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NOTA EDITORIAL

Proceso de consolidacion y jerarquizacion de la

calidad editorial de Analecta Veterinaria

Analecta Veterinaria fue previamente editada por la Facultad de Ciencias Veterinarias
con el nombre de “Revista de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de La Plata”, desde
1905, como “Revista de la Facultad de Medicina Veterinaria”, desde 1922, como “Revista de
la Facultad de Ciencias Veterinarias”, desde 1959y, finalmente, como “ANALECTA VETERINARIA”,
desde 1969. Asi, nuestra revista con mas de 110 afos de trayectoria, sigue manteniendo,
entre otros, un criterio de calidad editorial relevante y sumamente valioso como es la publi-
cacion de articulos arbitrados.

Sobre la base de todo lo trabajado, a partir de 2014 fue posible plantearse nuevas me-
tas para fortalecer la calidad de la revista, perfeccionar su desempefio, llegar a una mayor
cantidad de lectores y constituir una alternativa interesante de eleccion para los potenciales
autores. En ese sentido, entre otras tareas, se elaboraron nuevas normas de publicacién
mas acordes con la publicacion digital y se constituyd un nuevo grupo editorial con un comité
integrado por prestigiosos profesionales del pais y del exterior.

En esta oportunidad les informamos a nuestros lectores que estamos llevando adelan-
te varias iniciativas tendientes a mejorar la calidad cientifica y editorial de nuestra revista.
En ese marco, préximamente Analecta Veterinaria sera gestionada mediante el paquete
de software de cédigo abierto Open Journal System (OJS), lo que le permitira desarrollar
todas las posibilidades que ofrecen las revistas electronicas. Este sistema, perteneciente
al Public Knowledge Project (PKP), agiliza los mecanismos de gestion editorial y genera
politicas claras que redundan en mayor calidad, visibilidad y citacion de las publicaciones.

Una novedad interesante es que, a partir del numero actual, nuestros articulos con-
taran con un identificador de objeto digital (DOI), lo que asegurara su preservacion digital,
mejorara la posibilidad de los potenciales lectores de recuperarlos en linea y permitira su
identificacién univoca.

Es nuestro deseo que siga creciendo y en
un futuro cercano pueda integrar diferentes bases de datos bibliograficos internacionales,
lo que aumentaria la visibilidad de los trabajos producidos por nuestros autores.

Gracias por acompafarnos en este emprendimiento.

Consejo Editorial

AnaLEcTA VET vol. 37 n°® 1, 2017 v
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Trabajos de investigacion OPEN a ACCESS

Evaluacién de la eficacia de algunos farmacos para el
tratamiento de la hepatozoonosis canina

Evaluation of the effectiveness of some drugs for the treatment of canine
hepatozoonosis

Guendulain C', Gonzalez G', Babini S', Caffaratti M",
Gonzalez P', Bessone A', Soler E> Tissera MC'

'Departamento de Clinica Animal, Facultad de Agronomia y Veterinaria; 2Departamento de Matematica y
Estadistica, Facultad de Ciencias Econémicas. Universidad Nacional de Rio Cuarto.
*Correo electrénico del autor: cqguendulain@ayv.unrc.edu.ar

Resumen: La hepatozoonosis canina es una enfermedad parasitaria, adquirida por la ingestion de
garrapatas infectadas con protozoarios del género Hepatozoon (H). Hepatozoon canis y Hepatozoon
americanum son las dos especies que pueden infectar al perro. La presentacion clinica de la infeccion
con Hepatozoon canis es muy variable, pudiendo ser asintomatica o manifestarse con signos de
enfermedad leves a severos. Los examenes hematoldgicos revelan ligera anemia no regenerativa,
marcada leucocitosis neutrofilica con desvio a la izquierda y monocitosis en los casos de hepato-
zoonosis clinica. El diagnéstico se realiza mediante la visualizacion mediante el microscopio 6ptico de
los gamontes en neutrdfilos y monocitos en frotis de sangre coloreados. No existe, hasta el momento,
un tratamiento eficaz para esta parasitosis. El farmaco mas utilizado es el dipropionato de imidocarb,
aunque con resultados variables. El objetivo de este trabajo fue evaluar tres opciones terapéuticas
para la erradicacion de Hepatozoon spp. de la sangre de perros infectados. Se utilizaron 18 perros
parasitados naturalmente y se evaluaron tres farmacos: dipropionato de imidocarb, toltrazuril y es-
piramicina. En todos los perros tratados disminuyo el promedio de infeccion, presentando similares
valores medios de leucocitos infectados. El analisis estadistico arrojé una diferencia significativa
solo en el tratamiento de la parasitosis con dipropionato de imidocarb. En virtud de los resultados
obtenidos con los tratamientos llevados a cabo con los diferentes farmacos, se concluye que ningu-
no es totalmente efectivo para la desaparicion del parasito de la sangre, siendo el dipropionato de
imidocarb el de mejor comportamiento.

Palabras clave: Hepatozoon, perros, tratamiento

Abstract: Canine hepatozoonosis is a parasitic disease, acquired by ingestion of ticks infected with
protozoa of the genus Hepatozoon (H). Hepatozoon canis and Hepatozoon americanum are the two
species that can infect dogs. The clinical presentation of Hepatozoon canis infection is highly vari-
able and may be asymptomatic or show signs of mild to severe disease. In clinical hepatozoonosis,
haematological tests reveal slight non regenerative anemia, marked neutrophilic leukocytosis with left
shift and monocytosis. Diagnosis is made by the visualization of gamonts in neutrophils and mono-
cytes in stained blood smears using an optical microscope. To date, there is no effective treatment for
hepatozoonsis; imidocarb propionate is the most commonly used drug, although results are variable.
The aim of this study was to evaluate three therapeutic options for the eradication of Hepatozoon
spp. from blood of infected dogs. Three drugs (imidocarb dipropionate, toltrazuril and spiramycin)
were evaluated in 18 naturally infected dogs. In all treated dogs the infection averages decreased,
showing similar mean values of infected leukocytes. The statistical analysis showed a significant dif-
ference only in the treatment of this parasitosis with imidocarb dipropionate. It is concluded that none
of the drugs are fully effective in removing the parasite from the blood, but imidocarb dipropionate
showed the best results.

Key words: Hepatozoon, dog, treatment
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Introduccién

La hepatozoonosis canina es una enfermedad
parasitaria, adquirida por la ingestion de garrapatas in-
fectadas con protozoarios del género Hepatozoon (H).
El perro puede infectarse por dos especies de este gé-
nero: Hepatozoon canis, transmitido por Rhipicephalus
sanguineus, la garrapata marron del perro (Baneth
et al., 2001), y Hepatozoon americanum (Vincent-
Johnson et al., 1997), transmitido por Amblyomma
maculatum, la garrapata de la Costa del Golfo (Ewing
etal., 2002; Mathew et al., 2000). En América del Sur la
especie reconocida hasta el momento es Hepatozoon
canis. En Argentina, la enfermedad se describié por
primera vez en el afio 1999 (Silva et al., 1999), y recién
en el afio 2007 se realizd la primera caracterizacion
molecular, confirmando que la especie estudiada era
Hepatozoon canis (Eiras et al., 2007).

El perro se parasita al ingerir una garrapata con
esporozoitos, los cuales colonizan distintos érganos:
higado, bazo y linfonédulos (Hepatozoon canis). La
infeccion de la garrapata vector se produce cuando
ingiere sangre de un perro con leucocitos parasitados
con gamontes de Hepatozoon spp. (Baneth ef al.,
2007).

Lainfeccion puede ser asintomatica, y el parasito
encontrarse accidentalmente en animales sanos o
que padecen otra enfermedad, o puede manifestarse
como una enfermedad severa, potencialmente mortal
(Baneth & Weigler, 1997; Baneth et al., 2007). Los
signos clinicos observados con mayor frecuencia son
mucosas palidas, emaciacion y fiebre intermitente (Ga-
vazza et al., 2003). La deficiencia del sistema inmune
en animales jovenes, la presencia de otros agentes
infecciosos; o los tratamientos con agentes inmunosu-
presores tienen un alto impacto en la persistencia o en
la presentacion de una nueva infeccién (Baneth ef al.,
2001; Elias & Homans, 1988; Mylonakis et al., 2005).

No existe hasta el momento un protocolo de
tratamiento totalmente efectivo para la infeccion con
Hepatozoon canis, por lo que cobra importancia la
prevencion de la infeccion basada en el control efectivo
de las garrapatas sobre el perro y el ambiente (Baneth
et al., 2007).

El farmaco mas utilizado es el dipropionato
de imidocarb (5-6 mg/kg), por vias SC o IM, cada
14 dias, hasta la desaparicion de los gamontes en
sangre, aunque los resultados son variables (Baneth
& Weigler 1997; Pasa et al., 2011).Usualmente, una o
dos aplicaciones son suficientes, pero en infecciones
severas puede necesitarse un tratamiento de hasta
ocho semanas (Macintire et al., 2001). La doxiciclina
(10 mg/kg), administrada por via oral durante 21 dias,
suele utilizarse en asociacion con el dipropionato de
imidocarb, debido a las posibles coinfecciones con
otros protozoarios transmitidos por la garrapata (Ba-

neth ef al., 2003). Otra alternativa de tratamiento es
el toltrazuril, aunque la eficacia también es variable
(Krampitz & Haberkorn 1988; Macintire, 2001).

A pesar de que el dipropionato de imidocarb es
el farmaco recomendado para la hepatozoonosis, su
utilizaciéon no garantiza la cura parasitolégica. En un
ensayo se logro la eliminacion de los gamontes de la
sangre de perros en el 98 % de los casos dentro de las
24 horas posteriores a la administracion de una Unica
dosis. Sin embargo, en muchos casos se produjo la
reaparicion de la parasitemia pocas semanas después
(Ogunkoya, 1981). En otro estudio, en el que se realizé
el seguimiento de tres perros tratados durante ocho
meses, se determind, mediante la observacion de frotis
sanguineos y métodos moleculares, que la droga no
fue efectiva para la eliminacion de los gamontes de la
sangre. Si bien al finalizar el tratamiento no se obser-
varon parasitos en las muestras de sangre mediante
microscopia Optica, si se detectaron mediante PCR
(Sasanelli et al., 2010).

También se ha estudiado el dipropionato de
imidocarb en asociacion con otras drogas con pobres
resultados. Administrado en forma conjunta con te-
traciclinas (Elias & Homans, 1988; Parra & Arraga de
Alvarado, 1996) y con doxiciclina (Baneth et al., 1995).

Mediante el uso de toltrazuril también se han
demostrado resultados dispares en el tratamiento de
las infecciones por Hepatozoon. Usado en perros
infectados (10 mg/kg), por via oral, durante seis dias,
ocurrio la remisién de los signos clinicos y la normali-
zacion de los parametros hematolégicos, pero no se
elimind la infeccién (Beaufils et al., 1996). Pérez Tort
et al. (2007) comunicaron la recuperacion clinica y la
desaparicion de los gamontes de la sangre de doce
perros infectados con una dosis diaria de 14 mg/kg,
por via oral, durante siete dias.

Del mismo modo que ocurrié con el dipropionato
de imidocarb, el toltrazuril se estudié en asociacion
con otras drogas. Voyvoda et al. (2004) utilizaron con
éxito toltrazuril con trimetoprim-sulfametoxazol en un
caso clinico, aunque el tratamiento con trimetoprim-
sulfametoxazol se realiz6 durante 25 dias y debio
repetirse el toltrazuril, ya que en la primera administra-
cion no se logro la eliminacién completa del parasito.

Por otra parte, Pasa et al. (2011) realizaron un
estudio usando una asociacién de dipropionato de
imidocarb y toltrazuril en seis perros, concluyendo que
la incorporacion de toltrazuril no produjo un beneficio
adicional con respecto a la terapia con dipropionato de
imidocarb como unica droga. En un estudio realizado
con tres grupos de once perros cada uno, se evalud
la eficacia del dipropionato de imidocarb por un lado,
y del toltrazuril/lemodepside en asociacién con clinda-
micina por otro. Los resultados indicaron que ninguna
de los dos tratamientos lograron la eliminacion del
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parasito: si bien se produjo disminucion del porcentaje
de animales infectados, no se logré una completa cura
parasitolégica (De Tommasi et al., 2014).

A pesar de que con los tratamientos implemen-
tados los resultados son dispares, un alto porcentaje
de perros que posee baja parasitemia se cura, sobre
todo si no existen otras enfermedades concomitan-
tes. En ocasiones, luego del tratamiento se logra
la mejoria clinica del paciente, aunque no se logra
erradicar el parasito de la sangre. Se recomienda
realizar el tratamiento en todos los perros infectados,
incluidos aquellos con signos leves, debido a que la
parasitemia puede incrementarse y desencadenar una
enfermedad severa (Baneth & Weigler, 1997). Se ha
informado un intervalo de 28-42 dias entre el comienzo
del tratamiento y la desaparicién de los gamontes de
la sangre, probablemente porque desaparecen de la
sangre como consecuencia de la muerte de los esta-
dios tisulares de Hepatozoon canis (Elias & Homans
1988). Por otra parte, se sugiri6 que el tratamiento
no es efectivo contra los parasitos que se encuentran
en los tejidos, por lo cual pueden ocurrir recidivas
(Vincent-dohnson et al., 1997).

En ocasiones, durante el tratamiento el por-
centaje de neutrdfilos parasitados aumenta, a pesar
deproducirse, en algunos casos, la mejoria clinica del
paciente; en otros casos, en cambio, se produce un
desmejoramiento clinico coincidente con el aumento
de la parasitemia. No se conoce bien el mecanismo
por el cual se produce este efecto (Beaufils, 1996;
Sasanelli et al., 2010; Voyvoda et al., 2004).

La espiramicina es un antibiético macrélido,
bacteriostatico, con un potencial particular contra
organismos intracelulares ya que se concentra en el
interior de las bacterias y de los macroéfagos, por lo
que presenta un largo efecto post antibiético (Giguere
et al., 2013; Greene, 2008).

El objetivo de este estudio fue evaluar tres
farmacos: dipropionato de imidocarb, toltrazuril y es-
piramicina para la erradicacion del Hepatozoon spp.
de la sangre de perros infectados.

Materiales y métodos
Animales en estudio

Se estudiaron 18 perros infectados natural-
mente, entre 6 meses y 13 afos de edad, de razas
puras y mestizas. Algunos se encontraban en el
Centro de Reinsercién de Caninos dependiente de la
Municipalidad de Rio Cuarto y otros eran pacientes
que acudieron al Hospital de Clinica Animal (Facultad
de Agronomia y Veterinaria -FAV- de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto) con diferentes motivos de
consulta.

Hepatozoonosis canina

Toma de muestras y procesamiento

Se extrajeron 5 ml de sangre de la vena cefalica
antebraquial y se colectaron en tubos con anticoagu-
lante (EDTA). Estas muestras fueron procesadas en
el Laboratorio de Andlisis Clinicos de la FAV, donde
se realizaron los frotis sanguineos coloreados con
May Grinwald-Giemsa. El diagndstico se realiz6 por
la observacion de los gamontes en los leucocitos
mediante el microscopio optico. Se determiné el por-
centaje de leucocitos parasitados (parasitemia relativa)
realizando el recuento de los mismos en 100 campos
microscopicos con un aumento final de 1000X. Se
registraron los datos del paciente y el porcentaje de
leucocitos infectados en una ficha elaborada para tal
fin. La parasitemia se considerd escasa si se obser-
vaban menos del 5% de los leucocitos parasitados
(Baneth et al., 2003), moderada con entre 5-20%
leucocitos parasitados y abundante con >20 %.

Farmacos utilizados

Se utilizaron dipropionato de imidocarb (5 mg/
kg via SC, cada 14 dias), toltrazuril (14 mg/kg via oral,
cada 24 h, durante 7 dias) y espiramicina (23 mg/kg
via oral, cada 24 h, durante 10 dias). Las dosis y la
frecuencia de administracion de las drogas utilizadas
fueron las indicadas por la bibliografia (Giguere et al.,
2013; Greene, 2008; Macintire, 1999).

Grupos experimentales

Para la administracion de las drogas se con-
feccionaron al azar tres grupos de seis perros cada
uno, infectados naturalmente con Hepatozoon spp. La
mayoria de los perros no presentaba signos clinicos
especificos de hepatozoonosis ni otras entidades
concomitantes. A todos los animales se les realizo
hemograma y frotis sanguineo previos al tratamiento
(dia 0). Una semana antes de comenzar los tratamien-
tos se les coloco un antiparasitario externo a base de
imidacloprid, permetrina y butdxido de piperonilo spot-
on, para realizar el estudio en ausencia de garrapatas
en los pacientes.

-Grupo 1: recibié tratamiento con dipropionato
de imidocarb. A los 14 dias del tratamiento se les
realizé un hemograma como control para evaluar la
presencia de los gamontes en sangre. A los perros
que seguian infectados se les administré una segunda
dosis. Se realizaron hasta cuatro aplicaciones en los
casos necesarios.

-Grupo 2: recibi6 tratamiento con toltrazuril.
-Grupo 3: recibio tratamiento con espiramicina.
Seguimiento

Alos perros estudiados se les realizé hemogra-
ma de control y frotis de sangre al finalizar el mismo y
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alos 30 dias después de comenzado. Los resultados
negativos se reconfirmaron con la observacion de la
capa leucocitaria.

Analisis estadistico

Para evaluar el resultado de los tratamientos
de manera individual se utilizaron pruebas no para-
métricas de Wilcoxon para muestras apareadas. El
porcentaje de leucocitos infectados fue la variable
estudiada para cada una de las tres drogas probadas.
Para la confeccion de la matriz de datos y el analisis
estadistico se utilizé el software SPSS.

Resultados

El resultado de las pruebas de Wilcoxon arrojo
una diferencia significativa solo en el tratamiento de la
parasitosis con dipropionato de imidocarb (p=0,002).
Los valores medios de leucocitos parasitados antes
y después de los tratamientos pueden observarse en
la Tabla 1.

Tabla 1. Valores medios del porcentaje de leucocitos
infectados con Hepatozoon spp.de los grupos de pe-
rros con tratamientos.

ANTES DESPUES
GRUPO (Valores (Valores

medios) medios)
dipropionato de imidocarb 1,17% 0,50 %
toltrazuril 7,50% 3,50 %
espiramicina 3,50% 2,67%

En el tratamiento con dipropionato de imidocarb
se observo que, en cuatro de los seis casos en los que
la parasitemia era escasa (< 5%, casos 2, 3, 4y 6),
con una unica dosis dejaron de observarse leucocitos
parasitados. En el caso en el que la parasitemia era
moderada (5-20 %, caso 1), también se logré un 0% de
leucocitos parasitados, pero luego de cuatro dosis. En
el caso en el que la parasitemia era abundante (>20 %,
caso 5), se requirieron cuatro dosis para disminuir
el valor a 3%, pero no se eliminé completamente la
parasitemia (Tabla 2).

Con el tratamiento con toltrazuril se observo
que, en uno de los dos casos en los que la parasitemia
era escasa (3 %), se llegd a 0% de leucocitos parasi-
tados pero, en el otro (2 %), dicho porcentaje aumento
levemente (3 %). En dos de los casos en que la parasi-
temia era moderada (6% y 18 %) disminuyeron a 0 %
los leucocitos parasitados; en otro (8 %) disminuyo a
4% y en otro caso aumento de 8 % a 14 % (Tabla 3).

Tabla 2. Porcentaje de leucocitos parasitados antes
y después del tratamiento con dipropionato de imido-
carb y cantidad de dosis que se administraron para
llegar a 0 %.

ANTES DESPUES
Perro (% de leuco- (% de leuco-  cantidad
N° citos parasita-  citos parasita-  de dosis
dos) dos)
1 13% 0% 4
2 3% 0% 1
3 1% 0% 1
4 3% 0% 1
5 46 % 3% 4
6 1% 0% 1

Tabla 3. Porcentaje de leucocitos parasitados antes y
después del tratamiento con toltrazuril.

Perro ANTES DESPUES
N° (% de leucocitos (% de leucocitos para-

parasitados) sitados)

1 18% 0%

2 3% 0%

3 8% 14 %**

4 8% 4%

5 6% 0%

6 2% 3%**

**Casos en los que se registrd un aumento en el porcentaje de
leucocitos parasitados luego del tratamiento

Luego del tratamiento con espiramicina se ob-
servo que, en los cuatro casos en que la parasitemia
era escasa, el porcentaje de leucocitos parasitados
disminuy6 a 0%. Con respecto a los dos casos en
que la parasitemia era moderada, en uno disminuyo
el porcentaje (2%) y en el otro hubo un aumento del
valor (14 %) (Tabla 4).

En todos los perros tratados disminuyeron los
promedios de infeccién, presentando valores medios
de leucocitos infectados similares (Tabla 1).

Discusién y conclusiones

En este estudio se utilizaron el dipropionato
de imidocarb, por ser considerado de eleccién por la
comunidad cientifica para el tratamiento de esta para-
sitosis, y el toltrazuril porque es otro de los farmacos
mas utilizados, por los profesionales de nuestro pais,
debido a que existe una formulacién disponible para su
uso en pequenos animales indicada para esta parasi-
tosis. La espiramicina se eligio por poseer una eficacia
potencial particular contra organismos intracelulares,
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Tabla 4. Porcentaje de leucocitos parasitados antes y
después del tratamiento con espiramicina

Perro ANTES DESPUES

N° (% de leucocitos para- (% de leucocitos
sitados) parasitados)

1 7% 2%

2 1% 0%

3 3% 0%

4 6% 14 %**

5 2% 0%

6 2% 0%

**Caso en el que se registré un aumento del porcentaje de leucocitos
parasitados luego del tratamiento

permanecer por mas tiempo que otros farmacos de
su grupo dentro de los leucocitos, estar disponible en
el mercado, ser de facil administracion y no presentar
efectos adversos (Giguere et al., 2013).

Mediante los resultados de este trabajo se puso
en evidencia que, aunque en general se constatd una
reduccion en la cantidad de leucocitos parasitados,
ninguna de las tres opciones fue totalmente eficaz
para lograr la eliminaciéon del parasito de la sangre
de los perros infectados. Algunos perros respondieron
bien al tratamiento y desaparecieron los leucocitos
parasitados, pero otros no mostraron una respuesta
del todo favorable, ya que si bien la carga parasitaria
disminuyd, no se logro la eliminacion total de la pa-
rasitemia; hubo, inclusive, unos pocos casos en los
cuales la parasitemia aumento.

El dipropionato de imidocarb resulté la mejor
opciodn terapéutica, dado que, de 6 casos, en 5 se eli-
mino el parasito de la sangre y en el restante (el caso
de parasitosis abundante, 46 %) se redujo el porcen-
taje a 3%. Con respecto a los animales tratados con
toltrazuril y espiramicina, solo se logré la eliminacion
del parasito en la sangre de 3 y 4 pacientes, respecti-
vamente. A su vez, luego del tratamiento con toltrazuril
y espiramicina se observé aumento de la parasitemia
en un caso de cada uno. Esto coincide con datos de
la bibliografia en que se informan resultados incons-
tantes con la utilizacion de dipropionato de imidocarb
y toltrazuril (Baneth et al., 1995; Beaufils et al., 1996;
De Tommasi et al., 2014; Ogunkoya et al., 1981; Parra
& Arraga-Alvarado 1996; Pasa et al., 2011; Sasanelli
et al., 2010).

En cuanto al tercer farmaco, la espiramicina, a
pesar de que los resultados obtenidos en este estudio
no fueron satisfactorios, queda abierta la posibilidad
de nuevas investigaciones con una muestra mas
representativa con una mayor cantidad de animales.

Aunque el dipropionato de imidocarb es, por el
momento, el farmaco considerado de eleccion para

Hepatozoonosis canina

el tratamiento de la hepatozoonosis canina, existen
estudios que muestran que no es completamente
eficaz para lograr la cura parasitolégica de los perros
infectados (Ogunkoya 1981; Sasanelliet al., 2010). En
coincidencia con esto, los resultados obtenidos en esta
investigacion con este farmaco no fueron totalmente
efectivos, pero es de destacar que en casi todos los
animales se logré eliminar la parasitemia. La mayoria
de los perros que fueron tratados con dipropionato de
imidocarb no presentaban signos clinicos ni entidades
patoldgicas concomitantes, por lo cual es factible que
su sistema inmune hubiera contribuido con la cura
parasitologica (Baneth & Weigler 1997, Baneth et al.,
2001, Baneth et al., 2007). Uno de los perros, con alto
valor de parasitemia, si presentaba signos clinicos
compatibles con esta parasitosis. Con el tratamiento,
si bien se necesitaron cuatro dosis, se produjo una
reduccion importante de la parasitemia (46 % a 3 %).

Por su parte, el toltrazuril ha mostrado resul-
tados dispares en el tratamiento de las infecciones
por Hepatozoon en coincidencia con Beaufils et al.
(1996) y Pérez Tort et al. (2007). De manera similar
a lo que ocurrié con el grupo de perros tratados con
dipropionato de imidocarb, la mayoria de los perros
tratados con toltrazuril no presentaban signos clinicos
ni entidades patolégicas concomitantes. Uno solo
de las perros tenia signos clinicos severos, como
paraparesia no ambulatoria y dolor generalizado,
compatibles con hepatozoonosis y, a pesar de ésto,
no se encontraron gamontes en los leucocitos. Luego
de una semana, al realizar nuevamente la observacion
del frotis sanguineo, se encontré un 6 % de leucocitos
parasitados. Se comenzo el tratamiento con toltrazuril
y desaparecieron los signos clinicos en forma rapida,
en aproximadamente 24 horas, pero aumenté el por-
centaje de parasitemia. Este aumento fue reportado
por otros autores tanto con el uso de toltrazuril como
de dipropionato de imidocarb (Baneth et al., 1995;
Sasanelli et al., 2010; Voyvoda et al., 2004). Baneth
etal. (1995) evidenciaron este efecto usando dipropio-
nato de imidocarb con doxiciclina, aunque la condicion
clinica del perro desmejord y volvid a recuperarse al
disminuir la parasitemia; ésto no sucedié en el caso
del presente estudio. Voyvoda et al. (2004) reporta-
ron en un perro con infeccién severa, un aumento
de 21% a 26 % de neutrdfilos parasitados al dia 10
de tratamiento con una asociacion de toltrazuril y
trimetoprim-sulfametoxazol, aunque con una mejoria
de la condicién clinica, que se evidencio dentro de las
72 h de comenzado el tratamiento. Esta observacion
fue hecha también por Sasanelli et al. (2010), quienes
encontraron que en uno de los perros la parasitemia
aumentd abruptamente de 0,67 % a 4% durante el
tratamiento con dipropionato de imidocarb. Se des-
conoce la causa de este aumento de la parasitemia
durante el tratamiento, por lo cual seria un aspecto a
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estudiar en un futuro para lograr un conocimiento mas
acabado del comportamiento de este parasito en el
perro. Baneth et al. (1995) sugieren que este aumento
de los neutrdfilos parasitados, podria deberse a la
dispersion generalizada de los merontes desde los
tejidos. También sugieren que el tiempo entre la reali-
zacion del tratamiento y la desaparicion del parasito de
la sangre, que se ha reportado como de 28 a 42 dias
con el uso de dipropionato de imidocarb y tetraciclina
(Elias & Homans, 1988), se podria deber a que se
lleva a cabo un largo proceso, en el cual primero se
produce la muerte de los merontes en los tejidos, luego
la liberacion de los merozoitos desde los merontes y
seguidamente la disminucion de los gamontes en los
leucocitos circulantes (Baneth ef al., 1995).

Con respecto a la espiramicina, los perros tra-
tados con este farmaco tampoco presentaban signos
clinicos compatibles con esta parasitosis ni entidades
patoldgicas concomitantes. En cuanto a los resultados
obtenidos con su uso, no fueron los esperados, a
pesar de ser un farmaco efectivo contra organismos
intracelulares, de lograr una concentracion sanguinea
persistente y de ser recomendado para el tratamiento
de la toxoplasmosis en medicina humana (Couvreur
et al., 1988). De todos modos, si bien no fue efectiva
en el 100% de los casos, en la mayoria se logré la
negativizacion en sangre de la parasitosis, por lo que
se sugieren futuros ensayos con una mayor cantidad
de perros.

El hecho de que los tratamientos no fueran del
todo eficaces para lograr la eliminacién del paréasito
de la sangre, podria deberse, como lo sugieren De
Tommasi et al. (2014), a que los farmacos utilizados
no son totalmente eficaces contra el parasito, o a que
no alcanzan el nivel 6ptimo para ejercer su efecto en
los tejidos donde se enquista el Hepatozoon, tales
como el bazo y la médula ésea. Dado que algunos
perros, aun sin tratamiento, disminuyeron la carga
parasitaria, se podria pensar que el parasito tiene
una actividad ciclica entre la sangre y los 6rganos de
depdsito, que el sistema inmune del huésped juega
un rol verdaderamente importante y/o que existe una
susceptibilidad individual para la infeccion.

En virtud de los resultados obtenidos en el pre-
sente estudio, con los tratamientos llevados a cabo con
los diferentes farmacos, se concluye que ninguno de
los tratamientos es totalmente efectivo para la desapa-
ricion del parasito de la sangre, siendo el dipropionato
de imidocarb el de mejor comportamiento. Se destaca
la importancia de realizar futuras investigaciones a fin
de profundizar el estudio de estos u otros farmacos
para el tratamiento de la hepatozoonosis canina.
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Resumen: La diversidad de los genes del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) es clave
en su funcion en la presentacion de antigenos en el sistema inmune. La tipificacion indirecta basada
en microsatélites (STR) del MHC aporta informacion de la variabilidad genética y de la estructura
poblacional y es una estrategia para conocer procesos selectivos y evolutivos. Con el fin de caracte-
rizar una poblacién de caballos de raza Arabe, se identificaron los haplotipos del MHC sobre la base
de tres microsatélites (UM011, DRB2-STR2 y COR112) abarcando una regiéon de ~1Mpb. El ADN
gendmico se extrajo de sangre y pelo de 30 caballos de cinco haras de la provincia de Buenos Aires
y los STRs se amplificaron con cebadores fluorescentes para tipificar en secuenciador automatico. Se
estimaron parametros poblacionales y de diversidad y la deteccion de haplotipos se realizé mediante
analisis de segregacion y con el programa de reconstruccion de haplotipos PHASE. Se reconocieron
24 haplotipos; entre ellos, 12 se verificaron por segregacion en los registros de pedigree del Stud
Book. Los resultados obtenidos demostraron la existencia de ligamiento con alelos conocidos de
genes de clase |l del equine leukocyte antigen (ELA) y la cantidad de haplotipos identificada permitié
expandir la valoracion de la diversidad del MHC equino. Esta metodologia constituye una herramienta
de utilidad y un método alternativo para la tipificacion del MHC en linajes de caballos y en estudios
poblacionales relacionados con la inmunidad.

Palabras clave: Haplotipos; complejo principal de histocompatibilidad; equinos Arabes

Abstract: Genetic diversity of the major histocompatibility complex (MHC) is essential for the antigen
recognition and presentation during the immune response. Indirect MHC typing by microsatellites
(STR) provides data on genetic diversity and population structure, and provides knowledge of selec-
tive and evolutionary processes. In order to characterize a sample of Arab horses, we identified MHC
haplotypes based on three STRs (UM011, DRB2-STR2 and COR112) covering a region of ~1Mpb.
Genomic DNA was extracted from blood and hair of 30 horses from five farms of the province of
Buenos Aires. STRs were amplified with fluorescent primers and typed in an automated sequencer.
Population and diversity parameters were estimated. Haplotype detection was performed by segre-
gation analysis and with the PHASE program for reconstructing haplotypes. Of the 24 haplotypes
identified, 12 were verified by segregation in the Stud Book pedigree records. Our results showed
linkage with known equine leukocyte antigen (ELA) class Il alleles. The number of haplotypes identi-
fied allowed to expand the estimates of diversity in the equine MHC. This methodology is a useful tool
and an alternative approach to type MHC in horse lineages and immune-related population studies.

Key words: Haplotypes; major histocompatibility complex; Arab horses
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Introduccién

En los vertebrados, el complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) se localiza en una region
cromosomica y esta constituido por una familia mul-
tigénica, cuyos productos cumplen funciones impor-
tantes en la respuesta inmune (Lewin et al., 1999).
Estos genes pueden dividirse en tres clases principa-
les: clase |, clase Il y clase lll. EI MHC del caballo se
conoce como equine leukocyte antigen (ELA) y esta
region de genes estrechamente ligados es respon-
sable de la presentacién de antigenos propios y no
propios al sistema inmune y asi es fundamental en el
reconocimiento y regulacién de la respuesta inmune
(Figura 1). Las moléculas del MHC cumplen estos
roles uniéndose y presentando péptidos antigénicos
a los linfocitos T, pudiendo conducir a varios eventos,
incluyendo la eliminacion de células infectadas o
neoplasicas o el rechazo celular a 6rganos o tejidos
trasplantados (Ansari et al., 1988).

En el MHC existen combinaciones caracte-
risticas de alelos de diferentes loci (haplotipos) con
frecuencias elevadas, algunos de los que exhiben des-
equilibrio de ligamiento en diferentes grupos étnicos y
en especies de animales domésticos (Hedrick, 1994).
El nimero de haplotipos también varia entre especies
y aun dentro de especies, elevando la variabilidad del
sistema. También existen variaciones en el nUmero de
genes que componen cada haplotipo (Chardon et al.,
1999; Ellis & Ballingal, 1999).

La alta diversidad de los genes de clase | y
clase Il del MHC de los vertebrados es un rasgo clave
en la funcién que desempenan en la presentacion de
antigenos en el sistema inmune (Hughes & Nei ,1992).
Sin embargo, en equinos, la asignacién de haplotipos
del MHC a individuos continua siendo un reto a pesar
de los avances tecnolégicos y del conocimiento del ge-
noma equino. El principal reporte en caballo doméstico
corresponde a los haplotipos de los genes de clase
Il (Tseng et al., 2010), basados inicialmente en los
talleres internacionales establecidos para identificar
las especificidades seroldgicas para el ELA desde la
década de 1980 (Lazary ef al. 1985, 1988). La falta
de descripciones completas de haplotipos equinos del
MHC de clase |l y la falta de métodos especificos para
haplotipos como en otras especies, determinan que
la genotipificacion basada en microsatélites del MHC
(sequence tandem repeat - STR) sea de utilidad para
la tipificacion indirecta (Bastos-Silveira et al., 2009; Ka-
lemkerian et al., 2011; Santucci et al., 2007; Wagner et
al., 1996) y también son valiosos para estudiar linajes
y divergencia de los haplotipos (Brinkmeyer-Langford
etal., 2013).

Dado que utiliza microsatélites localizados
dentro de o cercanos a genes candidatos de interés,
pueden, ademas, aportar informacion acerca de la

Haplotipos del MHC en caballos Arabe

variabilidad genética y la estructura de la poblacion, y
puede ser también una estrategia valiosa para conocer
los procesos de seleccién y evolutivos relacionados
con la historia de las razas equinas. Para los prop6-
sitos de tipificacion, los microsatélites también son
herramientas valiosas porque exhiben numersos ale-
los (polimorfismo) y elevada heterocigosis (Meagher
& Potts, 1997; Tseng et al., 2010). Tseng et al. (2010)
demostraron que multiples haplotipos de microsatélites
pueden asociarse con un unico serotipo, observando
una mayor resolucioén, sensibilidad y precision de la
genotipificacion de ADN en comparacion con métodos
seroldgicos (Azor et al., 2007; Brinkmeyer-Langford
etal., 2013; Tseng et al., 2010). Ademas, los estudios
genéticos poblacionales del polimorfismo del MHC
en numerosas especies, principalmente en humanos,
especies domésticas y de laboratorio, han conducido
a identificar asociaciones con enfermedades que vin-
culan determinados genotipos del MHC con suscepti-
bilidad o resistencia a varias condiciones patoldgicas
(Maillard et al., 2002; Meredith et al., 1986; Sharif et
al., 1998; Swinburne et al., 2012).

El objetivo de este trabajo consistié en determi-
nar la diversidad genética de tres marcadores de tipo
microsatélite localizados dentro de la region del ELA.
Estos marcadores seran utilizados para identificar, de
forma preliminar, la composicion haplotipica en grupos
familiares de caballos de raza Arabe y definir su poder
de discriminacion para la identificacion de haplotipos
sobre la base del desequilibrio de ligamiento carac-
teristico del MHC.

Materiales y métodos
Muestras y extraccion de ADN

Para el analisis experimental se utilizaron un total
de 30 caballos de la raza Arabe. Los caballos pertene-
cen a tres grupos familiares, de diferentes haras de la
provincia de Buenos Aires. Se registraron los datos de
identificacion y genealdgicos de cada caballo. Todos se
encontraban registrados en el Stud Book Argentino. Las
muestras de sangre se tomaron por puncioén yugular en
condiciones de esterilidad y con anticoagulante (EDTA
6 %) y se refrigeraron hasta la extraccion de ADN. Los
pelos fueron arrancados de la cola y se almacenaron
en sobres individuales, adecuadamente rotulados. El
ADN genoémico se extrajo a partir de sangre periférica
utilizando la técnica de DNAzol (Gibco, BRL-Life Tech-
nologies, Rockville, MD, USA -Cox, 1968-), segun las
recomendaciones del fabricante. EI ADN genémico de
los bulbos pilosos se extrajo mediante la técnica de ex-
traccion con NaOH 0,2 M. EIADN purificado se cuantifi-
c6 en espectrofotdmetro NanoVue (GE Healthcare), se
visualiz6 en geles de agarosa al 1% p/v y se us6 como
molde para la reaccion de amplificacion mediante el
método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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Genotipificacion de los marcadores STRs

La amplificacion de los STRs se realizé por sepa-
rado para cada uno de ellos por medio de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando cebadores
oligonucledtidos especificos para cada uno de los STRs
(COR112-F 5-TTACCTGGTTATTGGTTATTTGG-3;
COR112-R5-TCACCCACTAAATCTCAAATCC-3";
UMO11-F 5-TGAAAGTAGAAAGGGATGTGG3
5"-TCTCAGAGCAGAAGTCCCTG3’; DRB2 STR2-
F5-AAGGACGTCCTGGATGACGC-3"; Eca-DRB-
STR1-2R 5’AGTTACAAGGGACCGTGTGAS3). Los
cebadores forward de cada par se marcaron con el
colorante fluorescente FAM y se amplificaron en un
reactor MAXYGENE (Axygenelnc, Union City, CA)
para la posterior identificacion mediante analisis de
fragmentos. Las condiciones de ciclado consistieron
en desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min, 35
ciclos a 94 °C por 1 min, 55 °C por 30 s 'y 72 °C por
30 s. La extension final se realizd a 72 °C por 15 min.
Los fragmentos de PCR se discriminaron en secuen-
ciador automatico MegaBase1000 (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) usando ET550-Rox como
estandar de peso molecular (GE Healthcare). Los
genotipos se asignaron utilizando el programa Frag-
mentProfiler Software Suit version 2.2 (MegaBase
Build 1.2.0311.2500, Amersham Biosciences, GE
Healthcare, Buckingamshire, UK, 2003).

Analisis estadistico y deteccion de los
haplotipos de clase Il del ELA

Para cada marcador se estimaron las frecuen-
cias alélicas y genotipicas, la heterocigosis esperada
(He) y observada (ho), numero de alelos (na) y el equi-
librio de HW (EHW), mediante el test de estimacion
de probabilidad de p-valores utilizando el programa
GENEPOP 4.0 (ftp://ftp.cefe.cnrsmop.fr/genepop/
Rousset 2008). El desequilibrio de ligamiento entre los
tres marcadores STRs se estimé también mediante el
programa Genepop. La deteccion de haplotipos se re-
alizé con el programa de reconstruccion de haplotipos

32.1»‘ 33'0N'

PHASE y se verifico mediante analisis de segregacion
de acuerdo con los registros del Stud Book Argentino.

Resultados
Localizacién genémica de los STRs

Se seleccionaron los marcadores STRs UM011
(Meyer et al. 1997), COR112 (Tseng et al., 2010)
teniendo en cuenta reportes previos acerca de su
ligamiento con genes de clase |l del ELA, y ELA-DRB2
(STR2), desarrollado en este trabajo. Para identificar
la localizacién de los loci STRs se realizaron busque-
das BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
enfrentando la secuencia genémica de referencia en
el cromosoma Eca20. Se localizé UM011 (numero
de acceso AF195130) dentro de la secuencia de un
intron del gen ELA-DMA (L100061035), a COR112
en una region no codificante entre los pseudogenes
DRB1-4 (LOC100146181; posicién 33.246.369-
33.251.023) y DOB (LOC100060663; posicion
33.302.539-33.307.437pb). Se desarroll6 la metodo-
logia para detectar el microsatélite del gen ELA-DRB2
(STR2), localizado en el intrén 2 del gen ELA-DRB2
(LOC100052310; posicion33.193.749-33.193.985pb).
La representacion esquematica del mapa de los tres
STRs en relacion al MHC se muestra en la Figura 1.

Tipificacion y polimorfismo de los STRs

La tipificacion de los microsatélites fue realiza-
da en un total de 30 caballos de raza Arabe usando
tres loci STRs descritos en el apartado Materiales y
Métodos. Se detectd un numero variable de alelos en
cada microsatélite, con 2 alelos en STR2, 5 alelos en
COR112y 7 en UMO011 (Tabla 1). Las distribucion de
frecuencias alélicas, asi como los valores de diversi-
dad genética (He y Ho), PIC y HWE se detallan en la
Tabla 1. Los tres STRs se encontraron en equilibrio de
Hardy-Weinberg (p<0,05) y los valores de diversidad
genética variaron entre He=35y 72%. COR112 y
UMO011 mostraron valores de contenido informativo del
polimorfismo (PIC) de 64 y 69 %, respectivamente. La
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Figura 1. Mapa esquematico que representa la region de clase Il del ELA en el Eca20. Se sefalaron en color
amarillo los marcadores STRs utilizados (microsatélites), indicando su localizacién con respecto a las se-
cuencias codificantes (intragen/extragen). Se indican también genes y pseudogenes de clase Il y su posicion
dentro de la regidon cromosomica.
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distribucion de los alelos mostr6 uno o dos alelos mas
frecuentes y varios alelos con frecuencias menores. Se
investigo el desequilibrio de ligamiento entre los tres
marcadores STRs, con valores altamente significativos
entre CORR112 y UMO11.

Haplotipos del MHC en caballos Arabe

los haplotipos A, C, D y E presentaron una frecuencia
de 12 %. Cuatro haplotipos (F, G, H, J) mostraron fre-
cuencias entre 1,7-4,2%. Cinco de los 10 haplotipos
son compartidos y cada grupo familiar presento entre
1y 5 haplotipos exclusivos (Tabla 3).

Tabla 1. Distribucion de los alelos de los tres STRs y los valores de diversidad genética estimados para He y Ho.

Locus STR
STR2 COR112 UMO11
Alelo Frecuencia Alelo Frecuencia Alelo Frecuencia
234 0,776 245 0,121 160 0,017
236 0,224 247 0,362 162 0,086
253 0,086 164 0,138
255 0,397 166 0,121
257 0,034 168 0,138
172 0,034
178 0,466
na 2 5 7
He 0,354 0,701 0,734
Ho 0,448 0,689 0,724
EHW 0,288 0,852 0,607
PIC 0,287 0,634 0,692

Tabla 2. Estimacion del desequilibrio de ligamien-
to entre los marcadores STRs COR112, UM011 y
STR2altamente significativo con a < 0,05.

Locus 1 Locus 2 P-Value S.E.
STR2 COR112 0,0915 0.003904
STR2 umMo11 0,6106 0.009589

COR112 umMo1 0,0000™ 0.000000

Identificaciéon de haplotipos

Los marcadores microsatélites localizados
en ligamiento en la regidon cromosdmica del ELA se
consideraron en conjunto para determinar las combi-
naciones haplotipicas presentes en toda la muestra
analizada. El analisis con el algoritmo PHASE permitio
identificar la presencia de 24 haplotipos probables
con frecuencias entre 0,04 % y 19,6 %. Con el fin de
verificar la presencia de cada combinacion haplotipica
en los caballos analizados, se realizé un andlisis de
segregacion en tres grupos familiares compuestos por
dosy tres generaciones. Se identificaron un total de 10
haplotipos segregantes en las tres familias analizadas.
Para identificarlos y realizar las comparaciones se
asigno una letra mayuscula a cada haplotipo (A-K).
El haplotipo mas frecuente fue B (20 %), en tanto que

Discusion

Los caballos de raza Arabe tipificados mostra-
ron un grado apreciable de polimorfismo y de diversi-
dad genética, evidenciado por valores de heterocigosis
270 % de los marcadores microsatélites analizados, y
entre 2y 7 alelos. Algunos alelos fueron raros (frecuen-
cia <3%) y se observaron solamente en unos pocos
animales, sin una contribuciéon mayor a la identificacion
de los haplotipos.

El STR2 presenté solamente dos alelos y un
valor de heterocigosis esperada de 35%. Dado que
se encuentra ubicado en el segundo intrén 2 del gen
ELA-DRB2, es probable que se encuentre estrecha-
mente ligado a algunos alelos del exén 2 de este
gen, por lo que la presencia de mas alelos estaria
condicionada por el alelo del exdn 2 presente en cada
individuo. Sin embargo, el marcador STR2, asi como
UMO011y COR112, evidenciaron equilibrio de EHW en
la poblacion analizada.

El nivel de variacién genética observado en la
regién de clase |l del ELA en los caballos de raza Arabe
permitié inferir la existencia de numerosas combina-
ciones haplotipicas. La estimacién estadistica de las
diferentes combinaciones posibles de todos los alelos
de los STRs permitio identificar veinticuatro haplotipos
diferentes con frecuencias de entre 0,1 % y 20%. Los
haplotipos con frecuencias menores al 0,5 % no fueron
considerados en el analisis. Para validar esta premisa,
se realizé un analisis de segregacion familiar, teniendo
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Tabla 3. Combinaciones haplotipicas de los microsatélites del ELA inferidos mediante el analisis con el algoritmo
PHASE en los caballos de raza Arabe analizados en este trabajo. Se indica la frecuencia estimada para cada
uno de los 10 haplotipos mas frecuentes (designados por letras mayusculas) que fueron también verificados
por segregacion familiar en tres grupos familiares (I, Il y 1ll); ademas, se indica el nimero de individuos que

se asociaron con cada haplotipo.

Haplotipo STR/alelo Frecuencia  Familia N
A STR2-234 COR112-245 UMO11-178 0,1196 I, 10 7
B STR2-236 COR112-255 UMO11-178 0,1966 I, 1l 10
(o STR2-234 COR112-255 UMO11-178 0,1244 I, 1 9
D STR2-234 COR112-247 UMO11-166 0,1197 1,10 7
E STR2-234 COR112-247 UMO11-168 0,1202 I, 1l 7
F STR2-234 COR112-247 UMO11-172 0,0345 1] 2
G STR2-234 COR112-255 UMO11-162 0,0424 Il 3
H STR2-234 COR112-257 UMO11-160 0,0172 I 1
J STR2-234 COR112-253 UMO11-164 0,0347 Il 2
K STR2-234 COR112-247 UMO11-164 0,0389 I 1

en cuenta los registros de pedigree en el Stud Book
Argentino (http://www.studbook.com.ar/) de cada indi-
viduo de los grupos familiares incluidos en el estudio.

Mediante el analisis de segregacioén familiar, 10
de los 24 haplotipos estimados pudieron identificarse
en los grupos familiares de caballos de raza Arabe.
Cada grupo estaba compuesto por 5-7 individuos, y
los mencionados haplotipos estaban presentes en
distintos individuos de cada generacion incluida en
el pedigree. Como ejemplo, podemos mencionar el
haplotipo A, presente en las tres familias. En la familia
1 (n=7), el haplotipo A estaba presente en la abuela
76, en la hija 75 y en el nieto 167 (Figura 2). En esta
familia, compuesta por 7 individuos representando tres
generaciones, se detectaron 5 haplotipos diferentes
(A, B, D, E, K). Cada uno de ellos pudo ser verificado
a través del analisis de segregacion familiar (Figura
2). Los restantes haplotipos se encontraron asocia-
dos a uno o pocos individuos y no se verificaron por
segregacion familiar.

En todas las familias se hallaron entre 4 y 7
haplotipos diferentes; algunos eran compartidos por
todas las familias (haplotipos A, D), en tanto que otros
estaban presentes solamente en uno o dos grupos
familiares (haplotipos B, C, E).

La presencia de combinaciones haplotipicas
compartidas entre diferentes grupos familiares indi-
caria la posible presencia de haplotipos ancestrales.
Dado que la raza arabe se caracteriza por un regis-
tro genealdgico cerrado y la presencia de padrillos
fundadores y lineas maternas bien definidas en el
origen de la raza, es probable que estos haplotipos
pertenezcan a haplogrupos mayores. Por tal motivo, la
ancestria podria comprobarse adicionando al analisis y

caracterizacién de los haplotipos algunos marcadores
de genes estructurales, y evaluando las distancias
minimas necesarias entre marcadores para detectar
desequilibrio de ligamiento (DL) y, por lo tanto, definir
y validar los haplotipos segregantes con posible rele-
vancia funcional.

El DL altamente significativo dentro del genoma
equino entre razas, probablemente refleje la reciente
divergencia entre las mismas y el hecho de compartir
fundadores (Wade et al., 2009). Mientras que algunos
haplotipos del ELA son compartidos entre razas, es-
tudios previos describen diferencias entre razas en la
frecuencia de varios haplotipos del ELA, incluyendo
la aparente ausencia de algunos haplotipos en varias
razas. Ademas, se hallaron caracteristicas similares
en los haplotipos de microsatélites definidos particu-
larmente en las razas Thoroughbreds y Standardbreds
(Tseng et al., 2011). Usando un conjunto de micro-
satélites, incluyendo los aqui utilizados, Tseng et al.
(2010) demostraron la presencia de 19 haplotipos en
caballos de las razas Standardbreds y Thoroughbreds,
en una muestra de alrededor de cien caballos de cada
una. Los resultados reportados ponen en evidencia
numerosos haplotipos Unicos, aun en grupos familia-
res reducidos y con tres marcadores ligados dentro
de la region de clase Il. Ademas, observaron que los
haplotipos de microsatélites del MHC se dividen a lo
largo de las lineas raciales. Cabe sefalar que, por
su historia documentada, la raza Thoroughbred se
originé hace aproximadamente 300 afios en Inglate-
rra, a partir de un pequeno grupo que, se cree, era
producto de la cruza entre caballos Arabes y caballos
nativos de Inglaterra (Willett, 1970) y que la raza Ame-
rican Standardbred se origino en los Estados Unidos
hace aproximadamente 150 afios, e incluye caballos
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Figura 2. Pedigree que demuestra la segregacion de los haplotipos conformados por los marcado-
res STR2, COR112 y UMO11 en una linea familiar de caballos de raza Arabe. La representacion
del pedigree se realizé con el programa Genopro®2016 Versién 3.0.0.

Thoroughbred entre sus fundadores. Sin embargo,
estos autores sefialan que ninguno de los haplotipos
descritos en Thoroughbreds y Standardbreds estaba
asociado con los caballos de raza Arabe, aun cuando
se demostré que estos eran portadores de algunos de
los serotipos del ELA detectados en estudios previos
(Crepaldi et al., 1986). En el futuro sera de interés
determinar la distribucién de los haplotipos de los
microsatélites entre razas equinas.

La metodologia de tipificacion mediante el uso
de microsatélites del MHC reportada en este estudio
permite una identificacion rapida de los haplotipos del
MHC equino en la mayoria de los caballos/familias
analizados. Constituye un complemento de utilidad
para una diferenciacion rapida y adecuada de di-
ferentes haplotipos equinos, como alternativa a la
secuenciacion y/o determinacion alelo especifica. La
cantidad de haplotipos identificada permitié expandir
la valoracion de la diversidad del MHC equino y brinda
herramientas adicionales para el analisis de diversidad
genética del MHC de los caballos, haciendo posible
analizar la estructura poblacional, el desequilibrio de li-
gamiento y la asociacion con caracteres de produccion
y en estudios genético-poblacionales relacionados
con la inmunidad.
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y bacterianos seleccionados en la poblacién de cerdos
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Resumen: Los cerdos silvestres (Sus scrofa) descienden de cruzamientos entre cerdos domésticos libe-
rados durante la colonizacion con jabalies salvajes euroasiaticos, liberados con propdsitos cinegéticos.
Son invasivos y su coexistencia con especies domésticas implica riesgos sanitarios. Argentina es consi-
derada libre de fiebre aftosa (FA), peste porcina clasica (PPC) y africana (PPA) y sindrome reproductivo y
respiratorio porcino (PRRS). La enfermedad de Aujeszky (EA) y la leptospirosis son endémicas en ciertas
areas del pais. El objetivo fue evaluar la presencia de ciertas enfermedades zoonéticas y/o de importan-
cia para la produccion animal y la conservacion de la biodiversidad en cerdos silvestres de la Bahia de
Samborombdn. Se capturaron 118 animales. Se tomaron muestras de suero, tonsilas, musculo, intestino
delgado, linfonddulos, entre otras. Se estudié la presencia de anticuerpos contra Brucella spp., coronavirus
respiratorio porcino, virus de la estomatitis vesicular, de la FA, de la gastroenteritis transmisible porcina
(TGEV), de la PPC, PPA, EA, PRRS y Leptospira spp. Se realizaron analisis bacterioloégicos para Myco-
bacterium spp. Los resultados ratificaron la ausencia de las enfermedades exéticas e indicaron que 36 %
de los animales presentd anticuerpos contra Leptospira interrogans serovar pomona 'y 62,5% contra el
virus de la EA. Estos resultados remarcan la importancia del monitoreo de la interfase productiva/silvestre
en funcion de la salud publica, produccién animal y conservacion de la biodiversidad.

Palabras clave: cerdos silvestres, Sus scrofa, Bahia Samborombdn, zoonosis

Abstract: Overlapping between wildlife and domestic species implies the risk of disease transmission.
In Argentina, the wild pig (Sus scrofa) is a widespread invasive species. Sus scrofa wild populations
are descendants from domestic pigs released during colonisation and Eurasian wild boars released for
sport hunting purposes. Argentina is considered free from foot-and-mouth disease (FMD), classical swine
fever (CSF), African swine fever (ASF) and porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS).
Aujeszky disease (AD) and leptospirosis are considered endemic in certain areas of the country. The
aim of this study was to evaluate the presence of some zoonotic and productive diseases in the wild pig
population of Bahia Samborombdn, Argentina. A total of 118 animals were captured. Samples consisted
on serum, tonsils, muscle, small intestine and lymph nodes. Detection of antibodies for Brucella spp,
porcine respiratory coronavirus (PRCV), vesicular stomatitis virus (VSV), foot-and-mouth disease virus
(FMDV), porcine transmissible gastroenteritis virus (TGEV), Leptospira spp, CSF virus, ASF virus, AD
virus and PRRS virus, as well as bacteriological analysis to detect Mycobacterium spp., were performed.
Preliminary results indicate that 36 % and 62.5 % of animals had antibodies against Leptospira interrogans
serovar Pomona, and ADV, respectively. These results highlight the importance of closer monitoring on
the wildlife/livestock interface for public health, animal production and biodiversity conservation.

Keywords: wild boar, Sus scrofa, Bahia Samborombdn, zoonosis
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Introduccién

El jabali europeo y una amplia variedad de mor-
fotipos de cerdos domésticos asilvestrados (Sus scro-
fa) se han naturalizado y se encuentran ampliamente
distribuidos en Argentina (Merino & Carpinetti, 2003).
Algunas de estas poblaciones silvestres son descen-
dientes de cerdos domésticos liberados durante la
colonizacion espanola (Crosby, 1986; Navas 1987),
mientras que otras se originaron a partir de ejem-
plares de jabali euroasiatico puro deliberadamente
introducidos durante la primera década del siglo xx con
propdsitos cinegéticos (Daciuk, 1978; Navas, 1987).
La hibridacion entre poblaciones silvestres y cerdos
domeésticos criados a campo también es comun, re-
sultando en un patron muy confuso de distribucion e
interrelaciones entre las variedades domésticas, sil-
vestres y formas hibridas (Merino & Carpinetti, 2003).

Las poblaciones silvestres de Sus scrofa
pueden actuar como reservorios de enfermedades
infecciosas para los animales domésticos y la fauna
autoctona, como asi también ser fuente potencial de
enfermedades zoondticas (Al Dahouk et al., 2005;
Carpinetti et al.,, 2014; Meng et al., 2009). De esta
manera, las interacciones entre especies pueden
potencialmente resultar en la diseminacién de estos
patégenos (Vengust et al., 2006). Ademas, los cambios
en el ambiente tienden a favorecer el contacto entre
la fauna silvestre, los animales de produccién y el ser
humano, y esto juega un rol fundamental en el papel
cada vez mayor de la vida silvestre en la aparicion
de enfermedades animales y humanas (Jones et al.,
2008).

Entre las enfermedades infecciosas mas fre-
cuentemente citadas en poblaciones de cerdos silves-
tres se encuentran la brucelosis porcina (Al Dahouk
et al., 2005; Ebani et al., 2003; Gresham et al., 2002;
van der Leek ef al., 1993), leptospirosis (Ebani ef al.,
2003; Mason et al., 1998), enfermedad de Aujeszky
-EA- (Corn et al., 2004; Gresham et al., 2002; Lari et
al., 2006; Muller et al., 1998; Zupancic et al., 2002),
peste porcina clasica -PPC- (Kern et al., 1999; Zupan-
cic et al., 2002) y tuberculosis (Naranjo et al., 2008;
Nishi et al., 2006).

Argentina esta internacionalmente reconocida
como pais libre de fiebre aftosa (FA), peste porcina
clasica (PPC), peste porcina africana (PPA) y sindro-
me reproductivo y respiratorio porcino (PRRS). En
general, la vigilancia epidemioldgica llevada a cabo por
los organismos oficiales de control esta concentrada
principalmente en el muestreo de animales domésti-
cos, aportando escasa informacion sobre la presencia
y prevalencia de agentes infecciosos en poblaciones
de animales silvestres.

La Bahia Samborombén es el humedal mixoha-
lino mas extenso de Argentina. Se localiza en la costa

de la provincia de Buenos Aires, en el ultimo tramo
del estuario del Rio de la Plata y se extiende desde
Punta Piedras (35°27’S; 56°45'W) hasta Punta Rasa
(36°22’'S; 56°35'W).

La vegetacion del area es un mosaico con pre-
sencia de bancos de conchillas donde crecen bosques
de tala (Celtis tala) y determinado por factores tales
como la duracion y extensién de las inundaciones de
agua dulce o estuariales y por las caracteristicas del
suelo. Dicha regién es un area protegida' y alberga
una gran biodiversidad de especies nativas, algunas
de ellas en peligro de extincion, como el venado de
las pampas (Ozoteceros bezoarticus celer) (Merino &
Carpinetti 2003), especies introducidas como el ciervo
axis (Axis axis), perros asilvestrados (Canis familiaris)
y cerdos silvestres o cimarrones (Sus scrofa). Ademas,
coexisten en el area asentamientos humanos dedica-
dos a la explotacion ganadera (Carpinetti et al., 2014).

Se ha sugerido que el incremento de la po-
blacién de cerdos silvestres (Sus scrofa) es una de
las causas actuales mas importantes que afectan la
recuperacion del venado de las pampas en la Bahia
(Carpinetti 1998; Merino & Carpinetti 2003). Algunos
estudios preliminares sugieren que, en Samborom-
bon, el incremento de cerdos silvestres podria afectar
la supervivencia del venado a largo plazo (Giménez-
Dixon 1991; Merino & Carpinetti 2003), ya que se ha
sefalado que los cerdos silvestres pueden competir
y/o excluir espacialmente a esta especie amenaza-
da, ademas de no descartarse la predacion sobre
crias (Merino et al., 1993; Carpinetti 1998). También
esta especie afecta otros valores de conservacion
del area y produce un significativo impacto sobre la
biota nativa.

En los ultimos anos, Argentina ha registrado un
fuerte y sostenido crecimiento de la produccién y del
consumo de carne porcina. Con el aumento en la can-
tidad y calidad de los establecimientos de produccion
porcina en el pais, aumentan las exigencias de elevar
sus niveles sanitarios para garantizar productividad y
aspirar a mercados internacionales. En este escenario,
la vigilancia epidemioldgica de las poblaciones silves-
tres de cerdos adquiere especial relevancia.

En este sentido, el objetivo de este estudio fue
determinar la presencia de anticuerpos contra una
serie de patdgenos seleccionados por su importancia
para la salud humana, la producciéon animal y/o la
conservacion de la fauna silvestre, en la poblacion
de cerdos silvestres de la Reserva Natural Bahia
Samborombon.

'Reserva Natural Bahia Samboromboén, Ley 12016/97. Categoria de manejo:
Reserva Natural Integral, Reserva Natural de Objetivo Definido y Refugio
de Vida Silvestre.
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Materiales y métodos

Entre enero de 2013 y abril de 2015, dependien-
do de las condiciones climaticas y de la disponibilidad
técnica y logistica de los guardaparques de la reserva
natural, se capturaron cerdos silvestres utilizando dis-
tintas técnicas en el marco de las tareas rutinarias de
control de esta especie introducida en el area protegida
(Figura 1). Con el de fin de evitar riesgos sanitarios, los
guardaparques fueron instruidos por profesionales del
Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimenta-
ria (SENASA) con respecto a las normas de seguridad
durante la apertura de cadaveres.

La extraccion y el acondicionamiento de
muestras de los cerdos capturados se realizaron
de acuerdo con el protocolo elaborado por perso-
nal técnico del SENASA. Se colectaron muestras
de tonsilas, linfonédulos, higado, rifiones, intestino
delgado, musculos (diafragma y musculo masetero)
y sangre para la obtencién de suero para serologia.
Las muestras fueron remitidas para su analisis al
SENASA, Direccién General de Laboratorio y Control
Técnico (DILAB) ubicado en la localidad de Martinez,
provincia de Buenos Aires.

Para la determinacion de anticuerpos contra
PPC, PPA, EA, virus de la gastroenteritis transmisible
porcina (TGE) y PRRS se utilizaron kits de ELISA
comerciales: IDEXX CSFV Ab Test, Ingezim PPA,
IDEXX PRV/ADV gl Ab Test, Ingezim Corona Diferen-
cial 2.0 e IDEXX PRRS X3 Ab Test, respectivamente.
Para el diagnéstico de FA se evaluo la presencia de
anticuerpos contra el antigeno asociado a la infeccion
(VIA) a través de la técnica de inmunodifusion en gel
de agar (IDGA). Asimismo, se realiz6 la busqueda
de antigeno viral para PPC mediante la técnica de
inmunofluorescencia directa (IFD) a partir de mues-
tras de tonsilas.

En el caso de los patégenos bacterianos, la
deteccion de anticuerpos contra Brucella spp. se rea-
liz6 mediante la técnica de aglutinacién con antigeno
buferado en placa (BPA) y, como técnica confirmatoria,
se utilizé la prueba de seroaglutinacion lenta en tubo
(SAT). En el caso de Leptospira spp. se realizé la
microaglutinacion en tubo (MAT). Para el diagnéstico
de tuberculosis los linfonédulos fueron descontamina-
dos por la técnica de Petroff y sembrados en medios
especificos para micobacterias (Mycobacterium spp.),
Lowestein-Jensen y Stonebrink, durante, al menos,
90 dias y en caso de existir desarrollo bacteriano
compatible con bacilos &cido-alcohol resistentes se
tipificaron mediante métodos moleculares.

Todas las técnicas mencionadas son las re-
comendadas en el “Manual de las Pruebas de Diag-
nostico y de Vacunas para los Animales Terrestres”
de la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE,
2015).

Patégenos en cerdos silvestres

Resultados

En el periodo comprendido entre enero de 2013
y abril de 2015 se capturaron 118 animales y se reali-
zaron un total de 1325 determinaciones (Tabla 1). Las
enfermedades analizadas como FA, PPC, PPA, PRRS y
TGE arrojaron resultados negativos en su totalidad. Con
respecto a Leptospira spp., se detecté un 36 % (30/83) de
serologia positiva para L. interrogans serovar pomona.
La mayoria de los titulos obtenidos fueron bajos (menos
de 1/200). Con respecto a la EA, se registré un 62,5%
(65/104) de animales positivos. Asimismo, se detectaron
dos casos positivos de Brucella spp. mediante la técnica
de tamiz, aunque sdlo uno fue confirmado con la técnica
de SAT sobre un total de 96 animales analizados.

Discusién

Los resultados obtenidos ratifican la ausencia en
la poblacion bajo estudio de enfermedades considera-
das exdticas en la Argentina, como PPC, PPAy PRRS,
encontrandose ellas bajo plan de vigilancia oficial.

El ultimo foco de PPC fue registrado en el afio
1999. Luego de la aplicacion de la Resolucion N°
834/2002 se logré finalmente erradicar la enfermedad
y, en el ano 2005, siguiendo las recomendaciones de
la OIE, la Republica Argentina se autodeclaré “libre de
peste porcina clasica” mediante la Resolucion SAGPYA
N° 343/2005.

Apartir de ese afo, y hasta la actualidad, el SENA-
SAlleva a cabo actividades de vigilancia epidemioldgica
con el objetivo de detectar en forma precoz la reaparicion
de la enfermedad y recolectar informacion para sustentar
o documentar el estatus de pais libre. Estas actividades
se llevan a cabo junto al monitoreo de otras dos enfer-
medades virales, como son el sindrome respiratorio
reproductivo porcino y la peste porcina africana. Estas
enfermedades nunca han sido diagnosticadas en la Re-
publica Argentina, por lo que son consideradas exéticas
por Resoluciéon del SENASA 422/2003.

Las actividades de vigilancia que se llevan a cabo
para PPC, PPA y PRRS se basan en la prevencion
debido al impacto econémico y social que conllevaria
la ocurrencia de un foco.

Con respecto a las enfermedades consideradas
endémicas, el porcentaje de cerdos silvestres con anti-
cuerpos contra la EA podriaindicar el contacto entre los
mismos y los cerdos domésticos, especificamente con
la poblaciéon de cerdos domésticos de traspatio o pe-
quefas producciones al aire libre, siendo éste el estrato
productivo con mayor prevalencia de la enfermedad?.

2 Sobre la base de un muestreo serolégico nacional realizado por el SENASA
en el afio 2010 para determinar la prevalencia de cerdos infectados por el virus
de la EA, en el marco del Programa Nacional de Control y Erradicacion de la
Enfermedad de Aujeszky aprobado por Resolucion ex SAGPyA N° 474/2009.
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Figura 1. Area de muestreo en Bahia Samboromboén,
provincia de Buenos Aires.

En Brasil, en la region del Pantanal se realizé un
estudio que determind una prevalencia del 47,3 % de
positivos a EA (Paes et al., 2013).

Durante 2013-2014 nuestro grupo ha realizado
el primer estudio que analizé el estado sanitario de
cerdos salvajes con respecto a las principales virosis
que afectan a los porcinos. Teniendo en cuenta que
estos animales representan una amenaza para la sa-
lud del hombre y de los animales domésticos, y que
el impacto econémico de las enfermedades que los
afectan es muy importante, deben ser contemplados
dentro de los planes sanitarios llevados a cabo por
las distintas agencias del Estado. En relacion con los
resultados obtenidos para el caso de la EA (casi un
40 % de positivos), los mismos revelan la posible pre-
sencia de cerdos salvajes con enfermedad en estado
de latencia, como asi también una posible circulacion
viral en dicha poblacion de animales, al detectarse
titulos seroldgicos elevados. Estos resultados prove-
nian de muestreos de Bahia Samborombon y de cotos
de caza en Quemu-Quemu (provincia de La Pampa)
y Villa Huidobro (provincia de Cérdoba). De
esta manera, se preveé continuar trabajando y utilizar
los resultados obtenidos para contribuir con la cam-
pana de erradicacion de la enfermedad (Serena et al.,
2015).

Asimismo, la deteccién de anticuerpos contra
Leptospira interrogans serovar pomona indica que
en los ambientes de la Bahia Samborombodn existe

contacto de los cerdos silvestres (Sus scrofa) con la
bacteria, representando un posible riesgo no solo para
otros animales silvestres sino también para la salud
publica, aun cuando el serovar prevalente en Argentina
en cerdos domésticos es Castellonis, seguido por Ic-
terohaemorrhagiae (Petrakovsky et al., 2013 & 2016).
El serovar Pomona esta asociado principalmente al
ganado bovino y en segundo lugar al ganado porcino
(Bharti et al., 2003). En este estudio no fue posible
evaluar seroconversion para determinar si se traté de
una infeccién aguda o crénica, ya que los animales fue-
ron capturados y sacrificados. Este mismo serovar ha
sido encontrado con mayor frecuencia en Sus scrofa
en el area de Berlin, Alemania (Jansen et al., 2007).

Ademas de su distribucion mundial, la leptospi-
rosis es una de las enfermedades con mayor impacto
econdémico a causa de las grandes pérdidas que oca-
siona en la ganaderia en general, como asi también
en la produccion porcina, relacionadas con abortos,
alta mortalidad perinatal, disminucién en el tamano
de camada, entre otros (AAVLD, 1994). El cerdo es el
mejor ejemplo de un animal portador/excretor, ya que
una vez que las leptospiras se localizan en el rifidn,
el animal se transforma en eliminador de bacterias de
por vida, jugando un rol de gran importancia en el ciclo
de la enfermedad, semejante al de varias especies de
roedores. Dado el importante rol de los cerdos como
reservorios en la cadena epidemioldgica de la leptospi-
rosis, los hallazgos presentados en este trabajo ponen
de manifiesto la relevancia de continuar los estudios
de vigilancia de este tipo sobre la poblacion de estos
animales y otros mamiferos silvestres.

Desde el punto de vista de la conservacion de
especies amenazadas de extincion, las medidas des-
tinadas al control de enfermedades, en general, s6lo
se han puesto en practica en el contexto de epidemias
que han causado repentinas e importantes bajas en
la poblacién de especies en riesgo (Hudson et al.,
2002). Sin embargo, los patdégenos que causan altas
tasas de mortalidad no pueden persistir en poblacio-
nes pequefias, por lo que los patdégenos generalistas,
como la leptospira, revisten mucho mas riesgo para
especies como el venado de las pampas que para
los dependientes de él como hospedador especifico.
Es por ello que las evaluaciones del riesgo de la po-
blacion del venado de las pampas deberian tener en
cuenta, no solo el impacto de patdégenos que causan
altas mortalidades, sino el de aquellos causantes de
enfermedades cronicas y persistentes en ambientes
como el de la Bahia Samborombdn, y que podrian
causar una declinacién de la poblacion a través de
sus efectos sobre la fecundidad y la natalidad.

Por otra parte, en el marco del plan de vigilan-
cia para la erradicacion de la EA en el pais, la deteccion
de una mayor cantidad de animales portadores del
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Tabla 1. Enfermedades estudiadas, tipo de muestras y métodos de diagndstico utilizados.

2013 2014 2015 Total
Enfermeda’qy Muestra n Pos (%) n Pos (%) n Pos (%) n Pos %
tipo de analisis
Aislamiento = ieonsdulo 5 - - 28 8 2857 nr nr  nr 33 8 2424
bacteriolégico
Brucella spp:: gero 65 - . 28 2 714 13 - - 106 2 189
BPA
PRCV:ELISA g 1010 43 - N Y -9 - N
de bloqueo
VSV: ELISA Suero 5 - - 6 - - nr nr nr 1 - -
FA: VIA Suero 65 - - 29 - - 9 - - 103 - -
Leptospira
spp.: Aisla- Rifén 52 1 1,92 22 - - nr nr nr 74 1 1,35
miento
Leptospira Suero 50 23 4600 29 7 2414 4 - - 83 30 3614
spp.: MAT
Mycobacterium
spp: Aislamien-  Linfonédulo 40 - - nr nr nr nr nr nr 40 - -
to
PPA-ELISAde g 610 65 - N Y .9 - N
bloqueo
PPC: IFD Intestino 27 - - 37 - - nr nr 64 - ;
delgado
PPC IFD Tonsila 35 - - 45 - - nr nr nr 80 - -
PPC: ELISA
IDEXX Suero 65 - - 29 - - 9 - - 103 - -
PRRS: Elisa g 000 65 - - 29 - -9 - - 103 - -
indirecto
EA: ELISA
IDEXX (ADV Suero 65 40 61,54 29 18 62,07 10 7 70,00 104 65 62,50
gp1)
EA: ELISA Trasudado
IDEXX (ADV 5 1 20,00 8 4 50,00 8 5 62,50 21 10 47,62
muscular
gp1)
EA: PCR Tonsila nr nr nr 29 11 3793 9 - - 38 1" 28,95
TGE: ELISA In-
gezim Corona Suero 65 - - 29 - - 9 - - 103 - -
Diferencial

*Aislamiento de Pseudomonas spp. y Aeromonas spp. nr: no realizado Pos: Positivo.

virus garantizara la eficacia de las medidas propuestas
tendientes a su eliminacion, planificada en una tercera
etapa por SENASA. Durante el afio 2010, y como pri-
mera etapa del plan, se realizé el primer relevamiento
nacional de la EA teniendo como objetivos: estimar la
prevalencia de establecimientos infectados, de cerdas
en edad de reproduccion infectadas y de cerdos de
la categoria crecimiento-terminacion infectados. Los
resultados y los analisis epidemioldgicos evidenciaron
una prevalencia de 19,1 % de predios infectados y 9 %
de cerdas infectadas. En ambos casos se evidencia
una gran diferencia entre estratos poblacionales, sien-
do el mas afectado el estrato con menor cantidad de
madres (SENASA, 2015).

Es evidente la importancia de realizar estudios
continuos de vigilancia sanitaria de poblaciones de

cerdos silvestres para conocer las probabilidades de
ingreso de un agente patégeno a las explotaciones
pecuarias, como asi también para disminuir riesgos
para las especies amenazadas de la fauna silvestre
a las que potencialmente podria afectar.

Los resultados del presente trabajo contribu-
yen a la vigilancia sanitaria de Argentina y brinda
antecedentes de interaccién interinstitucional para su
mantenimiento en el tiempo. La vigilancia en fauna
silvestre es fundamental para el mantenimiento y la
documentacién del status sanitario nacional. El im-
pacto econdmico real o potencial de algunas de las
enfermedades estudiadas en este trabajo puede ser
muy grande y debe ser tenido en cuenta por los entes
oficiales relacionados con la sanidad animal y la salud
publica de nuestro pais.
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En relacion con la poblacion de jabalies o cer-
dos silvestres, el contacto de éstos con explotaciones
de cerdos domésticos, como asi también su utilizacion
para el consumo de su carne, hace que sea relevante
la incorporacion de la misma a los planes nacionales
de control de enfermedades y de esta manera controlar
la aparicion de nuevas enfermedades. Dicha poblacion
es considerada como de riesgo potencial debido a
que esta en contacto directo con otras poblaciones de
especies domésticas y especies silvestres protegidas,
como asi también por ser fuente de alimento de po-
bladores rurales. Ambas caracteristicas la convierten
en una poblacion que puede diseminar patégenos a
otros animales y también a los humanos.

En conclusion, resulta evidente la importancia
de realizar estudios continuos de vigilancia sanitaria
de poblaciones de cerdos silvestres para conocer las
probabilidades de ingreso de un agente patdgeno a
las explotaciones pecuarias, como asi también para
disminuir riesgos para las especies amenazadas de
la fauna silvestre y para la salud publica. Una mejora
y sistematizacion de la vigilancia, logrando interaccion
interdisciplinaria e interinstitucional, permitira una
mayor comprension de los fenédmenos naturales y no
naturales que inciden sobre la ecologia y el potencial
epidémico de estas enfermedades.
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la ensefianza de la histologia y la patologia

Virtual microscopy: a new technological tool for teaching histology and pathology
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Resumen: En el curso de Patologia General de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Univer-
sidad Nacional de la Plata se esta llevando a cabo un proceso de transformacion de la docencia, al
incorporar recursos tecnolégicos de la informacion y la comunicacion con el objetivo de mejorar el
aprendizaje de la patologia por parte de los estudiantes. El presente trabajo proporciona un enfoque
general de la microscopia virtual como un novedoso recurso tecnoldgico complementario, en la
ensefanza de disciplinas en las que se emplea el microscopio.
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genes digitales

Abstract: The General Pathology course from the School of Veterinary Sciences, National University
of La Plata, is carrying out a transforming process of teaching by incorporating technological resources
of information and communication in order to improve pathology learning by students. This report
provides a general approach to virtual microscopy as a novel complementary technological resource
in teaching of disciplines based on the use of the microscope.
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Introduccién

La educacién superior, en la sociedad actual,
requiere de un proceso de flexibilizaciéon con respecto
alos métodos tradicionales de la ensefianza, que inclu-
yen la aplicacion de tecnologias de la informacion y la
comunicacion (TIC) en los procesos de formacion del
estudiante (Salinas, 2010). Sin embargo, su aplicacion
implica cambios en la concepcién del paradigma de la
ensefianza de los profesores, acostumbrados al uso
de herramientas tradicionales. Se requiere, ademas,
de cambios administrativos en relacién con el disefo
y distribucién de las aulas y el equipamiento necesa-
rio para llevar a cabo estas modificaciones. Todo ello
implica cambios en los modelos de ensefianza-apren-
dizaje hacia un modelo mas flexible (Salinas, 2010).

Particularizando en los estudiantes de las asig-
naturas que emplean el microscopio como herramienta
fundamental para la observacion de muestras histolo-
gicas e histopatoldgicas, resulta evidente la necesidad
de buscar nuevos métodos y técnicas al servicio de la
educacion superior, que fortalezcan el proceso educa-
tivo (Figueroa et al., 2015). En este contexto, surge la
posibilidad de incorporar la microscopia virtual (MV)
como una nueva estrategia metodoldgica en cursos
de carreras de la salud (Figueroa et al., 2015). El
aprendizaje de la organizacion celular y la estructura
de tejidos y 6érganos, constituye una competencia fun-
damental en la formacion basica de los estudiantes.
Si bien la habilidad en el uso de la MV estara dirigida
por el profesor, es el estudiante quien debe saber re-
conocer los distintos elementos tisulares, interpretar
su morfologia y disposicion (Pefia Amaro, 2006). Para
ello se precisa un bagaje previo de informacion, que
le permita al estudiante tener la capacidad resolutiva
para una correcta interpretacion de la muestra, tal
como sucede en la microscopia convencional (Pena
Amaro, 2006).

El ojo humano, a pesar de sus imperfecciones,
es la herramienta biolégica ideal para capturar las
imagenes que posteriormente seran almacenadas,
procesadas y analizadas por el sistema nervioso.
Lamentablemente, no existe aun un dispositivo que
permita extraer y compartir lo que cada individuo
observa, de manera directa y en tiempo real. Existe,
en cambio, la posibilidad de registrar fisicamente dife-
rentes eventos, a través de dispositivos analégicos y
digitales que reproducen imagenes. Estos dispositivos
son capaces de capturar procesos que ocurren a ni-
veles inalcanzables para el ojo humano, tanto por su
dimension como por su longitud de onda de emision
(Portiansky, 2013).

La MV es una herramienta que puede ser utili-
zada por todos los cursos que emplean el microscopio
como instrumento de observacion de diversos materia-
les bioldgicos (tejidos y células animales y vegetales)

Microscopia virtual

y de elementos inanimados. En el presente trabajo
describimos las herramientas y los pasos necesarios
para la digitalizacion de muestras histoldgicas e histo-
patoldgicas, para su posterior observacion y analisis
mediante sistemas informaticos.

Descripcion metodologica

Para la digitalizacion de las muestras son ne-
cesarios un microscopio, una camara de video y una
computadora que contiene un programa capaz de
integrar el registro de la camara de video en tiempo
real. En el Laboratorio de Andlisis de Imagenes de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Plata contamos con un microscopio
directo de campo ampliado (Olympus BX53, Japdn),
en el que se reemplazé la platina convencional por otra
de caracter motorizado (Prior Scientific Instruments
H101AFI, EE.UU.), que permite los desplazamientos
de la misma en los ejes X, Yy Z (Fig. 1). De esta
manera, el microscopio permite escanear mues-
tras completas procesadas con diferentes técnicas
histologicas, histoquimicas, inmunohistoquimicas
y de inmunofluorescencia. Sobre este microscopio
trinocular se monta una camara color de video digital
(Olympus DP73, Japon), a través de un adaptador,
que en nuestro caso cuenta con una lente reductora
de 0,5X, lo que permite aumentar el campo de vision
de la muestra, reduciendo el aumento del objetivo a la
mitad. Esta camara se conecta a una computadora que
contiene el programa cellSens Dimension (Olympus
v1.6), que permite capturar las imagenes registradas
por la misma. A su vez, el software controla la platina
motorizada en los tres ejes del microscopio. El uso
de la platina es fundamental para integrar todas las
imagenes que se capturan de la muestra que se esta
observando, mediante un proceso de stitching (anida-
miento digital de imagenes capturadas en secuencia).

Figura 1. Detalle de la platina motorizada. Microscopio
de campo ampliado, directo, en la que se instalaron
una platina motorizada (1) que controla los ejes Xe Y
y un dispositivo para movilizar la platina en el eje Z (2).
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Para el escaneo de las muestras (proceso por el
cual la platina motorizada se desplaza en los ejes X e
Y), se requiere que en cada paso de desplazamiento
(aproximadamente 400 um) se genere un disparo
automatico de la camara de video, lo que permite
capturar la imagen que se encuentre enfocada en el
eje Z. Para ello, el software cuenta con una funcion
apropiada llamada MIA (del inglés, multiple image
alignement). Las imagenes asi escaneadas se super-
ponen en un porcentaje (10 % en nuestro caso) con
la imagen capturada en el paso previo y en la hilera
superior. Para la observacién posterior, es necesario
que el escaneo se realice con la mayor magnificacion
ala que se quiera arribar. De acuerdo con el grado de
resolucion que se desee conseguir, el objetivo utilizado
sera de 20X 0 40X, aunque también se pueden utilizar
magnificaciones mayores.

< o;‘ \‘ X
‘\’ ‘?(J"' S

. S B

La resolucion de cada fotograma que forma
la imagen final depende de las caracteristicas de la
camara que se utilice para la captura. En nuestro
caso, la resolucion de cada imagen individual era de
1600x1200 pixeles, que cubre un area aproximada de
91665 um?2(~0,091 mm?; ~0,2185 um/Px), si se utiliza
un objetivo de 40X, que genera un aumento final de
20X (40X del objetivo multiplicado por 0,5X del adapta-
dor de la camara). De esa manera, para cubrir 10 mm?
de superficie de un tejido, se requeriran aproximada-
mente 110 imagenes encadenadas (Fig. 2).

La imagen obtenida del escaneo de la muestra
puede ser almacenada en formato TIF, lo que permite
que se conserven todas las particularidades de luz y
resolucion establecidas en el momento de la captu-
ra. Esta imagen podra ser observada con cualquier
visualizador, procesador o analizador de imagenes.

Figura 2. Stitching (anidamiento digital de imagenes capturadas en se-
cuencia) de imagenes de la médula espinal de rata. (A) Hemimédula del
segmento C5, escaneada con un aumento final de 20X. (B) La misma ima-
gen (A) segmentada en cada una de los fotogramas individuales utilizados
para componer la imagen final. (C) Ampliacion de laimagen (B) (recuadro
rojo circunscribiendo cuatro columnas y dos filas de imagenes) mostrando
que la unién entre las imagenes individuales se hace imperceptible.
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También puede ser almacenada en el formato VSI,
propio del software utilizado, que tiene la ventaja de
ser interpretado por un visualizador especifico de MV,
llamado OlyVIA (Olympus). Este visualizador puede
ser descargado, de manera gratuita, de la pagina http:/
www.olympus-global.com. Mediante este programa se
puede recorrer toda la muestra, desde el menor (0,5X)
hasta el mayor aumento posible (aquel del objetivo del
microscopio al que haya sido escaneada la muestra).
De esta manera, se podra integrar toda la muestra y
el estudiante podra recorrer toda la imagen, tal cual lo
hubiese hecho con el microscopio (Fig. 3).

Discusion y conclusiones

Un microscopio virtual puede definirse como
el desarrollo de nuevas capacidades digitales que
permiten la visiéon y navegacion on line a través de
muestras digitalizadas a alta resolucién (Mikula et
al., 2007). El objetivo principal de la MV es crear la
llamada “preparacion virtual” o “digitalizacion de la
imagen”, guardando toda la informacion relevante
que contiene cada muestra, pero con mayores ven-
tajas que las que brinda el microscopio convencional
(Garcia Rojo et al., 2001).

o -
& Galey

Microscopia virtual

La MV presenta muchas ventajas en relacion a
la microscopia convencional, entre ellas:

1) Solo se requiere un microscopio para esca-
near la muestra. Una vez digitalizada, la imagen puede
ser enviada a todo el mundo a través de internet o por
medios electrénicos de almacenamiento y observadas
en cualquier computadora.

2) Los estudiantes pueden observar la imagen
de manera simultanea y en el horario que prefieran.

3) La muestra no necesita ser trasladada desde
su lugar de procesamiento para su observacion evi-
tando, de esa manera, su extravio o ruptura.

4) La imagen digital permite sefialar diferentes
estructuras y guardarlas en el mismo archivo.

5) Permite realizar estudios morfométricos sin
la necesidad de contar con una regla micrométrica, ya
que al escanearse se almacena su calibracion espacial
junto con la imagen.

6) Las imagenes digitales se mantienen esta-
bles alo largo del tiempo, en tanto los cortes montados
en portaobjetos pueden decolorarse.

7) La imagen digital solo ocupa un pequefo
espacio dentro de un soporte informatico, mientras

Figura 3. Visualizador de imagenes encadenadas. El programa OlyVIA permite observar distintos aumentos de
la imagen escaneada. La pantalla principal del programa se divide en tres sectores. El primero (1) muestra la
imagen del tejido en sus distintos aumentos. El sector (2) muestra todo el tejido escaneado y circunscribe en
rojo la parte del tejido que se muestra en (1). En el sector (3) se pueden ingresar comentarios acerca de los
objetos que se observan en la muestra y se los identifica mediante banderas, las que también se observan en
la imagen del sector (2). Esto permite que todos los estudiantes identifiquen los mismos objetos y reconozcan
sus caracteristicas. En esta figura, se observa un corte de higado, sufriendo un proceso de degeneracion
grasa. Los aumentos que se observan son A: 2X, B: 4X, C:10X y D: 20X.
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que los cortes montados en portaobjetos ocupan un
espacio fisico considerable.

A raiz de la relevancia que genera este tipo
de método, se han desarrollado nuevos hardware y
software especificos para tal fin (McCullough et al.,
2004). Esta herramienta se utiliza desde hace un afio
en el curso de Patologia General de nuestra carrera.
De acuerdo con la encuesta realizada oportunamente
(Migliorisi et al., 2016; Santelices Iglesias et al., 2016),
la implementacion de la MV tuvo un alto grado de
satisfaccion entre los estudiantes del curso.

Se trata, entonces, de una herramienta rele-
vante y prometedora que tiene una gran utilidad, no
so6lo docente, sino también en la investigacion y en el
diagndstico.

Conflicto de intereses

Los autores declaran que no existe conflicto
de intereses, relaciones financieras, personales o de
otro tipo con personas u organizaciones que pudieran
afectar al presente trabajo.

Bibliografia

Garcia Rojo M, Ferreres LA. Telepatologia dinamica. En:
Ferreres LA, Rojo MG, 2001. Manual de telepatologia.
Pamplona; Sociedad Espafiola de Anatomia Patologica,
pp. 103-46.

Figueroa C, Diaz E, Bosco C, Rojas R, Grabe N, Gutié-
rrez S, Lépez J, Garcia A, Hartel S. 2015. Microscopia
virtual: tecnologia al servicio de la ensefianza de la His-
tologia/Embriologia en cursos de ciencias de la salud.
http://documentos.redclara.net/handle/10786/979 accedido
el 1/3/2016.

McCullough B, Ying X, Monticello T, Bonnefoi M. 2004. Digi-
tal microscopy imaging and new approaches in toxicologic
pathology. Toxicologic pathology. 32(2):49-58.

Migliorisi AL, Santelices Iglesias OA, Wright C, Grandinetti
JAB, Paulovich FB, Saturno PD, Nishida F, Granero Aglero
JM, Fontana C, Scenna GS, Sisti MS, Camifia AE, Portians-
ky EL. Implementacion de un microscopio virtual para la
ensefianza en el curso de Patologia General Veterinaria.
Primeras Jornadas sobre las Practicas Docentes en la Uni-
versidad Publica. Direccidon de Capacitacion y Docencia y
la Especializaciéon en Docencia Universitaria. Secretaria de
Asuntos Académicos de la UNLP. Abril de 2016.

Mikula S, Trotts |, Stone JM, Jones EG. 2007. Internet-
enabled high-resolution brain mapping and virtual micros-
copy. Neuroimage. 35(1):9-15.

Pefia Amaro J. Competencias y habilidades en histologia
médica: el potencial formativo de la observaciéon micros-
copica. Res Novae Cordubenses IV. Estudios de calidad e
Innovacion de la Universidad de Coérdoba. 2007; 4:31-46.

Portiansky EL. Analisis multidimensional de imagenes digita-
les. 2013. 1a ed. La Plata. Universidad Nacional de La Plata.

Salinas J. 2010. ;,Qué aportan las tecnologias de la informa-
cién y la comunicacion a las universidades convencionales?

Algunas consideraciones y reflexiones. Revista Educacion
y Pedagogia. 14(33):89-105.

Santelices Iglesias OA, Wright C, Grandinetti JAB, Migliorisi
AL, Paulovich FB, Saturno PD, Nishida F, Granero Agliero
JM, Fontana C, Scenna GS, Sisti MS, Camifia AE, Por-
tiansky EL. Microscopia virtual como recurso didactico en
actividades presenciales. Primera Jornada de Tecnologias
de la Informacion y la Comunicacion (TIC). Facultad de
Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata.
Marzo de 2016.

32 ANaLECTA VET 2017; 37 (1): 28 - 32

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590



Trabajos de revision OPEN aACCESs

Evaluacién del descarte en cerdas: causas, registros
reproductivos e inspeccidon en planta de faena

Evaluation of sow removal: culling reasons, reproductive
data and slaughterhouse inspection

Barrales HS" 2%, Cappuccio JA%, Machuca MA* Williams SE.

'Becario Universidad Nacional de La Plata (UNLP); 2Catedra de Clinica de Grandes Animales;
SLaboratorio de Reproduccion Animal; “Laboratorio de Patologia Especial Veterinaria.
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata.

*Correo electrénico del autor: hbarrales@fcv.unlp.edu.ar

Resumen: La evaluacion de los registros reproductivos y de las causas de descarte en reproductoras
porcinas es una herramienta imprescindible para aplicar estrategias de descarte eficaces y lograr
una mayor eficiencia productiva. Esto se debe al impacto econémico y productivo que representan
la compra y preparacién de nuevas reproductoras. Las limitaciones que presenta el examen clinico
reproductivo en la hembra porcina hace necesaria la aplicacion de herramientas que permitan dar un
enfoque mas objetivo a las politicas y decisiones de descarte reproductivo. Entre las herramientas que
se pueden considerar se incluyen: el analisis de registros reproductivos individuales y poblacionales,
la evaluacion de longevidad en reproductoras y la inspeccion del aparato genital en planta de faena.
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records, sow longevity and inspection of the genital tracts at the slaughterhouse in order to give more
objective approach regarding the breeder removal policies and decisions.
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Introduccién

La evaluacion de los registros reproductivos y
de las causas de descarte en reproductoras porcinas
es una herramienta imprescindible para aplicar estra-
tegias de descarte eficaces y lograr una mayor eficien-
cia productiva. Esto se debe al impacto econémico y
productivo que representan la compra y preparacion
de nuevas reproductoras (D Allaire et al., 1987, 1992,
2006; Engblom et al., 2008; Knauer et al., 2007; Sasaki
et al., 2010; Vargas et al., 2009).

Para una completa evaluacion del descarte en
granjas porcinas deben considerarse cuatro aparta-
dos:

|. Tasa de descarte anual y tasa de reposicion
anual

II. Causas de descarte
I1l. Registros reproductivos
IV. Inspeccion del aparato genital en frigorifico

El analisis de las tasas y de las causas de
descarte nos permite conocer no sélo el modo en
que se realiza el descarte dentro del establecimiento
sino también poder identificar las causas de descarte
que generan mayor impacto. Asimismo, el analisis
de registros permite evaluar si el descarte de repro-
ductoras se esta realizando de manera correcta vy,
ademas, medir el impacto econdémico y productivo
que estos representan. Por ultimo, la evaluacion del
aparato genital (AG) en frigorifico nos permite evaluar
si existe asociacion entre lesiones del AG y la decision
de descarte (Koketsu et al., 1997a; Rodriguez-Zas et
al., 2003; Sasaki et al., 2010). El objetivo del presen-
te trabajo fue realizar una revision de las principales
causas de descarte en productores porcinos, de los
factores asociados y de las herramientas disponibles
para su analisis.

I. Tasa de descarte y reposiciéon anual

Se entiende por tasa de descarte anual (TDA)
al porcentaje de hembras descartadas por un esta-
blecimiento a lo largo de un afio. Los valores de TDA
presentados por diferentes autores oscilan entre un 15
yun 85% (D Allaire et al.,1987, 1992, 2006; Engblom
et al., 2008; Knauer et al., 2007; Sasaki et al., 2010;
Vargas et al., 2009).

La tasa de reposicién anual (TRA) indica la
cantidad de cerdas a reponer a lo largo de un afo.
En Argentina, esta tasa oscila histéricamente entre
el 25% y el 35%, observandose en los ultimos afos
incrementos que alcanzan valores del 40% al 50 %.
En granjas comerciales el objetivo es alcanzar una
TRA que oscile entre el 39% y el 40%, en la que la
reposicion por descarte represente el 350 el 36% y

la debida a la muerte de reproductoras un 3% a un
5% (Dial et al., 1992; D"Allaire et al., 1999; Muirhead,
1976; PIC Latinoamérica, 2015).

Ambas tasas pueden ser calculadas sobre el
total de cerdas productivas del establecimiento o bien
sobre el inventario promedio de reproductoras (IPR).
El IPR es la cantidad de hembras que son servidas en
el establecimiento a lo largo del periodo que se desea
evaluar (generalmente mensual o anual). Es importante
incluir dentro del IPR a las cerdas nuliparas descarta-
das, para no generar un sesgo en los resultados. La
comparacion de la TDA y la TRA entre los diferentes
establecimientos suele ser dificil de evaluar debido a
que existen diferencias en las instalaciones, en el ma-
nejo y en la calidad de operarios, entre otros factores
(D"Allaire et al., 1987, 1992, 2006; Knauer et al., 2007).

Se sugiere que la TDA y la TRA deben estar
equilibradas entre si y con valores que oscilen entre
un 35% y un 40%. De esta manera se logra man-
tener constante el inventario de reproductoras para
conseguir la estabilidad reproductiva e inmunoldgica
del plantel, con mayor probabilidad de maximizar la
productividad de la granja. Las consecuencias del
desequilibro entre las tasas se presentan en la tabla
1. Hay dos condiciones en las que la falta de equilibrio
es aceptada, en granjas que estan en periodo de ex-
pansion y en aquellas que se encuentran reduciendo
la cantidad de cerdas productivas (D Allaire et al.,
1992, 2006; Koketsu et al., 1997a; Sasaki et al., 2010).

Il. Causas de descarte

Las causas de descarte en hembras porcinas
pueden agruparse en categorias; esto facilita su estu-
dio y permite realizar comparaciones entre diferentes
establecimientos. El conocimiento de dichas causas
es util para determinar la ocurrencia de cada una y
detectar problemas (D Allaire et al., 1987, 1999; Sa-
saki et al., 2010).

Estas causas suelen dividirse en descartes re-
productivos (DR) y descartes no reproductivos (DNR).
Los DR representan del 3% al 42 % de los descartes.
Incluyen problemas de fertilidad (retorno al celo re-
gular o irregular, control de prefiez negativo), falta de
celo, abortos y descarga vulvar. Dentro de los DNR se
incluyen: edad avanzada, sobrepeso, trastornos del
aparato locomotor, alteraciones de la glandula mama-
ria y baja productividad (poca cantidad de lechones
nacidos vivos y destetados). Estos representan entre
el 58% y el 97 % de los descartes (D Allaire et al.,
1987; Engblom et al., 2007; Heinonen et al., 1998;
Koketsu et al., 1997a; Tummaruk et al., 2009; Sasaki
et al., 2010; Vestergaard et al., 2006).

El descarte puede realizarse en forma pro-
gramada y no programada. Las causas de descarte
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Tabla 1. Consecuencias sobre la productividad de la relacion tasa de descarte anual/tasa de reposicion anual

(TDA/TRA).
TDA TRA Efecto sobre el plantel Consecuencias
Disminucion de la cantidad de lechones destetados/hembra/afio
Incremento del riesgo de ingreso de agentes infecciosos
Alta Alta Exceso de cerdas jovenes  |nestabilidad inmunoldgica del plantel reproductor y posibles fallas en
la inmunidad pasiva (“calostrado”)
Aumento de los costos de produccion
Disminucién de la cantidad Reduccion de la cantidad de madres del establecimiento
Alla Normal de cerdas Eficiencia del plantel variable, segun la politica de descarte
Baja Baja Exceso de cerdas con mas Disminucién de la productividad individual a partir del quinto parto
de 6 partos Disminucién de la productividad global de la granja
Aumento del nimero de madres del establecimiento
Eficiencia del plantel variable, segun la planificacion de la reposicion
Normal Alta Aumento de la cantidad de para el crecimiento de la granja

cerdas

Inestabilidad inmunolégica del plantel reproductor y posibles fallas en
la inmunidad pasiva (“calostrado”)

programado son: baja productividad, edad avanzada
y sobrepeso. Los descartes programados son planifi-
cados por el productor, permiten organizar la reposi-
cién y, en consecuencia, no se produce un aumento
significativo de los dias no productivos (DNP). Los
descartes no programados incluyen trastornos loco-
motores y fallas reproductivas. Estos descartes son
los de mayor impacto econdmico y productivo, dado
que en algunos casos no se cuenta con suficientes
hembras de reemplazo, lo que lleva a retener hembras
en las que estaria indicado el descarte. Esta situacion,
representa un mayor riesgo de fracaso reproductivo,
menor productividad y aumento de los DNP (D Allaire
et al., 1999).

Il.a. Descarte reproductivo
Problemas de fertilidad

Los problemas de fertilidad estan dentro de las
causas mas comunes de DR y se caracterizan por
un fallo en la concepcion o en el mantenimiento de
la prefiez. Ante la presentacion de un problema, el
desafio para el productor o asesor esta en lograr de-
tectar las causas que generaron dicha falla. El primer
paso es tener en cuenta la cantidad de partos de las
cerdas afectadas, el ambiente, la nutricion y el ma-
nejo reproductivo. Luego debe aplicarse el siguiente
enfoque sistematico: 1. Determinar si los retornos al
celo son regulares o irregulares. 2. Determinar si la
falla esté relacionada con una causa infecciosa o no
infecciosa. 3. Establecer si la causa esta relacionada
con la hembra, el macho o el error humano. 4. Evaluar
minuciosamente la rutina de servicio. De este modo
podremos clasificar de manera correcta dichas fallas y
aplicar las medidas apropiadas (Kirkwood et al., 2012;
Koketsu et al., 1997a).

La aparicién de un retorno al celo regular o
irregular depende del momento en que se produce
la muerte embrionaria en relacion al reconocimiento
materno de la prefiez (RM). Dicho reconocimiento
esta mediado por la producciéon de estrégenos fe-
tales, la que comienza el dia 12 de gestacién y se
completa hacia el dia 18 (Almond ef al., 2006; First
& Staigmiller 1973; Kirkwood et al., 2012; Rutter &
Russo, 2002). Si no hubo concepcidn o si se produce
una muerte embrionaria que deja viables menos de
cuatro embriones antes del RM la cerda retornara
al celo a los 2143 dias, lo que se denomina retorno
regular. Cuando los embriones mueren luego del RM,
los cuerpos luteos se mantendran activos por mas
tiempo, dando como resultado un retorno a intervalo
irregular, observandose conducta de celo entre los
25y 39 dias postservicio (Rutter & Russo, 2002). El
conocimiento de este concepto es util en el momento
de evaluar las causas de retorno, ya que los retornos
regulares generalmente estan asociados con causas
no infecciosas, tales como: fallas en los padrillos,
semen, técnica y momento de inseminacién, clima
e instalaciones, estrés durante el primer tercio de la
gestacioén, quemaduras por sol en sistemas a campo,
intoxicacion con zearalenona, entre otros. Por otra
parte, los retornos irregulares generalmente estan
asociados con causas infecciosas (Almond et al.,
2006), siendo las mas comunes en Argentina la par-
vovirosis, la enfermedad de Aujeszky, la brucelosis
y la leptospirosis.

Falta de celo

La falta de celo es una de las causas de elimi-
nacién mas comunes en cerdas de menos de 2 partos.
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El principal signo asociado es el anestro, es decir, la
falta de manifestacion externa de celo. El mismo puede
ser fisiologico (durante la gestacion y la lactancia) o
patolégico (Safranski & Cox 2007; Soede et al., 2011).
A partir de estudios ultrasonograficos y de inspeccion
del aparato genital en frigorifico, se pudo determinar
que el anestro patoldgico se encuentra relacionado,
en la mayoria de los casos, con la inactividad de los
ovarios (Almond et al., 2007; Knauer et al., 2007;
Rodriguez et al., 2008).

La falta de celo se manifiesta productivamente
con un retraso o falta de pubertad en cerdas nuliparas
y un aumento del intervalo destete-celo o falta del
celo posdestete en cerdas primiparas y pluriparas
(Almond et al., 2007; Koketsu et al., 1997a). Hay
estudios que indican que las cerdas con intervalo
destete-celo de mas de 30 dias presentan un riesgo
mayor de descarte que las cerdas con un intervalo
menor a 4 dias. Es de gran importancia realizar un
examen clinico-reproductivo individual y poblacional
con el fin de determinar si la falta de celo se debe
a un anestro real o a problemas en la deteccion del
mismo por parte de los operarios (Serenius & Stalder
2006). En relacion con la edad, el riesgo de descar-
te por anestro es mayor para las cerdas nuliparas
que para las cerdas adultas (D Allaire et al., 1987;
Tummaruk et al., 2006). Son varios los factores que
influyen en la presentacion de anestro en la cerda.
Dentro de los mas frecuentes pueden enumerarse: la
época del afo, la presencia de quistes ovaricos, un
bajo nivel de consumo de alimento en la lactancia,
la duracién de la misma, una baja condicion corporal
y el estado sanitario (Koketsu et al., 1997a, 1997b;
Vargas et al., 2009).

Aborto

El aborto representa un bajo porcentaje de
los DR, del 1% a 4% (D Allaire et al., 1987, 2006).
Es necesario realizar un correcto diagnostico de la
causa de aborto para tomar la decision de descar-
te. Las causas de aborto pueden ser infecciosas o
no infecciosas; dentro de las ultimas se incluyen:
trauma, afecciones del aparato locomotor, téxicos,
variaciones climaticas y estrés. El diagndstico de
las mismas se basa en la anamnesis, la historia
reproductiva y los signos clinicos (Tubbs, 2007).

Como causas de aborto infeccioso en la
especie porcina se incluyen agentes bacterianos
y virales; dentro de los primeros, Brucella suis, di-
ferentes serovariedades de Leptospira interrogans
y Erysipelothrix rhusiopathiae son los involucrados
con mayor frecuencia. Los agentes virales mas
frecuentes son: virus del sindrome respiratorio y re-
productivo porcino, virus de la peste porcina clasica

(exdticos en Argentina), virus de la Enfermedad de
Aujeszky, parvovirus porcino, circovirus porcino tipo
2 y virus de influenza porcina (SENASA, 2013, 2016;
Straw et al., 2006; Torremorrell, 2007).

Descarga vulvar

En la cerda, las descargas vulvares (DV)
pueden ser normales o anormales. Dentro de las
DV normales encontramos la observada durante el
celo, que es una secrecidén escasa, serosa, trans-
parente y filante y las descargas puerperales que
son sanguinolentas (de Winter ef al., 1995). Las
DV anormales son generalmente mas abundantes
y pueden ser serosas, purulentas, hemorragicas o
combinaciones de ellas.

Las descargas purulentas son el principal
signo clinico de endometritis y se presentan con
mayor frecuencia durante el posparto o en el pe-
riodo postservicio. Esto se debe a que el utero, en
estos periodos, se encuentra bajo la influencia de
la progesterona (P,) que induce inmunosupresion
en el endometrio, lo que predispone a infecciones
(Almond et al., 2006).

Durante los primeros dias posparto los niveles
de P, se mantienen elevados y permiten la prolifera-
cién de los microorganismos presentes en el tracto
genitourinario y/o predisponen a infecciones de ori-
gen ambiental. Es por esto que una higiene deficiente
de las salas de maternidad aumenta el riesgo de
presentacién de endometritis y DV en este periodo
(Almond et al., 2007; Carabin et al., 1995; Dalin et
al., 2004; Fangman & Carlson Shannon, 2007). La
endometritis postservicio esta relacionada con la
higiene de la vulva, del prepucio de los padrillos y de
los elementos de inseminacion artificial. El momento
en que se realiza la inseminacién artificial puede
influir en la presentacién de infecciones uterinas.
Las cerdas que son inseminadas hacia el final del
estro tienen mayor riesgo de presentar endometritis;
esto se relaciona con una disminucién de las con-
centraciones plasmaticas de estradiol (E,) y con un
aumento de P, luego de la ovulacion. Resumiendo,
una higiene deficiente en el momento del servicio
y/o una inseminacion tardia incrementan el riesgo
de presentacion de endometritis y DV (Almond et al.,
2006; Carabin et al., 1996; de Winter et al., 1995).

De todos modos, para que una reproductora
sea descartada por este motivo debe presentar algu-
na falla reproductiva, siendo la repeticion insidiosa de
celo el principal signo clinico asociado. Si se presenta
un exceso de descarte por esta causa se deben eva-
luar las condiciones de higiene y desinfeccion en el
momento de la inseminacion artificial y de asistencia
durante el parto (Carabin ef al., 1995; Fangman &
Carlson Shannon, 2007; Tummaruk et al., 2009).
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Baja productividad

Las cerdas son incluidas dentro de esta cate-
goria cuando su nivel de produccion se encuentra por
debajo de lo esperado en relacion con la edad de la
misma. Dentro de las razones de descarte se incluyen:
tamafio de camada reducido, baja cantidad de lecho-
nes destetados y bajo peso (al nacer o al destete).
La baja productividad (BP) representa entre el 4% y
21% de los descartes. Esta variacion depende de los
objetivos productivos de cada establecimiento y de
otros factores (D Allaire et al., 1987, 2006).

La BP puede estar asociada a varios factores,
tales como la edad, la alimentacion de las cerdas,
la genética, el manejo del semen, los servicios y los
protocolos de IA, entre otros (Soede et al., 1995). Las
deficiencias alimentarias, especialmente durante la
lactancia y el periodo posdestete, son los problemas
observados con mayor frecuencia (Hoving ef al.,
2010; Knox et al., 2002; Tsakmakidis et al., 2010). Du-
rante estos periodos, un balance energético negativo
produce una disminucion de la actividad folicular, de
la tasa de ovulacion, de la viabilidad embrionaria vy,
en consecuencia, del tamano de la camada (Hoving
et al., 2010). Es necesario tener en cuenta el papel
de los machos dentro de las causas de BP, ya que
la calidad seminal podria estar relacionada con la
viabilidad embrionaria (Knox et al., 2002; Tsakmakidis
et al., 2010).

II.b. Descarte no reproductivo
Edad avanzada

La edad avanzada representa entre el 3% y
33 % del total de los descartes. En algunos casos, la
edad avanzada esté relacionada con una disminucion
de la productividad (la cual es esperable a partir de
séptimo u octavo parto) o con sobrepeso que dificulta
el manejo y la contencion de las hembras, sobre todo
en sistemas de gestacién y lactancia en jaula individual
(D"Allaire et al., 1987, 2006).

Trastornos del aparato locomotor

Los trastornos del aparato locomotor (TAL)
son, junto con las fallas reproductivas, las causas de
descarte prematuro mas frecuentes en produccion
porcina (Engblom et al., 2007; Serenius & Stalder,
2006). El impacto econémico que estos representan
se atribuye a que las cerdas con TAL generalmente
son descartadas antes de su cuarto parto, no pudiendo
alcanzar su pico productivo. Estos descartes prema-
turos se traducen en una menor cantidad de camadas
por cerda por afio y menor cantidad de lechones des-
tetados por hembra por afio, aumentando los costos
por lechén destetado (Anil et al., 2005; D Allaire et al.,
1987; Dewey et al., 1993).

Evaluacion del descarte en cerdas

Los factores que predisponen a la aparicion de
TAL son: la genética, las condiciones de alojamiento,
el bajo consumo de alimento y/o deficiencias nutricio-
nales, la falta de ejercicio y los pisos no enrejillados
y/o demasiado duros (Anil et al., 2005; D"Allaire et al.,
1987; Oliviero et al., 2010). Algunos autores indican
que las cerdas alojadas en gestaciones grupales pre-
sentan mayor riesgo de desarrollar lesiones de origen
traumatico, artritis y, en consecuencia, cojera, pero un
menor riesgo de presentar lesiones en las pezufias,
tales como lesiones de la linea blanca o fracturas de
muralla (Calderén Diaz et al., 2014; Heinonen et al.,
1998; Schenck et al., 2008).

El signo clinico asociado a los TAL es la
claudicacion o la imposibilidad para desplazarse y
mantenerse en pie. Es importante determinar el tipo
de afeccidn presente y su causa para lograr disminuir
la cantidad de cerdas descartadas por este motivo.
Las afecciones del aparato locomotor mas comunes
son: ruptura o reblandecimiento de pezufas, lesiones
traumaticas, osteocondrosis, fracturas, osteomalacia
y artritis infecciosas o de origen mecanico (Dewey
et al., 1993). En relacion con los factores genéticos,
se ha descripto que las cerdas hiperprolificas son
mas susceptibles a presentar osteomalacia, debido
a que muchas veces no logran reponer las pérdidas
de minerales que ocurren durante la lactancia (Anil
et al., 2005).

Alteraciones de la glandula mamaria

Las alteraciones de la glandula mamaria (AGM)
representan entre el 1% y el 36% de los descartes.
Este amplio rango puede deberse a diferencias en
los sistemas de produccion, principalmente entre
gestaciones individuales y grupales. En estos ultimos
se registran mayor cantidad de AGM, especialmente
procesos inflamatorios, tales como las mastitis y los
abscesos mamarios (Heinonen et al., 1998; Kirkwood
etal., 2012). Las AGM pueden dividirse en dos grupos:
alteracion de la produccion lactea y procesos infla-
matorios. Ambos suelen estar asociados al sindrome
de agalaxia o hipogalaxia posparto. Los procesos
inflamatorios, que incluyen cuadros de mastitis clinica
y subclinica, son de etiologia multifactorial y estan
influenciados por diversos factores predisponentes
(Klopfenstein et al., 2006).

En cerdas con mastitis clinica se observa tem-
peratura rectal mayor a 40 °C, anorexia, constipacion,
tumefaccion, enrojecimiento y dolor a la palpacion de
las mamas, presencia de secrecion purulenta a través
de los pezones y, en casos cronicos, endurecimiento
de las mamas con pérdida del tejido glandular. En
las camadas de cerdas con AGM se observa una
disminucién del aumento diario de peso y aumento
de la mortalidad de lechones asociada a la inanicién e
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infecciones sistémicas (Fangman & Carlson Shannon,
2007; Klopfenstein et al., 2006).

lll. Registros reproductivos

Como se expreso anteriormente, un exhaustivo
analisis de registros relacionados con el descarte y re-
posicion nos permite: supervisar como se realizan los
mismos, aumentar la longevidad de las reproductoras,
disminuir el descarte de cerdas jévenes, aumentar la
productividad/cerda/afio, disminuir los DNP y reducir
los costos relacionados con el descarte y la reposicion
(Koketsu, 2005; Rodriguez-Zas et al., 2003).

En un establecimiento, la longevidad de las
cerdas se encuentra intimamente relacionada con
la cantidad de lechones producidos durante su vida
productiva y con los costos y los riesgos de la intro-
ducciéon de nuevas reproductoras al establecimiento
(Deen, 2003a; Serenius & Stalder, 2006). En produc-
cion porcina se considera que no es econdmicamente
beneficioso descartar una elevada cantidad de cerdas
antes de su cuarto parto. Esto se relaciona con un
aumento en los costos de reposicion debido a la me-
nor cantidad de lechones producidos y al descenso
del porcentaje de paricion asociados a una elevada
cantidad de cerdas jévenes (D Allaire et al., 2006).

Los principales registros a evaluar para mejorar
las politicas de descarte y reposicion son los siguientes
(Deen, 2003b):

1. La distribucion de partos en el plantel repro-
ductor

2. Los dias no productivos (DNP)

3. Eltiempo de permanencia en la granja o edad
al descarte (herdlife)

lll.a. Distribucion de partos en el plantel
reproductor

La distribucion de partos en el plantel reproduc-
tor es el primer dato que debe analizarse, dado que
permite evaluar rapidamente las politicas de descarte
y reposicion y el posible impacto de dichas practicas.
Es un tema complejo y variable, ya que la distribucién
dentro de cada granja se relaciona con la tasa de con-
cepcion, edad de las cerdas al descarte, tamafio de
camada y consumo de alimento, entre otros factores.
Esto hace que la distribucion éptima pueda variar de
un establecimiento a otro (Dhuyvetter, 2000; D Allaire
et al., 2006).

Las recomendaciones para una distribucion
Optima son variables y las propuestas por algunos au-
tores se muestran en la Figura 1. D"Allaire et al (2006)
consideran que, para obtener una madurez 6ptima del
plantel reproductor, es necesario que el 90% de las
cerdas nuliparas servidas alcancen el primer parto

y el 90% de las cerdas de primer parto alcancen el
segundo. Spoérke (2009) sostiene que la distribucion
Optima se logra cuando mas del 52 % de los partos de
la granja son de cerdas de entre 3 y 6 partos.

En lo que coinciden la mayoria de los auto-
res es que, para lograr un plantel equilibrado, la
distribucién de partos debe tener forma de piramide
escalonada descendente hacia la derecha, como
puede observarse en la figura 1, con una reducciéon
porcentual entre parto y parto de 10% a 15%. Esta
distribucién “modelo” debera adaptarse a los costos
y disponibilidad de reposicién, la habilidad de los
operarios y la situacion de mercado para obtener
el mayor beneficio econdmico posible (Dhuyvetter,
2000; D’Allaire et al., 2006; Morrison et al., 2002;
Muirhead & Alexander, 2001).

lll.b. Dias no productivos

El analisis de los DNP de una cerda es un paso
indispensable para tomar la decision de descarte, ya
que refleja el costo econémico y el productivo de la
misma. Se define como DNP a los dias en los que la
cerda se encuentra vacia y no esta en lactancia. Para
maximizar los resultados del analisis, los DNP pueden
ser divididos en categorias basadas en los diferentes
periodos de la vida productiva de una cerda, como
se muestra en la tabla 2. La identificacién de cada
una de estas categorias permite obtener informacion
mas precisa de cada cerda y tomar una decision de
descarte justificada, sobre la base de sus resultados
productivos y econdmicos (Koketsu, 2005).

Las hembras descartadas por fallas reproducti-
vas presentan una mayor cantidad de DNP relaciona-
dos al descarte, especialmente las cerdas de menos
de tres partos, contrariamente a lo que ocurre con los
descartes programados (Anil et al., 2005; Engblom et
al., 2007). La falla mas comun en el analisis de este
registro es no contabilizar los DNP relacionados con el
descarte de cerdas nuliparas (Deen, 2003b; D"Allaire
et al., 2006).

lll.c. Tiempo de permanencia en la granja o
edad al descarte (herdlife)

El indice de longevidad o herdlife (HL) indica
el tiempo de permanencia de las cerdas en la granja.
Puede expresarse de dos maneras: la cantidad de
partos al momento del descarte o la cantidad de dias
transcurridos desde la entrada de una cerda hasta
su descarte. El HL permite relacionar las causas de
descarte con la edad de las reproductoras, dato de
gran importancia para lograr una mejor eficiencia de
descarte (Engblom et al., 2007). No es conveniente
analizar solamente el valor promedio de HL, dado
que el mismo puede estar influenciado por valores
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35

Cantidad de partos
B Parsons et al. 1990* 30 23 19 14 10 5 2
Muirhead y Alexander 1997 17 15 14 13 12 11 10 8
= Morrison et al. 2002 19,1 16.5 16,9 14,1 10,2 8,2 5.1 9.8

Figura 1. Recomendaciones de distribucion 6ptima de partos segun diferentes au-
tores (valores expresados en porcentaje). *Adaptado de D"Allaire et al.2006.

extremos. Cuando se trabaja con datos de paridad,
deberia confeccionarse un grafico similar al utilizado
para el andlisis de la distribucion de partos. Como
se observa en la figura 2, la distribucién de partos al
descarte debe ser inversa a la distribucion del plantel
en produccion, siendo que la mayoria de los descartes
se concentren en las cerdas de 6, 7 y 8 partos (Deen,
2003a). Como referencia, valores promedio de HL
entre 4 y 5 partos son considerados aceptables
(D"Allaire et al., 2006).

La importancia econdmica del analisis de
longevidad en una granja radica en que si una cerda
es descartada antes de su cuarta paricion solamente
se alcanzan a recuperar los costos de compra o
preparacion de la misma (Rodriguez-Zas et al., 2003).
Del mismo modo, las cerdas con valores bajos de HL
generan menor cantidad de lechones producidos por

afo y una mayor cantidad de DNP (Engblom ef al.,
2007). Por este motivo, es aconsejable que las tasas
y causas de descarte de las cerdas con menos de 3
partos sean analizadas de manera diferenciada, con el
objetivo de instaurar medidas de manejo que permitan
disminuir el riesgo de descarte prematuro (D"Allaire et
al., 1987; Deen, 2003a).

Para mejorar la longevidad dentro del plantel,
antes de decidir el descarte de hembras jovenes
deberia realizarse un examen clinico individual, con-
siderando: la historia clinico-reproductiva, los costos
de reposicién y preparacion y las pérdidas potenciales
de las camadas no producidas. Estas ultimas deben
calcularse sobre la base de los objetivos planteados
en cada establecimiento. Por ejemplo, si se establece
como objetivo que cada reproductora produzca, al
menos, seis camadas y se descarta una hembra lue-

Tabla 2. Categorias de dias no productivos (DNP)

Categorias

Periodos

-Primer servicio/prefiez
-Primer servicios/descarte

DNP de las nuliparas

DNP relacionados al servicio

DNP asociados a fallas reproductivas '

DNP relacionados con el descarte’

-Destete/primer servicio fecundante

-DNP causados por retorno al celo, aborto, control
de prefiez negativo y hembra vacia al parto

-Ultimo evento productivo y/o decisién de descarte

hasta la carga de la cerda a frigorifico

'Se aplica tanto a hembras nuliparas como pluriparas.
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Figura 2. Distribucion de partos al descarte (valores expresados en porcentaje).

*Adaptado de Deen 2003a.

go de su segundo parto, dentro de los costos de ese
descarte deberian contemplarse los ingresos que no
se perciben de esas cuatro camadas potenciales no
producidas (Deen, 2003b).

IV. Inspeccion del aparato genital en planta
de faena

En la cerda, el abordaje por via rectal de los
organos reproductivos es dificultoso, por lo que la
inspeccion clinica particular del aparato genital (AG) se
limita a la exploracion de los genitales externos. Esta
situacion hace que sea dificil, por un lado, tomar una
decisién de descarte objetiva y, por el otro, en el caso
de los DR, conocer los factores que desencadenaron
la falla reproductiva (Almond et al., 2007; Safranski &
Cox, 2007; Straw & Meuten, 1992).

En este sentido, la inspeccion del AG en planta
de faena brinda informaciéon complementaria para
mejorar el criterio de descarte, debido a que podemos
evaluar la decisidon de descarte basados en la presen-
cia o ausencia de lesiones. Si hay lesiones, debemos
relacionarlas con la historia clinica y los registros para
determinar si las mismas explican el descarte. Por el
contrario, si las cerdas de DR no presentan lesiones
podremos realizar un analisis retrospectivo para de-
terminar si dicho descarte estuvo asociado a otros
factores como ser: problemas de manejo o gestion,
nutricion o ambiente, entre otros (Almond ef al., 2007,
D’Allaire et al., 1992; Heinonen et al., 1998; Knauer
et al., 2007).

En numerosos estudios realizados a partir de
muestras obtenidas en planta de faena se describe
que entre el 15y el 49 % de las hembras descartadas

presentan alguna alteracion del AG. Las lesiones
halladas varian de un estudio a otro, destacandose
la presencia de ovarios inactivos (8-25%), quistes
ovaricos (6-20 %) y alteraciones uterinas (1-22 %)
(Heinonen et al., 1998; Karveliené & RisSkevitiené,
2009; Knauer et al., 2007; Rodriguez et al., 2008;
Tummaruk et al., 2009). A continuacion se hace una
breve revisién de cada una.

Ovarios inactivos

Los ovarios inactivos son aquellos que presen-
tan estructuras foliculares de un diametro menor a 4
o0 5 mm, con ausencia de cuerpos luteos y albicans
(Almond et al., 2007; Knauer et al., 2007; Rodriguez
et al., 2008). La inactividad ovarica esté relacionada,
en muchos casos, con una nutricion deficiente de
la cerda nulipara previa a la pubertad o de la cerda
primipara y pluripara durante la lactancia (Knauer et
al., 2007; Koketsu et al., 1997a; Vargas et al., 2009;
Zak et al., 1998).

La evaluacién de la actividad ovarica permite
estimar los descartes por falta de celo. Cuando la mis-
ma esta asociada con ovarios inactivos debe remitirse
a la granja y evaluar los posibles factores asociados
(principalmente ambiente y nutricion). Por otro lado,
pueden existir hembras descartadas por falta de celo
y que presenten los ovarios activos; esto se relacio-
naria con fallas en la estimulacién y/o deteccion de
celo (Barrales et al., 2014).

Quistes ovaricos

Los quistes ovaricos (QOv) son aquellos que se
forman por una falla en la ovulacion o en la lutedlisis
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(Cianciolo & Mohr, 2007). El tamafio y la cantidad de
quistes presentes en cada ovario son variables, pu-
diendo ser grandes o pequefos, multiples o simples
y uni o bilaterales. En estudios realizados mediante
ultrasonografia de tipo B (USG-B), la prevalencia de
QOv vario entre el 2% y el 30% en el animal vivo
(Cianciolo & Mohr, 2007), mientras que en estudios rea-
lizados en planta de faena fue de 7 % a 13 % (Barrales
etal., 2014; D Allaire et al., 2006; Engblom et al., 2008;
Heinonen et al., 1998; Knauer et al., 2007; Rodriguez
et al., 2008; Tummaruk et al., 2009).

Se considera QOv a toda aquella estructura que
supere el diametro normal de un foliculo o un cuerpo
luteo. El diametro a partir del cual se considera a una
estructura quistica es muy variable segun los diferen-
tes autores (Tabla 3).

El efecto de los QOv sobre la fisiologia repro-
ductiva es diferente segun el tipo de quiste presente.
En general, los quistes simples y de gran tamafo
sufren grados variables de luteinizacion y secretan P,
pudiendo producir una inhibicién del eje hipotalamo-
hipdfisis-gonada que se expresa en falta de celo
0 anestro patoldgico. Por el contrario, los quistes
multiples y de tamafio pequefio son secretores de
estradiol (E,), por lo que podrian producir retorno de
celo a intervalo irregular o ninfomania (Almond et al,
2006, 2007).

En el estudio realizado por Vargas et al (2009)
se observé que cerdas nuliparas con QOv presentaron
7,6 veces mas probabilidades de repetir celo en su
primer servicio. Estos resultados son similares a los
presentados por Dobler Castagna et al (2004) para
cerdas primiparas y pluriparas, quienes reportan que
el 50% de las cerdas conQOv presenté algun tipo de
falla reproductiva.

Los QOv son faciles de identificar mediante
USG-B. En las imagenes ecograficas, dentro de los
diagnésticos diferenciales se deben incluir: la prefiez
temprana, la ovulacion retardada, los quistes parao-
varicos y los cuerpos hemorragicos (Dobler Castagna
etal., 2004). Entre el 60 % y el 75 % de los quistes son
observables mediante USG-B durante 15 dias desde el
momento de su formacion. Es asi que el seguimiento
de la dinamica de los QOv es una rutina util para la

Tabla 3. Diametro a partir del cual se considera quiste
a una estructura ovarica segun diferentes autores.

Autor Diametro (mm)
Martinat-Botté et al. 1998 10
Waberski et al. 1999 11
Vargas et al. 2009 12
Heinonen et al. 1998 15
Dobler Castagna et al. 2004 20

Evaluacion del descarte en cerdas

aplicacion de tratamientos hormonales o para decidir
el descarte en caso de que el quiste persista (Dobler
Castagna et al., 2004; Cianciolo & Mohr, 2007).

De todos modos, debe considerarse que un
quiste ovarico simple raramente afecta la fertilidad o
el ciclo estral. Algunos autores afirman que las cer-
das deben presentar, al menos, entre 5y 10 quistes
luteinizados de gran tamano (50 mm de diametro)
para que se produzca el anestro. Para determinar si
un QOv esta afectando el desempeiio reproductivo
de una cerda es necesario relacionar varios factores,
como por ejemplo, la signologia clinica, los registros
reproductivos, la cantidad y tamafio de los QOv y de
las estructuras normales presentes en el ovario y
las concentraciones séricas de hormonas sexuales
(Ebbert et al., 1993; Cianciolo & Mohr, 2007; Martinat-
Botté et al., 1998; Waberski et al., 1999).

Endometritis

Los procesos inflamatorios del Utero se cla-
sifican segun la capa de la pared uterina que se
encuentre afectada. El endometrio es el afectado
con mas frecuencia y su inflamacion se define como
endometritis (Cianciolo, 2007).El diagndstico de esta
afeccion se basa en la evaluacion clinica, el estudio
anatomopatoldgico y la evaluacion mediante USG-B.
El principal signo clinico asociado a esta afeccion suele
ser la descarga vulvar purulenta.

En lainspeccién en planta de faena, en los ca-
sos de endometritis clinica, se observa el endometrio
de color rojo oscuro con marcado edema y congestion
y, en la mayoria de los casos, una colecta purulenta
(Almond et al., 2007; Tummaruk et al., 2009). Es
importante destacar que el aspecto macroscépico
del endometrio varia segun el predomino de las
hormonas sexuales (P, y E,); por esta razon se hace
necesario relacionar la etapa del ciclo estral con los
hallazgos, para evitar confundir procesos fisioldgicos
con inflamatorios (Almond et al., 2007; Karveliené
& Riskeviciené, 2009; Tummaruk et al., 2009). Las
colectas en la luz uterina varian en cantidad vy tipo,
pudiendo hallarse desde pequefios floculos de pus
hasta colectas purulentas de gran volumen (Almond
et al., 2007). Los microorganismos aislados con ma-
yor frecuencia son Escherichia coli, Staphylococcus
spp., Streptococcus spp., Actinomyces pyogenes,
Enterococcus spp. y Pasteurella multocida. Cabe
destacar que, en muchas ocasiones, pueden ob-
servarse colectas purulentas en la luz uterina sin
lesiones endometriales (de Winter et al., 1995). La
mayor parte de las endometritis suelen ser causadas
por infecciones ascendentes de origen ambiental. Es
por esto que, si se detecta un aumento en la ocu-
rrencia en planta de faena, esta indicado evaluar las
condiciones de higiene, tal como se menciond para
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el descarte por DV (Almond et al., 2006; de Winter
et al., 1995; Rodriguez et al., 2008).

La observacion de las endometritis suele ser
dificil mediante USG-B, debido a que la ecogenicidad
de la pared varia a lo largo del ciclo. En los casos
de endometritis detectables mediante USG-B, se
observa la luz del utero anecoica y, en su interior,
algunos puntos hiperecoicos que aparecen y des-
aparecen. Estas ultimas imagenes son compatibles
con la presencia de colecta purulenta en la luz del
utero. Sin embargo, en la practica, estas imagenes
no siempre se interpretan de manera correcta, dado
que se necesita entrenamiento y experiencia por
parte del operador (Almond et al., 2006; Kauffold et
al., 2004, 2010).

Discusion y conclusiones

El aumento de los costos de produccién en
los Ultimos afios, en especial los relacionados a la
alimentacion y los recursos humanos, hizo necesario
implementar medidas con el objetivo de aumentar la
eficiencia econdmica y productiva. En este sentido,
incrementar la longevidad de las reproductoras es
una de las mas importantes ya que se amortizan los
costos de compra y/o preparacion de una cerda y se
incrementa la cantidad de lechones destetados por
madre por afio, aumentando la rentabilidad global de
la explotacion.

Los descartes reproductivos y por problemas lo-
comotores son la principal causa de descarte prematuro
y no programado en cerdas, hecho que se mantiene
constante en los trabajos publicados. Por este motivo,
la estrategia dentro de la granja deberia estar dirigida a
disminuir la cantidad y el impacto de los mismos.

Un exhaustivo analisis de registros es el primer
paso para mejorar la tasa de retencion de hembras en
la granja. La amplia difusion, en los uUltimos afos, de
programas informaticos de gestion permitié obtener
mayor cantidad y calidad de informacién para conocer
cuales son los factores que influyen sobre la longevi-
dad de las cerdas. De todos modos, las limitaciones
que presenta el examen clinico reproductivo en la
hembra porcina hace necesaria la aplicacion de he-
rramientas que permitan dar un enfoque mas objetivo
a las politicas y decisiones de descarte reproductivo.
Este hecho tiene particular importancia para las cerdas
de menos de tres partos, por el impacto econémico
que significa el descarte prematuro de hembras, si se
tiene en cuenta que no se logra un flujo positivo de
ingresos para la granja si no alcanzan su cuarto parto.
El analisis de registros reproductivos individuales y
poblacionales, sumado a un examen ecografico repro-
ductivo y/o a la inspeccion del aparato genital en planta
de faena aportaria objetividad a estas decisiones.
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Introduccién
Historia de la enfermedad

La histoplasmosis o enfermedad de Darling fue
descripta en 1905 por el médico patdlogo estadouni-
dense Samuel Taylor Darling (1872-1925), cuando
trabajaba en el Hospital Ancén del canal de Panama,
al realizar una autopsia de un paciente de la isla Marti-
nica que habia fallecido por una enfermedad parecida
a la tuberculosis. En los cortes histolégicos encontrd
corpusculos intracelulares en los histiocitos. En una
primera instancia pensé que habia descubierto un
nuevo protozoario y lo llamé Histoplasma capsulatum
porque aparentaba tener capsula. En Brasil, en 1912,
se determiné que el agente no tiene capsula ni es
protozoo, aunque se mantuvo el nombre (Kauffman,
2007; Sanchez-Aleman, 2009).

Agente etiologico

Histoplasma capsulatum, un hongo dimérfico,
es el agente etiolégico de la histoplasmosis. La micosis
sistémica es endémica en zonas tropicales, subtropi-
cales y templadas de América y Africa. Actualmente,
la micosis es considerada cosmopolita. El hongo crece
en suelos con abundante materia organica, excre-
mento de aves (pollos, gansos, pavos y algunas aves
migratorias, entre otras) y guano de murciélagos en
ambientes cerrados, tales como minas, cuevas, caver-
nas, tuneles, criptas de iglesias y casas abandonadas,
0 en espacios abiertos, entre ellos parques y paseos
publicos. La materia organica en descomposicion, en
condiciones de humedad y temperatura adecuadas,
constituye el nicho ecolégico para que desarrolle la
fase micelial del hongo y se formen los microconi-
dios que constituyen la principal forma infectante de
Histoplasma (Castanon-Olivares, 2014; Lopez, 2006).

Existen tres variedades taxondémicas de H.
capsulatum: Hc var. capsulatum, var. duboisii y var.
farciminosum. La primera variedad es endémica de

Clasificacion taxonémica
+ Divisién: Ascomycota
» Clase: Euascomycetes

= Orden: Onygenales

América y algunas zonas de Africa, Asia y Europa. La
segunda Unicamente se aisl6 en Africa y la tercera se
identificd en Europa, Africa y Asia y es patégena para
caballos y mulas. Las variedades capsulatumy duboi-
sii se diferencian en su fase levaduriforme en tejidos
animales. Hc var. duboisii es ovoide, mas grande y
de paredes mas gruesas que la variedad capsula-
tum, aunque en su fase micelial las dos variedades
no muestran diferencias marcadas (Kwon-Chung &
Bennett, 1992; Rippon, 1988).

En estudios filogenéticos realizados en 137 ais-
lamientos de H. capsulatum pertenecientes a las tres
variedades descritas, aislados de pacientes humanos
provenientes de 25 paises, se utilizaron las secuencias
de ADN correspondientes a cuatro genes independien-
tes que codifican a proteinas: arf (factor de ribosilacion
de ADP), anti-H (precursor del antigeno H), ole (acido
graso desaturasa delta-9) y tub1 (a-tubulina) (Kasuga
et al., 1999). Como resultado se encontraron ocho
clados notoriamente separados e identificados: clado
| de América del Norte (Hc var. capsulatum), clado Il
de América del Norte (Hc var. capsulatum), clado I
de Sudamérica (Hc var. capsulatum Grupo A), clado IV
de Sudameérica (Hc var. capsulatum Grupo B), clado V
de Australia, clado VI de Holanda (origen indonésico),
clado VII euroasiatico y clado VIII de Africa. De los
ocho clados descritos, siete representan especies
filogenéticas, con excepcion del clado euroasiatico
(Kasuga et al., 2003).

En esta clasificacion Hc var. capsulatum fue
encontrado en los ocho clados. El clado africano in-
cluyé a todos los aislamientos de Hc var. duboisii, asi
como a miembros de las otras dos variedades, mien-
tras que todos los miembros de la var. farciminosum
quedaron distribuidos en tres especies filogenéticas,
las que al momento de cultivar su forma saprofita for-
man dos tipos de colonias: el tipo A (albino o blanco) y
el tipo B (marrén o pardo) (Kasuga et al., 1999, 2003).

e Familia: Onygenaceae y/o Ajellomycetaceae

¢ Género: Emmonsiella (Ajellomyces) — estado teleomorfo

Histoplasma — estado anamorfo

» Especie: capsulata (estado teleomorfo), capsulatum, (estado
anamorfo) (Peterson et al., 1998; Vite-Garin et al., 2014)
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Hc var. capsulatum es un hongo termo-
dimérfico que a temperaturas inferiores a 35° C
crece como un hongo micelial entre los 10 y 14 dias.
Macroscopicamente, en la fase micelial presenta un
micelio blanco y algodonoso. Microscopicamente,
los microconidios se presentan sésiles (o en hifas
cortas no diferenciadas), lisos, esféricos, piriformes o
en forma de clava, sin septos, de pared fina. Pueden
medir 1-4 x 2-6 ym. Los macroconidios se observan
en conididforos cortos, son en general esféricos (8-14
pum de diametro), de paredes gruesas, sin septos, de
aspecto tuberculado, bien apreciables al microscopio
6ptico (Fernandez-Andreu et al., 2011).

Las levaduras del hongo se desarrollan a
37 °C; para evidenciarlas se las debe sembrar en
medios de cultivo enriquecidos o realizar infecciones
experimentales en animales de laboratorio para lue-
go observarlas en los tejidos del animal con alguna
técnica histoldgica. Las levaduras observadas en los
cortes histologicos son de forma esférica u ovalada,
de 2-3 x 3-4 um, poseen paredes finas y pueden o no
presentar gemacion. El hongo puede presentar color
grisaceo o castano claro cuando se lo siembra en
medios enriquecidos (Fernandez-Andreu et al., 2011).

Los componentes principales de la pared del
hongo son: a-1,3 glucano, B-1,3 glucano y quitina.
Una de las caracteristicas destacables de H. cap-
sulatum es la cantidad de quitina, que es superior
a la encontrada en otros hongos dimoérficos (Hearn
et al., 1997).

Los factores de virulencia mas destacables son
los altos niveles de a-1,3 glucano en la fase levadu-
riforme y de galactomanano, el cual es considerado
el mas importante polisacarido antigénico (Hearn et
al., 1997).

Woods et al. (2003) clasificaron los determi-
nantes de patogenicidad y sus causas potenciales
como se describen a continuacion:

a) la formaciéon de numerosos microconidios en su
fase micelial asegura una adecuada forma de
diseminacién y contagio para el animal susceptible

b) el dimorfismo térmico y la resistencia frente al
fagolisosoma de los macrofagos ayuda a la
diseminacién y enfermedad pulmonar

c) la habilidad de causar infeccion persistente,
debido a su capacidad de modulacion del pH
que permite proteger al hongo frente a enzimas
degradativas lisosomales (hidrolasas acidas)

d) la produccion de catalasas y oxidasas le permite
defenderse frente al O2 reactivo del hospedero

e) la produccién de sideroforos, proteinas fijadoras
de calcio y capacidad de reducir los iones férricos
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(Fe®**) le permite la supervivencia en un ambiente
pobre de nutrientes

f) el gen urab que otorga al hongo la capacidad de
biosintetizar pirimidina y acidos nucleicos en un
microambiente con limitacion de nutrientes

Signos clinicos en caninos y felinos

La histoplasmosis es una infeccién sistémica
que suele iniciarse en los pulmones o en el tracto
gastrointestinal, diseminandose posteriormente a lin-
fonddulos, higado, bazo, médula ésea, ojos y demas
6rganos (Morgan et al., 2004).

Histoplasma spp. es un patdégeno intracelular
que se ubica en vesiculas fagociticas en el citoplasma
de los macréfagos del hospedero. Se mencionan cinco
formas clinicas: asintomatica, pulmonar aguda benig-
na, pulmonar cronica, diseminada aguda y diseminada
crénica (Kauffman 2007; Wheat 2006).

La enfermedad se desarrolla en una gran va-
riedad de mamiferos. Los gatos son mas susceptibles
que los perros. Los perros menores de cuatro afos
son los mas vulnerables a la enfermedad. Los perros
de las razas pointer, Brittany spaniel y weimaraner
se infectan mas comunmente. No existe predileccion
por sexo, tanto en perros como en gatos (Morgan et
al., 2004).

La principal via de infeccién suele ser la inhala-
cion de conidios infectivos procedentes del ambiente,
tanto en gatos como en perros y seres humanos. Tras
la inhalacién, los conidios pasan de la fase micelial a
la fase de levaduray éstas son fagocitadas por células
del sistema mononuclear fagocitario, donde se multi-
plican como levaduras intracelulares. La diseminacion
hematégena vy linfatica dan lugar a la enfermedad
multisistémica (Ettinger & Feldman 2004; Morgan et
al., 2004).

Aunque la diseminacioén del agente puede afec-
tar a cualquier sistema, los 6rganos mas afectados en
perros son: pulmones, tracto gastrointestinal, linfono-
dulos, higado, bazo, médula ésea, ojos y glandulas
adrenales. En los gatos los 6rganos mas afectados
son: pulmones, higado, linfonddulos, ojos y médula
Osea (Morgan et al., 2004).

El tipo de enfermedad desarrollada, tanto en
perros como en gatos, va a depender de la respuesta
inmunitaria del hospedero. En los perros, el periodo de
incubacion es de 16 dias, aproximadamente. Cuando el
sistema inmunitario es competente las infecciones son
subclinicas, mientras que la falta de respuesta conduce
a la enfermedad diseminada. Los brotes cominmente
suelen asociarse con exposiciones en zonas muy conta-
minadas por la fase micelial, como gallineros, cavernas
con poblaciones de murciélagos y sitios de nidacion de
estorninos (Ettinger & Feldman, 2004).
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Fases de la enfermedad

La histoplasmosis se desarrolla en dos fases; la
fase primaria, caracterizada por causar una reaccion
pulmonar o cutanea, y la fase progresiva, que es la
diseminacién del agente causal en todo el organismo.

Manifestaciones clinicas en caninos

La infecciéon se produce por la inhalacion de
conidios o filamentos, desencadenando cualquiera
de los tipos de presentacion de la enfermedad. En el
pulmon el hongo pasa a su forma levaduriforme; el
sistema inmunitario del individuo reacciona por medio
de las integrinas CD11 y CD18 que se encuentran en
la superficie de neutréfilos y macréfagos. Gracias a
sus mecanismos de defensa, el hongo resiste la accion
lisosomal y sobrevive dentro del macréfago, permitien-
do su diseminacion y afectando principalmente médula
Osea, linfonédulos, higado y bazo.

Las manifestaciones gastrointestinales mas
habituales en el hospedero, inicialmente, son diarreas
de intestino grueso y tenesmo con eliminacion de moco
y sangre fresca. Con la progresion de la enfermedad
aparece la diarrea de intestino delgado de forma volu-
minosa y asociada con malabsorcion y/o enteropatia
con peérdida de proteinas. La produccion de mediado-
res inflamatorios produce manifestaciones inespecifi-
cas, tales como anorexia, fiebre, grave pérdida de peso
y depresion (Morgan et al., 2004). La tos en los perros
no es frecuente. En caso de estar presente se deberia
al estrechamiento de las vias respiratorias a causa de
las multiples linfadenopatias (Bromel & Sykes, 2005;
Nishifuji et al., 2005; Schumacher et al., 2013).

En la mitad de los casos descriptos se presen-
tan sonidos pulmonares patolégicos con o sin tos,
taquipnea o disnea. En algunos casos se pueden
detectar esplenomegalia, hepatomegalia y linfade-
nopatia. Los signos menos frecuentes son cojeras
(debidas a osteomielits o poliartritis), coriorretinitis,
enfermedad del sistema nervioso central, lesiones
cutaneas, ulceracion oral e insuficiencia adrenal.
La neuritis 6ptica y el desprendimiento de la retina
también pueden presentarse en pacientes con enfer-
medad diseminada (Fernandez-Andreu et al., 2011;
Castafion-Olivares 2014).

En un estudio retrospectivo, Mitchell y Stark
(1980) encontraron que en 18 de 24 casos (75 %), un
solo informe tenia historia y/o signos clinicos relaciona-
dos con el tracto gastrointestinal. Aunque poco comun,
como en los gatos, la histoplasmosis podria causar
un sindrome gastrointestinal sin signos respiratorios
detectables (Peterson, 2003).

Curiosamente, la histoplasmosis diagnosticada

en un perro en Japoén estaba caracterizada por mul-
tiples lesiones granulomatosas o Ulceras cutaneas o

gingivales, sin compromiso pulmonar ni gastrointes-
tinal. Las lesiones eran similares a la histoplasmosis
equina reportada en Japén (Kagawa et al., 1998). Hc
var. farciminosum fue el agente causal en el perro
de Japon, mientras que en América del Norte, los
aislados pertenecian a Hc var. capsulatum (Kagawa
et al., 1998).

Los hallazgos hematoldgicos incluyen anemia
normocitica, normocromica y no regenerativa; es la
anomalia hematoldégica mas frecuente, producto de
la inflamacion crénica, la pérdida de sangre debida a
gastro y enterorragias o el compromiso de la médula
6sea (Morgan et al., 2004). Es raro observar leva-
duras en monocitos, neutréfilos o eosindfilos. Por el
contrario, es habitual la trombocitopenia producida por
un aumento de la utilizacién de las plaquetas o de su
destruccion. La hipoalbuminemia es la alteracién mas
consistente observada en analisis quimico del suero.
El aumento de las enzimas hepaticas alaninaamino-
transferasa (ALT), aspartatoaminotransferasa (AST)
y fosfatasa alcalina (FA) y de la bilirrubina total (BT),
indica el compromiso hepatico (Gomez et al., 2005;
Gdémez & Guida 2010).

En estudios radiograficos se observaron pa-
trones intersticiales difusos o lineales que podian
fusionarse en un patrén intersticial nodular. En muy
pocos casos se evidencio infiltrado alveolar. Una de
las manifestaciones mas comunes en perros es la
linfadenopatia hiliar. Los linfonédulos con focos de
calcificacion suelen ser indicativos de enfermedad
inactiva. Las lesiones 6seas son muy raras y se ha-
llan en el esqueleto apendicular distal, en especial en
carpos Yy tarsos (Ettinger & Feldman, 2003).

La observacién de signos neurolégicos en casos
de histoplasmosis es inusual, por lo que un examen de
liquido cefalorraquideo no forma parte de las pruebas
diagnésticas para identificar esta micosis (Meadows
et al 1992). Sin embargo, Reginato et al. (2014) do-
cumentaron el primer caso en Italia de histoplasmosis
canina con lesién confinada al sistema nervioso cen-
tral. El animal presenté paraparesia aguda y progre-
siva y dolor dorso-lumbar. La resonancia magnética
permitié observar una masa epidural que fue extraida
mediante laminectomia. Durante el estudio histopa-
tolégico se encontraron macréfagos con estructuras
intracitoplasmaticas semejantes a levaduras. Mediante
técnicas especiales de tincidon y de PCR se identifico
a H. capsulatum como el agente causal.

Manifestaciones clinicas en felinos

La histoplasmosis afecta mas frecuentemente
a gatos que a perros. Puede iniciarse tanto en los pul-
mones como en el tracto gastrointestinal, diseminan-
dose posteriormente a los linfonédulos y de ahi hacia
otros 6rganos. Los gatos jovenes presentan un mayor
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riesgo, aunque la histoplasmosis es una enfermedad
que puede afectar a animales de cualquier edad y
sexo. El desarrollo de la enfermedad depende del
estado inmunitario del animal, puesto que un sistema
inmunoldgico competente evitara el desarrollo de una
enfermedad diseminada.

Los signos comunes y habituales son anorexia,
fiebre, palidez de mucosas o pérdida de peso. EI 50 %
de los animales afectados presenta signos respirato-
rios, tales como disnea, taquipnea y ruidos pulmonares
andémalos, aunque la tos no es frecuente. El 35% de
los felinos presenta hepatomegalia, esplenomegalia
o linfadenopatia. En casos de infecciones oculares se
han comprobado granulomas de parpado, proliferacion
pigmentada de la retina, edema retiniano, coriorretinitis
granulomatosa, uveitis anterior, panoftalmitis y neuritis
Optica. Son poco frecuentes los desprendimientos de
retina y el glaucoma secundario (Ettinger & Feldman,
2004).

Las lesiones 6seas se manifiestan por medio de
alteraciones locomotoras evidenciadas por cojeras y
por la inflamacién de los tejidos blandos (Carme et al.,
1993; Gugnani & Muotoe-Okafor, 1997). Las lesiones
cutaneas son poco frecuentes y consisten en nédulos
que llegan a ulcerarse y drenar o cubrirse con costras.
Los signos digestivos, otros que la anorexia, son poco
frecuentes. Son muy raras las Ulceras orales y lingua-
les; en ocasiones se puede presentar ictericia cuando
hay compromiso hepatico. Por lo general, la forma de
presentacion de la enfermedad es multisistémica, pro-
duciendo en los 6rganos afectados lesiones granuloma-
tosas. Las presentaciones clinicas atipicas incluyen las
formas 6sea diseminada e intestinal (intestinos delgado
y grueso) sin compromiso pulmonar concomitante. En
esta Ultima se pueden observar caquexia, fiebre, diarrea
acuosa con hematoquecia y vomitos (Schaer, 2006).

El periodo de incubacién se extiende durante
8-11 semanas. En un estudio, solo el 36 % de los casos
presenté signos clinicos antes de las 4 semanas. Los
signos clinicos, en general, eran inespecificos, aun en
la forma diseminada grave, en el 95 % de los 54 casos
felinos que fueron diagnosticados en la necropsia
(Abidon-Aidé, 2009; Aulakh et al., 2012).

Una revisién de 96 gatos con histoplasmosis
reveld la siguiente distribucion de los signos clinicos:
debilidad, letargo, adelgazamiento y fiebre (67 %),
signos respiratorios incluyendo disnea, taquipnea o tos
(39%), signos oculares (24 %) y cojera o hinchazén
de uno 0 mas miembros por compromiso 6seo (18 %).
En este estudio también se comprobaron afecciones
oculares en el 24 % de los gatos, incluyendo coroiditis,
coriorretinitis, neuritis optica, uveitis anterior, despren-
dimiento de retina, panoftalmitis y glaucoma (Davies
et al., 1996).

En otro informe los pacientes presentaron pér-
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dida de peso, anorexia, signos respiratorios (disnea,
taquipnea, tos, estornudos, dificultades para respirar),
inflamacioén cutanea, ulceracién, cojera, nauseas y
vomitos (Aulakh et al., 2012). Aunque se ha descrito
ocasionalmente en la literatura, los gatos con histo-
plasmosis diseminada y afeccion pulmonar rara vez
tienen tos, a pesar de que las radiografias muestran
caracteristicas consistentes con histoplasmosis pulmo-
nar (Gabbert ef al., 1984). En una revision de casos,
en ocho gatos con osteomielitis por H. capsulatum,
ninguno mostro signos fisicos obvios de enfermedad
de las vias respiratorias (Gabbert et al., 1984).

Las presentaciones clinicas atipicas incluyen
histoplasmosis diseminada que afecta solo al sistema
0seo e histoplasmosis intestinal primaria, tanto en ga-
tos jévenes como en adultos (Rochat & Cristal, 1999).
Ademas, la histoplasmosis intestinal sin compromiso
pulmonar concomitante puede manifestarse por signos
clinicos como: caquexia cronica, fiebre, diarrea acuosa
con hematoquecia y vémito (Stark, 1982).

Diagnéstico diferencial

La histoplasmosis debe diferenciarse de infec-
ciones por micobacterias, protozoos y otros agentes
fungicos sistémicos y de neoplasias (Schaer, 2006). La
histoplasmosis, al causar sintomas gastrointestinales,
como la diarrea, puede confundir al médico clinico con
otras enfermedades del intestino grueso, por ejemplo,
colitis asociadas con las dietas (hipersensibilidad
dietaria, colitis inducida por materiales extrafios),
colitis idiopatica (colitis plasmocitica linfocitaria, colitis
eosinofilica, colitis granulomatosa, colitis ulcerativa
histiocitica de los perros boxer, colitis supurativa),
colitis debido a protozoarios o parasitos (trichuriasis,
ancilostomiasis, estrongiloidiasis, entoamebiasis, ba-
lantidiasis, giardiasis), colitis bacteriana (Salmonella
spp., Campylobacter jejuni, Yersenia enterocolitica, Y.
pseudotuberculosis, micobacterias, Clostridium per-
fringens, C. difficile), candidiasis, pitiosis gastrointes-
tinal, prototecosis, intususcepcion cecocolica, y colitis
asociada a pancreatitis. También debe diferenciarse de
infecciones o afecciones del intestino delgado como
la enfermedad idiopatica inflamatoria del intestino y
el linfosarcoma intestinal (Ettinger & Feldman, 2004).

La observacion, en cualquier tipo de muestra
clinica, de levaduras intracelulares de formas ovoides
con gemacion de base estrecha es muy sugestiva de
histoplasmosis; sin embargo, debe tenerse en cuenta
que algunas células pequefias de Cryptococcus neo-
formans pobremente encapsuladas, asi como también
las células de Penicillium marneffei, Pneumocystis
spp., Toxoplasma gondiiy Leishmania donovani pue-
den crecer de modo intracelular y ser confundidas con
H. capsulatum, dando lugar a errores de diagnéstico
(Guimaraes et al., 2006; Kauffman, 2007).
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Métodos de diagndstico

Las pruebas generales de laboratorio clinico
no son Utiles en el diagnostico de la infeccion dada
la inespecificidad de los hallazgos (anemia leve, pan-
citopenia, aumento de la velocidad de sedimentacion
globular, hiperbilirrubinemia moderada e incremento
de los niveles de lactato deshidrogenasa y fosfatasa
alcalina, entre otros) (Aulakh et al., 2012; Brilhante et
al., 2012; Bromel & Sykes, 2005; Fernandez-Andreu
etal., 2011; Gilor et al., 2011; Schumacher et al., 2013;
Taylor et al., 2012).

El diagndstico de laboratorio se basa en técni-
cas de microscopia, cultivo y deteccién de antigenos
y anticuerpos (Fernandez-Andreu et al., 2011; Gilor et
al., 2011; Gémez et al., 2005; Gémez & Guida, 2010;
Morales-Ruiz, 2010; Wheat , 2006). Las muestras sue-
len ser muy diversas, dependiendo de la forma clinica
que se presente. Las mas frecuentes son el esputo y
otras secreciones respiratorias, sangre, médula 6sea,
exudado y raspado de lesiones cutaneas o mucocuta-
neas, orina, liquido cefalorraquideo (LCR) y biopsias
de distintos 6rganos (Fernandez-Andreu et al., 2011).

Es importante destacar que la recoleccién del
material que sera procesado para diagnéstico mi-
crobioldgico clésico debe realizarse en un recipiente
esteéril sin formol (Castafion-Olivares, 2014).

Métodos directos
Examen directo

El procedimiento con hidréxido de potasio,
que por lo regular resulta util para el diagnéstico de
otras enfermedades fungicas, no es de utilidad para
la histoplasmosis. En el caso de infecciones disemi-
nadas en animales inmunodeficientes, el examen
microscopico de liquidos organicos estériles y de
tejidos ayuda al diagnostico, aunque se ha descrito
hasta un 50 % de falsos negativos en los examenes
histopatolégicos (Gutiérrez et al., 2005, 2008). Las
tinciones de Giemsa, May-Grunwald Giemsa (MGG)
o Wright permiten observar las levaduras esféricas u
ovoides, de 3 a 5 um de diametro, rodeadas de una
gruesa membrana dentro de macréfagos o monocitos;
también puede haber levaduras extracelulares, debido
a la destruccion de las células fagocitaria (Fig. 1). La
observacién de estas levaduras intracelulares tefiidas
de manera irregular compatibles con Histoplasma
spp., en general, permite el diagndstico de la micosis
(Schumacher et al., 2013).

En una tinciéon de Gram, el H. capsulatum se
identifica como Gram positivo; la pared no se tifie
y simula una capsula clara que rodea el elemento
levaduriforme. Esta tincién no permite observar las
levaduras intracelulares y, por lo tanto, no permite el
diagndstico.

Otras tinciones histoldgicas, como el PAS y la
coloracion con plata de Gomori- Grocott, pueden tefir
al H. capsulatum (Fig. 2). Sin embargo, un observador
poco experimentado puede confundirlo con levaduras
del género Candida, cuya morfologia es parecida aun-
que es de mayor tamano, se tifie de forma homogénea
y es extracelular (Taylor et al., 2012).

Figura 1. Raspado de lesion cutanea. Tincion de
Giemsa (1000X). Gentileza del Dr. Gustavo Giusiano.

Figura 2. Levaduras de Hc var. capsulatum en higa-
do de Rattus norvegicus. Tincion de Gomori-Grocott
(1000X). Gentileza del Dr. Roberto Suarez-Alvarez.
Departamento de Micologia. ANLIS-INEI “Dr. Carlos
G. Malbran”.

Existen otros microorganismos que pueden ser
confundidos con Histoplasma entre los que figuran
Leishmania, Toxoplasma 'y Paracoccidioides. La dife-
renciacion con Leishmania puede ofrecer dificultades,
pero estos protozoarios poseen dos masas cromati-
cas, nucleo y blefaroplasto. También las levaduras de
Histoplasma spp. deben diferenciarse de Toxoplasma.
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Finalmente, las formas pequefias e intracelulares de
Paracoccidioides spp. pueden ser confundidas con H.
capsulatum, pero la observacién cuidadosa de varios
campos microscopicos permite descubrir alguna forma
multibrotante tipica de Paracoccidioides spp. (Gomez
& Guida, 2010).

En los gatos es mas probable encontrar leva-
duras en aspirados de médula 6sea o linfondédulos y
también en células procedentes de lavados traquea-
les o broncoalveolares. En los perros, en general,
se encuentran mas en biopsias, raspados rectales,
aspirados de médula ésea, higado, linfonédulos o
bazo y también en células procedentes de lavados
traqueales o broncoalveolares. No es frecuente el
envio al laboratorio de aspirados de LCR y de lesiones
Oseas liticas (Morgan et al., 2004).

Cultivo

Cultivos a 28 °C. La muestra sospechosa de
contener el agente se siembra en agar Sabouraud
glucosa + antibidtico. Luego de una incubacion de 15
a 21 dias desarrolla la fase micelial del hongo, que
macroscopicamente se caracteriza por presentar mi-
celio aéreo algodonoso y blanco, el que con el tiempo
puede tornarse parduzco.

En el examen microscépico de las colonias se
puede diferenciar un micelio hialino, ramificado y tabi-
cado, de 2 a 5 ym de diametro (Fig 3). La ramificacion
en algunos de los casos es lateral o raramente dico-
tébmica. En general se observan macroconidios que
nacen de conidioforos cortos, esféricos o piriformes, de
10 a 25 ym de diametro, con una pared celular gruesa
y prolongaciones digitiformes. Los microconidios son
piriformes y miden de 2 a 5 ym de diametro, con una
pared lisa o rugosa. Estos microconidios son sésiles
o se disponen sobre cortos conidiodforos a lo largo de
la hifa. Algunos cultivos pueden presentar macroco-

£ i o o
Figura 3. Fase micelial de H. capsulatum (400X).
Gentileza del Dr. Gustavo Giusiano
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nidios atipicos de pared lisa. La técnica ideal para la
observacion del hongo poscultivo es la tincion con
azul de lactofenol.

Cultivo a 37 °C. En agar infusion cerebro cora-
z6n se pueden observar macroscépicamente colonias
de aspecto pastoso o seroso, lisas y de color blanco,
crema o rosado. Tienen tendencia a revertir a la fase
filamentosa y necesitan medios adicionados con san-
gre o cisteina para mantener la forma de levadura.

En el examen microscopico de las colonias
desarrolladas a 37 °C se pueden observar levaduras
brotantes elipticas u ovales, de 2 a 5 um de diametro.
En estos cultivos suelen encontrarse formas de transi-
cion hacia la fase filamentosa, que se identifican como
hifas cortas mezcladas con las levaduras. A veces se
observan clamidoconidios intercalares y, en algunos
casos, brotes intercalares o terminales. Esto sucede
cuando los medios de cultivo son deficientes en nu-
trientes necesarios, por lo que la levadura tiende a
desarrollar su fase micelial (Lopez 2006). En la practica
clinica diaria no se recomienda realizar el cultivo del
agente en laboratorios que no cuenten con rigurosas
normas de bioseguridad, debido al riesgo para la salud
publica que éste representa (Morgan et al., 2004).

Deteccidn de antigeno

Las pruebas de deteccion de antigeno se han
puesto en practica solamente en humanos, debido
a su complejidad de elaboracion y a sus elevados
costos. Las pruebas que detectan antigenos se consi-
deran mucho mas eficientes para el diagnoéstico de la
histoplasmosis. H. capsulatum es capaz de liberar un
antigeno polisacaridico, que puede ser detectado en
el suero, liquido pleural, lavado broncoalveolar, LCR y
orina. Este método, aunque es especifico para dicho
antigeno, con una sensibilidad del 92 % en muestras
de orina y un 82% en muestras de suero, puede dar
lugar a reactividad cruzada en muestras de orina de
pacientes con otras micosis sistémicas (\Wheat, 2006;
Swartzentruber, 2009).

Las concentraciones de antigeno disminuyen en
respuesta al tratamiento. En los pacientes inmunocom-
prometidos, tratados con anfotericina B, los niveles
caen durante las primeras semanas de terapia y se
estabilizan a niveles bajos durante el tratamiento de
mantenimiento. En pacientes sin enfermedades que
comprometan su estado de inmunocompetencia, la
eliminacion total del antigeno ocurre mas rapidamente.
La principal desventaja de este método, ademas de
su elevado costo, es que solo se encuentra disponible
en un laboratorio de EE. UU. (Fernandez-Andreu et
al., 2011).

Otros autores han ensayado diferentes métodos
que también detectan antigenos en muestras clinicas,

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590

ANALECTA VET 2017; 37 (1): 45 - 58 51



Martinez Cepeda GE y Revelo Ruales AP

aunque no han sido comercializados. Mediante el em-
pleo de anticuerpos monoclonales que reconocen la
proteina de 70 kDa, Gomez et al. (2005) disefiaron un
sistema inmunoenzimatico capaz de detectar antige-
nos en muestras de suero y orina, aunque encontraron
hasta un 20 % de reacciones cruzadas en sueros de
pacientes con aspergilosis, paracoccidioidomicosis y
tuberculosis.

Hanzlicek et al. (2016) demostraron la utilidad
del inmunoensayo enzimatico (EIA, del inglés enzyme
immunoassay) al evaluar la respuesta de gatos con
histoplasmosis al tratamiento antifungico e identificar
una recaida o la remision de la enfermedad. Los
resultados de este estudio demostraron una dismi-
nucion significativa de la concentracion del antigeno
en muestras de orina. La sensibilidad del EIA fue de
90 % pero la especificidad fue solo de 64,6 %. Con
una prueba positiva a antigeno se deberia considerar
la continuacion del tratamiento pero, debido a su baja
especificidad, deben tenerse en cuenta otros indicado-
res clinicos de remision de la enfermedad para tomar
la decision de interrumpir el tratamiento. El EIA no
sustituye a las pruebas tradicionales para determinar
la remision de la enfermedad.

Otro método de deteccion de antigenos ha sido
evaluado por Scheel et al. (2009), quienes utilizando
un ELISA de captura con anticuerpos policlonales en-
contraron 81 % de sensibilidad analizando muestras de
orina de individuos con una enfermedad inmunomedia-
da y con histoplasmosis confirmada mediante cultivo.

Histopatologia

Las muestras provenientes de biopsias o ma-
terial de necropsia se fijan en formol neutro al 10% y
se procesan segun la rutina de inclusion en parafina.
Los estudios histopatoldgicos revelan lesiones pio-
granulomatosas, con numerosos microorganismos
intracelulares.

Las tinciones especiales (PAS, fungica de Gri-
dley y metenaminargéntica de Gomori) son las que
mejor demuestran la presencia de microorganismos
en los tejidos (Morgan et al., 2004). Ademas, permiten
observar la respuesta celular del hospedero: en indivi-
duos inmunodeprimidos, esta respuesta es pobre y se
observan abundantes levaduras en el interior de los
macrofagos, mientras que en los inmunocompetentes
el hongo provoca una reaccién granulomatosa, con
predominio de células epitelioides y gigantes, en cuyo
interior se observan las levaduras de H. capsulatum.
La sensibilidad de este método es muy baja en las
formas autolimitantes y en la histoplasmosis pulmonar
aguda; su valor se incrementa en las formas pulmo-
nares cronicas y diseminadas (Kauffman et al., 2007;
Guimaraes et al., 2006). Con la técnica de PAS se di-
ferencia Histoplasma de Leishmania'y de Toxoplasma.

La reaccidn histologica tipica es histiocitaria,
con formacion de un complejo primario analogo al de la
tuberculosis (chancro de inoculacién, linfangitis y ade-
nopatia satélite), granuloma tuberculoide y tendencia a
la fibrosis, que traducen un proceso defensivo. En los
individuos con escasas defensas, se puede presentar
una respuesta histiocitaria simple con numerosas
levaduras o necrosis caseosa masiva.

La lesién granulomatosa pulmonar puede estar
calcificada o activa. En la forma activa se observan
numerosos nodulos grises de 0,5 a 1 cm de diametro,
formados por neutrdfilos e histiocitos que contienen
levaduras. Pueden existir focos de necrosis rodeados
de linfocitos y células plasmaticas.

La observacion en cualquier tipo de muestra
clinica, proveniente de perros o gatos con sospecha de
una enfermedad micaética sistémica, de levaduras in-
tracelulares con las caracteristicas antes mencionadas
es sugestiva de histoplasmosis (Fernandez-Andreu et
al., 2011; Schumacher et al., 2013).

Técnicas moleculares

Debido a las dificultades que se presentan con
el diagndstico convencional de la histoplasmosis, en
particular por la demora y la baja sensibilidad, en
especial en algunas formas clinicas, en la actualidad
se centran grandes esperanzas en las posibilidades
que pueden brindar los métodos moleculares, parti-
cularmente las técnicas de PCR, ya que los métodos
convencionales de deteccion como el cultivo requieren
nivel de bioseguridad 3 y las pruebas de deteccién de
antigeno muchas veces son inaccesibles (\Wheat et
al., 1986; Bialek et al., 2001).

En este sentido, uno de los primeros estudios
fue publicado por Bialek et al (2001), quienes disefa-
ron una PCR anidada capaz de detectar ADN de H.
capsulatum con elevada sensibilidad en muestras de
tejidos y sangre de ratones infectados experimental-
mente. Sin embargo, también detectd acido nucleico
de Blastomyces dermatitidis y Paracoccidioides
brasiliensis. Mediante la deteccién de una pequefa
region 18S del ADN ribosomal, obtuvieron una buena
sensibilidad y especificidad para el diagndstico de la
histoplasmosis.

Bialek et al. (2002) evaluaron dos PCR anidadas
dirigidas a la amplificacién de diferentes fragmentos
genomicos. La primera amplifica un fragmento del
ADN ribosomal del gen 18S y la segunda amplifica
la secuencia genémica de la proteina HC100. Asi
observaron que la especificidad y la sensibilidad de
las pruebas diagndsticas son idénticas. Ademas, com-
probaron la especificidad de la PCR anidada dirigida
a la proteina HC100 al enfrentarla con los acidos nu-
cleicos de B. dermatitidis y P. brasiliensis, los cuales
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comparten la misma secuencia génica del gen 18S de
H. capsulatum (Porta et al., 1999).

Bracca et al. (2003) desarrollaron una PCR
semianidada que detecta un gen codificante del anti-
geno H de H. capsulatum, que sirvio para el disefio de
3 oligonucledtidos a los que denominaron Hc1, Hec2 y
Hc3. Estos sirvieron para la identificacion especifica
de H. capsulatum, sin presentar reacciones cruzadas
con ninguna bacteria u hongo. La técnica fue empleada
en muestras de pacientes con histoplasmosis diag-
nosticada por medio del cultivo del agente. La PCR
semianidada detecta material genético de H. capsu-
latum en pacientes con cultivo negativo, por lo que se
la considera como una buena técnica de diagnoéstico.

Los principales antigenos de diagndstico de
H. capsulatum son el Hy el M. Guedes et al. (2003)
propusieron una prueba diagndstica basada en el di-
sefo de oligonucledtidos para amplificar la secuencia
gendmica del antigeno M del hongo. La prueba se ca-
racterizo por su alta sensibilidad y su especificidad del
100 % al contrastarla con Paracoccidioides brasilien-
sis, Candida spp., Sporothrix schenckii, Cryptococcus
neoformans, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides
immitis, Aspergillus nigery Aspergillus fumigatus, in-
dicando que la técnica es ideal para la identificacion
de H. capsulatum var. capsulatum.

La PCR anidada HcP100 ha sido evaluada
en distintas partes del mundo en el diagnéstico de
histoplasmosis. Maubon et al. (2007) evaluaron esa
técnica molecular frente al examen microscopico
directo y el cultivo (estandar de oro), dando como
resultado un 100 % de especificidad y sensibilidad
en muestras clinicas de pacientes con sospecha
de histoplasmosis. Toranzo et al. (2009) evaluaron
la misma PCR anidada con muestras de sangre
entera de pacientes con diagnédstico de histoplas-
mosis, pacientes con infecciones fungicas diversas
y pacientes sanos como casos controles, obteniendo
como resultado un 89 % de sensibilidad y un 96 % de
especificidad para el diagndstico de la enfermedad
en muestras de sangre entera. El Unico falso positivo
que detectd la prueba fue el de un paciente con una
infeccion por Mycobacterium avium-intracellulare. Por
otra parte, Mufioz et al. (2010) realizaron una evalua-
cién en pacientes con sospecha de histoplasmosis,
pacientes con enfermedad respiratoria con cultivo ne-
gativo a hongos, pacientes con infecciones diversas
y pacientes sanos, aplicando la PCR anidada dirigida
al gen codificante de la proteina HC100. Con este
método obtuvieron una sensibilidad del 100 % y una
especificidad del 92,4 % y 95,2 %, en coincidencia con
los resultados anteriormente descritos que indican
que la PCR anidada es una herramienta util para el
diagndstico rapido y eficaz de la histoplasmosis en
zonas endémicas.

Histoplasmosis en caninos y felinos

La PCR en tiempo real (PCR-RT) es una de las
técnicas vanguardistas que ha sido utilizada para la
deteccion de diversos agentes patdégenos. Martagon-
Villamil et al. (2003) desarrollaron la primera PCR-
RT para la identificacion de H. capsulatum dirigida
a la secuencia ITS-1 (internal transcribed spacer) y
aplicaron los cebadores Hcap-F y Hcap-R hibridados
con isotiocianato de fluoresceina. La nueva técnica
se puso a prueba con 107 aislamientos micéticos,
de los cuales 34 eran H. capsulatum. Se comprobd
la especificidad de la misma con otros hongos como
Candida spp., Blastomyces dermatitidis, Aspergillus
spp. y Cryptococcus spp., obteniendo un 100% de
especificidad y de sensibilidad, lo que la posiciona
como una prueba confiable para el diagnéstico de la
histoplasmosis.

Buitrago et al. (2007) evaluaron la PCR-RT
descrita por Martagon-Villamil et al. (2003); utilizaron
para el disefio de los iniciadores y sondas las regio-
nes de ITS y eligieron fragmentos pertenecientes
a la zona ITS-1. Se disefid un control interno de la
técnica de PCR, que consistia en la inclusion de otro
oligonucledtido en la reaccion, con secuencia com-
plementaria al de los iniciadores y la sonda, pero con
algunos cambios en las secuencia, lo cual sirvié para
detectar productos de amplificacion sin produccion de
fluorescencia. La sensibilidad y la especificidad de la
prueba fueron de 78,6 % y 100 %, respectivamente,
para muestras de secreciones respiratorias, aspirados
medulares y muestras de suero. Cabe recalcar que
las muestras de eleccion para la PCR-RT son las
secreciones respiratorias y los aspirados medulares,
con los cuales se obtienen una sensibilidad y una
especificidad del 100 %.

Babady et al. (2011) detallaron un ensayo PCR-
RT capaz de identificar simultaneamente B. dermatiti-
dis e H. capsulatum empleando los iniciadores BD1, 2,
3,4y HCA1, 2, 3, 4, respectivamente. La extraccion se
realiz6 partiendo de muestras de cultivo y directamente
de muestras clinicas, tales como secreciones respi-
ratorias, tejido fresco, sangre, médula dsea y liquido
cefalorraquideo. No se procesaron muestras de orina,
ya que en pacientes con histoplasmosis diseminada
con frecuencia no se encuentra ADN de Histoplasma
en la misma. En esos casos es recomendable el
uso del ensayo de antigeno de H. capsulatum. Se
demostré una sensibilidad de 73 % y una especifici-
dad de 100 % para la deteccion de H. capsulatum en
muestras clinicas.

Simon et al. (2010) evaluaron la PCR-RT
comparandola con otras técnicas, tales como las
seroldgicas, el examen directo y el cultivo (estandar
de oro), obteniendo un 95,4% de sensibilidad y un
96 % de especificidad. La validacién del protocolo se
realiz6 gracias a un estudio multicéntrico que incluyo
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5 laboratorios a los que se les entregaron 10 muestras
para identificar. Los resultados fueron 6ptimos. No
encontraron falsos positivos y la especificidad alcanzé
el 100 %. Sin embargo, la sensibilidad fue del 43 % en
un laboratorio donde se aplicé la PCR-RT dirigida a
secuencias especificas (SCARS markers) (Buitrago
et al., 2013).

Fernandez-Andreu et al. (2011) indicaron que
seria muy beneficioso estandarizar una prueba que
permita identificar H. capsulatum var. capsulatum en
muestras ambientales; una técnica con estas carac-
teristicas seria una herramienta util para fortalecer
estudios epidemiolégicos y de salud publica.

Métodos indirectos
Deteccién de anticuerpos

Las pruebas que detectan anticuerpos han
sido de gran valor en el diagndstico de la histoplas-
mosis, no solo por su relativa rapidez en compa-
racién con los métodos de cultivo e identificacion,
sino también porque, en muchas ocasiones, son la
primera y a veces la unica evidencia de infeccion
(Freitas et al., 2009). Las mas empleadas han sido
la inmunodifusién doble, la fijacidon del complemento
y la técnica de ELISA indirecta. La prueba cutanea
de la histoplasmina esta disponible pero no es muy
conocida por haber sido superada por las otras
técnicas serolégicas descritas.

En las zonas endémicas, entre el 50 y el 80 %
de adultos presenta positividad a la prueba cutanea de
histoplasmina; aunque menos del 5% de las personas
desarrollan la enfermedad sintomatica, después de
un bajo nivel de exposicion, la tasa de ataque pue-
de ser superior al 75% después de una exposicion
prolongada (Wheat 2003; Wheat et al., 2004). Las
altas tasas de histoplasmina positiva en humanos de
zonas endémicas plantean el interrogante sobre cual
podria ser el porcentaje de animales de la misma zona
positivos a histoplasmina.

En 1939, De Monbreum comunico el primer
caso de histoplasmosis en un perro. A partir de en-
tonces, diversos investigadores buscaron comprobar
la presencia del hongo en los animales mediante
métodos faciles y practicos. Prior et al. realizaron
una evaluacion de la reaccion de la histoplasmina
positiva en perros, encontrando que la reaccién po-
sitiva era similar a la producida por tuberculina en el
ganado bovino positivo a Mycobacterium bovis (Prior
et al., 1949).

Okudaira et al. (1962) estudiaron las caracte-
risticas de la reaccion cutanea a la histoplasmina en
perros, constatando la formacion de vesiculas y erosio-
nesy, microscépicamente, una moderada a abundante
infiltracion de células mononucleares y neutréfilos. La

intensidad de esta respuesta varié cuantitativamente
en animales negativos y positivos.

En San Pablo, Brasil, se realizé un estudio
epidemioldgico para identificar el porcentaje de se-
ropositividad en diferentes mamiferos del zoolégico
mediante la prueba cutédnea de histoplasmina. Se
encontro un 44,8 % de reacciones positivas en total:
de este valor, un 15,1 % correspondio a los Cebidae,
6,2% a los Callithricidae, 86,5 % a los Procyonidae y
50 % a los Felidae (Costa et al., 1994).

Las pruebas serologicas se utilizan en perros
y gatos de areas endémicas para establecer un diag-
noéstico presuntivo cuando las manifestaciones clinicas
sugieren la enfermedad pero el microorganismo no
se ha logrado detectar. Se cree que los anticuerpos
precipitantes representan la inmunoglobulina M y se
detectan 2-4 semanas después de la infeccidn inicial
en animales. La prueba de anticuerpos precipitantes
puede ser negativa y convertirse en positiva cuando la
enfermedad se disemina (Morgan et al., 2004).

La inmunodifusion doble se considera una prue-
ba sencilla, econémica y muy especifica, debido a la
aparicion de las bandas de precipitacion H y M entre
las 4 y 6 semanas después de la exposicion, aunque
su sensibilidad es baja. La presencia de una banda
M indica una infeccion activa o pasada o la aplicacién
reciente de una prueba intradérmica de histoplasmina.
La banda H aparece después de la banda M e indica
infeccion activa (Fernandez-Andreu ef al., 2011).

Los anticuerpos anti-M pueden persistir durante
afnos en el suero del paciente, mientras que los anti-H
tienden a desaparecer mucho mas rapidamente. La
prueba de fijacién del complemento es mas sensible
y menos especifica que la inmunodifusién, pero re-
quiere de gran experiencia y, en general, esta siendo
abandonada por la mayoria de los laboratorios por su
complejidad (Morgan et al., 2004).

Los anticuerpos fijadores del complemento
aparecen mas tardiamente que las precipitinas (30
dias después del contacto infectante). En las primoin-
fecciones leves, esta prueba es negativa, mientras
que en las moderadas se vuelve negativa luego de
mostrar una leve positividad. Es una técnica ideal para
seguir la evolucion de la enfermedad (Gomez & Guida,
2010). Un titulo de 1:32 se considera positivo, mientras
que los titulos de 1:8 y 1:16 se consideran débilmente
positivos y, en algunos casos, indican una infeccion
anterior, en especial en individuos de areas endémi-
cas. Si se pretende alcanzar una mayor sensibilidad
se recomienda realizar de manera simulténea la FC
y la ID (Ettinger & Feldman, 2004; Gomez & Guida,
2010; Morgan et al., 2004).

Las pruebas seroldgicas son positivas en,
aproximadamente, el 71 % de las formas diseminadas
de histoplasmosis, en el 100% de las pulmonares
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cronicas y en el 98% de las pulmonares agudas y
autolimitadas. Sin embargo, en individuos inmunocom-
prometidos la positividad es mucho menor (Fernandez-
Andreu et al., 2011).

Los ensayos inmunoenzimaticos también han
sido empleados en el diagnostico de histoplasmosis,
aunque de manera limitada, y han mostrado buena
sensibilidad aunque menor especificidad que las prue-
bas de inmunoprecipitacion. Las pruebas se tornan
positivas a los 4-7 dias del contacto con el agente y
alcanzan su titulo maximo a las 2-3 semanas, valores
que luego decrecen y persisten bajos. Son utiles para
diagnosticar neumonitis de primoinfeccién con evolu-
ciones de menos de 1 afo (Gomez & Guida, 2010).

En todos los casos, la interpretacién de las
pruebas serolégicas debe realizarse integrando sus
resultados con los datos clinico-epidemioldgicos y
micologicos. También se han desarrollado pruebas
de hemaglutinaciéon pasiva, inmunofluorescencia,
inmunoelectroforesis e inmunoblotting, entre otras
(Gémez & Guida 2010).

Tratamiento

Para el tratamiento, las drogas de primera elec-
cion son el ketoconazol y el itraconazol. El primero es
suministrado a dosis de 5-15 mg/kg via oral (v.0.) cada
12 hy el segundo a dosis de 5-10 mg/kg v.o. cada 24 h.
Los tiempos de retiro de los farmacos antimicéticos de-
penden mucho del paciente y del tipo de enfermedad.
Para procesos pulmonares es de esperar una pronta
curacion, pero en casos de enfermedades sistémicas
diseminadas el tiempo de retiro puede extenderse has-
ta 12 meses (Morgan et al., 2004). La administracion
de ketoconazol en animales durante mucho tiempo
debe ser evaluada mensualmente mediante analisis
quimico del suero completo, incluido el perfil hepatico.
No debe indicarse en hembras reproductoras, debido
a que el ketoconazol es teratogénico y hepatotoxico.
Para las formas sistémicas es Uutil la anfotericina B,
por via intravenosa, en solucién glucosada al 5%, a
razén de 0,5 mg/kg/dia administrada durante 4-6 horas
durante 6 semanas (Gomez & Guida, 2010).

La enfermedad pulmonar puede remitir de forma
espontanea. Sin embargo, igualmente se recomienda
el tratamiento antifungico para evitar posibles cuadros
de cronicidad.

El tratamiento recomendado para la histoplas-
mosis felina se basa en el itraconazol, a dosis de 5mg/
kg v.0. cada 12 h durante, al menos, 2-4 meses. La
biodisponibilidad de la capsula es variable y algunos
gatos pueden requerir dosis de hasta 10 mg/kg v.o.
cada 12 h. Ademas, se debe suplementar con 250 ug
de cobalamina, por via subcutanea, durante 7 dias,
dada la comprobada deficiencia de esta vitamina,

Histoplasmosis en caninos y felinos

tanto en gatos sanos como en enfermos (Reed et al.,
2007). El ketoconazol es eficaz en un tercio de los
gatos que padecen la enfermedad. La anfotericina
B puede ser agregada al tratamiento cuando estan
gravemente afectados.

En caninos el tratamiento ideal es el itraconazol
10 mg/kg v.0. cada 12 h. En casos graves como es
el caso de animales inmunodeficientes, se aconseja
utilizar anfotericina B. La administracion de corticoes-
teroides esta indicada en perros con obstruccion de
las vias respiratorias por aumento de tamafio de los
linfondduloss hiliares (Morgan et al., 2004).

Algoritmo de diagnéstico

En la figura 4 se muestra un algoritmo simple
para arribar al diagnéstico de histoplasmosis. Es
recomendable que se obtengan resultados positivos
de tres 0 mas pruebas para confirmar el diagndstico.

Discusion

Histoplasma spp., un hongo dimérfico del cual
segun el lugar de origen del aislamiento se han iden-
tificado tres variedades taxonémicas (H. capsulatum:
var. capsulatum, var. duboisii y var. farciminosum), es
el agente causal de la histoplasmosis.

La formaciéon de microconidios promueve la
diseminacioén y contagio; ademas, la resistencia al
fagolisosoma de los macrofagos favorece la presen-
tacion de enfermedad pulmonar (Woods et al., 2003).
Sin embargo, pueden verse afectados otros sistemas,
tanto en caninos como en felinos, como el tracto gas-
trointestinal, linfonédulos, higado, bazo, médula 6sea,
ojos y glandulas adrenales.

Esta infeccion fungica puede afectar a una gran
variedad de mamiferos, siendo mas susceptibles los
felinos y los caninos menores de 4 afos (Morgan et
al., 2004). La enfermedad presenta dos fases, una
primaria que puede ser pulmonar o cutanea y otra
progresiva que corresponde a la forma diseminada.

En caninos la histoplasmosis se evidencia
principalmente con signologia gastrointestinal, es-
plenomegalia, hepatomegalia y linfadenopatia, a
diferencia de los felinos, en los cuales las alteraciones
gastrointestinales son poco frecuentes. No obstante,
es posible que haya presentaciones atipicas de histo-
plasmosis diseminada con alteraciones del sistema
0seo o histoplasmosis intersticial primaria (Rochat &
Cristal, 1999).

La inespecificidad de los signos clinicos hace
que entre los diagnosticos diferenciales se incluyan
las infecciones por micobacterias, protozoos, otras
micosis sistémicas y neoplasias. Se han evaluado
distintos métodos directos e indirectos de diagndstico
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Figura 4. Algoritmo para el diagnéstico de la histoplasmosis

a partir de una variedad de muestras clinicas, tales
como esputo, sangre, médula 6sea, exudado y ras-
pado de lesiones cutaneas o mucocutaneas, orina,
liquido cefalorraquideo y biopsias de distintos érganos.

Los métodos indirectos, utilizados para el diag-
nostico de histoplasmosis son pruebas rapidas, en
comparacioén con el cultivo, y detectan anticuerpos.
Entre los métodos diagndsticos directos se encuen-
tran técnicas como microscopia directa, deteccion de
antigeno, histopatologia y métodos moleculares.

Utilizando la microscopia directa es probable
que se cometan errores de diagnoéstico por una
confusion de Histoplasma con otros microorganis-
mos como Candida spp., Leishmania, Toxoplasma y
Paracoccidioides. Los métodos de cultivo represen-
tan un alto riesgo de contagio para el personal de
laboratorio y es necesario un nivel de bioseguridad
3. En consecuencia, en la actualidad se opta por mé-
todos moleculares que ofrecen resultados rapidos y
precisos para la identificacion de esta micosis. Entre
los métodos moleculares empleados se encuentran
PCR anidada para la amplificacion de un fragmento
del ADN ribosomal del gen 18S y para la secuencia
genomica de la proteina HC100, PCR semianidada
para detectar el gen del antigeno H y la PCR-RT que
posee una elevada sensibilidad y especificidad y es

considerada como una herramienta valiosa para es-
tudios epidemiolégicos.
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Resumen: Las micromatrices de tejido son plataformas de alto rendimiento que permiten el analisis
de decenas a cientos de muestras de tejidos en forma simultanea. Estas se han utilizado, en es-
pecial, para analizar tejidos neoplasicos. Sin embargo, los beneficios de su aplicacién pueden ser
aprovechados en otras areas de investigacion, como la embriologia y la histologia. El presente trabajo
explora el uso de la técnica de micromatrices de tejido para el analisis morfolégico y molecular de
tejidos animales normales. Un total de 82 muestras de piel canina normal prenatal y posnatal fueron
utilizadas para construir la matriz. A partir de ésta, se obtuvo una gran cantidad de secciones en
las que se aplicaron técnicas de histologia convencional y de inmunohistoquimica. Los resultados
nos muestran la eficacia de la técnica para realizar el analisis morfolodgico y molecular de decenas
de muestras de tejido normal en forma simultanea. Esto permite la evaluacion mas estandarizada
de los tejidos, reduciendo asi la variabilidad que puede ocurrir cuando se realizan ensayos sobre
muestras individuales.

Palabras clave: micromatrices de tejido, inmunohistoquimica, piel, caninos

Abstract: Tissue microarrays are platforms for high throughput simultaneous analysis of tens to
hundreds of tissue samples. They have been used especially to analyze neoplastic tissues. However,
the advantages of this technique could be applied to other research areas such as embryology and
histology. This study explores the use of tissue microarrays for morphological and molecular analysis
of normal tissues from animals. A total of 82 samples of normal skin from prenatal and postnatal dogs
were selected and used to construct the array. A large number of sections from this array block were
obtained and routine stain and immunohistochemistry techniques were applied. The results show the
effectiveness of the technique for morphological and molecular analysis of a large number of normal
tissue samples simultaneously. This allows the standardized assessment of tissues, thus reducing
the variability that can occur when testing is performed on individual samples.
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Introduccién

Las micromatrices de tejidos incluidos en pa-
rafina (MMsT) son plataformas de alto rendimiento
que permiten el analisis de multiples muestras de
tejidos en forma simultanea (Hewitt 2004). Estas
plataformas se construyen mediante la obtencién
de biopsias cilindricas a partir de decenas a cien-
tos de bloques de parafina donantes, las cuales
son reincorporadas en un Unico bloque de parafina
receptor (Kononen et al. 1998). Por lo tanto, una
seccion obtenida a partir de esta matriz contiene
pequefas muestras de tejido representativas de los
diferentes casos, sobre la cual se pueden aplicar las
mismas técnicas que se usarian sobre una seccién
de tejido convencional en un portaobjetos, como por
ejemplo la inmunohistoquimica (IHQ) (Hewitt 2004;
Kononen et al. 1998).

Una micromatriz de tejidos (MMT) bien di-
sefiada permite ahorrar tiempo y materiales, asi
como también facilita el analisis simultaneo de
dianas moleculares en condiciones idénticas y
estandarizadas sobre muestras multiples, redu-
ciendo la variabilidad de los experimentos al evitar
la necesidad de realizarlos una y otra vez (Hewitt
2004). Por ejemplo, una sola inmunotincién puede
proporcionar informacién valiosa sobre todas las
muestras que se encuentran sobre el portaobjetos
en forma simultanea, mientras que las secciones
posteriores de la matriz pueden ser utilizadas para
analizar otros anticuerpos (Molinolo ef al. 2007).
Estas ventajas llevaron a que la aplicacion de esta
técnica surja como una herramienta esencial en el
campo de la oncologia, en la que ha permitido la
deteccién rapida y rentable de biomarcadores de
utilidad diagnéstica, prondstica y predictiva (Hewitt
2009; Hewitt 2012; Kononen et al. 1998).

Aunque la técnica de MMSsT fue descripta ini-
cialmente para la investigacion del cancer y se utiliza
principalmente en este campo, la posibilidad de su
aplicacion se ha ampliado hacia otras areas de in-
vestigacion (Avninder et al. 2008). Asi, sus beneficios
pueden ser aprovechados en estudios en los que se
trabaje, por ejemplo, con multiples muestras de tejido
normal (Kononen et al. 1998), como la embriologia y la
histologia. En estas areas, la técnica de MMsT surge
como una alternativa atractiva para la investigacion
de aspectos morfoldgicos y funcionales, dado que,
para realizar un aporte de relevancia es indispensable
contar con una gran cantidad de muestras en las que
se realicen los analisis en forma estandarizada.

El presente trabajo explora por primera vez el
uso de la técnica de MMSsT en el estudio de la piel ca-
nina durante el desarrollo ontogénico, a partir de una
gran cantidad de muestras provenientes de diferentes
regiones corporales de fetos y adultos.

Materiales y métodos
Micromatriz de tejido

Se tomaron muestras de piel a partir de distintas
regiones corporales (dorso, flanco, vientre, dedo, plano
nasal, pabelldn auricular y, en los machos, escroto)
de fetos y adultos caninos. Las muestras de fetos
provinieron de histerectomias realizadas por médicos
veterinarios de actividad privada vy, las de animales
adultos, de caninos ingresados al Servicio de Anato-
mia Patolégica de la Facultad de Ciencias Veterinarias
(Universidad Nacional de La Plata). Las muestras
fueron procesadas para su inclusion en parafina y su
posterior coloracion con la técnica de hematoxilina y
eosina (H-E). Luego de la observacién de las seccio-
nes coloreadas con H-E, un total de 82 bloques de
parafina conteniendo los tejidos de interés (bloques
donantes) fueron seleccionados para la posterior
construccién de la MMT. Cuatro bloques de parafina
adicionales, conteniendo muestras correspondientes a
otros 6rganos, fueron seleccionados para ser incluidos
como controles en la matriz.

El método utilizado en la construccion de la
MMT fue el descripto por Hewitt (2004), utilizando
un arrayer de tejido semiautomatico (TM Arrayer ™,
Pathology Devices, Inc.) y un diametro de cilindro
(nucleo) de 1 mm. Sobre cada una de las secciones
coloreadas con H-E, correspondiente a cada bloque
donante, se procedi6 a la marcacion de las areas de
tejido de interés utilizando un marcador indeleble bajo
observacién microscopica. Luego, se ordend cada
bloque donante con su seccion correspondiente para
la posterior construccién de la matriz. Un bloque de
parafina receptor fue construido utilizando un molde
especifico y parafina bajo punto de fusion. El bloque
de parafina receptor se coloco entonces en el arrayer
de tejido y se procedié a la construccion de la MMT.
Sobre un soporte especifico se ubicé el bloque donan-
te y sobre éste la seccién coloreada con H-E corres-
pondiente. El conjunto formado por soporte-bloque
donante-seccion coloreada con H-E se alined de forma
tal que el area de interés marcada sobre el portaobje-
tos se ubicara debajo de la aguja de perforacion. Se
retiré el portaobjetos y se procedioé a la obtencion de
una biopsia cilindrica (nucleo) a partir del bloque de
parafina donante. Se retir6 el soporte que contenia el
bloque donante y se procedi6 a reinsertar el nucleo
contenido en la aguja de perforacion en el bloque de
parafina receptor. Este procedimiento se repitié con
cada uno de los bloques donantes. Una vez finaliza-
da la insercion de los nucleos de interés, se coloco
la MMT en una estufa a 37 °C durante 10 min y se
presiono su superficie. Este ultimo procedimiento se
repitio tres veces. Finalmente, se realizé el templado
de la MMT en una estufa a 37 °C. Una vez concluida
la MMT, se obtuvieron secciones que se colorearon
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con H-E para realizar un analisis general de la matriz
y evaluar su calidad.

Inmunohistoquimica

Se utilizaron dos secciones de la MMT para
la aplicacion de la técnica de IHQ utilizando un
anticuerpo especifico anti p-catenina (p-Catenin
D10A8XP™ Rabbitm Ab #8480; CellSignaling Tech-
nologies; dilucion 1:100).

Los portaobjetos que contenian las secciones
de la MMT se colocaron en una estufa a 65 °C duran-
te 30 min para fundir la parafina, se sumergieron en
Safeclear Il (Fisher Scientific) para el desparafinado
durante 5 min (tres veces) y se hidrataron mediante
pasajes sucesivos en alcoholes de graduacion de-
creciente. Para bloquear la peroxidasa enddgena se
incubaron en peroxido de hidrégeno al 3% en alcohol
70° durante 30 min y se lavaron con agua destilada
durante 5 min, tres veces. Para la recuperacion anti-
génica, los portaobjetos se colocaron en un recipiente
que contenia acido citrico 10 mM en un horno de mi-
croondas durante 20 min (2 min a 100 % de potencia y
18 min a 20 % de potencia). Los portaobjetos se deja-
ron enfriar durante 15 min a temperatura ambiente, se
lavaron una vez con agua destilada y luego tres veces
con PBS. Las secciones se incubaron en solucion de
bloqueo (albumina sérica bovina al 2,5% en PBS)
durante 30 min a temperatura ambiente. El exceso
de solucion se descartd y las secciones se incubaron
con el anticuerpo primario diluido en solucién de blo-
queo a 4 °C durante la noche. Después de lavar con
PBS, los portaobjetos se incubaron secuencialmente
con el anticuerpo secundario biotinilado (Biotinyla-
ted Goat Anti-Rabbit IgG Antibody; BA-1000; Vector
Laboratories; 1: 400) durante 30 min y luego con el
complejo avidina-biotina (VECTASTAIN® Elite® ABC
Kit; PK-6100; Vector Laboratories) durante 30 min a
temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavaron
y se revelaron con 3,3'-diaminobencidina (SIGMA-
FAST™ 3,3'-Diaminobenzidine tablets; D4168-50SET:;
Sigma Chemical) bajo control microscépico. La reac-
cion se detuvo con agua destilada y los tejidos se
contrastaron con hematoxilina de Mayer, para luego
continuar con el deshidratado y montado.El anticuer-
po utilizado fue probado previamente en muestras
de piel canina normal para confirmar su reactividad
en la especie, asi como también, para establecer las
condiciones 6ptimas para su uso.

Resultados
Diseno y construccioén de la matriz

Un total de 110 muestras de piel canina normal
fueron obtenidas y procesadas. Luego de la observa-
cion de las secciones coloreadas con H-E, se selec-
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cionaron 82 muestras para la posterior construccion
de la MMT. La causa mas comun de exclusion fue la
mala fijacion del tejido.

Dado que las muestras eran en general peque-
fAas y morfolégicamente homogéneas, fue sencillo
marcar en las secciones coloreadas con H-E las zo-
nas precisas de los bloques donantes desde donde
la aguja de perforaciéon podria obtener los tejidos. El
tiempo empleado para llevar a cabo esta seleccion fue
de aproximadamente 3 horas, mientras que el nece-
sario para llevar a cabo el disefio y construccién de
la MMT fue de aproximadamente 6 horas. Los casos
fueron distribuidos en la matriz teniendo en cuenta
su edad de desarrollo, dejando los controles en el
margen inferior derecho. En la figura 1 (A) se muestra
la MMT finalizada.

En las secciones obtenidas a partir de la MMT
sobre las que se aplico la técnica de H-E pararealizar
un analisis general de la matriz y evaluar su calidad, se
confirmo la presencia de los tejidos de interés (epider-
mis, dermis y tejido subcutaneo) en todos los nucleos.
Las sucesivas secciones de la matriz obtenidas a
diferentes profundidades presentaron caracteristicas
tisulares similares entre si, comparables a las que se
obtendrian trabajando con los bloques de parafina
convencionales. Asimismo, después de la aplicacion
de la técnica de H-E se observé una minima pérdida
de los nucleos con los tejidos de interés, siendo esta
de 2 o 3 nucleos en cada seccion. Los resultados de
la aplicacion de la técnica de H-E sobre una seccion
de la MMT se muestran en la figura 1 (B y C). Por
ultimo, se realizé la comparacién de las secciones
coloreadas con H-E obtenidas a partir de la matriz con
las respectivas secciones completas provenientes de
los bloques de parafina donantes, observandose una
concordancia de tejido entre los nucleos de la matriz
con las respectivas secciones completas en todos los
casos (Figura 2).

Inmunohistoquimica

En las secciones obtenidas a partir de la MMT
sobre las que se realiz6 IHQ para evaluar la expresion
de B-catenina se observé una intensa marcacion en
las células de la epidermis, asi como también en el
foliculo piloso y en las células de las glandulas seba-
ceas Yy sudoriparas apocrinas. Esta expresion tuvo
una distribucién citoplasmatica y de membrana. Por
otra parte, se realiz6 la comparacion de la expresion
de B-catenina obtenida en las secciones de la matriz
con algunas secciones completas provenientes de
los bloques de parafina donantes, observandose una
concordancia en la marcaciéon entre los nucleos de
la matriz con las respectivas secciones completas
en los casos analizados. Asimismo, la calidad de los
diferentes nucleos de tejido fue en general buena
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Figura 1. Micromatriz de tejidos construida a partir de muestras de piel canina normal. (A) Imagen de la micro-
matriz de tejido finalizada, conteniendo los nucleos de 1 mm de diametro obtenidos a partir de muestras de piel
canina normal prenatal y posnatal. (B) Seccion de la MMT coloreada con H-E. (C) Imagenes correspondientes
a algunos nucleos representativos de la matriz para mostrar la calidad de los mismos. Objetivo 2x.

tras la aplicacion de IHQ, observandose una minima
pérdida de los mismos (2-3 nucleos). Ejemplos de los
resultados de la aplicacion de esta técnicase muestran
en la figura 3.

Discusion

El uso de la técnica de MMsT brinda una serie
de beneficios cuando se desea trabajar con grandes
colecciones de tejido. La posibilidad de incluir en un
unico bloque de parafina decenas a cientos de mues-
tras permite no solo ahorrar tiempo y materiales, sino
también reducir la variabilidad de los experimentos
que se realicen posteriormente (Hewitt 2004 ; Molinolo
et al. 2007). El principal beneficio observado fue la
reduccion notable en el tiempo y la cantidad de ma-
teriales necesarios para el desarrollo de la técnica de
IHQ. Esto se debe a que en una sola inmunotincion
se pudo obtener informacién de las 82 muestras de
piel que se encontraban sobre el portaobjetos en for-
ma simultanea. Si esta técnica se hubiese aplicado

sobre las secciones completas, no soélo se hubiesen
incrementado los costos y materiales necesarios para
su desarrollo, dado que 82 secciones hubiesen sido
necesarias, sino que ademas no hubiese sido posible
la aplicacién de la técnica de IHQ en forma simultanea
para esta cantidad de muestras.

La técnica de MMsT presenta algunas limita-
ciones cuando se utilizan tejidos neoplasicos para su
construccion, dado que cada nucleo representa una
pequefa fraccion de la lesion (Kononen et al. 1998).
Asi, en las matrices construidas a partir de este tipo de
tejidos, las secciones tomadas a diferentes profundi-
dades muestran caracteristicas ligeramente diferentes
0, como sucede en algunos casos, la ausencia total de
tejido tumoral en algunos nucleos cuando se alcanzan
los limites no neoplasicos (Molinolo et al. 2007). En
este estudio, observamos que las MMsT construidas
a partir de tejidos normales no presentan esta limita-
cion. Las sucesivas secciones coloreadas con H-E
obtenidas a diferentes profundidades de la matriz
presentaron caracteristicas tisulares similares entre
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Figura 2.Imagenes representativas de secciones
de la MMT coloreadas con H-E y su correlacion
con las imagenes correspondientes a las secciones
completas. (A) Imagenes correspondientes a piel de
la regidn del dorso de un canino neonato: (1) nucleo
de la MMT y (2) seccion convencional. Objetivo 10x.
(B) Imagenes correspondientes a piel de la regidon
del dorso de un canino de 50 dias de gestacion:
(1) nucleo de la MMT y (2) secciéon convencional.
Objetivo 10X.

si, comparables a las que se obtendrian trabajando
con los bloques de parafina convencional.

Para evaluar la viabilidad del uso de la técni-
ca de MMsT para estudiar las complejas redes de
sefnalizacion involucradas en el desarrollo de la piel
canina normal, se procedi6é a la utilizacién de técni-
cas de IHQ sobre secciones obtenidas a partir de la
MMT. El anticuerpo seleccionado fue anti B-catenina
debido a que ha sido establecida previamente como
una molécula relevante en el desarrollo de la piel
normal en los caninos (Bongiovanni ef al. 2011). En
las secciones obtenidas a partir de la MMT se observo
una intensa expresion citoplasmatica y de membrana
de B-catenina en los distintos nucleos de tejido. Este
patrén de marcacion fue similar al encontrado utilizan-
do la técnica de inmunohistoquimica sobre secciones
completas, lo cual indica que la técnica de MMsT
resulta de utilidad para detectar el nivel de expresion
de esta molécula sobre muestras multiples.

Aunque la técnica de MMsT ha sido ampliamen-
te utilizada para la evaluacion inmunohistoquimica de

Micromatrices en histologia veterinaria

Figura 3. Imagenes representativas de la aplicacion
de IHQ para la marcacién de B-catenina sobre sec-
ciones de la MMT. (A) Imagenes correspondientes a
piel de la region del dorso de un canino de 45 dias de
gestacion. (B) Imagenes correspondientes a piel de la
region del dorso de un canino de 50 dias de gestacion.
(C) Imagenes correspondientes a piel de la region
del dorso de un canino neonato. En los recuadros se
muestran imagenes de (A), (B) y (C), respectivamente,
con objetivo 40X.

muestras de tejidos en medicina humana, y a pesar de
que los tejidos animales son ampliamente utilizados
para su construccion en investigacion (Braunschweig
et al. 2005), existen relativamente pocos informes
sobre su uso en medicina veterinaria, estando estos
restringidos al campo de la oncologia (Buishand ef al.
2014; Hammer et al. 2007; Higgins et al. 2010; Keller
etal. 2007; Khanna et al. 2002; Muscatello et al. 2015;
Wohlsein ef al. 2012). El presente estudio es, segun
nuestro conocimiento, el primero en validar el uso de
MMSsT en investigacion en areas basicas de medicina
veterinaria, como son la embriologia y la histologia.
Asi, la técnica de MMsT surge como una alternativa
viable cuando se desea realizar un estudio ontogénico
de un érgano como la piel canina, dado que es impres-
cindible disponer de decenas a cientos de muestras en
las que aspectos morfologicos y funcionales puedan
ser evaluados en forma simultanea.

Este trabajo podra profundizarse mediante un
analisis morfoldgico exhaustivo y la aplicacién de téc-
nicas de IHQ que permitan detectar moléculas implica-
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das en las distintas vias de sefializacion involucradas
en el desarrollo de la piel canina normal. Esto no solo
resultara de utilidad para entender la naturaleza de
los mecanismos del desarrollo normal, sino que tam-
bién podran ser relevantes en el area de patologia,
para comprender los mecanismos desregulados que
subyacen al desarrollo de enfermedades originadas
en este 6rgano en el adulto.
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Resumen: La leucosis enzodtica bovina (LEB) es una enfermedad cronica, linfoproliferativa y
altamente contagiosa producida por el virus de la leucosis bovina (VLB). La sangre es una fuente
importante de infeccion, principalmente en la practica veterinaria, considerando que solo 5 microlitros
son suficientes para infectar a un bovino en forma experimental. La Zona Deprimida del Rio Salado
(ZDRS) esta formada por poco mas de 6 millones de hectareas con una cantidad de terneros que
representa el 16,05 % de las existencias nacionales y el 34,03 % de las provinciales, convirtiéndose,
de ese modo,en la principal zona criadora de terneros de Argentina. Los ultimos estudios sobre sero-
prevalencia de infeccién por el VLB en rodeos de cria en la provincia de Buenos Aires se realizaron
hace poco mas de 20 afios, obteniéndose valores inferiores al 2%. En este trabajo se analizaron
un total de 1957 bovinos de cria provenientes de 90 establecimientos, representando poco mas del
85% de la superficie de la ZDRS, para determinar la presencia de anticuerpos contra el VLB me-
diante inmunodifusion en gel de agar, prueba utilizada en estudios epidemioldgicos y en planes de
erradicacion de la enfermedad. La prevalencia en los establecimientos fue del 6,6 %, mientras que se
obtuvo una seroprevalencia individual de 0,36 %. Debido a que la ZDRS es la de mayor productividad
de terneros de cria en Argentina, es de sumo interés determinar la prevalencia de infeccion en esta
region para establecer zonas libres de VLB.

Palabras clave: inmunodifusion en gel de agar, leucosis enzodtica bovina, Zona Deprimida del Rio
Salado

Abstract: Enzootic bovine leukemia (EBL) is a chronic, lymphoproliferative and highly contagious
disease caused by the bovine leukemia virus (BLV). Blood is an important source of infection in vet-
erinary practice; only 5 microliters are enough to infect a cow experimentally. The Zona Deprimida del
Rio Salado (ZDRS) is the main region of breeding calves in Argentina, covering more than 6 million
hectares with 16 % and 34 % of the national and provincial calf stock, respectively. The latest reports
of ELB prevalence in cow-calf farms in Buenos Aires province were performed more than 20 years
ago with values lower than 2 %. In this work, 1957 bovines from 90 cow-calf farms representing just
over 85% of the ZDRS were sampled to determine the presence of antibodies against BLV by agar
gel immunodiffusion, a test used extensively in epidemiological studies, control and eradication of
the disease. The prevalence in cow-calf farms was 6.6 % while the individual prevalence was 0.36 %.
Since ZDRS is the main area of breeder calfs production in Argentina, it is relevant to determine EBL
prevalence in this region in order to detect EBL free zones.

Key words: agar gel immunodiffussion, enzootic bovine leukemia, Zona Deprimida del Rio Salado
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Introduccién

La leucosis enzodtica bovina (LEB) es una
enfermedad cronica, linfoproliferativa y altamente
contagiosa producida por el virus de la leucosis bovi-
na (VLB). La LEB se puede presentar de tres formas
diferentes: una forma asintomatica aleucémica (AL),
representada por un 65-70 % de los animales positivos
y caracterizada por una cantidad normal de linfocitos B
en la circulacion sanguinea, una forma de linfocitosis
persistente (LP), representada por el 25-30% de los
animales positivos y caracterizada por un aumento
sostenido de la cantidad absoluta de linfocitos B en la
sangre y una presentacion linfoproliferativa tumoral en
forma de linfosarcoma o linfoma maligno, representada
por el 1-5% de los animales positivos, con la presen-
cia de masas solidas tumorales, infilirando diferentes
organos y tejidos (Burny ef al., 1988).

La transmisién natural del virus se produce
principalmente a través de las células infectadas con
el provirus integrado (Mammerickx et al., 1987), detec-
tandose altas copias de estos provirus en diferentes
subpoblaciones de linfocitos (Panei et al., 2013). Por
lo tanto, la sangre es una fuente importante de infec-
cion, principalmente en la practica veterinaria (Hop-
kins & DiGiacomo 1997; Kohara, 2006; Mammerickx
et al., 1987), ya que solo cinco microlitros de sangre
periférica inoculados por diferentes vias en forma
experimental fueron suficientes para infectar a un
bovino (Gonzalez et al., 2001). Asimismo, el uso de
las mismas agujas y jeringas, instrumentos quirdrgicos
y/o guantes de tacto en diferentes animales es una
causa potencial de transmision del VLB en los rodeos
(Kohara et al., 2006).

El control y la erradicacion de la LEB se basan
en la deteccion de animales seropositivos para VLB
mediante diferentes pruebas inmunodiagnésticas. La
prueba de inmunodifusion en gel de agar (IDGA) y la
prueba de ELISA, son las oficiales y mas utilizadas en
los programas de control y erradicacion de la enfer-
medad. La simplicidad en la realizacion, la fiabilidad
y los bajos costos operativos para llevar a cabo la
prueba de IDGA han sido determinantes en su elec-
cion en estudios epidemioldgicos a nivel mundial. En
nuestro pais, mediante Resolucion 337/94, el Servicio
Nacional de Sanidad Animal y Calidad Agroalimentaria
(SENASA) reglamento el sistema de certificacion de
establecimientos libres de LEB. A partir de la acepta-
cion voluntaria del productor, el mismo puede inscribir
su rodeo en un esquema de certificacion oficial que le
otorgue y mantenga la condicion libre de la enferme-
dad (de la Sota, 2005).

El area de influencia de la ZDRS abarca mas
de 6 millones de hectareas. El stock de terneros
representa el 16,05% de las existencias nacionales
y el 34,03% de las provinciales, convirtiéndola en la

principal zona donde se crian terneros de Argentina.

Debido a que no se conocen datos oficiales
sobre la situacion epidemioldgica de LEB en bovinos
de cria en la ZDRS, el objetivo de este trabajo fue
determinar la seroprevalencia de infeccion por VLB
en esta regidon y compararla con las registradas en
otras regiones del pais.

Materiales y métodos

Para el muestreo se utilizo la lista codificada
de todos los establecimientos que integran la ZDRS.
Se seleccionaron 90 establecimientos, cubriendo mas
del 85% de la region, con un total de 1957 bovinos.
Las muestras fueron tomadas sobre la base de los
resultados obtenidos con el programa estadistico
ProMESA (Programme for Statistical Sampling in
Animal Population) utilizando un nivel de confianza
del 95% y un error relativo del 15%. Los animales
fueron divididos en tres categorias: terneros entre 6 a
12 meses, vaquillonas entre 12 y 24 meses y adultos
mayores de 24 meses.

De cada animal se extrajeron 10 ml de sangre
sin anticoagulante de las venas yugular o coccigea
media, utilizando agujas y jeringas individuales estéri-
les. Una vez obtenido el suero, las muestras se trans-
firieron a tubos de 1,5 ml y se mantuvieron a -20°C.

Para la deteccion de anticuerpos contra el VLB
se utilizaron equipos de IDGA producidos en el Labo-
ratorio de Virologia de la Facultad de Ciencias Vete-
rinarias de la Universidad Nacional de La Plata. Este
equipo cuenta con la aprobacion de SENASA (Expte.
SENASA 40285/87, Cert. 88494), prueba oficial para
la certificacion de animales libres del VLB.

Resultados

Los resultados obtenidos de la lectura de las
placas de IDGA demostraron que, de los 90 estable-
cimientos, 6 presentaron al menos, un animal positivo
a LEB, determinandose una prevalencia del 6,6 %. Sin
embargo, para un total de 1957 sueros, 7 animales
pertenecientes todos a la categoria de bovinos mayo-
res de 24 meses fueron positivos para LEB. Sobre la
base de estos resultados se obtuvo una prevalencia
poblacional del 0,36 % (Tabla 1).

Discusion

Diferentes estudios sobre seroprevalencia de
infeccion por VLB se han llevado a cabo en varios
paises, sobre todo en aquellos que emplearon politi-
cas de erradicacion de la enfermedad. La prueba de
IDGA, realizada en condiciones éptimas, es la técnica
inmunoldgica mas utilizada para el diagnostico de LEB,
debido a su bajo costo, facil realizacion y elevada
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Tabla 1. Seroprevalencia de infeccion por el virus de
leucosis enzootica bovina (LEB) en la Zona Deprimida
del Rio Salado (ZDRS)

. Cantidad de Animales Seroprevalencia
Categoria de X L K )
animales animales por positivos para  de infeccion por el
categoria VLB virus de LEB (%)
Terneros entre 6 y 620 - -
12 meses
Vaquillonas entre
12 y24 meses 410 - -
Adultos mayores 927 7 075%
de 24 meses
Total 1957 7 0,36%

especificidad. Sin embargo, esta técnica posee una
sensibilidad media que la hace no muy adecuada para
utilizar en estrategias de control de enfermedades de
baja prevalencia (Trabattoni & Moriondo, 2016) en las
que se sugiere el uso de una técnica mas sensible
como el ELISA (Furtado et al., 2013; Nava et al., 2012).

Los ultimos estudios de prevalencia en rodeos
de cria de la provincia de Buenos Aires se realizaron
hace mas de 20 afos. Ademas, estos estudios inclu-
yeron diferentes provincias del centro y del norte de
Argentina, como Coérdoba, Entre Rios, Formosa y La
Pampa: se encontré una prevalencia del 1,8 %, con
un rango de variabilidad entre el 0% para la provincia
de La Pampay el 9,7 % para la provincia de Formosa
(Huici et al., 1997). La prevalencia en rodeos de cria
en la Patagonia Argentina fue comunicada por Huici
et al. (1995) y por Layana et al.(1997) y en Tierra del
Fuego por Disalvo et al. (2016). Estos estudios reve-
laron valores del 0% de prevalencia, demostrando
la ausencia de circulacion viral en estas regiones.
Reportes realizados por Resoagli et al. (2001) sobre
prevalencia de LEB en los afios 1998-1999 en el
noroeste de la provincia de Corrientes mostraron una
prevalencia del 11,8 %, de un total de 1093 muestras
analizadas. En el afo 2004, en la provincia de la Pam-
pa se encontré una prevalencia poblacional del 0,17 %
y el 10% de los rebafios analizados con, al menos,
un animal positivo (Alvarez Rubianes, 2004). En 2016
Trabattoni y Moriondo encontraron una prevalencia
total de 11,97 % en un rodeo de cria del norte de la
provincia de Santa Fe, porcentaje que fue reducido a
3,91 % luego de la eliminacion de animales positivos.
Si bien existen informes de diferencias en la prevalen-
cia segun el tamafio de los rodeos estudiados (Grau &
Monti, 2010), en este trabajo se carece de ese dato.
Los resultados encontrados en nuestro trabajo, que
incluy6 el 85% de la superficie de la ZDRS, revelan
que la prevalencia de infeccion por VLB en rodeos
de cria se mantiene en el rango encontrado por Huici
et al. (1997) demostrando que, en 20 afios, no hubo
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cambios significativos en la misma y, hasta nuestro
conocimiento, sin haber tomado medidas tendientes
a su eliminacion.

Conclusiones

Debido que la ZDRS es la regiéon de mayor
productividad de terneros de cria en Argentina, es de
sumo interés determinar seroprevalencia para esta-
blecer zonas libres de LEB. Los resultados obtenidos
permiten inferir el bajo impacto de la enfermedad en
los rodeos de cria en la zona analizada.
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Los autores pueden agradecer a individuos que
han realizado aportes significativos diferentes a los de los
coautores. En este apartado debera consignarse, ademas,
la fuente de financiamiento del trabajo.

c- Declaracién de conflicto de intereses

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

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

b-declarar que no existe conflicto de intereses

Ejemplo:

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

d- Bibliografia
Esta revista utiliza el formato de referencias basado

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Rang HP, Dale MM, Ritter JM, Flower RJ, Henderson

G. 2012. Rang y Dale Farmacologia. Séptima Edicion [libro
electrénico]. Amsterdam, Elsevier. Disponible en:

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

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

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

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

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

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

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

1.3 Tipos de trabajos

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2. Otros archivos

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

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

Material complementario

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

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

ANALECTA VETERINARIA recibe trabajos para su publi-
cacion durante todo el afo.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Correo postal:

Sr. Director

Revista ANALECTA VETERINARIA
CC 296 (B1900AVW) La Plata
ARGENTINA
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