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Trabajos de Investigacion

INFECCION EXPERIMENTAL POR HERPESVIRUS BOVINO 1
EN CONEJAS GESTANTES

Valera AR'#, Pecoraro MR!, Fuentealba NA'°, Massone AR?,
Quiroga MA?, Corva SG 3, Galosi CM!®

Catedras de 'Virologia, “Patologia Especial, *Bioestadistica y *Microbiologia Gral.
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata.
5 Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).
5Comision de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires.

RESUMEN: La infeccién natural por Herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) se manifiesta por conjunti-
vitis, signos respiratorios (rinotraqueitis), lesiones genitales (vulvovaginitis pustular infecciosa
o balanopostitis) y abortos. El conejo, hasta el momento, ha resultado ser el mejor modelo
experimental para estudiar los diferentes aspectos de la infeccién por BoHV-1, el fenémeno de
latencia, la neuropatogenicidad de BoHV-5 y el comportamiento de diferentes cepas virales.
Este trabajo se desarrollé con el objetivo de estudiar la respuesta de conejas infectadas con
BoHV-1 en diferentes periodos de la gestaciéon para que los datos resultantes puedan ser
utilizados para la mejor comprension de la infeccién en el bovino. Se utilizé un nuevo método
de infeccion intranasal. Los animales desarrollaron signos clinicos. Se recuperé virus a partir
de hisopados nasales, se observaron lesiones histopatolégicas en las muestras analizadas,
se demostro la respuesta inmune humoral y se detecté ADN viral a partir de placentas de
los animales gestantes infectados. En este trabajo se evidencio por primera vez en el modelo
conejo la llegada del virus al torrente sanguineo luego de la infeccion intranasal. Ademds
se aporta una herramienta de utilidad que puede ser utilizada para evaluar la virulencia de
diferentes cepas de BoHV-1 y la respuesta inmune a distintos inmundégenos como también
para realizar estudios de latencia y reactivacion.

Palabras claves: Conejas gestantes, Herpesvirus bovino 1, Infeccién experimental

EXPERIMENTAL INFECTION BY BOVINE HERPESVIRUS 1
IN PREGNANT RABBITS

ABSTRACT: Natural infection with Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) produces several clinical
manifestations including conjunctivitis, respiratory signs, genital diseases and abortion. The
rabbit is a good model for studying of latency, pathogenicity of BoHV-5 and other bovine
herpesviruses. This study was conducted in order to analyze the response to experimental
infection with BoHV-1 in rabbits during different periods of pregnancy. The results obtained
could be useful for better understanding of the infection in cattle. A new method of infection
was used. The rabbits developed clinical signs. The virus was recovered from nasal swabs
and histological lesions were found in the analyzed samples. The humoral response was
demonstrated and viral DNA was detected from the placentas. This work showed for the first
time the arrival of BoHV-1 to blood after intranasal infection with the virus. It also provides a
useful tool that can be used to evaluate the pathogenicity of by BoHV-1 strains, the immune
response and to study viral latency and reactivation.

Key words: Bovine herpesvirus 1, Experimental infection, Pregnant rabbits
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A. Valera y col.

INTRODUCCION

Existen cinco tipos de herpesvirus que
poseen como hospedador natural al bovino: her-
pesvirus bovino (BoHV) 1 (subtipos 1.1y 1.2), 2,
3,4y 5. E1BoHV-1.1 provoca un amplio espectro
de manifestaciones clinicas: rinotraqueitis (IBR),
conjuntivitis, aborto, enteritis y ocasionalmente
encefalitis. En caso de que la infecciéon sea cau-
sada por el BoHV-1.2, la manifestacion clinica
principal es la vulvovaginitis pustular infecciosa
(IPV) o la balanopostitis (IPB). E1 BoHV-5 es el
mayor responsable de encefalitis (1). La infeccion
experimental por BoHV-1 pudo ser demostrada en
cabras, cerdos y ovinos; el embrion de pollo y los
pequenos roedores (ratones, ratas, cobayos) no
son susceptibles (2). El conejo, hasta el momento,
ha resultado ser el mejor modelo experimental
para estudiar el fenémeno de latencia de BoHV-1,
la neuropatogenicidad por BoHV-5 y el comporta-
miento de diferentes cepas virales (3, 4, 5). Honda
y col. evaluaron la respuesta serologica de conejos
ante la infeccion intratraqueal e intravenosa con
BoHV-1 aunque no lograron reproducir los signos
clinicos (6). Rock y Reed (1982) reprodujeron la
infeccién intraconjuntival y la reactivacién viral
(4). Brown y Field reprodujeron la infeccion por
un método de inoculacién por trepanacion del
seno paranasal y evaluaron la respuesta inmune
humoral y celular, sin embargo estos autores
destacan en su trabajo que la ruta de infeccion
utilizada escapa a la via natural de entrada del
virus y que por lo tanto éste no realiza su etapa
de replicacion primaria en la mucosa nasal (7).
Chowdhury y col. (1997) utilizando el método de
inoculacion de Brown y Field confirmaron la neu-
roinvasividad del BoHV-5 aunque no detectaron
lesiones cuando evaluaron cepas de BoHV-1 (8).
En los estudios experimentales con BoHV-1 en
el conejo, el aborto solo es mencionado como un
hallazgo complementario resultante de la infec-
cion experimental por diferentes vias, excepto
la via intranasal (9, 10). En otros herpesvirus
también abortigénicos como el Herpesvirus equino
1 se ha utilizado como modelo experimental al
raton BALB/c, reproduciendo los signos clinicos
y el fenémeno del aborto, datos que resultan
de utilidad para ampliar el conocimiento de los
mecanismos patogénicos en el huésped natural,
el caballo (11).

Por lo expuesto, el objetivo de este trabajo
fue estudiar, con un enfoque multidisciplinario,
las diferentes respuestas en conejas luego de la
infeccion experimental con BoHV-1, en distintos
periodos de la gestacion, para ser utilizado como
modelo experimental en estudios comparativos
con el bovino.

MATERIALES Y METODOS

Virus y células: Se utilizé la cepa Los Angeles
(LA) de BoHV 1.1 obtenida del Instituto Nacional de

Tecnologia Agropecuaria de Castelar (INTA), manteni-
da mediante pasajes en células MDBK (Madin-Darby
bovine kidney). Para el crecimiento de las células se
utiliz6 Medio Minimo Esencial (MEM) suplementado
con 10 % de suero fetal bovino (SFB) irradiado, gluta-
mina (0,03 g/ml), antibiéticos (penicilina 20000 UI/ml
y estreptomicina 10 mg/ml) y antimicéticos (Nistatina
50 ug/ml). Se cultivaron a 37 °C en una atmoésfera
humeda con 5 % de CO,. La cepa viral se inoculé con
una multiplicidad de infeccién de 0,1 y luego de 60
min de adsorcion a 37 °C las células fueron incubadas
con MEM suplementado con 2 % de SFB. Cuando se
obtuvo un pasaje con efecto citopatico del 100 % en
las primeras 48 h post infeccion (PI), los sobrenadan-
tes fueron levantados y centrifugados a 3000 rpm
durante 15 minutos para descartar los restos celula-
res, se fraccionaron y se conservaron a -70 °C. Cinco
muestras representativas de este pasaje viral fueron
tituladas por el Método de Reed y Muench utilizando
diluciones logaritmicas de base 10. La lectura final de
los resultados se realiz6 a los 72 h PI y se determind6
la dosis infectante cultivo celular 50 % por cada S0 pl
(DICC ,,%/50 pl).

Animales de experimentacién: se emplearon
conejas neozelandesas, de 3-4 meses de edad. Los
animales fueron tratados de acuerdo a las normativas
internacionales indicadas en la Guia para el cuidado
y uso de animales de laboratorio (Nacional Research
Council, Nacional Academy Press, Washington DC,
USA 1996, http://dels.nas.edu/ilar_n/ilarhome/) y se
alojaron en un bioterio para animales convencionales,
con agua y comida ad libitum.

INFECCION EXPERIMENTAL:

Experiencia 1: Método por trepanacion (T) de
seno paranasal (Método de Brown):

Se conformaron tres Bloques de estudio de n=4
cada uno y denominados Bloque 1 (T1): inoculadas ~
15 dias antes del servicio y Bloque 2: inoculadas a ~
15 dias del servicio (2do tercio de prefiez) y Bloque 3:
inoculadas a ~ 22 dias (3er tercio) de prefiez. Cada
Bloque estuvo compuesto a su vez por tres grupos: “a”:
gestantes inoculadas (n=2) “b”: gestante no inoculada
(control negativo de infeccion) (n=1) y “c”: no gestante
inoculada (control positivo de infeccion) (n=1).

Se inocularon 500 pl de suspension viral a los
animales de los Bloques 1y 2 (T1 y T2) (4). Los animales
control negativo de infeccién recibieron sobrenadante
de cultivo celular no infectado. No se realiz6 la expe-
riencia con el Bloque 3 (T3) al comprobarse la ausencia
de resultados en los Bloques anteriores.

Experiencia 2: Método de instilacion intrana-
sal (IN): se conformaron tres Bloques de estudio de n=8
cada uno y denominados Bloque 1: inoculadas a ~ 10
a 15 dias previos al servicio, Bloque 2: inoculadas a ~
15 dias (2do tercio) de prefiez y Bloque 3: inoculadas
a ~ 22 dias (3er tercio) de prefiez. Cada Bloque estuvo
compuesto a su vez por tres grupos: “a”: gestantes
inoculadas (n=4) “b”: gestantes no inoculadas (con-
troles negativo de infeccion) (n=2) y “c”: no gestantes
inoculadas (controles positivo de infeccién) (n=2).

Se infectaron los tres Bloques (denominados
IN1, IN2 e IN3), previa anestesia local de las narinas
con Lidocaina al 10% aplicada por aspersién. Com-
probada la insensibilidad de la zona, se introdujo el

6 AnaLEcTA VET 2011; 31 (2): 5-12
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ino6culo (250 ul por cada narina) utilizando una pipeta
descartable (12).

Observacion clinica y muestreo

Los animales fueron observados diariamente
alas 9 hyalas 17 h para constatar la aparicién de
signos clinicos respiratorios. Se llevaron registros de
temperatura y se comprobo la gestacién por palpacion
abdominal a los 10-12 dias post servicio (dps). Los
animales de los grupos “b” (controles negativos de
infeccién) se alojaron en un ambiente separado para
evitar una posible infecciéon aerégena.

Muestras para deteccion de anticuerpos (Ac):
se tomaron muestras de sangre entera, por puncion
de la vena marginal de la oreja, para la obtencién
de suero previamente a la infeccion experimental y
aproximadamente cada 10 dias durante un periodo
de 90 dias PI (dPI).

Muestras para aislamiento viral y reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR)

Sangre: por puncién de la vena marginal de la
oreja a las 48 y 72 h PI con heparina (20UI/ml), para
detectar viremia.

Hisopados nasales: durante 7 dPI para el caso
de los animales de los Bloques T1 y T2 y a todos los
animales con signos clinicos respiratorios hasta la
desaparicion de los mismos en el caso de los animales
de los Bloques IN1, IN2 e IN3.

Fetos y natimortos: se necropsiaron, se toma-
ron muestras de pulmoén, higado. En los casos posibles
se tomaron muestras de placenta.

Conejas: se tomaron muestras de utero, pul-
moén, rinén y bazo en caso de muerte o necesidad de
necropsia de las conejas gestantes o post parto.

Muestras para estudios histopatolégicos:
parte de las muestras de fetos, natimortos y conejas
fueron fijadas en formol y preparadas usando técnicas
estandar para estudios histologicos.

Técnica de ELISA

Se utilizé un ELISA indirecto previamente estan-
darizado. Se emple6 un antigeno soluble producido con
células MDBK infectadas con la cepa LA de BoHV-1. La
solucién de Bloqueo consistié en solucién tamponada
de fosfatos 0,141 M (PBS) con 0,05 % de Tween 20 y la
dilucién de uso de los sueros problemas se estandarizo
a partir de la dilucién inicial de 1/50 y en diluciones
sucesivas en base 2. Como Ac secundario se utiliz6
suero de cabra anticonejo conjugado con peroxidasa.
El sustrato consistié en acido citrico 0,1M, fosfato
disédico 0,2M, 0,3 mg/ml de azinodietilbenzotiazol-
sulfonato (ABTS) y H,0, al 0,01 %. Los valores de
densidad éptica (DO) fueron leidos utilizando un filtro
de 405 nm en un espectrofotémetro para microplacas
(Titertek Multiskan Flow Laboratory). Se consideraron
positivos aquellos valores de la DO superiores a 2 valo-
res promedios de DO de los sueros negativos (13).

Aislamiento viral

Las muestras se procesaron inmediatamente
de tomadas de acuerdo a los métodos convencionales
para aislamiento viral y se inocularon sobre células,
en diluciones en base logaritmica 10, desde 10! a 10-
3. Se realizaron tres pasajes ciegos antes de dar por
negativa a cada muestra.

Infeccion experimental por Herpesvirus bovino 1

Técnica de PCR

Para la extraccion de acido nucleico viral se uti-
lizé un equipo comercial (Promega). Para la reaccion se
utilizé un par de cebadores que amplifican una regiéon
de 183 pb correspondiente al gen que codifica para la
timidina quinasa (F:5’AGACCCCAGTTGTGAATGC-3"
y Ri:5’ACACGTCCAGCACGAACACC-37). La mezcla
para la reaccion se preparé con: 1 jl (100 ng) de cada
uno de los cebadores, 5 pl de buffer de PCR 10X, 1,5
pl de C1,Mg 50 mM, 0,5 pl de Taq polimerasa, 2 pl de
mezcla de dNTP, 29 pl de agua destiladay 5 pl de ADN
molde. El ciclado se realizé en un Ciclador Eppendorf
(Mastercycler Gradient Eppendorf AG) y consisti6é en un
precalentamiento de 5 min. a 99°C seguido de 1 min. a
95°C y 35 ciclos de 95°C 1min., 61,4°C 1 min. y 72°C
1 min., con una extension final de 5 min. a 72°C. Los
productos de PCR fueron analizados mediante electro-
foresis en geles de agarosa al 1,8% en buffer TBE (50
mM Tris pH 8, 50 mM acido bérico y 1 mM de EDTA)
durante 30 min. a 100 V. Los geles fueron visualizados
con luz UV posteriormente a la tinciéon con bromuro de
etidio. El tamafo de los fragmentos amplificados fue
comparado con un marcador de peso molecular.

Estudios histolégicos

e inmunohistoquimicos

Las secciones de 6rganos incluidas en parafina
fueron teniidas con hematoxilina y eosina (HE). Algu-
nas muestras fueron procesadas para inmunohisto-
quimica (IHQ) utilizando un anticuerpo monoclonal
anti glicoproteina D. Para el revelado de la reaccién se
utilizé un reactivo comercial (DakoCytomation LSAB
2 Systems).

Analisis estadistico de los datos

Los resultados de ELISA y los aislamientos vira-
les se compararon por analisis de varianza (Anova) y
por el test de diferencia minima significativa DMS en
el caso de p<0,05. Se utiliz6 la prueba Q de Cochran
para el analisis de los signos clinicos producto de la
inoculaciéon experimental. El paquete estadistico utili-
zado fue Epi Info 2000 (www.cdc.gov/epiinfo).

RESULTADOS
INFECCION EXPERIMENTAL Y
OBSERVACION CLINICA

Experiencia 1

Ninguno de los animales inoculados por
este método presentd signos clinicos. La tem-
peratura en todos los casos vari6 dentro de los
parametros normales (38,6 - 40°C). Uno de los
animales del Bloque T1 (T1-al) fue negativo a la
palpacion gestacional a los 10-12 dias post servi-
cio (dps). Las hembras registrada T1-a2 y las dos
conejas gestantes del Bloque T2 (T2-al y T2-a2)
resultaron positivas a la palpacion gestacional
llegando a término al parto, sin particularidades
y obteniéndose 7, 8 y 5 gazapos vivos respecti-
vamente que se desarrollaron normalmente. Los
animales T1-bl y T2-b1l (controles negativos de
infeccion) no presentaron signos clinicos y llega-
ron al parto a término obteniéndose 6 y 4 gazapos
vivos, respectivamente.

Experiencia 2:

Se reprodujo la infeccién experimental en
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los tres Bloques (IN1, IN2 e IN3). En todos los ca-
sos la temperatura vari6 dentro de los parametros
normales (38,6 - 40°C). El examen clinico revel6
rinitis y descarga nasal en un comienzo serosa
(1-2 dPI) para luego tornarse seromucosa durante
periodos variables que fluctuaron entre los 5 y
7 dPI en los diferentes animales. Se observaron
rales respiratorios que persistieron desde el 2do
hasta los 8 dPI. Los animales gestantes inocula-
dos del Bloque IN1 (IN1-al, a2, a3 y a4) fueron
negativos a la palpacion gestacional a los 10 dps
y se mantuvieron en observaciéon por 25 dias
mas, sin que se hubiera producido el parto en
ninguno de ellos. La coneja IN2-al llegé al parto
normalmente aunque solo se hallaron dos nati-
mortos y un tercer gazapo murié inmediatamente
del parto. Los animales denominados IN2-a2 y
IN2-a3 murieron en el parto y 4 dias previos al
parto, respectivamente. La coneja IN2-a4 llegb
al parto normalmente aunque sus 4 neonatos se
presentaron hipoquinéticos y murieron por aplas-
tamiento. Los animales IN3-al, IN3-a3 e IN3-a4
llegaron al parto y se presentaron indistintamente
casos de mortinatos, neonatos hipoquinéticos y
neonatos normales. La coneja IN3-a2 muri6 a los
4 dPI mostrando signos de neumonia aguda. Los
seis animales no gestantes (controles positivos de
infeccion) de los tres Bloques (IN1-cl y c2, IN2-
cl y c2 e IN3-cl yc2) mostraron signos clinicos
y se recuperaron de la infeccién. Los controles
negativos de infeccién (animales del grupo “b”)
no presentaron signos clinicos y llegaron al parto
a término.

Técnica de ELISA

Experiencia 1: se detectaron Ac contra
BoHV-1 con mayor titulo a los 30dPI para decre-
cer y ser indetectables a los 80 dPI.

Experiencia 2: Las curvas que ejemplifican
los resultados serologicos hallados se muestran
en los Graficos I, II y III. Los gazapos que so-
brevivieron resultaron positivos al test de ELISA
al mes del nacimiento.

Aislamiento viral y PCR

Experiencia 1: los hisopados nasales
tomados en los primeros 7 dPI y la sangre con
anticoagulante tomada a las 48 y 72 h PI resul-
taron negativos para el AV y PCR.

Experiencia 2: los hisopados nasales de los
tres Bloques de animales fueron positivos al AV
observandose mayores niveles de excrecién viral
al 2do y 3er dPI (Graficos IV, V y VI). Se hallaron
diferencias significativas (p<0,5) entre los valores
obtenidos en diferentes dias del mismo animal.
No se encontraron diferencias significativas
(p=0,92) entre los tres Bloques. Las muestras
de los animales controles negativos de los tres
Bloques fueron negativas para AV.

Las muestras de sangre, fetos, natimortos,

neonatos y placentas resultaron negativas por
AV. La PCR resulté positiva con tres de las 8
muestras de placentas de la coneja IN2-a2, 2 de
la IN2-a3 y las 4 de la IN3-a2.

Estudios histologicos

e inmunohistoquimicos

Se analizaron las muestras del gazapo
muerto en las primeras 24 h de vida (muerte pe-
rinatal) y de dos natimortos de la coneja IN2-al.
Los estudios histologicos del gazapo mostraron
zonas de atelectasia en pulmones y extensas
areas de hemorragia en higado, los rifiones no
presentaron lesiones. En los natimortos se en-
contraron cambios autoliticos en pulmoén, higado
y rinén. La IHQ resulté negativa para todas las
muestras. En la coneja IN2-a2 muerta en el par-
to, se observaron areas de congestion, edema,
hemorragia y areas de enfisema y atelectasia en
pulmoén como asi también focos con bacterias y
abundante infiltrado de neutréfilos. No se ob-
servaron cuerpos de inclusion (CI). Las lesiones
fueron compatibles con bronconeumonia supu-
rativa (Figura 1). El higado mostro6 grandes areas
de hepatocitos con cambios grasos y células con
necrosis coagulativa, manteniendo la integridad
de los hepatocitos de la zona periportal. Se ob-
servo la presencia predominante de macréfagos
y linfocitos, marcada dilatacién sinusoidal, ede-
ma periportal y células con pigmento biliar. Los
riflones presentaron zonas con hemorragia glo-
merular e intertubular, hialinizacién glomerular,
material proteinaceo en el espacio de la capsula
de Bowman y presencia de bacteria en los glo-
mérulos. En el Gitero no se observaron lesiones.
La IHQ resulté negativa en pulmoén, higado, ri-
N6n y atero. Los tres natimortos de esta coneja
presentaron severos cambios autoliticos que no
permitieron evaluar la presencia de lesiones. En
el pulmén de la coneja IN2-a3 (muerto 4 dias
antes del parto) se observaron zonas colapsadas,
otras con marcada respuesta intersticial y focos
diseminados con abundante cantidad de macré-
fagos y neutréfilos. El higado presenté retraccion
y necrosis de células individuales y escasas cé-
lulas inflamatorias (mononucleares y ocasiona-
les eosinofilos) en espacio porta. Se observaron
células acidofilas y otras necréticas. Los riflones
y el atero no presentaron particularidades. Los
dos fetos de este animal como asi también dos
neonatos hipoquinéticos de la coneja IN2-a4 y un
natimorto de la coneja IN3-al solo presentaron
cambios grasos en higado. En las muestras de
pulmoén de la coneja IN3-a2 muerta a los 4 dPI
se observaron areas de enfisema y focos neumo-
nicos con macroéfagos, neutréfilos y eosinoéfilos.
Las muestras de cornete nasal presentaron CI
tipicos (Figura 2) y la IHQ resulté positiva (Figura
3). El higado present6 regular cantidad de células
inflamatorias en el espacio porta. Los rifiones
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se presentaron con areas focales de hiperemia,
focos de hemorragia glomerular e intersticial
cortical y cortico-medular y acimulos inflama-
torios mononucleares (nefritis intersticial no
supurativa). En el titero se observaron algunas
glandulas endometriales dilatadas y quisticas con
moderada infiltracién de células mononucleares
en la lamina propia del endometrio superficial y
marcada hiperemia. Los cuatro nonatos muer-
tos estudiados del animal IN3-a2 asi como un
neonato hipoquinético de la coneja IN3-a4 solo
presentaron cambios grasos en higado. En todas
las placentas analizadas (IN2-a2 y a3 e IN3 a2) se
observaron focos de mineralizacion de arterias y
focos de necrosis. También se presentaron zonas
de autélisis y zonas hiperémicas. La técnica de
IHQ result6 negativa en todos los casos.

DISCUSION

Desde hace mucho tiempo por razones
practicas, éticas y humanas se han desarrollado
modelos animales para su aplicacién en inves-
tigaciones biomédicas. Los modelos animales se
definen como “organismos vivientes con una inhe-
rente adquisicion natural a procesos patoldgicos
inducidos o espontdneos que de una u otra manera
semejan el mismo fenémeno ocurrido en el hués-
ped natural” (14). Los animales de laboratorio
son modelos muy convenientes y herramientas
utiles en el estudio de muchas enfermedades de
origen viral. En el caso de Medicina veterinaria
y sobre todo cuando se trata de grandes ani-
males el uso del huésped natural para estudiar
aspectos patogénicos e inmunolégicos de una
infeccién, muchas veces se torna dificultoso
por el manejo laborioso de estos animales como
también por el costo que ello implica. Debido a
estas circunstancias, se planteé como principal
objetivo de este trabajo demostrar que el conejo
es un modelo valido para estudiar la infeccion por
BoHV-1.1, tanto en su manifestacién respiratoria
como abortigénica, hecho no bien documentado
a la fecha. En este trabajo se describe la infec-
cién experimental con BoHV-1.1 en el conejo y la
reproduccioén de la infeccion respiratoria y sisté-
mica que continua a la via natural de infeccién.
En una primera etapa se procedié a realizar la
experiencia con el método de Brown (introduccion
del in6culo por trepanacion del seno paranasal)
trabajando con dos Bloques de animales. No se
evidenciaron signos clinicos ni hubo AV de las
muestras tomadas. Los animales llegaron al parto
normalmente y solo se detectaron Ac. Al compro-
barse la ausencia de resultados en los Bloques T1
y T2 no se trabajé con los animales del Bloque T3
y debido a que este método por trepanacién no
resulté eficaz para nuestra experiencia se proce-
di6 a modificar el método de infeccién. Es por eso
que se utiliz6 un método de inoculacién directa
que respeto la puerta de entrada natural del virus

Infeccion experimental por Herpesvirus bovino 1

con el objetivo de reproducir el mecanismo de
infeccion natural. Con la utilizacién de anestesia
local que desensibilizé a la mucosa e impidi6 la
expulsion refleja del in6culo y con la ubicacién
vertical del animal se logr6 introducir la suspen-
sién viral. El método resulté exitoso ya que a las
24 h PI se confirmé la infeccién con la aparicion
de los sintomas respiratorios, a diferencia del
bovino en donde el periodo de incubaciéon puede
llegar hasta 1 semana (1). Los signos clinicos que
hasta el momento no habian sido reproducidos
fueron similares a los observados en el bovino y
se produjeron en todas las conejas inoculadas.
Los registros de temperatura no sufrieron varia-
ciones. Este hecho puede deberse a que, segiin
datos aportados por otros autores, la respuesta
febril es de menos de 24 h de duracién a partir
de iniciados los sintomas y no se produce en to-
dos los casos (10). Para ser posible la evaluacion
de pequenas variaciones en la temperatura, los
animales deberian haber estado en condiciones
ambientales controladas que en esta experiencia
no fueron utilizadas.

La reproduccion clinica de la infeccién, el
AV a partir de las muestras de hisopados nasales
y las curvas ascendentes de excrecién viral re-
gistradas demostraron una activa multiplicacién
y eliminacién del virus. La presencia de CI en
cornetes nasales y la reaccion de IHQ positiva en
los animales muertos reconfirmaron y revalidaron
el método utilizado asi como el establecimiento
de la infeccién.

En ninguno de los casos se observaron
signos nerviosos, hallazgos que obtuvieron otros
autores a pesar de haber inoculado BoHV-1 (15).
Esto se debe precisamente a que en el caso de
experiencias de reproduccién de enfermedad
neurolégica en conejos, la edad de los mismos es
un factor determinante y los animales no sobre-
pasaban los 30 dias de edad. En esta experiencia
todos los animales empleados fueron adultos.

En relaciéon a la respuesta inmune humo-
ral, trabajos realizados por Honda y col. (1991)
determinaron la respuesta de Ac en conejos ino-
culados por via intratraqueal e intravenosa. Los
resultados hallados por los autores indicaron un
pico de deteccion de Ac entre las 3-4 semanas
posteriores a la primera inoculacién a pesar de
no haberse registrados signos clinicos y los Ac
decrecieron a partir de las 9 semanas PI. Estos
datos son coincidentes con la infeccion en el
huésped natural. En esta experiencia y en con-
cordancia con los autores, en todos los Bloques
T e IN el mayor pico de Ac se detect6 a los 30-35
dPI, decreciendo posteriormente para llegar a
valores indetectables entre los 80 y 90 dPI que
fue el punto final de la experiencia. Por otro lado
se pudo observar la deteccién de Ac, aunque en
muy bajos niveles, en los gazapos que mamaron
calostro (6).
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Como resultado de la infeccién y la com-
plicacion bacteriana secundaria se sucedieron
una serie de eventos de similares caracteristicas
que las que cita Tikoo para el bovino, de manera
que a partir de los signos clinicos observados a
nivel de tracto respiratorio superior, en el modelo
experimental se desencadené una severa neu-
monia que condujo a la muerte de un animal de
la experiencia (1). La reaccién de IHQ confirma
la deteccién de antigenos virales y los hallazgos
histopatolégicos demuestran lesiones tipicas
compatibles con infecciones bacterianas conco-
mitantes. En relacion a la deteccién de viremia las
experiencias realizadas por Fuchs y col. (1999) en
bovinos demuestran que el virus es transportado
por los leucocitos y puede ser aislado a partir de
ellos. Otros autores hacen referencia a que es
muy poca la cantidad de particulas virales que
se unen o se transportan en los leucocitos y no
siempre el AV a partir de los mismos es posible
(16). En esta experiencia no fue positivo el AV ni
la deteccién de ADN viral por PCR a partir de las
muestras de sangre extraidas. Probablemente en
este modelo experimental y para determinar el
momento exacto de recuperacion viral y la dura-
cion de la viremia, deberian haberse tomado las
muestras en lapsos mas cortos en las primeras 24
h lo que en este caso constituia un riesgo ya que
podria haber llevado a los animales a un aborto
espontaneo o muerte por estrés traumatico con
modificaciones de los resultados. El aborto por
BoHV-1 en este modelo experimental s6lo se men-
ciona en la bibliografia como un hallazgo casual
resultante de la infeccién por BoHV-1 en conejas
ocasionalmente prefiadas pero en ningiin caso se
evalué como tal para validar el modelo conejo en
el estudio de la infeccién abortigénica. Se cita al
aborto por BoHV-1 como un hecho producido en
algunas conejas inoculadas por via intravenosa,
sin embargo no se detallan registros de signos
clinicos previos al mismo (10). Si analizamos el
Bloque de animales IN1 (inoculados 10-15 dias
anteriores al servicio), los signos clinicos fueron
evidentes y la respuesta de Ac permiti6é confirmar
la infeccion. En todos los animales de este Bloque
no hubo palpacioén gestacional positiva ni parto
posterior. Podria suponerse que la accién del
virus impidi6 la concepcién y el establecimiento
de la gestacién. Este hecho se ha observado en
el bovino al registrarse bajos indices de prefiez
como consecuencia de endometritis causada por
el virus presente en semen utilizado en insemina-
cion artificial. Esta seria una posible explicacion
a la falla de prefiez en el modelo experimental.
En el segundo Bloque de animales (IN2: ino-
culados en el segundo tercio de la prefiez), los
signos clinicos fueron coincidentes con aquellos
del Bloque IN1. Dos de los animales murieron
con evidente signos de neumonia producida por
complicaciones bacterianas secundarias. Las

muestras de fetos y neonatos tomadas de todos
los animales, aquellos que murieron y los que
llegaron al parto normalmente, fueron negativas
a AV y PCR y tampoco se observaron lesiones
tipicas ni CI. Estos datos coinciden también con
lo expresado por algunos autores para la infec-
ci6én natural en el bovino en donde demuestran
moderadas lesiones en feto aunque no detectan
CI ni alteraciones microscopicas que confirmen
la infeccién por BoHV-1 (17). Igual que sucede en
el bovino, la muerte fetal podria haber sucedido
entre las 24-48 h PI y la demora en la expulsion
de los fetos hizo que estuvieran presentes severos
signos de autélisis que dificultaron el estudio
histolégico, el AV y probablemente la deteccion
de ADN viral por PCR. Esta bien documentada
la relacion de los efectos toxicos y/o inhibitorios
que las muestras clinicas pueden ejercer sobre la
PCR como asi también la pérdida de infectividad
de la particula viral, condicién indispensable
para ser aislada en cultivos celulares. Los fetos
y natimortos analizados de una coneja muerta
del Bloque 3 (IN3-a2) no presentaron cambios
histolégicos patognomoénicos.

El aspecto mas importante a ser considera-
do al evaluar al conejo como modelo experimen-
tal es la diferente estructura de la placenta en
relacion con la del bovino, sin embargo pueden
ser comparables. En el titero bovino prefiado se
establece un estrecho contacto entre la placenta
epiteliocorial (sindesmocorial) y el feto a través
de estructuras denominadas placentomas de
manera que esta interdigitacion entre la madre
y el feto aumenta la superficie de contacto. La
bibliografia cita que la ruta del BoHV-1 hacia
el feto involucra la ruta sanguinea a través del
cord6én umbilical ya que en el feto las lesiones pri-
marias se suceden en el higado (18). En el conejo,
en cambio, la placenta es de tipo hematocorial,
sin embargo también se sucede el mismo fené-
meno produciéndose un estrecho contacto entre
la madre y el feto lo que para algunos autores,
luego de la mitad de la gestacién, estaria dado
por el hecho que solo el endotelio fetal separaria
a ambos (hemoendotelial) (19). Es por eso que
los hallazgos mas relevantes, lo constituyen los
resultados de los estudios de las placentas de
los Bloques 2 y 3 en las que se observaron focos
necroéticos alternados con zonas de hiperemia y
otras de autdlisis. Esto es coincidente con los
datos aportados por Gibbs para el bovino quien
cita que los cotiledones pueden presentar lesiones
degenerativas aunque no son patognomonicas
(20). Las lesiones histologicas observadas en la
placenta de bovinos infectados con BoHV-1 re-
velan ademas marcado edema perivascular y ex-
tensiva necrosis coagulativa en el corioalantoides,
lo que conduce a un severo y gradual cese de la
circulacién placental llevando al desprendimiento
de la misma y al aborto subsecuente, sin obser-

10 AnaLEcTA VET 2011; 31 (2): 5-12

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590



vaciéon de lesiones tipicas virales en el feto. Por
otro lado, hallazgos detallados por Smith (1997)
revelan evidencias de AV en placenta a pesar de
ausencia de lesiones. El mismo autor cita que en
el caso de otros herpesvirus como el que produce
el aborto equino también se observaron abortos
sin poder aislarse virus de las placentas las que
a veces tampoco presentaban lesiones (18). En
este trabajo el AV no fue positivo, sin embargo
el dato mas significativo de este estudio es la
deteccién de ADN viral a partir de las muestras
de placentas lo que confirma el pasaje del virus
a través de la misma.
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Grafico I: Curva de anticuerpos obtenidos por ELISA co-
rrespondiente a los animales del Bloque IN1 (inoculacién
previa al servicio). Los datos correspondientes a 30-45 dias
post infeccién (dPI) fueron arreglados para la muestras no
determinadas, tomando un promedio entre los valores ante-
riores y posteriores para suavizar la curva, de manera de no
mostrar un dato falseado. Los titulos fueron transformados
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En este trabajo se evidenci6 por primera
vez la llegada del virus al torrente sanguineo en
conejas, luego de la infecciéon por la puerta de
entrada natural del virus. Con estos resultados
se valoriza a este modelo experimental para es-
tudiar la patogenia de la infeccién. Ademas se
aporta una herramienta de utilidad para evaluar
la virulencia de diferentes cepas de BoHV-1, la
respuesta inmune a distintos inmunégenos y
para continuar con los estudios de latencia y
reactivacion de virus latente.
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Grafico IV: Representacion grafica del promedio de los titu-
los virales obtenidos y expresados como DICC50%/50ul (eje
vertical), a partir de los hisopos tomados de los animales
inoculados del Bloque IN1 y a diferentes dias post infeccion
(dPI) (p<0.5 entre los dPI por cada animal)
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Grafico II: Curva de anticuerpos obtenidos por ELISA co-
rrespondiente a los animales del Bloque IN2 (inoculacién en
el 2° tercio de preniez). Los titulos fueron transformados en
log. base 10.
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Grafico III: Curva de anticuerpos obtenidos por ELISA co-
rrespondiente a los animales del Bloque IN3 (inoculacién en
el 3° tercio de prefiez). Los titulos fueron transformados en
log. base 10.
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Grafico V: Representacion grafica del promedio de los titulos
virales obtenidos y expresados como DICC50%/50ul (eje
vertical), a partir de los hisopos tomados de los animales
inoculados del Bloque IN2 y a diferentes dias post infecciéon
(dPI) (p<0.5 entre los dPI por cada animal)
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Grafico VI: Representacion grafica del promedio de los titu-
los virales obtenidos y expresados como DICCS50%/50ul (eje
vertical), a partir de los hisopos tomados de los animales
inoculados del Bloque IN3 y a diferentes dias post infecciéon
(dPI) (p<0.5 entre los dPI por cada animal)
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Figura 1: Pulmon de la coneja IN2-a2. Neumonia supurativa.
HE (Obj.20X)

Figura 2: Cornete nasal de la coneja IN3-a2. Se observan
cuerpos de inclusién intranucleares (flecha), redondos e
intensamente basofilicos. HE (Obj.40X)
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Figura 3: Inmunohistoquimica de cortes de pulmoén de la
coneja IN3-a2. Se observa inmunomarcacion positiva en las
células de la mucosa del bronquiolo (Obj. 40X).
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COMPORTAMIENTO DINAMICO DEL PESO CORPORAL
TEMPRANO EN POLLOS DE CARNE CON DIFERENTE
EDAD AL MISMO PESO OBJETIVO DE FAENA

Romera BM!, Canet ZE!®, Antruejo AE?, Dottavio AM!*, Di Masso RJ'*

!Catedra de Genética, 2Catedra de Produccion Avicola y Piliferos,
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de Rosario. *CIC-UNR.

RESUMEN: Con el objetivo de caracterizar el comportamiento del peso corporal en dos poblacio-
nes de pollos de crecimiento lento (hibrido simple Casilda CPy Campero INTA) en comparacion
con el parrillero comercial Cobb 500, se pesaron en forma individual, a intervalos semanales
entre el nacimiento y la faena, 20 machos y 20 hembras de cada grupo. Los datos peso cor-
poral - edad se ajustaron a un modelo exponencial creciente y los valores de los estimadores
de los parametros S (valor de inicio) y k (tasa de crecimiento) correspondientes a cada ave se
utilizaron como nuevas variables aleatorias. En ambos sexos Cobb 500 mostré mayor valor de
S sin que se observaran diferencias significativas entre los grupos de crecimiento lento. No se
observaron diferencias significativas entre grupos en los valores de k. La intensa seleccién por
velocidad de crecimiento aplicada a las poblaciones de reproductores pesados, responsable
de la reduccién del numero de dias requerido para alcanzar un determinado peso objetivo
de faena, habria afectado la regulacién del proceso en un nivel muy primario de la cadena
de eventos vinculados con la fenogénesis del peso corporal, fijando un nivel mds elevado de
esta variable respuesta sin modificar la tasa de crecimiento relativo.

Palabras clave: peso corporal inicial, peso objetivo de faena, funcién exponencial, tasa de
crecimiento, pollo campero

DYNAMIC BEHAVIOR OF EARLY BODY WEIGHT IN MEAT TYPE
CHICKENS WITH DIFFERENT AGE AT THE SAME TARGET
SLAUGHTER WEIGHT

ABSTRACT: In order to characterize the dynamic behavior of body weight in two populations
of slow-growing chickens (Casilda CP and Campero INTA) compared to the commercial broiler
Cobb 500; 20 males and 20 females of each group were weighed individually at weekly in-
tervals between birth and slaughter. Body weight-age data were fit to an exponential model
and the values of the parameter estimates, S (start value) and k (growth rate), for each bird
were used as new random variables. In both sexes Cobb 500 showed a higher value of S
than Casilda CP y Campero INTA with no apparent differences between the groups of slow
growth. There were no significant differences among groups in k values. Artificial selection
for growth rate applied to heavy breeders populations, responsible for reducing the number
of days required to reach a target slaughter weight, would have affected the regulation of the
process in a very primary level of the chain of events linked to body weight phenogenesis,
setting a higher level of this variable response without changing the relative growth rate.

Key words: initial body weight, target slaughter weight, exponential function, growth rate,
free-range chicken
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INTRODUCCION

La intensa presion de selecciéon por veloci-
dad de crecimiento aplicada en el mejoramiento
genético de las poblaciones de pollos para carne
permitié, en un lapso de 30 afos (1960 — 1990),
reducir a razén de un dia por afno la edad de faena
y aumentar entre el 250 y el 300 % el peso a la
edad de sacrificio (1, 2, 3).

Si bien esta respuesta directa a la seleccion
representa una de las principales razones que
permitieron transformar a la carne de pollo en un
producto mas barato y por ende en una fuente de
proteina de calidad accesible a una mayor franja
de la poblacién, la misma estuvo acompanada de
un conjunto de respuestas correlacionadas con-
sideradas indeseables que han puesto en serio
compromiso el bienestar de las aves (4, 5,6, 7)y
establecido un limite al mejoramiento posible en
base a los criterios de selecciéon habituales (8).

Frente al modelo productivo vigente, de
naturaleza intensiva, altamente integrado y que
prioriza la productividad individual lograda en
base a la aplicacion de estos criterios de selec-
ci6on, han surgido otras propuestas de produccién
avicola, bajo diferentes denominaciones tales
como organica o ecologica, destinadas a cubrir
la demanda de un nicho creciente de mercado.
Esta modalidad productiva, de naturaleza semi-
intensiva, requiere de un tipo particular de ave,
mas rustica, que alcance el peso objetivo de faena
a mayor edad cronolégica y con mayor madurez
que el “broiler” o parrillero industrial. En nues-
tro pais el INTA desarrolld un ave de este tipo
denominada Campero (9), de crecimiento lento
y plumaje variado, buen desarrollo de pechuga
y carne firme, de sobresalientes caracteristicas
organolépticas, cuya produccion se lleva a cabo
bajo normas protocolizadas (10).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar
el comportamiento dinamico del peso corporal
temprano en dos poblaciones de pollos campe-
ros de crecimiento lento, el hibrido experimental
Casilda CP generado en la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de Ro-
sario y el hibrido Campero INTA producido y
distribuido por la Seccién Avicultura de la EEA
INTA Pergamino, en comparacion con el parrillero
comercial Cobb 500, todos ellos mantenidos en
las condiciones de cria establecidas por el proto-
colo de produccién del Pollo Campero INTA.

MATERIALES Y METODOS
AVES
Las aves utilizadas en este ensayo pertene-

cian a los siguientes tres grupos genéticos:

* Hibrido simple experimental Casilda CP
(gallos Cornish Blanco x gallinas Plymouth Rock
Barrada),

e Campero INTA (estirpe paterna AS x
estirpe materna E)

¢ Cobb 500 (parrillero hibrido comercial)

Todas las aves se produjeron en la EEA Per-
gamino de INTA. El dia de la eclosién los pollitos
BB se sexaron (Casilda CP y Campero INTA por
cloaca y Cobb 500 por velocidad de emplume),
se identificaron con banda alar y se vacunaron
contra Marek.

Las aves se criaron a galp6n, como un unico
grupo, con una densidad inicial de 8 animales
por m?. Esta etapa de cria se extendi6 hasta los
28 dias de edad en el caso de Cobb 500 y hasta
los 35 dias en el caso de Campero INTA y Casilda
CP. Durante ese lapso las aves en crecimiento
se mantuvieron con un fotoperiodo de 16 h y un
ciclo minimo de oscuridad de 8 h. En las primeras
semanas de vida la temperatura ambiente del
galpoén se reguld en 33 °C para ir luego disminu-
yendo paulatinamente a razén de tres grados por
semana hasta llegar a 21 °C. A partir del dia 29 o
36, segun el grupo genético, 40 animales (20 ma-
chos y 20 hembras) elegidos al azar de cada una
de las respectivas poblaciones, se trasladaron a
corrales con acceso a parque, con una densidad
de 2 aves por m?, donde permanecieron hasta
alcanzar el peso objetivo de faena de 2500 g para
los machos y 2200 g para las hembras.

Durante su permanencia en el experimento
las aves recibieron ad libitum alimento balancea-
do formulado especialmente para pollo Campero
de acuerdo con el siguiente detalle: Iniciador
(2860 kcal EM, 18,5 % PB, 1 % Cay 0,44 % P),
Crecimiento (2840 kcal EM, 17,5 % PB, 0,77 %
Cay 0,58 % P) y Terminador (2870 kcal EM,
16 % PB 0,85 % Cay 0,38 % P). El lapso de ali-
mentacion con cada uno de estos alimentos se
determiné en funcién de los siguientes rangos de
peso corporal: Iniciador (nacimiento-1000 g en
machos y nacimiento-800 g en hembras); Creci-
miento (1000-2000 g en machos y 800-1800 gen
hembras); Terminador (2000 g-peso objetivo de
faena en machos y 1800 g-peso objetivo de faena
en hembras) correspondientes a los siguientes
intervalos de edades: Casilda CPy Campero INTA
-Iniciador (nacimiento - 35 dias, cria a galp6n),
Crecimiento (36 - 56 dias) y Terminador (57 - 70
dias) y Cobb 500 - Iniciador (nacimiento-28 dias,
cria a galpén), Crecimiento (29-42 dias) y Termi-
nador (43 a 56 dias).

El manejo sanitario incluy6 el plan minimo
de vacunaciones establecido por el protocolo de
produccién del pollo Campero INTA.

Todas las aves se pesaron en forma indivi-
dual, a intervalos semanales, con aproximacién al
gramo hasta su traslado a parque, y con aproxi-
macién a los 10 g desde ese momento hasta la
faena.

Los datos longitudinales peso corporal (g)
- edad cronolégica (dias) se ajustaron por regre-
si6én no lineal a un modelo exponencial creciente
del tipo:
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Wt =S * exp (k*t)

donde Wt = peso corporal (g) en el tiempo t, S = valor de inicio,
k = tasa de crecimiento exponencial y t = edad cronolégica
en semanas.

La bondad del ajuste se evalu6 con tres
criterios: la convergencia en una solucién, el valor
del coeficiente de determinacion no lineal (R2) y
la aleatoriedad de los residuales determinada con
un test de rachas (11).

Los valores de los estimadores de los pa-
rametros S y k correspondientes a cada ave se
utilizaron como nuevas variables aleatorias.

ANALISIS ESTADISTICO

El efecto del grupo genético, el sexo y la co-
rrespondiente interaccion simple (grupo genético
x sexo) se evalud con un analisis de la variancia
correspondiente a un disefio factorial 3 x 2 (tres
grupos genéticos x dos sexos).

El efecto del grupo genético dentro de sexo
se evalué con un analisis de la variancia a un
criterio de clasificacién seguido del test de com-
paraciones multiples de Tukey.

Las diferencias entre grupos genéticos, en
cada sexo por separado, en la relacién entre el
peso corporal inicial (en el dia de la eclosién) y el
estimador del parametro S se evaluaron con un
analisis de la covariancia.

Patron de crecimiento en aves de carne

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra los valores del peso
corporal inicial y de los estimadores de los para-
metros de la funcion exponencial creciente en ma-
chos y hembras de los tres grupos analizados.

Los datos mostraron un comportamiento
compatible con el modelo propuesto de acuer-
do con los valores calculados del coeficiente de
determinaciéon no lineal (0,86 < R2 < 0,99) y el
resultado del test de aleatoriedad de los residua-
les que en todos los casos mostré ausencia de
desviaciones significativas (P>0,05) respecto del
modelo planteado.

Tanto en machos como en hembras las aves
Cobb 500 mostraron mayor valor del parametro
S sin que se observaran diferencias significativas
entre los dos grupos de crecimiento lento. No se
observaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre grupos en los valores promedio
de k.

Casilda CP present6 el menor peso inicial,
Cobb 500 el mayor y Campero INTA valores in-
termedios. Todas estas diferencias fueron esta-
disticamente significativas y comunes a ambos
Sexos.

La Tabla 2 resume el significado de los
efectos directos del grupo genético, del sexo y de
la interaccion simple entre ambos. Cada uno de
los dos estimadores present6é un comportamiento
particular. En el caso del parametro S se observo

Tabla 1. Estimadores de los parametros de la funciéon exponencial y peso corporal inicial en machos
y hembras de tres poblaciones de aves para carne con diferente edad cronolégica al peso objetivo

de faena.
Machos Hembras
Casilda Campero Cobb Casilda Campero Cobb
CP INTA 500 CP INTA 500

Parimetro S 1133 a 121,4 a 228,0 b 118,8 a 109,1 a 2180 b

+ 3,68 +3,45 + 8,90 + 3,42 +2,71 +8,71
Parametro k 0,3875 a 0,3828 a 0,3858 a 0,3541 a 0,3544 a 0,3723 a
+0,0029 + 0,0031 +0,0048 | £0,0034 | +0,0026 | +0,0056

Peso corporal 34,4 a 40,5 b 47,8 ¢ 33,3 a 40,5 b 47,6 c

inicial (g) + 0,37 +0,52 + 0,81 + 0,44 + 0,54 + 0,59

Todos los valores corresponden a la media aritmética * error estandar

Tamano muestral: n = 20 aves por grupo.

a,b,c Valores con diferente letra difieren al menos al 0,05

Tabla 2. Efectos del grupo genético, el sexo y de la interacciéon simple (grupo genético x sexo) sobre
los estimadores de los parametros de la funcién exponencial creciente y sobre el peso corporal a la
eclosion, en pollos con diferente edad al mismo peso objetivo de faena

Efecto Efecto Efecto
Grupo Genético Sexo Interaccion
- F =208 F=1,28 F=1,27
Pardmetro S P < 0,0001 P = 0,2612 P = 0,2847
Parametro k F = 3,39 F =527 F= 3,00
P=0,037 P < 0,0001 P=0,05
Peso corporal inicial F =304 F=089 F=0,54
P < 0,0001 P =0,3472 P =0,5825
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un efecto significativo del grupo genético corres-
pondiendo mayores valores a las aves Cobb 500,
sin diferencias significativas entre Casilda CP y
Campero INTA. El efecto sexo no fue significativo
al igual que la respectiva interacciéon simple. Los
tres efectos segregados resultaron estadistica-
mente significativos en el caso del parametro k.
La diferencia mas notoria se observo entre sexos
correspondiendo mayores valores a los machos.
El efecto del grupo genético y el efecto de la inte-
raccion resultan del comportamiento de las hem-
bras Cobb 500 que tendieron a parecerse mas a
los machos del mismo grupo que en el caso de
las otras dos poblaciones consideradas.

Los ajustes lineales entre los valores indi-
viduales del estimador del parametro S y el peso
de los pollitos de un dia indicaron, en todos los
casos, ausencia de pendientes (b + Sb) significati-
vamente diferentes de cero (Machos - Casilda CP:
1,416+ 1,167; Campero INTA: 0,3272 +0,7435 y
Cobb 500: 2,417 £ 1,506; Hembras - Casilda CP:
0,0850 £ 1,068; Campero INTA: 0,650 + 0,7435
y Cobb 500: - 0,1471 £ 2,404). La ausencia de
diferencias significativas entre las pendientes
(Machos: F = 1,140, P = 0,323; Hembras: F =
0,082, P=0,921) permitio6 calcular una pendien-
te comun para las aves de cada sexo (Machos:
1,2635; Hembras: 0,270) y comparar las alturas
constatando un efecto significativo del grupo ge-
nético en cada uno de los sexos (Machos: F =81,5;
P<0,0001 - Hembras: F = 70,2; P < 0,0001).

Las Figuras 1y 2 muestran los ajustes ex-
ponenciales promedio correspondientes a machos
y hembras, respectivamente.

Las Figuras 3 y 4 muestran la relacion entre
el valor del parametro Sy el peso corporal inicial
en machos y hembras, respectivamente.

DISCUSION

Si bien el pollo Campero se considera un
tipo de ave de crecimiento lento (12), dicha deno-
minacién se justifica en relacién a la dinamica de
crecimiento de las diferentes variantes genéticas
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Figura 1. Crecimiento exponencial inicial en
machos de tres grupos genéticos de aves con
diferente edad al mismo peso objetivo de faena.
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Figura 2. Crecimiento exponencial inicial en
hembras de tres grupos genéticos de aves con
diferente edad al mismo peso objetivo de faena.
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Figura 3. Relacién entre el valor del parametro
S de la funcién exponencial y el peso corporal al
nacimiento en machos de tres grupos genéticos
de aves con diferente edad al mismo peso objetivo
de faena.
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Figura 4. Relacion entre el valor del parametro
S de la funcién exponencial y el peso corporal al
nacimiento en hembras de tres grupos genéticos
de aves con diferente edad al mismo peso objetivo
de faena.

de parrilleros comerciales que, en todos los casos
alcanzan el peso objetivo de faena a una menor
edad cronolégica. Esta observacion es valida
tanto para Campero INTA como para el hibrido
simple experimental utilizado en este ensayo dado
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que ambos requieren algo méas de dos semanas
(70 vs. 51 dias) adicionales para ser faenados al
mismo peso promedio que Cobb 500.

El comportamiento exponencial creciente
del peso corporal en el intervalo de edades consi-
deradas puede equipararse, utilizando una ana-
logia ya clasica, a un caso de interés compuesto
en el que dada una inversion inicial al cabo de
un determinado tiempo el interés devengado se
suma al capital disponible para que esa nueva
cantidad acumulada genere mas intereses. La
particularidad del proceso biologico analizado
es que los intereses se capitalizan no en plazos
preestipulados sino en forma continua de ma-
nera tal que el peso corporal acumulado en un
momento dado del ciclo de vida es igual al peso
inicial (S) multiplicado por la constante k -que es
funcién de la tasa de interés, es decir, de la tasa
de crecimiento- y que es la base de una potencia
del tiempo (k"t).

Los resultados informados en este trabajo
indican que los genotipos analizados no difieren
en su tasa de crecimiento relativo es decir que
incrementan su biomasa en una cantidad similar
por unidad de peso corporal acumulado y por
unidad de tiempo. La diferencia en la velocidad
de crecimiento absoluta -mayor ganancia diaria
de peso- puesta de manifiesto por Cobb 500,
que le permite alcanzar el peso objetivo de faena
a menor edad cronolégica, se debe a que estas
aves disponen de un mayor capital inicial a partir
del cual acumulan intereses con la misma tasa.

Dada la imposibilidad de disponer de datos
longitudinales peso corporal-edad cronolégica
previos al nacimiento, los ajustes analizados
corresponden al periodo de crecimiento post-eclo-
sién temprano y utilizan como valor correspon-
diente al tiempo cero, el peso corporal registrado
dentro de las 24 h de vida.

Los tres grupos de aves comienzan la por-
cién analizable del proceso con diferente peso.
Ese valor de inicio puede pensarse con dos crite-
rios. El primero de ellos, el mas obvio, es que las
diferencias observadas al nacimiento no son mas
que el reflejo de un proceso no accesible a la me-
dicion comenzado 21 dias antes en el que, dadas
las diferencias en el valor del parametro S y la
falta de diferencia en los valores del parametro k,
el capital disponible al nacimiento es diferente en
cada caso. Si bien esta explicacién puede resultar
satisfactoria si se compara el comportamiento de
Cobb 500 con el de cualquiera de los otros dos
genotipos, deja de serlo si se comparan las dos
poblaciones de crecimiento lento dado que en
este caso se observan diferencias significativas
en el peso corporal al nacimiento pese a la au-
sencia de diferencias significativas en los valores
promedio de S.

El segundo criterio es menos evidente en
tanto supone una inversion de la relacion causa-

Patron de crecimiento en aves de carne

efecto analizada, no desde un punto de vista
biolégico sino en relacién al ajuste analizado. El
interrogante planteado es si el valor estimado del
parametro S es funcién del peso corporal regis-
trado al inicio del ensayo y utilizado como primer
dato en el ajuste. Los resultados derivados de este
razonamiento indican que pese a las diferencias
significativas observadas en los pesos corporales
iniciales entre las dos poblaciones caracterizadas
como de crecimiento lento, la relacion estudia-
da puede resumirse en una ecuacion comun a
ambas dada la ausencia de diferencias tanto en
las pendientes como en las alturas de las respec-
tivas rectas de regresiéon. La inclusién de Cobb
500 en esta comparacion muestra que, si bien
al igual que en el caso anterior las diferencias en
el peso corporal inicial de las aves de este grupo
genético no guardan relacién con los valores de
los estimadores del parametro S (pendiente no
significativa), hay una evidente diferencia en las
alturas (ordenadas) de las rectas de regresion.
De esta manera, aves de diferente grupo, con el
mismo peso al nacimiento presentan diferencias
marcadas en el valor del parametro S. Esta parti-
cularidad permite especular que la diferente edad
para alcanzar el mismo peso objetivo de faena
estaria relacionada con determinantes propios
de las lineas de reproductores pesados.

La seleccion artificial es una estrategia de
mejoramiento que actiia como una caja negra.
Conocemos la entrada en tanto definimos los cri-
terios a utilizar y medimos la salida en términos
de respuestas directas y correlacionadas, pero
desconocemos la complejidad de los procesos
que, en el interior del animal, llevan a ese resul-
tado. En este contexto, la intensa seleccion por
velocidad de crecimiento a la que se han visto
sometidas las poblaciones de reproductores
pesados destinadas a la produccion de pollos
parrilleros, es mensurable en su aspecto mas
obvio que es la tasa de crecimiento y, por ende,
expresable en términos de un indicador simpli-
ficado como es el numero de dias requerido para
alcanzar un determinado peso objetivo. Dicha
estrategia pareciera haber alterado la regulacion
del proceso en un nivel muy primario de la ca-
dena de eventos vinculados con la fenogénesis
del peso corporal, fijando un nivel mas elevado
de esta variable respuesta, lo que explicaria la
multiplicidad de modificaciones observadas.
Esta modificacion no es evidente en el caso de
las poblaciones de crecimiento lento que, pese a
expresar una velocidad de crecimiento relativo
similar, no muestran los niveles de alteracion
de la homeostasis fisioloégica descritos para las
poblaciones de crecimiento rapido.
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ESTANDARIZACION DE LA ESPECTROFOTOMETRIA PARA

LA MEDICION DE LA CONCENTRACION SEMINAL
EN EL PERRO DOMESTICO
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RESUMEN: Los objetivos de este trabajo fueron: determinar la repetibilidad de las lecturas
seminales realizadas con el espectrofotémetro y compararlas con aquellas del hemocitémetro,
realizar una curva de estandarizacién de lectura espectrofotométrica de concentracién semi-
nal y, finalmente, correlacionar los resultados obtenidos por ambos métodos en la especie
canina. Con este fin se evaluaron 9 eyaculados de 5 perros machos reproductivamente aptos.
Cada uno de los eyaculados se fraccioné en cuatro partes iguales las que posteriormente se
diluyeron 1:25, 1:50, y 1:75 en agua destilada, dejando una de las fracciones sin diluir. Se
realizaron tres lecturas consecutivas con cada uno de los métodos. Se calculd la repetibilidad
de cada método y el coeficiente de correlacién entre ambos. Asi, los coeficientes de variacién
fueron 7,8% y 16,9% para el espectrofotometro y el hemocitémetro, respectivamente y el coefi-
ciente de correlacion entre la absorbancia y la concentracién fue de r= 0,89 (p < 0.01). Estos
hallazgos reivindican el uso de la espectrofotometria en la especie canina como un método
no solo rapido y econémico sino también con una precision aceptable.

Palabras Clave: canino, espermatozoide, semen, hemocitometria, espectrofotometria.

STANDARDIZATION OF SPECTROPHOTOMETRY
FOR THE ASSESSMENT OF SPERM
CONCENTRATION IN THE DOMESTIC DOG

ABSTRACT: The aims of this study were to determine the repeatability of semen measures
carried out by spectrophotometry and to compare them with that of the hemocytometer, to
design a standard spectrophotometric curve for canine seminal concentration, and to correlate
results obtained by both methods. For these purposes, 9 ejaculates were obtained from 5
normal male dogs. Each ejaculate was divided into four parts, and then diluted 1:25, 1:50,
1:75 in distilled water; the last fraction was not diluted. All the samples were measured three
consecutive times by each method. Repeatability and correlation coefficient were calculated
for both methods. The coefficient of variation of the spectrophotometer and hemocytometer
was 7.8 % and 16.9 %, respectively and the correlation between absorbance and sperm count
was r=0.89 (p < 0.01). These findings further present spectrophotometry not only as a rapid
and low cost method but also precise for semen evaluation in this species.

Key words: canine, spermatozoo, semen, hemocytometry, spectrophotometry.
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INTRODUCCION

El descubrimiento de la hemocitometria
produjo un hito en la evaluacion de la calidad
seminal del macho. Desde entonces esta técnica
se ha llamado oficialmente por la OMS como el
“gold standard’ para el conteo espermatico (1).
No obstante, a pesar de la fe depositada en ella,
son varias las limitaciones observadas desde su
descubrimiento, tales como el tiempo insumido
en la ejecuciéon de la misma (2), la variacion de
resultados entre los diferentes hemocitometros
disponibles (3), e incluso entre dos conteos de
una misma muestra en el mismo hemocitéme-
tro (4) o entre distintos operadores (5). En base
a esto, surge la necesidad de mejorar la técnica
y las herramientas disponibles para el conteo
espermatico, lo que fomento6 el desarrollo de dis-
positivos con un grado mayor de eficiencia. Es asi,
que hoy en dia se ofrecen al mercado numerosos
equipos; entre ellos pueden mencionarse como
los mas usados, el CASA (Computer-Assisted
Semen Analyzer) y el Spermacue® de Minitub,
como asi también un nuevo y prometedor método,
la citometria de flujo. Algunos de estos dispositi-
vos han logrado vencer los inconvenientes de la
hemocitometria, pero presentan otra importante
restriccion a tener en cuenta: su elevado costo.

El espermatocrito por ejemplo, es una téc-
nica practica y econoémica, pero no ha podido ser
reproducida en caninos (6).

Por otra parte, el espectrofotémetro conven-
cional ademas de ser un equipo de bajo costo,
permite con un minimo entrenamiento medir
en pocos minutos (2 a 3 minutos, 7) la cantidad
de luz que absorbe una muestra de semen, co-
rrelacionandola con un alto grado de precision
con la concentracion seminal (8). Quizas con el
surgimiento de dispositivos con mayor grado de
desarrollo como los mencionados anteriormente,
se ha llegado a desestimar la utilidad de la espec-
trofotometria para el conteo seminal. No obstante,
es factible de demostrar que la espectrofotometria
es uno de los métodos con mejores resultados
para este fin; ademas, por su moderado costo,
podria considerarse como una herramienta de
considerable valor para laboratorios de bajos a
medianos recursos.

Es sabido que las diferentes glandulas
accesorias de las especies mamiferas secretan
particulas (9) y que hay una variacion biologica
en la calidad y cantidad de estas entre las espe-
cies. Considerando estas diferencias, asi como
también las de tamano y concentracion seminal,
resulta razonable validar y estandarizar el conteo
seminal por espectrofotometria en cada una de
las especies. Por lo tanto, los objetivos de este
trabajo fueron: determinar la repetibilidad de
las lecturas realizadas con el espectrofotémetro
y compararlas con aquellas del hemocitémetro,

realizar una curva de estandarizacion de lectura
espectrofotométrica de concentracion seminal
caninay, finalmente, correlacionar los resultados
obtenidos por ambos métodos.

MATERIALES Y METODOS
ANIMALES Y RECOLECCION DE LAS
MUESTRAS SEMINALES

Se utilizaron un total de 5 caninos machos
adultos de entre 2 y 5 afios de edad, saludables
y con parametros reproductivos normales, que
fueron proporcionados por sus propietarios pre-
vio consentimiento escrito. La recoleccion de las
muestras se realiz6 en forma higiénica mediante
masturbacion (10); para dicho procedimiento se
utilizaron recipientes de plastico, calibrados y
limpios. Se realizaron dos extracciones de semen
por animal con un intervalo de 3 dias entre cada
una de ellas. Uno de los eyaculados no pudo ser
utilizado por derramarse fuera del recipiente, por
lo que se procesaron un total de 9 eyaculados.

DILUCION DE LOS EYACULADOS

Cada uno de los eyaculados se fraccionoé
en 4 partes iguales las que posteriormente se
diluyeron 1:25, 1:50, y 1:75 en agua destilada,
dejando una de las fracciones sin diluir. De esta
forma se generaron un total de 36 muestras. La
finalidad de estas diluciones fue obtener distintos
valores de concentraciéon que permitieran crear
una mayor variabilidad entre los datos a anali-
zar y por consiguiente un rango mas amplio de
absorbancia.

CONTEOS EN EL HEMOCITOMETRO

Para el conteo en camara de Neubauer
(Neubauer improved, BOECO, Germany) cada
una de las muestras generadas por dilucion y las
fracciones no diluidas, se mezclaron con solucion
fisiol6gica formolada (ClNa 0,9 g, agua destilada
100 ml y formol 40 %, 0,3 ml) en una proporcién
1:20 6 1:200. La eleccion de la dilucién a utilizar
se baso en el aspecto macroscépico de la mues-
tra (grado de opacidad), teniendo asi diluciones
1:200 para las muestras con mayor opacidad y
1:20 para aquellas transltcidas. Utilizando una
micropipeta autoajustable (PZ HTL, Daniszewska
4, 03-230 Warsaw, Polonia) se tom6 una alicuota
de cada muestra por separado, se cargaron las
camaras, y se procedi6 al conteo bajo microscopio
de luz a 40 aumentos. Fueron contabilizados los
espermatozoides de 5 cuadrados equidistantes
entre si delimitados por 3 lineas paralelas. Se
tuvo la precaucién de no superar el 10% de
diferencia de conteo entre ambas camaras del
hemocitometro. Los conteos fueron realizados
en 3 réplicas para calcular la repetibilidad de
los resultados.

20 AnaLecta VET 2011; 31 (2): 19-22

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590



1,7 -
1,6 -
1,5 -
1,4
1,3 -
1,2 -
1,1
1,0 -
09
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5
04
0,3 -
0.2 y=0,17+ 0,001.x
0,1 e r= 0,89 p= <0,01
0,0 § T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Concentracion espermatica (Neubauer) x 10%/ml

Espectrofotometria en semen canino

1,7 -
1,6 —
1,5 -
14 —
1,3 -
1,2 -
1,1+
1,0 -
09
0,8
0,7 -
0,6 —
0,5
04
0,3 -
0,2 y=0.17+ 0.001.x
01+-%e r=0.89 p=<0.01
0,0 § T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Spermatozoa concentration (Neubauer) x 10%/ml

Figura I: Relacion entre la concentracion espermatica medida por hemocitometria (camara de Neu-
bauer) y la absorbancia por espectrofotometria de muestras seminales caninas.

LECTURAS EN EL
ESPECTROFOTOMETRO

Para la medicion en el espectrofotometro
(Metrolab RC 325 junior, Argentina) la dilucién
se hizo en agua destilada 1:30 (0,05 ml de la
muestra en 1,5 ml de agua destilada), y la lon-
gitud de onda utilizada en dicho procedimiento
fue de 620 nm.

Previo a la lectura, el aparato fue calibrado
a 0 de absorbancia y transmitancia utilizando
como blanco un tubo de vidrio limpio y sin raya-
duras, al cual se le agregé 1,5 ml de agua desti-
lada en su interior. Luego a ese mismo tubo, se
le colocé la muestra diluida como se detall6 mas
arriba, se ajusto la longitud de onda indicada y
se procedi6 a la lectura. Cada una de las lecturas
se realizé 3 veces consecutivas.

ANALISIS DE DATOS

Se calcul6 la repetibilidad de cada método
mediante el analisis del coeficiente de variacion
(CV=0/X.100) de las tres réplicas realizadas en
cada una de las muestras. Luego, se realiz6é una
curva de estandarizacion entre los valores de
absorbancia y de concentracion mediante la uti-
lizacion de la ecuacién de regresion lineal, segin
la formula y= a+bx, donde “x” fue el conteo en ca-
mara e “y” los valores de absorbancia. Por tltimo,
se compararon las concentraciones seminales
obtenidas por cada equipo a través de un Test de
Student. De no hallar diferencias significativas
entre los conteos se calcul6 del coeficiente de
correlacion de Pearson para dichos datos.

RESULTADOS

Los valores obtenidos a través del calculo
del CV fueron 7,8 %y 16,9 % para el espectrofoto-
metro y la camara de Neubauer, respectivamente.
Mediante la ecuacion de regresion general se logré
la alineacién de la dispersion de los datos, lo cual
permitio la estandarizacion de los valores tanto de
absorbancia como de concentracion (Figura I).

No se encontraron diferencias significativas
entre los conteos espermaticos obtenidos con
ambos equipos (p > 0,05). El coeficiente de co-
rrelacién entre la absorbancia y la concentracion
fue de r= 0,89 (p < 0.01).

DISCUSION

A nuestro conocimiento, no existen reportes
acerca de la repetibilidad de las mediciones rea-
lizadas por espectrofotometria en semen canino.
Este dato permite, no solo el conocimiento de la
misma sino también comparar la repetibilidad
con la de otros métodos, e incluso con la del “gold
standard”. Este conocimiento comparativo en la
especie canina es de ayuda en la toma de deci-
siones para la eleccion y compra de equipamiento
en un laboratorio de reproduccion.

En nuestro trabajo la camara de Neubauer
mostro tener menos de la mitad de la precision
del espectrofotometro. Similar proporcién entre
la precisién de ambos métodos fue previamente
reportada en la especie bovina (11).

En este trabajo, al igual que en un estudio
anterior en la misma especie (r = 0,99; 12) y en
otras especies como bovinos (r= 0,99; 11), cerdos

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590

AnaLeEcta VET 2011; 31 (2): 19-22 21



JD Diaz y col.

(r= 0,96; 13) y conejos (r= 0,97; 14) entre otros,
se encontro6 una alta correlaciéon para los conteos
espermaticos obtenidos por ambos métodos.

Por otro lado, la alta correlacion entre los
aparatos permitié generar un indice de equi-
valencias para la lectura de la concentracion en el
espectrofotometro a partir de los datos obtenidos
por camara de Neubauer. Debido a la dispersion
de dichos datos fue necesario su alineamiento
por medio de una ecuacién de regresién lineal
para la homogeneizaciéon de los mismos, como
se realiz6 en anteriores trabajos (15,16), ya que
su modelo de comportamiento fue similar. Estos
hallazgos reivindican el uso de la espectrofoto-
metria en la especie canina como un método no
solo rapido y econémico sino también con una
precision aceptable.
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PENETRACION DE FOSFOMICINA EN CELULAS HEP-2 Y
SU INTERACCION CON DEOXINIVALENOL
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RESUMEN: Fosfomicina (FOS) es un antimicrobiano utilizado en produccién porcina para pre-
vencién y tratamiento de bacterias resistentes durante el post destete. Su presentacién como
sal cdlcica permite incorporarse en el alimento o agua de bebida. Diversos estudios eviden-
cian la presencia del antibidtico en tejidos y fluidos como pulmoén y secreciones bronquiales.
La linea celular HEp-2 (células laringeas) constituye un modelo para estudiar la penetracion
de FOS disponible sistémicamente. Deoxinivalenol (DON) es una micotoxina producida por
Fusarium sp. que contamina las materias primas e influye negativamente el rendimiento de
las piaras. El objetivo del trabajo fue estudiar la penetraciéon de FOS en lineas de cultivos
celulares y evaluar el potencial efecto interactivo de DON sobre la penetracién del antibiético
en lineas de cultivos celulares. Los resultados muestran que las concentraciones de antibié-
tico intracelular en células HEp-2 incubadas con 130 ppm de FOS cdlcica, oscilaron entre
0.4y 1.12ug/miconunt de 8 h. Cuando las células HEp-2 fueron incubadas con FOS y
DON, la penetracién celular del antibiético no presenté variacién significativa, en relacion a
laC __(1.10ppm)yt (12 h). Se concluye que la presencia de la micotoxina no modificaria
la distribucién celular de FOS en cerdos.

Palabras claves: fosfomicina, deoxinivalenol, células HEp-2, cerdos

PENETRATION OF FOSFOMYCIN IN HEP-2 CELLS AND
ITS INTERACTION WITH DEOXYNIVALENOL

ABSTRACT: Fosfomycin (FOS) is an antibiotic used in swine production for the treatment
and prevention of resistant bacteria during the post weaning. The calcium salt form can be
used in food or drinking water. Several studies showed the presence of this antibiotic in
tissues and fluids such as lungs and bronchial secretions. The HEp-2 line cell is a model to
study the penetration of systemically available FOS. Deoxynivalenol (DON) is a mycotoxin
produced by Fusarium sp. that contaminates the raw materials and influences the perfor-
mance of pigs negatively. The aim of this work was to study the penetration of FOS in cell
culture lines and evaluate the interactive effect of DON on the penetration of the antibiotic
in cell culture lines. The results showed that intracellular antibiotic concentrations in HEp-2
cells incubated with 130 ppm of calcium FOS oscillated between 0.4 and 1.12 mg/ml with
at of 8 h. When HEp-2 cells were incubated with FOS and DON, a significant variation
was not observed on the cellular penetration of the antibiotic, as regard the C___(1.10 ppm)
andt (12 h). It is concluded that the presence of the mycotoxin would not alter the cellular
distribution of FOS in pigs.
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INTRODUCCION

En produccién animal intensiva con el fin
de obtener buenos rendimientos, se utilizan,
entre otros xenobioticos, a los antibidticos, ya
sea como aditivos promotores del crecimiento
(incorporados al alimento o agua de bebida a
dosis subterapéuticas) o como agentes terapéuti-
cos, metafilacticos y profilacticos (1, 2). La fosfo-
micina (FOS) es un antimicrobiano de naturaleza
hidrosoluble muy utilizado en las producciones
intensivas tal como ocurre en produccion porcina
donde es empleada como una alternativa clinica
para la prevencion y tratamiento de bacterias
resistentes durante el post destete, periodo pro-
ductivo critico del lechon.

FOS (C,H,PO,, PM 138.06 g/mol) es un an-
tibiotico natural no relacionado estructuralmente
con otros agentes antimicrobianos, descubierto
en 1961 (3, 4, 5). El uso de FOS en animales y
humanos es recomendado por presentar una
baja toxicidad y excelente eficiencia y espectro
antimicrobiano contra bacterias gram-positivas
y gram-negativas (6). Su actividad bactericida es
mediada por bloqueo de la biosintesis de la pared
celular en la primera etapa de la sintesis del pep-
tidoglicano (7). FOS no posee resistencia cruzada
con ningUn otro antibi6tico o quimioterapico (8).
La molécula de FOS se encuentra disponible bajo
diferentes sales, adaptadas a la via enteral (FOS-
calcica y trometamol) y parenteral (FOS disédica)
(9). En animales, su presentacion en forma de sal
calcica permite ser utilizada facilmente al incor-
porarse al agua de bebida o al alimento. Una vez
que la droga es absorbida en intestino y alcanza
la circulacién sistémica, la unién de FOS a pro-
teinas es insignificante. Su distribucion dentro de
las células es pobre predominando en el espacio
extracelular. Algunos estudios han evidenciado la
presencia del antibidtico en distintos tejidos como
musculo, pulmoén y secreciones bronquiales, ojo,
hueso, liquido cefalorraquideo, tejido linfatico y
fluidos purulentos. Una proporcion pequena de
la molécula pasa por bilis, leche y calostro (10).
Si bien se conoce que la fosfomicina llega a dis-
tintos tejidos, existe escasa informacién sobre la
concentracion de droga biodisponible que ingresa
a las células de diferentes tejidos del organismo.
Teniendo en cuenta que la droga se detecta en
pulmon y secreciones bronquiales, la linea celular
HEp-2 (células laringeas) puede representar un
modelo adecuado para estudiar in vitro la pene-
tracion de fosfomicina biodisponible.

En cuanto a los factores asociados a la
alimentacién que pueden afectar la produccion
de una piara, la presencia de compuestos antinu-
tricionales en la dieta influye negativamente en el
rendimiento productivo. En esta region del pais,
las micotoxinas producidas por Fusarium entre
ellas el deoxinivalenol (DON) son contaminantes
comunes de materias primas, particularmente del

maiz, principal componente de la dieta del cerdo.
Se ha reportado que concentraciones superiores
a 1 mg DON/kg alimento desarrollan efectos
depresivos sobre la performance en porcinos
(11). La enfermedad clinica por efectos de DON
en cerdos se caracteriza por menor consumo,
rechazo del alimento, vomitos, inmunosupresion
y hemorragias (12). DON actua sobre las células
inhibiendo la sintesis proteica y tiene accién
citotoxica sobre tejidos de rapido crecimiento y
recambio (13). Luego de ingresar por via oral,
DON se absorbe rapidamente en estémago y
primera porcion del duodeno (14, 15). Goyarts
y Dénicke (16) demostraron que mas del 50%
de la concentracion de DON presente en la dieta
se absorbe rapidamente y distribuye a distintos
tejidos donde pobremente es metabolizado. Lue-
go de 24 h. de la administraciéon oral de DON,
la toxina no se encuentra en plasma. Si bien ha
sido ampliamente estudiado el efecto de la toxina
sobre las células del organismo en intoxicaciones
agudas y croénicas, no se ha descripto las poten-
ciales interacciones que podria ocurrir cuando la
toxina se encuentra en bajas concentraciones (si-
tuaciones subclinicas) frente a otros xenobiéticos
de utilizacién frecuente en produccion porcina,
como lo son los antibi6ticos.

El objetivo de este trabajo fue estudiar in
vitro, la penetracion del antibiético FOS en lineas
de cultivos celulares y evaluar el potencial efecto
interactivo de DON sobre la penetracion del anti-
biotico en lineas de cultivos celulares.

MATERIALES Y METODOS

2.1 CULTIVO DE CELULAS HEP-2

Para el cultivo, la linea celular HEp-2
(carcinoma laringeo humano) se incorpor6 en
botellas con 80% de Medio Esencial Minimo de
Eagle (MEM) y 20% suero fetal bovino (SFB). A
las 24 h. se cambio el medio para que continte
la multiplicaciéon celular con crecimiento en mo-
nocapa (MEM Y SFB 10%). Cuando estuvieron en
confluencia (ocupando el 100% de la superficie
de crecimiento), fueron consideradas aptas para
repicar (transferencia). En este punto se extrajo el
sobrenadante, se lavé con solucion salina de bu-
ffer fosfato (PBS) y se incorporo tripsina durante
10 min. a 37°C. Como consecuencia de la accion
enzimatica, se desprendieron las células de la su-
perficie y se rompieron las uniones intercelulares.
Posteriormente, las células se resuspendieron
en PBS y fueron centrifugadas durante 5 min. a
1500 rpm. EIl pellet obtenido se resuspendié en
MEM y SFB 10% y fue transferido a otras botellas.
Las células se sembraron en placas de cultivo de
6 pocillos y se mantuvieron en estufa a 37°Cy 5%
CO, Los cultivos celulares fueron regularmente
testeados. La confluencia de la monocapa celular
fue mayor al 80% correspondiendo a una densi-
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dad de 1.2 x 108 células por pocillo, momento en
el cual se consideraron aptas para ser empleadas
en los experimentos.

2.2 TRATAMIENTO DE LOS CULTIVOS
CELULARES

Concentraciones de DON utilizadas en cé-
lulas HEp-2: se obtuvieron distintas soluciones
de DON a partir de un estandar puro de 200 ppm
(Sigma-Aldrich®). Se trabajo con concentraciones
descendentes buscando el limite no toxico del
DON sobre las células. El limite no toxico deter-
minado fue de 1 ppm (1pg/ml), a dicha concentra-
cion no se observo citotoxicidad (desprendimiento
de la monocapa celular) transcurrida las 4 h de
incubacion.

Concentraciones de FOS utilizadas en cé-
lulas HEp-2: el antibi6tico empleado fue Fosbac®
(fosfomicina calcica) provisto por el laboratorio
Bedson S.A. La concentracién de FOS para el tra-
tamiento de los cultivos de células HEp-2 fue de
130 ppm. La misma fue estimada considerando
que in vivo, la fosfomicina célcica administrada a
razén de 30 mg/Kg de PV en lechones post des-
tete, se absorbe un 20 % (17) y que la volemia de
un lechén de 15 Kg es de 0,69 L (4,6 % PV).

2.3 PENETRACION INTRACELULAR DE
FOSFOMICINA

Se valid6é una metodologia adecuada para
estudiar la penetracion de fosfomicina en cultivos
celulares a partir de modificaciones de la técnica
reportada por Darouiche y Hamill en 1994 (18).

Los grupos experimentales fueron tres. Un
grupo control de cultivos de células HEp-2 sin
antibio6tico ni toxina; un segundo grupo de placas
de cultivos incubadas con FOS y un tercer grupo
incubado con FOS y DON. Las concentraciones
del antibiético y micotéxina fueron solubilizadas
en solucién fisiolégica y posteriormente incor-
poradas a los cultivos celulares. Las placas de
cultivo fueron incubadas en estufa (37°C) a dis-
tintos tiempos (0, 5, 10, 15, 30 min, 1, 2, 3, 4,
6, 8,12, 18 y 24 h).

2.4 EXTRACCION DE ANTIBIOTICOS

Finalizada la incubacion, las placas del
cultivo fueron lavadas dos veces con 2 ml de agua
HPLC, con el fin de eliminar el antibiético que no
penetro6 a las células. El agua de cada lavado fue
recolectada en tubos de polipropileno, rotulados
como antibiético extracelular y centrifugadas a
3.500 rpm durante 6 minutos. Alicuotas de 30 ul
del sobrenadante fueron recolectadas en viales y
llevadas a 1 ml con agua HPLC (dilucion 1:100)
para ser analizados en HPLC masa/masa.

Por otro lado, para la determinacion del
antibi6tico intracelular, se incorporaron 2 ml de
agua HPLC a cada pocillo de las placas de cultivo.
Las mismas se sellaron y sonicaron durante 30

Penetracion de fosfomicina

minutos, con el fin de lisar las células y liberar
la FOS intracelular. Posteriormente se centrifu-
garon a 10.000 rpm, 4 °C durante 6 minutos; el
sobrenadante fue filtrado y 1 ml del mismo incor-
porado en viales para su posterior analisis.

2.5 ANALISIS

Las concentraciones intracelular y ex-
tracelular de fosfomicina fueron determinadas
por triplicado en cromatografia liquida de alta
performance masa-masa (HPLC MS/MS) segin
el método de Soraci et al (2010) (17). El volumen
celular en células HEp-2 fue calculado multipli-
cando el numero de células HEp-2 por pocillo
(1,2 x 10°/1 ml de agua HPLC) con el volumen
promedio de agua intracelular de células mono-
nucleares (3,75 x 10°ul) (19).

Los resultados correspondientes a los dis-
tintos grupos experimentales fueron analizados
estadisticamente bajo test t- student con el em-
pleo del programa SAS.

RESULTADOS

Las concentraciones de antibiético intra-
celular en las placas incubadas con 130 ppm de
FOS calcica, oscilaron entre 0,4y 1,12 ug/ml en
los distintos tiempos de incubaciéon. Se observo
que el antibiético ingresa y sale de las células
en forma continua, alcanzando la concentracion
maxima (Cmax) de 1,12 ppm a un tiempo (tmax)
de 8 h (figura 1). Bajo esta forma detectamos que
solo menos del 1 % del antibiético tratado logré
ingresar a las células; permaneciendo en mayor
proporcién en el espacio extracelular. La suma-
toria de las concentraciones obtenidas de FOS
intracelular y extracelular para cada tiempo de
incubacion, coincidié con la concentracion inicial
del antibiotico (130 ppm) que se incorporod a los
cultivos celulares (figura II).
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Figura 1. Comportamiento intracelular FOS en
HEp-2 correspondiente a placas de cultivo incu-
badas con 130 ppm FOS calcica.

Las placas de cultivo incubadas con 130
ppm FOS céalcica y 1 ppm DON, mostraron una
concentraciéon de FOS intracelular que fluctué
entre 0,3y 1,10 ppm (figuras 3 y 4). Se obtuvo un
comportamiento muy similar a las observadas en
las células HEp-2 incubadas sin toxina. En este
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Figura 2. Comportamiento intracelular y extrace-
lular FOS en HEp-2 correspondiente a placas de
cultivo incubadas con 130 ppm FOS calcica.

grupo experimental la Cmax de FOS intracelular
fue de 1.10 ppm vs. 1,12 ppm de FOS intrace-
lular de las placas incubadas Unicamente con
antibiético. La diferencia radic6 en que el pico de
Cmax (1,10 ppm) se present6 con un tmax de 12
h, significando 4 h posteriores al tmax obtenido
en células HEp-2 tratadas sin toxina. A pesar de
ello, el analisis estadistico indicé que no existen
diferencias significativas (p > 0,05), las diferen-
cias so6lo se deben al azar.
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Figura 3. Comportamiento intracelular FOS en
HEp-2 correspondiente a placas de cultivo incu-
badas con 130 ppm FOS céalcica y 1 ppm DON.
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Figura 4. Comportamiento intracelular y extra-
celular FOS en HEp-2 correspondiente a placas
de cultivo incubadas con 130 ppm FOS calcica
y 1 ppm DON.

DISCUSION

La concentracion de fosfomicina intracelu-
lar en células HEp-2 es baja permaneciendo en
alta proporcién como antibiotico extracelular. La
escasa concentracion de antibiotico dentro de las
células se deberia a la naturaleza hidrosoluble de
FOS (8) lo que dificultaria el pasaje por difusion

pasiva a través de la membrana celular. En base
a ello, su presencia en el interior de las células
podria ser explicada a partir de una difusiéon ac-
tiva de transmembrana. Kahan y cols. en 1974
(20) demostraron la existencia de mecanismos
activos de transporte para FOS que permiten su
entrada a las bacterias. Uno de ellos es el que
transporta el L-a-glicerol-fosfato y otro, inducible,
que lleva a la D-glucosa-6-fosfato al interior de la
célula bacteriana (8, 10). En nuestro estudio se
demostré la presencia FOS dentro de las células
HEp-2 y ello podria deberse a un mecanismo
de transporte similar al que se describe en las
bacterias. Ademas, la escasa proporcion de FOS
intracelular podria estar relacionada en forma
directa por el escaso numero de transportadores
de membrana en las células HEp-2. La presencia
de FOS dentro de las células también fue demos-
trada por Hoger et al. en 1985 (21) al trabajar con
células polimorfonucleares humanas.

Por otro lado, es conocido que DON afecta
la sintesis de proteinas (16, 22) y por ende inter-
fiere con proteinas transportadoras como GLUT,
SGLT-1 y transportadores de aminoacidos (23).
Si bien no existieron diferencias significativas
entre las placas de cultivo incubadas con FOS y
aquellas incubadas con FOS y DON, el compor-
tamiento de entrada celular activa del antibiético
podria verse comprometido cuando se acompana
con concentraciones potencialmente toxicas de
micotoxina.

El empleo de cultivos de células HEp-2
significé ser una herramienta util para evaluar la
proporcion de antibidtico que ingresaria a células
sistémicas a partir de la fosfomicina biodisponible
en plasma porcino.
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ABSTRACT: The objective of this study was to estimate the true prevalence of seroposi-
tive individual sheep against Toxoplasma gondii and Neospora caninum in Uruguay using
the Rogan-Gladen estimator in combination with Monte Carlo simulation. Ten herds were
kept under observation in 2008. Each study herd was randomly selected at different farms
recruited from the Departments of Artigas, Salto and Canelones. The required total sample
size was determined by power analysis, and blood samples collected were analysed using
a commercial ELISA for the detection of antibody to the two pathogens mentioned above.
The overall seroprevalence of Toxoplasma gondii and Neospora caninum were estimated at
38.9% (5" percentile of 36.5%; 95" perc. of 41.4%; N = 1361) and 0.7% (5" percentile of 0.1%;
95™ perc. of 1.4%; N = 1357), respectively. Establishing prevalence distributions using Monte
Carlo simulation could be useful for further risk assessment.

Key Words: epidemiology, ovine, South America

SEROPREVALENCIA DE Toxoplasma gondii Y
Neospora caninum EN OVINOS DE URUGUAY

RESUMEN: El objetivo del presente estudio fue estimar la prevalencia verdadera de ovejas
seropositivas a Toxoplasma gondii y Neospora caninum en Uruguay, mediante el uso del es-
timador Rogan—Gladen en combinacién con la simulacién Monte Carlo. Diez rebarios fueron
observados durante el ario 2008. Cada rebano bajo estudio fue seleccionado al azar de es-
tablecimientos pertenecientes a los Departamentos de Artigas, Salto y Canelones. El tamano
de muestra fue determinado por el poder estadistico del andlisis. Las muestras de sangre
fueron analizadas mediante un ELISA comercial para la deteccién de anticuerpos contra
los dos pardsitos mencionados anteriormente. La seroprevalencia global para Toxoplasma
gondii y Neospora caninum fue estimada en 38.9% (36.5% para el percentil 5; 41.4% para el
percentil 95; N=1361) y 0.7% (0.1% para el percentil 5; 1.4% para el percentil 95; N = 1357),
respectivamente. Establecer la distribucién de prevalencia mediante la simulacién de Monte
Carlo podria ser de utilidad para futuros andlisis de riesgo.

Palabras clave: epidemiologia, ovino, Sudamérica.
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INTRODUCTION

The quality of sheep farming in Uruguay
is relatively high and the close interaction be-
tween producers, the extension services and
the veterinary services acts a significant role in
maintaining this condition. There is a growing
concern that low reproductive performance in
ovine populations may progressively obstruct
the industry. This is normally recognised as the
single most significant problem associated with
the increasing numbers of sheep and concomitant
increase in stocking rate (1).

Toxoplasma gondii is a protozoan parasite
which infects humans as well as other warm-
blooded animals including sheep. If ewes become
infected with Toxoplasma gondii, they do not usu-
ally appear sick. But if they contract the disease
early in gestation, resorption or mummification
results; if late in gestation, abortions or perinatal
deaths occur (2).

Neospora caninum is another protozoan
parasite which has been confused previously
with Toxoplasma gondii. While an early record of
Neospora caninum congenital infection in sheep
dates back earlier, Neospora caninum has been
recently shown to be a cause of abortions of
sheep (3).

Prevalence is a scale of animal disease
frequency that concentrates on existing status
rather than new events. Diagnostic tests are regu-
larly used for prevalence studies and, preferably,
true prevalence (TP) should be estimated from
apparent prevalence or percentage of samples
classified as test—positive (Pos) by adjusting for
test sensitivity (Se) and specificity (Sp) (4). The
objective of this study was to estimate the TP of
seropositive individual sheep against Toxoplasma
gondii and Neospora caninum in Uruguay using
the Rogan—Gladen estimator in combination with
Monte Carlo simulation.

MATERIALS AND METHODS
STUDY AREA

Uruguay is located in the south-eastern
part of South America bordering the South At-
lantic Ocean, between Argentina in the west and
Brazil in the northeast. Seventy-seven percent of
the total land area of 175,020 km? is occupied by
permanent pasture that is suitable for livestock
production (5). Beef cattle (11 million animals),
dairy cattle (0.7 million animals) and sheep (10
million animals) compose the majority of the
agricultural economic product. Livestock ac-
counts for three quarters of agricultural GDP (6).
Uruguay has a sheep meat production of 27,000
tonnes per year and a sheepskin production of
9,800 tonnes per year (7). The north side of the
country (Artigas and Salto Departments) had
the concentration of sheep population (about
31 % of the total population) (5,7). These two
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departments and Canelones Department north
to the capital city Montevideo were selected as
the study area.

SAMPLE COLLECTION

Ten herds of sheep were included in the
study. Each study herd was randomly selected
at different farms recruited from the Artigas (no.
of the study herds = 1), Salto (no. of the study
herds = 8) and Canelones (no. of the study herds
= 1) Departments. To our knowledge, nothing has
been reported on seroprevalence of a Toxoplasma
gondii /| Neospora caninum infection for at least
a year. None of the sheep had been vaccinated
against Toxoplasma gondii /| Neospora caninum
prior to sampling. The required total sample size
of 1067 from a sheep population of 10 million was
sufficient to produce a 95 % confidence interval
with a desired precision of +3 % when the per-
centage of samples classified as test—positive was
S50 % (8). The sample size in each of the herds was
proportionally allocated (10 % each of the total
number of sheep at study herds) by the accessible
financial, human and material means. The field
investigation was conducted in 2008, consisted of
data collection through questionnaire interviews
for each farm selected, in conjunction with blood
sample collections for each sheep (questionnaire
results were not dealt with hereinafter).

LABORATORY EXAMINATIONS

Blood samples collected were used for diag-
nostic investigations. Sera were analysed using a
commercial ELISA for the detection of antibody
to Toxoplasma gondii and Neospora caninum in
sheep serum (CHEKIT® Toxoplasma gondii Anti-
body Test Kit and Neospora caninum Antibody
Test Kit, IDEXX Laboratories, Liebefeld—Bern,
Switzerland). Positive and negative controls were
included for each series of samples analysed.
Absorbance was read on an ELISA reader at 450
nm. On the basis of the instruction manual of the
ELISA kits, each serum sample was determined
as positive, suspect or negative.

DATA ANALYSIS

Data were entered into a database using
the spreadsheet software Microsoft Excel 2007
(Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA).
Seroprevalence estimates based on the use of
an imperfect test, which is a nature of ELISA
tests, must be corrected to take account of test
performance. The calculations per study herd
were done with the following distributions for
Pos, Se and Sp:

Pos ~ Beta (d, + 1, n, —d, + 1),

Se~Beta(d+1,n-d+ 1),

Sp~Beta(d+1,n-d+ 1)

where d = the number of desired (positive or
negative) outcomes, n = the number of samples
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tested per study herd, and the subscript ‘h’ in-
dicates a herd-specific value. Based on the pub-
lished ELISA sensitivity (93.4%) and specificity
(100 %) values for Toxoplasma gondii (2), and the
published ELISA sensitivity (96.6%) and speci-
ficity (99.5 %) values for Neospora caninum (9),
estimated TP of antibodies among study sheep at
each herd were calculated. TPs for each herd were
derived from the percentage of samples classified
as test—positive using the Rogan—Gladen estima-
tor (10) and information about the Se and Sp:

TP=(Pos+Sp-1)/(Se+Sp-1)
For estimation of TP above, the Microsoft

Excel 2007 in combination with the Monte Carlo
simulation add-in software ModelRisk Standard

version 4.0.0.2 (Vose Software, Gent, Belgium)
with 10,000 iterations were used.

RESULTS

The 1361 (for testing Toxoplasma gondii)
and 1357 (for testing Neospora caninum) sheep
studied accounted for about 7.9 % of the study
sheep population and 0.01 % of the total sheep
population in Uruguay then. Of all, 0.5 % (95 %
CI: 0.2-1.1 %) of the samples had test—positive
against both Toxoplasma gondii and Neospora
caninum. The proportion of all for test-negative
against both the two disease pathogens was
63.2 % (95 % CI: 60.5-65.7 %). Table 1 displays
the estimated seroprevalence against Toxoplasma
gondii among the study sheep categorised by

Table 1. Estimated seroprevalence against Toxoplasma gondii among sheep in Uruguay
Tabla 1. Seroprevalencia estimada en ovejas de Uruguay contra Toxoplasma gondii

Herd No. of sheep % of test-po- True seropreva- Percentiles (%)
ID sampled sitive lence (%) S5th 95th
A 245 46.9 50.3 44.6 56.0
B 55 14.5 16.8 9.1 26.1
C 43 11.6 14.1 6.3 23.7
D 100 15.0 16.7 10.8 23.5
E 29 34.5 37.9 23.1 53.5
F 368 56.0 59.9 55.2 64.6
G 84 34.5 37.3 28.4 46.6
H 82 54.9 58.7 49.1 68.1
I 49 53.1 56.9 44.7 69.2
J 306 11.8 12.7 9.6 16.2
Total 1361 36.4 38.9 36.5 41.4

Table 2. Estimated seroprevalence against Neospora caninum among sheep in Uruguay
Tabla 2. Seroprevalencia estimada en ovejas de Uruguay contra Neospora caninum

Herd No. of % of True seropreva- Percentiles % of simu-

ID sheep test- lence (%) (%) lated data

sampled positive 5th 95th removed”
A 245 5.7 5.7 3.1 8.6 0
B 54 0 1.9 0.1 5.5 31
C 43 0 2.3 0.1 6.9 25
D 98 0 1.0 0.1 3.1 47
E 28 0 3.5 0.2 10.3 18
F 368 0 0.3 0.0 0.9 86
G 82 1.2 2.1 0.2 5.4 13
H 81 1.2 2.1 0.2 5.5 12
I 50 0 2.0 0.1 5.9 29
J 308 0 0.3 0.0 1.0 81
Total 1357 1.2 0.7 0.1 1.4 13

‘Data less than zero were not included for the estimation of true seroprevalence.
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herds. The numbers of sheep sampled between
the 10 study herds were varied from 29 to 368.
All the 10 herds had percentage of samples classi-
fied as test—positive of greater than 11%, between
11.6 % and 56.0 %. All the point estimates of
TP were greater than 12 %, between 12.7 % and
59.9 %. All the point estimates of TP in each herd
were consistently greater than the percentages
of test—positive samples. All the values for the
percentage of test—positive were well within the
interval of 5" and 95 percentiles of the estimated
TPs. The simulating means for the Se and Sp,
estimated from the study, were 93.2 % (5% per-
centile of 91.4 %; 95 percentile of 94.8 %) and
99.8 % (5% percentile of 99.5 %; 95% percentile
of 99.9 %), respectively. Table 2 shows the esti-
mated seroprevalence against Neospora caninum
among the study sheep categorised by herds. The
numbers of sheep sampled between the 10 study
herds were varied from 28 to 368 (similar to Table
1). Only three out of the 10 herds had percentage
of test—positive of greater than 0 %, between 1.2 %
and 5.7 %. All the point estimates of TP were
greater than O %, between 0.3 % and 5.7 %. All
the percentages of test—positive in each herd were
adjusted greater by Monte Carlo simulations. The
simulating means for the Se and Sp, estimated
from the study, were 95.7% (5% percentile of
91.7%; 95" percentile of 98.5%) and 99.3 % (5%
percentile of 98.5 %; 95" percentile of 99.8 %),
respectively. Out of the 10,000 simulations for the
current Neospora caninum seroprevalence study,
12 to 86 % of the data (a value of < 0) for each
study herd except Herd A were removed prior
to estimating the TPs. The respective statistical
precisions for Toxoplasma gondii and Neospora
caninum were improved from +3 % to 2.6 % and
0.6 %, because of the eventual total number of
samples of 1361 and 1357 (larger than planned)
and the overall percentage of samples classified
as test—positive of 36 % and 1 % (smaller than
expected).

DISCUSSION

The present studies in Uruguay have in-
vestigated the seroprevalence estimates of Toxo-
plasma gondii and Neospora caninum. Prevalence
of Toxoplasma gondii in sheep were reported at
28.7-38.5 % in Uruguay (11) and 51.5 % in Brazil
(12). Workers observed prevalence of Neospora
caninum in sheep at 0.625 % in New Zealand (3)
and 9.5 % in Brazil (12). Detection of these two
disease infections can be limited by the sample
size used during herd surveys. If the survey
programme includes fewer than 30 samples per
herd, the risk of missing the detection of the first
infected animal (first index case) is increased (13).
Early detection of a recent infection is dependent
on the frequency of sampling, sample size and the
Se of the test. Also, there is not a serological test

Toxoplasma y neospora en Uruguay

that has both 100 % Se and 100 % Sp available
for Toxoplasma gondii and Neospora caninum. To
commence a periodical monitoring programme
in an unknown situation, the necessary initial
step should be to determine the prevalence of
the Toxoplasma gondii and Neospora caninum in
each herd, farm or region. Except for the smallest
sample size of 29 for Toxoplasma gondii and 28
for Neospora caninum (the Herd E), the sample
sizes in this study met the expectations above.
Therefore, almost all the TPs estimated in this
study can be used to know the situation in each
farm. The authors used a Rogan—-Gladen estima-
tion in combination with Monte Carlo simulation.
The Rogan—-Gladen approach has the advantage
that it is widely known and also can be used as
a simple deterministic function (entering fixed
values for Pos, Se and Sp) which is not needed
any specific software for calculation. On the other
hand, there is a disadvantage of Rogan-Gladen
estimator that can yield negative results (< 0)
in the case of certain combinations of Pos, Se
and Sp, even if Monte Carlo simulation is used
simultaneously. Using Bayesian inference based
on Markov chain Monte Carlo methods, that can
conducted in the software WinBUGS (http://
www.mrc-bsu.cam.ac.uk/bugs), improves the
disadvantage, and it should be considered as
further risk assessment.
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Comunicacion Breve

DEGENERACION CORNEAL EN UN CANINO COMO UNICO SIGNO
DE HIPOTIROIDISMO, DESCRIPCION DE UN CASO

Meana MV?, Cassagne PN?, Zapata GL?
! Auxiliar, Hospital de Clinicas 2 Becaria, Hospital de Clinicas
3 Docente, Hospital de Clinicas. Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad Nacional de La Plata.

RESUMEN: los depésitos corneales pueden ser causa de lesiones cronicas locales o enfer-
medades sistémicas. Esta alteracion en la transparencia corneal se denomina degeneracién
corneal y ocurre como consecuencia del depdsito de lipidos, calcio o su combinacion. Los
autores reportan un caso de degeneracion corneal bilateral en un canino macho de 4 arios
asociado a una presentacién atipica de hipotiroidismo. Donde se demuestra el diagndstico y
su posterior respuesta al tratamiento.

Palabras clave: Cornea, degeneracion corneal, hipotiroidismo, dislipidemia, canino.

CORNEAL DEGENERATION IN A CANINE AS ONLY SIGN
OF HYPOTHYROIDISM, REPORT OF A CASE

ABSTRACT: corneal deposits may be caused by local chronic injuries or systemic diseases.
This alteration in corneal transparency is called corneal degeneration and occurs as a result
of lipid deposition, calcium or their combination. The authors report a case of bilateral corneal
degeneration in a 4 year old male dog associated with an atypical presentation of hypothy-
roidism. Where it shows the diagnosis and subsequent treatment response.

Key Words: cornea, corneal degeneration, hypothyroidism, dyslipidemia, canine.
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INTRODUCCION

La transparencia corneal es mantenida por
factores tales como la disposicién del entramado
de las fibras de colageno, el estado de relativa
deshidratacion aportado por el endotelio, la au-
sencia de vasos sanguineos, como asi también
de queratina y pigmentos y una superficie 6ptica
lisa (1).

Dentro de las causas de pérdida de trans-
parencia corneal, pueden encontrarse aciimulo
de sustancias lipidicas o calcareas, o su combina-
cion, ubicadas en las diferentes capas corneales
aunque la presentacion subepitelial es la mas
comun (2, 3, 4).

Estos infiltrados cristalinos no celulares
pueden ser procesos primarios denominados
distrofias corneales o depésitos secundarios como
consecuencia de afecciones corneales cronicas
o enfermedades sistémicas (2, 5). Dentro de las
afecciones corneales cronicas podemos nombrar:
queratitis, uveitis, phthisis bulbi y glaucoma. En
las enfermedades sistémicas se incluyen todas
aquellas que alteren la lipemia o calcemia (5, 6).
La queratoconjuntivitis seca también puede ser
un factor predisponente (7, 8).

Las distrofias corneales se presentan con
cierta predisposicion racial y se describen como
opacidades ovales, de ubicacién central, general-
mente bilaterales simétricas, sin respuesta infla-
matoria y no asociadas con enfermedad sistémica
que comprometen diferentes estructuras (1, 2),
afectan minimamente la visiéon y por lo general
no requiere tratamiento (1).

La degeneracion corneal por su parte es un
trastorno adquirido precedido o acompafiado por
manifestaciones de inflamacién ocular y asocia-
dos por lo general a enfermedades sistémicas (3,
5,9, 10, 11). Las lesiones se pueden presentar
de manera unilateral o bilateral, con una forma
que varia de acuerdo a la causa desencadenante

(9, 12). El estroma corneal es el lugar donde se
depositan los diferentes componentes con mayor
frecuencia. Es una enfermedad de diagnéstico
mas frecuente en caninos que en felinos (1, 9).
En el siguiente trabajo se describe la sig-
nologia oftalmolégica, metodologia diagnéstica y
tratamiento de un canino con pérdida de trans-
parencia corneal arribando al diagnéstico final de
hipotiroidismo, con presentacion atipica.

REPORTE DEL CASO

Fue presentado a consulta un paciente
canino mestizo Collie, macho de cuatro anos de
edad. El motivo de consulta fue la presencia de
opacidad ocular bilateral. El propietario coment6
que dichas manchas tenian una progresion de
seis meses, sin presentar molestia ocular. Habia
recibido tratamiento con diferentes productos en
el transcurso de cuatro meses, sin resultados
exitosos. No report6 otro tipo de alteraciones,
fisicas ni de comportamiento.

Al examen neuro-oftalmologico el paciente
present6 respuestas normales y no se observaron
alteraciones anatémicas a nivel palpebral. La con-
juntiva bulbar manifesté una leve hiperemia.

Al realizar el test de Schirmer (Showa Yaku-
hin Kako Co., Jap6n) se observa una produccion
normal de lagrimas (20 mm/min en ojo derecho
y 19 mm/min en el ojo izquierdo). La tincién
con fluoresceina y Rosa de Bengala dieron re-
sultado negativo. La presion intraocular medida
mediante tonémetro de aplanaciéon (TONO-PEN
XL, Medtronic Solan, EE.UU.) se hall6 dentro de
valores normales (13 mm Hg en ojo derecho y 12
mm Hg en ojo izquierdo).

En ambas corneas se evidencia una opa-
cidad blanquecina con forma de arco ubicada
en region paraaxial temporal sin invadir limbo
corneal, asociada a neovascularizacion severa.
(Figura 1 ay b).

Figura 1 a y b: Obsérvese la opacidad corneal blanco-nacarada en forma de medialuna en la regién lateral con
neovascularizacion, siendo esta ultima mas severa en el ojo izquierdo.
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Figura 2 a y b: Nétese el aspecto de ambos ojos; a los 30 dias de tratamiento; se observa una disminuciéon
marcada de la opacidad corneal y no se observan neovasos corneales.

Mediante el examen con lampara de hen-
didura (Kowa SL-14, Japo6n) se observo que la
opacidad ocupaba el estroma anterior mientras
que la parte posterior de la céornea y la camara
anterior eran normales. Otros tejidos oculares no
presentaron particularidades.

Al examen fisico del paciente las constantes
fisiolégicas se encontraron dentro de parametros
normales.

Se solicit6 analisis de sangre a fin de eva-
luar la presencia de dislipidemias y alteraciones
en la calcemia, orientando el diagnéstico hacia
un proceso sistémico.

Hasta obtener los resultados se realiz6 un
tratamiento en forma empirica con prednisolona
topica cada 8 horas (PREDNEFRIN FORTE® 1 %,
LABORATORIO ALLERGAN) y acido etilendiami-
notetracético (EDTA) en una dilucién de 4 % en
lagrimas artificiales (BIOTEARS, alcohol polivi-
nilico 1,4 g, Biotech Pharma).

Los resultados del analisis de laboratorio
evidenciaron un valor disminuido de L-Tiroxina
(T4) de 0,8 ug/dl (valor normal 1,5- 4 pg/dl),
T4 libre de 0,44 ng/dl (valor normal 1,6- +- 0,9
ng/dl) y hormona estimulante de tiroides (T'SH)
0,53 ng/dl (valor normal 0,03-0,35); estos datos
asociados a valores de colesterol (456 mg/dl con
un rango normal de 100-300) y triglicéridos (145
mg/dl con un rango normal hasta 100 mg/dl)
permitieron arribar al diagnostico de hipotiroi-
dismo. Se descartaron enfermedades tales como
hiperadrenocorticismo al obtenerse valores de
Fosfatasa Alcalina de 120 p/1 (rango normal hasta
200 /1), calcemia de 9,4 mg/dl (normal hasta
12 mg/dl). El resto de los datos de laboratorio
resultaron normales, excluyendo asi los demas
diagnoésticos diferenciales (diabetes mellitus,
pancreatitis).

Al arribar al diagnéstico final de hipotiroi-
dismo se suspendi6 el acido etilentetraminoacéti-
co, continuando con la aplicacién de prednisolona
topica, e instaurandose en adicion un tratamiento

con levotiroxina a una dosis de 0,02 mg/Kg.

Al mes de evolucion el paciente evidencia
una marcada disminucién tanto en la opacidad
corneal como en la neovascularizacion, lo cual
se asoci6 a una normalizacién de datos de labo-
ratorio: L- Tiroxina (T4) 1,1 pg/dl, T4 libre 0,95
ng/dl, hormona estimulante de tiroides (T'SH)
0,13; colesterol 270 mg/dl y triglicéridos 45 mg/
dl (Figura 2 a 'y b).

La signologia ocular remitié luego de seis
meses de iniciado el tratamiento.

DISCUSION

La presencia de opacidad corneal blanque-
cina en la regiéon para-axial bilateral con severa
neovascularizaciéon fue consecuencia del proceso
hiperlipidemia producido por la alteracion en la
funcion tiroidea; hipotiroidismo. Estudios racia-
les no evidenciaron que perros de raza Collie y
sus cruzas, como es nuestro paciente, tengan
mayor predisposicion a padecer dicha enferme-
dad (13).

En nuestro caso el canino solo presento
alteraciones corneales considerandose un caso
poco frecuente de hipotiroidismo. Los pacien-
tes que padecen esta enfermedad exhiben una
gran variedad de signos clinicos. Los de mayor
incidencia son aumento de peso (48 %), letargia
(35 %), alteraciones dermatolédgicas (33 %) y
neuromusculares (12 %). Las manifestaciones
oculares son infrecuentes en esta enfermedad
endoécrina, entre las cuales se citan alteraciones
intraoculares (uveitis, humor acuoso lipémico,
lipemia retiniana) y de superficie ocular como
queratoconjuntivitis seca y degeneracioén corneal
(1, 8, 10, 13, 14, 15, 16). La incidencia de los
depositos lipidicos corneales es descripta en el
1 % de los perros hipotiroideos (13).

La disminuci6on de la hormona tiroidea pro-
duce una reduccion en el metabolismo lipidico,
la excrecion fecal del colesterol y la conversiéon de
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lipidos en acidos grasos por consiguiente estas
alteraciones metabdlicas aumentan los niveles
en sangre produciendo un cuadro hiperlipémico
(13).

Diferentes trabajos demostraron la pre-
disposicién de tejidos con colageno y elastina a
padecer depositos de lipidos, componentes que
forman gran parte de la cérnea e intima de vasos
sanguineos (3, 11, 16). Segun estudios realizados
las particulas lipidicas depositadas en estos teji-
dos se agregan formando cristales de un mayor
tamafo que las plasmaticas; este cambio en las
particulas produce una disminucién en la capa-
cidad de difundir, lo que favorece su acumulo
(17, 18, 19).

Los lipidos pueden arribar a la cérnea por
diferentes vias, tales como capilares limbo-escle-
rales superficiales y profundos, pelicula lagrimal
y humor acuoso (3). Estos depédsitos son mas
extensos si estan asociados a neovascularizacion
como respuesta a un proceso inflamatorio (10).

El hipotiroidismo en el canino es una
enfermedad que responde en forma favorable a
la suplementacion oral con levotiroxina de por
vida. La normalizacion de los niveles hormonales
conlleva a la normolipemia. La administraciéon de
esta droga asociada a corticoides topicos produjo
en el paciente la restauracion de la transparencia
corneal conjuntamente con la desaparicién de
los neovasos.

En conclusion; los autores consideran que
el diagnéstico de degeneracion corneal en el ca-
nino amerita un examen semiologico completo
del paciente. Esto permitira; como en nuestro
caso; el diagnostico de enfermedades sistémicas
que alteren la lipidemia. Esto posibilita la instau-
racion de un tratamiento tanto especifico como
ocular, logrando asi mantener la normolipemia
y la transparencia corneal.
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Comunicacion breve

CHRONIC OSTEOARTHRITIS IN A
CAPTIVE MOUNTAIN LION (Felis concolor)
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ABSTRACT: A 23-year-old male Mountain Lion (Felis concolor) died after developing
chronic lameness in the Zoological Park “El Pinar”, Caracas-Venezuela. Were practice
euthanasia. Grossly, the radio-ulnar- humeral joint had severe bilateral lesions on
the surface of the articular cartilage, with erosion of the cartilage and exposure of
subcondral bone. There was approximately 1 ml of synovial fluid that was yellow-
ish, and had a decreased viscosity. Histopathology revealed severe erosion and
ulceration of the articular cartilage, with variable degrees of exposure of the subcon-
dral bone. Bone tissue had defective osteoid matrix formation, and mineralization
failure, resulting in loss of bone lamellae. Radiographic changes included decreased
cortical density, trabecular growth pattern, fractures and microfractures. Failure in
the formation of bone callus, and presence of osteophytes. These reports support
the osteoarthritis and degenerative disease joint under conditions of captivity in a
mountain lion.

Key Words: Osteoarthritis, Mountain lion, Felis concolor, pathology, articular

OSTEOARTRITIS CRONICA EN UN
LEON DE MONTANA (Felis concolor) EN CAUTIVERIO

RESUMEN: Un leén de montana (Felis concolor), macho de 23 arios de edad Montana desarrollo
una claudicacion crénica en el parque zooldgico “El Pinar”, Caracas-Venezuela. Se le practico
eutanasia. Macroscépicamente, la articulacién humero-radio-cubital, presento severas lesiones
bilaterales en la superficie del cartilago articular, con erosiéon del cartilago y exposicién del
hueso subcondral. Aproximadamente 1 ml de liquido sinovial presento de color era amarillento
y una viscosidad disminuida. La histopatologia revelé una severa erosién y ulceracion del
cartilago articular, con grados variables de exposicién del hueso subcondral. El tejido 6seo
presento defectuosa formacién de la matriz osteoide, con fallas en la mineralizacion, lo que
resulta en la pérdida de laminillas éseas. Los cambios radiogrdficos incluyen disminucién
densidad cortical, el patrén de crecimiento trabecular, las fracturas y microfracturas. Fallas
en la formacién de callo éseo, y la presencia de osteofitos. Estos resultados son consistentes
con artrosis y enfermedad degenerativa que son comunes en condiciones de cautiverio en
el leén de montana.

Palabras clave: Artrosis, puma, Felis concolor, patologia articular.
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Osteoarthritis is a chronic degenerative
disorder that is defined as the progressive degen-
eration of the cartilage in a joint (3, 4, 6). This
noninflammatory disorder may follow a trauma
or it may be a complication of malformations.
Osteoarthritis affects the articular cartilages.
Healthy cartilages are smooth and prevent friction
when the joint surfaces rub each other. It has a
cushioning effect in the joint, acting as a shock
absorber during movement. In osteoarthritis, also
called wear and tear arthritis, the cartilage wears
off and the surfaces of the bones become rough
(5). Under those conditions, friction causes pain,
swelling, and loss of motion of the joint. Pieces
of bones or cartilage can also break off and float
in the joint space. There is also the possibility of
bone spurs or osteophyte formation (2). The aim
of this study was to describe osteoarthritis in a
Mountain Lion (Felis concolor).

A 23-year-old male Mountain Lion (Felis
concolor) died after chronic lameness in the
Zoological Park “El Pinar”, Caracas-Venezuela.
Were practice euthanasia by postration and
anorexia.Grossly, there was xanthomatosis of
subcutaneous tissue, the liver was swollen, fri-
able and there was a nodular hyperplastic post
necrotic lesion. The radio-ulnar-humeral joint
had severe bilateral lesions on the surface of the
articular cartilage, with erosion and exposure
of subcondral bone (Fig. 1). There was approxi-
mately 1 ml of synovial fluid that was yellowish,
and had a decreased viscosity. Histopathology
revealed severe fatty degeneration, micronodular
post necrotic hyperplasia with multifocal hepatic
necrosis. The histological section of joint tissue
revealed erosion and ulceration of articular car-
tilage, with variable degrees of exposure of the
subcondral bone (Fig. 2). Bone tissue had defec-
tive osteoid matrix formation, and mineralization
failure (Fig. 3), resulting in loss of bone lamellae.
Radiographic changes included decreased corti-
cal density, trabecular growth pattern, fractures
and microfractures. Failure in the formation of
bones callus, and presence of osteophytes.

These findings support the diagnosis of
osteoarthritis and degenerative joint disease in a
mountain lion kept in captivity. Nutritional prob-
lems are common in wild animals in captivity.
There is abundant evidence that diet and health
are intimately related. Feed intake is essential
for normal metabolic function and deletions are
inappropriate diet in disease. A disease is often
a primary effect of a deficit or excess nutrients.
The diet-deficit or excess of nutrients influence
the course of diseases (3, 4). Hyperthyroidism
in young adult cats is associated to secondary
hyperparathyroidism due to increase of PTH and
decrease of ionized calcium (7). Combined effects
of thyroid hormones and PTH contribute to the
reduction of bone mineral density (1).

Figure 1.- Macroscopic aspect of the radio-ulnar-humerus
joint of a mountain lion. There is severe damage in the articu-
lar cartilage withcongestion, erosion and exposure extensive
of subcondral bone bilateral.

Figure 2.- The histological section of joint tissue revealed ero-
sion and ulceration of articular cartilage, with varying degree
of exposure of subcondral bone (H&E, obj. 10x).

Figure 3.- The histological section of joint tissue revealed ero-
sion and ulceration of articular cartilage, with varying degree
of exposure of subcondral bone. (Von Kossa, obj. 10x).

In conclusion, were report describes a case
of severe chronic osteoarthritis in a Mountain
Lion (Felis concolor) kept in captivity. This is the
first report on syndrome of osteoarthritis and
degenerative joint disease in a mountain lion in
a Zoological Park in Venezuela.
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RESISTENCIA BACTERIANA A LOS ANTIMICROBIANOS
OCASIONADA POR BOMBAS DE EFLUJO.
IMPACTO EN LA MULTIRRESISTENCIA
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RESUMEN: La resistencia a los antimicrobianos representa un severo problema a nivel mun-
dial. Se han descripto variados mecanismos de resistencia, entre los cuales se encuentran
las bombas de eflujo. Estas son proteinas transportadoras de membrana, organizadas en
superfamilias y distribuidas ubicuamente entre organismos procariotas y eucariotas. Los
genes que codifican para las bombas de eflujo pueden estar localizados en el cromosoma
bacteriano o bien en elementos genéticos transmisibles como los plasmidos. Algunos sistemas
tienen la capacidad de expulsar antimicrobianos estructuralmente disimiles (Multiple Drug
Resistance: MDR). La presencia de los mismos en combinacién con otros mecanismos genera
altos niveles de resistencia entre patégenos y comensales originando un consecuente fracaso
terapéutico. Debido a la creciente importancia de este mecanismo de defensa microbiano se
estdn investigando diversas estrategias para modificar y revertir la resistencia bacteriana

por eflujo.

Palabras clave: Multirresistencia — antimicrobiano — bomba de eflujo — bacterias

BACTERIAL ANTIBIOTIC RESISTANCE BY EFFLUX PUMPS.
MULTIDRUG RESISTANCE IMPACT

ABSTRACT: Bacterial antimicrobial resistance is a serious problem worldwide. Several
mechanisms of resistance have been described, among which are efflux pump systems.
These systems are constituted by protein transporters organized in superfamilies and ubig-
uitously distributed among eukaryote and prokaryote organisms. The genes encoding efflux
pumps can be found in the bacterial chromosome or in transmissible genetic elements such
as plasmids. Some efflux pump systems may transport structurally dissimilar antimicrobial
agents (Multiple Drug Resistance: MDR). Antibiotic efflux in association with other resistance
mechanisms could confer high resistance level in commensal and pathogen bacteria causing
consequent therapeutic failures. Due to the increasing importance of this microbial defense
mechanism, several strategies to modify and reverse bacterial resistance by efflux pumps
are currently being explored.

Key words: Multidrug resistance — antimicrobial — efflux pump - bacteria
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INTRODUCCION

Poco tiempo luego del inicio de la era de
los antimicrobianos, cuando los efectos de los
antibiéticos sobre las bacterias fueron descrip-
tos por primera vez, el fenomeno de resistencia
microbiana comenzo6 a ser notado por diferentes
investigadores. Sin embargo, fue tomado mas
como una curiosidad que como un hecho clinico
de trascendencia (1).

Ante la llegada de un nuevo antimicrobia-
no a la clinica, es muy probable que ya existan
variedades bacterianas capaces de resistir a su
accién, o que estas aparezcan y se seleccionen
con velocidad variable, la que lnicamente podra
ser controlada y demorada a través del uso racio-
nal de los antimicrobianos, ya que seguramente
no se podra evitar su emergencia (1, 2).

Actualmente, la antibi6ticorresistencia ge-
nera preocupaciéon en los mas elevados niveles
de decision mundial, pues resulta un problema
extremadamente severo para la salud publica. La
OMS, OIE y FAO han emitido documentos conjun-
tos fijando posicion y haciendo recomendaciones
a los paises miembros (Joint Workshops Ginebra
2003, Oslo 2004, Seul 2006, Roma 2007).

Basicamente la transmision de la resisten-
cia se produce por mutacion, pero fundamen-
talmente por adquisiciéon de material genético
exogeno tanto en bacterias patogenas como en
aquellas pertenecientes a la flora comensal de
hombres y animales (3, 4). La transmisibilidad
de los factores de resistencia, sumado a la apa-
ricion de fenotipos bacterianos que expresan
resistencia a un amplio rango de quimioterapicos
quimicamente disimiles al mismo tiempo, puede
dar lugar a un problema atin mayor que es la
multirresistencia (5, 6).

Existen determinados tipos de infecciones
en seres humanos, generadas por gérmenes
multirresistentes, para las que ya no hay terapia
eficaz. Las causas provienen de la mala utiliza-
cion de los antimicrobianos (uso innecesario,
dosis bajas, intervalos incorrectos, tratamientos
cortos, etc.), a lo que se le suma en Medicina
Veterinaria el uso de los antimicrobianos como
promotores del crecimiento, sobre todo en explo-
taciones intensivas.

El objetivo central de esta revision es des-
cribir el mecanismo de resistencia bacteriana a
los antimicrobianos por bombas de eflujo, a los
efectos de conocer su estructura, regulacion,
localizacién e importancia, para asi concientizar
acerca del verdadero impacto de estos sistemas
como generadores de multirresistencia tanto .en
microorganismos comensales, como en patoge-
nos.

MECANISMOS DE RESISTENCIA
Los microorganismos viven intimamente
en contacto con el medio ambiente. Tanto los

Antibiéticorresistencia por bombas de eflujo

comensales como los patégenos deben prote-
gerse frente a los agentes agresores especificos
e inespecificos del huésped. Por ello, no resulta
sorprendente que las especies unicelulares ha-
yan desarrollado una amplia y elaborada gama
de defensas frente a los mismos a fin de reducir
o prevenir la acumulacién de sustancias nocivas
no deseadas.

A través de la evolucion de los microorga-
nismos se han ido seleccionando verdaderos me-
canismos de defensa frente a los efectos téxicos
de los antimicrobianos y otros farmacos. Uno de
estos mecanismos involucra la produccién de
enzimas hidroliticas capaces de inactivar direc-
tamente al antimicrobiano en cuestiéon como es
el ejemplo de las B-lactamasas, o bien enzimas
que transforman a la molécula en un derivado sin
actividad intrinseca como ocurre con las enzimas
que fosforilan o acetilan a los aminoglucéosidos
(7, 8). Otro mecanismo es la alteracion quimica
de la diana sobre la que acttaa el antibiético por
mutacién o modificacién enzimatica, que usual-
mente suele ser una enzima metabolica esencial
de la bacteria, o la expresiéon de una molécula
diana alternativa no factible de ser inhibida por
la accion del principio quimico (9, 10). El tercer
mecanismo es la modificacion de la permeabili-
dad, ya sea por disminucién de la permeabilidad
natural de la membrana externa con modificacio-
nes en el tamano o nimero de las porinas, o bien
por excrecion activa del antibiotico acumulado en
la célula a través de las proteinas que conforman
los sistemas de eflujo (11, 12).

¢QUE SON LAS BOMBAS DE
EFLUJO?

Las bombas de eflujo son transportadores
de membrana involucrados generalmente en la
extrusion de sustancias toxicas desde el interior
de las células hacia el medio externo. Estas pro-
teinas se encuentran presentes en microorganis-
mos grampositivos, gramnegativos y eucariotas.
Las células bacterianas y las eucariotas tienen
variados sistemas transportadores de membrana
con multiples funciones vitales como ingreso de
nutrientes, excreciéon de sustancias téxicas y
mantenimiento de la homeostasis (12, 13).

En las bacterias productoras de antibioti-
cos, los sistemas de eflujo les confieren autoin-
munidad, asi como también les otorga proteccion
contra las sustancias agresoras con capacidad
antimicrobiana presentes en su medio ambiente
natural. Sin embargo, la mayoria de los sistemas
bacterianos de eflujo parecen tener roles en otros
procesos como la comunicaciéon intercelular y la
exportacion de sustancias toxicas como se men-
cion6 previamente (14).

Todos los genomas bacterianos estudiados
contienen diversidad de bombas de eflujo, claro
indicio de su origen ancestral. Se ha estimado que
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entre el 5 -10% de todos los genes estan involu-
crados en el transporte y una gran proporciéon de
los mismos codifica para bombas de eflujo (6).

Las bombas de eflujo pueden ser especifi-
cas para un sustrato, o bien pueden transportar
una amplia variedad de compuestos quimica-
mente diferentes, incluyendo antimicrobianos
de multiples clases (de alli el término Multiple
Drug Resistance: MDR). En este ultimo caso las
bombas pueden estar asociadas con multiple
resistencia antimicrobiana. Estas han resultado
ser un grave problema en la antibi6ticoterapia,
ya que la presencia de bombas tipo MDR en una
célula bacteriana puede implicar disminucién
de la susceptibilidad a un amplio rango de qui-
mioterapicos quimicamente disimiles al mismo
tiempo (6).

Una caracteristica llamativa de estos
sistemas es su ubicuidad. Hay sistemas que solo
estan presentes en algunas cepas de una especie
bacteriana, pero la gran mayoria se encuentran
en el genoma de todos los individuos pertenecien-
tes a dicha especie (15).

Reconocen un gran numero de com-
puestos farmacologicos no relacionados entre
si, debido a que la identificacién del sustrato
esta basada en las propiedades fisico-quimicas
(hidrofobicidad, aromaticidad, capacidad de ligar
hidrégeno y caracter ionizable) y no en propieda-
des quimicas definidas, como ocurre en el caso
de enzima-sustrato o reconocimiento de ligando-
receptor (16).

El hecho de que los sistemas MDR sean
ubicuos e intervengan en el bombeo de numero-
sos antibiéticos los convierte en blancos ideales
para la busqueda de nuevos inhibidores bacte-
rianos, que hagan que las bacterias que portan
estos sistemas sean mas sensibles a los anti-
biéticos actualmente existentes en el repertorio
clinico. Se ha demostrado que la inactivaciéon de
dichos sistemas mutantes de Escherichia coli;
Staphylococcus aureus; Haemophilus influenzae
y Pseudomonas aeruginosa produce un descen-
so en las concentraciones minimas inhibitorias
(CIMs) de distintos antibiéticos (17).

SISTEMAS DE EFLUJO
FAMILIAS DE BOMBAS Y ORGANIZACION

Los sistemas de eflujo estan agrupados en
familias de proteinas transportadoras basadas en
la homologia de las secuencias de aminoacidos,
las similitudes en el tamafio y las estructuras
secundarias (12).

Filogenéticamente las bombas de eflujo
pertenecen a cinco superfamilias denominadas:
(1) familia de casete de unién al ATP (ABC, por
sus siglas en inglés, ATP binding cassette); (2)
superfamilia del facilitador mayor (MFS, major
facilitator superfamily); (3) familia de extrusion
de multifarmacos y téoxicos (MATE, multidrug

and toxic-compound extrusion); (4) familia de re-
sistencia pequena a multifarmacos (SMR, small
multidrug resistance); y (5) familia de resistencia a
division por nodulacion (RND, resistance nodula-
tion division). ABC y MF'S son las familias mayores
y se piensa que pueden tener un origen comun.
La primera esta conformada por transportado-
res activos primarios cuya actividad depende de
la captacion e hidrélisis de ATP, mientras que
las superfamilias SMR, MATE, MFS, RND son
transportadores secundarios, pues su actividad
se lleva a cabo por gradiente de protones (6, 18).
Un minimo de 12 segmentos de transmembrana
en su estructura son requeridos para poder llevar
a cabo dicha actividad (18).

Dos de estas superfamilias: la familia de
casete de union al ATP (ABC, por sus siglas en
inglés, ATP binding cassette) y la superfamilia del
facilitador mayor (MFS, major facilitator superfa-
mily), se encuentran distribuidas ubicuamente
entre organismos procariotas y eucariotas. RND,
SMR y MATE estan descriptas tinicamente en
procariotas. Sin embargo, cabe destacar que
muchos transportadores han sido recientemente
identificados, en consecuencia no seria extrano
que se descubran mas familias que pertenezcan
tanto a los procariotas como a los eucariotas
(16).

Las bombas de la superfamilia ABC (ATP
Binding Cassette), son transportadores primarios
presentes en las células eucariotas, eubacteria,
archaeabacteria. Estas bombas utilizan como
fuente de energia la hidrélisis de moléculas de
ATP. Esta superfamilia comprende dos clases de
proteinas diferentes, las denominadas tipo-pro-
cariota (PK-type) y las tipo-eucariota (EK-type).
Muchos estudios se enfocan principalmente en
la caracterizacion de este ultimo tipo debido al
gran potencial en el campo médico y farmaco-
légico humano. Ambas clases se distinguen en
cuanto a su organizacién genética y sus domi-
nios. PK-type consiste en tres componentes:
(1) dos proteinas integrales con seis segmentos
transmembranosos, (2) dos proteinas periféricas
que capturan e hidrolizan ATP, y (3) una proteina
periplasmica donde se une el sustrato. Por otro
lado, en un transportador ABC EK-type, la pro-
teina de transmembrana y la que se une al ATP
estan fusionadas y el transportador consiste en
dos cadenas polipeptidicas conteniendo cada una
un dominio de transmembrana y un dominio de
union a ATP. Quedan finalmente dos dominios
hidrofobicos de localizacién membranosa y dos
hidrofilicos localizados en la interfase citoplas-
matica. En las bacterias, los transportadores tipo
ABC poseen alta especificidad por el sustrato que
incluye azucares, aminoacidos, cationes meta-
licos, complejos organicos de hierro, vitaminas
y antimicrobianos. En el hombre, las proteinas
ABC que confieren resistencia a los antitumorales
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incluyen a la P-glicoproteina (MDR1) y las pro-
teinas de multirresistencia 1 y 2 (MRP1 y MRP2)
(Tabla I) (14, 16, 19, 20).

Los transportadores secundarios de la
superfamilia MFS, al igual que los anteriores
pueden observarse en bacterias grampositivas,
gramnegativas y células eucariotas de algunos
mamiferos (21). Se han identificado mas de 300
proteinas pertenecientes a esta familia. Represen-
ta uno de los grupos mas extensos dentro de los
transportadores secundarios. Estudios recientes
demuestran que en general tienen una estructura
conformada por dos dominios proteicos que cons-
tituyen un poro de translocacion central. Tienen
de 12 a 14 segmentos de transmembrana con un
sitio de union al sustrato simple conteniendo un
residuo cargado para la unién del protén que sera
intercambiado por dicho sustrato. Este podria ser
un residuo conservado de arginina involucrado en
el reconocimiento de las cargas positivas (18).

En cuanto a la familia de resistencia a divi-
sién por nodulacién (RND, resistance nodulation
division), esta es exclusiva de microorganismos
gramnegativos, contando con un espectro de
accion amplio, pudiendo reconocer una amplia
variedad de sustratos entre ellos antibioticos, asi

Tabla 1. Clasificacién y distribucion de los sis-
temas de eflujo en los organismos procariotas
y eucariotas. Adaptado de Van Bambeke et al,
2003.

PROCARIOTA EUCARIOTA

MFS
(Mayor Facilitator Family)

DHA1(TetA,B,E de E.coli;
NorA de S. aureus)
DHA2(EmrB de E.coli)

DHAS3 (MefE de P. aeruginosa)
SET (SetA de E..col)

RND
(Resistance Nodulation
Division))

HAE1 (Acr de E.coli
Mex de P aeruginosa)
HAE2

DTM
(Drug Metabolite Transporter
H*- antiporter))

SMR
(Smalll Multidug
Resistance)

POT
(Multidrug/Oligosaccharidyl-lipid /Polysacharide
Flippase

MATE
(Multi Antimicrobial
Extrudion)

ABC
(ATP Binding Cassette)

DrugE1l
DrugE2
DrugE3
DrugRA2
MacB

MDR
CT2"
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como también otros agentes farmacologicos como
detergentes y antisépticos (22). Los miembros de
la superfamilia RND muestran caracteristicas
topolégicas comunes, tienen dos lazos, prolon-
gaciones extracitoplasmaticas o “loops” y 12
segmentos de transmembrana (18). Estan orga-
nizados a modo de sistemas multicompuestos, en
los cuales la bomba de eflujo propiamente dicha
se encuentra ubicada en la membrana interna
y trabaja conjuntamente con una proteina pe-
riplasmica de fusién (MFP o Membrana Fusion
Protein) que actia como nexo de unién entre la
bomba de eflujo y una proteina de la membrana
o porina (OMP: Outer Membrane Protein) situada
como su nombre lo dice en la membrana externa
(Fig 1) (21, 23, 24, 25).

Un ejemplo de sistema de eflujo pertene-
ciente a la familia RND es el de acrAB en E. coli.
Su sobreexpresion implica un incremento en el
numero presente de bombas de eflujo con resis-
tencia a variados sustratos como sales biliares y
antimicrobianos entre otros. AcrA es la proteina
periplasmatica de fusiéon miembro de la familia
de las proteinas de fusion de membrana (MFP:
Membrana Fusion Protein) y AcrB es el transpor-
tador transmembrana (CMP) perteneciente a la

A

Antibidtico oM
W .’é SOOOOO
ME
%& 0 DPOOOO®
MFP
e Y o
W SL. L8 ® 0S POOOOS
MC
&& 000E 060/00 POOOOS
RND

‘ __— e
Figura 1. Representacion esquematica de la es-
tructura y funcién de los sistemas de eflujo RND
en bacterias gramnegativas. Los antimicrobianos
pueden ser capturados desde el espacio periplas-
mico (EP), la membrana citoplasmatica (MC) y/o
el espacio citoplasmatico (EC) por este tipo de
transportadores. ME: membrana externa. OM:
proteina de membrana externa tipo porina. MFP:
proteina periplasmica de fusién. RND: proteina
transportadora (23).

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590

AnaLeEcta VET 2011; 31 (1): 40-53 43



M.L. Marchetti y col.

familia RND. AcrAB de E.coli son cercanamente
homoélogas a MexAB de P. aeruginosa. El operon
acrAB no contiene ningin gen que codifique
para una proteina de membrana externa (OMP:
Outer Membrane Protein). Sin embargo, AcrAB
se encuentra asociado a un OMP denominado
TolC que sirve como canal o porina para mas de
un sistema de exportaciéon de tipo proteico. El
sistema AcrAB-TolC constituye un sistema pro-
teico tripartito encargado del eflujo de sustratos
a través de las dos membranas de los microor-
ganismos gramnegativos (17, 26).

AcrAB-TolC es capaz de transportar a mas
de cinco antibié6ticos diferentes. Fisiolégicamente
es un transportador de sales biliares, esto ilustra
bien el concepto de que los antibiéticos no son
sustratos oportunistas de sistemas de transpor-
te indispensables para la vida bacteriana en el
medio ambiente natural (24).

ESTRUCTURA GENERAL DE LOS
SISTEMAS DE EFLUJO
- EFLUJO A TRAVES DE UNA MEMBRANA
SIMPLE

El sistema descripto en las bacterias gram-
positivas consta de una Unica proteina situada
en la membrana (CMP: Proteina de Membrana
Citoplasmatica). Esta proteina expulsa los far-
macos del interior celular, ya sea acoplada al po-
tencial de membrana, o bien mediante la energia
obtenida por hidroélisis de ATP. Este sistema de
bombeo tiene como limitacién la especificidad
de sustrato, pues para garantizar su eficiencia
es indispensable que la velocidad de ingreso del
farmaco no supere en ningin momento a la de
la expulsion (21, 25).

En el caso particular de los microorganis-
mos gramnegativos, existen transportadores de
eflujo de membrana simple, las bombas mueven
agentes desde el citoplasma hacia el espacio
periplasmico. Esta es una operacion ineficiente
porque las moléculas lipofilicas inhibidoras difun-
diran espontaneamente de regreso al citoplasma
a través de la bicapa lipidica. Sin embargo, se ha
demostrado que la bomba Tet bombea tetraciclina
al espacio periplasmico de E. coli. Podria crear
altos niveles de resistencia solamente por tener
una velocidad de eflujo que supere altamente al
retorno de la droga hacia el citoplasma. Este tipo
de bomba tiene un espectro reducido en general
a un Unico antimicrobiano (25).

Es decir pueden encontrarse dos tipos de
proteinas transportadoras segun el microorga-
nismo al que pertenecen:

Proteina transportadora con un solo com-
ponente en su estructura que cataliza el eflujo de
drogas a través de la membrana citoplasmatica de
bacterias grampositivas. Las cuales pueden ser
especificas para un sustrato o bien MDR. Este a
su vez es energizado por gradiente de protones o
bien por hidrolisis de ATP (transportadores ABC)
(Fig. 2A) (14, 25).

Un transportador con un solo componente
en su estructura que cataliza el eflujo de drogas a
través de la membrana citoplasmatica de bacte-
rias gramnegativas. Este tipo de bombas excreta
las drogas dentro del espacio periplasmico. Pue-
den pertenecer tanto a la familia MFS (proteinas
Tet) o bien a la SMR (MvrC). Ambas energizadas
por gradiente de protones (Fig. 2B) (14, 25).

Canal ME _|

ME

Periplasma

i ;g:..........3> o
LLLETTRLY =y

mMC

e
*‘ﬁDPwi
255

I
MFS, SM MFS, SMR
( Asc) R ) (RND)

AT ADP+P

|
(ABC)

(MFS)

Proteina
de fusion
(MFP)

Nikaido et al, 1996
Lynch et al, 2006

Figura 2. Representacion esquematica de los diferentes tipos de transportadores. (A) Transportador
simple que cataliza el eflujo a través de la membrana citoplasmatica (MC) en bacterias grampositivas,
energizado por gradientes de protones (MFS —SMR) o bien por hidrélisis de ATP (ABC). (B) Transpor-
tador simple en bacterias gramnegativas que excretan los sustratos hacia el espacio periplasmico
(MFS-SMR). (C) Transportador multicompuesto tipo RND en bacterias gramnegativas, energizado
por gradiente de protones y estructura tripartita con canales de membrana externa (canal ME) y
proteinas de fusién periplasmica. (D)Transportadores multicompuesto tipo MFS en bacterias gram-
negativas. (E) Transportador multicompuesto tipo ABC energizado por hidrélisis de ATP (14, 25).
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- EFLUJO A TRAVES DE UN SISTEMA
DOBLE DE MEMBRANAS

En el caso del eflujo en sistemas de do-
ble membrana, la droga es conducida desde el
citoplasma hacia el exterior de la célula por el
sistema de tres proteinas que forman el canal
de salida. Estos sistemas multicompuestos, in-
cluyen a AcrAB-TolC de E. coli y MexAB-OprM
de P. aeruginosa perteneciente a la superfamilia
RND, con capacidad de bombear al exterior una
extraordinaria variedad de antibi6ticos, detergen-
tes, secantes y agentes quimioterapicos (25).

En este grupo pueden encontrarse:

Proteinas transportadoras MDR tipo RND
en bacterias gramnegativas. Cuya estructura esta
dada por una bomba de eflujo que puede perte-
necer ya sea a la familia RND (Fig. 2C) o bien a la
MFS (Fig. 2D), una porina de membrana externa
(OM) y una proteina periplasmica de conexién
entre las dos anteriores. Estan energizadas por
gradientes de protones (14, 25).

Proteinas transportadoras MDR tipo ABC
en bacterias gramnegativas. De estructura simi-
lar a la anterior excepto que la bomba de eflujo
pertenece a la familia ABC,y se encuentra ener-
gizada por hidrolisis de ATP (Fig. 2E) (14, 25).

MECANISMOS DE ACCION DE LAS
BOMBAS

Han sido propuestos muchos modelos para
explicar las posibles rutas de los transportado-
res:

La hipétesis de “la aspiradora hidrofébica”
asume que los transportadores estan embebidos
en los fosfolipidos de la bicapa membranosa, el
sustrato se mueve libremente en la fase lipidica,
desde alli alcanzan el canal central de la bomba
proteica ya sea desde el lado interno o externo de
la membrana y por ultimo, son “aspirados”, acti-
vamente expulsados hacia el exterior (12, 18).

La segunda hipétesis, es la de “flippase”
que sostiene que el sustrato alcanza la bomba
proteica también desde dentro de la membrana
y simplemente difunde hacia el exterior pasando
desde la porcién interna hacia la externa (12,
18).

La tercera hipétesis es la del “poro acuoso”
en la cual se asume que la traslocacién incluye
el transporte del sustrato desde el citoplasma
hacia el medio externo a través de poros acuosos
con sitios flexibles de reconocimiento de sustrato
(12).

El mecanismo de accion de los sistemas de
eflujo puede incluir los siguientes pasos, segiin
un modelo de mutagénesis realizado sobre trans-
portadores de la familia SMR:

intercambio entre la droga sustrato y un
protén unido a un residuo cargado en el lado

Antibiéticorresistencia por bombas de eflujo

interno de la membrana

traslocacién del sustrato tras una serie de
cambios conformacionales de la proteina trans-
portadora, que conducen al mismo a través de
un canal hidrofébico

reemplazo del sustrato por el proton en el
medio externo y retorno al estado conformacional
inicial. El resultado final es un intercambio entre
el sustrato y el protén (antiporte)

En los transportadores de la familia SMR el
residuo cargado puede ser un glutamato conser-
vado. Este mismo mecanismo puede ser aplicado
para los transportadores MFS, pero el residuo
cargado es de tipo arginina. Estos modelos que
involucran a un residuo acidico, explicarian
porque ambos grupos de transportadores expul-
san preferentemente, moléculas catidnicas. En
cuanto a los miembros de la superfamilia RND se
conoce menos acerca de esta caracteristica, sin
embargo, estos poseen grandes residuos cargados
conservados en sus segmentos transmembrano-
sos, que seguramente juegan un importante rol
en la captacién e intercambio del sustrato como
se encuentra representado en la figura 2 (18).

Por otra parte, se ha sugerido que el trans-
porte de sustratos en estos sistemas ocurre no
solamente desde la fase citosélica de la mem-
brana, como ha sido descripto en eucariotas o
bacterias grampositivas, sino que también ocurre
tanto desde la porcién interna como de la externa
de la membrana citoplasmatica de los micro-
organismos gramnegativos. Esto sugiriere un
movimiento de sustratos no solamente desde el
citosol, sino también desde el periplasma (18).

Sucesivos estudios han demostrado que la
especificidad por los sustratos y el sitio de unién a
los mismos en los transportadores de la superfa-
milia RND, se encuentran presumiblemente en el
dominio periplasmico (prolongaciones “loops”) del
transportador y no en su dominio de localizacion
transmembranosa (25).

ORGANIZACION GENETICA,
EXPRESION Y REGULACION DE LAS
BOMBAS DE EFLUJO MDR

La manifestacion de un fenotipo MDR no
siempre se debe a la expresién de funciones co-
dificadas en un locus simple, ni tampoco nece-
sariamente es resultado de un sistema especifico
para bombas de eflujo.

En muchos casos los elementos genéticos
que codifican la expresiéon de las bombas se
encuentran localizados en plasmidos (trans-
portadores Tet en bacterias grampositivas), o
en transposones conjugativos o transformables
localizados en dichos plasmidos (transportadores
Tet de bacterias gramnegativas) (16).

Pero también ocurre que los genes pueden
localizarse en el cromosoma bacteriano como
ocurre con los transportadores Acr de E. coli
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y Mex de P. aeruginosa (16). En este caso, la
localizacién en el DNA cromosémico confiere a
las bacterias un mecanismo intrinseco que les
permite sobrevivir en medios hostiles (en presen-
cia de antibi6tico). Las bacterias mutantes que
puedan sobreexpresar los genes de las bombas
pueden ser seleccionadas sin la adquisicion de
nuevo material genético ().

En muchos casos, los genes que codifican
para las bombas de eflujo forman parte de un
operén, con genes reguladores que controlan
la expresion de los mismos. En E. coli el operén
acrAB codifica la proteina de fusion de membra-
na AcrA y el transportador AcrB, y el gen tolC,
la proteina de membrana externa TolC, consti-
tuyendo asi el sistema tripartito funcional RND,
mencionado previamente (17, 26, 27).

La organizacion de los genes que codifican
sistemas tripartitos de eflujo es relativamente
similar en diferentes especies bacterianas. Ti-
picamente, los genes se encuentran agrupados
en operones: los genes reguladores se ubican
adyacentes a los que codifican la proteina peri-
plasmica de fusion, la cual a su vez esta junto a
los que codifican la bomba de eflujo propiamente
dicha o transportador, y por ultimo a su lado
se encuentran aquellos de la OMP. La proteina
periplasmica de fusién es usualmente cotrans-
cripta con la del transportador. Por el contrario,
para algunos sistemas y/o especies, la OMP no
esta colocada en conjunto con los otros genes
mencionados (27).

Se han realizado numerosos estudios sobre
los mecanismos de regulacién de las bombas
de eflujo en cepas mutantes de laboratorio que
permiten describirlos en cuatro grupos diferentes
(27):

Mutaciones en un gen represor local: La so-
breexpresion de las bombas de eflujo pueden ser
el resultado de mutaciones en un gen represor.
Muchos genes que codifican para la expresiéon de
bombas de eflujo MDR se encuentran localizados
dentro de operones que estan bajo el control de
genes represores locales. El gen regulador local
se sitia generalmente adyacente al gen o genes
del transportador MDR. Por ejemplo, en el caso
de E. coli, AcrA y AcrB se hallan cotranscriptos y
bajo la regulaciéon de acrR. Mutaciones en acrR,
desreprimen la expresion de acrB. Lo mismo
puede ocurrir con genes acr de otras especies
bacterianas que sufren mutaciones de este tipo
como Salmonella entérica serovar Typhimurium
y Enterobacter aerogenes (28, 29).

Mutaciones en genes reguladores globales:
Otra manera que permite que se produzca la
sobreexpresion de bombas de eflujo es mediante
la activacién de un regulén u operén, controlado
por un regulador transcripcional. En E. coli, por
ejemplo, la expresiéon de acrABen cepas mutantes

con fenotipo MDR, esta controlada por el operén
marRAB o soxRS. La expresion constitutiva de
marRAB en E. coli, produce un fenotipo MDR por
medio de la activacién de locus genéticos mul-
tiples en respuesta a las proteinas reguladoras
del operén. Normalmente marRAB es reprimido
por el represor transcripcional MarR, proteina
que produce una accién reguladora negativa
sobre el operén. Pero por otra parte, puede ser
desreprimido por activadores transcripcionales
globales como MarA o SoxS, asi como por varios
compuestos tales como tetracilinas, cloranfenicol
y salicilatos. La funcién de MarB todavia no se
conoce (17, 27, 30, 31).

Mutaciones en regiones promotoras de los
genes que codifican transportadores: El gen norA
localizado en el cromosoma de S. aureus codifica
la bomba de eflujo MDR NorA. Se ha identifica-
do que su sobreexpresion por mutacién de la
regién de control transcripcional o promotora
en aislamientos clinicos de S. aureus, confiere
resistencia frente a fluoroquinolonas y antisép-
ticos (27, 32).

Secuencias de inserciéon: En algunos ais-
lamientos clinicos han sido identificadas se-
cuencias de insercién (SI) localizadas cerca de
genes que codifican componentes estructurales
de bombas de eflujo o bien insertadas dentro de
genes represores. Algunas SI tienen promotores
0 secuencias promotoras que incrementan la ex-
presion de genes de bombas de eflujo cercanos.
Una SI fue descripta insertada dentro del gen
represor mexR que codifica la proteina represora
transcripcional MexR en un aislamiento clinico
de P. aeruginosa (27).

IMPACTO DEL EFLUJO EN LA
RESISTENCIA

La resistencia intrinseca o natural de mu-
chas bacterias a los antimicrobianos depende de
la expresién inducible o constitutiva de los siste-
mas de eflujo activos. Como se menciondé previa-
mente, las bombas de eflujo tienen la capacidad
de expulsar aquellas sustancias que resultan
nocivas para la supervivencia del microorganis-
mo. Es por ello que actualmente esta aceptado
que la “resistencia intrinseca” de las bacterias
gramnegativas a ciertos antimicrobianos com-
parada con las grampositivas es resultado de la
presencia de dicho eflujo (6, 16).

En E. coli, por ejemplo, se han observado
incrementos adicionales en la concentracién in-
hibitoria minima de los antibiéticos luego de que
ocurra la sobreexpresion de bombas de diferentes
clases, resultando altamente resistente (6).

Por si solos los sistemas de eflujo confie-
ren de bajos a moderados niveles de resistencia
(incrementos de la CIM de 1 a 64 veces). Razén
por la cual su relevancia fue cuestionada. Sin
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embargo, esa bacteria estara mejor equipada para
sobrevivir bajo la presién de los antimicrobianos
y desarrollar posteriores mutaciones en sus ge-
nes. En general estos sistemas de resistencia se
presentan en cooperacion con otros mecanismos
para conferir, no solamente elevados niveles de
resistencia, sino también un mayor espectro de
accion (6, 16).

La barrera externa de membrana y el
sistema de eflujo deben actuar sinérgicamente
para lograr disminuir las concentraciones de los
agentes antibacterianos a nivel del citoplasma
y periplasma. Las bombas AcrAB de E. coli pue-
den producir resistencia intrinseca Unicamen-
te a agentes lipofilicos de largas cadenas que
atraviesan con dificultad los eficientes canales
porinicos, como es el caso de la eritromicina, el
acido fusidico, secantes y detergentes; pero el
organismo permanece susceptible a antibiéticos
pequenos capaces de difundir rapidamente a
través de dichos canales, como las tetraciclinas,
cloranfenicol y fluoroquinolonas. Este eficiente
sinergismo implica que los sistemas de eflujo por
multicomponentes pueden producir niveles de
resistencia significativos atiin cuando la velocidad
maxima (Vmax) de sus transportadores sea baja,
siempre que su membrana externa funcione como
una efectiva barrera (25).

Otro ejemplo tipico de cooperacion es en-
tre el eflujo a las penicilinas y la accién de las
enzimas [(-lactamasas, El eflujo permite que el
sistema enzimatico no se sature. Estas bacterias
muestran un fenotipo con altos niveles de resis-
tencia a las penicilinas sin ser grandes produc-
toras de B-lactamasas (18).

Asi puede observarse en un trabajo realiza-
do en P. aeruginosa donde la resistencia a penem
aumenta como resultado de la accion simultanea
de tres mecanismos de resistencia combinados: la
barrera externa de membrana, el activo sistema
de eflujo MexAB-OprM y la B-lactamasa AmpC
(33, 34).

Otro ejemplo se observa con el estudio del
rol de la B-lactamasa cromosémica AmpC y el
sistema de eflujo AcrAB a nivel de la resistencia
intrinseca y susceptibilidad en E. coli. La expre-
sion de B-lactamasas clase C confiere resistencia
a cefalosporinas de primera y segunda genera-
cién. Las bombas de eflujo, generan resistencia a
penicilinas. El resultado global de la combinacién
de ambos mecanismos es que su susceptibilidad
queda restringida solamente a cefalosporinas de
tercera y de cuarta generacion (35).

Para el caso de las fluoroquinolonas, la
resistencia resulta de una mutacién puntual
a nivel de DNAgirasa/topoisomerasa IV. Una
simple mutacién en general, da lugar a bajos
niveles de resistencia y la bacteria puede seguir
siendo considerada como sensible. Para lograr
niveles mayores debe pasar por dos o mas mu-
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taciones. Datos recientes han demostrado que la
combinacién de una mutaciéon puntual mas la
presencia de bombas de eflujo para fluoroquino-
lonas, produce efecto sinérgico con altos niveles
de resistencia (18).

Esto fue particularmente demostrado para
levofloxacina en P. aeruginosa donde la disrup-
cién de genes de tres tipos de bombas de la familia
RND, no solamente logra una disminuciéon de la
CIM desde 0.25 a < 0.02 mg/L, sino que también
disminuye la frecuencia de aparicién de mutantes
de 2 x 107a < 10!L. Cabe destacar que todas las
bombas deberian ser inactivadas simultanea-
mente para obtener dicho resultado (36).

También se encuentran datos que indican
que la expresiéon de varias bombas de eflujo de
diferentes familias en una especie bacteriana
determinada puede dar un aparente fenotipo
de elevada resistencia cuando se consideran los
sustratos compartidos (18).

En bacterias gramnegativas como E. coli
y P. aeruginosa se estudiaron los efectos de la
expresion simultanea de sistemas de eflujo en
variadas combinaciones: 1) expresion simultanea
de bombas de eflujo con estructura simple, de un
solo componente que exportan antimicrobianos al
periplasma, en combinaciéon con bombas de eflujo
multicompuestas que completan la expulsion de
los sustratos al medio externo; 2) combinaciéon de
dos bombas de eflujo de componente simple; y 3)
expresién combinada de dos bombas complejas,
multicompuestas. Como resultado se observé que
en el primer caso, el nivel de resistencia expresa-
do fue significativamente mayor en comparacion
con los otros dos.

La resistencia cruzada sucede cuando un
organismo, al volverse resistente a un antibi6tico,
se transforma en resistente a otro diferente. La
resistencia cruzada es comun entre los macroli-
dos y las fluoroquinolonas. Este es un problema
que surge con este tipo de mecanismo de resis-
tencia por el amplio rango de sustratos que po-
see. La exposiciéon a cualquier antimicrobiano o
sustrato puede servir como inductor o regulador
de la expresion de bombas de eflujo, favorecer a
la sobreexpresion de esta, y producir, en conse-
cuencia, resistencia cruzada con todos los otros
sustratos posibles (6, 16).

Un ejemplo de resistencia cruzada ocurre
en Enterobacter aerogenes donde el nivel de ex-
presion del regulador MarA, involucrado en el
control genético de la permeabilidad de membra-
na via porinas y de la expresion de la bomba de
eflujo AcrAB-TolC, es afectado por la presencia
de imipenem. Por lo tanto, la exposicion a estos
carbapenemes, que no son sustratos de la bom-
ba, esta acompanada de una disminucion de
la susceptibilidad a quinolonas, tetraciclinas y
cloranfenicol (34).

Otro caso citado en la bibliografia, es el de
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pacientes hospitalizados infectados con P. aeru-
ginosa, tratados tnicamente con (-lactamicos
antipseudomoniales que desarrollaron multi-
rresistencia post tratamiento. En varios de los
aislamientos estudiados, curiosamente existian
niveles basales de B-lactamasa AmpC. Estos
resultados indican que en el curso de la terapia
ocurrieron mutaciones en genes reguladores
(mexR) de la expresion de sistemas de eflujo tipo
MDR con consecuente sobreexpresion de bombas
de eflujo MexA-MexB-OprM. Como resultado final
las cepas manifestaron resistencia no solamente
a B-lactamicos sino también a fluoroquinolonas,
tetraciclinas, cloranfenicol y trimetoprima (37).

La resistencia por bombas de eflujo puede
ser facilmente diseminada entre especies bacte-
rianas filogenéticamente disimiles. Como ya fue
mencionado, los elementos genéticos que codifi-
can la expresion de las bombas pueden hallarse
presentes en plasmidos (Tet grampositivas), o en
transposones conjugativos o transformables loca-
lizados en dichos plasmidos (Tet gramnegativas)
(16). Asi como también en el DNA cromosémico
(Acr de E. coliy Mex de P. aeruginosa) (6).

Sin embargo, es importante remarcar que
la sobreexpresion ilimitada de sistemas de eflujo
en la membrana bacteriana es potencialmente
desventajosa para la bacteria, existe riesgo de
expulsar no solamente sustancias nocivas en su
accionar, sino también nutrientes esenciales para
su crecimiento (16).

BOMBAS DE EFLUJO MDR Y
PRINCIPALES SUSTRATOS EN CEPAS
BACTERIANAS PATOGENAS Y

COMENSALES

El fenotipo MDR es aquel observado en
cepas mutantes que sobreexpresan bombas de
eflujo y que manifiestan resistencia (o menor
susceptibilidad) frente a por lo menos tres clases
diferentes de antimicrobianos, desinfectantes
(biocidas), detergentes y/o colorantes. Este am-
plio espectro de sustratos generalmente incluye a
quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol, bromuro
de etidio, acriflavina, dodecil sulfato de sodio
(SDS), Triton X-100, y triclosan; pero los agentes
considerados sustratos de cada bomba en par-
ticular son levemente diferentes dependiendo de
la bomba y de la especie bacteriana (27).

Cabe senalar que el valor de la CIM de ce-
pas MDR que sobreexpresan bombas de eflujo es
tipicamente de dos a ocho veces mayor compa-
rado con una cepa susceptible tipica. Del mismo
modo, si a una cepa mutante con sobreexpresion
de bombas se le practica delecién de los genes
involucrados en dicha expresion, la CIM decrece
notablemente dando lugar a un fenotipo hiper-
susceptible (37).

Un cuestionamiento importante es para qué

especies bacterianas las bombas de eflujo tipo
MDR confieren resistencia con relevancia clinica,
especialmente en referencia a antimicrobianos
que se usen rutinariamente en medicina huma-
na y veterinaria. Son muchas las bacterias que
expresan sistemas de eflujo en su membrana, a
continuacion se mencionan algunos ejemplos de
microorganismos de importancia:

BACTERIAS GRAMNEGATIVAS:

Pseudomonas aeruginosa: En este microor-
ganismo ademas del conocido sistema de eflujo
MexAB-OprM, se han caracterizado tres mas:
MexXY-OprM, MexCD-OprJ y MexEF-OprN.
Tanto MexAB-OprM como MexXY-OprM, se ex-
presan constitutivamente y confieren resistencia
intrinseca con fenotipo MDR. Por el contrario,
MexCD-Oprd y MexEF-OprN son inducibles por
ciertos sustratos. Ademas de expulsar fluoroqui-
nolonas, tetraciclinas, cloranfenicol y algunos
B-lactamicos, también pueden expulsar bromuro
de etidio, acriflavina, triclosan, SDS, solventes
organicos y otros. A pesar del incremento que
ocurre en la CIM cuando se sobreexpresan
estos sistemas, para algunos antimicrobianos
como la ciprofloxacina, ese valor no supera la
concentracién de referencia recomendada por
la CLSI. Recientemente se ha descripto también
en P. aeruginosa un sistema de eflujo MATE,
denominado PmpM. Este utiliza como sustrato
a fluoroquinolonas, cloruro de benzalconio, bro-
muro de etidio, acriflavina y tetrafenilfosfonio
clorado (38).

Cho y col (39) determinaron la frecuencia
de resistencia mediada por bombas de eflujo en
409 aislamientos clinicos de P. aeruginosa fluo-
roquinolona-resistente obtenidos en 12 paises,
entre ellos Japon, Canada, Grecia, Venezuela y
Argentina. MexAB fue la bomba de eflujo detec-
tada con mayor prevalencia (72%). Sin embargo,
hubo importantes variaciones entre los perfiles
hallados en cada regién. Ese mismo fenotipo con
bombas tipo MexA- MexB - OprM fue identificado
en 11 aislamientos de P. aeruginosa provenientes
de pacientes hospitalizados en un estudio reali-
zado en Francia. Estos habian sido tratados con
B-lactamicos antipseudomoniales y desarrollaron
multirresistencia (37).

Escherichia coli: A pesar que este micro-
organismo es reconocido como comensal, es
también causa frecuente de infecciones urinarias
en humanos. E. colienteropatégena y enterotoxi-
génica son importantes agentes responsables de
ocasionar diarrea con elevada morbimortalidad
entre individuos inmunocomprometidos y nifios.
En E. coliel sistema AcrAB-TolC de la familia RND
es homoéloga a MexAB-OprM de P. aeruginosa El
perfil de sustratos de este sistema de eflujo esta
representado por: cloranfenicol, $-lactamicos,
fluoroquinolonas, tetraciclinas, rifampicina,
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novobiocina, acido fusidico, acido nalidixico,
bromuro de etidio, acriflavina, sales biliares,
acidos grasos de cadena corta, SDS, Triton-100
y triclosan. Los operones acrDy acrEF también
codifican genes para la expresién de bombas de
eflujo. AcrD provoca resistencia frente a amino-
glucésidos (40).

Everet y col. (41) analizaron 36 aislamien-
tos de E. coli provenientes de hombres y animales
de Argentina, Espafna y Gran Bretania que pre-
sentaban valores de CIM entre 2 y >128 pg/ml
para ciprofloxacina. Se demostro6 la presencia de
bombas de eflujo mediante el uso de un inhibidor
de bombas en 22 de ellos.

Salmonella entérica: Otra area donde las
cepas MDR juegan un rol importante es en la re-
sistencia a los antimicrobianos de los patégenos
transmitidos por alimentos. Como fue mencio-
nado previamente es bien conocido el riesgo de
transferencia de resistencia a los antimicrobianos
entre el hombre y los animales, particularmente
en relacion a bacterias animales con capacidad
zoonética (Campylobacter jejuniy varios serovares
de Salmonella entérica). El consumo de pollo en
estos casos particulares es de relevante importan-
cia como ruta de transmisién. S. entérica serovar
Typhimurium, posee varias clases de bombas de
eflujo. Entre estas, se encuentra AcrAB semejante
a la descripta para E. coli y con igual rango de
sustratos. Su expresion esta controlada por un
regulador especifico denominado RamA e indu-
cida por la presencia de indol y bilis en el medio
(42). Se ha demostrado un papel importante de
la bomba de eflujo AcrAB-TolC en aislamientos
MDR de S. entérica serovar Typhimurium DT104
provenientes de ganado bovino en Bélgica y Fran-
cia (42, 43).

Campylobacter spp.: En C. jejuni se ha de-
mostrado que CmeABC media el eflujo y confiere
a este organismo un fenotipo MDR. CmeA tiene
gran semejanza con AcrA de E. coliy MexA de P.
aeruginosa, mientras que CmeB es similar a AcrB
y MexB de las mismas especies. CmeABC confiere
resistencia frente a ciprofloxacina y eritromicina
(ambos usados para el tratamiento terapéutico
de este microorganismo), ampicilina, tetraciclina
y cloranfenicol. Produce también susceptibili-
dad reducida frente a triclosan, sales biliares,
y Triton X-100. Un segundo sistema de eflujo
descripto para esta especie bacteriana, CmeDEF
no expresa resistencia frente a ciprofloxacina ni
a eritromicina (44).

Pumbwe y col estudiaron la expresion de
cmeB, cmeF'y porA en 32 aislamientos de cepas
MDR de C. jejuni obtenidas de muestras humanas
y animales (pollos). La sobreexpresion de cmeB,
hallada en un tercio de los aislamientos anali-
zados, demostro su asociacién con el fenotipo
MDR (45).

Otros sistemas de eflujo homologos a Acr

Antibiéticorresistencia por bombas de eflujo

y Mex de la familia RND han sido descriptos en
otras bacterias gramnegativas como por ejemplo
Enterobacter aerogenes (34), Proteus mirabilis
(46).

BACTERIAS GRAMPOSITIVAS:

Bacillus subtilis posee un sistema de eflujo
MDR que pertenece a la familia MFS, denomina-
do Bmr. A pesar que existe escasa significancia
clinica para esta bomba en medicina humana y
veterinaria, ha sido demostrado que la bomba de
eflujo NorA de S. aureusy PmrA de S. pneumoniae
presentan significativa similitud con ella. Por lo
cual, se han realizado numerosas analogias entre
las propiedades de Bmr y las bombas menciona-
das (27).

En S. aureus, por ejemplo, la sobreexpre-
sién del sistema de eflujo NorA con fenotipo MDR
posee como sustratos a fluoroquinolonas, cloran-
fenicol, antisépticos, tinturas y desinfectantes.
Un dato de importancia es que NorA se encuentra
presente tanto en S. aureus meticilino-sensibles
(MSSA), asi como en los meticilino resistentes
(MRSA). Por otra parte, la sobreexpresion de
NorB, otra bomba de eflujo descripta en este
microorganismo, confiere lnicamente suscepti-
bilidad reducida frente a fluoroquinolonas, tetra-
ciclinas, desinfectantes y tinturas (27).

ESTRATEGIAS PARA MODIFICAR
LA RESISTENCIA BACTERIANA POR
EFLUJO

Existe creciente evidencia sobre la impor-
tancia de las bombas de eflujo en la resistencia
bacteriana a los antimicrobianos. A pesar de no
generar elevados niveles de resistencia por si
solas, la sobreexpresion de las mismas en com-
binacién y cooperacién con otros mecanismos de
resistencia adquiere significancia clinica. Raz6n
por la cual se analizan diversas estrategias para
modificar y revertir la resistencia bacteriana por
eflujo:

Evasion de los mecanismos de bombas de
eflujo: A pesar que no han sido totalmente elu-
cidados los determinantes moleculares respon-
sables del reconocimiento de antibiéticos por
bombas de eflujo, pueden observarse diferencias
en el transporte de miembros estructuralmente
analogos de una familia de antimicrobianos. Se
han desarrollado nuevas moléculas que poseen
menor susceptibilidad al eflujo si se las compara
con las moléculas originarias de los principales
grupos de antibiéticos. Asi se ha demostrado para
las quinolonas de tercera y cuarta generacion
versus las de primera y segunda; cetélidos ver-
sus macrolidos o glicilciclinas versus tetracilinas
(16).
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Inhibicion biolégica de la actividad de eflu-
jo: Otra estrategia para inhibir la actividad de
las bombas, puede ser mediante bloqueo de las
proteinas responsables del eflujo por medio del
uso de anticuerpos neutralizantes; o bien, blo-
queando los genes correspondientes responsables
de la expresion de las mismas. La utilizacion de
esta estrategia esta basada en la demostracion de
que la delecién del gen acrABen E. coli restaura
la sensibilidad a los antibioticos, mientras que
la mutacioén en el regulador genético Mar tiene
el efecto contrario (47, 48).

Inhibicién farmacoldgica del eflujo: La in-
duccién de una competencia por la bomba de
eflujo es probablemente el mecanismo de accién
mas razonable de los inhibidores de bomba. La
reserpina es el inhibidor mas popular, aunque
también se han descripto otras drogas con si-
milares efectos como fenotiazinas, antagonistas
de calcio, inhibidores selectivos de serotonina
o bien, inhibidores de las bombas de protones.
La mayor limitaciéon de combinar estas drogas
con los antibioticos es que ellas necesitan ser
utilizadas en concentraciones significativamente
elevadas como inhibidores en comparacién con
la concentracion usada para ejercer sus efectos
farmacolégicos mas conocidos; lo cual las hace
no viables por razones de seguridad (22).

Una primera categoria de inhibidores ori-
ginales son las moléculas antibiéticas analogas
a los antibiéticos de uso clinico, pero con menor
efecto antibacteriano. Tres familias han sido pa-
tentadas, analogas de tetraciclinas, aminoglucé-
sidos y quinolonas, las cuales logran disminuir el
eflujo de los antibi6ticos respectivos (22).

Una segunda categoria la conforman los
inhibidores no relacionados estructuralmente a
antibioticos conocidos, es decir, totalmente nue-
vos. Algunos de ellos logran inhibir bombas que
efluyen multiples clases de antibi6ticos (22).

Basandose en observaciones empiricas de
las propiedades de estos inhibidores puede con-
cluirse que la estructura quimica de varios de
ellos, tiene caracteristicas recurrentes como por
ejemplo: anillos aromdticos presentes en todas
las moléculas (con excepcién de analogos de los
aminoglucésidos) y grupos ionizables encontrados
en muchos de ellos. Esto es consistente con el
hecho de que las bombas de eflujo transportan
preferentemente sustancias anfifilicas como sus-
trato y poseen afinidad de unién a grupos con
cadenas aminoacidicas de superficie, propensas
a establecer uniones hidrofébicas, uniones aro-
maticas e interacciones van der Waals (22).

Algunos de los inhibidores también pueden
modular transportadores de células eucariotas
como P-glicoproteina, MRP o BCRP, como se
demostré con el verapamilo, VX-710, VX-853
y GF120918. Por otra parte, otros inhibidores

como MC207 o el MC110 no interactian con los
transportadores de las células eucariotas, sino
que son especificos de las bombas procariotas.
Esto favorece la especificidad de accién y minimi-
za efectos indeseables que involucran inhibicion
de funciones fisiologicas (22).

LA MULTIRRESISTENCIA Y LA
ACTUALIDAD

El impacto clinico de la multirresistencia
por bombas de eflujo es dificil de establecer
debido a que no contamos con estadistica inter-
nacional ni nacional a gran escala, que permita
comparar la prevalencia de este mecanismo de
resistencia con otros. Existen numerosas pu-
blicaciones referentes a la descripcion de las
bombas y los sistemas de eflujo en los diferentes
microorganismos pero muy poco referente a su
importancia en la clinica.

Varios autores (22, 49, 50, 51, 52, 53, 54)
evaltan la aplicaciéon de inhibidores de bomba
como posibles alternativas para revertir o reducir
la resistencia a los antimicrobianos involucra-
dos.

En cuanto a microoganismos patogenos, en
diferentes lugares del mundo se han publicado
diversos trabajos sobre multirresistencia ocasio-
nada por bombas de eflujo, en su mayoria perte-
necientes a la familia de resistencia a divisién por
nodulacion (RND, resistance nodulation division).
En muchos de ellos, se evaliia la importancia de
la utilizacién de inhibidores de bombas de eflujo
como herramienta para bloquear la sobreexpre-
sién de estos sistemas de eflujo (responsables de
dar origen a cepas MDR), asi como la prevalencia
de la resistencia de tales microorganismos en
aislamientos de origen animal y del hombre. En-
tre los microorganismos mas estudiados pueden
mencionarse Campylobacter (31, 44, 51), Pseudo-
monas (36, 52), Enterobacter (50), Klebsiella (S5)
y Salmonella (56).

Por otra parte, en cuanto a las cepas comen-
sales, es sabido que el intestino es el principal sitio
de transferencia de la antibiéticorresistencia. E. coli
es una de las bacterias comensales con mayores
posibilidades de generar resistencias en el campo
humano y veterinario. Uno de los mecanismos de
multirresistencia de E. coli a antibioticos lipofilicos /
anfifilicos, como mencionamos en parrafos ante-
riores esta representado por la sobreexpresion de
bombas de eflujo (25, 57). Su monitoreo permite
conocer que antimicrobianos estan generando re-
sistencia, evitar riesgos en salud publica, disminuir
el fracaso terapéutico y por lo tanto evitar pérdidas
econdmicas al productor (58, 59). Por esta razén se
estan realizando diversos estudios donde se evaliia
el efecto de los inhibidores de bombas sobre esta
cepa comensal. La mayoria de ellos se realiza en
aislamientos de origen humano o mutantes expe-
rimentales (49, 53, 54, 60).
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En diversos paises ya se han puesto en
marcha numerosos programas de monitoreo de la
resistencia en animales y en el hombre orientados
principalmente a la vigilancia de la resistencia en
patégenos humanos, microorganismos zoonoéticos
y bacterias indicadoras de la microbiota intestinal
normal de los animales.

CONCLUSIONES

La resistencia a multiples farmacos es un
fenémeno que amenaza la salud publica. Los sis-
temas de eflujo como mecanismo de resistencia
a multiples drogas pueden transformarse en un
prometedor blanco farmacolégico para restaurar
la actividad de los antimicrobianos que resulten
sustrato de ese sistema. Sin embargo, existe atin
escasa informacion tanto a nivel nacional como
internacional acerca de la prevalencia de la so-
breexpresion de bombas de eflujo en aislamientos
clinicos de hombres y/o animales y su vincula-
cion con la incidencia en el fracaso terapéutico
por multirresistencia.

La sospecha de la presencia de bombas de
eflujo como mecanismo de resistencia deberia ser
confirmada fenotipica y genotipicamente como
una herramienta de rutina, con el propésito de
anticiparnos a la aparicion de resistencia cruza-
da. Lamentablemente atin no existe una técnica
especifica que permita la identificacién fenotipica
temprana, por lo cual todos los estudios enca-
minados a esclarecer esta problematica seran
bien recibidos.

Por otra parte, en la actualidad, la investi-
gacion se focaliza también en desarrollar nuevas
alterativas terapéuticas. Tales como el descubri-
miento de nuevos antimicrobianos que no sean
sustrato de las bombas o desarrollar nuevos
sinergismos con sustancias que en asociacion
con los antimicrobianos provoquen bloqueo de
los transportadores facilitando y mejorando la
accioén de los ultimos.

Finalmente, debemos remarcar, que el escla-
recimiento de los mecanismos de multirresistencia,
el desarrollo de nuevas técnicas diagnésticas y la
implementacion de alternativas terapéuticas sin
el manejo prudente de los antimicrobianos, solo
ayudara a generar conocimiento pero no a con-
trolar y minimizar la emergencia y diseminacién
de resistencia. Es de importancia fundamental no
perder de vista la estrategia mas eficaz contra la
resistencia a los antimicrobianos: el uso racional.
El uso racional de los antimicrobianos tiene como
objetivo fundamentalmente limitar el desarrollo de
microorganismos resistentes para obtener el mayor
beneficio para el enfermo.

Partiendo de una buena utilizacién de los
antimicrobianos y de la mano de las nuevas he-
rramientas terapéuticas las bacterias empezaran
a estar en desventaja en la interminable guerra
contra la multirresistencia.

Antibiéticorresistencia por bombas de eflujo
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INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

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

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

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

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

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

Normas generales de redaccién

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

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

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

El costo de cada articulo sera de $ 100 (o 50 U$S
si el lugar de trabajo del primer principal proviene del
exterior) hasta 5 hojas (publicadas) y $ 50 por cada
hoja adicional que debera ser abonado por los autores
indefectiblemente antes de su publicacién.

Las unidades de medida se expresaran siguiendo
las normas del Sistema Internacional de Unidades. E1
material enviado sera analizado para su publicacion
por el Comité Editorial, el que lo sometera a consi-
deraciones del referato externo. El Comité Editorial
informara al autor del trabajo de las correcciones y/o
recomendaciones sugeridas por el evaluador y deter-
minara en funcién de ello la aceptacion o rechazo del
mismo. Si hubiere correcciones, las mismas deberan
ser efectuadas por los autores en un plazo maximo de
6 meses, caso contrario se considerara el trabajo como
"rechazado". Se deja constancia que el hecho de recibir
un trabajo no conlleva la obligacién de su publicacion
por parte de ANaLECTA VETERINARIA. Una vez aceptado el
trabajo se enviara a los autores la "prueba de galera"
para su correccion, la que debera ser devuelta en un
plazo no mayor de 15 dias. La falta de respuesta luego
del plazo estipulado se entendera como una aceptacion
de la misma. El envio de un trabajo a ANALECTA VETERI-
NARIA debera realizarse con el consentimiento de todos
los autores. En todos los casos se tomara como fecha
de remision la del timbre postal correspondiente.

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

Normas particulares de redaccion:
1.Trabajos de investigacion:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

II. Articulos de revision

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

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

III.Comunicaciones breves

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

IV.Informacidén institucional

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

V.Cartas al editor

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

Correspondencia

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

Sr. Director ANALECTA VETERINARIA
CC 296 (B1900AVW) La Plata, ARGENTINA
TEL/FAX: 0221-4257980
Desde el exterior: +54-221-4257980
E-mail: analecta@fcv.unlp.edu.ar
http:/ /wwuw.fev.unlp.edu.ar/ analecta/ analecta. html
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