and with the last vaccination applied
closer to the date of sampling had higher antibody levels. Less than 10 % of the horses had protective
titer and a high percentage had insufficient titer to avoid the disease, suggesting that in Argentina a
large number of horses can spread the disease without showing clinical signs.

Key words: equine influenza, vaccination, Argentina
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Introduccién

La influenza equina (IE) es una enfermedad
respiratoria viral sumamente contagiosa. En los ca-
ballos el agente etioldgico es el virus de influenza A,
subtipos A equi 1 (H7N7) y equi 2 (H3N8). Los virus
H7N7 se consideran extintos. Los virus H3N8 han
evolucionado en dos linajes, linaje Americano y linaje
Europeo. A su vez el linaje Americano evoluciono6 en
tres sublinajes: Kentucky, Florida y Sudamericano. El
linaje predominante es Florida, que se dividid en dos
clados antigénicamente diferentes, Clado 1y Clado 2
(Cullinane & Newton, 2013). El sublinaje Sudamerica-
no también se encuentra dividido en Clado 1y Clado
2 (Olguin Perglione et al., 2016b).

Los brotes de IE suelen estar asociados a la
concentracion de los caballos en eventos ecuestres,
donde adquieren la enfermedad. Luego la diseminan
cuando son trasladados una vez terminado el evento
ecuestre (van Maanen & Cullinane, 2002). La medida
profilactica mas importante es la aplicacion de vacunas
(Newton et al., 2000a).

En paises endémicos las pérdidas econdmicas
debidas a la enfermedad pueden minimizarse median-
te la vacunacion especifica de caballos con traslados
frecuentes (Gildea et al., 2010; Olguin Perglione et
al., 2016a;).

La enfermedad puede manifestarse con fiebre,
tos seca y aspera seguida de secrecion nasal inicial-
mente serosa, que luego pasa a ser mucopurulenta.
En animales vacunados, con inmunidad parcial, se
observa que alguno de estos signos puede estar
ausentes (Newton et al., 2006). Sin embargo, estos
equinos pueden seguir excretando el virus y servir de
fuente de infeccién para otros animales (Cullinane &
Newton, 2013).

En la Republica Argentina, en marzo de 1993,
se produjo un brote de IE en los hipédromos de Pa-
lermo y de San lIsidro, donde enfermaron aproxima-
damente el 40 % de los equinos en entrenamiento. En
octubre de 1994, otro episodio de intensidad menor
afect6é a los animales de dos afios de edad. A fines
de mayo de 1995, se notificd otro brote en el hipo-
dromo de San Isidro, con la particularidad de haber
afectado en forma variable a los equinos, lo que se
atribuy¢ a los diferentes estados inmunitarios dentro
de una poblacién. En el periodo comprendido entre
2011 y 2016, en el Servicio Nacional de Sanidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASA) se recibieron 19
notificaciones de sospechas de influenza equina, con
12 eventos confirmados de la enfermedad y 238 equi-
nos afectados. El ultimo brote confirmado de IE en la
Argentina se produjo en 2012, afecto principalmente
a los hipédromos de la provincia de Buenos Aires
(Azul, La Plata y San Isidro) y de la Ciudad Auténo-
ma de Buenos Aires (Palermo) (Olguin Perglione et

al., 2016a) y fue producido por un virus de influenza
equina A subtipo A equi 2 (H3N8). Este mismo tipo de
virus fue aislado, durante 2015, durante los brotes de
influenza equina y casos individuales notificados en
China, Francia, Alemania, Irlanda, Malasia, Suecia,
Reino Unido y Estados Unidos (OIE, 2016).

En el periodo del estudio la aplicacion de
vacuna contra el virus de IE de manera previa a los
movimientos de equinos era obligatoria, con excepcion
de aquellos movilizados con destino a faena. Las va-
cunas nacionales disponibles en el mercado contenian
la cepa Aleg/La Plata/93 y las vacunas importadas
contenian la cepa A/eq/Kentucky/1/97.

Dado que se desconoce la situacién inmunolo-
gica real de la poblacion de equinos de Argentina, el
objetivo de este estudio fue estimar la prevalencia de
anticuerpos contra IE en una subpoblacién especifica,
como los equinos utilizados para deporte y recreacion,
y la magnitud de su respuesta humoral.

Materiales y métodos
Informacién poblacional y marco de muestreo

La poblacion que se analizo fue la conformada
por equinos de deporte o recreacién de toda la Repu-
blica Argentina los que, de acuerdo a las actividades
para las que son utilizados, presentan una frecuencia
regular (o alta) de movimientos. En esta poblacion
la vacunacién es obligatoria de forma previa a los
movimientos (Resolucion Ex SAGPyA N°617/2005).

Sobre la base de los registros del Sistema In-
tegrado de Gestidon de Sanidad Animal (SIGSA) del
Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimen-
taria (SENASA), la poblacién en estudio incluyo 1252
establecimientos y 92545 equinos.

Ademas, se realizé una encuesta para recabar
los siguientes datos: edad de los equinos analizados,
cantidad de vacunas aplicadas en dichos animales y
fecha de aplicacion de las vacunas.

Diseno de muestreo

Se realizd un muestreo probabilistico en dos
etapas. La primera etapa consistido en la seleccion
aleatoria de establecimientos proporcionalmente a su
tamafo (cantidad de equinos por establecimiento) v,
la segunda etapa, en la seleccion aleatoria simple de
equinos dentro de cada establecimiento.

Los valores de los parametros y supuestos
propuestos se consignan a continuacion.

- Prevalencia esperada: 60 % de animales con
anticuerpos contra el virus de IE.

- Tasa de homogeneidad (roh): dado que no
se dispone de informacion previa se elige un nivel
desconocido.
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- Cantidad de muestras que analizar por es-
tablecimiento: 15. Surge sobre la base de aspectos
biolégicos, epidemioldgicos, operativos y de recursos
disponibles.

- Intervalo de confianza del 95 %, estandar para
este tipo de estudios.

- Error relativo: se fija como valor aceptable de
error relativo un 10 %.

De acuerdo con los parametros y supuestos
propuestos, el disefio de muestreo resulté en los va-
lores consignados a continuacion.

-Cantidad de animales a sangrar por estableci-
miento: 15 equinos.

-Establecimientos para analizar: 129.
-Cantidad de muestras totales: 1935.

La toma de muestras estuvo a cargo de los
veterinarios locales del SENASA.

Pruebas diagnésticas

Se realiz6 el diagndstico mediante la técnica
de inhibicion de la hemaglutinacion (IHA) para dos
cepas del virus de la |IE subtipo 2 (H3N8): A/eg/La
Plata/93 (linaje Americano, sublinaje Sudamericano,
Clado 1) que fue aislada en la Facultad de Cien-
cias Veterinarias de la Plata en 1993, en adelante
denominada LP93, y Aleq/Argentina/E2345-1/2012
(Linaje Americano, Sublinaje Florida, Clado 1) que
fue aislada en el INTA Castelar en 2012 (Olguin
Perglione et al., 2016a), en adelante denominada
Argentina 2012. Este diagndstico se realizé en el
Laboratorio Animal del SENASA sobre la base del
protocolo descripto por el Centro de Productos Bio-
I6gicos Veterinarios del Departamento de Agricultura
de Estados Unidos y segun el manual de las pruebas
de diagnostico y de las vacunas para los animales
terrestres de la OIE.

La cepa LP93 fue seleccionada para su analisis,
dado que hasta 2014, fecha en la que los laboratorios
comenzaron a actualizar las cepas de sus vacunas de
IE, estaba contenida en ellas. La cepa Argentina 2012
fue seleccionada para su analisis por haber sido una
de las cepas que en 2012 produjo un extenso brote
de influenza equina en América del Sur.

Clasificacion de los animales

Los animales se clasificaron considerando las
siguientes categorias de proteccién sobre la base de
los titulos de anticuerpos obtenidos:

* Protegidos (nivel de proteccién de infeccion y
clinica): titulos 1/80 y superiores.

 Parcialmente protegidos (nivel de proteccién
clinica): titulos entre 1/20 y 1/40.

Prevalencia de anticuerpos contra influenza equina

* No protegidos (susceptibles): titulo menor a
1/20 o negativos.

Estas categorias se establecieron sobre la
base de los titulos de anticuerpos, asumiendo una
correlaciéon entre cierto umbral de concentraciéon de
anticuerpos y su capacidad protectora.

Analisis estadistico

Los resultados de la encuesta fueron analizados
a fin de evaluar posibles asociaciones entre la edad
de los animales, la cantidad de vacunas aplicadas y la
fecha de ultima vacunacion con el titulo de anticuerpos.
Los grupos se compararon en relacion con la edad y
la cantidad de vacunas recibidas a través del test no
paramétrico de comparaciones de a pares Kruskal-
Walllis. Para comparar diferencias en los grupos con
respecto a la fecha de la ultima vacunacion se utilizé
la prueba de Chi-cuadrado.

Resultados

Se muestrearon 120 establecimientos y 1677
equinos, obteniendo el siguiente porcentaje de cum-
plimiento del muestreo (Tabla 1).

Tabla 1. Cumplimiento de muestreo.

Establecimientos Equinos

Disefio 129 1935
Muestreados 120 1677
Cumplimiento (%) 93 87

La prevalencia estimada para calcular la canti-
dad de establecimientos que muestrear fue del 60 %.
Los resultados obtenidos arrojaron una prevalencia
del 43 % para la cepa LP93 (Tabla 2), que es la que
presentd mayor cantidad de equinos con proteccion
(protegidos y parcialmente protegidos).

Tabla 2. Prevalencia e intervalo de confianza para
cepa LP93.

Prevalen- I1C95% IC 95 % Tasa de ho-
cia inf sup mogeneidad
43,23 % 37,23 % 49,24 % 0,42

En la tabla 3 se detallan los resultados por cepa
y categoria de proteccion.

Asu vez, se observo que el 95 % de los equinos
muestreados presentaban exactamente los mismos
titulos de anticuerpos para ambas cepas (Tabla 4).

En las figuras 1 y 2 se observa una cantidad
superior de establecimientos con mayor proporcion
de animales sin proteccion, asi como también que
ambas cepas evaluadas presentan practicamente la
misma distribucion de sus resultados.
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Tabla 3. Datos por cepa y categoria de proteccion

Cepa LP93 CepaArgentina 2012
Categoria de Cantidad % Cantidad de %
proteccién de equi- equinos

nos

No protegidos 952 57 990 59
Parcialmente g5 34 554 33
protegidos
Protegidos 159 9 133 8
Total general 1677 100 1677 100

Tabla 4. Detalle de resultados agrupados para ambas
cepas.

Con respecto a las encuestas, solo 37 estableci-
mientos (31 % de los muestreados) respondieron, por
lo cual se pudieron analizar los datos correspondientes
a 502 animales (30 % de los muestreados).

El promedio de edad de los equinos analizados
fue de 6 anos, con un rango entre 1y 25 afos.

Através del test de comparaciones de a pares
Kruskal-Wallis se compararon los grupos y se observé
que no hubo diferencias significativas de edad entre los
equinos protegidos (P) y los parcialmente protegidos
(PP), pero si de estos con respecto al grupo de los no
protegidos (NP) (Tablas 5, 6, 7 y 8).

Tabla 5. Analisis estadistico de edad y categoria de
proteccion para cepa LP93.

Proteccion alas dos cepas Cantidad de equinos %

Ranking de medias Tamaiio de muestra

No protegidos 951 57
Parcialmente protegidos 519 31
Protegidos 124 7
Total con el mismo titulo 1594 95
Total analizados 1677 100

NP 212,5 261
PP 285,8 178
P 316,1 63
Total 251,5 502

Estadistico Kruskal-Wallis: 41,7068. p= 0,0000

Figura 1: Categoria de proteccion desagregada por establecimiento y animal muestreado, cepa LP93.
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Tabla 6. Test de comparacion de pares Kruskal-Wallis
para edad y categoria de proteccion para cepa LP93.

Media Grupos homogéneos

PP 316,11 A
P 285,79 A
NP 212,52 B

Valor alfa: 0,05
Valor critico de z: 2,394

Tabla 7. Andlisis estadistico de edad y categoria de
proteccion para cepa Argentina 2012.

Ranking de medias  Tamafo de muestra

NP 212,5 261
PP 285,8 178
P 316,1 63
Total 351,5 502
Estadistico Kruskal-Wallis: 41,7068.

p= 0,0000

Tabla 8. Test de comparacion de pares Kruskal-Wallis
para edad y categoria de proteccién para cepa Argen-
tina 2012.

Media  Grupos homogéneos
PP 316,11 A
P 285,79 A
NP 212,52 B

Valor alfa: 0,05
Valor critico de z: 2,394

En la figura 3 se muestra que los animales del
grupo NP fueron animales de menor edad (mediana:
4 afos) que aquellos que pertenecieron a los grupos
PP (mediana: 6,5 afos) y P (mediana: 7 afios). Estos
resultados corresponden a la cepa LP93.

Muy similares resultados se obtuvieron cuando
se analizaron los datos por edad entre los grupos NP
(mediana: 4 afos), PP (mediana: 7 afios) y P (mediana:
7 afos) respecto a la cepa Argentina 2012 (Figura 4).
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Figura 3. Cantidad de animales distribuidos por edad y
categoria de proteccion sobre la base de las encuestas
realizadas. Cepa LP93.
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Figura 4: Cantidad de animales distribuidos por edad y
categoria de proteccion sobre la base de las encuestas
realizadas. Cepa Argentina 2012.

El mismo analisis se repitié para detectar dife-
rencias significativas entre los tres grupos menciona-
dosy la cantidad de vacunas contra |IE aplicadas. Para
las dos cepas se detectaron diferencias significativas
entre la media del grupo de equinos NP respecto a la
media de los grupos P y PP (Tablas 9, 10, 11 y 12).

Tabla 9. Analisis estadistico de cantidad de vacunas
aplicadas y categoria de proteccion para cepa LP93.

Ranking de medias Tamaiio de muestra

NP 182,7 242
PP 290,9 165
P 290,6 62
Total 235 469
Estadistico Kruskal-Wallis: 75,9551.

p= 0,0000

Tabla 10. Test de comparacion de pares Kruskal-Wallis
para cantidad de vacunas aplicadas y categoria de
proteccién para cepa LP93.

Media Grupos homogéneos

PP 290,86 A
P 290,57 A
NP 182,68 B

Valor alfa: 0,05
Valor critico de z: 2,394

Tabla 11. Analisis estadistico de cantidad de vacunas
aplicadas y categoria de proteccion para cepa Argen-
tina 2012.

Ranking de medias  Tamaio de muestra
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NP 183,6 246
PP 290,9 169
P 2942 54
Total 235 469
Estadistico Kruskal-Wallis: 75,8686.
p=0,0000
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Tabla 12. Test de comparacion de pares Kruskal-Wallis
para cantidad de vacunas aplicadas y categoria de
proteccion para cepa Argentina 2012.

Media Grupos homogéneos
PP 294,19 A
P 290,91 A
NP 183,60 B

Valor alfa: 0,05
Valor critico de z: 2,394

En las figuras 5 y 6 se observa que en el grupo
NP (LP 93 mediana: 1,5 vacunas; Argentina 2012
mediana: 2 vacunas) se administraron menor cantidad
de vacunas que en los grupos PP (LP 93 mediana:
4 vacunas; Argentina 2012 mediana: 4 vacunas) y P
(LP 93 mediana: 4 vacunas; Argentina 2012 mediana:
4 vacunas).

Se evalu6 también el momento de la udltima
vacunacioén con respecto al estado inmunitario de los
equinos. Dividiendo a la poblacion entre aquellos que
segun la encuesta recibieron la ultima vacuna antes
del 2015 o directamente no fueron vacunados (grupo
A)y los que fueron vacunados por ultima vez en 2015
(grupo B), se compararon ambos grupos mediante un
test de Chi-cuadrado, detectandose diferencias signifi-
cativas entre ambos grupos (p<0,05). En el grupo A el
muestreo detectdé mayor cantidad de equinos NP que
lo esperado y menos equinos P y PP de lo esperado
(Tabla 13). En el grupo B se produjo lo opuesto, de-
tectando el muestreo mayor cantidad de equinos P y
PP que lo esperado y menor cantidad de equinos NP
de lo esperado (Tabla 14).

Discusion y conclusiones

En un trabajo realizado en la region centro
norte de la provincia de Santa Fe en 1999 se estudié
la presencia de anticuerpos en una poblacién de
equinos de cria extensiva que no se encontraba
vacunada contra influenza equina (Pinotti ef.al.,
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Figura 5. Cantidad de animales distribuidos por can-
tidad de vacunas aplicadas y categoria de proteccion
sobre la base de las encuestas. Cepa LP93.

Tabla 13. Cantidad de animales distribuidos por ultima
fecha de vacunacion y categoria de proteccién sobre
la base de las encuestas. Cepa LP93.

Vacuna- PP +P NP  Total parcial Total
cion general
Grupo A 10% 25% 35 % 100 %
Grupo B 39 % 26 % 65 %

Tabla 14. Cantidad de animales distribuidos por Ultima
fecha de vacunacion y categoria de proteccion en base
a las encuestas. Cepa Argentina 2012.

Vacuna- PP +P NP  Total parcial Total
cién general
Grupo A 9% 25% 34 % 100 %
Grupo B 9% 27% 66 %

2002). El 23,74 % de los equinos fueron positivos.
Esto indica que la circulacién del virus de IE en una
poblacion cerrada puede generar anticuerpos en un
porcentaje un poco menor que los observados en el
presente estudio.

Si bien se usaron distintos niveles de corte, los
resultados de este estudio pueden compararse con los
realizados por Carossino et al. (2014). La diferencia
en la base de dilucion entre ambos estudios se debe
al tratamiento previo para la eliminacion de posibles
inhibidores inespecificos de la hemaglutinacién. En la
mencionada investigacion, el porcentaje de equinos
protegidos y parcialmente protegidos en el hipédromo
de Palermo fue de 97 % y 74 % en 2012 y 2013, res-
pectivamente, mientras que para el hipédromo de San
Isidro, los porcentajes fueron del 88,5 % y 89 % para
los respectivos afios. Estos valores resultan significa-
tivamente mayores a los obtenidos en nuestro trabajo.
Esto puede deberse a la poblacion analizada, ya que
Carossino et al. (2014) estudiaron dos de los mayores
hipédromos de Argentina, mientras que el muestreo
presentado en esta publicacion tuvo como poblacion
en estudio mas de 1000 establecimientos en todo el
pais que poseian equinos de deporte o recreacion.
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Figura 6. Cantidad de animales distribuidos por can-
tidad de vacunas aplicadas y categoria de proteccion
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Dos de las variables analizadas en la encuesta,
cantidad de vacunas recibidas y fecha de la ultima
vacunacion, fueron identificadas como factores de
riesgo asociados al nivel de titulos de anticuerpos
contra IE en potrillos de raza Sangre Pura de Carrera
(Newton et al., 2000b). En el modelo de regresién
citado la asociacion resulta positiva para cantidad de
vacunas aplicadas previamente y negativa para fecha
de ultima vacunacion. Este modelo esta en linea con
los resultados de nuestro analisis estadistico, en el
que los equinos NP tenian un promedio de vacunas
aplicadas significativamente menor que los equinos P
y PP. Lo mismo ocurre respecto a la fecha de ultima
vacunacioén en que el porcentaje de P y PP fue menor
(10 %) en el grupo de equinos que habian recibido la
ultima vacuna antes del 2015 o directamente no habian
sido vacunados, que en el grupo vacunado por ultima
vez en 2015 (P y PP: 39 %).

Los resultados de la encuesta muestran que
los animales protegidos y parcialmente protegidos
son de mayor edad que los no protegidos. Esto podria
explicarse por la mayor cantidad de vacunas recibidas
a lo largo del tiempo. Se espera que estos equinos
sean mas resistentes a la infeccion. Sin embargo,
esta indicado en la bibliografia, que cuanto mayor
es la cantidad de vacunas inactivadas aplicadas, se
desarrollan mas anticuerpos de reaccion cruzada,
que no mejorarian la calidad de la respuesta inmune
(Newton et al., 2006). Por lo tanto, el mayor nivel de
proteccién detectado en animales de mayor edad no
seria garantia de una mejor proteccién inmunitaria.

Con este estudio se identificé que los equinos
“protegidos”, es decir, con nivel de proteccion suficien-
te para evitar la infeccion, representan el porcentaje
mas bajo, siendo del 9 % para la cepa LP93 y del 8 %
para la cepa Argentina 2012. Esto indica que existe un
bajo porcentaje de animales con niveles de inmunidad
adecuados frente a esta enfermedad, ya sea de origen
vacunal o por infeccion natural. Este valor asciende al
sumar el grupo de los equinos “parcialmente protegi-
dos”; sin embargo, el porcentaje continda siendo mas
bajo que en los equinos que resultaron “no protegidos”.

El 95 % de los equinos muestreados presen-
taban los mismos niveles de anticuerpos para ambas
cepas. Esto podria indicar que la vacuna brinda pro-
teccion contra la cepa Argentina 2012. Sin embargo,
vemos que los equinos no vacunados, vacunados
con pocas dosis 0 vacunados por ultima vez antes
del 2015, también tuvieron anticuerpos contra ambos
antigenos analizados. Por lo tanto, no se puede definir
si los anticuerpos son producto de la vacuna o de una
infeccion con la cepa Argentina 2012. Es importante
considerar que la cepa vacunal (LP 93) y la cepa de
campo (Argentina 2012) se encuentran estrechamente
relacionadas y comparten epitopes. Ademas, en 2014

Prevalencia de anticuerpos contra influenza equina

la OIE emitié una recomendacion de actualizacion de
cepas vacunales de IE, por lo cual los equinos vacu-
nados en 2015 podrian haber sido inmunizados con
vacunas que contuviesen la cepa A/Eq/2/Argentina/
E2345-1/2012. Esta actualizacién se realiz6 sobre la
base de las Conclusiones y Recomendaciones emiti-
das por el Comité de expertos de la OIE en Influenza
Equina en marzo de 2013 (OIE, 2013).

Se observé que los animales de mayor edad,
con mayor cantidad de dosis de vacunas aplicadas y
con la fecha de ultima vacunaciéon mas cercana a la
fecha del muestreo, presentaron niveles de anticuer-
pos mas altos, pero también existe mayor probabilidad
de que hayan estado expuestos al virus de influenza
equina a campo.

Sin embargo, menos del 10 % de los equinos
tuvieron titulos protectores. Por lo tanto, el 90 % res-
tante o no tuvo inmunidad (aproximadamente el 60 %)
o tuvo una proteccion parcial (aproximadamente el
30 %). Esto ultimo conlleva el riesgo de que los ani-
males puedan diseminar la enfermedad sin presentar
sintomatologia.

Los resultados obtenidos no permiten concluir
si el bajo porcentaje de animales con proteccion es
debido a la vacuna misma, a la aplicacion o al incum-
plimiento del cronograma de vacunacion. Tampoco
es posible diferenciar si la proteccion en aquellos
que presentan inmunidad se debe a la vacunacion o
a la presencia de anticuerpos debido a una reaccién
por infeccion. Para poder realizar un diagnéstico de
infeccion reciente, ademas de los signos clinicos,
se deben obtener muestras pareadas con catorce
dias de intervalo entre ambas para constatar si hay
conversion serolégica (aumento en cuatro o mas di-
luciones en el titulo); esto permitiria diferenciar si los
anticuerpos son vacunales o debidos a una infeccion.
Lo que queda claro es que hay un elevado porcentaje
de animales que son “virgenes” inmunoldgicamente
a esta enfermedad y que son susceptibles ante a un
posible ingreso del agente.

A partir de los resultados obtenidos, y con el
objeto de disminuir la posibilidad de nuevos brotes
de la enfermedad, se actualizaron las medidas de
control obligatorias en Argentina. Se establecié que
todo equino que permanezca o se movilice hacia un
remate feria, exposicion, establecimiento identificado
como hipédromo, club hipico, stud, caballeriza, centro
tradicionalista y/o a distintas actividades ecuestres
que concentren equinos para trote, pato, polo, salto,
doma, jineteada, prueba completa y endurance debe
estar vacunado contra influenza equina, y dicha va-
cunacion debe encontrarse vigente. La vigencia de la
vacuna contra influenza equina es de tres, seis 0 mas
meses, segun el tipo de vacuna utilizada, conforme al
plazo que el SENASA otorgue en la aprobacion de las
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distintas marcas y series, que estara determinado por
la duracion efectiva de la inmunidad demostrada en
cada caso (Resolucion SENASA N°521/2016).

A futuro, seria adecuado disefiar un estudio
que permita evaluar la efectividad de la vacunacion
y su cumplimiento, ya que los datos de vacunacion
se obtuvieron mediante encuestas en el momento de
tomar las muestras.
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Efecto antimicrobiano de la combinacion de cloxacilina
con aceite esencial de Melaleuca armillaris frente a
Staphylococcus aureus

Antimicrobial effect of combinations of cloxacillin and essential oil of
Melaleuca armillaris against Staphylococcus aureus
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Resumen: La problematica actual de la resistencia bacteriana, promovida basicamente por el abu-
so en la utilizacion de antibioticos, lleva a la necesidad de encontrar alternativas terapéuticas mas
eficaces para enfrentar las infecciones bacterianas. Los aceites esenciales representan una gran
herramienta para enfrentar esta crisis. Nuestro objetivo fue evaluar la interaccion farmacodinamica
establecida al combinar aceite esencial de Melaleuca armillaris con cloxacilina en busca de un
efecto sinérgico que maximice la actividad del antibiético frente a Staphylococcus aureus. Cepas de
referencia y salvajes de dicha especie fueron enfrentadas al extracto vegetal y al antimicrobiano en
forma individual y combinada mediante microdilucion en caldo, modificando las condiciones del pH
para emular el ambiente subcelular. Se determiné la interaccion mediante la técnica de tablero de
damas o checkerboard, se calcul6 el indice de concentracion fraccionaria inhibitoria y, finalmente, se
establecio el indice de actividad antibacteriana de la combinacién. Nuestros resultados demuestran
una clara actividad antimicrobiana del aceite esencial, que permite reducir las concentraciones mi-
nimas inhibitorias del antibidtico betalactamico para el S. aureus. Esta interaccién se ve favorecida
por la acidificacion del medio, lo que permite que menores concentraciones de cloxacilina logren
un efecto bactericida, cercano a la erradicacion virtual, en presencia de pequefias cantidades de
aceite esencial. Estos hallazgos resultan prometedores para enfrentar infecciones estafilococicas
de dificil resolucion.

Palabras clave: Melaleuca armillaris, cloxacilina, Staphylococcus aureus, resistencia, sinergismo

Abstract: The current problem of bacterial resistance, largely promoted by indiscriminate use of an-
tibiotics, leads to find more effective therapeutic alternatives to combat bacterial infections. Essential
oils are a potential tool to deal with this issue. Our objective was to evaluate the pharmacodynamic
interaction of Melaleuca armillaris essential oil and cloxacillin in search of a synergistic effect that
maximizes the activity of the antibiotic against Staphylococcus aureus. Reference and wild strains
of S. aureus were confronted to the essential oil and the antibiotic individually and in combination
by microdilution in broth, modifying the pH conditions to emulate the subcellular environment. The
interaction was determined by the checkerboard technique, the index of inhibitory fractional concentra-
tion was calculated and the index of antibacterial activity of the combination was finally established.
Our results demonstrate a clear antimicrobial activity of the essential oil, which allows reducing the
minimum inhibitory concentrations of cloxacillin for S. aureus. This interaction is favored by medium
acidification, where lower concentrations of cloxacillin achieved a bactericidal effect, close to virtual
eradication, in the presence of small amounts of essential oil. These findings are promising for dealing
with staphylococcal infections with a difficult resolution.

Key words: Melaleuca armillaris, cloxacillin, Staphylococcus aureus, resistance, synergism
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Introduccién

Los antibiéticos constituyen una parte funda-
mental del tratamiento de las enfermedades infeccio-
sas. El desarrollo de mecanismos evolutivos, por parte
de los microorganismos para evadir la accién antibio-
tica, genera riesgos en la terapia y en la salud, tanto
animal como humana. A pesar de que durante afios
de investigacion se han logrado encontrar y desarrollar
nuevos farmacos antimicrobianos, se observan aun, y
cada vez con mayor frecuencia, situaciones en las que
aparecen infecciones dificiles de tratar, ocasionadas
por patégenos que se han convertido en resistentes
al tratamiento, lo cual se ha incrementado de forma
alarmante durante los ultimos afios (OMS, 2015). Una
alternativa para combatir la resistencia bacteriana la
representan los extractos vegetales, donde se pueden
aprovechar los metabolitos secundarios que las plan-
tas utilizan en su defensa contra microorganismos. Sus
compuestos con accién antimicrobiana se encuentran
mayoritariamente presentes en los aceites esenciales
(AE), que pueden presentarse en uno o mas érganos,
dependiendo de la especie vegetal. Estos resultan ser
el producto final del metabolismo secundario de plan-
tas aromaticas y se conforman fundamentalmente de
terpenos con actividad y composicion variada de entre
20-60 compuestos (Vega-Portocarrero & Lopez-Malo,
2009).

Se ha observado que los compuestos que
conforman la mezcla de un AE presentan efectos
sinérgicos potenciandose entre si. A pesar de que
muchos de estos componentes no pueden producir
efectos inhibidores significativos cuando son utiliza-
dos solos, si se usan en combinacion con farmacos
convencionales, el efecto logrado supera la actividad
individual y produce mejoras en la accién antimicro-
biana (Gibbons et al., 2003).

Melaleuca armillaris es una de las plantas del
género Melaleuca sp. mas ampliamente cultivadas,
cuyo AE, aun poco estudiado, debido a la presencia
de 1,8-cineol entre sus principales componentes, se
transforma en una alternativa terapéutica con promete-
doras acciones farmacologicas (Chabir et al., 2011). Se
encontro actividad inhibitoria, in vitro, frente a especies
bacterianas como Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli
y Pseudomonas aeuriginosa (Amri et al., 2012).

S. aureus es un patégeno de importancia en
salud animal y humana. La convivencia con animales
portadores de estos microorganismos puede generar
infecciones ocasionadas por cepas que han incre-
mentado su resistencia a diversos antibiéticos. Las
infecciones e intoxicaciones alimentarias contindan
representando graves problemas en salud publica. A
lo dicho debemos agregar la capacidad de superviven-
cia a nivel intracelular que presenta el S. aureus. El

tratamiento antibacteriano frente a microorganismos
capaces de mantenerse y prosperar en el medio intra-
celular nos enfrenta a un reto de grandes proporciones,
ya que las bacterias en este estado son especialmente
refractarias a los mecanismos inmunes. La pobre
accion intracelular de los antimicrobianos posibilita la
supervivencia de los microorganismos y predispone
el camino para la seleccion de cepas resistentes.
Estas consideraciones nos incitan a desarrollar el co-
nocimiento con miras hacia el control de infecciones
intracelulares, para lo cual los AE podrian tener im-
portancia por su lipofilia y capacidad de permeabilizar
las membranas celulares.

La cloxacilina (CLOX) es un antimicrobiano del
grupo de los betalactamicos con buena actividad sobre
S. aureus y de amplio uso en medicina veterinaria.
Estos compuestos mantienen su actividad a pH 5
(Barcia-Macay et al., 2006), lo cual es importante por
la capacidad de este patégeno de permanecer dentro
de los fagolisosomas, donde el pH es cercano a 5,5.
El pH acido ocasiona un cambio conformacional en
la proteina diana de accién (PBP2a), aumentando la
afinidad de su centro catalitico por el betalactamico
(Mensa et al., 2013).

Existe evidencia documentada que el AE de M.
armillaris en forma pura tiene actividad antibacteriana
in vitro frente a multiples microorganismos (Amri et al.,
2012). Esto permite suponer que si se combina con
un farmaco antimicrobiano en sistemas sinérgicos,
podrian optimizarse los resultados, incluso frente a
microorganismos resistentes a los tratamientos con-
vencionales. Hasta el momento, no hemos encontrado
referencias que indiquen el uso del AE de M. armillaris
como potenciador de antibiéticos utilizados en el tra-
tamiento de infecciones microbianas, particularmente
contra cepas de S. aureus. Por ello en este trabajo
nos propusimos estudiar la posible existencia de un
efecto sinérgico entre el AE de M. armillaris y la CLOX
frente a S. aureus.

Materiales y métodos
Obtencion del aceite esencial de M. armillaris

Se recolectaron hojas y ramas herbaceas de
plantas de M. armillaris en la localidad de Coronel
Brandsen, provincia de Buenos Aires, durante el mes
de julio. Las mismas se sometieron a destilacion por
arrastre de vapor de agua, en un equipo especialmen-
te preparado (Figura 1). Para la extraccion de AE se
utilizaron 26,12 kg de hojas y ramas herbaceas. El
proceso durd 4,5 h. EI AE obtenido se seco con sulfato
de sodio anhidro y se guardo en frascos de vidrio color
ambar en heladera a 4 °C. Se obtuvieron muestras del
espécimen vegetal utilizado, que se depositaron en el
Herbario LPAG de la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales, UNLP (Holmgren et al., 1990).
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Figura 1. Destilador de aceites esenciales por arrastre
de vapor.

Staphylococcus aureus

El estudio se llevé a cabo usando 3 cepas
salvajes de S. aureus. La cepa de referencia S. au-
reus ATCC 29213 se utilizd como control de calidad.
Las cepas salvajes fueron obtenidas a partir de ais-
lamientos realizados en vacas Holstein portadoras
de mastitis subclinica. Estas fueron identificadas
mediante pruebas bioquimicas de rutina, tincion de
Gram, pruebas de coagulasa y catalasa, desarrollo de
B-hemolisis, fermentacion de glucosa y crecimiento
en medio salino (7,5 %).

Determinacion de la concentracion inhibitoria
minima (CIM) de CLOX y del AE de M. armillaris
mediante microdilucion en caldo

Para determinar la CIM de CLOX se utilizaron
placas de microtitulacion de poliestireno de 96 pocillos
con caldo Mueller Hinton (MH) a pH 7,4, pH 6,5 y pH
5. El rango de concentraciones evaluado fue de 256 a
0,007 pg/ml. Se siguieron las pautas establecidas por
la CLSI (2009) en su documento M31-A3.

Para la determinacién de la CIM del AE se
preparoé el caldo MH agregando Tween® 80 al 0,5 %
para mejorar la disoluciéon de la esencia a los 3 pH
mencionados para CLOX. Se probaron concentra-
ciones desde 50 pl/ml hasta 0,1ul/ml.

En ambos casos, cada pocillo fue inoculado
con una concentracién bacteriana final de 5 x 10°
UFC/ml. Se incub6 a 37 °C en estufa durante 18-24
h y se estableciéo como CIM la primera concentracion
en la que no se observé la formacion de botén de
crecimiento ni turbidez. Todas las determinaciones
se llevaron a cabo por triplicado y en todos los casos
se utilizaron controles positivos y negativos con caldo
MH conteniendo Tween® 80 al 0,5 %.

Cloxaciclina y aceite esencial frente a S. aureus

Determinacion de la CIM de la combinacion
CLOX/AE de M. armillaris

Se evaluaron combinaciones del antibiético y
del extracto vegetal (en placas de microtitulacion de
96 pocillos, con caldo MH con Tween® 80 al 0,5 % a
pH7,4,6,5y5) frente a los aislados de S. aureusy a
la cepa de referencia, mediante la técnica de tablero
de damas o checkerboard (Grzybowska ef al., 2004).
El inéculo bacteriano utilizado fue de 5 x 105 UFC/ml
por pocillo. Se realizé la incubacién a 37 °C durante
18-24 h. Se determino el indice de concentracion frac-
cionaria inhibitoria (ICF) segun la siguiente ecuacion:

[(A) / (CIM)a] + [(B) / (CIM)b] = ICF

Donde (A) es la CIM de CLOX en combinacion con
el AE; (B) es la CIM del AE en la mezcla con CLOX;
(CIM)a es la CIM del antimicrobiano solo y (CIM)b es
la CIM del AE solo. Se consider6 sinergismo (S) si ICF
< 0,5; sinergismo parcial o bajo (SP) si 0,5 < ICF< 1;
indiferencia o adicion (l) si 1 < ICF< 2 y antagonismo
(A) cuando ICF = 2.

Evaluacion del indice de actividad
antibacteriana de la combinacion AE/CLOX

A partir de aquellas combinaciones que arroja-
ron los menores valores de ICF, tomadas como valor
CIM de la mezcla, se evalu6 el indice de actividad
antibacteriana (E). El indice E se cuantificé como la
diferencia entre los valores log,, del nimero de bacte-
rias viables (UFC/ml) al inicio (n, ;) y al final del ensayo
(n.,,). segun la siguiente ecuacion: E=n_,, -n, . Para
ello se prepararon 6 tubos con 1 ml de volumen final
conteniendo la mezcla AE/CLOX (control sin antimi-
crobianos, 0,5, 1, 2, 4 y 8 veces la CIM de la mezcla),
para luego incubar a 37 °C y obtener muestras a las
0, 2,4, 8,12y 24 h, para construir curvas de muerte
bacteriana mediante recuento de bacterias en placa.

Para evaluar E, se aplicaron tres puntos de corte
tedricos (Sidhu et al., 2011): a) efecto bacteriostatico: E=
0; no hay cambios en el valor de n,; b) efecto bactericida:
E = -3; hay reduccion de 2 3 log,, de n,, y c) efecto de
erradicacion virtual de bacterias: E = -4; hay reduccion
de 24 log,, (99,99 %) respecto del log de n,,.

Los resultados obtenidos fueron graficados
utilizando el programa GraphPad Prism 6 a fin de ob-
tener curvas E vs. log,, (concentracion de CLOX). Los
ensayos fueron realizados por triplicado y las cepas
salvajes fueron agrupadas obteniéndose una n=3.

Resultados

Las cepas utilizadas en este estudio fueron
aquellas identificadas como la especie S. aureus lue-
go de caracterizarlas bioquimicamente, dando como
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resultados cepas Gram +, coagulasa +, catalasa +,
B-hemoliticas, fermentadoras de glucosa y con creci-
miento en medio salino (7,5 %).

La CIM de la CLOX obtenida para S. aureus
ATCC 29213 a pH 7,4 fue de 0,125 ug/ml, lo cual es
acorde a las recomendaciones de la CLSI (2009). Las
3 cepas salvajes (denominadas como SA13, SA96 y
SA139) presentaron una CIM de 0,5 pg/ml a pH 7,4.
En todos los casos se observo un descenso de esta
concentracion al acidificar el medio de cultivo (Tabla 1).

En cuanto al AE de M. armillaris, para S. aureus
ATCC 29213, la CIM fue de 25 pl/ml, mientras que para
las 3 cepas salvajes fue de 12,5 pl/ml. Estos valores

Tabla 1. Valores de concentracion inhibitoria minima de
cloxacilina obtenidos paralas 4 cepasapH7,4,6,5y 5.

disminuyeron ligeramente con la acidez del medio de
cultivo (Tabla 2).

En la tabla 3 se presentan los resultados obte-
nidos al combinar la CLOX con el AE a los 3 valores
de pH mencionados y los menores valores de ICF
hallados.

Con la evaluacion del indice de actividad anti-
bacteriana se pudo comparar la incidencia del AE en
la actividad de la CLOX, ademas del efecto causado
por la variacion del pH. Esto se observa en las tablas
4,5,6yenlas figuras 2y 3.

Aqui se observa como, al acidificar el medio,
se potencia la actividad antimicrobiana de la CLOX

Tabla 2. Valores de concentracion inhibitoria minima
del aceite esencial de M. armillaris obtenidos para las
4 cepasapH7,4;6,5y5.

Cepa CIMpH7,4 CIMpH®6,5 CIMpHS5 Cepa CIMpH74 CIMpH6,5 CIMpHS5

ATCC 29213 0,125 ug/ml 0,062 pg/ml  0,031ug/ml ATCC 29213 25,0 pl/ml 25,0 pl/ml 12,50 pl/ml
SA 13 0,5 pg/ml 0,125 pg/ml 0,031ug/mi SA13 12,5 pl/ml 12,5 pl/ml 6,25 pl/ml
SA 96 0,5 pg/ml 0,125 pg/ml 0,031ug/mi SA 96 12,5 pl/ml 12,5 pl/ml 6,25 pl/ml
SA 139 0,5 pg/ml 0,125 pg/ml  0,031ug/ml SA 139 12,5 pl/ml 12,5 pl/ml 6,25 pl/mi

CIM: concentracion inhibitoria minima

CIM: concentracion inhibitoria minima

Tabla 3. indices de concentracién fraccionaria obtenidos para la combinacion aceite esencial/cloxacilina en
diferentes condiciones de pH vs. concentraciones inhibitorias minimas individuales.

pH 7,4

Cepa C;IE/I CIM CIM 2ICF CIM CIM
CLOX  AE/CLOX AE CLOX

pl/ml pg/ml (u|/m|)/(ug/m|) pl/ml pg/ml

?;;g 25 0,125 25/0,03 0,75 25 0,062
13 125 0,5 6,25/0,125 0,62 12,5 0,125
139 125 05 6,25/0,125 0,62 12,5 0,125
96 125 05 6,25/0,125 0,62 12,5 0,125

pH 6,5 pH5
CIM SICF CIM  CIM CIM sICF
AE/CLOX AE  CLOX  AF/CcLOX
(ul/mi)/(ug/ml) H/mI pg/mb i/miy((ug/mi)
0,62/0,007 0,36 12,5 0,031 3,1/0,0035 0,36
12,5/0,015 1,12 6,25 0,031  3,1/0,0035 0,61
12,5/0,015 1,12 6,25 0,031  3,1/0,0035 0,61
12,5/0,015 1,12 6,25 0,031  3,1/0,0035 0,61

ICF: indices de concentracion fraccionaria; AE/CLOX: aceite esencial/cloxacilina; CIM: concentracion inhibitoria minima

Tabla 4. indices de actividad bacteriana (E) con su desvio estandar (DE) para la CLOX sola y en combinacion
con AE (AE/CLOX) a diferentes concentraciones (CIM) para S. aureus ATCC 29213 (n=3) y para S. aureus

salvajes (n=3), a pH 7,4.

S. aureus ATCC 29213 pH 7,4

S. aureus salvajes pH 7,4

CLOX CLOX +AE CLOX CLOX +AE

OM  Comb  E*PE (gmymy  F*PE Ggmy  E*PE (omyumy  E*DE
0,5 0,062 6,50 + 0,04 0,015/12,5 1,07 + 0,06 0,25 6,69 + 0,71 0,062/3,13 0,15+ 0,07
1 0,125 1,34 £ 0,15 0,031/25 -1,25+ 0,09 0,5 0,13+0,30 0,125/6,25 -1,94 + 0,10
2 0,25 -1,10 £ 0,12 0,062/50 -3,83 + 0,06 1 -2,82 +0,08 0,25/12,5 -3,66 + 0,13
4 0,5 -3,05+ 0,08 0,125/100 -3,77 £ 0,09 2 -3,12+ 0,21 0,5/25 -3,78+0,14
8 1 -3,46 £ 0,14 0,25/200 -3,76 + 0,08 4 -3,31+ 0,39 1/50 -3,77 £ 0,15

E: indice de actividad bacteriana; DE: desvio estandar;

CLOX: cloxacilina, AE: aceite esencial; CIM: concentracion inhibitoria minima
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frente a S. aureus (tanto para la cepa de referencia
como para las cepas salvajes). Al descender el pH se
requieren menores concentraciones de antibiético para
obtener un valor E menor a -3, indicando un efecto
bactericida. En las figuras 2 y 3 se puede ver cémo la
presencia del AE favorece el accionar de la CLOX, ya
que se alcanzan valores de E menores con concentra-
ciones mas bajas del antibidtico en comparacion con
los resultados obtenidos para CLOX sola. En la cepa

Cloxaciclina y aceite esencial frente a S. aureus

de referencia ATCC 29213 se logra alcanzar un efecto
bactericida muy cercano a la erradicacion virtual, dado
que los valores de E son cercanos a -4. Esto se obser-
va con concentraciones de 2, 4 y 8 veces la CIM de
CLOX en la mezcla, a los 3 pH evaluados (Figura 2).

En los aislamientos salvajes, el comportamiento
fue similar al observado para la cepa de referencia
(Figura 3).

Tabla 5. indices de actividad bacteriana (E) con su desvio estandar (DE) para la CLOX sola y en combinacion
con AE (AE/CLOX) a diferentes concentraciones (CIM) para S. aureus ATCC 29213 (n=3) y para S. aureus
salvajes (n=3) a pH 6,5.

S.aureus ATCC 29213 pH 6,5

S. aureus salvajes pH 6,5

CLOX CLOX + AE CLOX CLOX +AE
oM Comh  E*DE (omyeimy D Gomy  E*PE (gmyum)  EDF
0,5 0,031 1,96 £ 0,12 0,015/12,5 1,04 £0,04 0,062 2,67 £0,39 0,007/6,25 0,21 +0,14
1 0,062 0,34 £ 0,15 0,031/25 -2,94+0,05 0,125 0,43 + 0,05 0,015/12,5 -2,25+0,28
2 0,125 -2,80+0,12 0,062/50 -3,95 + 0,09 0,25 -2,84+0,16 0,031/25 -2,97 + 0,09
4 0,25 -3,41+£0,04 0,125/100 -3,90+ 0,10 0,5 -3,13+0,23 0,062/50 -3,11 £ 0,06
8 0,5 -3,77 £ 0,05 0,25/200 -3,89 + 0,07 1 -3,22 +0,03 0,125/100 -3,35+0,24

Tabla 6. indices de actividad bacteriana (E) con su desvio estandar (DE) para la CLOX sola y en combinacion
con AE (AE/CLOX) a diferentes concentraciones (CIM) para S. aureus ATCC 29213 (n=3) y para S. aureus
salvajes (n=3), a pH 5.

S. aureus ATCC 29213 pH 5 S. aureus salvajes pH 5

CLOX CLOX + AE CLOX CLOX + AE
CLOX CLOX/AE CLOX CLOX/AE
CM - gmy  EEPE gmiyqimy  EEPE gmy  BEPE (L gmiyuimi) E+ DE
0,5 0,015 4,02+0,05 0,0016/6,25 -0,59+0,07 0,015 3,13+0,54  0,0015/3,1 -1,30 + 0,31
1 0,031 1,35+0,07 0,0035/12,5 -2,09+0,05 0,031 0,92+0,03 0,0035/6,25 -1,96 £ 0,12
2 0,062 -2,79+0,04 0,007/25 -3,90+0,07 0,062 -2,90+0,03 0,007/12,5 -2,89 + 0,05
4 0,125 -3,13+0,16  0,015/50 -3,84+0,08 0,125 -3,01+0,13 0,015/25 -3,44 £0,23
8 025 -3,37+0,12 0,031/100 -3,81+0,05 0,25 -3,43+0,44 0,031/50 -3,49+0,17
ATCC 29213 pHT7 4 ATCC 29213 pH 6.5 ATCC 29213 pH5
-4 A 1-B 7
. ® Clox c ® Clox ® Clox
c 5 A Clox+AE o & A Clox+AE < 5 A Clox+AE
o -+ ° .
2 2 34 KR!
:I§1...‘ ........... o 51 "p ............... §‘ .
3 1 A () g 14 §_1 'y
[+ < N A
P SRS SR B PO S g L
5 . . . 5 ‘ ‘ 5 : :

T T T T
2.0 16 1.2 0.8 0.4 0.0 -2.0 1.6 4.2 08 0.4 T T

T T
-2.8 -24 -2.0 -1.6 -1.2 0.8
LOG,, Cloxacilina (pg/mL) LOG,, Cloxacilina (ug/mL) LOG,, Cloxacilina (ug/mL)

Figura 2. Representacion grafica del efecto antibacteriano (E: A log UFC/ml 24 — 0 h) de cloxacilina frente a
S. aureus ATCC 29213 (n=3) a pH 7,4 (a), 6,5 (b) y 5 (c) en presencia y ausencia de aceite esencial de M.
armillaris.
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Discusion y conclusiones

Los AEs son mezclas complejas cuyas propie-
dades antimicrobianas han sido ampliamente estudia-
das para muchas especies vegetales y resultan ser un
gran recurso para combinar con antibiéticos que han
disminuido su efectividad frente a microorganismos
(Yap et al., 2014).

ElI AE de M. armillaris utilizado solo en este es-
tudio presentd actividad inhibitoria frente a S. aureus.
Su CIM frente a S. aureus ATCC 29213 fue de 25 ul/ml
a pH 7,4 y disminuy6 a la mitad a pH 5. Esta disminu-
cion, en un factor de dos, también se observé para los
aislamientos salvajes. Dichos resultados marcan una
importante actividad antibacteriana, la cual también
fue determinada por Amri et al. (2012).

La capacidad de los AEs de potenciar el efecto
de antibidticos frente a especies bacterianas es un
concepto nuevo. ElI AE de Pelargonium graveolens
logré reducir la dosis minima eficaz de norfloxacina
frente a B. cereus, B. subtilis, E. coliy S. aureus (Ro-
sato ef al., 2007). Rodrigues et al. (2009) informaron
que el AE de hojas de Croton zehntneri es capaz de
potenciar la actividad de gentamicina en un 42,8 %
frente a P. aeruginosa a través del contacto gaseoso,
lo que sugiere que el aceite posee un potencial para
ser utilizado como coadyuvante en la terapia antimi-
crobiana. En nuestros resultados se observa un efecto
antimicrobiano claro para la combinacion AE/CLOX,
ya que se obtuvieron valores de ICF que marcan la
presencia de sinergismo entre ellos al enfrentarlos con
cepas de S. aureus, logrando disminuir notoriamente la
concentracion del antibidtico en presencia del AE. Este
efecto se mantuvo al disminuir el pH del medio de 7,4
a 5, permitiendo bajar aun mas la cantidad de CLOX
necesaria para lograr la inhibicién del microorganismo.

La actividad conjunta del AE de M. armillaris y
la CLOX, utilizados en nuestro trabajo, se evidencié
también en el efecto bactericida, establecido por el
indice E. El descenso del inéculo bacteriano inicial
- log,, (UFC/mI)- en un factor de 3 en 24 horas, mar-
ca actividad bactericida; esto se observé tanto para
la CLOX sola como para la mezcla. Sin embargo, la

concentracion del antimicrobiano en presencia del
AE fue claramente menor y el E obtenido fue mas
cercano al efecto de erradicacion virtual (E=-4) que
la concentracion necesaria cuando se aplica el an-
tibi6tico betalactamico solo. En un estudio realizado
por Nascimento et al. (2007) se evalud el AE de
Eremanthus erythropappus en combinacion con am-
picilina (antibiotico betalactamico) frente a S. aureus,
logrando obtener un efecto sinérgico bactericida tras
una incubacion de 24 horas.

Al combinar el AE de M. armillaris con CLOX se
logrd disminuir la concentracion del antibidtico necesa-
ria para inhibir al S. aureus, incluso modificando el pH
del medio, lo cual es importante para el tratamiento de
infecciones intracelulares por la acidez del fagolisoso-
ma (donde se logra internalizar el S. aureus) respecto
del medio extracelular. Esto se refleja también en
la actividad bactericida logrando un efecto cercano
a la erradicacion virtual. Se obtuvieron resultados
prometedores frente al tratamiento de infecciones
estafilococicas. Este hallazgo se transforma en una
valiosa alternativa para el tratamiento de infecciones
estafilocécicas persistentes.
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Introduccién

El carbunco, carbunclo bacteridiano, carbon,
grano malo o antrax es una enfermedad conocida
desde la antigledad. Fue mencionada por Hipécrates,
quien describid ciertas lesiones cutaneas y le dio el
nombre de anthrax, debido a su aspecto (del griego:
carboén). Casimir Davaines, médico francés, en 1850,
describié por primera vez el agente etiolégico al ob-
servarlo en la sangre de carneros infectados (Geison,
1995; Kauffman, 2005; Schaible, 2005; Tournier et al.,
2009). En 1876, Robert Koch lo aislé en estado puro 'y
lo clasificd, denominandolo Bacillus anthracis (Carter,
1985; Davis et al., 1996; Geison, 1995). Koch, ademas,
entre 1880 y 1881 registrd, por primera vez, el uso
exitoso de una vacuna a base celular, la que permitio
luchar con éxito contra las epizootias producidas por
el Bacillus anthracis.

Prevencion de la enfermedad: vacunas

Pasteur, Koch y otros microbiélogos contempo-
raneos habian observado que cultivos envejecidos o
muertos por calor de diversas bacterias, cuando eran
inoculados a animales susceptibles, lejos de produ-
cir la enfermedad, protegian a éstos de la posterior
descarga de las formas patdgenas de las mismas
(Tizard, 2009). Pasteur aplicé con B. anthracis la
misma técnica que utilizaba en la elaboracion de otras
vacunas bacterianas, sometiendo el bacilo a tempera-
turas mas elevadas de cultivo y obteniendo una cepa
modificada que utiliz6 como vacuna. Erroneamente
supuso que la patogenicidad de la misma se habia
reducido o atenuado. Las vacunas comerciales para
prevenir el carbunco datan de 1881 y se basaron en
las pruebas realizadas por Pasteur en Pouilly le-Fort
con esta cepa “atenuada” por calentamiento (Davis et
al., 1996; Geison, 1995).

La primera dosis aplicada a los animales con-
sistia en cultivos de B. anthracis atenuados mediante
incubacion a 42-43°C, durante 15-20 dias. Esta cepa
es conocida como Pasteur |, patégena para ratones
y cobayos. La segunda dosis, 2 semanas después,
contenia cultivos incubados a 42-43 °C durante so-
lamente 10-12 dias, por lo tanto, menos atenuados.
Esta cepa es la denominada Pasteur I, con un grado
mayor de patogenicidad que la anterior. Pasteur creyé
en ese entonces haber atenuado la patogenicidad de
la bacteria. Pero en realidad este mantenimiento de
la cepa a temperaturas mas elevadas, denominadas
“disgenésicas”, ocasiona la pérdida de, al menos, diez
plasmidos responsables de la produccion de antigeno
protector (AP), factor edematoso (FE) y factor letal (FL)
(Blaustein et al., 1989; Sterne, 1937).

Alaluz de los conocimientos actuales podemos
afirmar que no se trataba de una verdadera atenua-
Ccion, sino que, bajo esas condiciones de crecimiento,

Carbunco: Prevencion de la enfermedad

algunos microorganismos perdian el plasmido con
capacidad de producir la toxina, quedando como rema-
nente una baja cantidad de bacilos que lo conservaban
y mantenian su capacidad toxigénica intacta. Estos
bacilos con aptitud para producir toxinas habrian sido
los potenciales inductores de la inmunidad.

Después de las investigaciones de Pouilly le-
Fort, la vacuna de Pasteur adquirié una excelente
reputacion que determind que su uso se extendiera
ampliamente por Europa y Sudamérica por alrededor
de 50 afos. Si bien la vacuna propuesta por Pasteur
fue una revolucion para su época y una solucién al
problema del carbunco, con el devenir de los anos y
la masificacion de su uso, fueron apareciendo diversos
inconvenientes que podemos resumir de esta manera:

a) Dificultad en obtener el nivel de atenuacion
apropiado para la sensibilidad de cada una de las
especies animales a las que se destina.

b) Deterioro y/o modificacion del poder pato-
geno de las cepas por cultivos sucesivos, debido a la
alteracion logica de la relaciéon bacterias productoras
de toxina vs. no productoras.

c) Esporulacion muy pobre en los medios de
cultivo liquidos conocidos en la época de Pasteur.

Sin embargo, todas las vacunas elaboradas con
esporos atenuados de ese entonces deben conside-
rarse como ligeras modificaciones del método original
propuesto por Pasteur.

Una de las primeras modificaciones fue pro-
puesta por Zenkowski en el afio 1887, quien reco-
mendé el uso de glicerina para suspender las vacunas
esporuladas, con un triple objetivo: inhibir el desarrollo
de contaminantes, aumentar la longevidad de los
esporos y actuar como adyuvante de la inmunidad.
La estandarizacion y la prueba de eficacia de estas
vacunas eran complejas. La prueba de potencia de-
bia realizarse en ovejas, ya que las cepas Pasteur
mataban a los cobayos. A los efectos de atenuar o
disminuir los efectos deletéreos que producia la va-
cuna, se recurrio a la aplicacion simultanea de vacuna
y suero hiperinmune. Esta alternativa, si bien fue uti-
lizada durante bastante tiempo (también utilizada en
la vacunacion para prevenir la peste porcina clasica),
presenta una serie de inconvenientes, que van des-
de lo econdmico, ante la necesidad de utilizar suero
hiperinmune, hasta la gran dificultad para encontrar
el correcto equilibrio y generar una respuesta inmune
efectiva sin reacciones adversas. Un exceso de suero
disminuye la respuesta inmune pero una escasa can-
tidad puede provocar reacciones indeseables. Este
método fue propuesto por Sorberhein en 1913, quien
adiciono suero a la segunda aplicacion, es decir, a la
cepa menos atenuada.

Durante las décadas de 1920y 1930, la vacuna
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original sufrié importantes modificaciones. Durante la
primera de las décadas mencionadas, a la vacuna ori-
ginal de Pasteur se le adicion6 un 50-60 % de glicerina.

En esta década también se realizaron pruebas
con la aplicacién de una dosis Unica de vacuna sus-
pendida en glicerina de una cepa lo suficientemente
atenuada que no era patdgena para conejos, pero
mantenia la patogenicidad para cobayos. Todas las
vacunas elaboradas con la cepa Pasteur resultaron
muy dificiles de estandarizar.

Entre los afios 1929 y 1937 se realizaron distin-
tas investigaciones con diferentes tipos de vacunas,
adicionandose entre un 4 y un 10 % de saponina para
atenuar la virulencia de la cepa. La saponina es un
detergente que provoca una inflamacién muy intensa,
limitando la diseminacion de los esporos, haciendo
la vacuna mas segura y favoreciendo la induccion
de la inmunidad. Sin embargo, es capaz de producir
fuertes reacciones inflamatorias y de hipersensibilidad,
cuando la pureza de la saponina no es la adecuada.

El método original fue propuesto por Mazuchi
en 1931, quien adicion6 a la vacuna original entre 2
y 5% de saponina.

Una de las vacunas mdas conocidas fue la
Carbazoo®, producida por el Instituto Seroterapico
Milanés y luego en Estados Unidos por el laboratorio
Lederle.

Presumiblemente, se trataba de una vacuna
elaborada con una cepa de alta patogenicidad, a la
cual se le agregaba saponina en algunos casos hasta
en una concentracion del 10 %, de acuerdo con el
criterio de diversos investigadores de la época, entre
ellos Sterne, que consideraban que de esta manera se
disminuia la patogenicidad de la cepa. Sin embargo,
esta concentracion de saponina resultaba sumamente
toxica. Esta vacuna tenia la particularidad que debia
ser inocua e inofensiva para conejos y cobayos.
Posteriormente, Sterne disminuyé la concentracién
de saponina entre el 0,1 y el 0,5 % para reducir las
reacciones indeseables.

Max Sterne, nacido en Italia, en 1905, logré de-
sarrollar una vacuna a partir de una cepa de carbunco
patégena en el afio 1937 (Sterne, 1937).

La cepa patdgena aislada fue cultivada durante
24 horas en un medio que contenia 50 % de suero
equino y en una atmésfera con un 30 % de anhidrido
carbdnico. Obtuvo una cepa rugosa acapsulada y
acapsuldogena, es decir sin capsula y sin capacidad
de producirla como consecuencia de haber perdido el
plasmido responsable de la formacién de la misma.
Esta nueva cepa fue denominada 34 F2 y la vacuna
elaborada a partir de la misma tuvo una amplia difusion
en el campo veterinario (Elliot ef al., 2000; Shlyakho
& Rubinstein, 1994).

La cepa Sterne ha perdido el plasmido pX02
responsable de la formacion de la capsula, pero man-
tiene el pXO1, responsable de la formacion de toxina,
siendo esta falta de capacidad de la produccion de
capsula la unica diferencia con la cepa patdégena o de
campo. Esto determina que la cepa Sterne pueda ser
facilmente endocitada por los neutrdéfilos (debemos
recordar que la capsula es un componente con pro-
piedades antifagocitarias), aunque mantiene intacta
la capacidad de producir toxina en forma similar a la
cepa patogena.

En 1944, Sterne comunic6 el empleo de su
vacuna en gran escala en Sudafrica. A partir de en-
tonces, el uso de la vacuna avirulenta de Sterne se
ha extendido por todo el mundo y en muchos paises,
como en Argentina, es la Unica vacuna aprobada por
el ente nacional de regulacion, SENASA, para su uso
en medicina veterinaria.

El éxito obtenido por esta vacuna determiné que
se pensara en utilizarla en medicina humana. Dada
la capacidad de produccion de toxinas que posee la
cepa, la vacuna fue calificada como muy agresiva y
peligrosa para ser empleada en la especie humana.
Sin embargo, y a pesar de ello, fue autorizada y utili-
zada en numerosas ocasiones en la Unién Soviética,
mientras que la mayoria de los paises la consideraron
inaceptable (lvins, 1998; Milne et al., 1995; Petosa et
al., 1997; Turnbull, 1991).

En 1940, en la Unién Soviética se introdujo una
vacuna similar a la Sterne, denominada ST1. Esta
cepa, al igual que la Sterne, se considera peligrosa
para la especie humana por su capacidad de producir
toxinas y por su alta reactogenicidad, ademas de pro-
ducir una proteccion parcial contra el antrax cutaneo.

La necesidad de desarrollar vacunas efectivas,
seguras y no reactogénicas para la especie humana
se transformd en una imperiosa necesidad durante
los tiempos de la guerra fria ante el peligro cierto del
uso del B. anthracis como arma bioldgica (Scorpio et
al., 2006).

Durante la década de 1950, se desarroll6 una
vacuna sin purificar, acelular, a partir de sobrenadan-
te de cultivo, conteniendo el AP, con el objetivo de
formar anticuerpos contra este factor y asi impedir
la penetracion en la célula de los otros factores que
componen la toxina, el FE y/o el FL. Esta vacuna, de
relativa eficacia, aparentemente fue desarrollada casi
simultaneamente en el Reino Unido y en los Estados
Unidos.

Esta primera generacion de vacunas licencia-
das en Estados Unidos fue utilizada para inmunizar
granjeros, investigadores y personas con alto riesgo
de contraer la enfermedad. A pesar de su uso, la efi-
cacia y seguridad de esas vacunas fue cuestionada
permanentemente.
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Esta necesidad de conseguir vacunas eficientes
y seguras para la prevencion de la enfermedad, sobre
todo con el objetivo de neutralizar el antrax contraido
por via inhalatoria, determiné el licenciamiento de
vacunas mas purificadas, adsorbidas y elaboradas a
partir de cepas genéticamente modificadas con inca-
pacidad de producir FE y FL. Las vacunas desarrolla-
das mediante técnicas de ingenieria genética seran
fundamentales para lograr estos objetivos.

Los primeros trabajos sobre la utilizacion de B.
anthracis como arma biolégica datan de la Primera
Guerra Mundial, cuando fue utilizado para matar
caballos. Durante la Segunda Guerra Mundial, el
ejército japonés desarrolld la primera arma bioldgica
a base de esporos. En la etapa de la posguerra, mas
precisamente durante la denominada guerra fria,
muchos paises como Estados Unidos, Gran Bretafa,
Canada e Irak no escatimaron esfuerzos en desarro-
llar y perfeccionar este tipo de armamento debido a
ciertas particularidades del esporo, como son su facil
produccion, diseminacion y supervivencia que le dan
cierta supremacia sobres otros agentes etiologicos
como el virus de la viruela humana (small pox) y el
virus del Ebola.

La investigacion sobre produccion de nuevos
inmundégenos, que habia entrado practicamente en
un periodo de estancamiento luego del desarrollo de
vacunas mas seguras, resurgioé con vertiginosidad i-
nusitada después de los ataques a las Torres Gemelas
el 11 de setiembre de 2001 y de la amenaza de uso de
los esporos de antrax diseminados a través de cafe-
rias de aire acondicionado en edificios y aviones y la
contaminacion de encomiendas o cartas. Los esporos
de Bacillus anthracis inhalados producen una elevada
mortalidad, ya que cuando aparecen los signos clini-
cos, que se confunden primariamente con una gripe,
practicamente es demasiado tarde para instaurar un
tratamiento eficaz.

Vacunas basadas en el antigeno protector

La vacuna para uso humano denominada AVA
(Anthrax Vaccine Adsorbed) esta basada en el AP
adsorbido en hidréxido de aluminio y es utilizada en
los Estados Unidos desde hace muchisimos afios,
siendo mas conocida, a partir del afio 2002, con el
nombre comercial de BioThrax.

Las primeras vacunas de uso humano datan
de la década de 1950 en el Reino Unido y desde la
década de 1960 en Estados Unidos. Fueron probadas
y demostraron su efectividad en la prevencion de la
infeccion en muchos modelos animales, incluidos
primates no humanos (Hotchkiss et al., 2005).

La vacuna consiste en material sobrenadante de
B. anthracis cepa V770-NP1-R. Esta cepa tiene como
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caracteristica mantener el plasmido pXO1+ productor
de toxina y haber perdido el plasmido pXO2- respon-
sable de la presencia de la capsula, cultivada en forma
microaerofila en medios definidos, es decir, medios
con una constitucién quimica perfectamente conocida.
El sobrenadante del cultivo es filtrado y adsorbido con
hidréxido de aluminio. El plan corriente de vacunacion
consiste en seis dosis inyectadas por via subcutanea
en un término de 18 meses y una revacunacién anual
(Benson et al., 1998; Brossier et al., 2000; Duesbery
et al., 1998; Ivins et al., 1990; Ivins, 1998; Milne et
al,. 1995; Petosa et al., 1997; Turnbull et al., 1990;
Turnbull, 1991).

Los Estados Unidos disponen, desde 1970,
de la denominada AVA, producida por la Bioport Cor-
poration, compuesta, fundamentalmente y como ya
hemos consignado, por el AP adsorbido en hidréxido
de aluminio, conteniendo, como méaximo, 0,83 mg
por dosis, adicionado 0,0025 a 0,004 % de cloruro
de benzetonio y 0,01 a 0,0037 % de formaldehido,
como conservantes. Algunos lotes contienen como
impureza algo de FL y menor cantidad de FE. Estimula
la inmunidad humoral pero no la celular y se deben
administrar 6 dosis a las semanas 0,2y 4, y a los 6,
12 y 18 meses (Brachman et al., 1962; Fellows et al.,
2001; Friedlander et al., 1999; lvins et al., 1992; lvins
et al., 1994; lvins et al., 1998; Mahlandt et al., 1966;
Pittman et al., 2001).

En el Reino Unido se utiliza una vacuna similar,
pero proveniente de sobrenadante de la cepa Sterne
34F2. Esta vacuna contiene trazas de FE y FL y es
para muchos autores, entre ellos Jones y colaborado-
res (1996), superior a la norteamericana.

Si bien estas vacunas carecen practicamente
de efectos adversos, y estan optimizados, estandari-
zados y protocolizados los pasos de manufacturacion
para eliminar los otros componentes de la toxina,
existe cierta variabilidad en los procesos, quedando
latente la posibilidad de producir reacciones adversas.
Esto provoco el desarrollo de una nueva generacion
de vacunas compuesta por APr (AP recombinante)
purificado de una cepa atoxigénica y aesporogénica
de B. anthracis. Esta vacuna fue probada experimen-
talmente en monos Macacus Rhesus, observandose
que fue capaz de prevenir la infeccion por B. anthracis
inoculados por via aerégena por medio de aerosoles
(Jones et al., 1996; Turnbull, 1991).

Las vacunas a base de cepas con esporas
recombinantes parecen ser mas eficaces que las ob-
tenidas por formas vegetativas clasicas (lvins et al.,
1986). Cohen y colaboradores en el afio 2000 produ-
jeron vacunas con APr. Esta vacuna fue probada en
cobayos a los que se les aplicaba una sola dosis de
5x107 esporas de la cepa MASC10 con capacidad de
expresar, al menos, 100 ug por ml de APr, demostran-
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do proteccion frente al desafio con cepas patégenas.
Esta vacuna, previo andlisis de seguridad y eficacia,
y luego de obtener autorizacion de uso por el Instituto
de Medicina de la Academia Nacional de Ciencias,
EEUU, fue aplicada a las tropas estadounidenses que
se desplazaron a la Peninsula Arabiga (Cohen et al.,
2000). Algunos informes internacionales atribuyeron a
esta vacuna el denominado “sindrome del Golfo”. Este
sindrome se caracteriza por sintomas inespecificos y
variables como cansancio, dolores musculares y de
las articulaciones, jaquecas, pérdida de la memoria y
estrés postraumatico. Su causa es desconocida y no
es mortal, pero puede estar asociada con angustia e
incapacidad excesiva, quizas de origen psiquiatrico
(Schumm et al., 2002).

Ademas del desarrollo de estas vacunas de
nueva generacion, mas seguras e inmunogeénicas,
se estan estudiando vias alternativas de inoculacion
con el objetivo de aumentar la rapidez y eficacia de
la respuesta inmune. La via de inoculacion de AVA
es la subcutanea. Sin embargo, se estan desarro-
llando experiencias utilizando la via intramuscular
que parece generar menos reacciones indeseables
y mayor proteccion. Esto quizas esté determinado
por el dafio que el aluminio ocasiona en la fibra mus-
cular, originando la produccion de DAMPs (patrones
moleculares asociados a dafio) capaces de estimular
el inflamasoma, sensor citosoélico con capacidad para
reconocer patrones comunes de los microorganismos,
detectar su presencia, es decir la infeccion, y luego
liberar mediadores que favorecen el desarrollo de la
respuesta inmune. Tanto la vacuna AVA como la APr
han demostrado ser muy eficaces en la produccién de
IgM e IgG anti AP. Sin embargo, a efectos de lograr
una mejor y mas completa proteccion, es importante
desarrollar vacunas que se apliquen por la via de las
mucosas con el objetivo de generar inmunoglobulina
A secretoria (IgAs).

Vacunas aplicadas por la via de las mucosas

Teniendo en cuenta las tres vias probables de
infeccion con Bacillus anthracis, la via inhalatoria es,
sin duda, la que mayor mortalidad produce, ya que
practicamente carece de sintomatologia post infeccion
y, por lo general, cuando esta aparece, es demasiado
tarde e incluso suele confundirse con cuadros gripales
que retrasan la intervencion profesional y el tratamien-
to especifico.

La inmunidad humoral circulante cumple un
importante rol en la prevencion de la enfermedad, pero
no de la infeccién. Prevenir la infeccidon es crucial en
la afeccion respiratoria.

En este sentido, es de vital importancia el desa-
rrollo de IgAs en las mucosas del organismo.

Con este objetivo, se estan desarrollando vacu-
nas para generar inmunidad en las mucosas mediante
vacunacion oral utilizando como vectores Salmonella
(S. tiphymurium, S. entérica serovar Typhi) o Lacto-
bacillus genéticamente modificados con capacidad de
expresar AP (Coulson et al., 1994; Zegers et al., 1999).

También se encuentran en via de desarrollo
vacunas inoculadas mediante instilacién nasal, a
base de APr asociado a microesferas que se colocan
en la nariz o adsorbidas a liposomas para aumentar
la inmunogenicidad. Una variante interesante es la
utilizacion de una vacuna oral elaborada a partir de
esporos atenuados de cepas de B. anthracis que ex-
presan APr. Se ha desarrollado una vacuna a partir
de la cepa Sterne pXO1-, pXO2- transformada, con
capacidad de expresar el plasmido de APr (pero no to-
xinas ni capsula) e inducir la produccién de IgG e IgAs.

Otra vacuna interesante en via de desarrollo es
la que se elabora a partir de lisados de Lactobacillus
casei con posibilidad de expresar AP, aplicada por via
enteral y con alta capacidad de respuesta especifica.

Trabajos experimentales han demostrado la
eficacia de vacunas en cuyo disefo se utilizan adyu-
vantes como toxina colérica y fosfatidilcolina de soja
y otras a base de AP micro encapsulado en esferas
de 100 kDa de poli L- lactato. También ha resultado
exitosa la utilizaciéon de una vacuna a base de esporos
de la cepa ASterne pXO1-, pXO2-, con posibilidad de
expresar AP e inducir una respuesta anti AP mediada
por IgG e IgAs cuando se la aplica por via oral a co-
bayos, siendo capaz de proteger animales vacunados
cuando se desafian con 20 DL, de B. anthracis. Las
ventaja de estas vacunas orales reside en la facilidad
de aplicacion de las mismas, teniendo en cuenta el
plan basico de inmunizacion que consta, como mi-
nimo, de 6 aplicaciones (Aloni-Gristein et al., 2005;
Flick-Smith et al., 2002; Mikszta et al., 2005; Sloat et
al., 2005).

Vacunas de doble proteccion

Se han elaborado vacunas complementando
al APr con antigenos capsulares y con antigenos
propios de la superficie del bacilo, como el B¢c1A. La
idea conceptual es la de tratar de inhibir el desarrollo
de formas vegetativas, favoreciendo la fagocitosis por
los anticuerpos anti-antigenos capsulares, y evitar la
posterior formacion de toxinas.

Por otra parte, el AP, ademas de ser secretado
por la forma vegetativa de la bacteria, se encuentra
en pequefias cantidades en la superficie de los espo-
ros sin germinar y, por lo tanto, los anticuerpos anti
AP pueden unirse a los mismos. Esto disminuye la
germinacion y favorece la captacion por parte de los
macréfagos para su destruccién, de acuerdo con lo
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observado in vitro cuando se los enfrenta a cultivos
de macréfagos. Si bien es una alternativa valida,
otros autores postulan que la presencia de pequefas
cantidades de anticuerpos circulantes puede facilitar,
por efecto opsoénico, la endocitosis rapida de esporos
y asi favorecer el desarrollo de la enfermedad, si la
tasa de anticuerpos circulantes presentes no permite
la neutralizacién de la toxina a generar.

Considerando la mayor proteccion ante la des-
carga de formas patégenas, se obtuvieron resultados
satisfactorios inmunizando ratones con vacunas a
base de AP, adicionadas con antigenos capsulares y
esporos inactivados con formol. Esta vacuna a esporos
inactivados es conocida como FIS (formol inactivate
spore) (Hahn et al., 2006; Rhie et al., 2003).

Vacunas de esporos inactivados

En el afio 2000, Cohen y colaboradores de-
mostraron que los anticuerpos generados contra los
esporos contribuyen a la inmunidad. El trabajo se
realiz6 en cobayos a los que se les inocularon esporos
inactivados en suspension. EI AP ligado al esporo en
pequefa concentracion genera los Ac especificos y
facilita la endocitosis y destruccién de los mismos.
Es necesario destacar que, para generar respuesta
inmune, esta vacuna debe contener una alta carga
de esporos dado la escasa concentraciéon del AP en
la superficie de los mismos. Otra condicion necesaria
es que la misma esté adyuvada.

Sin embargo, Brossier y colaboradores, en el
afo 2002, hicieron lo mismo en conejos, encontran-
do proteccion parcial y observando que mejoraba la
eficacia de la vacuna cuando se adicionaba AP a los
FIS (Brossier et al., 2002; Cohen et al., 2000; Glomski
et al., 2005; Steichen et al., 2003).

Vacunas sobre la base de capsulas

La obtencion de una vacuna con capacidad de
neutralizar la propiedad antifagocitica de la capsula
es una alternativa sumamente interesante, ya que
permitiria, ni bien el esporo germina, la opsonizacion,
endocitosis y destruccion antes de que la forma vege-
tativa dé lugar a la produccion de las toxinas.

Uno de los problemas a resolver es que la cap-
sula posee poca capacidad inmunogénica, haciéndose
necesario copular o asociar la misma a una proteina
que le proporcione capacidad de impacto sobre el sis-
tema inmunoldgico. Su poca capacidad inmunogénica
se debe a su estructura quimica y a la carga negativa
que posee, lo que determina que se comporte, practi-
camente, como un antigeno T-independiente (Chabot
et al., 2004; Maurer et al., 1965; Schneerson et al.,
2003; Wang et al., 2004).

Carbunco: Prevencion de la enfermedad

Vacunas de plasmidos

La inoculacion del plasmido codificador del
AP al ratén induce la produccion de IgG con titulos
no muy elevados, pero éstos aumentan rapidamente
con la aplicacion de un booster o refuerzo a base de
APr. Existe una vacuna de disefio elaborada por el
USAMRIID (Instituto de Investigaciones Médicas sobre
Enfermedades Infecciosas del Ejército de Estados
Unidos) que protege al cobayo de la inhalacién de
esporas (Little et al., 1986).

Otros tipos de vacunas ensayadas

Pasteur, Chamberland y Roux, en 1883, ensa-
yaron, al menos, tres tipos de vacunas con bacilos
muertos con escaso éxito.

En 1956, Schlingman y colaboradores ob-
tuvieron una vacuna a partir de filtrado estéril del
sobrenadante rico en AP, purificado y concentrado,
con escasa presencia de PE y FL. Varios grupos de
investigadores (Puzzis & Wright, 1954; Darlows et al.,
1956; lvins et al., 1995; Ivins et al., 1998; Firedlander
etal.,1999), encontraron que estas vacunas protegian
al mono rhesus de la inhalacion de esporas. Cuando
esta vacuna se inoculd al mono Macacus Rhesus por
via intramuscular se comprobd la formacion de IgG e
IgM, y cuando fue aplicada por via nasal la presencia
de IgAs.

Beznosov y colaboradores, en 1997, extraje-
ron una proteina de 92kD de la forma vegetativa de
la cepa de B. anthracis STI-1 atenuada, utilizando
lauril-sarcosilato sodico al 3% y a 4°C, y purificada
mediante cromatografia de absorcion en hidroxiapatita
y adicionada con adyuvante de Freund. Fue probada
con éxito en ratones (Beznosov et al., 1997).

Todas estas vacunas necesitan estar adyuva-
das para aumentar su capacidad de impacto, utilizan-
dose, entre otros, hidroxido de aluminio, monofosforil
lipido A, Bordetella pertussis y Corynebacterium ovis,
lo que aumenta las reacciones vacunales.

Se ha ensayado para animales el adyuvante
denominado Detox, compuesto por las paredes de
Mycobacterium phlei o de Mycobacterium bovis, ricas
en muramildipéptido (MDP) mas 10 % de monofosforil
lipido A (MPL) y 2% de escualeno.

El triple mix o Tri Mix es un adyuvante que uti-
liza como base el Detox mas dimicolato de trealosa
y emulsién de MPL unido a escualeno-lecitina-tween
80. Brussiére y colaboradores, en 1995, utilizaron este
tipo de adyuvante y demostraron que la aplicacion de
esta vacuna puede causar uveitis y artritis.

Estos adyuvantes no estan autorizados para
ser usados en vacunas para seres humanos, y si bien
no figuran en los protocolos de composicion de las
vacunas empleadas en los soldados, en varios cientos
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de afectados por el sindrome de la Guerra del Golfo
se encontraron anticuerpos antiescualeno, haciendo
pensar en su uso secreto (Nass, 1998).

Cuando se desarrollan vacunas, el desafio
primario es conseguir una buena inmunogenicidad y
una baja reactogenicidad. Ademas, deben ser seguras
e incapaces de revertir la patogenicidad (si se trata
de cepas atenuadas) y de no provocar reacciones
adversas graves.

El desafio actual para los investigadores es
desarrollar vacunas que, ademas de las propiedades
citadas, sean capaces de brindar proteccién ante
cepas cuya patogenicidad sea modificada intencional-
mente para ser utilizadas en la guerra bioldgica, con
el agravante, ademas, de que estas cepas pueden
poseer resistencia a los antibiéticos.

El desarrollo de nuevas vacunas de disefo fue
posible a partir del conocimiento de la estructura pro-
tedmica de B. anthracis. Identificar las proteinas que
el bacilo expresa especificamente o preferentemente
durante la infeccion, o aquellas que contribuyan a la
virulencia, sera seguramente de vital importancia en
el desarrollo de nuevas vacunas.

En este aspecto, debemos resaltar los esfuer-
zos en desarrollar vacunas con nuevos antigenos,
utilizando como base subunidades multivalentes. El
inconveniente que presentan este tipo de vacunas,
como todas las de subunidades, es que precisamente,
por tratarse de fracciones antigénicas del bacilo, se
pierde capacidad de impacto sobre el sistema inmune
y requieren adyuvantes muy importantes para el reco-
nocimiento escalonado a través de los PRRs.

Sin embargo, cuando se compara la eficacia
de la proteccién conferida por una vacuna a base de
esporas vivas como la cepa Sterne con la conferida
por vacunas de subunidades, nos encontramos que,
en general, es mayor la proteccién brindada por la
esporovacuna, a pesar de que la de subunidades
genera una buena respuesta anti AP. En 1986, Little
y Knudson encontraron que la vacuna Sterne confirio
una proteccion del 80 % frente a la descarga de 1000
esporos, mientras que la de subunidades brindd
solamente una proteccion del 50 % en las mismas
condiciones. Casi con seguridad podemos afirmar que
esta diferencia en la eficacia a favor de la cepa Sterne
se debe a la formacion de cantidades relativas de FE
y FL que, aunque indeseables desde el punto de vista
de la reactogenicidad, colaboran grandemente en los
fenémenos de proteccion a campo (lvins ef al., 1998).

Cuando se compara la respuesta de distintas
vacunas se debe tener muy en cuenta el sistema de
evaluacion utilizado. Cuando se realizan evaluaciones
solamente in vitro, como por ejemplo cuantificacion de
anticuerpos, se dejan de lado otros factores que hacen
a la patogenicidad in vivo y los resultados pueden ser

disimiles y quizas una vacuna que in vitro denota una
excelente produccion de anticuerpos especificos no
nos brinde, in vivo, una proteccién adecuada.

En la actualidad, a través de la ingenieria ge-
nética, se ha logrado insertar dentro de especies del
genero Bacillus, particularmente B. subtilis, que no
posee la capacidad natural de producir toxinas, el gen
capaz de codificar y hacer expresar AP (lvins ef al.,
1986). Se han elaborado vacunas a partir de este AP
y se logré producir proteccion en el cobayo.

La proteccion inducida por vacunas elaboradas
a partir de AP producido por B. amyloliquefaciens fue
mucho mas eficiente que la obtenida a partir de B.
subtilis.

Se ha obtenido AP atoxico utilizable como va-
cuna a partir de Lactobacillus casei y también a partir
de B. subtilis lisogenizado por el fago phi 105.

El USAMRIID obtuvo una vacuna a base de
una mutante de la cepa Sterne, cuya supervivencia
depende de ciertos cuerpos aromaticos. Estos cuerpos
aromaticos necesarios para la supervivencia del bacilo
no se encuentran presentes en los tejidos humanos.
Por lo tanto, cuando es utilizada como vacuna, esta
cepa tiene la particularidad de reproducirse, aunque
en forma limitada, y no tiene capacidad de difundir e
invadir el organismo.

Las vacunas desarrolladas a partir de cepas con
mutaciones que afectan la distribucion de las mismas
en el hospedador pueden resultar muy peligrosas,
ya que se ha determinado que son muy inestables
y pueden revertir a la forma patégena. No obstante,
las nuevas técnicas de secuenciacion y mutagénesis
pueden hacer mas eficiente y segura la produccion
de estas vacunas.

El desarrollo de nuevas vacunas exige el cum-
plimiento de estrictos protocolos que garanticen la
eficacia y la falta de reactogenicidad.

Condiciones requeridas para los ensayos de
vacunas

Cuando se realizan estudios en los que se com-
para la eficiencia de dos 0 mas vacunas, los mismos
deben realizarse en sistemas bioldgicos fiables que
produzcan resultados similares (Belton et al., 1956;
Brachman et al., 1945; Pittman et al., 2002).

En general, las vacunas de uso en medicina
humana son probadas, en cuanto a su seguridad,
con distintos modelos en primates no humanos. Ge-
neralmente, el ratén y el cobayo son especies dificiles
de proteger cuando se descargan cepas totalmente
virulentas de B. anthracis. El tipo de raton utilizado es
crucial en las pruebas, ya que la susceptibilidad varia
grandemente segun las lineas genéticas. Un estudio
compar¢ diez lineas celulares encontrando variantes
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sustanciales en la DL, y en el tiempo necesario para
producir la enfermedad, variando éste desde 3 a 6,5
dias.

También se encuentran importantes diferencias
con relacion a la DL, cuando se desafian con cepas
atenuadas. Por ejemplo, algunas cepas de ratones
como laA/J son sensibles a una DL, de 1,1x10° espo-
ros de la cepa Sterne, mientras otras cepas, como la
C58/J, son resistentes a una descarga de esta misma
cepa con mas de 107 esporos. Las mismas diferencias
se encontraron con respecto a la DL, de esporos y
cuando se utilizd la descarga de toxinas. Por ejemplo,
la cepa de rata denominada Fisher 344 es muy sensi-
ble a FLy es, por ende, la mas cominmente usada. De
la misma manera que ciertas cepas de ratas muestran
una sensibilidad extrema a las toxinas, paraddjicamen-
te resultan muy dificiles de infectar, mientras que otros
animales, como los cobayos, son muy resistentes a
las toxinas y pueden morir cuando se las infecta con
una escasa cantidad de esporos. La razén de esta
discrepancia no esta muy bien estudiada, pero parece
ser que la diferencia radica en la capacidad del esporo
para germinar en el hospedador, en la capacidad de
expresion de los receptores de AP, en la respuesta
inmune y en la sensibilidad a las toxinas.

Uno de los métodos mas comunmente utilizados
in vitro para evaluacion de vacunas es el método de
ELISA, fundamentalmente para medir anticuerpos
antitoxicos o anticapsula.

También se utilizan métodos de seroneutraliza-
cion, sobre todo anti-FL, mediante los cuales los ma-
croéfagos murinos son protegidos in vitro con antisuero
anti FL purificado. Este método de seroneutralizacion
es tomado como gold estandar para evaluar res-
puestas a vacunas anti AP, aunque algunos estudios
posteriores demostraron que estos titulos no guardan
correlacién exacta con la proteccion in vivo.

La medicion de la inmunidad mediada por célu-
las no se utiliza, probablemente porque B. anthracis es
un patégeno de vida extracelular y cuya patogenicidad
esta ligada fundamentalmente a la accion téxica.

Probablemente, la evaluacion de las nuevas
vacunas requerira de la combinacién de pruebas
mas complejas que incluyan respuesta de anticuer-
pos, neutralizacion de toxinas, muerte de bacterias e
inmunidad celular.

Vacuna Sterne: generacion de respuesta
inmune

La vacuna de uso veterinario contra carbunco
bacteridiano cepa Sterne es la Unica vacuna aproba-
da por el SENASA para utilizacién en la Republica
Argentina.

Es una vacuna a base de esporos, clasificada
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técnicamente como esporovacuna, que contiene,
como minimo, 10.000.000 de esporas por mililitro,
suspendidas en partes iguales de solucién salina
bufferada y glicerina, adicionada de saponina como
coadyuvante de la inmunidad.

Como es sabido, la caracteristica esencial de la
cepa Sterne, es de ser acapsulada y acapsulégena,
pero mantiene la capacidad de producir los tres facto-
res componentes de su Unica toxina: el AP, FE y el FL.

Practicamente, la Unica diferencia entre la cepa
Sterney el B. anthracis patégeno, comiunmente deno-
minado cepa de campo, es la falta de capsula, ya que
la capacidad de producir toxinas es desde el punto de
vista cuali-cuantitativo, practicamente la misma.

La enfermedad a campo se produce cuando
los esporos de B. anthracis ingresan al organismo,
encuentran las condiciones ideales de germinacion
y pasan a la forma vegetativa capsulada. La capsula
tiene como funcién principal impedir la fagocitosis y
asi escapar a los mecanismos de destruccion por los
PMN para poder continuar su desarrollo y elaborar,
finalmente, la toxina responsable de la muerte del
animal.

Cuando se inocula la vacuna Sterne la saponi-
na presente en la formulacion produce un fenédmeno
inflamatorio severo en el sitio de inoculacién. Como en
todo proceso inflamatorio la tensidn parcial de oxigeno
es menor que en los tejidos normales. Esta microae-
rofilia favorece el pasaje de la forma esporulada de
resistencia a la forma vegetativa carente de capsula
y asi es susceptible de ser fagocitada y eliminada por
los PMN. De esta manera, el organismo va eliminando
la misma pero una pequena cantidad de bacilos que
escapa a los mecanismos fagociticos va liberando
limitadas cantidades de toxinas con capacidad de
estimular el sistema inmune, lo que determinara la
generacion de una respuesta antitdxica que protegera
de la enfermedad.

Los anticuerpos antitoxicos son los principales
responsables de la proteccion, teniendo en cuenta
que estamos ante una septicemia, siendo las toxinas
liberadas la principal causa de muerte. Hasta el mo-
mento, no se ha puesto énfasis sobre la inmunidad
mediada por células, pero es indudable que la misma
debe tener injerencia en algun proceso intermedio
y, como mencionan recientes trabajos, en procesos
colaborativos en la prevencién y/o desarrollo de la
enfermedad (Ingram et al., 2013).

Si bien esta secuencia de acontecimientos es
comprensible y l6gica, creemos que es demasiado su-
perficial y que no contempla algunas particularidades
que tiene esta bacteria cuando es analizada a la luz
de los conocimientos actuales.

Cuando estudiamos el fenédmeno con mas pro-
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fundidad, surgen algunas dudas y nos permitimos pre-
suponer que la realidad es algo diferente a la expuesta.

El primer interrogante que cabe preguntarse
es la siguiente:

Si la cepa vacunal tiene la capacidad de pro-
ducir la misma cantidad de toxina que la cepa pat6-
genay la generada por ésta provoca supresion de la
respuesta inmune innata, afectando PMN, CD, LB y
macrofagos, es dable suponer que la misma toxina
producida por la cepa vacunal deberia provocar un
efecto similar sobre las células del sistema inmune.

Es mas, cuando se realizan pruebas de segu-
ridad sobre la vacuna terminada y estandarizada en
cobayos se observa que el peso que, segun la técni-
ca, debe ser de 550 a 600 g, es determinante para la
supervivencia de los animales. Si utilizamos cobayos
de menor peso, por ejemplo, de 250 g, es probable
que ninguno de ellos sobreviva.

Por otra parte, cuando la vacuna, por erroren la
estandarizacion, superalas 15.000.000 de esporas por
ml, se hace necesario realizar pruebas complementa-
rias en ovejas para demostrar la seguridad. También
existen referencias de que algunos terneros de 3 a 4
meses que por error fueron vacunados con el doble
de la dosis (84 ml), han muerto como consecuencia
de la vacunacion.

Esto es indicativo de que es una vacuna con
una significativa capacidad toxica potencial.

Todo esto nos llevé a profundizar la investiga-
cion sobre los reales mecanismos inmunitarios que
despliega la vacuna. No hemos encontrado en la
bibliografia informacion precisa que permita dilucidar
la cuestion.

Segun nuestro punto de vista, el mecanismo
inmune estaria mediado por una serie de sucesos:

1.- Se ha demostrado que no todas las CD o
macréfagos son sensibles a la toxina. Algunas de estas
células se ven afectadas por ella, mientras que otras
del mismo individuo son resistentes. Es mas, dentro de
la misma especie, existen razas que son resistentes a
la enfermedad, precisamente por no verse afectadas
estas células.

2.- Diversos autores, a través de comunicacio-
nes personales, nos han referido que aparentemente
el primer factor que el bacilo secreta es el APy, poste-
riormente, los otros dos. Esta aseveracion nos permite
postular que este AP puede ser captado porlas CD en
una etapa temprana, para ser procesado, presentado
y transportado al linfonédulo para iniciar la respuesta
inmune. Debemos recordar que las CD a partir de su
origen en la médula 6sea, tienen alta capacidad fago-
citica con muy baja o nula expresion de moléculas de
coestimulo, como CD80/86 y CMH, moléculas que se
adquieren a través de su proceso madurativo. A partir

del momento en que toman contacto con un antigeno,
tal como el AP, migran hacia el linfonddulo y dan origen
a los procesos de induccion de la respuesta inmune,
para que las células plasmaticas elaboren los primeros
anticuerpos antitoxicos.

3.- Tampoco debemos olvidar que en la genera-
cion de la respuesta inmune interviene una gran canti-
dad de CD, macrdéfagos y linfocitos B y que algunos de
ellos pueden ser resistentes a la accion toxica e inducir
respuesta, mientras que otros sucumben a la toxina.

4.- El AP presente en el esporo, a pesar de
hallarse en una pequefa cantidad, puede, al ser in-
gerido por el macrofago, iniciar una respuesta inmune
temprana especifica.

De acuerdo con nuestro criterio, seria rele-
vante la hipotesis de que el factor AP es liberado
prontamente y, en primer término, lo que permitiria
el procesamiento, la presentacion y el transporte al
linfonddulo de los epitopes especificos, iniciando la
respuesta inmune contra éste.

Estas CD ya no se verian afectadas por la pro-
duccion de los otros factores, FE y FL.

Cuando el proceso infeccioso avanza y estos
factores son liberados con posterioridad al AP, las
poblaciones de CD y macréfagos responsables de la
induccion de la respuesta inmune sensibles a la toxina
se veran afectadas y no podran ejercer su funcion
especifica.

Las poblaciones celulares no sensibles a la to-
xina no se verian afectadas por las mismas y desarro-
llarian sus funciones propias, originando la inmunidad
antitéxica. A medida que se van liberando pequefnas
cantidades de Ac especificos, estos se unen al AP
libre formando inmunocomplejos, los que son opso6-
nicamente endocitados. Esto favorece la formacién y
liberacion de nuevos Ac antitéxicos.

El trabajo recientemente publicado por Ingram
et al. (2013) demuestra la importancia que poseen
los receptores especificos de union de la toxina a la
célula, no sélo en la enfermedad, sino en la respuesta
inmune a vacunas. Estos autores demostraron que la
exposicion previa a pequefias cantidades de toxina
modula negativamente la expresion de los receptores
(ANTXR) vy, por consiguiente, la captaciéon del AP, lo
que provoca la iniciacion del proceso téxico cuando
se unen los FE o FL.

Trabajos publicados con anterioridad analizan-
do tres tipos de poblaciones humanas: naturalmente
infectados, vacunados y no expuestos, demostraron
una notable variacion de expresion de los receptores
especificos en sus leucocitos (Maldonado-Arocho
et al., 2006; Warfel et al., 2005). Analizando los por-
centajes de ANTXR1 presente en los monocitos de
donantes voluntarios de sangre, encontraron grandes
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diferencias en la expresién de los receptores espe-
cificos, por lo que clasificaron a estas poblaciones
en grupos denominados de “baja” o “alta” capacidad
de expresion. Estos resultados establecen notables
diferencias de sensibilidad hacia la toxina en lineas
de células linfoblasticas humanas, como resultado,
en parte, de los niveles de expresion de ANTXR2
(Martchenko et al., 2012).

Trabajando con padres e hijos, descubrieron,
ademas, que la variedad de expresion esta ligada a
procesos genéticos. Estos hallazgos confirman, de
manera contundente, la presencia de células sensibles
y otras refractarias a la toxina, detallando, ademas, el
fundamento de su comportamiento. Estos resultados
permitieron a los autores postular la existencia de
una estrecha correlacién entre la susceptibilidad a los
efectos de la toxina en modelos animales in vivo e in
vitro y la elevada expresion de receptores ANTXR1
(Martchenko et al., 2012; Salles et al., 2006; Young
et al., 2007). Los individuos con alta capacidad de
expresion de receptores poseen una elevada suscep-
tibilidad a la infeccién, como asi también al desarrollo
de una enfermedad mucho mas severa (Doganay et
al., 2010; Warfel et al., 2005).

Estos estudios fueron realizados con pacien-
tes que habian padecido antrax cutaneo y recibido
tratamiento antibiotico. Curiosamente, los individuos
recuperados presentaban baja capacidad de expresion
de los receptores. Esta reduccion de la expresion de
receptores podria estar relacionada con la elevada
persistencia de toxina en los individuos infectados.

Esta demostrado que el FL produce activacion
del inflamasoma de las células afectadas determi-
nando la activacion del sistema de las caspasas y
liberacion de citoquinas proinflamatorias, originando
la muerte rapida de los macroéfagos por piroptosis
(Muehlbauer et al., 2007; Popov et al., 2002; Terra et
al., 2010). Por lo tanto, es posible que mediante este
mecanismo puedan haberse eliminado muchas de
las células que expresan ANTXR1 en la poblacion de
individuos que han estado expuestos previamente y
por largo tiempo a la toxina, sobreviviendo aquellas
células con baja expresion de receptores. Se ha suge-
rido que esta activacion inducida por la LT del Nirp1b
(inflamasoma) y la posterior y consecuente muerte
de los macréfagos puede ser una respuesta inmune
innata de proteccion, en oposicidon a mecanismos de vi-
rulencia utilizados por B. anthracis (Terra et al., 2010).

Las personas vacunadas reciben una exposi-
cion primaria intensa al AP, componente principal de
la vacuna. Las concentraciones de FE y FL son muy
bajas y puede afirmarse que estos dos factores son
“contaminantes” indeseados pero presentes en el
inmundégeno, a pesar de los procesos de purificacion
de esta vacuna. Consecuentemente, estos individuos
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estan expuestos a una cantidad muy inferior de toxinas
que los infectados.

También quedd demostrado que el marco infla-
matorio del proceso, vacunal o infeccioso, juega un
rol muy importante en la expresion de receptores. Sin
ninguna duda, el correspondiente a la infeccidn natural
es diferente al provocado por la vacunacion.

Los monocitos de los individuos no expues-
tos previamente tienen una gran capacidad de fijar
AP mas alla de si se encuentran clasificados en los
grupos con “baja” o “alta” capacidad de expresion de
receptores. Esto, sin ninguna duda, esta asociado a
la co-expresion de ANTXR2 y/o beta1 integrinas en
los monocitos. Si bien no fue posible en el estudio
evaluar cantidades de AP ligados a las células, quedo
claramente demostrado que una reduccion de los ni-
veles de presencia de ANTXR1 provoca una reduccion
considerable de macrofagos que han adherido AP.

El receptor ANTXR2 ha demostrado tener una
mayor afinidad para ligar AP que el ANTXR1 (Scobie ef
al., 2003). Sin embargo, existen sustanciales diferen-
cias en relacion con el pH del sitio donde se produce
la adherencia. Asi, los receptores ANTXR2 prefieren
un pH acido de 5 a 6, mientras que los ANTXR1 lo
hacen a pH mas fisioldgico, entre 6y 8 (Fu ef al., 2010).

Analizada en conjunto, queda claro que la
reduccion del porcentaje de monocitos que expresan
ANTXR1 podria tener un papel fundamental en la
respuesta del huésped a las toxinas de antrax.

También ha quedado demostrada la importan-
cia, casi desconocida hasta el momento, de la produc-
cién de IFN-y por parte de las células T especificas
anti AP provocando una disminucion de la expresion
en los monocitos de los receptores ANTXR1. Por otra
parte, modelos murinos han sugerido que el IFN-y
originado como respuesta de las células T CD4 es
protector frente a las esporas de antrax (Muehlbauer
et al., 2007).

Los resultados y conclusiones presentadas
parecen tener implicancias relevantes en lo que hace
a la eficacia de la vacuna. Sin embargo, se hacen
necesarios posteriores estudios acerca de la corre-
lacién de los niveles de union de AP, la expresion de
los ANTXRs, las respuestas de células T y los titulos
de anticuerpos.

Dado el papel desempenado por ANTXRs en
la susceptibilidad a la toxina del antrax, (Salles et al.,
2006; Young et al., 2005) la relacion inversa entre el
porcentaje de monocitos que expresan ANTXR1 y la
magnitud de las respuestas de células T, cualquier
desarrollo de vacuna o adyuvante que sea capaz de
regular negativamente la expresiéon de los ANTXR
podria resultar beneficioso para la efectividad de la
misma.
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Se requieren futuras investigaciones que permi-
tan desentrafiar el mecanismo intimo de induccion de
la inmunidad, la funcion especifica de linfocitos T, la
produccion de INF-y y la proteccién de los individuos.

Carbunco en Argentina

Las primeras citas referentes a la aparicion de
carbunco en la Republica Argentina podemos
encontrarlas en las actas del Cabildo de Buenos Aires
entre los afos 1590 y 1609.

El Dr. Francisco Javier Muiiz (1795-1871) mé-
dico y cientifico argentino, describié un caso humano
de la enfermedad en el afio 1847.

En 1859, Luis Pasteur, conocedor de la proble-
matica que representaba el carbunco en la Republica
Argentina, envié numerosas dosis de la vacuna por él
elaborada para la prevencion de la enfermedad.

Con posterioridad, José Hernandez en su pu-
blicacién del afio 1882 menciond el carbunco como
“el grano, enfermedad conocida desde tiempos muy
antiguos” e indica la necesidad de no desollar animales
muertos de manera inesperada.

En 1886 se registré fehacientemente la va-
cunacion con vacuna Pasteur en una estancia de
Gualeguay, Entre Rios.

El Dr. Bidali fue uno de los pioneros e impulso-
res de la elaboracién de la vacuna en el pais, pues
habiendo trabajado con Pasteur comprendio la nece-
sidad imperiosa de prevenir la enfermedad que para
ese entonces provocaba grandes mortandades de
bovinos, como asimismo la transmision del carbunco
a las personas involucradas en tareas rurales.

En la Republica Argentina fueron utilizadas en
forma rutinaria durante muchisimos afios las vacunas
Pasteur, denominadas Pasteur | y Pasteur Il. También
fue utilizada una cepa denominada Chaco, probable-
mente de patogenicidad intermedia entre las Pasteur
I'y 11, de dificil caracterizacion, la denominada Delphy
5y la cepa Sterne.

Mediante la Resolucion 705/81, SENASA es-
tablecié las normas de elaboracion, control y uso de
la cepa Sterne. La Ley N° 6703/1961 y la Resolucion
115/2014 establecieron la obligatoriedad de la vacuna-
cion en la provincia de Buenos Aires. La provincia de
Santa Fe, mediante la Resolucion N° 1007/14 vigente,
establecioé el “Plan de Vacunacién obligatorio” contra
carbunco bacteridiano.

Por otra parte, las autoridades de Salud Publica
Nacional acordaron recomendar a la Comision Provin-
cial de Sanidad Animal (COPROSA) la implementacion
de un plan superador de lucha contra el carbunco que
incluya la vacunacion obligatoria en conjunto con la
fiebre aftosa. También se establece la figura de “Ve-
terinario Corresponsable Sanitario”.

El Ministerio de Agroindustria de la Provincia
de Buenos Aires, mediante la Resolucion 115/2014,
establecié una serie de medidas que pueden consul-
tarse en la pagina de la institucion: http://www.maa.
gba.gov.ar/2010/SubPED/Ganaderia/carbunclo.php.

Desde el afio 2002 a la fecha, el Dr. Ramoén
Noseda y el Laboratorio Azul emiten informes y alertas
de casos de carbunco rural en la Provincia de Buenos
Aires, habiéndose creado el “Area de evaluacion de
carbunco rural en la provincia de Buenos Aires” cons-
tituida por 30 partidos de la misma.

El Dr. Noseda, en su informe anual correspon-
diente al afio 2015, presento los resultados de la eva-
luacion en tres areas de vacunacion anticarbuncosa
simultanea con aftosa:

a) Area de Alerta y Respuesta (partido de Azul, provin-
cia de Buenos Aires). En 2014 se vacunoé el 85 % de
la poblacion blanco, mientras que en 2015 se vacuno
el 68 %, es decir, 17 puntos porcentuales menos de
bovinos vacunados.

b) Provincia de Buenos Aires. Segun datos no oficia-
les, en la campafia de 2014 se vacuno el 83 % de la
poblacién blanco estimada, mientras que, en 2015,
solamente se vacuno el 63 %, es decir, 20 puntos
porcentuales menos.

c¢) Provincia de Santa Fe. Durante 2014 se vacuno el
73 % de su poblacion blanco expuesta mientras que,
en 2015, se logré vacunar el 86 %, es decir, 13 puntos
porcentuales mas que el afio anterior.

Conclusiones

B. anthracis es un patdégeno con caracteristicas
muy particulares, responsable de provocar una grave
enfermedad septicémica en diversas especies anima-
les y en el hombre. Por otra parte, constituye un arma
biolégica utilizada desde la Primera Guerra Mundial,
cobrando inusitada importancia en los ataques bio-
terroristas con posterioridad a la caida de las Torres
Gemelas en el ano 2001.

Desde los trabajos de Pasteur en el siglo XIX
se han desarrollado vacunas elaboradas a partir de
distintas variantes de la cepa de campo patdégena
hasta las noveles vacunas desarrolladas mediante
ingenieria genética. Todas apuntan a un denominador
comun: vacunas muy eficaces, seguras y carentes de
reacciones adversas. Sin embargo, nuevos desafios
asoman en el horizonte. La posibilidad de que se
utilicen en bioterrorismo cepas genéticamente modi-
ficadas y/o resistentes a antibiéticos, hace necesario
el desarrollo de vacunas que generen una respuesta
inmune cuali-cuantitativamente superior, con capaci-
dad de neutralizar esas posibles mutaciones genéticas
del bacilo. Ademas, deberian ser capaces de inducir
IgAs a efectos de prevenir la infeccion, sobre todo
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para proteger contra la presentacion respiratoria de
la enfermedad, forma elegida preferentemente para
los ataques biolégicos.

Las vacunas destinadas a la especie humana
han sido el objetivo principal del desarrollo tecnolégico,
conociéndose perfectamente el mecanismo de accion
y de proteccién generado por la vacuna.

En medicina veterinaria, practicamente, no se
ha avanzado mucho desde la aparicion de la vacuna a
cepa Sterne. Esta vacuna, si bien en lineas generales
es considerada como segura e inmunogénica, conlleva
un riesgo potencial que es la generacion de todos los
componentes de la toxina, con accién deletérea sobre
el sistema inmune.

Creimos oportuno indagar sobre los meca-
nismos inmunogeénicos intrinsecos de la misma. No
hemos encontrado muchas explicaciones que vayan
mas alla de la tradicional académica. Como resultado
de estas pesquisas y de comunicaciones personales
con autores de relevancia y reconocidos en la materia,
nos permitimos, a modo de presuncion, elaborar la
teoria desarrollada up supra.

Creemos que resultaria de interés generar, a
partir de la presente revision bibliografica, un foro de
discusién que contribuya al conocimiento sobre el real
mecanismo inmunogénico de las distintas vacunas
disponibles.
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Resumen: La cerveza es tan antigua como nuestra civilizacion. Actualmente, ha surgido una gran
variedad de cervezas en América del Sur, alguna con caracteristicas verdaderamente atipicas o
diferentes con respecto al concepto clasico, principalmente elaboradas por el sector “microcervecero”
y/o “artesanal”. Este trabajo consistio en la busqueda, recopilacién y analisis de la normativa técnico-
sanitaria vigente para este tipo de productos en la region. Argentina cuenta con una norma vertical
dentro del Codigo Alimentario Argentino para cervezas «elaboradas artesanalmente», debiendo
cumplir también con las normas horizontales para cerveza establecidas por el MERCOSUR. En la
actualidad, este es el Unico pais en el bloque regional que cuenta con legislaciéon especifica para
estos productos. Brasil y Bolivia cuentan con anteproyectos de normas para definir el producto y
los establecimientos, mientras que el resto de los estados parte no poseen normativa vertical. Co-
lombia posee un registro de este tipo de productos incluyendo en el rétulo el término “artesanal’.
Chile, Ecuador y Pert no cuentan actualmente con ninguna reglamentacioén que haga referencia a
las cervezas elaboradas de forma artesanal. Se concluye que seria conveniente armonizar criterios
o establecer parametros técnicos especificos para las cervezas elaboradas de forma artesanal en la
region, indistintamente de cual sea su jurisdiccion, sin que esto implique el incumplimiento de la norma
general para cerveza. Esta propuesta tiene como objeto resguardar la Salud Publica, garantizar una
leal competencia entre los elaboradores y proporcionar informaciéon adecuada a los consumidores
mediante la correcta rotulacion.

Palabras clave: cerveza, elaboracion artesanal, normativa técnica, América del Sur

Abstract: Beer is as old as our civilization. Nowadays, a wide range of beers has emerged in South
America, some of them with truly atypical or diverse characteristics compared to the classic concept,
manufactured mainly by the “micro brewery” and/or “craft brewery” sector. This work consisted in the
search, compilation and analysis of the technical-sanitary norms applicable to this type of products in
the region. Argentina has vertical regulations within the Argentine Food Code for “craft beers”, which
still requires compliance with horizontal regulations for beers established by MERCOSUR. Currently,
this is the only country within the regional bloc that has specific legislation for these products. Brazil
and Bolivia have regulatory projects to define the product and facilities, while the rest of the member
states do not have vertical regulations. Although Colombia has a registry for this type of products, it
includes the term “crafts” on its label. Chile, Ecuador and Peru do not currently have any regulations
regarding craft beers. In conclusion, it would be wise to harmonize the criteria or establish specific
technical standards for craft beers in the region, regardless of their scope, without this implying the
breach of the general rule for beers. The aim of this proposal consist to ensure the protection of public
health, fair competition among brewers and provide adequate information to consumers at the time
of purchase through accurate labeling.

Key words: beer, craft beers, technical regulations, South America
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Introduccién

La cerveza, bebida alcohdlica elaborada a partir
de agua, cereal, lupulo y levadura, es tan antigua como
nuestra civilizacion. Se cree que su origen esta unido
a los primeros asentamientos humanos junto al desar-
rollo de la agricultura y al alejamiento del modo de vida
nomade (FIFCO). Se considera que los sumerios fuer-
on los primeros en fermentar granos como la cebada.
Fue en el desierto de Sumeria (Mesopotamia asiatica),
hace unos 6.000 afios, donde se hall6 el registro sobre
unas tablas de arcilla con las primeras menciones de
la cerveza, llamada sikaru (Alcazar, 2001).

Esta bebida ha ido modificandose a lo largo del
tiempo, beneficiandose con los progresos cientificos y
técnicos, logrando, de esta forma, un avance y mejora
tecnoldgica, como por ejemplo, la automatizaciéon de
sus procesos (Carrillo, 2009; FIAB, 2009). Algunos de
ellos son: la reduccion de la oxidacion antes y durante
la maceracion, la disminucion en el contenido de sus-
tancias volatiles que afectan la calidad del producto, la
restriccion del consumo de energia en la elaboracion
del mosto (para mermar el costo de produccion y me-
jorar la calidad del producto) y la implementacién de
medidas para contribuir a la gestion de los residuos
cerveceros de elaboracion (Carrillo, 2009).

Se estima que la difusién del consumo de
cerveza en Latinoamérica esta relacionada con la
migracion de habitantes extranjeros y su influencia
(Cerpa & Melo, 2011). En 2015, ocho paises de la
region concentraban la mayor parte de la produccion
de cerveza (291 millones de hectolitros), liderados
por Brasil, México seguidos por otros tres paises con
una cantidad similar: Venezuela, Colombia y Argentina
(Petevel, 2016).

El consumo de cerveza en Argentina es de
44,71 per capita por ano. Esta cifra es la mas alta
entre todas las bebidas alcohdlicas que se consumen
(Ablin, 2014), ocupando el puesto 72 del ranking
mundial. El ranking esta encabezado por la Republica
Checa (147L), Alemania (111L) y Austria (109L). Con
respecto a las ventas, Argentina comercializa 17
millones de hectolitros de cerveza por afo, lo que
permite considerarlo como uno de los paises con
mayor potencial de crecimiento (La Capital, 2016).

En la actualidad, han surgido una gran variedad
de cervezas en la region, alguna de ellas con
caracteristicas verdaderamente atipicas o diferentes
respecto del concepto clédsico, principalmente
elaboradas por el sector “microcervecero” y/o
“artesanal” (Bascur Palacios, 2013). EI volumen de
produccion, la tecnologia implementada, las materias
primas utilizadas, la receta del maestro cervecero
y, principalmente, las diferencias en el proceso de
elaboracion, favorecen el surgimiento de una gran
multiplicidad de estilos (Martinez Mufoz, 2015).

Cervezas artesanales: normativa vigente

En cuanto a los productos, se puede resaltar
que son relativamente nuevos, variados, y sus car-
acteristicas difieren en volumen, materias primas,
composicioén, color, elaboraciéon o produccion, forma
de gasificacion, entre otras. Esto hace que sea dificil
unificar criterios y establecer pautas de indole técnico.

Con respecto a los establecimientos elaboradores
de “cervezas artesanales”, encuadrarlos y definirlos
dentro de un reglamento es un trabajo arduo y
engorroso, en el que idealmente quedarian plasmadas
las cuestiones operativas, técnicas y edilicias que
estos deben cumplir. Los requerimientos deberian
ser contemplados siempre y cuando cumplan con los
requisitos de seguridad e higiene minimos establecidos
para garantizar la inocuidad del producto. Por lo tanto,
establecer las caracteristicas de las “cervecerias
artesanales” y consignar las diferencias con las
industriales no es tarea sencilla, como por ejemplo, en
la definicion de la cantidad de litros producidos por el
establecimiento, es decir, las escalas de produccion.

El consumo de esta bebida se ha ido incre-
mentando debido a cambios sociales y de estilo de
vida. El consumidor busca calidad y diferentes varie-
dades de cervezas, lo que ha provocado un aumento
de pubs y bares que promueven su consumo y en
lo que lo social juega un rol fundamental (Martinez
Munoz, 2015).

En nuestro pais se observa que las “cervecerias
artesanales” han proliferado (20 % anual) (Ablin, 2014)
y, junto con la venta de hamburguesas, son los nego-
cios de moda que registran un crecimiento exponen-
cial de ventas (La Nacion, 2017), con un crecimiento
en variedades y productos que hasta hace poco no
existian ni se elaboraban (Ablin, 2014).

En Argentina, las cervezas cuentan con un
marco legal y técnico a cumplir dentro del Codigo Ali-
mentario Argentino (CAA) en el que se ha incorporado
en su articulado el reglamento técnico MERCOSUR
para este tipo de productos. Recientemente, se ha
establecido legislacion relativa a las cervezas “elabora-
das artesanalmente”, la que nace de la necesidad de
contar con las herramientas legales para legitimarlas.

El objetivo del presente trabajo consistid en
la busqueda y recopilacién de la normativa técnico-
sanitaria en América del Sur, vigente al 1 de junio de
2017, en relacion con las cervezas elaboradas bajo
metodologia “artesanal” y su comparacion con la
situacion técnico-legal de la cerveza.

Normas analizadas

Se llevé a cabo un andlisis de la normativa sanitaria
para las cervezas, con hincapié en las elaboradas
artesanalmente. Los elementos para la realizacion
del analisis comprendieron las normas encontradas y
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vigentes a la fecha de corte: 1 de junio de 2017; tam-
bién se consignaron dos anteproyectos de ley (Brasil
y Bolivia), no vigentes en la actualidad.

Resolucién GMC N°14/01, Reglamento técnico
del MERCOSUR para productos de cervecerias.

Cdédigo Alimentario Argentino (CAA), Capitulo
XIll, articulos 1080, 1081,1082, y 1083.

Resolucién conjunta SPReY y SV N°5-E/ 2017
que dictamina la incorporacion al CAA del articulo N°
1082 bis.

Decreto 6871/09, Brasil Diario Oficial da Unido
- Secgédo 1 - 5/6/2009, Pagina 20 (Publicagao Original).
Disponible en: http://www2.camara.leg.br/legin/fed/de-
cret/2009/decreto-6871-4-junho-2009-588673-norma-
pe-html.

Proyecto de Ley N°5191/13, regulacion de cer-
vezas artesanales. Brasil. Disponible en: hittp://www.
cerevisiaie.com.br/guia-regulamentacao-cerveja-
artesanal.

Norma Boliviana NB 382/2001, productos de
cerveceria, IBNORCA. Bolivia. Disponible en: http://
www.ibnorca.org/images/archivos/IBNORCACATALO-
GODENORMAS2016Noviembre.pdf.

Anteproyecto de norma boliviana, relacionada a
las cervezas artesanales APNB 323001(16) Disponible
en: http://www.ibnorca.org/images/archivos/consulta-
sept15/Septiembre2016/APNB323001.pdf.

Ley N° 18455, con su Decreto Supremo regla-
mentario N °78 del 1986, ultima modificacion: Diario
Oficial n°39.290 del 17 de febrero de 2009. Chile.

Decreto N° 1686 del afio 2012, Colombia. Diario
Oficial No. 48.517 del 9 de agosto de 2012.

Norma Técnica Colombiana NTC 3854. Bebidas
alcohdlica, Cerveza. 1996-03-02.

Norma Técnica Obligatoria N ° 2262, Ecuador.
El Consejo Directivo del INEN aprobé este proyecto
de norma en sesion el 2 de agosto de 2002.

Norma Técnica Peruana 213.014:2016, Peru.
El Peruano. Publicacion Oficial - Diario Oficial, 14 de
abril de 2016.

Decreto Supremo 20-90-ICTIIND, Peru. El Pe-
ruano, 21 de junio de 1990.

Situacion en diversos paises de la region

Argentina, Brasil, Paraguay, Uruguay y
Venezuela integran el bloque regional llamado
MERCOSUR. Este cuenta con la resolucion GMC
N°14/01, reglamento técnico MERCOSUR de
productos de cerveceria. En este documento, se fija la
identidad y calidad de los productos de cerveceria para
el consumo humano, sin mencionar a las cervezas
elaboradas en forma artesanal.

En Argentina, recientemente, se sancioné una
norma para las “cervezas elaboradas artesanalmente”,
con fecha de publicacion 3 de febrero de 2017 en el
Boletin Oficial y entrada en vigencia al dia siguiente.
La Secretaria de Politicas, Regulacion e Institutos
y la Secretaria de Agregado de Valor, en resolucion
conjunta N° 5-E/ 2017, resolvieron en el: “ARTICULO
1° — Incorporese al Cédigo Alimentario Argentino
el articulo 1082 bis, el que quedara redactado de la
siguiente manera: “Podra incluirse la leyenda ‘Elabo-
racion Artesanal’ en el rétulo de aquella cerveza que
cumpla con las siguientes exigencias: a) Que no
utilice en su produccion aditivos alimentarios; b) Que
se encuentre adicionada unicamente con ingredien-
tes naturales; c) Que la elaboracion sea de manera
manual o semiautomatica; y d) Que en el caso que
se le agregue jugos o extractos de frutas, éstos sean
previamente pasteurizados”. Ademas, se destaca
que “a la cerveza que se comercialice con la leyenda
“Elaboracion Artesanal” no se le aplicara el parametro
de turbidez establecido en el articulo 1082 inciso b).
Se permitira el uso del gas autorizado en el articulo
1067”. Cabe remarcar que esta reglamentacion esta-
blece cuales son las condiciones necesarias que debe
cumplir el producto para poder llevar impreso en su
etiqueta la frase “elaboracion artesanal”, generando la
posibilidad de que las empresas rotulen legitimamente
sus bebidas al incorporar la leyenda en su rétulo.

En Brasil, en 2013 se propuso un anteproyecto
de ley N° 5191/13 (Cerevisiae, 2016), con el exclusivo
objetivo de regular la produccién de cerveza artesanal.
La idea del proyecto es definir a la “cerveza artesanal’
e instaurar las caracteristicas de los establecimientos
que producirian este tipo de producto, para ofrecer
simplificaciones en el proceso de registro e inspeccion.
Sin embargo, este proyecto se encuentra actualmente
postergado, debatiéndose en las diversas comisiones,
antes de ser sometida a votacion (Rodrigues et al.,
2014).

La norma 382 del afio 2001 de Bolivia hace
referencia a los productos de cerveceria: definiciones,
clasificacion y requisitos. En relacion a las “cervezas
artesanales”, este pais cuenta con un anteproyecto
de Norma IBNORCA, APNB 323001. La propuesta
de este documento es establecer las definiciones,
clasificacion y los requisitos que deben cumplir las
cervezas llamadas artesanales para su elaboracion
y/o comercializacion en el territorio nacional boliviano.
En la actualidad, este proyecto esta a la espera de
ser aprobado.

Chile cuenta con la Ley N ° 18455, que fija las
normas sobre produccion, elaboracion y comercializa-
cion de alcoholes etilicos, bebidas alcohdlicas y vina-
gres. Esta fue reglamentada por el Decreto Supremo
N° 78 de 1986, estableciendo las normas técnicas
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dispuestas para la elaboracién de cerveza industrial y
otras bebidas alcohdlicas y vinagres. A partir del 2013,
por la creciente actividad en el pais para cervezas de
elaboracion artesanal, el Servicio Agricola y Ganadero
(SAG) tiene dentro de sus funciones fiscalizar la Ley de
Alcoholes 18.455 en cuanto a su produccién y comer-
cializacién y, en el marco de ello, el servicio entrega
una acreditacion para que los establecimientos elabo-
radores puedan funcionar. Por lo tanto, estos deben
inscribir el producto y realizar analisis al mismo para
comprobar graduacion alcohdlica y los ingredientes
que se estan utilizando (Martinez, 2013).

Colombia cuenta con el decreto N ° 1686 del
afno 2012 (Valencia et al., 2015) en el que se hallan
los requisitos sanitarios que se deben cumplir para la
fabricacion, elaboracion, hidratacion, envase, almace-
namiento, distribucion, transporte, comercializacion,
expendio, exportacion e importacion de bebidas
alcohdlicas destinadas para consumo humano. Por
otro lado, el decreto N° 3192 de 1983, reglamenta
parcialmente el Titulo V de la Ley 9 de 1979, en lo
que refiere a fabricas de alcohol y bebidas alcohdli-
cas, elaboracioén, hidratacion, envase, distribucion,
exportacién, importaciéon y venta de estos productos
y establece mecanismos de control en el territorio na-
cional. También posee una Norma Técnica, NTC 3854,
Bebidas Alcohdlicas, cerveza. Hay antecedentes de
que el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamen-
tos y Alimentos — INVIMA, ha concedido registros sani-
tarios a “cerveza artesanal” rubia tipo belgian blond,
quedando establecido el término cerveza artesanal
en el rotulo. En la resolucion N° 2014005947 del 6
de marzo de 2014, por la cual se concede el Registro
Sanitario, se consigna que el producto debe cumplir
con el decreto N° 1686 del afio 2012. Si bien en la
etiqueta es posible expresar la denominacion “cerveza
artesanal”, en dicho decreto no existen referencias ni
definicién del término “artesanal”.

Ecuador posee la Norma Técnica (INEN) N°
2262, “Bebidas Alcohdlicas. Cerveza. Requisitos”.
En ella se establecen los requisitos que debe cumplir
la cerveza para ser apta para el consumo humano.
En el texto se definen los criterios fisicos, quimicos
y microbioldgicos. Los elaboradores de este tipo de
bebidas artesanales se enfrentan, en el momento de
la inscripcion del producto, con una dificultad técnica
y sanitaria especifica: segun la normativa, la cerveza
debe ser pasteurizada, y la “cerveza artesanal” en
Ecuador no lo es, sino que atraviesa otro proceso de
procesamiento (e. comexplus, 2014). Por lo expuesto,
no se garantiza el resguardo de la salud publica. Este
es uno de los puntos importantes de conflicto a la
hora de establecer la normativa técnica para las cer-
vezas elaboradas artesanalmente, pues los muchos
y variados procesos tecnolégicos hacen a las carac-
teristicas de las distintas cervezas. Debido a esto, las
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autoridades del INEN reconocen la necesidad de una
ampliacién de la normativa N° 2262 o inclusive una
norma propia para las cervezas artesanales.

Peru posee varias normas técnicas (NTP)
referidas a la cerveza. Cabe destacar que estas son
voluntarias y estan aprobadas a través de la Direccion
de Normalizacion del Instituto Nacional de Calidad
(INACAL). Mencionaremos la NTP 213.014:2016 Cer-
veza. Requisitos. 3 Edicion que reemplaza a la NTP
213.014:2014. Este pais cuenta con otras normas NTP,
por ejemplo, la que tiene la finalidad de determinar la
densidad relativa en cervezas. Por otro lado, el Decre-
to Supremo 20-90-ICTIIND establece la informacién
que debera llevar inscripta en el empaque, envase
o etiqueta toda bebida alcohdlica que sea puesta en
venta. No se ha encontrado ninguna norma que haga
referencia a las cervezas elaboradas artesanalmente
en este pais.

Sobre la bibliografia consultada, se remarca la
reciente y escasa normativa para las cervezas “ela-
boradas artesanalmente” en la region; de hecho, cabe
destacar la ausencia de legislacion referida o definicion
establecida en el CODEX Alimentarius sobre este tipo
de bebidas elaboradas en forma artesanal. No ocurre
lo mismo con los productos de la cerveceria en general
o industriales, siendo estas normas utilizadas como
marco legal y técnico en la actualidad. Esta situacién
trae como consecuencia la limitacion a los productores
para ampliar su rango de comercializacion y resulta
un obstaculo a la hora de solicitar permisos o habili-
taciones y acceder a créditos.

Desde el punto de vista sanitario, es de suma
importancia contar con requisitos bien definidos segun
el tipo de produccién, en este caso “artesanal”, asi
como los procedimientos de acuerdo con la normativa
aplicable en materia de otorgamiento de permisos sa-
nitarios de funcionamiento, autorizaciones sanitarias
y de certificados de habilitacion de establecimientos
elaboradores.

Discusion y conclusiones

Dado el aumento en la produccién y el consu-
mo de cervezas artesanales basado en el cambio de
habitos sociales, Argentina cuenta con una norma
vertical dentro de su CAA para cervezas “elaboradas
artesanalmente” y no debe incumplir con las normas
horizontales para cerveza establecidas por MERCO-
SUR e incorporadas en su cédigo.

En el resto de los paises la situacion difiere, ya
que predomina la escasa e incipiente normativa para
cervezas elaboradas artesanalmente, a diferencia de
la legislacion para cervezas.

De lo expuesto, se concluye que seria prudente
unificar criterios implementando una norma especifica
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para cervezas elaboradas de forma artesanal en la
region, sin dejar de cumplir con la norma general para
cerveza. Esto garantizaria el resguardo de la Salud
Pudblica y una leal competencia entre los elaboradores
y, ademas, proporcionaria una adecuada informacion
al consumidor en el momento de la compra mediante
una correcta rotulacion.
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Resumen: La rangeliosis es una hemoparasitosis causada por Rangelia vitalii y transmitida por la
garrapata Amblyomma aureolatum, que afecta a perros y otros canidos silvestres. La enfermedad ha
sido diagnosticada en Brasil desde principios del siglo XX, en Uruguay y, recientemente, en Argentina.
El parasito es un protozoo intracelular Apicomplexa que esta emparentado filogenéticamente con Ba-
besia spp., aunque presenta diferencias en su ciclo parasitario. Se han observado formas parasitarias
dentro de eritrocitos, monocitos, neutrofilos y en el endotelio capilar de diversos érganos, como asi
también libres en plasma. El presente trabajo describe la morfologia de cuatro formas parasitarias (o
estadios), observadas en sangre de caninos naturalmente infectados por Rangelia vitalii en Argentina.
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Abstract: Rangeliosis is a tick-borne disease affecting domestic and wild canids caused by Rangelia
vitalii and transmitted by the tick Amblyomma aureolatum. The disease has been diagnosed in southern
Brazil since early XX century, in Uruguay, and, recently, in Argentina. The parasite is an intracellular
Apicomplexan protozoon phylogenetically close to Babesia spp. However, it shows differences in
the life cycle. Parasitic stages have been observed in monocytes, erythrocytes and neutrophils, and
in endothelial cells from several organs, as well as free in plasma. The present study describes the
morphology of four different parasitic stages observed in blood samples from naturally infected dogs
in Argentina.
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Introduccioén

La rangeliosis canina es una hemoparasitosis
transmitida por garrapatas que afecta a los canidos y
es provocada por un protozoo del phylum Apicomplexa
y del orden Piroplasmida denominado Rangelia vitalii.
La enfermedad fue diagnosticada en Brasil como cau-
sada por un piroplasma, Piroplasma vitalii, a principios
del siglo XX (Pestana, 1910). Inicialmente se clasifico
al agente como perteneciente al género Babesia, pero
actualmente se encuentra clasificado en un género
diferente, con diferencias morfoldgicas, bioldgicas y
moleculares que lo separan de los piroplasmas perte-
necientes alos géneros Babesia y Theileria. En género
fue denominado Rangelia como fuera propuesto en
1914 (Carini & Maciel, 1914; Soares et al., 2011).
Los signos clinicos mas frecuentes pueden incluir
anorexia, apatia, anemia, ictericia, hemoglobinuria,
hemorragias subcutaneas, hepatomegalia, espleno-
megalia, linfoadenomegalia, diarrea con o sin sangre
y sangrado espontaneo de orejas, nariz y otras partes
del cuerpo (Da Silva et al., 2011, 2012; Fighera et
al., 2010; Franca et al., 2010; Lorreti & Barros, 2005;
Soares, 2014).

Hasta hace poco tiempo se creia que la garra-
pata marron del perro (Rhipicephalus sanguineus)
estaba implicada en la transmision de la enfermedad.
Sin embargo, estudios recientes han permitido des-
cartarla y demostrar que Amblyomma aureolatum es
el principal vector capaz de transmitir la enfermedad,
de manera transovarica y transestadial (Soares, 2014).

El principal método de diagndstico es la ob-
servacion de estadios del protozoo en muestras
de sangre, médula 6sea o tejidos de los canidos
infectados. Se reporta frecuentemente la presencia
de estadios extraeritrocitarios libres en el plasma o
dentro de células sanguineas (eritrocitos, neutrofilos
y monocitos) y células endoteliales de diversos or-
ganos, particularidad que justifica en gran medida la
separacién taxondémica de este piroplasma de aquellos
pertenecientes al género Babesia (Lorreti & Barros
2005, Soares et al., 2011).

Luego de la inoculacion experimental del para-
sito en caninos, a partir del quinto dia post infeccion
(DPI) pueden comenzar a observarse eritrocitos in-
fectados en sangre capilar. La cantidad de eritrocitos
infectados alcanza su pico alrededor de los 9-11 DPI.
Entre los 17 y los 21 DPI, los parasitos se observan
mayormente dentro de leucocitos; hacia los 30 DPl ya
no suelen detectarse en sangre periférica (Da Silva et
al., 2011). Durante la infeccién natural, los eritrocitos
infectados son detectables en sangre periférica des-
pués de las 2 semanas posinfeccion, en coincidencia
con la trombocitopenia (Soares, 2014).

Esta enfermedad es endémica en el sur y su-
reste de Brasil, afectando a cdnidos domésticos v sil-
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vestres y ha sido también diagnosticada en el norte de
Uruguay (Fredo et al., 2015; Sarasua & Donati, 1976;
Soares ef al., 2015). La dispersion de la enfermedad
puede atribuirse a la infeccién en canidos silvestres, ya
que la garrapata transmisora se encuentra asociada a
ambientes periurbanos o rurales, aunque se considera
posible la colonizacion de ambientes urbanos (Loretti
& Barros, 2005; Soares, 2014).

En nuestro pais, la enfermedad ha sido diagnos-
ticada en las provincias de Misiones y Entre Rios (Eiras
etal.,2014; Sanchez et al., 2014). Existen registros de
A. aureolatum en las provincias de Chaco, Misiones,
Entre Rios (Guglielmone et al., 2002) y, recientemente,
en Buenos Aires y Santa Fe (Colombo et al., 2016), por
lo que la distribucion de la rangeliosis canina podria
ser mayor a la actualmente informada.

El objetivo de este trabajo fue describir morfolo-
gicamente las formas parasitarias halladas en sangre
de perros naturalmente infectados con R. vitalii, en la
provincia de Entre Rios.

Descripcién metodolégica

Las muestras de sangre incluidas en el estudio
correspondieron a 17 perros de la provincia de Entre
Rios con manifestaciones clinicas compatibles con
rangeliosis y con diagnéstico confirmado en el Labo-
ratorio Mesopotamico de Diagndstico Veterinario en
Concordia, Entre Rios. La confirmacion etiologica (R.
vitalii) se realizé6 mediante estudios microscopicos
(confirmacion parasitoldgica) de todas las muestras
y en 3 casos se realizé PCR anidada RFLP y PCR
anidada y secuenciacion como se describio anterior-
mente (Eiras et al., 2014). Los extendidos de sangre
periférica y/o capilar (puncién del pabellén auricular)
fueron coloreados con Tincion 15 (Biopur®) o May
Grinwald-Giemsa. Los frotis en los que se observa-
ron merozoitos de piroplasmas dentro de leucocitos
circulantes fueron considerados positivos para R.
vitalii, desde el punto de vista parasitologico. Las
mediciones fueron realizadas a 1000 aumentos bajo
aceite de inmersion, mediante microscopio dotado de
regla micrométrica.

Se observaron merozoitos de R. vitalii con
diferentes formas, extra e intracelulares. Estas se
clasificaron en cuatro grupos: merozoitos libres tipo
1y tipo 2, merozoitos intraleucocitarios y merozoitos
intraeritrocitarios. Las medidas halladas para las dife-
rentes estructuras se resumen en la Tabla 1.

Merozoitos libres tipo 1: estas formas fueron
observadas principalmente en muestras de sangre
capilary se presentaron en forma solitaria o en grupos.
Poseian generalmente forma piriforme, aunque se
observaron algunos redondos, ovales e, incluso, irre-
gulares. Presentaron citoplasma levemente basdfilo,
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Tabla 1. Medidas de las diferentes formas parasitarias observadas en frotis sanguineos de perros infectados

naturalmente con Rangelia vitalii.

merozoitos libres merozoitos libres merozoitos merozoitos
tipo1 tipo 2 intraleucocitarios intraeritrocitarios
largo (um) ancho largo ancho largo ancho largo ancho
(um) (um) (um) (um) (um) (um) (um)
Promedio 3,6 2,6 4,0 2,8 24 1,8 3,6 2,3
Moda 4,0 3,0 3,5 3,0 3,0 2,0 3,0 2,0
DesvEst 0,55 0,42 0,67 0,42 0,52 0,32 0,79 0,39
Rango 25-5 2-35 3-55 25-4 15-3 1,5-25 25-6 15-3
n 57 57 26 26 33 33 22 22

una estructura redonda u ovalada mas basdfila que el
citoplasma de 0,5 a 1 ym de didmetro, generalmente
situada en el extremo mas delgado y un nucleo re-
dondeado u oval de color magenta o baséfilo de 1 a
2 ym de diametro que abarcaba, frecuentemente, la
mitad o todo el ancho del parasito. Las formas irregu-
lares muchas veces presentaron estructuras internas
basdfilas dobles (Figuras 1y 2).

F|gura 1 A E. Merozoitos libres tipo 1 de R. vitalii
(flechas rojas) en frotis de sangre de caninos.

Merozoitos libres tipo 2: estas estructuras,
también extracelulares, presentaron formas globosas,
ahusadas o amorfas, con un nucleo redondo u oval
de 0,5 a 1 ym de diametro y citoplasma levemente
basodfilo. Estas formas midieron, en promedio, 4 um
de largo por 2,8 ym de ancho. Se observaron solas o
agrupadas e incluso, en ocasiones, rodeadas por una
fina membrana formando una vesicula que englobaba
a varias formas parasitarias (Figuras 3 y 4).

F|gura 3 A-F. Merozoitos de R vitalii libres en plasma
merozoitos libres tipo 1(flecha azul) y merozoitos libres
tipo 2 (flechas rojas).

Figura 2: Esquema de los merozoitos libres tipo 1.

m;bm
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Figura 4. Esquema de los merozoitos libres tipo 2.
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Merozoitos intraleucocitarios: se observaron
dentro de monocitos y neutréfilos, eran piriformes a
ovalados, de 2,4 um de largo por 1,8 um de ancho en
promedio, con un nucleo basofilo redondeado de 0,5
a 1 um, ubicado en el extremo apical, y un citoplasma
generalmente acidofilo. Dentro de los monocitos se
observaron una o mas vacuolas con varios parasitos
en su interior, o formas libres en el citosol, mientras
que en los neutrdfilos solo se observaron formas libres.
Dentro de los monocitos también pudieron observarse
formas similares a los merozoitos tipo 1 (Figuras 5y 6).

Merozoitos intraeritrocitarios: los merozoi-
tos observados dentro de gldbulos rojos presentaron
forma piriforme, redondeada, hasta amorfa. Los me-
rozoitos presentaron citoplasma levemente basofilo,
con un promedio de 3,6 um de largo por 2,3 uym de
ancho y un pequefio nucleo basofilo de 0,5 a 1 um de
diametro. No se observaron mas de 2 merozoitos por
eritrocito (Figuras 7 y 8).

Discusion y conclusiones

La rangeliosis canina es una enfermedad que
en la actualidad se ha diagnosticado desde el sur
de Brasil hasta Uruguay y el noreste argentino. Si
bien se ha podido reproducir la infecciéon en forma
experimental, no se ha estudiado en profundidad la
morfologia de los diferentes estadios del ciclo biologico
en infecciones naturales. Este protozoo realiza una
etapa de merogonia dentro de células como monoci-
tos, neutrofilos y células endoteliales, como sucede
en otros hemoparasitos (Plasmodium spp., Theileria
spp., Cytauxzoon spp. etc.). Sin embargo, los estudios
filogenéticos han demostrado una estrecha relacion
entre R. vitalii y los piroplasmas intraeritrocitarios del
género Babesia (Eiras ef al., 2014; Soares, 2011;
Soares et al., 2014). De acuerdo con el gen estudiado
y el método utilizado para el analisis filogenético, R.
vitalii se ubicé dentro del clado de Babesia spp. 0 en
su base. Se postula que R. vitalii constituye un taxon
diferente dentro de las especies de piroplasmas que
afectan a caninos, aunque se necesitan mas estudios
para definir el posicionamiento filogenético de este
parasito (Franca et al., 2014).

Existen datos morfométricos de R. vitalii que
fueron aportados por Da Silva et al., (2011), quienes
realizaron mediciones de 3 estadios parasitarios. Sin
embargo, ellos no mencionan diferencias entre los
parasitos observados intra o extracelularmente ni apor-
tan detalles morfolégicos. Las medidas promedio de
parasitos extracelulares hallados en plasma por estos
autores fueron de 3,94 + 0,67 ym de largo por 2,23 +
0,42 um de ancho. El tamafio del nucleo fue de 0,97 +
0,17 pym de largo por 0,84 £ 0,11 ym de ancho. Estos
datos coinciden parcialmente con los del presente
estudio, ya que en nuestros hallazgos los merozoitos

Morfologia de Rangelia vitalii

A 1

Figura 5 A-E. Merozoitos intraleucocitarios en neu-
trofilo (A) y en monocito (B-E) indicados con flechas
azules. También se observan merozoitos libres tipo 1
(flechas rojas) (D).

dum

Figura 6. Esquema de los merozoitos intraleucocita-
rios.

fueron algo mas anchos. Los merozoitos libres tipo
1 presentaron como caracteristica una estructura
basdfila en la parte mas angosta y la presencia de
otra u otras estructuras baséfilas o magenta de mayor
tamano que podrian representar al nucleo en etapas
de division. Loretti & Barros (2005) realizaron estudios
de formas parasitarias encontradas dentro de células
endoteliales mediante microscopia electronica. Ellos
describieron organismos redondos u ovalados con
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Figura 7 A-D. Merozoitos intraeritrocitarios de R. vitalii
(flechas rojas).
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Figura 8. Esquema de los merozoitos intraeritrocita-
rios.

nucleo excéntrico electrondenso, rodeados por una
membrana parasitéfora trilaminar y un complejo apical
sin conoide. Ademas, observaron inclusiones cristali-
nas de forma variable en el citosol de los organismos
situados en el endotelio de los capilares intersticiales
del rifidn. Lamentablemente, no existen estudios de
microscopia electrénica realizados sobre otras formas
parasitarias identificadas, ya sea dentro de leucocitos,
eritrocitos o las halladas libres en plasma.

La longitud de los parasitos (dentro de los eritro-
citos) medidos en este trabajo es similar a la observada
por Da Silva et al. (2011), quienes observaron, en
promedio, 3,34 + 0,54 um de largo por 2,09 + 0,34 ym
de ancho. En promedio, el nucleo midi6é 1,07 + 0,20
pm de largo por 0,87 £ 0,15 um de ancho.

Las medidas de las formas parasitarias ob-
servadas dentro de los leucocitos por Da Silva et al.
(2011) fueron de 2,97 + 0,68 pym de longitud por 1,94
+ 0,26 um de ancho. El promedio de longitud de los
nucleos fue 1,17 £ 0,34 ym de largo por 0,85 + 0,23
pMm de ancho. En este trabajo, el promedio hallado fue
levemente menor, 2,4 + 0,54 ym de largo por 1,8 £
0,34 um de ancho. Estas formas parasitas parecieran
ser similares a las descriptas en estudios histopato-

I6gicos dentro de células endoteliales (Fighera et al.,
2010; Loretti & Barros, 2005). En ocasiones, también
fueron observadas estructuras parasitarias similares
a los merozoitos tipo 1, aunque de no mas de 3 ym
de longitud.

Soares et al. (2011) realizaron mediciones
en parasitos hallados en 5 eritrocitos y 2 leucocitos,
observando formas parasitarias de formas ovales a
redondeadas con un nucleo excéntrico y citoplasma
levemente basofilo. Si bien es comun encontrar células
infectadas con un solo parasito, hallaron de 6 a 33
merozoitos en cada leucocito. Las medidas halladas
por estos autores fueron fue 2,67 + 0,40 um de largo
por 1,94 + 0,22 ym de ancho. Los nucleos midieron,
en promedio, 1,06 £ 0,17 ym de largo por 0,89 + 0,15
pUm de ancho.

En este trabajo se observaron diferencias
morfoldgicas y morfométricas entre los parasitos ha-
llados en leucocitos y en eritrocitos. En monocitos fue
frecuente encontrar vacuolas conteniendo varios pa-
rasitos agrupados, de manera similar a los descriptos
previamente en células endoteliales, aunque también
se hallaron libres en el citosol. En neutrdfilos, solo se
observaron merozoitos libres en el citosol. Estos ha-
llazgos podrian implicar alguna diferencia en cuanto
al estadio del parasito. Podria considerarse que los
merozoitos tipo 1 corresponden a etapas en activa
division, dada la frecuencia en la que se encuentran
estructuras compatibles con divisiéon nuclear. Sin em-
bargo, todavia falta conocer completamente el ciclo
parasitario en infecciones naturales para poder aceptar
estas hipotesis. Para algunos autores, la presencia de
formas libres en plasma seria el resultado de la fragi-
lidad de las células durante el manejo de la muestra,
ya que los piroplasmas son considerados parasitos
intracelulares y estarian mas relacionados con un
artefacto que con una verdadera etapa parasitaria
(Loretti & Barros, 2005).

Morfolégicamente, los merozoitos tipo 1 de R.
vitalii podrian ser confundidos con amastigotes de
Leishmania spp., que poseen un tamafo similar con
forma oval o redondeada. Mas aun, la zona geografica
de distribucion de rangeliosis en nuestro pais coincide
con la zona endémica de leishmaniosis canina. Sin
embargo, es muy infrecuente el hallazgo de amasti-
gotes en las células sanguineas y, ademas, en ellos
se destaca la presencia de cinetoplasto.

Este trabajo aporta datos morfolégicos y mor-
fométricos de utilidad en el diagndstico parasitolégico
de rangeliosis canina.
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menos, incluyendo espacios.

-Datos personales.

Por debajo del titulo abreviado se consignaran todos
los datos correspondientes al autor de contacto: nombre
completo, direccion postal laboral y electronica y teléfono.
Sélo la direccion de correo electronico sera visible a los
lectores en la version publicada.

Las direcciones de correo electrénico del resto de

los autores deberan ser incluidas, aunque estas no seran
publicadas en el articulo.

Ejemplo de primera pagina
Titulo completo en el idioma del trabajo
Titulo en el segundo idioma (inglés/espafiol)

Autor AA1, Autor BB1, 2, Autor CC3, Autor DD4*.

1. Catedra, Departamento, Facultad, Universidad; 2.
Laboratorio, CONICET/CIC; 3. Profesional independiente;
4. Laboratorio, INTA. *Correo electronico del autor: dd@
mail.com

Titulo abreviado

Datos del autor de contacto (*)
Nombre completo

Direccion postal laboral
Direccion electronica laboral
Teléfono

Correo electrénico de los autores
Autor AA: aa@mail.com
Autor BB: bb@mail.com
Autor CC: cc@mail.com
Autor DD: dd@mail.com

1.2.2. Paginas segunda y tercera

La segunda pagina contendra el resumen del trabajo
en el idioma en que fue redactado, bajo el subtitulo de Re-
sumen y, por debajo, dejando un espacio, se deberan incluir
las palabras clave en el mismo idioma, bajo el subtitulo Pa-
labras clave. En la siguiente pagina (tercera), se redactara
el resumen en el segundo idioma (en inglés se subtitulara
como Abstract). Dejando un espacio, se consignaran las
palabras clave con el subtitulo Key words.

-Caracteristicas de los resumenes. En ellos se in-
cluiran los objetivos y principales resultados, desarrollados
en 250 palabras o menos. Se sugiere evitar acronimos,
siglas y abreviaturas. No estaran divididos en secciones ni
contendran referencias.

-Palabras clave. Son palabras o expresiones adicio-
nales que facilitan la recuperacion del documento a partir de
bases de datos bibliograficos. Para una mayor utilidad en la
busqueda dentro de los sistemas de indizacion, se sugiere
la utilizacion de términos no incluidos ni en el titulo ni en el
resumen. Se aceptaran entre 3y 5.

1.2.3. Péaginas sucesivas
a- Texto

Organizado en secciones, segun el tipo de trabajo.
Estas estaran encabezadas por subtitulos en mayusculas/
minusculas (tipo oracion), sin punto final. El texto conten-
dréa las entradas para todas las tablas, figuras, referencias
bibliograficas y material complementario. A continuacion del
texto se enunciaran los agradecimientos, la declaracién de
conflicto de intereses y la lista de referencias bibliograficas
(bajo el subtitulo Bibliografia).

b- Agradecimientos
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Los autores pueden agradecer a individuos que
han realizado aportes significativos diferentes a los de los
coautores. En este apartado debera consignarse, ademas,
la fuente de financiamiento del trabajo.

c- Declaracién de conflicto de intereses

Existe un conflicto entre intereses cuando el juicio
profesional con respecto a un interés primario (el bienes-
tar del paciente, la validez de la investigacion) puede ser
influenciado por un interés secundario (como el beneficio
econémico).

Bajo este titulo se podra: a-consignar las relaciones
financieras o personales con organizaciones o personas
que pueden influenciar o sesgar los resultados del trabajo o,

b-declarar que no existe conflicto de intereses

Ejemplo:

Todos los autores declaran que no existe conflicto
de intereses, incluyendo entre estos ultimos las relaciones
financieras, personales o de otro tipo con otras personas u
organizaciones que pudieran influir de manera inapropiada
en el trabajo.

d- Bibliografia
Esta revista utiliza el formato de referencias basado

en el estilo Harvard, del tipo “autor-afio” en el texto y por
orden alfabético en la lista de referencias.

Cantidad y disponibilidad. Se establece un maxi-
mo de 30 referencias para los trabajos de investigacion,
incluidos los de investigacion en educacion, y 15 para las
comunicaciones cortas, descripciones de casos e informes
técnicos. Para las revisiones se establece un minimo de
40 referencias.

Todos los articulos u otras fuentes utilizadas como
referencias deberan ser accesibles en linea o mediante bus-
cadores bibliograficos. En caso contrario, podra ser requeri-
do el envio del documento a pedido de los evaluadores o del
Consejo Editorial. Las fuentes basadas en comunicaciones
presentadas en reuniones cientificas, comunicaciones per-
sonales y tesis deberan reducirse al minimo y solamente se
justificara su incorporacion en caso de que no se registre
una fuente publicada en otro medio.

Formato de las citas en el texto. Se consignara, entre
paréntesis, en color de fuente azul (incluidos los paréntesis):
el apellido del primer autor (seguido de la expresion et al.,
si se trata de mas de dos autores) y el afio de publicacion,
separado por una coma, segun el ejemplo. Si el articulo tiene
solamente dos autores, se consignaran ambos, separados
por el signo &. Si la construccién asi lo requiriese podra
ubicarse la cita a mitad de la oracion.

... puede persistir el infiltrado de linfocitos (Deeg et
al., 2002).

... similares a los musculos maseteros del ciervo axis
(Mateo & Sanchez, 2016).

Los autores también podrian haber elegido expresar:
“Segun Deeg et al., (2002), puede persistir el infiltrado de
linfocitos.

Si la misma afirmacion se sustenta en mas de una
cita bibliografica, estas deberan estar separadas por medio
de un punto y coma. La incorporacion de las citas entre
paréntesis sera alfabética. Si se incluyeran dos o mas re-
ferencias del mismo primer autor, las fechas de publicacion
deberan estar separadas por comas, en orden cronolégico
ascendente.

... enlas células apoptdticas se produce la externa-
lizacion de la fosfatidilserina de la membrana (Fadok ef al.,
1992; Savill, 1993,1997; Willie, 1997).

Si se incluyeran dos o mas referencias del mismo
primer autor y del mismo afio, se identificaran con letras:

... inducido por las células macrofagicas (Jones et
al., 2009a, 2009b).

Las referencias a comunicaciones personales se
indicaran entre paréntesis del siguiente modo:(comunicacion
personal, autor, afio), pudiendo omitirse el autor si esta
consignado en el texto.

Formato de las citas en la Bibliografia (lista de refe-
rencias, luego de los agradecimientos y de la declaracion
de conflicto de intereses).

El orden sera alfabético y cada cita debera incluir a
todos los autores.

Articulos en publicaciones periédicas.Se citara la
némina completa de autores y sus iniciales, separados por
comas. Luego se consignara el afio entre puntos. A conti-
nuacion, el titulo del trabajo con mayusculas y minusculas
(tipo oracion), sin comillas ni negritas. A continuacion, el titulo
completo de la revista seguido de un punto. Luego, el volu-
men, numero de la revista (entre paréntesis) y paginas, en
ese orden, sin espacios luego de los signos de puntuacion,
segun el formato que se muestra a continuacion:

Deeg CA, Ehrenhofer M, Thurau SR, Reese S,
Wildner G, Kaspers B. 2002. Immunopathology of recurrent
uveitis in spontaneously diseased horses. Experimental Eye
Research. 75(2):127-33.

Mateo AG, Sanchez HL. 2016. Descripcion anato-
mica de los musculos masticadores de un ciervo axis (Axis
axis). Analecta Veterinaria. 36(1):25-9.

Si se trata de una publicacién anticipada disponible
en linea, esta situacién debera consignarse (corresponde
a las publicaciones que figuran como Epubahead of print).

En el caso de estar disponible, se incorporara al final
de la referencia el Digital Object Identifier (DOI) como se
muestra a continuacion:

Rensetti D, Marin M, Quintana S, Moran P, Verna A,
Odeodn A, Pérez S. 2016. Involvement of toll-like receptors
3 and 7/8 in the neuropathogenesis of bovine herpesvirus
types 1 and 5. Research in Veterinary Science. 107:1-7.
doi:10.1016/j.rvsc.2016.04.009.

Libros. Se citara el o los autores, el afio de publi-
cacion, el titulo y la edicion (si no es la primera). Luego, la
ciudad de la publicacién y el nombre de la editorial, sepa-
rados por coma.

Gilbert SF. 2006. Biologia del desarrollo. 7° Ed.
reimp. Buenos Aires, Médica Panamericana.
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Capitulos de libro. La cita constara de: autor/es del
capitulo vy titulo del capitulo. En: autor/es del libro. Afio de
publicacion. Titulo del libro, edicion (si no es la primera).
Ciudad de publicacion, nombre de la editorial y paginas
inicial y final del capitulo.

Garcia V, Ochoa L, Quiroga MF, Pasquinelli V.
Aspectos celulares y moleculares de la respuesta inmune
frente a las micobacterias. En: Rabinovich GA. 2004. Inmu-
nopatologia molecular: nuevas fronteras de la medicina. Un
nexo entre la investigacion biomédica y la practica clinica.
Buenos Aires, MédicaPanamericana, pp. 217-27.

Lewin B. Chapter 4: Clusters and repeats. En: Lewin
B. 2003. Genes VIII. Upper Saddle River, Pearson Education
Inc., pp. 85-133.

Resumenes en reuniones cientificas:se utilizara un
formato similar al de los articulos en revistas, consignando,
luego del titulo del trabajo, el nombre de la reunién. Luego,
ciudad, pais y pagina.

Pardini L, Bacigalupe D, Moré G, Rambeaud M,
Basso W, Perfumo CJ, Hermann DC, Schares G, Venturini
MC. 2011. Isolation and molecular characterization of To-
xoplasma gondii strains in slaughtered pigs from Argentina.
The 23rd International Conference of the World Association
for the Advancement of Veterinary Parasitology. Buenos
Aires, Argentina, p. 336.

Tesis de maestria o doctorado y trabajos finales de
especializacion: Se indicara el autor y el afo. Luego, el
titulo de la tesis/trabajo. A continuacion, el indicador “Tesis
de” o “Trabajo de” seguido de la carrera e institucion que
otorga el titulo:

Huber B. 2012. Estudio farmacocinético de tilosina
en abejas meliferas. Variables con impacto en el nivel de
residuos en miel. Tesis de Maestria en Tecnologia e Higiene
de los Alimentos, Facultad de Ciencias Veterinarias, Univer-
sidad Nacional de La Plata.

Muriel M. 2016. Determinacion de la cinética del dano
en el ADN de leucocitos de sangre periférica en equinos
sometidos a esfuerzo fisico de alta intensidad. Tesis de
Doctorado en Ciencias Veterinarias, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata.

Libros electronicos de acceso libre en internet:Autor/
es. Afo de publicacion. Titulo como figura en el buscador
correspondiente [libro electrénico/e-book]. DOI (si estuvie-
ra disponible). Lugar de publicacion (si se conoce),editor.
Disponible en: (URL) [fecha de acceso].

Rang HP, Dale MM, Ritter JM, Flower RJ, Henderson
G. 2012. Rang y Dale Farmacologia. Séptima Edicién [libro
electrénico]. Amsterdam, Elsevier. Disponible en:

https://goo.gl/NFleWT [Consultado 01/06/2017].

Frank SA. 2002. Immunology and Evolution of In-
fectious Disease [e-book]. Princeton, Princeton University
Press. Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/
NBK2394/ [Consultado 01/06/2017].

Pagina web / Website: Autor/es. Afio de publicacion.
Titulo de la pagina . [ONLINE] Disponible en: (URL). [Con-
sultado (fecha de acceso)].

Herman B, Centonze Frohlich VE, Lakowicz JR,
Murphy DB, Spring KR, Davidson MW. 2012. Olympus
Microscopy Resource Center | Introduction to fluorescence
microscopy. [ONLINE] Disponible en: http://www.olympus-
micro.com/primer/techniques/fluorescence/fluorointronome.
html [Consultado 30/05/2017].

SENASA. 2015. Bovinos EEB Encefalopatia Espon-
giforme Bovina. [ONLINE] Disponible en: http://www.senasa.
gob.ar/tags/bovinos-eeb-encefalopatia-espongiforme-
bovina. [Consultado 30/05/2017].

En caso de dudas acerca de como citar otro tipo de
material (estandares internacionales, leyes, publicaciones
parciales en libros electrénicos de reuniones cientificas,
patentes, informes de organizaciones, etc.), comunicarse
con la revista.

1.2.4. Formando parte del documento principal, pero
en hoja aparte (pagina siguiente a los puntos c y d) se con-
signaran las leyendas para las figuras bajo el titulo: Leyen-
das para las figuras. Las tablas se enviaran en hoja aparte
en un archivo con el titulo y las referencias correspondientes,
que deberan seguir los mismos criterios tipograficos.

1.3 Tipos de trabajos

En ANALECTA VETERINARIA se publican trabajos en 8
secciones, que corresponden a:

-Editoriales: son notas de presentacion del numero
o del volumen que publica el Director en ocasiones parti-
culares.

-Trabajos de investigacion: son informes completos
de investigaciones originales o de meta-analisis. Constan
de las siguientes secciones: Introduccion, Materiales y mé-
todos, Resultados y Discusion y conclusiones.

-Trabajos de investigacion en ensefianza: se trata de
trabajos que resulten en un aporte para la ensefianza de las
Ciencias Veterinarias (trabajos de investigacion propiamente
dicha, intervenciones, etc.), que sean superadores de la mera
presentacion de resultados cuantitativos e incluyan el corres-
pondiente analisis. Constan de los siguientes apartados: Intro-
duccién (en el que deberan consignarse el motivo de interés,
el estado actual de la cuestién, los fundamentos tedéricos en
que se enmarca Yy los objetivos y podran incluirse hipotesis
de trabajo), Métodos, Resultados (presentacion y analisis),
Discusion y conclusiones y Proyeccioén de la investigacion.

-Comunicaciones cortas: se trata de informes origi-
nales que se caracterizan por ser acotados en extension
0 envergadura o que, en razon de su novedad, requieren
comunicacion inmediata como anticipo de otra mas exhaus-
tiva. Constan de las mismas secciones que los trabajos de
investigacion. No podran superar las 4 paginas de texto ni
las 3 figuras.

-Trabajos de revisién: son revisiones narrativas diri-
gidas a la actualizacion de un tema relevante y que incluyen
la discusion critica del estado del conocimiento. Constan de
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una breve Introduccion (en la que se explica el interés del
tema o el motivo de la revision), Subtitulos (los que resulten
apropiados al tema en cuestion) y Discusion y conclusiones.

-Descripcion de casos: se trata de casos con as-
pectos inusuales que provean informacion significativa y
original. Este concepto incluye la presentacion o progreso
poco habitual de una enfermedad, efectos colaterales o
adversos no informados durante tratamientos o planes de
vacunacion, entre otros. Constan de Introduccién, Presen-
tacion del Caso (con los subtitulos que requiera el tipo de
caso) y Discusién y conclusiones. Debera incluir hallazgos
relevantes, tanto positivos como negativos, que surjan de
los examenes realizados, la interpretacion de los resultados
y su discusion con referencias a los articulos citados. Si se
trata de un solo caso la historia clinica sera completa, si
son varios solo se consignaran los datos mas relevantes
de cada uno.

-Informes técnicos: descripcion y analisis de técnicas
novedosas en los ambitos de la investigacion, el diagndstico
o el tratamiento quirdrgico. Constan de Introduccién, Des-
cripcién metodolégica y Discusion y conclusiones. En este
y otros tipos de trabajo que asi lo requieran, la descripcion
metodoldgica puede enriquecerse mediante videos de alta
calidad de informacion.

-Resuimenes de presentaciones en reuniones cien-
tificas: el envio estara a cargo de los organizadores de
reuniones cientificas ocurridas en el ambito de la Universi-
dad Nacional de La Plata, previo acuerdo con el Consejo
Editorial de la revista. Dichos resimenes se publicaran en
un Suplemento.

Formato de resimenes de presentaciones en reu-
niones cientificas: se invita a los organizadores de tales
reuniones a ponerse en contacto por correo electronico
(analecta@fcv.unlp.edu.ar) para conocer los aspectos
formales requeridos.

2. Otros archivos

Figuras. Se consideran figuras que ilustran el trabajo
tanto a las fotografias como a los dibujos lineales y esque-
mas. Deberan ser numeradas correlativamente con numeros
arabigos y citadas en el texto en el orden que corresponda.
En caso de tratarse de fotografias, estas no podran incluir
rostros de personas que no sean autores, o animales con
marcas especificas que permitan reconocerlos, excepto
que se posea consentimiento por escrito de los propietarios
involucrados. Es responsabilidad de los autores obtener
permiso de los poseedores de la propiedad intelectual para
reproducir figuras o tablas que han sido publicadas en otro
sitio. Las ilustraciones deben tener un contraste adecuado.
Deberan ser enviadas en formato TIFF. Las figuras corres-
pondientes a imagenes microscépicas capturadas a partir
de camaras de video o fotograficas montadas sobre el
microscopio y aquellas escaneadas a partir de fotografias,
deberan tener una resolucion final de 300 dpi. Las figuras
correspondientes a dibujos lineales y esquemas deberan
tener una resolucioén final de 600 a 1200 dpi. El tamafio
de letras y numeros incluidos en las figuras debera ser
el adecuado para que conserve la legibilidad, aun luego
de la reduccion de tamario. Las leyendas para las figuras
deberan constituir una descripcién precisa del contenido de
las figuras y mencionar las técnicas cuyos resultados alli
se muestran. Todos los textos que contengan las figuras
(incluidas las leyendas) deberan resultar accesibles para
la correccion.

Tablas. Las tablas se disefiaran usando la funcion
correspondiente del procesador de texto o de las planillas
de calculo. Deben ser de estructura sencilla, sin sombreados
y sin divisiones entre las filas o las columnas. Todo el texto
que contengan las tablas (incluidos los titulos) debe ser
accesible para la correccion.

Material complementario

Podran remitirse otro tipo de archivos, como videos
o hipervinculos, cuya pertinencia y calidad sera evaluada
por el Consejo Editorial. Este material no sera considerado
si no se envia segun el formato que aqui se detalla: peso
maximo de 20 MB cada uno, formato reproducible mediante
herramientas y programas gratuitos (PDF, SWF, MP4, MOV,
XLS, XLSX). Los datos del material complementario (nombre
del archivo, formato y extension, titulo de los datos presen-
tados y descripcion de los datos) constaran en el apartado
Leyendas para las figuras.

Envio del trabajo, proceso de revision y
comunicacioén con los autores

ANALECTA VETERINARIArecibe trabajos para su publi-
cacion durante todo el afio.

El autor de contacto debe remitir el trabajo con el
conocimiento de que todos los autores han leido y aproba-
do el trabajo y estadn de acuerdo con el envio a Analecta
Veterinaria y es responsable por esa situacion.

El envio se realizara en linea y se acompafiara por
una breve nota de presentacion en la caja “Comentarios para
el/la editor/a”. Es un requisito que los autores provean, en
los casilleros correspondientes, direcciones de correo elec-
trénico institucional. Los autores en ejercicio independiente o
privado de la profesion consignaran una direccién activa de
correo electronico. En la nota de presentacion es bienvenida
laiinclusion de nombres de evaluadores potenciales, que en
ningun caso podran haber sido coautores de ningun autor,
al menos en los Ultimos cinco afios, ni miembros actuales
de la misma institucion que ellos. Estos datos son recibidos
en calidad de sugerencia y no generan ningln compromiso
para el Consejo Editorial.

Todos los autores recibiran un mensaje de confirma-
cion de la recepcion correcta de todos los archivos en el que
constara un numero de referencia para futuras consultas.

Revisién. El Consejo Editorial evaluara primero la
pertinencia de la recepcion del trabajo, segun se adecue o
no a las areas del conocimiento que alcanza la revista. En
caso de corresponder, el consejo verificara que se cumplan
las siguientes premisas:

-calidad de contenido para ser remitido a los eva-
luadores,
-correccion gramatical del idioma del trabajo y

-adecuacion a las normas editoriales (incluida la
bibliografia).

Los trabajos que no cumplan con las normas edito-
riales seran devueltos a los autores para ser reordenados
de acuerdo con ellas y su fecha de recepcién sera la del
nuevo envio.

Se encuentra disponible para su descarga una lista
de comprobacién que podra ser utilizada por los autores para
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revisar el cumplimiento de algunas cuestiones formales del
trabajo antes de su envio.

Todos los articulos seran sometidos a una revision
por pares con modalidad doble ciego: tanto los nombres de
los autores como los de los evaluadores se conservaran
en el anonimato. El Consejo Editorial seleccionara para
esa funcion a, por lo menos, dos evaluadores externos con
conocimiento de la especialidad e informara a los autores
acerca de los resultados de la evaluacion y los pasos a
seguir en consecuencia.

Los autores deberan responder los comentarios y
sugerencias de los revisores, punto por punto, en un docu-
mento aparte, titulado: “Respuestas al Consejo Editorial”,
que pueda leerse e interpretarse de manera independiente
de la nueva version del trabajo. Los trabajos que sean reen-
viados mas de una vez, o después de cuatro meses desde
la decision inicial, seran considerados como un nuevo envio.

El Consejo Editorial, teniendo en consideracion lo
informado por los evaluadores, decidira e informara si el
trabajo ha sido: aceptado sin modificaciones, aceptado
con modificaciones menores, aceptado con modificaciones
mayores o rechazado.

Los autores de trabajos aceptados recibiran una ulti-
ma prueba en formato [.pdf], o prueba de galera y dispondran
de 4 (cuatro) dias habiles para enviar modificaciones. En
caso de no enviarlas en el plazo establecido, la prueba se
considerara aprobada por todos los autores.

La obra de los autores se pondra a disposicion del
publico para que haga de ella un uso justo y respetuoso de
los derechos de autor, cumpliendo las condiciones de la
licencia de uso Creative Commons CC BY-NC-ND. Este tipo
de licencia permite a otros descargar la obra y compartirla,
siempre y cuando se de crédito a los autores, pero no per-
mite cambiarlas de forma alguna ni usarlas comercialmente.

Correo postal:

Sr. Director

Revista ANALECTA VETERINARIA
CC 296 (B1900AVW) La Plata
ARGENTINA
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