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Factores de virulencia de cepas de Enterococcus 
aisladas de aves silvestres y de corral en la Patagonia

Virulence Factors of Enterococcus Strains Isolated from Wild Birds 
and Poultry in Patagonia

Ledesma P1, Parada RB2, Vallejo M2, Marguet ER2*

1Cátedra de Química Orgánica; 2Cátedra de Biología Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Naturales, 
Sede Trelew, Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco (UNPSJB). Roca 115, (9100) Trelew. 

Argentina. *Autor correspondiente. Correo electrónico del autor: emarguet@yahoo.com.ar

Resumen: En este estudio se analizaron la frecuencia y la distribución de la resistencia a vancomicina 

y de factores de virulencia en cepas del género Enterococcus aisladas de muestras de materia fecal 

de aves silvestres y aves de corral. Un total de 128 aislamientos de enterococos fueron recuperados 

utilizando medios de cultivo selectivos a partir de 250 muestras de materia fecal. Dentro de las cepas 

que exhibieron al menos uno de los factores de virulencia estudiados, Enterococcus faecalis fue la 

especie más frecuentemente detectada (30 cepas), seguida por E. faecium (23 cepas), E. durans/

hirae (3 cepas) y E. avium (1 cepa). Al evaluar la presencia de factores de virulencia se encontraron 

16 cepas β-hemolíticas, mientras que 47 cepas exhibieron actividad gelatinasa. Mediante el uso de 

métodos estándares se detectaron 17 cepas resistentes a vancomicina. Sin embargo, la presencia 

de los genes vanA, vanB y vanC no pudo ser conirmada mediante técnicas de PCR. Estos datos 

sugieren que las aves silvestres, así como las aves de corral, tienen la posibilidad de dispersar en 

el ambiente cepas de Enterococcus que albergan factores de virulencia, con potencial de transferir 

estos factores tanto a otros animales como a seres humanos.

Palabras clave: resistencia a vancomicina, factores de virulencia, Enterococcus, aves silvestres, 
aves de corral.

Abstract: In this study, the frequency and distribution of vancomycin resistance and virulence factors 

in Enterococcus strains isolated from faecal samples of wild birds and poultry were analysed. A total of 

128 enterococci isolates were recovered using selective culture media from 250 faecal samples. Within 

the strains that displayed at least one of the studied virulence factors, Enterococcus faecalis was the 

most prevalent detected species (30 isolates), followed by E. faecium (23 isolates), E. durans/hirae 

(3 isolates) and E. avium (1 isolate). Screening of virulence factors resulted in 16 β-hemolytic strains, 

while 47 strains exhibited gelatinase activity. Vancomycin resistance was detected in 17 strains using 

standard method for clinical samples. However, the presence of vanA, vanB and vanC genes could 

not be conirmed by PCR techniques. The data shown suggest that wild birds and poultry have the 

potential to disseminate in the environment Enterococcus strains that harbour virulent traits, which 

in turn might be transferred either to other animals or to humans.

Key words: vancomycin resistance, virulence factors, Enterococcus, wild birds, poultry.
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Introducción

Los enterococos son microorganismos ubicuos 

y comprenden una parte de la microbiota intestinal 

normal de la mayoría de los mamíferos y aves.

Su presencia en alimentos puede resultar per-

judicial debido a que son responsables del deterioro 

de carne, cerveza, jugo de frutas y derivados lácteos. 

Sin embargo, bajo condiciones controladas, como 

ocurre en los procesos de fermentación de alimentos, 

se los incluye con el propósito de mejorar la calidad 

de los productos. En los últimos años la producción 

de bacteriocinas ha sido investigada con profundidad 

en este género, lo que ha permitido seleccionar cepas 

para incluirlas como probióticos en alimentos y suple-

mentos dietarios. 

En contraste con estas características positivas, 

los enterococos son reconocidos como importantes 

patógenos nosocomiales y están dentro de los orga-

nismos más prevalentes en infecciones hospitalarias 

(European Centre for Disease Prevention and Control 

2011; Fisher y Phillips 2009; Kayser 2003). En este 

sentido, de las 54 especies incluidas en el género 

Enterococcus, las infecciones en seres humanos se 

deben fundamentalmente a dos especies, E. faecalis 

y E. faecium (List of Prokaryotic names with Standing 

in  Nomenclature,  Sharii et al 2012). Sin embargo, 

otras especies, incluyendo E. hirae y E. durans se 

han identiicado ocasionalmente en los aislamientos 

de origen clínico (Fisher y Phillips 2009).

Además de su reconocida capacidad para 

adquirir resistencia a antibióticos, los enterococos 

desarrollan, gracias al intercambio de información 

genética a través de elementos genéticos móviles, 

características que aumentan su virulencia. Dentro de 

estas características podemos mencionar: la adheren-

cia a tejidos del huésped, la invasión y formación de 

abscesos, la modulación de la respuesta inlamatoria, 

la secreción de productos tóxicos y la síntesis de en-

zimas hidrolíticas (Werner et al 2013).

No existe un único agente responsable de su 

virulencia como ocurre en otros microorganismos, 

sino que pueden ser varios los factores que juegan 

un papel en su patogénesis, siendo la mayoría de los 

descritos hasta ahora productos de secreción, como 

la citolisina y la gelatinasa, o factores de adhesión 

como la sustancia de agregación (Agg) y la proteína 

de supericie de los enterococos (Esp).

Debido a su alta tolerancia al calor y capaci-

dad de supervivencia bajo condiciones ambientales 

adversas, se han aislado cepas de Enterococcus 

potencialmente patógenas de vegetación acuática 

y terrestre, aguas supericiales, eluentes cloacales, 

arenas y sedimentos costeros, suelos terrestres y 

materia fecal de mamíferos y aves (Byappanahalli et 

al 2012). La resistencia a antimicrobianos en bacterias 

del ambiente es una preocupación en salud pública 

debido a la transferencia de organismos virulentos 

y genes de virulencia a los humanos a través de la 

cadena alimentaria.

La fauna silvestre, y en particular las aves, 

pueden considerarse importantes dispersores de 

microorganismos patógenos y sus determinantes 

genéticos, debido a su habilidad para trasladarse a 

grandes distancias. Esta característica y el frecuente 

contacto con los núcleos urbanos llevan a considerar 

a las poblaciones de aves como reservorios de Ente-

rococcus patógenos, de potencial impacto sanitario 

tanto para animales como para seres humanos.

En nuestro país existen numerosos estudios 

orientados a la caracterización de Enterococcus de 

origen nosocomial y en menor medida relacionados 

con la presencia de este género en eluentes cloaca-

les. No existen estudios epidemiológicos vinculados 

a la caracterización y evaluación de Enterococcus 

aislados de aves silvestres.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el 

potencial de las aves de la comarca Valle Inferior del 

Río Chubut (VIRCh) – Península Valdés como posible 

reservorio de cepas de Enterococcus portadoras de 

factores de virulencia.

Materiales y métodos

Área de muestreo

Se tomaron muestras en la región geográica 

denominada Comarca VIRCh -Valdés - provincia del 

Chubut, desde marzo a noviembre de 2012. En la 

ciudad de Trelew se recolectaron muestras en el área 

recreativa Laguna Cacique Chiquichano, así como en 

áreas residenciales y rurales de la ciudad, y en tres 

establecimientos avícolas. En cuanto a las muestras 

recolectadas en la ciudad de Rawson, estas provi-

nieron de la zona costera de la misma, denominada 

Playa Unión. Solamente 6 muestras provinieron del 

Área Natural Protegida Península de Valdés. Igual 

cantidad de muestras se recolectaron en el área rural 

de la ciudad de Gaiman (Tabla 1).

Toma de muestras

Las muestras consistieron en hisopados fecales 

de aves, tanto de corral como silvestres. Fueron con-

servadas en medio de transporte Stuart (Merck, Ale-

mania) a 4 °C hasta el momento de su procesamiento. 

Aislamiento de enterococos

Las muestras se sembraron en caldo púrpura de 

bromocresol-azida (Merck, Alemania). Luego de 24 h 

de incubación a 37 °C los cultivos se repicaron a agar 
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bilis esculina (Merck, Alemania), suplementado con 

ácido nalidíxico (40 µg/ml) y nistatina (20 µg/ml). Todas 

las muestras se incubaron a 37 °C durante 24-48 h.

 Identiicación preliminar

Las colonias obtenidas en los aislamientos se 

seleccionaron en función de la coloración de Gram, 

la morfología celular, las pruebas de la catalasa y la 

oxidasa, el crecimiento a 45 °C, a pH 9,6, la hidrólisis 

de la esculina en presencia de sales biliares (40 %) 

y la actividad de pirrolidonil aminopeptidasa (PYR) y 

leucina-aminopeptidasa (LAP).

Las distintas especies del género Enterococcus 

se identiicaron mediante la fermentación de azúcares 

según el esquema de Manero y Blanch (1999).

Actividad de la gelatinasa 

Para la prueba de la gelatinasa se utilizó una 

prueba propuesta por Kanemitsu et al (2001). Para 

tal in se suplementó el agar tripticasa soja (DIFCO, 

EE.UU.) con 0,8 % de gelatina. Las placas se incu-

baron durante 48 h a 37 °C y se revelaron con una 

solución de ácido tricoloroacético al 20 %. Las zonas 

claras alrededor de las cepas se consideraron como 

positivas.

Actividad hemolítica

La producción de hemolisinas de las cepas 

aisladas se evaluaron en agar cerebro-corazón (BHI) 

(Biokar, Francia) suplementado con sangre desibrina-

da de conejo al 5 % luego de una incubación a 37 °C 

durante 48 h. Los resultados se interpretaron como 

positivos cuando se observó un halo de hemólisis 

completo alrededor de las colonias (β-hemólisis).

Selección de cepas potencialmente resisten-
tes a vancomicina 

Para la búsqueda de microorganismos con 

potencial resistencia se utilizó el agar tripticasa soja 

suplementado con vancomicina (6 μg/ml) según las 

recomendaciones de Domig et al (2003). Todas las 

cepas que exhibieron desarrollo durante este ensayo 

se enriquecieron en caldo BHI sin vancomicina y se re-

picaron a placas chromID VRE (Biomérieux, Francia).

En todas las cepas que exhibieron desarrollo 

durante este ensayo se determinó su concentración 

inhibitoria mínima para la vancomicina mediante el 

método de las diluciones seriadas, según las reco-

mendaciones del National Committee for Clinical 

Laboratory Standards, Wayne, EE.UU. (2007).

Puriicación de ADN

Luego de una incubación a 37 °C durante 12 h 

en caldo de Man, Rogosa & Sharp (MRS) (Biokar, 

Francia), las cepas de enterococos se centrifugaron a 

12.000 g durante 5 min y el ADN se extrajo utilizando 

Tabla 1. Especies de aves, localidades y cantidad de muestras recolectadas y cepas aisladas. 

Nombre cientíico Nombre vulgar
Cantidad de 
muestras reco-
lectadas

Cantidad de 
cepas aisla-

das
Localidad

Chloephaga picta Cauquén  4  3 Área rural (Trelew)

Columba livia Paloma 13  7 Área residencial (Trelew)

Columba livia Paloma doméstica 22 16
Laguna Cacique Chiquichano 
(Trelew)

Gallus gallus Gallina 10  1 Establecimiento 1 (Trelew)

Gallus gallus Gallina 27 18 Establecimiento 2 (Treorcky)

Gallus gallus Gallina  8  4 Establecimiento 3 (Trelew)

Mimus saturninus Calandria  8  1 Área rural (Trelew)

Mimus saturninus Calandria 20 13 Playa Unión (Rawson)

Anas versicolor Pato capuchino 38 21
Laguna Cacique Chiquichano 
(Trelew)

Anas platyrhynchos domesticus Pato común  6  2 Área rural (Gaiman)

Rhea pennata Choique  6  2 Península de Valdés

Zenaida auriculata Torcaza común  2  1 Área rural (Trelew)

Phalacrocorax atriceps Cormorán imperial  5  2 Isla Escondida

Passer domesticus Gorrión 27 14 Playa Unión (Rawson)

Turdus falcklandii Zorzal patagónico  2  1 Área rural (Trelew)

Vanellus chilensis Tero  6  4 Área rural (Trelew)

Vanellus chilensis Tero  3  1
Laguna Cacique Chiquichano 
(Trelew)

Larus dominicanus Gaviota cocinera 43 17 Playa Unión (Rawson)

Total de muestras  250 128



P. Ledesma y col.

8 AnAlectA Vet 2015; 35 (1): 6-12 Impresa ISSN 0365514-8 Electrónica ISSN 1514-2590 

un equipo comercial de puriicación Wizard Genomics, 

Promega (Madison, Wisconsin, EE.UU.).

Determinación de la presencia de los genes 
vanA, vanB y vanC 

Los cebadores y protocolos utilizados en la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para la 

ampliicación de los genes vanA y vanC-1 fueron los 

descritos por Kariyama et al (2000), mientras que en el 

caso de vanB se utilizó el cebador descrito por Elsayed 

et al (2001) (Tabla 2). La reacción se llevó a cabo en un 

termociclador Mastercycler® (Eppendorf, Hamburgo, 

Alemania). La electroforesis de los productos de la 

ampliicación genética se realizó en gel de agarosa al 

1,5 %, a 70 V durante 1 h en buffer TAE (Tris, ácido 

acético, EDTA, pH 8). Luego de inalizada la corrida, el 

gel se colocó durante 20 min en una solución de buffer 

TAE y bromuro de etidio de 0,5 μg/ml; posteriormente 

se lo visualizó con luz UV en un transiluminador, se 

fotograió y se archivó.

Resultados

Se procesaron 250 muestras de materia fecal 

proveniente de aves silvestres y de corral del VIRCh 

y de la zona costera de la Provincia del Chubut. Se 

aislaron un total de 128 cepas, de las cuales 57 exhi-

bieron algunos de los factores de virulencia en estudio. 

La mayor prevalencia de los factores de virulencia 

estudiados corresponde a la actividad gelatinasa, de-

tectada en 47 cepas (82 %), mientras que 16 (28  %) 

exhibieron actividad b-hemolítica. 

Mediante la técnica de Domig et al (2003) se 

seleccionaron 17 cepas potencialmente resistentes 

a la vancomicina sin embargo, cuando se realizó la 

conirmación mediante la determinación de concentra-

ción inhibitoria mínima (CIM), 15 resultaron sensibles 

a la vancomicina (≤ 4 μg/ml) y sólo 2 presentaron una 

resistencia intermedia (8-16 μg/ml), de acuerdo con 

los parámetros establecidos por el National Commit-

tee for Clinical Laboratory Standards, Wayne, EE.UU. 

(2007) (Tabla 3).

Tabla 2. Cebadores empleados para la reacción de PCR.

Cebador
Tamaño del producto 
de ampliicación (pb)

Secuencia Referencia

vanA 1030
CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA

CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA
Kariyama et al 2000

vanB 536
AAGCTATGCAAGAAGCCATG

CCGACAATCAAATCATCCTC
Elsayed et al 2001

vanC1 822
GGTATCAAGGAAACCTC

CTTCCGCCATCATAGCT
Kariyama et al 2000

Tabla 3. Concentración inhibitoria mínima para vancomicina.

Nº de orden Origen Identiicación CIM (mg/ml)

117 Calandria E. faecalis 4

143 Pato capuchino E. faecium 2

326 Gallina E. durans/hirae 0,5

327 Gallina E. faecium 1

328 Gallina E. faecium 1

414 Calandria E. faecalis 2

423 Gaviota cocinera E. faecium 0,5

430 Gaviota cocinera E. faecium 2

442 Torcaza común E. faecium 1

443 Cormorán imperial E. durans/hirae 2

445 Tero E. faecalis 8

447 Tero E. faecalis 8

448 Tero E. faecalis 2

449 Cormorán imperial E. faecium 1

490 Gaviota cocinera E. faecium 1

598 Paloma doméstica E. durans/hirae 1

608 Pato capuchino E. faecium 2
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Posteriormente, mediante las claves dicotó-

micas desarrolladas por Manero y Blanch (1999) se 

clasiicaron 30 cepas como E. faecalis, 23 como E. 

faecium y 1 como E. avium, mientras que 3 cepas se 

asignaron al grupo E. durans/hirae.

No se detectó la presencia de los tres genes 

estudiados que codiican la resistencia a vancomicina 

en ninguno de los 17 aislamientos seleccionados pre-

viamente en las pruebas en placas de agar tripticasa 

soja suplementadas con vancomicina. Domig et al 

(2003), a través de una amplia revisión de métodos 

empleados en distintos trabajos para la detección de 

enterococos resistentes a la vancomicina en distintos 

ambientes, sugieren utilizar una concentración ≥ a 6 

μg/ml de vancomicina. Sin embargo, esta concentra-

ción de antibiótico podría inhibir algunas cepas que 

expresan los genes VanC y vanB, cuyas concentracio-

nes inhibitorias mínimas se encuentran por debajo del 

rango sugerido por Domig et al (2003). El mencionado 

trabajo no enfatiza la necesidad de utilizar un inóculo 

determinado de los microorganismos a estudiar, lo que 

podría conducir a la detección de falsas resistencias. 

De las 57 cepas que exhibieron factores de vi-

rulencia sólo una exhibió los tres factores ensayados, 

mientras que 8 presentaban actividad gelatinasa y 

resistencia a vancomicina y 15 aislamientos exhibieron 

actividad gelatinasa y β–hemólisis (Tabla 4).

Discusión

Los 128 aislamientos de Enterococcus obteni-

dos a partir de 250 muestras de materia fecal ponen 

de  maniiesto  la  alta  frecuencia  (51  %)  con  que  se 

encuentra este género en muestras provenientes de 

aves, tanto de corral como silvestres.

Probablemente la temperatura corporal de las 

mismas (42 °C) actuaría como factor selectivo en favor 

de estos microorganismos, ya que pueden multipli-

carse en forma efectiva en un rango de 10 a 45 °C. 

Muchas bacterias entéricas, en especial algunas 

especies de enterobacterias, se desarrollan en forma 

escasa o nula a la temperatura corporal normal de las 

aves. El amplio rango de temperaturas que permite 

la duplicación de los enterococos también facilita su 

persistencia en ambientes extraentéricos donde las 

variaciones de temperatura, como en el caso del in-

testino de las aves, actúa como un factor de selección 

de la microbiota.

Entre los aislamientos que expresaron alguno 

de los factores de virulencia en estudio, E. faecalis 

(53 %) y E. faecium (40 %) fueron las especies pre-

dominantes. Esto coincide con estudios previos de 

otros autores en aislamientos recuperados a partir 

de muestras de materia fecal de animales silvestres 

(Foulquié Moreno et al 2006; Lanthier et al 2010; 

Oravcova et al 2013; Poeta et al 2005). Al igual que 

en nuestro trabajo, en estos estudios se encontró una 

baja prevalencia de otras especies de enterococos: es 

el caso de E. durans/hirae y E. avium.

El factor de virulencia de mayor prevalencia 

correspondió a la actividad gelatinasa (47/57), po-

niendo en evidencia que la presencia de la enzima, 

y en consecuencia la de los genes involucrados, es 

alta dentro del género Enterococcus, tal como se ha 

comunicado en trabajos previos (Marguet et al 2008; 

Waters et al 2003).

La gelatinasa (gelE) es una metaloendopepti-

dasa extracelular, capaz de degradar sustratos como 

la gelatina, fragmentos insolubles de colágeno, la 

cadena b de la insulina y otros péptidos bioactivos de 

los tejidos del hospedador, mejorando la migración y 

difusión de los enterococos por los tejidos dañados 

(Qin et al 2000). Además, también está implicada en 

la degradación de feromonas sexuales y de péptidos 

involucrados en la transferencia de plásmidos por con-

jugación entre diferentes cepas de enterococos (Qin et 

al 2000). Esta enzima contribuye a la patogénesis en 

diferentes modelos de infección en animales, entre los 

que se incluyen los de peritonitis en ratones y endof-

talmitis en conejos (Mylonakis et al 2002; Semedo et 

al 2003). Sin embargo, de acuerdo a estudios previos, 

la presencia de los genes involucrados no implica la 

capacidad de expresión del correspondiente fenotipo, 

debido a diferentes niveles de regulación o por la inac-

tivación del producto genético (Fisher y Phillips 2009).

En menor medida observamos aislamientos 

con actividad β-hemolítica (16/57). Al analizar la 

prevalencia encontrada incluyendo la totalidad de 

los aislamientos de enterococos, el 12 % encontrado 

Tabla 4. Factores de virulencia presentes en cepas aisladas de aves.

Especie N° RV* β-hemólisis gelatinasa RV + H +G H + G RV + G H + RV

E. faecalis 30 5/30 10/30 29/30 1/30 9/30 4/30 0/30

E. faecium 23 9/23 5/23 17/23 0/23 5/23 4/23 0/23

E. durans/hirae 3 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

E. avium 1 0/1 1/1 1/1 0/1 1/1 0/1 0/1

RV: resistencia a vancomicina; H: hemólisis; G: gelatinasa. *Resultados según la técnica de Domig et al (2003).
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es similar a lo informado por otros autores (Eaton y 

Gasson 2001). La ausencia de actividad en las cepas 

restantes podría deberse a la ausencia o inactivación 

de algunos de los genes que conforman el operón 

cyl y se requieren para la expresión de la actividad 

β-hemolítica (Gilmore et al 1994).

El ensayo de expresión de hemolisinas, según la 

técnica descrita, permitió detectar actividad β-hemolítica 

en 10 cepas de E. faecalis, en 5 de E. faecium y sólo 

en una cepa de E. avium. Los resultados obtenidos 

coinciden con trabajos previos donde se informa sobre 

la prevalencia de las especies E. faecalis y E. faecium 

en las expresión de este factor de virulencia y en conse-

cuencia vinculadas a infecciones enterocócicas (Eaton 

y Gasson 2001).

La citolisina o hemolisina b es una toxina ex-

tracelular, también reconocida como una bacteriocina 

(Kayser 2003), perteneciente a la clase I o lantibióticos 

(Kak y Chow 2012), siendo la única bacteriocina de este 

grupo capaz de lisar células eucarióticas. Esta toxina/

bacteriocina presenta un interés especial porque su 

actividad incrementa la virulencia de los enterococos 

en diferentes modelos de infección (Gilmore et al 1994, 

Kak y Chow 2012).

Estudios recientes sobre la síntesis de la cito-

lisina (cyl) han revelado que para su producción es 

necesaria la expresión de ocho genes situados en un 

único operón, que bien puede estar localizado en una 

isla de patogenicidad o en otros sitios del cromosoma 

bacteriano o de plásmidos regulados por feromonas y 

asociados a otros factores de virulencia como la Agg 

y la Esp (Kak y Chow 2012). En algunos casos puede 

detectarse la presencia de uno o más genes relacio-

nados con el operón cyl, condición necesaria pero no 

suiciente para que se exprese la capacidad hemolítica 

de la enzima (Kak y Chow 2012). En consecuencia, la 

hemólisis en placa sigue siendo la “regla de oro” para 

evaluar la posible virulencia de cepas de Enterococcus 

(Eaton y Gasson 2001).

Las técnicas utilizadas para detectar resistencia 

a vancomicina son las de uso rutinario en microbiología 

clínica, complementada con el sistema chromID VRE 

agar, diseñado tanto para detectar cepas resistentes 

como para diferenciar entre E. faecalis y E. faecium, 

las 2 especies prevalentes dentro de las enfermedades 

humanas, sin embargo éstas no brindan resultados 

coniables al evaluar aislamientos de origen ambiental. 

Ambas técnicas en placa podrían emplearse como 

una primera aproximación al estudio de la resistencia 

a vancomicina. No obstante, sus resultados deberían 

conirmarse estableciendo la CIM de cada aislamiento 

y, posteriormente, revelando la presencia de los deter-

minantes genéticos responsables de tal resistencia.

En este sentido los aislamientos seleccionados 

con las técnicas previamente mencionadas exhibieron 

una resistencia intermedia al antibiótico con valores 

máximos de 8 µg/ml para los aislamientos 445 y 447, 

ambos  identiicados  como E. faecalis, mientras que 

las cepas 326 y 423 vieron inhibido su crecimiento a 

concentración ≥ a 0,5 µg/ml.

Al evaluar la presencia de los genes vanA, vanB 

y vanC-1 en los 17 aislamientos resistentes a vancomi-

cina seleccionados a partir de las técnicas en placa, no 

se detectaron productos de ampliicación en ninguna 

de las cepas. Estos resultados sugerirían que la resis-

tencia observada estaría codiicada en el cromosoma 

bacteriano, por cuanto tanto el gen vanA, como el gen 

vanB residen en plásmidos, transferibles entre cepas 

de Enterococcus (Nilsson 2012; Werner et al 2013). En 

cuanto a la ausencia de vanC-1, si bien se ha descrito 

que es el genotipo presente en cepas de Enterococcus 

que exhiben una tolerancia a vancomicina de 2 a 32 μg/

ml, la resistencia observada en las cepas 117, 445 y 447 

podría deberse a un genotipo diferente a los estudia-

dos. La aparición de nuevos genotipos asociados a la 

resistencia a vancomicina es un hallazgo habitual en los 

últimos años, corroborado por distintos autores. En este 

sentido deberían llevarse a cabo estudios posteriores 

para veriicar o descartar esta hipótesis (Chadield et 

al 2004; Werner et al 2013).

Las infecciones por enterococos, relativamente 

raras en aves de corral (Devriese et al 1990) y en 

otros pájaros como canarios y psitácidos (Silva et al 

2012) son, por el contrario, frecuentes en ambientes 

nosocomiales, en cuyos aislamientos se observa una 

alta prevalencia de cepas con actividad gelatinasa 

y β-hemolítica, además de resistencia a antibióticos 

(Deshpande et al 2007). Los suelos agrícolas y coste-

ros marinos y continentales, la vegetación terrestre y 

acuática, así como las aguas marinas y dulces suelen 

actuar como reservorio de enterococos potencialmente 

patogénicos, como consecuencia de la contaminación 

de estos habitats a partir de actividades humanas 

como la recreación acuática, la agricultura intensiva y 

las plantas de tratamiento de líquidos cloacales y de 

mataderos (Byappanahalli et al 2012).

No se ha demostrado con claridad el circuito que 

potencialmente transitarían las cepas virulentas entre 

seres humanos, medio ambiente y aves. Sin embargo, 

la hipótesis más aceptada es la que indica que las aves 

pueden estar expuestas a ambientes contaminados por 

actividades de origen antrópico o animal y, en conse-

cuencia, los enterococos, gracias a su capacidad para 

adaptarse a condiciones adversas, podrían formar 

parte de la lora intestinal por tiempos prolongados o en 

forma permanente. En este sentido las aves silvestres 

en contacto con estos ambientes podrían representar 

un dispersor de microbiota con potencial patogénico 

(Silva et al 2012).
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Resumen: La contaminación ambiental puede representar un problema para la salud pública. El 

objetivo de este trabajo fue evaluar el poder bactericida de un producto a base de peróxido de hi-

drógeno y sales de plata aplicado mediante micronebulización. El estudio fue realizado en ambien-

tes con distinta frecuencia de procedimientos operativos estandarizados de sanitización: un aula 

universitaria y un quirófano. Previo a la aplicación del producto bactericida se colectaron muestras 

de supericies y aire para recuento de mesóilos. A los 12 min de aplicado el producto se tomaron 

muestras ambientales para determinar el efecto inmediato. El efecto residual se evaluó hasta 17 h 

posteriores a la aplicación. En el aula los mayores recuentos iniciales se observaron en la lámpara 

y pisos. Luego de aplicado el producto los mejores resultados se observaron en el aire mientras que 

en las supericies los resultados fueron variables. En el quirófano, el mayor desarrollo pretratamien-

to se detectó en aire y pisos. El efecto inmediato tuvo una eicacia absoluta en todas las muestras 

excepto en pisos, mientras que el efecto residual arrojó resultados negativos hasta 17 h posteriores. 

La alternativa evaluada fue eicaz y novedosa. Es interesante desarrollar estos sistemas como he-

rramienta para mejorar la eiciencia del procedimiento operativo estandarizado de sanitización en 

ambientes controlados a nivel industrial. 

Palabras clave: peróxido de hidrógeno, contaminación ambiental, acción bactericida.

Abstract: Environmental contamination may represent a public health problem. We evaluated the 

bactericide power of a product containing hydrogen peroxide and silver salts applied by micronebu-

lization in rooms with different frequency of sanitation standard operating procedures: a university 

classroom and an operating room. Before applying the bactericidal product, surface and air samples 

were collected for mesophilic count. Environmental samples were collected after 12 min of product 

application to determine the immediate effect. The residual effect was evaluated up to 17 h after 

application. In the classroom, the highest initial counts were observed on a lamp and loor. After ap-

plication of the product, the best results were observed in the air whereas results were variable on 

the surfaces sampled. In the operating room, pre-treatment counts were higher in the air and loors. 

The immediate effect was totally eficient in all samples excepting loors, whereas the residual effect 

showed negative results up to 17 h after application. The alternative tested was effective and novel; 

therefore, its development would improve the eficiency of sanitation standard operating procedures 

in industrially controlled environments.

Key words: hydrogen peroxide, environmental contamination, bactericide action.
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Introducción

La contaminación ambiental con microorganis-

mos potencialmente patógenos en supericies y aire de 

lugares de trabajo en hospitales, industria alimentaria y 

lugares públicos puede representar un problema para 

la salud pública (Herruzo et al 2014). 

La limpieza tradicional con detergentes no siem-

pre  suele  ser  eiciente  para  eliminar  estos  microor-

ganismos. Por este motivo, es de suma importancia 

contar con un sistema de desinfección que elimine 

eicazmente los microorganismos presentes en el aire 

y supericies ambientales, inclusive en sitios de difícil 

acceso (Carling et al 2010; Otter et al 2011). Uno de 

los productos mayormente utilizados es el peróxido de 

hidrógeno (H
2
O
2
). Con la vaporización se consigue una 

reducción del número de microorganismos de entre 

4 a 6 log
10.
 Este proceso demora alrededor de 5 h y 

utiliza H
2
O
2
 al 30 %. La técnica de micronebulización 

utiliza una solución de H
2
O
2 
al
 
5 % y, según el área de 

trabajo, la desinfección total se consigue en 2 a 3 h 

(Herruzo et al 2014). Este método es de fácil uso y 

eiciente frente a esporas, micobacterias y otras bac-

terias (Bartels et al 2008; Fu et al 2012; Grare et al 

2008). El objetivo del presente trabajo fue evaluar el 

poder bactericida de un producto a base de peróxido 

de hidrógeno y sales de plata aplicado por microne-

bulización en distintos ambientes. 

Materiales y Métodos

Se utilizó el sistema de micronebulización 

99.99TM (La Fucina di Leonardo S.R.L., Bologna, Italia), 

mediante el cual se pulverizó una solución compuesta 

por H
2
O
2
 al 5 %, sales de plata (Ag+) y agua bio-os-

mótica, permitiendo pulverizar hasta 1000 m3 con una 

densidad de 7 ml/m3. Para poder alcanzar el efecto 

deseado es necesario que la solución bactericida esté 

en contacto con las supericies ambientales durante 

un tiempo mínimo de 12 min.

El trabajo fue realizado en dos ambientes con 

distinta frecuencia de procedimientos operativos es-

tandarizados de saneamiento (POES): 1) un aula uni-

versitaria de 900 m3, con constante tránsito de perso-

nas. Durante la presente evaluación no se modiicó el 

uso del aula; 2) un quirófano de pequeños animales de 

180 m3. Este ambiente contaba con POES al comenzar 

y al inalizar la jornada, un primer paso de limpieza 

con detergente seguido de una etapa de desinfección 

con productos clorados. Durante la realización de la 

presente evaluación no se realizaron cirugías.

El equipo 99.99® se colocó en lugares estra-

tégicos de cada uno de los ambientes para evaluar 

el alcance del producto (iguras 1 y 2). El proceso de 

desinfección tuvo una duración de 55 min en el aula y 

20 min en el quirófano, aplicándose 800 ml de solución 

bactericida en el primero y 600 ml en el segundo. La 

duración y el volumen de aplicación del producto fue-

ron establecidos según las indicaciones del fabricante, 

las cuales dependen de las dimensiones del ambiente.

Se evaluó el efecto inmediato del producto so-

bre los microorganismos ambientales en el quirófano 

y en el aula. Se obtuvieron muestras en el momento 

previo a la aplicación del producto y 12 min posteriores. 

El efecto residual se evaluó en 4 zonas representati-

vas de supericies, tomándose muestras en tiempos 

sucesivos hasta 17 h posteriores a la aplicación del 

producto, tanto en el quirófano como en el aula. 

En el aula universitaria se colectaron muestras 

para recuento de mesóilos en la supericie de 15 sitios 

diferentes. Para la toma de muestras de aire se utilizó 

el equipo Sampl’air® (AES CHEMUNEX, Princeton, 

Nueva Jersey, EE.UU.) según las instrucciones del 

fabricante. Se tomaron 3 muestras de aire con un lujo 

de muestreo de 100 l/min. 

En el quirófano se colectaron muestras para 

recuento  de  mesóilos  en  la  supericie  de  15  sitios. 

La toma de muestras de aire fue realizada en 2 zonas 

representativas, de la misma forma que en el aula 

universitaria. 

Enviar texto de igura en word.

Enviar texto de igura en word.
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La toma de muestras para el recuento de mesó-

ilos se realizó con placas RODAC (bioMérieux, Lion, 

Francia) con Plate Count Agar (PCA, Britania, Buenos 

Aires, Argentina) con inhibidor de desinfectantes, incu-

bándose durante 24 h a 37 ºC según Norma ISO 4833 

(2013). Luego se procedió al recuento de unidades 

formadoras de colonias (UFC). 

Resultados 

En el aula universitaria, el mayor recuento inicial 

se obtuvo a partir de muestras tomadas de la lámpara, 

las cuales dieron origen a numerosas colonias, segui-

das por las muestras del piso que llegaron a 152 UFC. 

A partir de muestras de los pupitres se observaron 

conteos desde 17 UFC hasta 90 UFC mientras que las 

del escritorio originaron 52 UFC. Los recuentos más 

bajos se obtuvieron a partir de muestras del respaldo 

y de debajo de las sillas, con ausencia o <10 UFC. 

Luego de aplicar el producto se observaron 

resultados variables. La carga de mesóilos se man-

tuvo igual en sitios con mayor recuento inicial, como 

en la lámpara (>300 UFC) y en el piso (208 UFC). En 

las muestras tomadas del resto de las supericies se 

observó una disminución de los recuentos. En las de 

los pupitres el recuento más elevado observado fue de 

37 UFC, a partir de las del escritorio se contaron <10 

UFC y en las sillas se mantuvieron los bajos conteos 

observados inicialmente (<10 UFC). 

El estudio del efecto residual demostró que 

los pupitres y el pizarrón mantuvieron el descenso 

observado a los 12 min, con 11 UFC y ausencia, res-

pectivamente. En el piso no se observó disminución 

del número ya que a las 17 h se contaron 128 UFC.

En las muestras de aire se observaron inicial-

mente conteos de 12 a 17 UFC, disminuyendo su 

cantidad de 0 y <10 UFC a los 12 minutos de aplicar 

el producto. 

En el quirófano, los recuentos en supericies con 

carga bacteriana elevada antes de la aplicación del 

producto se observaron a partir de pisos (74 UFC) y de 

mesadas (28 UFC). En el equipo, el aire acondicionado 

y la lámpara se obtuvieron muestras que arrojaron 

recuentos de 20, 16 y <10 UFC, respectivamente. En 

las paredes y la camilla no se observó crecimiento 

bacteriano. 

A los 12 min de la aplicación de la solución, sólo 

se observó crecimiento en las muestras del piso (entre 

<10 UFC y 11 UFC), demostrando una eliminación total 

de las bacterias en el resto de las supericies.

El efecto residual de la acción bactericida alcan-

zó las 17 h, siendo en este tiempo todas las muestras 

negativas. 

El efecto bactericida en el aire fue absoluto, ya 

que no se observó crecimiento de bacterias luego de 

la aplicación del producto. 

Discusión y Conclusiones

La aplicación de soluciones bactericidas por 

micronebulización, luego de un correcto procedimiento 

de limpieza, es una alternativa a la desinfección tra-

dicional para reducir la carga de bacterias en lugares 

públicos y en ambientes controlados. Sin embargo, es 

necesario establecer la frecuencia de aplicación ideal 

y la dosiicación de la solución bactericida de acuerdo 

con las características físicas del ambiente a sanitizar. 

En el aula, la acción bactericida evaluada fue 

afectada por las características edilicias del ambiente 

(dimensiones), la ausencia de aplicación de un POES 

y el constante tránsito de personas. Es interesante 

considerar la implementación de un POES en es-

pacios  públicos  que  justiique  el  uso  de  las  nuevas 

alternativas de desinfección como herramienta para 

controlar el ambiente. 

A diferencia del aula, en ambientes reducidos, 

controlados y que aplican POES rutinariamente, como 

es el caso del quirófano, la solución bactericida fue 

efectiva en el aire y en todas las supericies ambien-

tales. Se logró reducir la carga de mesóilos a más 

de 6 m de distancia, resultados que concuerdan con 

estudios previos (Boyce 2007; Otter et al 2006; Shapey 

et al 2008). 

Si bien los productos clorados son utilizados con 

frecuencia y son recomendados para la desinfección 

de ambientes hospitalarios (Dubberke et al 2008; 

Vonberg et al 2008), pueden presentar ciertos incon-

venientes como la utilización manual del producto, el 

tiempo dedicado al proceso, la corrosión de materiales 

y la producción de vapores tóxicos, etc. La combina-

ción de H
2
O
2
 y sales de plata produce un potente efecto 

oxidante en los microorganismos ya que bloquea su 

sistema respiratorio enzimático y actúa sobre el ADN 

y la pared bacteriana (Silver 2003). Se demostró que 

la aplicación de esta solución tiene varias ventajas con 

respecto a los productos clorados, entre ellas poseer 

baja toxicidad, ser de fácil uso y no causar efectos 

corrosivos (Eckstein et al 2007). 

En este trabajo fue posible demostrar que en 

un ambiente controlado como un quirófano es posible 

lograr un efecto inmediato y residual capaz de eliminar/

atenuar las bacterias presentes. En este ambiente el 

efecto residual perduró hasta las 17 h de aplicado el 

producto. Sin embargo, es necesario realizar evalua-

ciones del sistema de micronebulización en ambientes 

contaminados experimentalmente con microorga-

nismos implicados en casos clínicos de infecciones 

nosocomiales (Herruzo et al 2014) e inclusive validarlo 

con mayor cantidad de estudios.
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El método de desinfección con H
2
O
2
 y sales 

de plata aplicadas por micronebulización es una al-

ternativa eicaz y novedosa, aunque no se encuentra 

disponible en el mercado nacional. Sería interesante 

desarrollar este tipo de sistemas destinándolos a 

mejorar la eiciencia de los POES en ambientes con-

trolados, tales como quirófanos, salas de envasado 

de productos farmacológicos, salas de elaboración 

de biológicos y empresas elaboradoras de alimentos 

de Argentina. 
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Congelación de semen porcino: resultados y 
avances en la técnica

Boar Semen Cryopreservation: Results and Advances in the Technique

Williams S*1, Fernández V1, Gavazza M2, Marmunti M2, Zeinsteger P2, Prenna G3
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Resumen: El proceso de congelación de espermatozoides porcinos produce alteraciones de la inte-

gridad de sus membranas, que pueden variar según el peril de ácidos grasos o la composición de 

los medios utilizados. El objetivo de este estudio fue determinar las posibles variaciones individuales 

en la calidad seminal durante el proceso de congelación de semen porcino y sus respuestas ante 

modiicaciones del medio, como el uso de diferentes gradientes del crioprotector o la inclusión de un 

antioxidante in vitro. Al analizar el efecto del tratamiento (temperatura según etapa del proceso), se 

observaron descensos de la calidad seminal muy marcados en la mayoría de los parámetros (mo-

tilidad, porcentaje de espermatozoides vivos y de acrosomas normales, P < 0,001), a excepción de 

las anomalías espermáticas. Las variaciones individuales tendieron a asociarse con diferencias en 

la motilidad, si bien no fueron de signiicación estadística (P < 0,2). Los mejores valores de calidad 

seminal se obtuvieron con el uso de hasta un 4 % de glicerol y de 0,5 % de dodecil sulfato de sodio. 

El agregado de un antioxidante natural a base de licopeno in vitro a muestras obtenidas durante 

la criopreservación ejerció un efecto protector, ya que los principales ácidos grasos insaturados no 

fueron afectados por el proceso de lipoperoxidación.

Palabras clave: semen porcino, congelación, calidad seminal, crioprotectores, antioxidante

Abstract: The freezing process of boar semen produces changes in the integrity of the membranes, 

which may vary according to the proile of fatty acids to medium composition. The objective of this 

study was to determine possible individual variations in the seminal quality during the freezing pro-

cess in boar semen and the responses to changes in the environment, such as the use of different 

gradients of the cryoprotectant or in vitro inclusion of antioxidants. When the effect of the treatment 

(temperature according to the freezing steps) was analysed, it was observed a marked decline in 

seminal quality for most parameters (motility, percentage of live spermatozoa and with normal acro-

somes, P < 0.001). Individual variations showed a trend towards an effect on motility, even though 

it was not signiicant (P < 0.2). The best values of seminal quality were obtained with the use of 4 % 

of glycerol and 0.5 % of sodium dodecyl sulphate. The addition of a natural antioxidant based on 

lycopene in vitro in samples obtained during cryopreservation conferred a protective effect because 

major unsaturated fatty acids were not affected by the process of peroxidation.

Key words: boar semen, freezing, semen quality, cryoprotectans, antioxidant
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Introducción

La congelación de espermatozoides se inicia 

de forma experimental con perspectiva de utilizarla en 

inseminación artiicial (IA) en el año 1949. 

En la década del setenta se lograron insemi-

naciones exitosas en cerdas con semen congelado 

(Graham et al 1971, Pursel y Johnson 1971, Crabo 

y Einarsson 1971) y, posteriormente, se publicaron 

dos métodos de congelación que han sido la base de 

los utilizados hasta el día de hoy: en Estados Unidos, 

Pursel y Johnson (1976) congelaron semen en píldoras 

y, en Alemania, Westendorf et al (1975) congelaron 

semen en pajuelas de 5 ml. Ambos métodos utilizan 

diluyentes que están basados en la utilización de yema 

de huevo y glicerol como agentes crioprotectores, una 

concentración elevada de azúcares y la adición de un 

agente detergente.

En los últimos tiempos, los estudios se han cen-

trado en los tipos de envases para semen congelado 

(Eriksson y Rodríguez-Martínez 2000, Eriksson et al 

2002), en las alteraciones que produce la congelación 

en la célula espermática y, especialmente, en la deses-

tabilización que se produce en el sistema antioxidante 

del espermatozoide durante dicho proceso. 

La mayoría de las dosis inseminantes utilizadas 

en la especie porcina están constituidas por semen con-

servado a 15-18 °C, lo que representa el 85 % del total 

de inseminaciones realizadas en el mundo (Johnson 

et al 2000). El uso de semen congelado se encuentra 

limitado a programas de selección, transporte de dosis 

a largas distancias, conservación de poblaciones de 

interés por su escasa cantidad y pruebas que realizan 

los grupos de investigación, debido principalmente a 

que los resultados de fertilidad y proliicidad están en un 

10-20 % y 1-2 lechones, respectivamente, por debajo 

de los obtenidos con semen refrigerado, a pesar de la 

elevada cantidad de espermatozoides por dosis, siendo 

la tasa media de partos del 70 %, aproximadamente.

La actual tendencia en la inseminación artiicial 

con semen congelado porcino es reducir la cantidad de 

espermatozoides por inseminación y, en esta línea, se 

están desarrollando nuevas técnicas para la aplicación 

del semen cerca del lugar de fecundación. Con el uso 

del método de inseminación intrauterina profunda, al-

gunos de estos inconvenientes han logrado superarse 

(Martínez et al 2001, Martínez et al 2002, Vázquez et 

al 2008).

El espermatozoide del porcino es muy sensible al 

choque térmico por frío, que produce una alteración de 

la funcionalidad de la membrana espermática compro-

metiendo la viabilidad celular. En numerosos estudios 

se han descripto grandes diferencias en la capacidad 

de congelación que presentan los eyaculados de dis-

tintos machos, las que afectan tanto la viabilidad de 

los espermatozoides tras la descongelación como la 

fertilidad in vivo.

La reducida fertilidad y proliicidad tras la IA con 

semen congelado se debe a los cambios estructurales 

y funcionales que sufren los espermatozoides durante 

el proceso de criopreservación, la disminución de la 

funcionalidad que dichos espermatozoides tienen en 

el tracto genital de las cerdas, las peculiares caracte-

rísticas anatómicas del aparato genital de la hembra 

y la mala calidad de los embriones producidos que 

condicionan su posterior viabilidad.

Las membranas de los espermatozoides son 

ricas en ácidos grasos poliinsaturados y son sensibles 

al daño oxidativo mediado por el proceso de peroxida-

ción lipídica (PL) (Sheweita et al., 2005); ésta es causa 

potencial de infertilidad en machos de numerosas 

especies. El semen del verraco es susceptible al daño 

peroxidativo inducido por el proceso de criopreservación 

(Hernández et al 2007b) debido a la alta proporción 

de ácidos grasos poliinsaturados presentes en sus 

membranas (Cerolini et al 2000). El grado en que los 

espermatozoides pierden movilidad in vitro se correla-

cionan con la tasa de PL que sufren. Los antioxidantes 

son sustancias que, cuando se encuentran presentes 

en bajas concentraciones respecto a los sustratos 

oxidables, retrasan o anulan la oxidación de dicho sus-

trato (Faudale et al., 2008). Existen evidencias de que 

los carotenoides podrían actuar como antioxidantes, 

como el licopeno, que se halla casi exclusivamente en 

el tomate (Lycospersicum esculetum) y sus productos.

El objetivo de este estudio fue determinar po-

sibles variaciones individuales en la calidad seminal 

frente a modiicaciones del medio, como el uso de di-

ferentes gradientes del crioprotector o la adición in vitro 

del antioxidante vegetal obtenido del tomate, durante el 

proceso de congelación de semen porcino. 

Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron eyaculados obtenidos de cerdos 

provenientes de distintas granjas comerciales o de la 

Facultad de Ciencias Veterinarias (UNLP). Todos los 

animales se encontraban alojados en sistemas conina-

dos y recibían un alimento balanceado de formulación 

comercial, en algunos casos especial para verracos. 

Las muestras enviadas desde las granjas fueron 

recibidas refrigeradas a 15 °C al día siguiente de la 

extracción. En el caso de los padrillos de la Facultad, la 

congelación se realizó en el mismo día de la extracción.

Protocolo de congelación

Se utilizó la técnica de Westendorf (Westendorf 

et al, 1975)  con  modiicaciones.  Los  medios  utiliza-
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dos para el enfriamiento a 5 °C fueron los medios 

comerciales Boarciphos A y B® (IMV-technologies) 

modiicados de la siguiente manera: medio A + 20 % 

de yema de huevo y medio B, utilizado previamente 

al envasado y la congelación, con la adición de 20 % 

de yema de huevo y crioprotector. 

Evaluación de la calidad seminal inicial

La motilidad individual y el vigor se evaluaron 

mediante la observación de una gota de la muestra 

(colocada entre porta y cubreobjetos) con aumentos 

de 100X y 400X del microscopio óptico. 

Los resultados de motilidad se expresaron como 

porcentaje de espermatozoides móviles (0-100 %) y 

el vigor en una escala de 0-5. 

La viabilidad se determinó por tinción vital con 

eosina-nigrosina, a partir de un extendido de una mez-

cla homogénea de semen y colorante, y se observó 

en un microscopio óptico a 1000X, contabilizando un 

mínimo de 100 células espermáticas.

Para el estudio de la integridad de la membrana 

acrosomal se hicieron lecturas a partir de extendidos 

de semen ijados en alcohol y teñidos con una solución 

de Pisum sativum agglutinin (PSA) al 5 % en PBS. 

Se  observaron  en  microscopio  de  luorescencia,  se 

contabilizaron como mínimo 100 células y se calculó 

el porcentaje de espermatozoides con acrosomas 

normales.

Las variaciones en la calidad seminal se estu-

diaron en las siguientes etapas: 1) a 15 °C, 2) a 15 °C 

+ A, luego de la centrifugación y previo al enfriamiento, 

una vez diluido en medio comercial A, 3) 5 °C + A, 

una vez inalizado el enfriamiento; 4) 5 °C + A + B, 

luego de la dilución con medio comercial B, previo 

a la colocación en pajuelas y congelación y 5) en la 

descongelación. En cada etapa se analizó: motilidad, 

vigor, porcentaje de espermatozoides vivos e integri-

dad de la membrana acrosomal.

Protocolo de descongelación

Las pajuelas se mantuvieron congeladas duran-

te un mes, como mínimo. Se descongelaron sumer-

giéndolas en baño térmico a 37 °C durante 1 minuto 

y se realizó inmediatamente la dilución en un medio 

comercial de descongelación a 37 °C, procediéndose 

a su evaluación.

Evaluación de la calidad del semen porcino 
durante el proceso de congelación

1. Efecto de la variabilidad individual

Se utilizaron eyaculados de seis (6) padrillos de 

más de un año, de línea terminal, provenientes de un 

establecimiento comercial. En el momento del arribo 

de las dosis se comprobaron los parámetros mínimos 

de calidad seminal: motilidad (> 70 %) y presencia de 

anomalías espermáticas (< 20 %) y, una vez contrasta-

das las dosis, se inició el proceso de criopreservación. 

Las variaciones en la calidad seminal se estudiaron 

en las distintas etapas del proceso.

Los resultados fueron analizados mediante 

análisis de varianza (procedimiento MIXED de SAS®, 

2004). Los datos obtenidos se utilizaron para confec-

cionar curvas y demostrar las variaciones de la calidad 

de semen durante el proceso de la criopreservación.

2. Efecto del uso de crioprotectores y del 

dodecil sulfato de sodio (SDS)

Para analizar el impacto en la calidad espermá-

tica durante el proceso de congelación-descongelación 

utilizando distintas concentraciones de glicerol y de 

dodecil sulfato de sodio (SDS, por su nombre en 

inglés), se utilizaron eyaculados provenientes de un 

verraco adulto, alojado en la Facultad de Ciencias 

Veterinarias (UNLP), con el in de evitar variaciones 

individuales durante el proceso de congelación. El se-

men se obtuvo por extracción manual y, una vez en el 

laboratorio, se comprobaron los parámetros mínimos 

de calidad seminal. 

Un total de 7 eyaculados fueron congelados. 

Luego del enfriamiento a 5 °C, cada eyaculado fue 

dividido en 4 alícuotas (I a IV), las que fueron diluídas 

en medios con diferente concentración de glicerol y 

de SDS: (I) 4% de glicerol y 1% de SDS; (II) 4% de 

glicerol y 0,5 % de SDS; (III) 2% de glicerol y 1% de 

SDS y (IV) 2% de glicerol y 0,5% de SDS. Durante 

el proceso de congelación, se tomaron muestras 

para contrastar la calidad seminal. Se calcularon los 

índices  de  congelabilidad  (coeiciente  entre  el  valor 

de la muestra descongelada/valor en cada paso del 

proceso, para cada uno de los parámetros). El estudio 

comparativo entre los medios I, II, III y IV se realizó 

mediante análisis de varianza (procedimiento CAT-

MOD de SAS®, 2002).

3. Efecto antioxidante in vitro de Lycosper-

sicum esculetum en ensayos con semen 

porcino 

Se estudió el efecto del agregado in vitro de un 

antioxidante natural al medio, como es el uso del lico-

peno, extraído del tomate. Se trabajó con muestras de 

semen porcino durante el proceso de criopreservación 

en 4 circunstancias: 1) a 15 °C, 2) 15 °C + medio A 

(previamente al enfriamiento), 3) a 5 °C + medio A y 

4) a 5 °C + medio A + medio B. Los espermatozoides 

se obtuvieron por el método descripto por Dandekar 

et al (2002). Se determinaron proteínas por el método 
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de Lowry et al (1951). Los lípidos fueron extraídos por 

el método de Folch et al (1957). Los ácidos grasos 

fueron transmetilados con F
3
B (triluoruro de boro) a 

60 °C durante 3 horas. Los ésteres metílicos de ácidos 

grasos se analizaron mediante cromatografía gaseosa. 

El antioxidante utilizado se obtuvo de manera sencilla 

y abundante a partir del tomate, utilizando solventes 

como hexano y etanol. Se inició la peroxidación lipídi-

ca no enzimática mediante adición de ascorbato-Fe++ 

(con una concentración inal de 0,4 mM) (Wrigth et al, 

1979). Se prepararon 3 grupos de muestras: 1) control: 

sin ascorbato, 1 mg de proteína; 2) sin antioxidante: 1 

mg de proteína + ascorbato; 3) con antioxidante: 1 mg 

de proteína + ascorbato + 500 µg del antioxidante. La 

emisión lumínica se cuantiicó en un contador de cen-

telleo líquido, determinándose las cuentas por minuto 

(cpm) cada 10 minutos durante 120 minutos. 

Para la obtención del extracto de tomate se 

cortaron frutos frescos en cubos de aproximadamen-

te 1 g, los que luego fueron desecados en estufa a 

40 °C hasta obtener peso constante. De esta manera 

el efecto del calor sobre los carotenoides es mínimo. 

Posteriormente se procesaron en molinillo hasta ob-

tener un polvo ino, el que se reservó en recipientes 

de vidrio color caramelo al abrigo de la luz. Diez gra-

mos de polvo de tomate se colocaron en recipiente 

de vidrio con 100 ml de butanol para la extracción 

de la fracción de carotenoides (EFSA, 2008) durante 

60 min con agitación magnética y el extracto total se 

concentró con rotaevaporador a 40 °C hasta seque-

dad. Posteriormente el residuo se resuspendió con 

etanol,  quedando  la  concentración  inal  de  extracto 

total en 123 mg en 10 ml del alcohol. Para corroborar 

la presencia de los carotenoides (representados prin-

cipalmente por el licopeno) una alícuota del extracto 

fue sometido al reactivo de Shinoda, utilizado para 

la detección de lavonoides (Shinoda, 1928), dando 

resultado positivo.

Resultados

1. Efecto de la variabilidad individual

Los valores promedio de los parámetros anali-

zados se presentan en la Tabla 1. 

Al analizar el efecto del tratamiento (tempera-

tura según etapa), se observaron descensos de la 

calidad seminal muy marcados para la mayoría de 

los parámetros, a excepción de las anomalías es-

permáticas. Estas variaciones mostraron diferencias 

estadísticamente  signiicativas  (P<0,001)  para  los 

valores correspondientes a motilidad, porcentaje de 

espermatozoides vivos y de acrosomas normales.

Las posibles variaciones individuales tendieron 

a mostrar un efecto sobre la motilidad, aunque sin 

diferencias signiicativas (P<0,2).

Cuando se analizó el efecto individual según las 

distintas temperaturas del tratamiento de congelación, 

se encontró que para la variable motilidad esta dife-

rencia fue estadísticamente signiicativa (P<0,001), lo 

que explica los bajos valores promedio para motilidad, 

debidos al efecto individual (Figuras 1, 2 y 3).

2.  Efecto  del  uso  de  crioprotectores  y  del 
dodecil sulfato de sodio (SDS)

Los parámetros de calidad seminal se mantuvie-

ron hasta los 5 °C, los valores promedio de motilidad 

y vigor fueron de 73,57 % y 3,07, respectivamente, 

Tabla 1. Valores promedio de parámetros de calidad seminal, según temperaturas durante el proceso de 

congelación.

En la misma ila, letras diferentes indican diferencias estadísticamente signiicativas P<0,001).
1: medio comercial para el enfriamiento, más el agregado de yema de huevo.
2: medio comercial para la congelación, más el agregado de yema de huevo y de glicerol.

Tabla 2. Promedio de porcentaje de motilidad, vitalidad 

y de acrosomas normales luego del enfriamiento (5 °C) 

diluido en los medios I, II, III y IV.

Tabla 3. Promedio de porcentaje de motilidad, vitalidad 

y de acrosomas normales luego de la descongelación 

para los medios I, II, III y IV.

Variable 
Temperaturas durante el proceso de congelación 

15 ºC 15 ºC+A
1 

5 ºC+A
1 

5 ºC+B
2 

Descongelado 

Motilidad (%) 66,6±3,0a 68,2±2,1a 66,6±1,9a 65,5±2,3a 22,6±4,0b 

Vitalidad (%) 86,7±1,1a 86,6±1,1a 86,5±1,2a 88,6±1,0a 34,9±3,6b 

Morfología (%) 12,7±2,5 11,2±2,3 12,3±2,9 12,4±2,5 14,5±2,6 

Acrosomía (%) 85,5±2,4a 84,4±2,6a 83,6±1,9a 77,0±3,4a 35,8±3,0b 

 

Medios Motilidad Vitalidad Acrosomia 

I 71,00 60,75 80,67 

II 69,17 86,20 83,50 

III 66,67 77,67 77,00 

IV 71,00 87,20 76,50 

 

Medios Motilidad Vitalidad Acrosomia 

I 31,25 40,25 35,67 

II 36,00 39,80 55,6 

III 10,00 33,50 10,00 

IV 45,00 40,67 44,00 
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la vitalidad fue de 82 % y la integridad acrosomal de 

86,75 %.

En las Tablas 2 y 3 pueden observarse los 

valores promedio hallados luego de la dilución a 5 °C 

con los medios I, II, III y IV y de la descongelación. 

Observamos que la motilidad a 5 °C fue superior en 

el caso de los diluyentes I y IV en un 2,58 % y 6,1 % 

con respecto al medio II y III, respectivamente. A la 

descongelación estos parámetros fueron superiores en 

los medios IV y II en un 30,55 % y 13,19 % respecto 

al I. El vigor mostró similares variaciones. La vitalidad 

a 5 °C fue superior en el medio IV en un 1,14 % con 

respecto al II y a la descongelación I y IV obtuvieron 

similares resultados, superiores al II en un 2,13 %. La 

integridad acrosomal a 5°C fue mayor en el medio II en 

un 3,39 % respecto al medio I y a la descongelación 

se mantuvo superior la del medio II en un 20,86 % 

con respecto al IV.

Cuando se compararon los índices de conge-

labilidad de los 4 medios, se hallaron valores estadís-

Figura 1. Motilidad según las etapas del proceso de 

congelación para los diferentes padrillos.

Figura 2. Vitalidad según las etapas del proceso de 

congelación para los diferentes padrillos.

ticamente  signiicativos  para  el  parámetro  motilidad 

entre los medios III y IV (P<0,05). Si bien los valores 

de acrosomas normales fueron similares, no se halló 

diferencia signiicativa, tal vez por haberse procesado 

menos muestras.

3. Efecto antioxidante in vitro de Lycospersicum 
esculetum en ensayos con semen porcino

Las muestras de semen porcino en las dife-

rentes etapas del proceso de criopreservación fueron 

sensibles al proceso de lipoperoxidación. Los valores 

de quimioluminiscencia de las muestras peroxidadas 

sin antioxidante fueron aproximadamente 3 veces 

más elevados con respecto a las muestras control 

(Figura 4). 

Comparando los valores de la emisión lumínica 

de las muestras con ascorbato-Fe++, se observó que 

en presencia del antioxidante los valores fueron más 

bajos. Durante el proceso de PL, se observó que el 

Figura 3. Acrosomas normales (%) según las etapas del 

proceso de congelación para los diferentes padrillos.

Figura 4. Valores de quimioluminiscencia de muestras 

peroxidadas con y sin antioxidante.
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porcentaje de ácidos grasos insaturados de las mues-

tras tratadas con ascorbato (31,3 %) disminuyó signi-

icativamente con respecto a los controles (53,73 %). 

El porcentaje de ácidos grasos insaturados de las 

muestras con el antioxidante fue de aproximadamente 

62,03 %, siendo este valor similar al de las muestras 

controles (Figura 5).

Figura 5. Porcentaje de ácidos grasos no saturados en 

muestras control, sin antioxidante y con antioxidante.

Discusión y conclusiones

Las diferencias en la composición química 

de la membrana espermática podrían explicar las 

variaciones individuales con respecto al congelado-

descongelado y la pérdida de enzimas responsables 

de la metabolización de las especies reactivas del 

oxígeno (ROS, por su nombre en inglés) que produce 

la disminución de los compuestos antioxidantes en el 

medio extracelular tras la dilución y/o centrifugación 

previa a la congelación. En la especie porcina, las 

membranas poseen más moléculas de colesterol y 

una proporción de ácidos grasos saturados/insatura-

dos diferente con respecto a otras especies, lo que 

predispone a mayores daños, por la alteración tanto 

química que producen los radicales libres, como física 

al bajar la temperatura, ya que la membrana se vuelve 

muy rígida y es más frágil.

 Existen  modiicaciones  del  medio  interno: 

alteraciones en el balance iónico de sodio, zinc y 

calcio, que se acumulan en el espacio intracelular, 

y de potasio y magnesio, que salen masivamente 

de la célula. Esto se debe a que las proteínas de la 

membrana que funcionan como bomba de iones dis-

minuyen su actividad con el descenso de temperatura. 

Por otro lado, hay un efecto sobre el núcleo, debido 

a la supercondensación de la cromatina nuclear con 

incremento en la fragmentación del ADN del núcleo de 

los espermatozoides tras el proceso de congelación-

descongelación.

Echegaray (2001)  airma  que  para  congelar 

semen de verraco es absolutamente necesario realizar 

una selección previa de los animales que se van a 

utilizar: 1. Selección de los verracos por buena calidad 

seminal (motilidad superior al 80 %, vigor mayor a 4, y 

80 % de acrosomas normales), 2. Selección de verra-

cos por buena congelabilidad, considerándose, como 

un mínimo exigible, un 35 % de motilidad individual en 

las dosis descongeladas.

La membrana del espermatozoide se diferencia 

en regiones y muestra compartimientos diferentes, de-

pendiendo de las regiones estructurales. El acrosoma 

(especialmente el segmento ecuatorial), el segmento 

posterior acrosómico, la pieza intermedia y la cola, con 

sus segmentos principal y inal, son todos estructural y 

funcionalmente cruciales para la función espermática. 

Los protocolos de congelación/descongelación causan 

pérdidas de permeabilidad selectiva y de la integridad 

de estos compartimientos, sobre todo durante la des-

congelación (Medrano et al., 2002a). La formación 

inadecuada de hielo y el subsiguiente estrés osmótico 

inducido durante la congelación y descongelación son 

los dos factores principales responsables de las altera-

ciones durante el proceso (Watson, 2000) y alteran las 

funciones del espermatozoide debido a modiicaciones 

en los constituyentes de la membrana, particularmente 

los lípidos y las proteínas. Estos fenómenos podrían 

estar asociados con cambios proapoptóticos en es-

permatozoides causados por los ROS producidos bajo 

condiciones de estrés.

En este contexto, Waterhouse et al (2006) de-

mostraron una relación entre los ácidos grasos poliin-

saturados de cadena larga en la membrana plasmática 

de los espermatozoides descongelados y diferencias 

individuales entre verracos en la crio-sensibilidad a la 

congelación. Estas diferencias entre verracos pueden 

relacionarse con las variaciones en la composición del 

espermatozoide.

Como en el caso de otros mamíferos (Holt et 

al. 2005, Loomis y Graham, 2008), la variabilidad 

entre individuos está demostrada también en el cerdo 

(Thurston et al., 2001, Medrano et al. 2002b, Saravia 

et al., 2005, Roca et al., 2006b). Las diferencias entre 

verracos son el principal factor que explica la variación 

individual en la supervivencia de espermatozoides 

luego de la congelación/descongelación (Roca et al., 

2006a). Sin embargo, considerando que los eyacu-

lados de determinados padrillos presentan la misma 

respuesta reproductiva con un mismo protocolo de 

congelación, se podría hacer un agrupamiento de 

los verracos como “buenos”, “moderados” o “pobres” 

congeladores, basado en la calidad del espermato-

zoide a la descongelación. Entre 20 y 33 % de los 

padrillos de centros de inseminación se consideran 

como “pobres” congeladores, probablemente con una 



Congelación de semen porcino

23Impresa ISSN 0365514-8 Electrónica ISSN 1514-2590 AnAlectA Vet 2015; 35 (1): 17-25

tendencia genética (Thurston et al., 2002, Roca et al., 

2006a, 2006b, Hernández et al., 2007a).

Con el objetivo de minimizar los efectos negati-

vos de la variabilidad entre verracos en la calidad del 

esperma posterior a la descongelación, la industria 

biotecnológica de la reproducción debe primero en-

frentar la identiicación potencialmente de “buenos” o 

“pobres” congeladores. Además, deberían adoptarse 

medidas para la mejora de la supervivencia de eyacu-

lados obtenidos y clasiicados como “pobres” conge-

ladores. La posibilidad de congelar esos eyaculados 

sigue siendo importante en el contexto del recurso de 

bancos genéticos y el intercambio internacional de 

material genético (Holt et al., 2005). Tal acción podría 

emprenderse individualizando el protocolo de conge-

lación/descongelación. Un ejemplo es la confección 

de protocolos individuales de congelación-descon-

gelación, un concepto sugerido por Watson (1995) y 

recientemente aplicado por Hernández et al. (2007b) 

utilizando un llamado test de identiicación de eyacu-

lados de acuerdo a su capacidad de congelabilidad 

(SFT, del inglés Split Freezability Test). Se encontró 

una  interacción  signiicativa  entre  los  protocolos  de 

congelación/descongelación y los eyaculados, con 

la inluencia de la tasa de concentración de glicerol y 

la tasa de calentamiento en la descongelación. Este 

procedimiento permitió reducir el porcentaje de “po-

bres” congeladores de 26,4 a 7,5 %. Recientemente 

se ha presentado una alternativa consistente en la 

congelación de los primeros 10 ml de la fracción rica 

de cada eyaculado (Rodríguez-Martínez et al., 2008; 

Saravia et al., 2009a; b).

En presencia de un agente crioprotector apro-

piado, aunque se produzcan alteraciones, muchas 

células sobreviven el proceso. El glicerol es el criopro-

tector más comúnmente utilizado, en concentraciones 

de entre 2 y 4 % para semen porcino, aunque debido 

a que puede llegar a tener efectos tóxicos se han uti-

lizado sustancias alternativas como las amidas DMA 

(dimetilacetamida) y el DMSO (dimetilsulfóxido). Debi-

do a su menor peso molecular y mayor solubilidad en 

agua, las amidas disminuyen la formación intracelular 

de cristales de hielo y provocan una mínima toxicidad 

y un menor daño osmótico. Sin embargo, con su uso, 

la motilidad y la integridad de membrana fueron me-

nores que cuando se criopreservó con glicerol al 3 % 

(Suhee et al., 2011).

En nuestro trabajo, comparando los distintos 

valores de calidad con los medios con glicerol al 4 % 

(I y II), se obtuvieron valores aceptables en todos los 

parámetros estudiados. Estos resultados son similares 

a los obtenidos por Corcuera et al. (2007), quienes 

compararon distintas concentraciones de glicerol en 

el medio de congelación. Con respecto a la concentra-

ción de SDS, los mejores resultados se obtuvieron con 

la menor concentración, resultando la mejor combina-

ción la de 4 % de glicerol y 0,5 % de SDS, coincidente 

con la utilizada por Córdoba-Izquierdo et al (2005). 

Ekwall (2009), utilizando un microscopio electró-

nico de crio-exploración (Cryo-SEM), observó que se 

forma una solución viscosa dentro y fuera del esperma-

tozoide, conformando una matriz vítrea relativamente 

estable, que se mantiene cuando los espermatozoides 

se almacenan a -196 °C. La mayoría de las células se 

daña durante la descongelación y exhibe membranas y 

axonemas alterados por el desequilibrio osmótico que 

ha sido creado durante la congelación (Morris 2006; 

Morris et al., 2007).

El estrés oxidativo durante los procesos de 

congelación-descongelación, debido a la excesiva 

generación  de  ROS  o  a  deiciencias  en  el  sistema 

de defensa antioxidante, puede inducir graves modi-

icaciones a biomoléculas como proteínas, lípidos y 

ADN mitocondrial (ADNmt), así como al ADN nuclear 

(ADNn), que podrían llevar a alterar sus propiedades 

y, eventualmente, a la muerte celular (Aitken y Baker, 

2004). Los cambios proapoptóticos en espermato-

zoides crio-preservados se caracterizan por mayor 

concentración de Ca++, alteración en el potencial de 

membrana mitocondrial, reducción de los niveles de 

ATP y la cesión de factores proapoptóticos del cito-

plasma (Martin et al, 2004; 2005; Peña et al., 2009).

Los antioxidantes previenen la lipoperoxidación 

utilizando diferentes mecanismos. Por lo tanto, se ha 

probado el agregado de varios antioxidantes a diferen-

tes fracciones del eyaculado del verraco para mejorar 

la supervivencia posterior a la descongelación (Peña 

et al., 2003, Gadea et al., 2005), incluyendo butilato de 

hidroxitolueno (BHT, Roca et al., 2004), catalasa, su-

peróxido dismutasa (SOD, Roca et al., 2005), glutatión 

reductasa (GSH, Woelders et al., 1996) y α-tocoferol 

(Breininger et al., 2005). Este último reduce el daño 

oxidativo de las membranas del espermatozoide indu-

cido por la congelación, la fosforilación de la proteína 

tirosina y los eventos semejantes a la capacitación 

espermática (Satorre et al., 2007). 

El semen porcino posee altos niveles de ácidos 

grasos no saturados. Estos ácidos grasos expuestos a 

un sistema in vitro, en presencia de ascorbato, fueron 

vulnerables a la peroxidación lipídica. El licopeno es un 

antioxidante natural que posee una elevada capacidad 

in vitro para ligarse al oxígeno singulete. Nuestros 

resultados indican que la lipoperoxidación podría ser 

uno de los mecanismos bioquímicos responsables de 

los  cambios  isiológicos  durante  la  criopreservación 

y que el licopeno ejerce un efecto protector, ya que 

los principales ácidos grasos insaturados no fueron 

afectados por el proceso de lipoperoxidación. Ensayos 

futuros nos permitirán conirmar esta presunción.
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Se concluye que, para la preservación de 

semen porcino mediante la congelación, se requiere 

identiicar verracos “buenos” congeladores, así como 

optimizar el proceso de congelación según las carac-

terísticas individuales, con el propósito de disminuir 

los mecanismos bioquímicos responsables de los 

cambios  isiológicos  que  sufre  el  espermatozoide, 

con adecuadas concentraciones del crioprotector y el 

empleo de sustancias antioxidantes de efecto protector 

a la lipoperoxidación.
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Resumen: La leptospirosis constituye una zoonosis emergente de distribución mundial causada por 

espiroquetas patógenas del género Leptospira. La enfermedad reviste gran importancia tanto a nivel 

económico como en la salud pública. El diagnóstico de la leptospirosis es complejo y generalmente 

se realiza por métodos bacteriológicos y serológicos. En las últimas décadas la aplicación de técnicas 

moleculares como la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha permitido el diagnóstico de 

muchas enfermedades de etiología microbiana, incluida la leptospirosis. El objetivo de este trabajo 

fue realizar una revisión de los protocolos de PCR publicados en medicina veterinaria para resaltar 

las ventajas y desventajas de esta técnica aplicada al diagnóstico clínico y a estudios epidemioló-

gicos. Aunque, la aplicación de técnica de PCR demostró ser un complemento útil de los métodos 

de referencia, son necesarios estudios adicionales en relación a la utilización de la misma para el 

diagnóstico de la enfermedad en animales. Concluimos que al interpretar los resultados obtenidos con 

la técnica de PCR se debe considerar: incluir un control interno de ampliicación en cada protocolo y 

optar por técnicas de PCR anidada o en tiempo real debido a su mayor sensibilidad y especiicidad.

Palabras clave: PCR, Leptospira, diagnóstico veterinario

Abstract: Leptospirosis is an emerging worldwide zoonosis caused by pathogenic spirochaetes of 

the genus Leptospira. The disease is of great importance both economically and for the public health. 

The diagnosis of leptospirosis is complex and usually done by bacteriological and serological meth-

ods. In recent decades, the application of molecular techniques such as Polymerase Chain Reaction 

(PCR) has achieved the diagnosis of many diseases of microbial etiology, including leptospirosis. 

The aim of this study was to review PCR protocols published in veterinary medicine to highlight the 

advantages and disadvantages of this applied technique to clinical diagnosis and epidemiological 

studies. Although the application of PCR proved to be a useful complement to the referenced meth-

ods, additional studies are needed regarding the use of it for the diagnosis of disease in animals. 

We conclude that the interpretation of the results obtained with the PCR technique must include an 

internal ampliication control for each protocol and must choose nested PCR techniques or real time, 

due to its higher sensitivity and speciicity. 

Key Words: PCR, Leptospira, veterinary diagnostic
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Introducción

La leptospirosis constituye una zoonosis de dis-

tribución mundial causada por espiroquetas patógenas 

del género Leptospira. Actualmente es considerada 

una enfermedad infecciosa emergente debido a los 

brotes epidémicos que ocasiona, en su mayoría aso-

ciados a desastres naturales tales como inundaciones 

(Alemayehu 2012; Cruz et al 2009; Levett 2001). La 

principal fuente de infección la constituyen los anima-

les domésticos y silvestres, quienes actúan como re-

servorios debido a que mantienen a la Leptospira spp. 

principalmente en riñón, contaminando por intermedio 

de la orina el medio ambiente (Bengis et al 2004). 

En animales de producción, las pérdidas econó-

micas que ocasiona están vinculadas a alteraciones 

reproductivas, muertes perinatales y disminución de 

la producción láctea (Draghi et al 2010; Gyles 2008). 

En el ser humano, la leptospirosis produce desde una 

enfermedad leve hasta cuadros que comprometen la 

vida como la neumonía hemorrágica o la forma icte-

rohemorrágica conocida como enfermedad de Weil 

(Helmerhorst et al 2012; Krishnappa et al 2012; Li 

Cavoli et al 2012; Seijo et al 2002). 

A pesar de su relevancia en la salud huma-

na y en la economía del país, la leptospirosis se 

encuentra entre las enfermedades zoonóticas sub-

diagnosticadas. Las explicaciones a este hecho se 

basan posiblemente en su forma de presentación 

clínica y la metodología disponible para el diagnóstico. 

En cuanto a su presentación clínica, la enfermedad 

tanto en humanos como en animales tiene un amplio 

rango de signos clínicos sin embargo, ninguno es 

patognomónico siendo confundidos con los de otras 

enfermedades infecciosas. Acrecentando aún más 

la complejidad, la existencia de una forma subclínica 

de la enfermedad en muchas especies de animales, 

los convierte en eliminadores de Leptospira spp. fa-

voreciendo su diseminación al medio ambiente (Adler 

and de la Pena Moctezuma 2010). Por otro lado en el 

diagnóstico, los métodos estándares son laboriosos 

y requieren personal bien entrenado, por lo que se 

realiza sólo en laboratorios especializados. El test de 

microaglutinación (MAT) considerado la técnica gold 

standard tanto en humanos como en animales cons-

tituye un método altamente especíico sin embargo, 

presenta importantes limitaciones principalmente en 

la fase aguda de la enfermedad dada la ausencia de 

anticuerpos detectables en suero. Asimismo, la inter-

pretación de los resultados requiere de muestras pa-

readas con un intervalo de 15 a 21 días para observar 

seroconversión (suero agudo y convaleciente) y así 

obtener un resultado conirmatorio (Barthi et al 2003; 

WHO 2003). El diagnóstico mediante el aislamiento 

del microorganismo no resulta útil desde el punto de 

vista clínico debido a que requiere varias semanas 

para su conirmación y es frecuente la contaminación 

con otros microorganismos (Levett 2001).

En las últimas décadas la aplicación de técnicas 

moleculares como la Reacción en Cadena de la Poli-

merasa (PCR) ha permitido mejorar el diagnóstico de 

leptospirosis. Hasta la fecha se han publicados nume-

rosos protocolos de PCR punto inal y en tiempo real 

para detección y/o cuantiicación de Leptospira spp. 

en diversas muestras tanto clínicas como ambientales 

(Agampodi et al 2012; Aghaiypour and Safavieh 2007; 

de Abreu Fonseca et al 2006; Natarajaseenivasan et 

al 2012; Vein et al 2012; Yasouri and Ghane 2014). 

Sin embargo, pocos han sido sometidos a un riguroso 

protocolo de validación para su aplicación coniable 

en el diagnóstico de leptospirosis humana (Brown et 

al 1995; Gravekamp et al 1993; Merien et al 1992) 

siendo aún más escasos los protocolos validados 

para veterinaria. 

El objetivo de este trabajo fue realizar una 

revisión de los diferentes protocolos de la técnica de 

PCR publicados en medicina veterinaria, con el in de 

conocer su utilidad y las principales limitaciones de 

esta técnica aplicada al diagnóstico clínico y a estudios 

epidemiológicos.

Generalidades de la técnica de PCR:

 La reacción en cadena de la polimerasa cons-

tituye una reacción enzimática que permite obtener un 

gran número de copias de una secuencia determinada 

a  partir  de  un  segmento  especíico  de ADN.  Todas 

las variaciones de la técnica (punto inal y en tiempo 

real) comparten el mismo fundamento, sin embargo 

la principal diferencia se basa en el tiempo o fase en 

la cual se recolectan los datos. Así, en la PCR punto 

inal la detección de los fragmentos ampliicados se 

lleva a cabo por electroforesis en gel de agarosa 

y  tinción  con  bromuro  de  etidio  al  inal  del  proceso 

de ampliicación (Wilson 2005). Mientras que, en la 

PCR en tiempo real los procesos de ampliicación y 

detección se producen de manera simultánea en la 

fase exponencial, la lectura en este caso es realiza-

da mediante la utilización de agentes intercalantes o 

sondas marcadas con luoróforos. Esto permite medir 

la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, 

debido a que la emisión de luorescencia producida 

en la reacción es proporcional a la cantidad de ADN 

formado (Gibson 2006).

La técnica de PCR se caracteriza por ser un mé-

todo de diagnóstico altamente sensible y especíico. 

En los protocolos de PCR punto inal, la sensibilidad 

se halla entre valores de 100 a 1.000 copias del ge-

noma del microorganismo en estudio; mientras que 

la especiicidad analítica alcanza valores aceptables 

dependiendo del diseño de los cebadores entre otros 
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factores. Tanto la sensibilidad como la especiicidad 

pueden mejorarse mediante la aplicación de lo que 

se conoce como PCR anidada o nested-PCR, así 

como mediante la comprobación de los productos 

ampliicados  por  hibridación  con  sondas  marcadas. 

Sin embargo, esto conlleva tiempo adicional e inconve-

nientes de contaminación con falsos positivos. Por ese 

motivo no se aplica rutinariamente en los laboratorios 

de diagnóstico. En los ensayos de PCR anidada se 

utilizan dos ciclos de ampliicación con cuatro ceba-

dores, denominados cebadores externos e internos. 

Esto permite por un lado, aumentar la sensibilidad a 10 

copias de genoma del microorganismo en estudio y por 

otro, incrementar la especiicidad debido a que cuatro 

oligonucleótidos deben unirse especíicamente a las 

secuencias seleccionadas para producir una reacción 

positiva (OIE 2008). Por su parte, en la PCR en tiempo 

real la sensibilidad es igual o superior a la de una PCR 

anidada, pero con un riesgo de contaminación menor 

debido a que la luorescencia es medida a través del 

recipiente de reacción, de forma que no es necesario 

el  manejo  posterior  de  los  productos  ampliicados 

(Kubista et al 2006). 

Dos aspectos importantes a tener en cuenta 

en la utilización de las variantes de la técnica de PCR 

constituyen los controles utilizados y el proceso de 

validación seguido. Toda técnica de PCR debe incluir 

un control de sistema, es decir la mezcla de reacción 

de PCR sin ADN del microorganismo en estudio y uno 

o más controles externos positivos y negativos. Estos 

últimos son segmentos de ADN conocidos, que se 

analizan en tubos independientes del ADN problema. 

Además, la utilización cada vez más frecuente de un 

control interno de ampliicación incluido en cada uno 

de los tubos de PCR con el ADN problema permite 

identiicar resultados falsos negativos causados por 

inhibidores de la PCR o errores en el proceso de ex-

tracción. Por lo tanto, si una muestra diera negativa al 

gen buscado pero existiera ampliicación del control 

interno se puede concluir que el target buscado está 

ausente o por debajo del límite de detección de la 

técnica (Hoorfar et al 2004).

Con referencia al proceso de validación existen 

numerosos protocolos a seguir, pero es importante 

remarcar algunos conceptos o deiniciones que usual-

mente se utilizan de manera incorrecta. La sensibilidad 

analítica  se  reiere  al  número  de  copias  mínimo  en 

una muestra que puede ser adecuadamente medido 

con un ensayo; mientras que la sensibilidad clínica es 

el porcentaje de individuos con un desorden dado a 

quienes el ensayo identiica como positivos para esa 

condición. El límite de detección (LOD) es la concen-

tración que puede ser detectada con certeza en un 

procedimiento analítico dado (95 % de probabilidad). 

La especiicidad analítica se reiere a la detección de la 

secuencia especíica que se desea analizar; mientras 

que la especiicidad diagnóstica es el porcentaje de 

individuos sin una condición dada a quienes el ensayo 

identiica como negativos para esa condición (Bustin 

et al 2009).

Principales  diferencias  en  las  técnicas 
moleculares  para  la  detección  de 
Leptospira spp.

Hasta la fecha varios protocolos de PCR punto 

inal  y  en  tiempo  real  han  sido  publicados  para  el 

diagnóstico de leptospirosis en las distintas especies 

animales. Las diferencias entre ellos radican funda-

mentalmente en los cebadores y muestras clínicas 

utilizadas como también, en los resultados de sensi-

bilidad y especiicidad obtenidos. 

Cebadores

 Con respecto a los cebadores, Van Eys et al 

(1989) utilizaron secuencias desarrolladas a partir de 

librerías  genómicas  para  detectar  especíicamente 

Leptospira spp. pertenecientes al serovar Hardjo-Bovis 

en muestras de orina de bovinos, mientras que otros 

autores utilizaron elementos repetitivos presentes en 

el genoma de Leptospira spp. serovar Hardjo-Bovis 

con  el  in  de  aumentar  la  sensibilidad  de  la  técnica 

(Woodward and Sullivan 1991). Por otra parte, Zuer-

ner et al (1995) desarrollaron un método basado en 

la técnica de PCR con cebadores diseñados a partir 

de secuencias de inserción (IS 1533) presentes en 

el genoma de Leptospira interrogans sensu lato, que 

permite  la  identiicación  de  serovares  mediante  el 

análisis directo de la orina de los animales infectados.

 Asimismo, los cebadores han sido desarro-

llados a partir de genes deinidos. En este contexto, 

hay ensayos basados en la detección de secuencias 

especíicas de genes tales como rrs que codiica para 

la subunidad ribosomal 16S (Doosti et al 2012; Merien 

et al 1992; Rodriguez et al 2001), rrl codiica para la 

subunidad ribosomal 23S (Woo et al 1997; Rodriguez 

et al 2001) gyrB, gen que codiica la subunidad B de 

la enzima ADN girasa (Slack et al 2006), y secY co-

diicante para una proteína translocasa (Ahmed et al 

2009; Victoria et al 2008). Además existen ensayos 

basados en la detección de genes presentes sólo 

en especies patógenas del Género Leptospira (OIE 

2014), por ejemplo lipL21 (Cheemaa et al 2007), lipL32 

(Azizi et al 2012; Bomim et al 2008; Garcia Monte et 

al 2012; Levett et al 2005), lipL41 (Balassiano et al 

2012), ligA y ligB (Palaniappan et al 2005; Xu et al 

2014) 

A partir del gen rrs se han desarrollado ceba-

dores que detectan todas las especies del género 

Leptospira (patógenas, intermedias y no patógenas). 
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Cebadores utilizados Tipo de 
muestra

Sensibilidad Especiicidad Técnica 
de PCR 

Referen-
cia 

Secuencia del clon 
pLBEc23s derivado de 
una librería genómica de L. 
interrogans serovar Hardjo, 
tipo Hardjo-Bovis, cepa 
HB013.

Orina  de 
bovinos

10-20 Leptospira

por reacción  Mues-
tras de orina y me-
dio añadidas.

No  observó  ampliica-
ción con otros serogru-
pos, bacterias (n=10) ni 
ADN de eucariotas 

Punto 

inal 

Van Eys 
et al 1989

Elemento repetitivo del 
genoma de L. interrogans 
serovar Hardjo tipo Hardjo-
Bovis

Cepas puras Sin datos 30 aislamientos de 
Hardjo-Bovis fueron 
positivos. 12 aislamien-
tos de Hardjoprajitno 
y Saxkoebing fueron 
negativos

Punto 

inal

Wood -
ward and 
Sullivan 
1991

Secuencia de Inserción 
1533

Orina de bo-
vinos

Sin datos Sin datos Punto 

inal

Zuerner et 
al 1995

Gen rrs de la subunidad 
ribosomal 16S

Cultivo, LCR, 
orina y sangre 
con agrega-
do de cepas 
puras. Orina 
de ratones 
infectados 
experimental-
mente.

Orina, LCR 
y sangre de 
humanos

Límite más bajo de 
detección fue 1 pg 
de ADN.

Sensibilidad analí-
tica 102 microorga-
nismos.

20 serotipos de Leptos-
pira fueron positivos.

Otras bacterias fueron 
negativas (n=13)

Punto 

inal

Merien et 
al 1992

Gen rrl, rrs y hap1 Orina  de 
bovinos

100 % S. clínica 
comparada con el 
cultivo 

99 % E. clínica   compa-
rada con el cultivo

Punto 

inal

Rodrí-
guez et al 
2001 (se-
gún León 
et al 2006)

Gen rrs de la subunidad 
ribosomal 16 S 

Muestras de 
sangre de 
camélidos.

Sin datos Sin datos Punto 

inal

Doosti et 
al 2012

Gen rrs de la subunidad 
ribosomal 16 S

Cepas puras. 
Muestras de 
sangre y orina 
de humanos

S. analítica: dos cé-
lulas en suero y 10 
células en orina.

E. analítica: Resultado 
positivo con 29 cepas 
de Leptospira y nega-
tivo con 22 de otros 
organismos

Tiempo 
real con 
sonda 
TaqMan

Smythe et 
al 2002

Gen gyrB codiicante de la 
subunidad B de la enzima 
ADN girasa

Suero y san-
gre con EDTA 
de pacientes 
humanos

S. analítica 10 co-
pias del genoma por 
reacción. S clínica 
96,4 % 

E. clínica 99,5 % Tiempo 
real con 
sonda 
TaqMan

Slack et al 
2006

 Gen secY Cepas puras, 
suero, sangre 
con anticoagu-
lante y tejidos 
de pacientes 
humanos.

S. analítica: 1-1,5 
copias de genoma 
una copia por reac-
ción para cultivos. 
De 10-50 copias 
para muestras de 
sangre, suero y te-
jido renal. 

E. analítica: todas las 
especies patógenas 
del género dieron un 
resultado positivo. No 
observaron reacción 
cruzada con especies 
sapróitas  ni  con  otros 
géneros bacterianos 

Tiempo 
real con 
química 
SYBR 
green

Ahmed et 
al 2009

Gen lipL32 Cepas puras. 
Sangre y orina 
de pacientes 
humanos.

S. analítica 3 copias 
en sangre

10 en orina

Sin datos Tiempo 
real con 
SYBR 
green

Levett et 
al 2005

Tabla 1. Cebadores, muestra, sensibilidad, especiicidad y técnicas de PCR utilizadas para el diagnóstico de 

la leptospirosis por diferentes autores.
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La principal ventaja de su utilización es la mayor 

sensibilidad analítica debido a que presenta doble 

número de copias en el cromosoma de las especies 

de Leptospira (Nascimiento et al 2004). Además pue-

de facilitar la identiicación de especies y/o cepas no 

descritas previamente y aquellas en las que todavía 

no se ha podido demostrar su condición de patógenas 

como el caso de las especies intermedias (Thaipa-

dunpanit et al 2011; Zakeri et al 2010). Sin embargo, 

una importante limitación de este target es que al ser 

un gen conservado en el reino Bacteria puede am-

pliicar  segmentos  de ADN  de  microorganismos  no 

relacionados con Leptospira spp. disminuyendo de 

esta  manera  la  especiicidad  analítica  de  la  técnica 

(Villumsen et al 2012). 

Otros autores como Smythe et al (2002) y Fear-

nley et al (2008), utilizaron cebadores dirigidos a una 

región conservada de la secuencia del gen rrs (16S 

ARNr ) de especies patógenas de Leptospira spp. lo 

que permitió discriminar entre especies patógenas y 

sapróitas. 

Por su parte, la utilización de cebadores dirigi-

dos a genes presentes sólo en especies patógenas, 

proporciona un diagnóstico altamente específico 

debido a que al ser regiones conservadas entre las 

especies patógenas del género Leptospira no pre-

sentan  el  inconveniente  de  ampliicar  secuencias 

semejantes en otros microorganismos. La principal 

limitación del uso de estos targets recae en que no 

detectan especies intermedias tales como L. wolffii, L. 

licerasiae, L. inadai, L. fainei y L.broomii de las cuales 

aún no se conoce su rol en la enfermedad humana o 

animal (Balamurugan et al 2013; Levett et al 2006;). 

Entre los genes más utilizados para el diseño de los 

cebadores se encuentran determinadas secuencias 

de  genes  que  codiican  para  proteínas  tales  como: 

lipL32 que codiica para una lipoproteína de membrana 

externa (Haake et al 2000); ligA-ligB que  codiican 

para proteínas implicadas en la virulencia de cepas 

patógenas (Choy et al 2007; Palaniappan et al 2002) y 

laB codiicante para una proteína lagelar (Kawabata 

et al 2001; Michinos et al 1991; Picardeu et al 2001). 

De la misma forma, existen ensayos especíi-

cos de especies patógenas que utilizan dos pares de 

cebadores (G1/G2 y B64-I/B64-II) abarcando todas 

las  especies  clasiicadas  dentro  de  esta  categoría 

validados para medicina humana y posteriormente 

aplicados al diagnóstico veterinario (Cai et al 2002; 

Gravekamp et al 1993; Jafari et al 2011; Meira et al 

2011; Talpada et al 2003; Rodriguez et al 2014). 

Muestras clínicas 

Para la detección de Leptospira spp. en ani-

males generalmente se utilizan muestras de sangre 

con anticoagulante, plasma, suero, orina, semen, 

humor acuoso, productos del aborto y órganos tales 

como riñón e hígado (Faber et al 2000; Fearnley et 

al 2008; Van Eys et al 1989). La elección de una de 

ellas dependerá de la especie animal, del objetivo del 

estudio (diagnóstico precoz o búsqueda de especies 

Gen lipL32 Cepas puras. 
Sangre con 
anticoagu-
lante, suero, 
plasma y orina 
de pacientes 
humanos.

S. analítica: 1x101 
Leptospira spp/ml 
de sangre; 1x103 
Leptospira spp /ml 
de suero; 1x102 Lep-
tospira spp /ml

E. analítica  100 % Tiempo 
real con 
sonda 
TaqMan

Stoddard 
et al.2009

Gen ligA ligB S. analítica 6 Lep-
tospira spp/ml con 
PCR punto inal y 10 
genomas / reacción 
con PCR tiempo real

E. analítica se obser-
vó amplificación con 
todos los serovares de 
Leptospira spp. No se 
observó amplificación 
con serovares de es-
pecies no patógenas ni 
con otros géneros

Punto 
final  y 
tiempo 
real con 
sonda 
TaqMan

Pala-
niappan 
et al 2005

Gen lig Sangre y orina 
de caninos

20 copias del gen  
lig/ ml sangre y 10 
copias/ 3-4 ml de 
orina 

100 % Tiempo 
real con 
sondas 
FRET

Xu et al 
(2014)

G1-G2 (Secuencia del 
plásmido recombinante 
pLIPs60)

B64I- B64II (Secuencia del 
plásmido recombinante 
pBIM64)

Cepas puras, 
muestras de 
suero humano

1-10 Leptospira spp/ 
ml de suero con 
agregado artificial 
de Leptospira. La 
PCR (50 %) más 
sensible que el cul-
tivo (35 %).

Utilizando ambos ce-
badores amplificaron 
todas las especies pa-
tógenas.

Punto 

inal

Grave-
kamp e t 
al 1994

Ref. S. sensibilidad E. Especiicidad.
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portadoras) y del momento de la toma de muestra 

(leptospiremia vs leptospiuria) (OIE 2008).

A in de comparar la eicacia de cada una de 

ellas en la detección de Leptospira spp. por PCR, 

se han realizado estudios que evalúan el efecto de 

la matriz sobre la eiciencia de la PCR y el límite de 

detección. Para ello, utilizan muestras provenientes 

de individuos sanos a las que experimentalmente se 

les adiciona un número determinado de Leptospira 

spp. por mililitro. En veterinaria hay escasos datos 

publicados por lo que se mencionarán los ensayos 

más relevantes en medicina humana a in de tomar 

como referencia los resultados para la detección de 

Leptospira spp. en las especies animales.

La sangre con anticoagulante, el suero y el 

plasma constituyen las muestras de elección en la 

primera fase de la enfermedad cuando la Leptospira 

spp. presenta alta concentración en sangre. En el 

caso de la sangre con anticoagulante la presencia de 

inhibidores puede afectar la eiciencia de la técnica de 

PCR (Wilson 1997). Sin embargo, este hecho es fácil-

mente eludido con los nuevos métodos de extracción y 

puriicación basados en columnas de sílice (QIAGEN, 

Australia; Roche Applied Science) que permiten obte-

ner cantidades de ADN de excelente calidad. 

En un estudio realizado por Levett et al (2005) 

se demostró que el ADN de Leptospira spp. pudo ser 

detectado en muestras de sangre con EDTA o citrato 

como anticoagulante hasta 5 días después de la con-

taminación artiicial, con una sensibilidad analítica de 

3 equivalentes genomas por reacción; mientras que la 

utilización de heparina de litio o sodio como anticoagu-

lante resultó inhibitoria. En forma similar, Stoddard et 

al (2009) utilizando sangre con anticoagulante EDTA 

obtuvo una sensibilidad de 10 Leptospira spp /ml. 

Cuando la PCR se realizó a partir de muestras 

de suero reveló resultados de eiciencia discrepantes. 

Para algunos autores (Bouhry et al 2011, Stoddard et 

al 2009) mostró ser menos eiciente con valores de 

sensibilidad analítica de 1x103 Leptospira spp. /ml; 

mientras que para otros (Gonzales et al 2013) tuvo 

una sensibilidad de 102 bacterias/ml, similar al valor 

hallado con muestras extraídas con anticoagulante 

EDTA. Cabe destacar, que en el caso de la publicación 

de Stoddard et al (2009) la contaminación artiicial se 

realizó antes que la sangre coagulara y por lo tanto 

las bacterias pudieron haber quedado retenidas en el 

coágulo, razón por la cual obtuvieron una menor sensi-

bilidad. En otros trabajos realizados para el diagnóstico 

de leptospirosis humana a partir de muestras de suero 

mediante una técnica de PCR anidada con límites de 

detección de 1 a 2 pg hasta 10 fg de ADN ,los autores 

pudieron detectar una bacteria por reacción (Blanco 

and Romero 2014; Djadid et al 2009). 

Las muestras de orina en caninos y huma-

nos cuyo pH normalmente es ácido representan un 

desafío para la detección molecular de Leptospira 

spp. Luchessi et al (2004) utilizando una técnica de 

PCR  punto  inal  obtuvieron  resultados  negativos  al 

exponer muestras a orina ácida durante 90 minutos 

y conservadas a -20 °C sin tratamiento antes de su 

procesamiento. Los autores describieron una serie 

de recomendaciones como neutralizar la orina, con-

centrar las Leptospira spp. por centrifugación, lavado 

del pellet, etc. a in de evitar la degradación del ADN 

luego del congelado. Por su parte, Levett et al (2005) 

pudieron detectar ADN de Leptospira spp. luego de 

mantener la muestra de orina hasta 16 días a tempe-

ratura ambiente en recipientes protectores de ADN/

ARN (Sierra Diagnostics®).En cuanto a la sensibilidad 

analítica hallada con técnicas de PCR convencional 

existen valores de 1x104 Leptospira spp. /ml de orina; 

mientras que con la utilización de técnicas de PCR en 

tiempo real la sensibilidad aumenta a 1x102 Leptospira 

spp. /ml (Lucchesi et al 2004; Stoddard et al 2009).

Las muestras obtenidas post mórtem y proce-

sadas para estudios histopatológicos constituyen un 

material imprescindible en aquellos pacientes que 

fallecen  antes  de  la  conirmación  del  diagnóstico  o 

en la realización de estudios epidemiológicos retros-

pectivos. En este contexto cabe destacar el trabajo 

publicado por Noda et al (2014) en humanos, en este 

estudio diseñaron y validaron una técnica de PCR 

punto  inal  con  cebadores  dirigidos  al  gen lipL32 a 

partir  de  órganos  embebidos  en  paraina. Además 

incorporaron  un  control  interno  de  ampliicación  y 

conirmaron  mediante  secuenciación  los  resultados 

positivos. 

Sensibilidad y especiicidad diagnóstica

 Finalmente, al evaluar la utilidad de la técnica 

de PCR frente a las técnicas tradicionales de diag-

nóstico como serología o cultivo bacteriológico los 

resultados de sensibilidad y especiicidad diagnóstica 

son ambiguos. Merien et al (2005) demostraron la utili-

dad de una técnica de PCR en tiempo real y una PCR 

anidada con la detección de Leptospira spp. en suero 

de 9 pacientes humanos de un total de 51 personas 

incluidas en el estudio que posteriormente mostraron 

seroconversión en el segundo muestreo mediante la 

técnica de MAT. Asimismo, en este estudio se observa-

ron 16 muestras positivas por la técnica de PCR pero 

desafortunadamente no se pudo obtener una segunda 

muestra de suero para demostrar seroconversión. 

Cuando la técnica de PCR fue comparada con 

el cultivo como técnica de referencia Boonsilp et al 

(2011) demostraron que sólo el 9 % de un total de 

418 pacientes humanos fueron positivos por el cultivo, 
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mientras que el 19 % fueron negativos para el cultivo 

pero positivos con la técnica de PCR. 

En caninos, Harkin et al (2003a) evaluaron una 

técnica de PCR punto inal dirigida al gen que codiica 

para la subunidad ribosomal 23S a partir de muestras 

de orina para el diagnóstico de leptospirosis. El 6 % 

de 132 animales resultaron positivos con los criterios 

de diagnóstico establecidos (seroconversión en mues-

tras pareadas) y fueron también positivos por PCR, 

obteniendo de esta manera valores de sensibilidad 

y especiicidad de 100 % y 88,3 % respectivamente. 

Asimismo, un canino resultó positivo con la técnica de 

PCR antes de mostrar seroconversión. 

Al evaluar la utilidad de la PCR en la detección 

de caninos portadores y excretores de Leptospira spp. 

en orina, nuevamente Harkin et al (2003b) compararon 

la técnica de PCR contra el cultivo bacteriológico y test 

serológico. En su estudio el 8,2 % de 500 animales 

fueron positivos mediante la técnica de PCR y de estos 

el 1,8 % mostró serología positiva con títulos de anti-

cuerpos en el Test de MAT iguales o mayores a 1:100. 

Contrariamente a los hallazgos mencionados, 

en un estudio realizado por Fraune et al (2013) con 

muestras de orina de caninos la técnica de PCR no 

logró detectar ningún caso positivo a pesar de haber 

logrado la conirmación serológica de la enfermedad. 

Diferentes  protocolos utilizados en  PCR 
punto inal en animales

Entre los protocolos que utilizan regiones del 

gen rrs para la detección molecular de Leptospira 

spp. publicados hasta la fecha, el trabajo realizado 

por Merien et al (1992) en medicina humana ha sido el 

más evaluado para el diagnóstico en varias especies 

de animales con diferentes muestras clínicas. Así, en 

bovinos Richtzenhain et al (2002) realizaron una PCR 

punto  inal  múltiple  para  la  detección  de Brucella y 

Leptospira a partir de fetos abortados. Con respecto 

a Leptospira spp, los autores obtuvieron resultados 

positivos con la técnica de PCR en tres muestras 

que dieron negativas por aislamiento. Posteriormente 

Magajesvky et al (2005) aplicaron la técnica de PCR 

con el mismo protocolo de Merien, en muestras de 

orina y semen de toros utilizando aislamiento, inocu-

lación en animales de experimentación y serología 

como método de conirmación. En su estudio, todas 

las muestras de semen fueron negativas mediante la 

técnica de PCR y sólo una muestra de orina fue posi-

tiva por PCR y por cultivo. Por su parte, en caprinos 

y ovinos, Lilenbaum et al (2008) evaluaron la utilidad 

de la técnica de PCR para la detección de Leptospira 

spp. en semen y luido vaginal proveniente de animales 

serorreactivos con títulos mayores a 400 mediante 

el Test de Microaglutinación. En su estudio pudieron 

demostrar la presencia de ADN de Leptospira spp. 

en 6 muestras de semen y 7 de luido vaginal en la 

cuales en el cultivo había sido negativo, demostran-

do una mayor sensibilidad de la técnica de PCR. En 

primates no humanos Scarcelli et al (2003) utilizaron 

la técnica de PCR para el diagnóstico en un mono 

capuchino (Cebus apella) muerto con características 

compatibles con leptospirosis en el examen post 

mórtem (ictericia, riñones hemorrágicos y friables) 

comparándola con el aislamiento y la inoculación en 

animales de experimentación. En su estudio, tanto 

el cultivo como la inoculación experimental dieron 

resultados negativos y el único método de conirma-

ción fue el resultado positivo de la técnica de PCR. 

Por su parte, en porcinos Soto et al (2006) evaluaron 

la técnica de PCR a partir de muestras de cerdas 

inoculadas experimentalmente (orina, riñón e hígado) 

y lechones nacidos de las madres infectadas (riñón, 

hígado, corazón, bazo, pulmón y contenido gástrico). 

Con respecto a las cerdas (n=6), todas mostraron 

anticuerpos luego de la infección, pero el cultivo y la 

PCR de orina dieron negativos; solo una muestra de 

riñón e hígado dio resultado positivo por PCR. Mientras 

que en los lechones (n=12) 10 mostraron resultados 

positivos por PCR en al menos una muestra.

En bovinos Bomin et al (2008) utilizaron una 

técnica de PCR anidada para detectar Leptospira spp. 

en orina de animales con sospecha de la enfermedad. 

De un total de 30 muestras de orina analizadas, 10 

resultaron positivas mediante el cultivo y la técnica 

de PCR anidada; mientras que 16 de las 20 mues-

tras restantes fueron positivas sólo por la técnica de 

PCR. Posteriormente, Azizi et al (2012) evaluaron la 

correlación entre lesiones macroscópicas en riñones 

de animales de matadero con diagnóstico presuntivo 

de leptospirosis mediante la técnica de PCR utilizando 

los cebadores dirigidos al gen lipL32 descriptos por 

Tansuphasi et al (2006). En su estudio, los autores 

pudieron detectar ADN de Leptospira spp. en 19 de 

24 riñones con lesiones macroscópicas conocidas 

como manchas blancas compatibles con leptospirosis, 

conjuntamente con diagnóstico histopatológico de 

nefritis intersticial. Cabe destacar que si bien tanto las 

lesiones macroscópicas como microscópicas halladas 

son frecuentes en animales con leptospirosis, no son 

patognomónicas de dicha enfermedad debido a que 

pueden presentarse en enfermedades como coliba-

cilosis septicémica, salmonelosis, brucelosis o iebre 

catarral maligna (Barker 1993; Maxie 1993; McGavin 

and Zachary 2007). 

Utilizando también cebadores dirigidos al gen 

lipL32, Garcia Monte et al (2012) desarrollaron un 

método de PCR y separación inmunomagnética con 

anticuerpos monoclonales a in de aumentar la sen-

sibilidad  y  especiicidad  de  la  técnica,  para  el  diag-



Leptospirosis mediante técnicas moleculares

33Impresa ISSN 0365514-8 Electrónica ISSN 1514-2590 AnAlectA Vet 2015; 35 (1): 26-38

nóstico de leptospirosis en caninos. Cabe destacar 

de su estudio la incorporación de un Control Interno 

de Ampliicación a in de identiicar resultados falsos 

negativos. 

En equinos, Pinna et al (2011) demostraron la 

utilidad de la técnica de PCR con el protocolo descrito 

por Stoddard et al (2009) para el diagnóstico de lep-

tospirosis en hembras con signología de aborto, donde 

el cultivo fue en todos los casos negativos. Asimismo, 

utilizando los cebadores descritos por Stoddard et al 

(2009), Hamond et al (2013) demostraron la presencia 

de ADN de Leptospira spp. en muestras de semen y 

orina de equinos serológicamente reactivos pero sin 

signología de la enfermedad; cabe destacar de su 

estudio, que también incorporó un Control Interno de 

Ampliicación en su protocolo. 

 
Diferentes  protocolos utilizados en  PCR 
en tiempo real en animales 

En los últimos años, el protocolo de Merien et 

al (1992) fue evaluado mediante una técnica de PCR 

en tiempo real utilizando química SYBR Green. En el 

campo de investigación, Lourdault et al (2009) eva-

luaron la carga bacteriana en sangre y órganos (riñón, 

hígado, bazo, etc.) empleando un modelo de infección 

en cobayos. Mientras que, Fornazari et al (2012) com-

pararon una PCR punto inal, con una PCR cuantitativa 

en tiempo real, cultivo bacteriológico y la técnica de 

Warthin Starry para el diagnóstico de Leptospira spp 

en muestras de sangre y órganos (riñón e hígado) de 

ovinos y caprinos serológicamente reactivos; demos-

trando que la PCR cuantitativa en tiempo real fue el 

método más sensible para el diagnóstico. 

Los cebadores dirigidos al gen lipL 32 fueron 

evaluados por diferentes autores en la especie cani-

na, bovina y equina. En caninos, Rojas et al (2010) 

estudiaron muestras de orina remitidas para análisis 

completo demostrando un 6,8 - 11,1 % de positividad 

y un promedio de equivalentes genomas (número de 

copias) eliminados por orina de 6,2- 2,3x104 por ml. En 

el campo de la investigación la aplicación de técnicas 

de PCR cuantitativas resultan útiles para evaluar la 

interacción de Leptospira spp. con el hospedador. 

Así Chagas Junior et al (2012) utilizaron el protocolo 

publicado por Rojas et al (2010) para detectar y cuan-

tiicar Leptospira spp. en riñón de ratas y hámsteres 

infectados experimentalmente en comparación con un 

método de impronta inmunoluorescente y aislamiento; 

demostrando la utilidad de la qPCR para determinar el 

número de Leptospira spp. por gramo de tejido.

En el año 2014 nuestro grupo de investigación 

ha trabajado en la estandarización de una técnica 

de PCR en tiempo real con cebadores dirigidos a un 

fragmento del gen lipL32 que incluye un control interno 

no competitivo para la detección de Leptospira spp. en 

muestras de suero y orina de caninos. En los resul-

tados preliminares hemos obtenido una sensibilidad 

1x102 y 1x100 Leptospira/ ml respectivamente (datos 

del trabajo de Tesis no publicados).

 Otros de los genes utilizados como targets 

para la detección de Leptospira spp.mediante PCR 

como secY también fueron ensayados. Ahmed et al 

(2012), evaluaron una PCR en tiempo real con química 

SYBR Green previamente validada en humanos (Ah-

med et al 2009) para el seguimiento de una infección 

experimental utilizando el aislamiento como método 

de referencia. En su estudio pudieron demostrar la 

utilidad de la PCR para el diagnóstico temprano de la 

enfermedad en caninos con una sensibilidad y especi-

icidad de la PCR de 88,9 % y 89,3 % respectivamente.

 Finalmente, han sido utilizadas secuencias de 

los genes ligA/B para la detección de Leptospira spp. 

en muestras clínicas y en la discriminación de especies 

dentro del género. Palaniappan et al (2005) desarro-

llaron una PCR en tiempo real utilizando cebadores 

dirigidos a secuencias de los genes lig. En su estudio, 

evaluaron  la  eicacia  de  la  técnica  en  comparación 

con el cultivo para la detección de Leptospira spp. 

en hámsteres inoculados artiicialmente con la cepa 

Leptospira interrogans serovar Pomona. Los autores 

demostraron que fue 100 % especíica para la detec-

ción de cepas patógenas con un rango de detección 

de 101 a 107 de ADN cromosómico de Leptospira spp. 

Recientemente, han sido publicados nuevos 

protocolos de PCR en tiempo real para su aplicación 

en veterinaria. Xu et al (2014) desarrollaron una técni-

ca de PCR en tiempo real utilizando cebadores dirigi-

dos a los genes lig para el diagnóstico de leptospirosis 

en caninos. A diferencia de los ensayos en tiempo 

real descritos, los autores utilizaron un sistema de 

detección de luorescencia basado en sondas FRET. 

El mismo se caracteriza por utilizar dos sondas que al 

unirse a secuencias adyacentes del ADN diana emiten 

la luorescencia que es detectada por el equipo. En 

su estudio demostraron que la técnica de PCR diri-

gida a los genes lig fue 100 veces más sensible que 

el ensayo ampliamente aceptado lipL32 SYBR y 10 

veces más sensible que el ensayo 16S rRNA TaqMan 

descritos por Levett et al (2005) y Smythe et al (2002) 

respectivamente.

Ferreira et al (2014) utilizaron una estrategia de 

PCR en dos etapas. En primer lugar, evaluaron mues-

tras de tejidos animales mediante la utilización de una 

PCR múltiple dirigida a los genes lipl32 y adicionando 

como control interno de ampliicación el gen que co-

diica para la proteína beta-actina. Posteriormente, a 

partir de las muestras que dieron positivas realizaron 

la técnica de PCR en tiempo real y secuenciación me-
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diante una combinación cebadores y sondas dirigidos 

a secuencias de genes secY y ompL1 con el in de 

identiicar las 4 especies más comunes en veterinaria 

L. interrogans, L. borgpetersenii, L. kirschneri y L. 

noguchii. 

Discusión y conclusiones

Tradicionalmente el diagnóstico de leptospirosis 

en animales se ha realizado mediante métodos se-

rológicos o microbiológicos. El test serológico de mi-

croaglutinación conirma la enfermedad, sin embargo, 

como se mencionó anteriormente, requiere muestras 

del período agudo y convaleciente para una correcta 

interpretación de los resultados. En aquellos animales 

que padecieron la enfermedad y en aquellas especies 

que actúan como reservorios la prueba de MAT puede 

no contribuir al diagnóstico debido al bajo nivel de 

anticuerpos que se presenta en estos casos. Por su 

parte, el diagnóstico mediante el cultivo microbiológico 

requiere de muestras adecuadamente extraídas, acon-

dicionadas y transportadas hasta el laboratorio como 

también, de un período de incubación prolongado. Por 

lo tanto, el cultivo no representa un método apto para 

el diagnóstico precoz de la enfermedad (Gravekamp 

et al 1994; Rahelinirina et al 2010). 

 Es así como la técnica de PCR realizada a 

partir de muestras de sangre con anticoagulante, 

plasma o suero representa una ventaja cuando se 

necesita un diagnóstico temprano de leptospirosis 

humana (Merien et al 2005; Boonslip et al 2011). Sin 

embargo, en veterinaria y en particular en pequeños 

animales, usualmente los datos sobre la evolución de 

la enfermedad son desconocidos o ambiguos por lo 

tanto es recomendable analizar muestras de sangre 

en conjunto con orina a in de aumentar la probabilidad 

de un resultado positivo. Ahmed et al (2012), demos-

traron como disminuye la sensibilidad de la técnica de 

PCR a partir de sangre entera a medida que progresa 

la enfermedad debido al descenso del número de 

Leptospira spp. en el torrente sanguíneo. En lo que 

respecta al diagnóstico de leptospirosis en animales 

de producción se debe considerar la obtención de 

muestras de órganos obtenidas durante la necropsia 

o posterior a un aborto con el propósito de aumentar 

las probabilidades de un resultado positivo. 

 Cuando el objetivo se basa en el diagnóstico 

de animales portadores la técnica de PCR demostró 

ser superior frente a los métodos tradicionales (Harkin 

et al 2003; Lilenbaum et al 2009). No obstante, una 

importante limitación en estos casos reside en la im-

posibilidad de varios protocolos de PCR en diferenciar 

serovares de Leptospira. Sin embargo, la utilización de 

otros cebadores permite la identiicación de especies 

o cepas si los productos de PCR son secuenciados 

(OIE 2014). Asimismo,  la  técnica  de  PCR  identiica 

la presencia de ADN de Leptospira lo que no resulta 

necesariamente que se encuentren presentes microor-

ganismos viables y transmisibles. Además si se tiene 

en cuenta que la eliminación de Leptospira spp. por 

orina en estos animales es intermitente, un resultado 

negativo mediante la técnica de PCR a pesar de su 

mayor sensibilidad tampoco descartaría el diagnóstico. 

 Concerniente a los estudios epidemiológicos 

la aplicación de la técnica de PCR ha permitido la 

detección de Leptospira spp en animales silvestres 

que actúan como reservorios (Cox et al 2005; Doosti 

et al 2012; Koizumi et al 2008; Koizumi et al 2009 a); 

Koizumi et al 2009 b); Paixão Mdos et al 2014; Wu et al 

2014). Nuevamente una desventaja en estos casos es 

la falta de identiicación de las especies involucradas, 

lo cual resulta imprescindible para el estudio de las 

cepas circulantes y su asociación con determinados 

hospedadores en una región dada. Otra limitación 

importante en estos casos reside en los procesos 

de autolisis y descomposición que pudieran sufrir las 

muestras utilizadas. Shearer et al (2014) demostraron 

resultados discordantes entre una técnica de PCR en 

tiempo real y la inmunohistoquímica para la detección 

de leptospirosis en animales silvestres. Cabe desta-

car de su estudio que la mayor parte de las muestras 

positivas por inmunohistoquímica fueron negativas 

por PCR. Esto según el autor, Shearer et al (2014) 

puede deberse a la autólisis de la muestra o los ciclos 

de freezado-desfreezado de las mismas durante el 

procesamiento lo cual pudo haber impactado negati-

vamente en la detección del ADN de Leptospira spp. 

Otra posibilidad, es la variación genética de las cepas 

de campo que pudieron haber reducido la eiciencia 

en la detección mediante el protocolo utilizado. 

 Al interpretar los resultados obtenidos con la 

técnica de PCR en cualquier contexto que se utilice se 

deben considerar ciertos factores. Por un lado, cuando 

los resultados con la técnica de PCR fueran positivos 

pero negativos con otros métodos de referencia como 

la serología o el aislamiento, se deberá determinar si 

dicha positividad es debida a una mayor sensibilidad 

de la técnica de PCR o corresponde a falsos positi-

vos (Lilenbaum et al 2008; Richtzenhain et al 2002; 

Rojas et al 2010). Estos últimos podrían surgir por 

contaminación con ADN ampliicado anteriormente o 

por ampliicación de secuencias semejantes en otros 

microorganismos (Ahmed et al 2012; Villumnsen et 

al 2012). Mientras que, ante resultados negativos es 

importante considerar la conservación inadecuada de 

las muestras, desde la obtención hasta su procesa-

miento, los métodos de extracción inapropiados o la 

presencia de inhibidores de la PCR en las muestras 

extraídas. Por ello se recomienda incluir un control 

interno de ampliicación en cada protocolo además de 
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los controles de rutina. Asimismo, es importante recor-

dar que Leptospira spp. generalmente se encuentran 

en bajo número y son sensibles a la mayoría de los 

antimicrobianos (OIE 2008). Por lo tanto, las muestras 

deben ser extraídas antes de iniciado el tratamiento y 

se debe determinar con anterioridad la sensibilidad y 

especiicidad analítica del ensayo a ser aplicado. 

 Finalmente, ante la elección de un protocolo 

de PCR determinado es recomendable optar por téc-

nicas de PCR anidada o en tiempo real debido a su 

mayor sensibilidad y especiicidad (Bomim et al 2007; 

Fornazari et al 2012). En relación a los cebadores, una 

alternativa adecuada sería la elección de dos targets 

diferentes. Por un lado, se podría optar por genes que 

presenten más de una copia en el genoma como el gen 

lig o el rrs con el in de aumentar la sensibilidad de la 

técnica; mientras que la utilización en forma conjunta 

de genes presentes sólo en las especies patógenas 

incrementará la especiicidad de la misma (Bourhy et 

al 2011). 

 En conclusión, aunque la aplicación de téc-

nica de PCR demostró ser un complemento útil de 

los métodos de referencia, son necesarios estudios 

adicionales en relación a la utilización de la misma 

para el diagnóstico de la enfermedad en animales. 
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Resumen: La hernia discal es la causa más frecuente de lesión de la médula espinal en caninos. 

El 85 % de los casos se produce en la región toracolumbar. El Dachshund es una de las razas más 

susceptibles, debido a factores hereditarios. Desde el punto de vista anatómico, la lesión se localiza, 

principalmente, entre los espacios intervertebrales T11-T12 hasta L1-L2 y se asocia con la degenera-

ción del núcleo pulposo del disco intervertebral, lo cual produce una extrusión o una protrusión. Las 

alteraciones neurológicas más frecuentes, como consecuencia de la compresión medular, se engloban 

dentro del síndrome de la neurona motora superior (SNMS). Se describe el caso de una hembra cani-

na Dachshund de 5 años de edad, entera, con cifosis, dolor en la región toracolumbar y paraparesia, 

con una evolución de 15 días. Para corroborar el diagnóstico neurológico se utilizó la tomografía axial 

computarizada (TAC). Las imágenes obtenidas permitieron determinar el alcance y el carácter de las 

lesiones, consistentes en alteraciones en la apariencia del núcleo pulposo y una compresión medular 

signiicativa. La cirugía descompresiva fue el método propuesto para aliviar el déicit neurológico. Du-

rante la cirugía, las imágenes obtenidas mediante la TAC fueron utilizadas para determinar la cantidad 

de vértebras a ser incluidas en la laminectomía con el in de facilitar la extracción del material extruido 

y para ubicar, con mayor precisión, los reparos anatómicos. Durante el control posoperatorio realizado 

a los 30 días, la paciente mostró una recuperación incipiente de la función motora y coordinación de 

los movimientos voluntarios. Se concluye que ni la pérdida de la función motora, ni la severidad de los 

signos clínicos permitieron predecir el resultado del caso e indicar la reversibilidad de las lesiones. El 

uso de la TAC fue una herramienta de relevancia para el diagnóstico y la resolución del caso.

Palabras claves: región toracolumbar, cirugía, compresión medular, canino

Abstract: The herniated disc is the most common cause of spinal injury in dogs. In 85 % of cases 

it occurs at the thoracolumbar region. The Dachshund is one of the most susceptible breeds, due to 

inheritance. Anatomically, lesions are located mainly between the intervertebral spaces of T11-T12 

to L1-L2. It is associated with a degeneration of the nucleus pulposus of the intervertebral disc, thus 

producing an extrusion or a protrusion. As a result of spinal cord compression the most frequent 

neurological disorders are included within the upper motor neuron syndrome (UMNS). A case of 

a 5 years old Dachshund female dog with kyphosis, thoracolumbar pain and a 15 days evolution 

paraparesis is described. To corroborate the diagnosis computerized axial tomography (CAT) was 

used. Images obtained assisted in deining the extent and nature of injuries, consisting of alterations 

in the appearance of the nucleus pulposus and a signiicant spinal cord compression. A decompres-

sive surgery was proposed as a method to alleviate the neurological deicit. During surgery, images 

obtained by CAT were used to determine the number of vertebrae to be included in the laminectomy 

to facilitate removal of the extruded material and to more precisely locate the anatomic landmarks. 

Thirty days after surgery, the patient showed an incipient recovery of motor function and coordina-

tion of voluntary movements. It is concluded that neither loss of motor function nor severity of clinical 

signs allowed predicting the outcome of the case and the reversibility of the lesions. The use of CAT 

was an important tool for the diagnosis and resolution of the case.

Key words: thoracolumbar region, surgery, spinal cord compression, canine 
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Introducción

La columna vertebral del canino presenta dos 

tipos de articulaciones: las formadas entre los arcos 

vertebrales, clasificadas como de tipo sinovial y 

aquellas formadas por la unión de los extremos de los 

cuerpos vertebrales, que se clasiican como de tipo 

cartilaginosa, donde el medio de unión está constituido 

por un disco ibrocartilaginoso (Budras et al., 2007). 

Estos discos son más anchos en las regiones cervical 

y lumbar y más estrechos en la región torácica. El 

ligamento longitudinal dorsal recorre el piso del canal 

vertebral formando coberturas en forma de abanico 

sobre cada disco. La función de soporte del disco y 

su capacidad para tolerar las presiones depende de 

la constitución e integridad de sus componentes: el 

núcleo pulposo y el anillo ibroso. 

La hernia discal es una enfermedad en la que 

parte del núcleo pulposo del disco intervertebral se 

desplaza presiona la médula espinal y genera lesiones 

neurológicas. Esta afección se observa con mayor 

frecuencia (85 %) en la región toracolumbar de los 

pequeños animales. En la región cervical estaría 

presente entre el 9 % y el 15 % de los casos y sólo 

hasta un 6 % se produciría a nivel lumbosacro (Grifin 

et al., 2009). 

La hernia discal se presenta principalmente en 

caninos de entre los tres y seis años de edad (Lappalai-

nen et al., 2001, Levine JM et al., 2006). El Dachshund 

es una de las razas más susceptibles debido a facto-

res hereditarios, con una incidencia de hasta el 72 %. 

La lesión se localiza con mayor frecuencia entre los 

espacios intervertebrales T11-T12 hasta L1-L2. Nor-

malmente se asocia con la degeneración del núcleo 

pulposo del disco intervertebral, pudiendo dar origen 

a una extrusión o una protrusión. Las alteraciones 

neurológicas más comunes son el dolor, la parapare-

sia ambulatoria o no ambulatoria en grados variables 

(Laitinen y Puerto, 2005) y la pérdida del control de 

esfínteres, signos que forman parte del síndrome de 

la neurona motora superior (SNMS). 

Los impulsos eléctricos correspondientes a la 

sensibilidad al dolor profundo (nocicepción) son con-

ducidos por ibras no mielinizadas de las vías espino-

talámico y espinorreticular de la sustancia blanca del 

funículo lateral y ventral de la médula espinal. Estas 

ibras son relativamente resistentes a la compresión y 

su lesión indica un daño severo de la médula espinal y 

un déicit neurológico grave (Toombs y Waters, 2003). 

Los signos clínicos del SNMS dependen de la 

localización anatómica de la lesión, la duración de la 

compresión y la fuerza compresora en el momento 

de la extrusión o protrusión discal (Grifin et al, 2009). 

El objetivo del presente trabajo fue demostrar 

la importancia de la utilización de la tomografía axial 

computarizada (TAC), como método de diagnóstico 

por imágenes para la resolución quirúrgica de las her-

nias discales en el canino. El uso de esta herramienta 

permitió percibir la magnitud real de las lesiones de la 

columna y médula espinal de nuestra paciente, ya que 

brindó imágenes en tiempo real, las que permitieron 

diseñar las estrategias quirúrgicas a utilizar.

Presentación del caso

Se presentó a consulta una hembra canina 

Dachshund, entera, de 5 años de edad y 8,5 Kg de 

peso, derivada de una Clínica Veterinaria de Trenque 

Lauquen, Argentina. Al examen físico, presentaba 

ligera cifosis y dolor toracolumbar, con paraparesia, 

principalmente del miembro pelviano derecho. La 

evolución del cuadro clínico era de 15 días. Al examen 

neurológico, el animal manifestaba signos correspon-

dientes  al  SNMS,  con  hiperrelexia,  hipertonicidad 

muscular,  paresia  espástica,  déicit  propioceptivo, 

pérdida de control de esfínteres, vejiga espástica (con 

micción intermitente) y sensibilidad profunda (nocicep-

tiva) conservada.

Tomografía axial computarizada (TAC)

Este estudio complementario fue practicado 

bajo anestesia general. Las imágenes obtenidas 

fueron analizadas mediante el programa informático 

SIENET Sky – VA50B (SIEMENS). En los cortes coro-

nales se observó material discal extruido y desplazado, 

extendiéndose longitudinalmente desde la vértebra 

T12 hasta la L2 (Fig. 1A). En los cortes transversales 

se observaba una estenosis del canal vertebral con 

material extruido que reducía el espacio epidural (Fig. 

1B). En los cortes medianos la compresión medular 

aparecía concentrada en el segmento T12 (Fig. 1C). El 

material discal extruido se ubicaba en lateral derecho 

de la médula espinal, extendiéndose desde la vérte-

bra T12 hasta la L1. La mayor compresión medular 

se presentaba entre los segmentos vertebrales T13 

y L1 (Fig. 1D).

Este estudio permitió determinar con precisión 

el alcance y el carácter de las lesiones que mostraban 

alteraciones en la apariencia del núcleo pulposo, con 

extrusión del anillo ibroso y el núcleo pulposo hacia 

el canal vertebral, comprimiendo la médula espinal en 

grado 1 (Laitinen y Puerto, 2005). 

Cirugía descompresiva

Se preparó al paciente para la cirugía en el 

quirófano y se lo posicionó en decúbito ventral. El abor-

daje de la columna vertebral se realizó por vía dorsal. 

Para ello, se incidió la piel sobre las apóisis espinosas 

desde la vértebra T8 hasta la L4. Posteriormente, se 
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continuó con la incisión de la fascia toracolumbar, a 

ambos lados de las apóisis espinosas. A continuación, 

se desinsertaron los músculos epiaxiales mediante la 

ayuda de un elevador de periostio, los que se rele-

jaron  hacia  ventrolateral  de  las  apóisis  transversas 

lumbares y de las dos últimas costillas (Fig. 2A). Se 

removieron las apóisis espinosas de las dos últimas 

vértebras torácicas y de las dos primeras lumbares 

mediante una gubia. Los restos óseos se conserva-

ron  en  solución  isiológica  estéril  hasta  su  posterior 

utilización como injerto en la artrodesis. 

La descompresión de la médula espinal y la 

remoción del material extruido se realizó mediante 

laminectomía dorsal (Kirpensteijn y ter Haar, 2013). 

Para ello, se utilizó una fresa de 3 mm, con la que se 

eliminó la capa externa del hueso compacto y la capa 

media de hueso esponjoso. De manera simultánea, y 

para enfriar el hueso, se realizó la irrigación con solu-

ción isiológica (solución salina estéril). El polvo óseo 

fue removido mediante aspiración con una cánula de 

punta ina de Frazier (Fig. 2B).

La capa interna de las láminas y pedículos ver-

tebrales se retiró mediante gubia Kerrison de 1 mm, 

en combinación con una gubia recta doble articulada. 

Esto permitió la remoción del material discal extruido 

y la descompresión medular. 

Una vez removido el material extruido, se colo-

caron los tornillos transpediculares sobre la columna 

toracolumbar (Fig. 2C). Como guía de referencia, se 

utilizaron los cortes transversales de la TAC. Mediante 

el programa SIENET Sky se calculó el ángulo de con-

vergencia apropiado para cada segmento vertebral y la 

longitud necesaria de cada tonillo. Los ángulos obteni-

dos fueron: T12 = 39º, T13 = 36º, L1 = 41º y L2 = 37º. 

Los tornillos se dejaron expuestos aproximadamente 

2,5 cm desde la base del pedículo vertebral, para 

aumentar la supericie de contacto entre el implante 

metálico y el cemento óseo (Fig. 2D). A continuación, 

se recubrió la porción dorsal de la médula espinal con 

tejido adiposo obtenido del plano subcutáneo. Asimis-

mo, se removió el periostio de los restos óseos obte-

nidos de las apóisis espinosas, los que luego fueron 

seccionados en trozos pequeños. Los mismos fueron 

posteriormente  colocados  alrededor  de  las  apóisis 

articulares y a los lados de los pedículos vertebrales, 

para favorecer la artrodesis entre los segmentos verte-

brales. Luego, se colocó el cemento óseo (metacrilato 

estéril - Subiton®, Argentina) en sentido longitudinal 

Figura 1. Diagnóstico de la extrusión del disco intervertebral por medio de la TAC. 

A: Sección coronal (vista dorsal). Se observa la extrusión del disco intervertebral desde T12 hasta L2. B: Sección trans-
versal. El material extruido reduce el espacio epidural, provocando una estenosis del canal vertebral. C: Sección mediana 
que muestra la compresión de la médula espinal y el material extruido. D: Sección coronal (vista dorsal). Se observa el 
desplazamiento del material extruido hacia el lateral derecho de la médula espinal, entre las vértebras T12 y L1.
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paramediano, incluyendo la cabeza y la rosca de los 

tornillos. Aproximadamente 10 min después, se irrigó 

la zona con solución isiológica para evitar la disipación 

del calor de la reacción exergónica del cemento óseo 

hacia la médula espinal. 

Para suturar la fascia toracolumbar y cerrar 

el resto de los planos anatómicos, se recortaron los 

sectores desvitalizados de los músculos epiaxiales. 

Después de suturar la piel, se colocó un rollo de gasa 

unido con puntos de sutura sobre la herida para ejer-

cer una compresión ligera y evitar la acumulación de 

exudados o de hemorragias locales (Fig. 2E).

La paciente permaneció internada durante 48 

horas, período en el cual se le administraron antibióti-

cos y corticoesteroides por vía endovenosa. Fue exter-

nada al segundo día y se le sugirió al propietario hacer 

rehabilitación posoperatoria del animal, consistente en 

isioterapia, electroestimulación y masaje muscular.

Figura 2. Cirugía descompresiva.

A: Abordaje de la columna vertebral por vía dorsal, la incisión 
de la piel y la fascia toracolumbar sobre las apóisis espino-
sas desde la vértebra T8 a la L4, el desprendimiento de los 
músculos epiaxiales y su relexión hacia ventral. B: Irrigación 
del área con solución salina estéril para enfriar el hueso. El 
polvo del hueso se eliminó mediante aspiración a través de 
una cánula de punta ina de Frazier. C: Se colocaron y ex-
pusieron tornillos aproximadamente a 2,5 cm de la base del 
pedículo vertebral para aumentar la supericie de contacto 
con el implante. D: Se colocó cemento óseo (metacrilato 
estéril) en sentido longitudinal, paramediano a la medula 
espinal, cubriendo la cabeza y la rosca de los tornillos. E: 
Al inalizar la cirugía y suturar la piel, se colocó un rollo de 
gasa unido con puntos de sutura cual vendaje capitonado, 
para comprimir ligeramente la zona. De esta manera, se 
evita la formación de seromas o sangrado locales. 



Uso de la tomografía en la compresión medular

43Impresa ISSN 0365514-8 Electrónica ISSN 1514-2590 AnAlectA Vet 2015; 35 (1): 39-44

Examen neurológico postquirúrgico

La evolución postquirúrgica de la paciente fue 

seguida durante tres años. En el examen neurológico 

realizado a los 7 días de la cirugía descompresiva la 

paciente mostraba una evolución favorable a la cirugía, 

sin embargo, se mantenía la paraparesia de grado 1 

y un déicit propioceptivo en miembros pelvianos (Fig. 

complementaria 1). A los 30 días de la cirugía, la pa-

ciente mostró recuperación de la propiocepción. Esto 

representa la primera señal indicativa de la recupera-

ción de la función motora en caninos con lesiones de 

la médula espinal (Olby, 2003) (Fig. complementaria 

2). A los 3 meses, se observó coordinación de los mo-

vimientos voluntarios, pero cierta debilidad muscular 

en los miembros pelvianos debido a la atroia muscular 

(Fig. complementaria 3). Para ayudar a la recuperación 

de la actividad neuromuscular, se sugirió al propietario 

la aplicación de ejercicios terapéuticos asistidos con 

arnés o cincha. A los 3 años, el comportamiento del 

animal podría considerarse normal, a pesar de la uti-

lización de un carrito ortopédico, ya que recuperó por 

completo la masa muscular de los miembros pelvia-

nos, los que utiliza para su desplazamiento, controla 

esfínteres y mueve la cola (Fig. complementaria 4).

Diagnóstico diferencial

En el diagnóstico diferencial se consideró al me-

ningioma espinal, ya que el mismo puede aparecer en 

el canal vertebral, como una masa solitaria, unilateral, 

fusiforme, de color blanco bien deinido a la TAC, que 

ocupa varios segmentos vertebrales (Ferreira y Co-

rreia, 2002). El examen histopatológico conirmó que el 

material recuperado era parte del disco intervertebral y 

del núcleo pulposo, con evidencias de degeneración. 

Discusión y conclusiones

Las imágenes de la TAC permitieron determinar 

los reparos anatómicos exactos para cada vértebra 

y establecer un abordaje quirúrgico, teniendo en 

cuenta la biomecánica de la región para recuperar la 

estabilidad de la columna vertebral. La representación 

tridimensional del cuerpo animal ayudó a la interpre-

tación de las lesiones anatómicas y a la planiicación 

del tratamiento quirúrgico (Dennis, 2000; Seo et al., 

2014). Algunos estudios han demostrado que el ma-

terial mineralizado dentro del canal espinal puede ser 

observado claramente usando la TAC, sin la necesidad 

de introducir un medio de contraste. Esto se debe a 

que la extrusión del disco se produce, con frecuencia, 

después de la mineralización del núcleo pulposo, 

principalmente en razas condrodistróicas (Widmer y 

Thrall, 2002; Brawner y Hathcock, 2003). Una de las 

ventajas del uso de la TAC en caninos con signolo-

gía espinal es que evita la inyección de un medio de 

contraste en el espacio subaracnoideo, disminuyendo 

así el riesgo de sufrir una mayor compresión medular 

(Olby, 2000). Asimismo, con la TAC se puede recons-

truir la zona explorada de manera tridimensional, lo 

que  brinda  un  beneicio  a  la  planiicación  quirúrgi-

ca (Grifin et al., 2009). Sin embargo, si bien la TAC 

resulta una herramienta valiosa para el diagnóstico, no 

debe reemplazar al examen físico-neurológico básico. 

A partir de éste, surgirá la conveniencia de utilizar este 

método auxiliar de diagnóstico que sin dudas brinda 

abundancia de detalles. 

La TAC en sus distintas formas y la resonancia 

magnética nuclear (RMN) son dos métodos comple-

mentarios que aportan datos de relevante valor en el 

estudio de alteraciones anatómicas. La Neurología 

y la Cirugía se han nutrido de estos métodos para 

lograr diagnósticos más precisos y procedimientos 

quirúrgicos más exitosos (Goldman, 2007; Hoeffner 

et al., 2012).

La RMN permite el reconocimiento temprano 

y la clasiicación de la degeneración discal. Las imá-

genes obtenidas brindan una alta proporción de la 

relación señal/ruido, lo que la hace apropiada para 

la observación de los detalles anatómicos (Grifin et 

al., 2009). Si bien la TAC muestra imágenes más he-

terogéneas del material extruido, dependiendo de su 

evolución (las imágenes se homogenizan con el tiem-

po), es muy útil para la demostración de los cambios 

morfológicos macroscópicos del disco afectado y la 

detección de lesiones calciicadas. Otra ventaja de la 

TAC reside en ser menos sensible al movimiento de 

los pacientes (Sopena y Martí-Bonmatí, 2009). Al igual 

que la RMN proporciona imágenes en tiempo real y 

permite su almacenamiento y transferencia, por lo cual 

es una buena herramienta para guiar procedimientos 

quirúrgicos (Grifin et al., 2009). 

En los casos de hernia discal estaría indicada 

la aplicación de una hemilaminectomía sobre la vérte-

bra adyacente al disco afectado, ya que tiene ciertos 

beneicios  sobre  la  laminectomía  dorsal:  el  material 

extruido podría ser más accesible para su remoción 

y el proceso de cicatrización sería más probable que 

en la laminectomía (Grifin et al., 2009). Sin embargo, 

en la paciente tratada fue necesario aplicar la lami-

nectomía dorsal de cuatro arcos vertebrales debido 

a que la evolución de la lesión había generado una 

fragmentación del disco, el que se expandió hacia 

ambos lados del canal vertebral y hacia craneal y 

caudal del sitio original.

Algunos autores argumentan que la duración 

de los signos clínicos en caninos paraparéticos inluye 

directamente en el tiempo de recuperación poso-

peratoria, especialmente en aquellos animales que 

presentan signos durante más de 6 días (Ferreira y 

Correia, 2002). Sin embargo, otros estudios informan 
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que esta correlación no se puede establecer (Kazakos 

et al., 2005). En nuestro caso, la paciente presentaba 

paraparesia 15 días previos al tratamiento quirúrgico. 

Por lo tanto, se puede concluir que ni la pérdida de la 

función motora, ni la severidad de los signos clínicos 

son elementos objetivos para formular un pronóstico. 

La TAC es una herramienta relevante que permitió 

precisar el alcance y la severidad de las lesiones, 

tanto en el diagnóstico como en la planiicación de la 

cirugía descompresiva.

Las aplicaciones de la TAC en medicina veterina-

ria están avanzando constantemente en el mundo. Sin 

embargo, la relativa falta de disponibilidad de equipos 

de exploración, junto con el gasto que implica su insta-

lación, muchas veces limitan su uso en los pacientes. 
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Figuras complementarias

Figura 1. El video muestra la evolución favorable de 

la paciente a los 7 días posteriores a la cirugía. Se 

perciben, no obstante, paraparesia y un déicit propio-

ceptivo en miembros pelvianos. http://www.fcv.unlp.

edu.ar/analecta/videos/2015/266.1

Figura 2. A los 30 días, la paciente mostraba recupe-

ración de la propiocepción y comienzo de la recupe-

ración de la función motora. http://www.fcv.unlp.edu.

ar/analecta/videos/2015/266.2

Figura 3. A los tres meses, la paciente mostró coordina-

ción de los movimientos voluntarios con espasticidad 

de los miembros. http://www.fcv.unlp.edu.ar/analecta/

videos/2015/266.3

Figura 4. Video mostrando la evolución de la paciente 

a los 3 años. Se observa recuperación de la masa 

muscular de los miembros pelvianos, su apoyo, con la 

ayuda de un carrito ortopédico y control de la micción.
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INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

Política editorial y generalidades
Las opiniones expresadas por los autores que 

contribuyen con Analecta Veterinaria no relejan, necesaria-
mente, las opiniones de este medio ni de las entidades que 
lo auspician ni de nuestra institución. Asimismo, Analecta 
Veterinaria agradece el auspicio de las distintas empresas 
que la respaldan, pero deja establecido que dichas empre-
sas no participan de las decisiones editoriales y su apoyo 
no genera obligaciones comerciales.

Analecta Veterinaria autoriza la reproducción de sus 
artículos con ines académicos, con la única condición de la 
mención de la fuente cuando corresponda. El uso de nom-
bres comerciales destinados a la identiicación de productos 
en el contexto de los artículos presentados no implica res-
paldo directo o indirecto ni promoción de dichos productos 
por parte de la revista. Los editores de Analecta Veterinaria 
tienen en consideración el tratamiento ético de los animales 
de experimentación y se reservan el derecho de no publicar 
trabajos que no cumplan esta premisa. Los autores deberán 
poder certiicar la aprobación de su proyecto de investigación 
por parte del comité de ética de su unidad académica, o 
consignar según qué normas nacionales o internacionales 
realizaron sus trabajos. Todos los autores ceden a Analecta 
Veterinaria los derechos de autor, se hacen responsables 
de los datos y el contenido, dejan constancia de que han 
participado activamente en el proceso de la investigación 
y/o la confección del trabajo, declaran eventuales conlictos 
de intereses, mencionan los soportes inancieros y explicitan 
la aprobación por los comités institucionales y autoridades 
regulatorias que correspondan a cada caso. No se asume 
responsabilidad editorial por la exactitud de las referencias. 
Es responsabilidad exclusiva de los autores asegurarse el 
permiso para citar datos no publicados. Eventualmente, 
los editores podrán requerir a los autores información pro-
batoria. Idiomas. Analecta Veterinaria acepta artículos en 
español o en inglés para su publicación. Los resúmenes de 
los artículos se publicarán en español y en inglés.  Origina-
lidad. La información contenida en el trabajo no deberá ser 
enviada a más de una revista o medio de comunicación al 
mismo tiempo y debe ser original. El envío de un artículo 
publicado en otro sitio por otro autor (plagio) o por el mismo 
autor (publicación duplicada) se considera falta ética grave 
que invalida su publicación en Analecta Veterinaria.

Tipos de trabajo para publicación. Se aceptan: artícu-
los de investigación, comunicaciones cortas, descripciones 
de casos, informes técnicos y revisiones bibliográicas (ver 
deiniciones y características de cada tipo de trabajo). Los 
editores decidirán la prioridad de publicación de los trabajos. 
Otro tipo de contenidos, como por ejemplo resúmenes de 
comunicaciones  en  reuniones  cientíicas,  serán  editados 
como parte de un suplemento. Los organizadores de las 
mencionadas reuniones deberán adecuar los resúmenes a 
las instrucciones que se encuentran en el punto 1.3.

Analecta Veterinaria adhiere a lo propuesto por 
el consenso de Vancouver del International Comitee of 
Medical Journal Editors con respecto a asuntos de índole 
general como, por ejemplo, la deinición de la autoría, las 
responsabilidades de los editores y las causas que obran 

como posibles conlictos de intereses. En relación con otros 
aspectos, como el formato y el estilo de preparación del 
original, incluyendo las referencias bibliográicas, Analecta 
Veterinaria establece un conjunto de normas que se detallan 
en el apartado Instrucciones para la preparación del trabajo 
para publicación. Todas las dudas que se susciten podrán 
ser consultadas por correo electrónico a:

analecta@fcv.unlp.edu.ar

Instrucciones  para  la  preparación  del 
trabajo

Deinición. El original  para publicación  comprende 
un documento principal y otros archivos.

1- Documento principal: se trata de un archivo que 
contiene la página de presentación, las secciones del trabajo 
(que varían según su tipo), los agradecimientos, la declara-
ción de conlicto de intereses, las referencias bibliográicas 
y las leyendas para las iguras. Este documento podrá tener 
algunos de los siguientes formatos: doc, docx o rtf.

2- Otros archivos: tablas, iguras, material comple-
mentario.

Características generales

Los artículos escritos en inglés deberán seguir la 
gramática propia del inglés británico. Se aceptan otras 
variantes del idioma inglés, siempre que se respeten de 
manera uniforme en todo el trabajo. Las unidades de medida 
se expresarán según el Sistema Internacional de Medidas 
(documento disponible para su descarga en la página web 
de la facultad: http://www.fcv.unlp.edu.ar/analecta). Las 
abreviaturas deberán ser aclaradas la primera vez que el 
término se mencione, pero no será necesaria su utilización 
si el término se menciona menos de cinco veces. Si el tra-
bajo requiere el uso de numerosas abreviaturas (más de 
diez) deberá generarse una lista que se incluirá luego de 
los resúmenes. Ciertas siglas o acrónimos y abreviaturas 
(ATP, DNA, ELISA, OMS, PBS, Dr., N°., entre otras) no 
requieren aclaración.

Para la denominación de enzimas, bacterias, virus, 
así como los términos anatómicos, se seguirán las reco-
mendaciones de las nóminas y consensos vigentes para la 
especialidad correspondiente. Los productos comerciales 
deberán  ser  identiicados  mediante  el  símbolo  de  marca 
registrada consignando, además, los nombres genéricos de 
los componentes principales. Si la mención se efectúa en el 
apartado Materiales y Métodos deberán consignarse, ade-
más, el nombre y la dirección del fabricante (ciudad, país). 
Los nombres cientíicos de categoría genérica o inferior se 
escribirán en cursivas.

1- Documento principal

1.1. Formato general del documento (común a todo 
tipo de trabajos)

El documento se conigurará en papel A4, con márge-
nes de 3 cm como mínimo por lado y 1,5 de interlineado. El 
texto deberá alinearse en los márgenes izquierdo y derecho 
(texto justiicado). Se utilizará el tipo de fuente Arial de 12 
puntos. Las páginas deberán estar numeradas, utilizando 
números arábigos en su ángulo inferior derecho.

Asimismo, las líneas deberán estar numeradas a lo 
largo de todo el documento de manera consecutiva, comen-
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zando en la primera página o página de presentación. El 
uso de guiones automáticos de separación de palabras en 
sílabas estará permitido exclusivamente para los resúmenes 
de congresos.

1.2. Otras características comunes a todo tipo de 
trabajos

1.2.1. Primera página o página de presentación: 
contendrá el título del trabajo en dos idiomas, los autores y 
sus respectivas iliación/lugar de trabajo, la dirección elec-
trónica de todos los autores, los datos completos del autor 
de contacto y el título abreviado. De ser necesario, la página 
de presentación podrá sobrepasar una página de extensión. 

1.2.2. Páginas segunda y tercera: contendrán los 
resúmenes y las palabras clave.

1.2.3. Páginas sucesivas: contendrán el texto (orga-
nizado en secciones), los agradecimientos, la declaración 
de conlictos de intereses, las referencias bibliográicas y 
las leyendas para las iguras.

1.2.1 Primera página: página de presentación

-Título del trabajo. Se escribirá con la inicial en ma-
yúscula (tipo oración) y en negrita, centrado, con fuente Arial 
y tamaño de fuente 14. Será conciso pero suicientemente 
informativo. No contendrá abreviaturas. Se dejará un espa-
cio de interlineado y luego se consignará el título en inglés 
(o en español, si el artículo estuviera escrito en inglés), con 
las mismas características tipográicas.

-Nombres de los autores. Se dejará un espacio des-
pués del título en el segundo idioma. Se escribirá primero el 
apellido y luego las iniciales de los nombres. Se continuará 
listando el resto de los autores, separándolos entre sí por 
comas. Se colocarán números con formato de superíndice 
para indicar, más adelante, la iliación institucional.

-Filiación institucional/Lugar de trabajo. Se con-
signará a renglón seguido de los apellidos de autores. En 
primer término, se deberá indicar la unidad de investigación 
(Cátedra, grupo de trabajo, Laboratorio, Instituto). Luego, 
la Facultad u otra institución de la que depende y la Uni-
versidad u organismo superior. En caso de tratarse de un 
profesional de actividad en el ámbito privado se consignará 
“Profesional independiente”.

El autor de contacto será identiicado con un aste-
risco.

-Título abreviado. Se escribirá en el mismo idioma 
que el trabajo, luego de la iliación institucional, dejando un 
espacio. Consistirá en un título corto, de 45 caracteres o 
menos, incluyendo espacios.

-Datos personales.

Por debajo del título abreviado, se consignarán todos 
los datos correspondientes al autor de contacto: nombre 
completo, dirección postal laboral y electrónica y teléfono. 
Sólo la dirección de correo electrónico será visible a los 
lectores en la versión publicada.

Las direcciones de correo electrónico del resto de 
los autores deberán ser incluidas, aunque estas no serán 
publicadas en el artículo.

Ejemplo de primera página

Título completo en idioma del trabajo

Título en segundo idioma (inglés/español)

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

1. Cátedra, Departamento, Facultad, Universidad; 2. 
Laboratorio, CONICET/CIC; 3. Profesional independiente; 
4. Laboratorio, INTA. *Correo de contacto: dd@mail.com

Título abreviado

Datos del autor de contacto (*)

Nombre completo

Dirección postal laboral

Dirección electrónica laboral

Teléfono

Correo electrónico de los autores

Autor AA: aa@mail.com

Autor BB: bb@mail.com

Autor CC: cc@mail.com

1.2.2. Páginas segunda y tercera

La segunda página contendrá el resumen del traba-
jo en el idioma en que fue redactado, bajo el subtítulo de 
RESUMEN y, por debajo, dejando un espacio, se deberán 
incluir las palabras clave en el mismo idioma, bajo el sub-
título PALABRAS CLAVE. En la siguiente página (tercera), 
se redactará el resumen en el segundo idioma (en inglés 
se subtitulará como ABSTRACT). Dejando un espacio, se 
consignarán las palabras clave con el subtítulo

KEY WORDS

-Características de los resúmenes. En ellos deben 
constar los objetivos y principales resultados, desarrollados 
en 250 palabras o menos. Se sugiere evitar acrónimos, 
siglas y abreviaturas. No estarán divididos en secciones ni 
contendrán referencias.

-Palabras clave. Son palabras o expresiones adi-
cionales que facilitan la recuperación del documento. Para 
una mayor utilidad en la búsqueda dentro de los sistemas 
de indización, se sugiere la utilización de términos no in-
cluidos ni en el título ni en el resumen. Se permiten hasta 
cinco por idioma.

1.2.3. Páginas sucesivas

a- Texto. Organizado en secciones. Estas estarán 
encabezadas por subtítulos en mayúsculas, sin punto inal. 
El texto contendrá las entradas para todas las tablas, iguras, 
referencias bibliográicas y material complementario. A con-
tinuación del texto se listarán las referencias bibliográicas.

b- Referencias bibliográicas

Cantidad. Se establece un máximo de treinta refe-
rencias para los artículos de investigación y quince para las 
comunicaciones cortas, descripciones de casos e informes 
técnicos. Para las revisiones bibliográicas se establece un 
mínimo de cuarenta referencias.

Formato de las citas en el texto. Se consignará, entre 
paréntesis y en color de fuente azul, el apellido del primer 
autor (seguido de la expresión et al si se trata de más de 
dos autores) y el año de publicación. Si el artículo tiene sólo 
dos autores, se consignarán ambos, separados por la letra 
y. Si la construcción así lo requiere podrá colocarse la cita 
a mitad de la oración.

… puede persistir el iniltrado de linfocitos (Deeg et 
al 2002).

El autor también podría haber elegido decir: “Según 
Deeg et al (2002), puede persistir el iniltrado de linfocitos.

Si la misma airmación se sustenta en más de una 
cita bibliográica, estas deberán estar separadas por medio 
de un punto y coma. La incorporación de las citas entre 
paréntesis será alfabética. Si se incluyeran dos o más re-
ferencias del mismo primer autor, las fechas de publicación 
deberán estar separadas por comas, en orden cronológico 
ascendente.
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… en las células apoptóticas se produce la externa-
lización de la fosfatidilserina de la

membrana (Fadok et al 1992; Savill 1993,1997; 
Willie 1997).

Si se incluyeran dos o más referencias del mismo 
primer autor y del mismo año, se

identiicarán con letras: 

… inducido por las células macrofágicas (Jones et 
al 2009a, 2009b)

Formato de las citas en la lista de referencias (al 
inal del texto).

El orden será alfabético.

Artículos en publicaciones periódicas. Se citará la 
nómina completa de autores y sus iniciales. Luego del punto 
seguido, se introducirá el título del trabajo con mayúscu-
las y minúsculas (tipo oración), sin comillas ni negritas. A 
continuación, el título abreviado de la revista según consta 
en el servicio PubMed. Luego, el año, volumen, número y 
páginas, en ese orden, sin espacios luego de los signos de 
puntuación, según el formato que se muestra a continuación:

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

Si se trata de una publicación anticipada disponible 
en línea, deberá consignarse (corresponde a las publica-
ciones que iguran como Epub ahead of print).

Libros. Se citará el o los autores, el año de publi-
cación, el título y la edición (si no es la primera). Luego, la 
ciudad de la publicación y el nombre de la editorial, sepa-
rados por punto y coma.

Gilbert SF, 2006. Biología del desarrollo. 7° Ed. 
reimp. Buenos Aires; Médica Panamericana.

Capítulos de libros. La cita constará de: autor/es 
del capítulo, título del capítulo. En: autor del libro, año de 
publicación. Luego el título del libro, la edición (si no es la 
primera).

Ciudad de publicación: nombre de editorial, páginas 
inicial y inal del capítulo.

García V, Ochoa L, Quiroga MF y Pasquinelli V. 
Aspectos celulares y moleculares de la respuesta inmune 
frente a las micobacterias. En: Rabinovich GA, 2004.

Inmunopatolología molecular: nuevas fronteras de 
la medicina. Un nexo entre la investigación biomédica y la 
práctica clínica. Buenos Aires; Médica Panamericana, pp. 
217-27.

Libros electrónicos de acceso libre en internet. Autor, 
año de publicación. Título [libro electrónico/e-book]. Lugar 
de publicación (si se conoce): editor. Disponible en: (URL) 
[fecha de acceso].

En caso de dudas acerca de cómo citar otro tipo de 
material (estándares internacionales, leyes, publicaciones 
parciales en e-books de Congresos, patentes, informes de 
organizaciones) comunicarse con la revista.

c- Agradecimientos

Los autores pueden agradecer a individuos que 
han realizado aportes signiicativos diferentes a los de los 
coautores. En este apartado deberá consignarse, además, 
la fuente de inanciamiento del trabajo.

d- Declaración de conlictos de intereses

Bajo el subtítulo CONFLICTOS DE INTERESES se 

consignarán  las  relaciones  inancieras  o  personales  con 
organizaciones o personas que pueden inluenciar o ses-
gar los resultados del trabajo, o declararán que no existen 
conlictos de intereses.

Ejemplo:

Todos los autores declaran que no existen conlictos 
de intereses, incluyendo las relaciones inancieras, perso-
nales o de otro tipo con otras personas u organizaciones 
que pudieran inluir de manera inapropiada en el trabajo.

1.2.4. Formando parte del documento principal, 
pero en hoja aparte (página siguiente a los puntos c y d) 
se  consignarán  las  leyendas  para  las  iguras.  Las  tablas 
se enviarán en hoja aparte en un archivo con el título y 
las referencias correspondientes, que deberán seguir los 
mismos criterios tipográicos.

1.3 Tipos de trabajos

-Artículos de investigación: son informes completos 
de investigaciones originales o de meta-análisis. Constan 
de las siguientes secciones: Introducción, Materiales y 
Métodos,

Resultados y Discusión y Conclusiones.

-Comunicaciones cortas: se trata de informes origi-
nales que se caracterizan por ser acotados en extensión 
o envergadura, o que en razón de su novedad requieren 
comunicación inmediata como anticipo de otra más exhaus-
tiva. Constan de las mismas secciones que los artículos de 
investigación. No odrán tener más de 4 páginas de texto ni 
más de 3 iguras.

-Revisiones bibliográicas: son revisiones narrativas 
dirigidas a la actualización de un tema relevante y que 
incluyen la discusión crítica del estado del conocimiento. 
Constan de:

Introducción, Subtítulos (los que resulten apropiados 
al tema en cuestión) y Discusión y Conclusiones.

-Descripción de casos: se trata de casos con as-
pectos  inusuales  que  provean  información  signiicativa  y 
original. Este concepto incluye la presentación o progreso 
poco habitual de una enfermedad, efectos colaterales o 
adversos no informados durante tratamientos o planes de 
vacunación, entre otros. Constan de Introducción, Presen-
tación del Caso (con los subtítulos que requiera el tipo de 
caso) y Discusión y Conclusiones. Deberá incluir hallazgos 
relevantes, tanto positivos como negativos, que surjan de 
los exámenes realizados, la interpretación de los resultados 
y su discusión con referencias a los artículos citados.

-Informes técnicos: descripción y análisis de técnicas 
novedosas en los ámbitos de la investigación, el diagnóstico 
o el tratamiento quirúrgico. Constan de Introducción, Des-
cripción Metodológica y Discusión y Conclusiones. En este 
y otros tipos de trabajo que así lo requieran, la descripción 
metodológica puede enriquecerse mediante videos de alta 
calidad.

Formato de resúmenes de presentaciones en reu-
niones cientíicas. Instrucciones para sus organizadores.

La presentación deberá realizarse en hoja A4, con 
un ancho de 8 cm, sin recuadrar, con tipografía Arial 9 pt e 
interlineado sencillo. La redacción deberá ordenarse como 
se describe a continuación.

Primer renglón: Título del trabajo, proyecto, beca o 
tesis, en negrita, sin abreviaturas, en tipografía mayúscula/
minúscula.

Segundo renglón: Apellido completo e iniciales de 
los autores en tipografía mayúscula/minúscula.
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Tercer renglón: Lugar de trabajo de los autores.

Cuarto renglón: en blanco.

Del quinto renglón en adelante se escribirá el texto. 
No deberá superar las 250 palabras y se organizará en 
Introducción, Objetivo/s, Metodología, Resultados y Con-
clusiones, aunque los títulos de estas secciones no deben 
aparecer. Para aquellos autores que presentan su plan de 
trabajo, deberá reemplazarse la sección de Resultados y 
Conclusiones por la de Resultados Esperados. Los resú-
menes no pueden incluir gráicos ni imágenes, pero puede 
contener valores numéricos de los resultados encontrados. 
Se debe minimizar el uso de abreviaturas; en caso de ser 
utilizadas, deberán aclararse la primera vez que se citen y 
estar de acuerdo con el sistema internacional de unidades 
(SI).

2. Otros archivos

Figuras. Se consideran iguras que ilustran el trabajo 
tanto a las fotografías como a los dibujos lineales y esque-
mas. Deberán ser numeradas correlativamente con números 
arábigos y citadas en el texto en el orden que corresponda. 
En caso de tratarse de fotografías, estas no podrán incluir 
rostros de personas que no sean autores, o animales con 
marcas  especíicas  que  permitan  reconocerlos,  excepto 
que se posea consentimiento por escrito de los propietarios 
involucrados. Es responsabilidad de los autores obtener 
permiso de los poseedores de la propiedad intelectual 
para  reproducir  iguras  o  tablas  que  han  sido  publicadas 
en otro sitio. Las ilustraciones deben tener un contraste 
adecuado. Deberán ser enviadas en formato TIFF. Las i-
guras escaneadas deberán tener una resolución de 300 dpi 
(para imágenes fotográicas macro o microscópicas) o de 
600 a 1200 dpi (para dibujos lineales). El tamaño de letras 
y números incluidos en las iguras deberá ser el adecuado 
para que conserve la legibilidad, aún luego de la reducción 
de tamaño. Las leyendas para las iguras deberán consti-
tuir una descripción precisa del contenido de las iguras y 
mencionar las técnicas cuyos resultados allí se muestran.

Tablas. Las tablas se diseñarán usando la función 
correspondiente del procesador de texto o de las planillas 
de cálculo. Deben ser de estructura sencilla, sin sombreados 
y sin divisiones entre las ilas o las columnas.

Material complementario

Podrán remitirse otro tipo de archivos, como videos 
o hipervínculos, cuya pertinencia y calidad será evaluada 
por el Comité Editorial. Este material no será considera-
do si no se envía según el formato que aquí se detalla: 
peso máximo de 20 MB cada uno, formato reproducible 
mediante herramientas y programas gratuitos (PDF, SWF, 
MP4, MOV, XLS, XLSX). Los datos del material com-
plementario (nombre del archivo, formato y extensión,  
título de los datos presentados y descripción de los datos) 
constarán en el apartado

LEYENDAS PARA LAS FIGURAS

Envío del original, proceso de revisión y comunica-
ción con los autores.

Se encuentra disponible para su descarga una lista 
de comprobación que podrá ser utilizada por los autores 
para revisar algunas cuestiones formales del trabajo antes 
de su envío.

El autor de contacto debe remitir el trabajo con el 
conocimiento de que todos los autores han leído y aprobado 
el trabajo y están de acuerdo con el envío a Analecta Vete-
rinaria y es responsable por esa situación. La remisión del 

trabajo, así como toda la comunicación subsecuente entre 

editores y autores, se realizará por correo electrónico. Es un 

requisito que las direcciones activas de correo electrónico 

de todos los autores iguren en la página de presentación, 

así como la dirección completa del autor de contacto formal 

(quien remite el trabajo).

El envío se realizará al Sr Director de Analecta Ve-

terinaria a la siguiente dirección de correo: 

analecta@fcv.unlp.edu.ar 

En el cuerpo del mensaje se solicita consignar: título 

del trabajo, autores y direcciones de correo electrónico de 

todos los autores. En ese mensaje es bienvenida la inclusión 

de nombres de evaluadores potenciales, que en ningún caso 

podrán haber sido coautores de ningún autor, al menos en 

los últimos cinco años, ni miembros actuales de la misma 

institución que ellos. Estos datos son recibidos en calidad 

de sugerencia y no generan ningún compromiso para el 

comité editorial. Si el envío consiste en numerosos archivos 

(tres o más) se enviarán comprimidos con la extensión .rar 

Todos los autores recibirán un mensaje de conirmación de 

la recepción correcta de todos los archivos.

Revisión. El comité editorial evaluará primero la per-

tinencia de la recepción del trabajo, según se adecue o no a 

las áreas del conocimiento que alcanza la revista. En caso 

de  corresponder,  el  comité  veriicará  que  se  cumplan  las 

siguientes premisas: calidad de contenido para ser remitida 

a los miembros del comité cientíico, corrección gramatical 

del idioma del trabajo y adecuación a las normas editoriales. 

Los originales que no cumplan con las normas editoriales 

serán devueltos a los autores para ser reordenados de 

acuerdo con ellas.

Todos los artículos serán sometidos a una revisión 

anónima por pares: tanto los nombres de los autores como 

de los revisores se conservan en el anonimato. El comité 

editorial seleccionará para esa función a, por lo menos, dos 

evaluadores con conocimiento de la especialidad e informa-

rá a los autores acerca de los resultados de la evaluación y 

los pasos a seguir en consecuencia. Los autores deberán 

responder los comentarios y sugerencias de los revisores 

punto por punto, en un documento aparte, titulado: “Res-

puestas al Editor”.

Los trabajos que sean reenviados más de una vez, 

o después de los cuatro meses de la decisión inicial, serán 

considerados como un nuevo envío.

La obra de los autores se pondrá a disposición del 

público para que haga de ella un uso justo y respetuoso de 

los derechos de autor, cumpliendo las condiciones de la 

licencia de uso Creative Commons CC BY-NC-ND. Este tipo 

de licencia permite a otros descargar la obra y compartirla 

siempre y cuando se de crédito a los autores, pero no per-

mite cambiarlas de forma alguna ni usarlas comercialmente.

Correo postal:

Sr. Director 

Revista AnAlectA VeterinAriA

CC 296 (B1900AVW) La Plata, 

ARGENTINA
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