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Agencia de Cooperacion Internacional del Japon (JICA)

La Agencia de Cooperacion Internacional del Japon (JICA) es un organismo de-
pendiente del Gobierno del Japon, que ejecuta los programas de cooperacioén técnica
y economica, determinados por el Gobierno Japonés, en base a los requerimientos
de los paises que estan en vias de desarrollo. En Argentina, ejecuta dichos progra-
mas en base al Convenio de Cooperacion Técnica firmado entre ambos gobiernos
en 1979 y del Acuerdo de Migraciones firmado en 1961.

El objetivo de las actividades de JICA es desarrollar los recursos humanos
para contribuir en el progreso de los paises en vias de desarrollo. Con esta idea
basica, acepta Becarios de dichos paises y también envia a Expertos y Voluntarios
para la Cooperacion con el Extranjero. Por otra parte, JICA suministra equipos y
materiales para el mejoramiento tecnolégico, envia misiones de expertos para re-
alizar diversos estudios de desarrollo y administra los programas de cooperacion
financiera no reembolsable para la construccion de hospitales, escuelas e institutos
de investigacion.

El Plan de Cooperacion Técnica Internacional entre Japon y la Universidad
Nacional de La Plata se inicié en 1982, cuando el Gobierno de Japén acepté un be-
cario de la Facultad de Ciencias Veterinarias para realizar un curso sobre Sanidad
Animal en el Instituto Nacional de Salud Animal de Tsukuba.

En el anno 1984, el gobierno argentino efectué un pedido de cooperacion téc-
nica a Japon, con el fin de fortalecer las investigaciones, principalmente en el area
de sanidad animal y la capacitacion de recursos humanos, tomando como centro a
la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata, para
promover la actividad ganadera del pais. Y, en 1985, JICA envié un experto a largo
plazo, por un periodo de 3 anos, a la Catedra de Virologia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata. Al término de su estadia, en
diciembre de 1988, los Gobiernos de la Republica Argentina y del Japén, a través
de JICA, firmaron un Proyecto de Cooperacién Técnica en el Area de las Ciencias
Veterinarias, el cual comenzo en marzo de 1989 y finalizo en febrero de 1994.
Posteriormente se ejecuté una cooperacion de seguimiento (follow-up) por 2 anos.
Asimismo, durante los afios 2001 y 2003, se ejecutd una cooperacién post-proyecto
(after-care), a fin de extender el alcance al area clinica.

Desde 1996, durante 10 afos, se realizaron cursos de entrenamiento en di-
agnostico de enfermedades animales para terceros paises, con una duracion de 6
semanas por curso, en los cuales se recibieron un total de 162 becarios de 14 paises
de Latinoameérica. En 1998 se inici6 el envio de 50 expertos a terceros paises, varios
de ellos latinoamericanos.

En el afio 2001 se firm6 el Proyecto PPJA entre los gobiernos de Japén y Ar-
gentina, y en el marco del mismo, se firmé un primer proyecto con SENACSA del
Paraguay, para el mejoramiento de los laboratorios de diagnoéstico. Posteriormente
se firmoé uno similar con SENASA de Perti, llamado PROMESA, el cual se inici6 en
2003 y finaliz6 en 2006.

PROVETSUR

El transito de animales en pie y de productos de origen animal a través de
las fronteras de los paises de la parte sur de Sudamérica, como Argentina, Bolivia,
Paraguay y Uruguay, se ha visto incrementado en estos tiltimos afos. Con la cre-
ciente profundizacion de la integracion econémica de la region, ha aumentado el
interés por evitar pérdidas de la industria ganadera causadas por enfermedades
de origen animal. Como consecuencia de ello, el mejoramiento de las técnicas de
diagnostico y el entendimiento de la epidemiologia en el campo de la veterinaria han
incrementado su importancia.
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A fines de 2004, la Universidad Nacional de La Plata JICA firmaron un nuevo
proyecto en el cual se crea una red de Facultades de Veterinaria de Sudamérica,
transformando a la Facultad de Ciencias Veterinarias de La Plata en el centro de
entrenamiento para los profesionales de la region. El plan de cooperacion fue titu-
lado “Proyecto Regional para la mejora de las técnicas de diagnoéstico veterinario
en Sudamérica® (PROVETSUR), y tiene como objetivo mejorar el estado sanitario
de los animales y contribuir al mejoramiento de la productividad en la region, con
particular énfasis en el desarrollo profesional continuo, capacitando a los veteri-
narios de las facultades participantes para mejorar la capacidad de diagnostico de
enfermedades y determinar las necesidades especificas en la relacion entre el sector
productivo y la comunidad en que estan insertos.

Las facultades participantes son:

Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad Nacional de La Plata, Argentina.

Facultad de Ciencias Veterinarias,

Universidad Auténoma Gabriel René Moreno, Bolivia.
Facultad de Ciencias Veterinarias,

Universidad Nacional de Asuncion, Paraguay.
Facultad de Veterinaria,

Universidad de la Republica Oriental del Uruguay, Uruguay.

PROVETSUR contribuye para solucionar los problemas especificos que se
detectan en cada pais.

vi
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BOLIVIA

Por Kuniaki Suzuki

Desde el inicio del proyecto, el dafno provocado en la poblacion por la rabia canina ha sido
un tema de suma importancia. Por ello, se tomé como localidad modelo, para la prevencion de la
rabia canina, a la cuidad de Santa Cruz de la Sierra, en donde se encuentra la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Gabriel René Moreno, y se han realizado diferentes actividades para
reducir el dafio provocado. Recientemente la facultad ha sido equipada con insumos y equipos de
laboratorio para poder realizar diagnosticos mucho mas precisos. Ademas, se ha mejorado la per-
rera municipal y se ha modernizado su administracién.

También se han realizado entrenamientos teérico-practicos sobre epidemiologia y diagnéstico
en el laboratorio. Gracias a esta ayuda, se han podido llevar a cabo algunas investigaciones en
campo, y de esta manera se pueden realizar calculos cientificos anuales del riesgo de infeccion por
rabia, conocer el nimero total de perros que habitan la cuidad, y ver el efecto de la vacunaciéon de
la campana de prevencion. Estos resultados, ademas de ser presentados en revistas internacionales
y libros cientificos, seran utilizados como informacion para aplicar politicas de prevencion de rabia
canina.

Ademas, se han podido avanzar en trabajos no realizados hasta el momento, como son las
investigaciones en campo sobre leucosis bovina, y se han suministrado insumos y equipos para la
produccion de antigenos utilizados en el diagnéstico de brucelosis bovina. Al mismo tiempo, se han
realizado capacitaciones tedrico-practicas de los conocimientos necesarios para dichas practicas.

En Bolivia se estan cumpliendo satisfactoriamente los objetivos del proyecto, tales como el
equipamiento de las instalaciones de la contraparte y el desarrollo de recursos humanos para con-
tribuir en el mejoramiento de la sanidad animal del pais.

PARAGUAY

Por Julio Copes

En la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de Asuncion, se realizo
un estudio de situacion y como resultado se propuso una estrategia de formacion profesional y for-
talecimiento de laboratorios en areas que estaban adquiriendo gran importancia en la produccion
de alimentos, lo cual tiene como resultado una marcada mejora en la economia.

Como resultado de este estudio, la estrategia de los profesionales Veterinarios fue dirigida a la
produccion de aves y cerdos. Dos catedras tomaron el desafio y pudieron llevar a cabo exitosamente
una excelente formacion y consolidaciéon de todos sus profesionales en los laboratorios. La puesta
a punto de diferentes técnicas de diagnéstico (ELISA, PCR, etc) han sido un arma excluyente para
la deteccion de diferentes enfermedades que afectan en forma directa la produccion de Aves y Cer-
dos. Esto quedo plasmado en los diferentes articulos de investigacion publicados en revistas de la
especialidad y mas atn, las dos catedras han comenzado a prestar servicios a terceros. La Facultad
de Veterinarias de la Universidad de Asunciéon ha cumplido con las expectativas de este proyecto y
garantiza su continuidad mediante un trabajo en conjunto con otras entidades nacionales de gran
relevancia, tales como el Ministerio de Salud y el SENACSA.

URUGUAY

Por Miguel Petruccelli

Si bien el PROVETSUR comienza sus actividades en Uruguay con un ano de retraso debido
a postergaciones en la firma de los convenios, se trabajo contra reloj en la puesta a punto de labo-
ratorios que recibieron la donacién de equipamiento e insumos para diagnéstico (PCR, ELISA, etc.)
de parte de JICA y se capacité sin inconvenientes a los profesionales que luego formaron parte de
los grupos de investigacion. Los resultados obtenidos estan a la vista, ya que se logra diagnosticar
dos enfermedades de las aves de las cuales no habia registros en el Uruguay, los laboratorios se
incorporan a las redes nacionales de diagnostico de enfermedades en animales de produccion, el
personal formado por el proyecto también logra insertarse en instituciones nacionales y fundamen-
talmente, se mejor6 la capacidad de diagnéstico en Uruguay.
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Expertos a largo plazo

Afio Cantidad de Detalle
Expertos
2005 - 2010 1 Suzuki Kuniaki
2008 - 2009 1 Udagawa Tamami
Total: 2
Expertos a corto plazo
Aifio Cantidad de Detalle
Expertos
2006 1 Izuchi Toshiro
Harasawa Ryo
2007 2 Ono Kenichiro
2008 1 Kunieda Tetsuo
Nakao Toshihiko
2009 2 Muramatsu Yasukazu
Total: 6

Transferencia entre contrapartes (Argentina)

Cantidad de

Aifio Expertos Detalle
Eduardo Pons
2005 - 2007 ! (Coord. Gral.)
2006 1 Marcelo Pecoraro

Edgardo Nosetto
Miguel Petruccelli
2007 5 Edgardo Nosetto
Santiago Corva
Estela Bonzo

Julio De Luca

2008 2 Julio Copes
Luzbel de la Sota
2009 2 Julio Copes
Total: 11

Recepcion de Becarios

Bolivia

Afio Cantidad Detalle

Isi Angulo Arauz
Carola Alcoba Geiger
Osvaldo Chavez C.
Ariel Loza

2005 4

Miguel Perez
Griselda Ruiz
Gabriela Ascarrumz
Armando Rendon

2006 4

Ariel Loza
Miguel Perez
2007 5 Gabriela Ascarrumz
Griselda Ruiz
Limberg Rojas

Griselda Ruiz
2008 3 Ariel Loza
Miguel Perez

Gloria Marin
Paola Espinosa
Claudia Coca Camacho
Carmina Salazar

2009 4

Total: 20
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Paraguay

Cantidad

Detalle

2005

Maria Liz Faccioli
Luz Cardoso
Shyrley Amarilla
Raquel Pedroso

2006

Isabel Grau
Guillermo Gimenez
Norma Uran
Maria Goretti

2007

Shyrley Amarilla
Luz Cardoso
Maria Liz Faccioli
Liz Castro

2008

Lorena Nunez
Guillermo Gimenez
Maria Liz Faccioli
Fredi Alvarez

2009

Dalila Lopez
Luz Cardoso
Lorena Nunez
Liz Castro
Verénica Loup
Gloria Pineda

Total: 22

Uruguay

Cantidad

Detalle

2005

Liliana Godino

Gerardo Giossa
Laura Ricciard i
Soledad Valledor

2006

Milton Cattaneo
Fernando Gutierrez

2007

German Rodriguez
Rody Artigas
Laura Ricciard i
Rodrigo Puentes Palombo
Federico Marmo Gonzalez

2008

Dinora Stragno
Gustavo Trenchi
M aria Fernanda Alzugaray

2009

4

Dinora Stragno
Gustavo Trenchi
M aria Fernanda Alzugaray
Juan Moreno

Total: 18
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Envio de Expertos a Terceros Paises

Afio Cantidad Detalle

Florestan Maliandi (Bolivia)
Miguel Petruccelli (Paraguay)
Santiago Corva (Paraguay)
Marcelo Pecoraro (Uruguay)

2006 9 Cecilia Galosi (Uruguay)
Hernan Sguazza (Uruguay)
Teresa Gonzalez (Bolivia)
Marcelo Pecoraro (Bolivia)
Miguel Herrero (Paraguay)

Marcelo Pecoraro (Bolivia)
Florestan Maliandi (Bolivia)
Santiago Corva (Bolivia)

Teresa Gonzalez (Uruguay)

2007 8 Miguel Petruccelli (Uruguay)
Marcelo Pecoraro (Bolivia)
Miguel Piscopo (Paraguay)
Javier Origlia (Paraguay)

Marcelo Pecoraro (Bolivia)
Teresa Gonzalez (Bolivia)
Gabriela Echeverria (Uruguay)

Cecilia Galosi (Uruguay)
2008 8 Gabriel Traveria (Uruguay)
Miguel Petruccelli (Uruguay)
Julio Copes (Paraguay)
Gerardo Leotta (Paraguay)

Nelly Ortiz (Bolivia)
Estela Bonzo (Paraguay)
Santiago Corva (Paraguay)
Estela Bonzo (Bolivia)
Santiago Corva (Bolivia)
Marcelo Pecoraro (Bolivia)
Estela Bonzo (Uruguay)
Santiago Corva (Uruguay)

Julio Copes (Paraguay)
2009 17 Gerardo Leotta (Paraguay)
Nelly Ortiz (Bolivia)
Miguel Petruccelli (Uruguay)
Gabriel Traveria (Uruguay)
Gabriela Echeverria (Uruguay)
Cecilia Venturini (Uruguay)
Julio Copes (Paraguay)
Gerardo Leotta (Paraguay)

Total: 42
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SEROPREVALENCIA DE LA LEUCOSIS ENZOOTICA BOVINA EN
LAS PRINCIPALES PROVINCIAS DE LA CUENCA LECHERA
DEL DEPARTAMENTO DE SANTA CRUZ, BOLIVIA

Ruiz G?, Suzuki K!, Lopez R?, Pereira J?, Coca C?, Loza A?,
Guzman J?, Pecoraro M3, Gonzalez T3

! Coordinador PROVETSUR (JICA); *Facultad de Ciencias Veterinarias. UAGRM (Boliviaj;
SFacultad de Ciencias Veterinarias. UNLP (Argentina)

Resumen. Con el objetivo de investigar la seroprevalencia de Leucosis Enzodtica Bovina (LEB)
en la cuenca lechera del departamento de Santa Cruz - Bolivia, se procesaron 1769 sueros de
bovinos hembras, mayores de dos anos, de diferentes razas existentes en la regién, durante
los meses de Abril a Septiembre 2009, pertenecientes a 94 unidades productivas {tambos)
distribuidas en cinco provincias del departamento (Andrés Ibdriez, Warnes, Ichilo Obispo
Santistevan y Sara). La técnica serolégica utilizada fite inmunodifiisién en gel de agar. Los
resultados se interpretaron de acuerdo a las variables: provincia, raza y edad. Los datos
fueron analizados mediante la prueba de x? y Fisher. Sobre el total de animales muestrea-
dos, 492 de las muestras fueron positivos, lo cual representa una prevalencia del 27,81%.
La mayor seroprevalencia file encontrada en las provincia Obispo Santistevan (52,50%) y
Warnes (38,44%), observdandose diferencias significativas (p<0.05) entre si y de igual manera
con el resto de las provincias. Las provincias Andres Ibaniez (19,85%), Ichilo (18,47%) y Sara
(21,80%) no presentan diferencias significativas entre si (p=0.05). No se encontraron diferen-
cias significativas de seroprevalencia asociadas a las variables raza y edad (p=z0.05). Ningun
animal se evidencié sintomatologia clinica compatible con la enfermedad.

Palabras claves: Leucosis Enzoética bovina, seroprevalencia leucosis, provincias
lecheras.

SEROLOGICAL SURVEY OF ENZOOTIC BOVINE LEUKEMIA
IN THE PRINCIPAL PROVINCE OF THE OF DAIRY ZONE
OF THE DEPARTMENT OF SANTA CRUZ, BOLIVIA

Abstract. - During the months of April to September 2009, 1769 serum samples from cows
over two years old, from different races belonging to 94 productive units in five provinces of
the department (Andrés Ibanez, Wamnes, Ichilo Obispo Santistevan and Sara) were processed
in order to investigate the seroprevalence of Enzootic Bovine Leukosis (EBL) in the milk basin
of the department of Santa Cruz - Bolivia. The serological technique used in this study was
agar gel immunodiffusion. The results were interpreted according to the variables: province,

race and age. The data were analyzed by x? and Fisher test. Over all animals sampled, 492
samples were positive to ELB, representing a prevalence of 27,81%. The higher prevalence
was found in the provinces of Obispo Santistevan (52, 50%) and Warnes (38,44%), showing
significant differences (p <0.05) among themselves and equally withthe rest ofthe provinces.

Andres lbaniez (19,85%), Ichilo (18,47%) and Sara (21,80%) provinces were not significantly
different from each. other (pz 0.05).There were no significant differences in seroprevalence
associated with. race and age variables (p z 0.05). No animals showed clinical symptoms
compatible with the disease.

Direccion para correspondencia: Griselda Ruiz. Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Auténoma
Gabriel René Moreno, Avenida 26 de febrero, Santa Cruz de la Sierra, Bolivia.
E-mail: griseldarflafgmail.com
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INTRODUCCION

El virus de la Leucosis Bovina es un re-
trovirus asociado a la Leucosis bovina enzoética
(LEB), enfermedad de distribuciéon mundial y
largo periodo de incubacion que se presenta es-
pecialmente en ganado adulto (1).

La via habitual por la que el virus se pro-
paga en condiciones naturales es la transmision
horizontal, llevada a cabo fundamentalmente
por sangre de animales portadores, atin en pe-
quenisimos volimenes (microlitros). Practicas
que impliquen la manipulacion del ganado como
el descorne sin desinfeccion, la palpacion con
guantes no desechables (2) y la antigua practica
de la premunicion (transfusién de sangre de ani-
males adultos a jovenes, para favorecer la “esta-
bilidad enzoética” por babesia y el anaplasma),
han favorecido la diseminaciéon de la infeccién,
particularmente en los hatos lecheros (transmi-
sion iatrogena) cuando se realizan sin respetar
las medidas higiénicas (2). Aunque usualmente,
los terneros nacidos de vacas seropositivas para
la LEB sufren por lo general infeccion congénita
debido a la exposicion transplacentaria del virus
durante la gestacion (3); el virus se encuentra
principalmente en los linfocitos y puede identifi-
carse en sangre, leche y otros fluidos corporales
como el semen (4).

La LEB puede considerarse responsable de
pérdidas econoémicas debidas a la disminucion de
la produccion lactea y a la restriccion de importa-
cion de semen, siendo que la OIE, 2008, prohibe
la exportacion de material genético proveniente
de animales seropositivos a LEB (5).

En los tltimos afios se viene promoviendo
la produccion de leche en un grupo de provincias
(Andrés Ibanez, Warnes, Ichilo Obispo Santies-
tevan y Sara) que se denomina como la cuenca
lechera del departamento de Santa Cruz — Boli-
via, especialmente entre pequenos y medianos
productores (6). La posibilidad del desarrollo de
cuencas no tradicionales como alternativa pro-
ductiva es una propuesta viable, ya que oportu-
namente se iniciaron algunos emprendimientos
exitosos y por otra parte este departamento
cuenta con un importante ntimero de bovinos
destinados a la produccion de leche. La sanidad
cobra gran importancia en estas explotaciones
lecheras por tratarse de sistemas semiintensivos,
e intensivos. Ademas de las enfermedades que
comprometen la productividad y calidad de la
leche, como brucelosis, tuberculosis y mastitis,
otra afeccion de gran impacto sanitario y econo-
mico en tambos es la LEB.

Con respecto a la distribucion, la LEB esta
diseminada mundialmente, aunque un ntimero
de paises estan reconocidos oficialmente como
libres. En Europa es una enfermedad de decla-
racion obligatoria y lucha sanitaria, estimandose
una prevalencia menor al 0,1 %. En Turquia el

0,3 %; Espana, Francia e Italia tienen una tasa
de infeccion del 1 al 5 %. En Estados Unidos, las
luchas sanitarias se encararon por estado 6 en
forma individual, por rodeo. Argentina han repor-
tado prevalencias del 32,53 % (7, 13, 14). En Bo-
livia, los primeros reportes de la enfermedad son
publicados por Rojas y colaboradores en 1980,
con una seroprevalencia promedio del 15% en las
provincias Andres Ibafiez, Obispo Santistevan y
Warnes. Los ultimos reportes fueron realizados
por Mena y col (1999) en la provincia Guarayos
con un 4,73 % de seroprevalencia en 6 zonas de
la region (8, 9).

Desde hace mas de 10 afos no se han
realizado relevamientos serolégicos que permi-
tan contar con otros datos sobre la casuistica de
la LEB en el Departamento de Santa Cruz. Por
otro lado, los estudios realizados anteriormente
no son suficientes para realizar una evaluacion
sanitaria a nivel departamental. Por ello se con-
sidero pertinente disenar un plan de trabajo
que permita conocer la prevalencia de LEB en
la cuenca lechera y ayude a evaluar el estado
sanitario de las unidades productivas, asi como
proponer medidas para su control, adaptadas a
las posibilidades de todos los propietarios de los
tambos involucrados en el presente estudio.

MATERIAL Y METODOS

Método de campo: Entre los meses de Abril
a Septiembre del 2009, se encuestaron y tomaron
muestras de sangre de 1769 bovinos pertenecien-
tes a 5 provincias (Andrés Ibanez, Warnes, Ichilo
Obispo Santistevan y Sara) de la cuenca lechera
del Departamento de Santa Cruz (Fig. 1).

Fig. 1. Mapa politico del departamento de Santa
Cruz, Bolivia donde se ubican las provincias de
la cuenca lechera.
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La cuenca lechera del departamento de
Santa cruz cuenta con 9 asociaciones, en las
cuales estan ubicadas las cinco provincias men-
cionadas. Actualmente la Federacién de Produc-
tores de Leche (FEDEPLE) ha identificado 713
productores en la zona. Se ha considerado como
la unidad de muestreo a las unidades productivas
u.p. (lecherias o tambos), distribuidas en las 5
provincias, de las 9 asociaciones 1. Andrés ibanes
(10 up); 2.- Alsi (12 up), 3.- Agalei (11 up); 4.-
Asople (12 up); 5.- Agalewar (10 up); 6.- Agalech
(13 up); 7.- Aganorte (10 up); 8.- Agapor (10 up);
9.- Agalesar(10 up).

Siguiendo un disefio completamente al
azar de un método probabilistico, tomando en
cuenta un minimo de 20 animales en produc-
cion mayores de 2 afios, la sangre se obtuvo por
venopuncion de la yugular o vena caudal media,
segln la disponibilidad de infraestructura para

JICA

la sujecion de los animales. En total se muestrea-
ron 94 unidades productivas. De las muestras
de sangre se extrajeron los sueros que fueron
conservados a —20 °C hasta su procesamiento
en el laboratorio.

Para el calculo del tamafio de muestra se
consider6 el total de unidades productivas (N =
713), con un IC:95% y un a=0,05, utilizando la
siguiente formula:

n = [1-(1-NC)/1d] x [N- d-1]

Donde:

n = tamano de la muestra requerida

N= Tamafio de la poblacién

D= Numero de animales enfermos en la
poblacién (para una prevalencia de 1%)

NC= Nivel de confianza (95%

Tabla 1. Seroprevalencia general de animales positivos a LEB

n %

I.C.95%

minimo

maximo

1769 27,81

25,7 29,93

Tabla 2.- Porcentaje de animales seropositivos y seronegativos segiin la Provincia

Animales Animales Animal
Provincia seronegativos | seropositivos total
N° (%) N° (%) N° (%)

Andrés Ibafies 105 80,15 26 19,85 131 100
Warnes 253 61,56 [ 158 38,44 411 100
Ichilo 512 81,53 | 116 18,47 628 100
O. Santistevan 95 47,50 | 105 52,50 200 100
Sara 312 78,20 87 21,80 399 100
Total 1277 72,19 | 492 27.81 1769 [ 100

Pearson »x® = 122.4532 Pr = 0.000

Tabla 3. Porcentaje de animales seropositivos y seronegativos a LBE segtn la edad.
Grupo etareo Negativos (%) Positivos (%) Total (%)
2 a 5 anos 70,50 29,50 100
Mas de 5 anos 73,35 26,65 100
Total 72,19 27,81 100

Tabla 4.- Distribucion de frecuencia de animales seropositivos y seronegativos

a LVB segun la raza.

Raza Negativos (%) Positivos (%) Total (%)
Pardo Suizo 71,24 28,76 100
Holando 70,59 29,41 100
Gyrholando 78,17 21,83 100
Criollo 77,68 22,32 100
Mestizo 71,74 28,26 100
Simmental 100,00 0,00 100
Total 72,19 27,81 100

p=0.05

Pearson x2 (5) = 6.2018 Pr=0.287

Se detalla la seroprevalencia general de animales positivos (27.8 1%) a LEB con respecto
al total de muestras (1769), con un intervalo de confianza al 95%.
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METODO DE LABORATORIO

Las muestras de sangre fueron procesadas
en el laboratorio PROVETSUR de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Auténo-
ma Gabriel René Moreno. El diagnéstico de LEB
se realizo por medio de la técnica serologica de
Inmunodifusion en gel de agar (IGDA), de acuer-
do a normas de la OIE (Organizacién Mundial
de Sanidad Animal). Como antigeno se utilizé el
equipo elaborado por la Catedra de Virologia de
la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Uni-
versidad Nacional de La Plata (12). Los datos se
analizaron mediante la prueba del x*y Fisher.

RESULTADOS

En Tabla 1 se presentan los resultados de
seroprevalencia obtenidos para LEB en las cinco
provincias estudiadas. De las 1769 muestras
examinadas, se detectaron 492 animales positi-
vos (27,81 %).

En la tabla 2, al analizar el porcentaje de
positividad de anticuerpos contra LEB en los
rebanos pertenecientes a las cinco provincias, se
puede observar diferencias que van desde 18.47
a 52,50 %. En los datos de la tabla 2 se muestra
que las provincias Obispo Santistevan (52,50 %)
y Warnes (38,44 %) presentaron el mayor nlimero
de animales seropositivos, observandose diferen-
cias significativas (p<0.05) entre siy de igual ma-
nera con el resto de las provincias. Las provincias
Andres Ibafiez (19,85 %)), Ichilo (18,47 %) y Sara
(21,80 %) no presentan diferencias significativas
entre si (p>0.093).

Al analizar los resultados con relaciéon a
seropositividad versus edad, se determiné que
no existe diferencia estadistica significativa (chi?
= 1.7334 Pr = 0.188) p=0.05 (Tabla 3).

Analisis del factor raza.- El1 grado de aso-
ciacion entre la variable raza y la seropositividad a
LEB no fue significativo (Pearson chi’ (5) = 6.2018
Pr = 0.287, p=0.05); por lo que la presencia de
la enfermedad no esta asociada con la raza del
animal (Tabla 4).

DISCUSION

Se estima que la alta seroprevalencia ha-
llada para LEB (27,81 % de animales) podria
deberse al desconocimiento de los productores
respecto de la necesidad de efectuar controles
sanitarios para detectar esta virosis, particular-
mente importante en los tambos.

Al considerar los diferentes grados de
correlacion entre seropositividad a LEB y las
variables analizadas, se encontré una relacion
significativa de la infeccion con la variable pro-
vincia, posiblemente debido al mayor flujo de
animales en la provincia Obispo Santistevan, la
cual es una zona ganadera que moviliza mucho

ganado a comparacion de las otras provincias,
dandose una mayor probabilidad de propagarse
la enfermedad. De igual manera al analizar el
porcentaje de positividad a anticuerpos de la LEB
en los rebafnos pertenecientes a las cinco pro-
vincias en estudio, (Tabla 2) se pueden observar
diferencias significativas (p<0.05) que van desde
18,47 % (Ichilo) a 52,50 % (Obispo Santistevan).
Esto puede ser debido a que en algunas de ellas,
como es el caso de Ichilo, existe gran cantidad de
pequenos productores, poca afluencia de anima-
les y donde el manejo es semi intensivo, por lo
cual se puede realizar un mejor control sanitario
de la enfermedad.

En 1980, Rojasy col. realizaron un estudio
para la determinacion de anticuerpos de la LEB
en 3 provincias del departamento de Santa Cruz —
Bolivia, donde se encontro que la seroprevalencia
de la enfermedad era mas baja (3,14 % anima-
les seropositvos en la provincia Andrés Ibarfes,
8,65 % en O Santiestevan y 21,78 % en Warnes).
Actualmente, seglin los resultados analizados en
la Tabla 2, la provincia Andres Ibafies presenta
19,85 % de animales positivos, O. Santistevan
52,50 % y Warnes 38,44 %, demostrando una
elevacion considerable en porcentaje de animales
infectados, indicando una amplia difusién de la
enfermedad en la zona de estudio y en este tipo de
produccion. Teniendo en cuenta que en las otras
provincias (Ichilo y Sara) la tasa de infeccion fue
menor, resulta evidente la posibilidad de segregar
animales positivos en las explotaciones con baja
prevalencia y realizar controles sanitarios a fin
poder mantener a las lecherias o tambos de la
region serologicamente negativos.

Respecto a la edad como factor de riesgo,
se decidi6 relacionarla con la prevalencia se-
rologica encontrada. Teniendo en cuenta que
LEB es una enfermedad tipicamente crénica, es
pertinente evaluar epidemiologicamente si existe
una asociacion estadistica positiva entre el factor
edad y la enfermedad. Los resultados indican
que hubo mayor nimero de animales positivos
en las edades comprendidas entre 2 y 5 afios
(29,50 %) (Tabla 3). Este hallazgo fue inverso al
esperado, ya que la expectativa era encontrar
mayor prevalencia en el rango etario de animales
mayores de 5 afos (10,15). Estos resultados se
atribuyen indirectamente al descarte de estos
animales mayores por otros factores como baja
productividad y por haber resultado positivos a
los diagnosticos de otras enfermedades como TBC
y brucelosis, entre otras causas, lo cual conlleva
a una disminucion de la poblacion de animales
adultos en los rodeos (17, 18).

En este estudio se determiné que no hubo
diferencias altamente significativas para las
variables raza (tabla 4). Segiin revisiones biblio-
graficas y comparando nuestros resultados con
otros trabajos de investigacion ya realizados, se
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coincide en observar que si bien las razas lecheras
son mas propensas a contraer la infecciéon con
respecto a las razas de carne, la susceptibilidad

no varia entre razas (4).

La situacion econémica actual de nuestro
pais y la carencia de recursos, incluyendo los
destinados a la rama agropecuaria, asi como la
poca exigencia en el control de determinadas
enfermedades infecciosas, ha incidido negativa-
mente en la salud de nuestros animales, permi-
tiendo que una enfermedad como la LEB haya
encontrado condiciones favorables que facilitaran
su transmision.

En aquellos establecimientos lecheros con
elevada prevalencia en los que se pretende con-
trolar la enfermedad, deberia pensarse en traba-
jar con rebanos separados segin el diagnostico
realizado ( libres o portadores crénicos del virus),
implementando estrictas normas de higiene y
control de insectos hematéfagos (11,18).

Dada la ausencia de estudios de seropreva-
lencia desde hace 10 afos sobre la LEB en ganado
lechero en las provincias del area integrada del
departamento de Santa Cruz, esta presentacion
constituye un importante aporte de actualizacion
sobre la tasa de infeccion en las cinco provincias
mas importantes del departamento.

Se deja sennalado que hasta el presente no se
han detectado casos de presentacion clinica de la
enfermedad (tumores) que llevan invariablemen-
te a la letalidad. De no implementarse medidas
que controlen su diseminacion, se incrementara
paulatinamente el nimero de portadores y sera
inevitable las pérdidas por mortalidad.

En conclusion el alto porcentaje de LEB
(27,81 %9 confirman la necesidad de establecer la
deteccion de seroreactores como un diagnostico
de rutina y sugiere la necesidad de implementar
programas de control y prevencion y de ser posi-
ble, erradicacion de los animales infectados con
el VLB. Esto ayudaria a prevenir su diseminacion
y por ende las pérdidas economicas asociadas a
esta enfermedad.
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SEROPREVALENCIA DE ANTICUERPOS POST-CAMPANA DE
VACUNACION CONTRA LA RABIA EN PERROS DE
SANTA CRUZ DE LA SIERRA, BOLIVIA

Loza A!, Marin G', Ascarrunz G' (+), Suzuki K?, Gonzalez T?, Pecoraro M?

lArea de Serologia - Laboratorio Provetsur - Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad
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?Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata, Argentina.
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RESUMEN: Durante la campana de vacunacién antirrdbica masiva realizada en Santa
Cruz, Bolivia, en agosto de 2007, 369.000 perros (82% de la poblacién canina estimada)
fueron vacunados durante 2 dias con vacunas hechas en Cerebro de Ratén Lactante (CLR)
Fuenzalida-Palacios. Desde entonces se han registrado 7 casos de rabia humana, ademads,
el numero de casos de rabia canina se ha reducido de 866 casos reportados el ario 2006 a
516. Por esta razdn, se realizé una encuesta serolégica 3 meses después de la vacunacion,
colectando 320 muestras de sangre de perros con duerios seleccionados al azar, para de-
terminar la respuesta inmune humoral. Tres meses después de la vacunacién, el 20,94%
de los perros tenian anticuerpos neutralizantes contra la rabia de =z 0,5 Ul/ml. Al respecto
se determiné que los animales mayores a un ano estaban mds protegidos que los menores
(p<0,01), sin embargo el sexo de los perros evaluados no mostré asociacién estadistica con
la proteccién (p>0,05). De acuerdo con las recomendaciones de la Organizaciéon Panameri-
cana de la Salud las campanas de vacunacién deben contemplar coberturas no menores a
80 % para que tengan el efecto deseado. De nuestro estudio se desprende que existe una
deficiente proteccién inmune contra la rabia en la poblacién de canes vacunados de todas
las zonas evaluadas, lo cual pone de manifiesto la susceptibilidad a aumentar los casos de
rabia canina en la ciudad.

Palabras clave: Rabia, vacunacion, ELISA, encuesta serologica

SEROLOGICAL SURVEY OF POST-CAMPAIGN
VACCINATION AGAINST THE RABIES IN DOGS OF
SANTA CRUZ DE LA SIERRA, BOLIVIA

Abstract: During a 2 days massive anti-rabies vaccination campaign held in Sarta Cruz,
Bolivia in August 2007, 369,000 dogs (82% of the estimated canine population) were vac-
cinated with vaccines made of suckling mouse brain (CLR) Fuenzalida-Palacios. Since then
there have been 7 cases of human rabies, moreover, the number of canine rabies cases have
been reduced from 866 cases reported in 2006 to 516. For this reason, a serological survey
was performed 3 months after vaccination, collecting 320 samples from dogs with owners
selected at random to determine the humoral immune response. Three months after vaccina-
tion, 20.94% of the dogs had rabies neutralizing antibodies of 2 0.5 IU / ml. We found that
animals older than a year were more protected than younger ones (p <0.01), but when sex
of the dogs was evaluated it showed no statistical association with protection (p> 0.05). Ac-
cording to the recommendation of Panamerican Health Organization for rabies vaccination
campaign, an effective coverage against the disease should be = 80%. Our results demonstrate
a deficient immune protection against rabies in the population of dogs vaccinated in all areas
evaluated, which shows increased susceptibility to canine rabies in the city.

Key Words: Rabies, vaccination, ELISA, serosurvey
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INTRODUCCION

El niimero de casos de rabia animal en el
departamento de Santa Cruz permanece alto, 214
en 2007. Este numero es constituido principal-
mente por caninos y bovinos. En 2007, fueron
notificados al Ministerio de Salud 161 casos de
rabia canina en la ciudad de Santa Cruz. Los
canes estuvieron involucrados en 100% de 3
casos de rabia humana ocurridos en 2007. La
distribucion de los casos de rabia canina en el
departamento de Santa Cruz es heterogénea, con
las redes de salud Sur y Norte presentando los
mayores indices.

El centro de control de rabia del municipio
de Santa Cruz de la Sierra, viene realizando en
el mes de agosto de cada ano, como parte del
Programa de Nacional de control de la rabia, cam-
panas de vacunacion masiva contra la rabia. En
los Giltimos 5 anos las campanas de vacunacion
contaron con mas de 1000 brigadas de vacuna-
cion, que son distribuidas por toda la ciudad,
manteniendo una cobertura vacunal de 82,42%
para el afio 2007; (Alcaldia de santa Cruz de la
sierra ZOONOSIS-CEDES, 2008).

La vacuna utilizada durante todo este
periodo fue Fuenzalida-Palacios de virus rabico
inactivado, producida en cerebro de ratones
lactantes, fabricada por el laboratorio INLASA-
Instituto Nacional de Laboratorios. E1 mismo
recomienda la revacunacion cada 12 meses. Sikes
et al, (1971) y Fields et al, (1976) demostraron
que esta vacuna conferia inmunidad superior
a 12 meses cuando es administrada en dosis
Unica en canes. Desde mucho tiempo, diferentes
investigaciones han demostrado la importancia
de los anticuerpos anti-rabicos neutralizantes
en la profilaxis de la infeccion rabica. Estos an-
ticuerpos son esenciales en la inmunidad por
que intervienen en los primeros estadios de la
infeccion del virus; (Baltazar et al, 1955). Por
lo tanto, la determinacién de estos anticuerpos
es un método para determinar a resistencia del
individuo a la infeccion.

Investigaciones realizadas por Dean et al,
(1964) demostraron que los canes vacunados
que presentan niveles detectables de anticuerpos
anti-rabicos en suero, raramente enfermaran de
rabia a un desafio viral.

Entre las proteinas del virus rabico, Ginica-
mente la glicoproteina puede inducir la sintesis
de anticuerpos neutralizantes para rabia; (Cox et
al, 1977). La Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) recomienda la evaluacion de la inmunidad
anti-rabica a través de titulacion de anticuerpos
y considera un titulo igual o superior a 0,5 Ul/ml
como efecto de un estado inmunitario suficiente
para proteger individuos expuestos al riesgo de
contaminacion.

La respuesta inmune humoral no es el
tnico mecanismo involucrado en la proteccion de
los individuos, ya que concomitantemente actiian
mecanismos de la respuesta inmune celular;
(Mifune et al, 1981).

Con el objetivo de evaluar canes vacuna-
dos durante la campana que presentaban titulo
protector (0,5 Ul/ml) después de la vacunacion,
y un titulo de anticuerpos 90 dias después de la
vacunacion, se realizd un muestreo serologico
en 320 canes del Municipio de Santa Cruz de la
Sierra.

MATERIALES Y METODOS
AREA DE ESTUDIO

Santa Cruz de la Sierra es la ciudad capital
del Departamento de Santa Cruz, ubicado en la
parte oriental de Bolivia (17 ° 45 ‘S, 63 ° 14’ O) a
416 metros sobre el nivel del mar. La ciudad tie-
ne un clima semi-tropical, con una temperatura
promedio de 21 ° C en invierno y 32 ° C en verano.
La superficie total es de aproximadamente 370
kilometros cuadrados. La poblacion estimada es
de 1,4 millones de personas (Ministerio de Salud
y Previsién Social, 2007). E1 Gobierno de Bolivia
emiti6 una regulacion especial de medidas sani-
tarias para el control de la rabia en noviembre
de 2005, debido al aumento de la incidencia de

RED

- Sur

N Centro
Morte

Esta

Figura 1. Mapa de distribucién de redes de salud en el area
de estudio. Inserto: el punto indica la posicion de Santa
Cruz en Bolivia en Sudamérica (Suzuki et al, 2008).
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casos de rabia canina y humana en los tltimos
afios (Ministerio de Salud y Deportes, 2005).

UNIDAD DE MUESTRECO

El Gobierno Municipal de Santa Cruz de
la Sierra dividié la ciudad en cuatro Redes de
Salud (Centro, Sur, Norte y Este) como areas
de responsabilidad de cada uno de los cuatro
centros de servicios municipales de salud, sien-
do el encargado del control de la rabia. A fin de
seleccionar los animales, el estudio adopto la
norma de zonificacién con una modificacién de
la combinacion de Sur, Norte y Este, como area
periférica de Santa Cruz, en comparacion con
la red Centro, como area central de Santa Cruz,
(Fig. 1). E1 método de seleccion utilizado fue
de muestreo aleatorio estratificado (Thrusfield,
20095). El Gobierno Municipal de Santa Cruz de
la Sierra proporcioné acceso a las estimaciones
de la poblacion de perros de cada zona sobre
la base de los resultados de la Gltima campana
de vacunacion realizada en agosto de 2007. La
asignacion de los individuos a los diferentes es-
tratos fue equilibrada resultando en un total de
320 animales. El tamafio de muestra necesario
se calculé utilizando el software Win Episcope 2.0
El tamafio de la muestra de 320 de una poblacion
de 400.000 perros fue suficiente para producir un
95 %intervalo de confianza (IC) con una exactitud
deseada de x5 %, asumiendo la seroprevalencia
de anticuerpos estimada en 82 %.

RECOPILACION DE DATOS

Eltrabajo de campo fue realizado por equi-
pos conformados por los autores y el personal de
la Alcaldia Municipal de Santa Cruz de la Sierra.
Los 320 animales del estudio fueron analizados
en febrero de 2009. El trabajo de campo consistié
en la recopilacion de datos a través de entrevistas
a cada propietario de perro doméstico. A tiempo
de la extraccion de sangre se elabor6 un cuestio-

[P
s e
—
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nario en el que se identificaba los datos de cada
animal (edad, sexo y red de salud).

Se pidi6 informacion al padre de familia
o una persona adulta de cada hogar de donde
se colectaron las muestras. La confirmacion del
estado de vacunacion de los perros fue verificada
por los certificados de vacunacion individual o de
acuerdo a la informacién suministrada por los
encuestados. Se tomaron muestras de sangre de
las venas cefalica o safena de cada perro, recogi-
dos en tubos sin anticoagulante y se dejo reposar
a temperatura ambiente para la liberacion del
suero. Las muestras fueron centrifugadas y los
sueros separados y almacenados a -20 °C hasta
su analisis.

METODO DE LABORATORIO

Las muestras de sangre fueron procesadas
en el laboratorio Provetsur de la Facultad de Cien-
cias Veterinarias de la Universidad Auténoma
Gabriel René Moreno. Los sueros fueron analiza-
dos usando un Enzimoinmunoensayo Indirecto
comercial (ELISA-I) que emplea la glicoproteina
extraida de la membrana del virus inactivado y
purificado como antigeno (Platelia rabia II Kit,
Bio-Rad Laboratories, Francia). Los controles
positivos y negativos fueron incluidos para cada
serie de muestras analizadas.

La absorbancia fue leida en un lector Mul-
tiskan EX marca Thermo a 450-620 nm. Para la
interpretacion de la lectura, se siguieron las re-
comendaciones de los expertos de la OMS y OIE,
los cuales indican que un nivel de anticuerpos
igual o superior a 0.5 Ul / ml es considerado como
proteccion adecuada contra los riesgos de enfer-
medad (OMS, 1987). Por lo tanto, se expresaron
los resultados de protegidos o no protegidos en
funcion a la densidad éptica (DO) de cada mues-
tra comparada con el umbral correspondiente a
la OD valor de corte del control positivo limite
inferior (0.5 Ul/ml).

Este Cantro

Figura 2. Prevalencia verdadera IC 95% (P<0,05) de perros pro-
tegidos contra la rabia por redes de salud en Santa Cruz de la

Sierra, Bolivia.
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Tabla 1. Valores de Odd Ratio calculado por Red de Salud en Santa Cruz de la Sie-

rra, Bolivia.

RED SUR ESTE CENTRO
NORTE |0,702 OR: 0,324 - 1,522 | 1,51 OR: 0,626 - 3,630 |0,50 OR: 0,237 - 1,055
SUR 2,145 OR: 0,927 - 4,961 | 0,715 OR: 0,354 - 1,442
ESTE 0,33 OR: 0,147 - 0,754

Tabla 2. Relacién entre las caracteristicas de perros protegidos y no
protegidos segliin edad y sexo en Santa Cruz de la Sierra, Bolivia.

Protegidos No Protegidos
% n % n X2 Valor-P
Sexo: macho 18,58 34 81,42 149
1,44 0,23
(versus hembra) 24,08 33 75,91 104
Edad: <1 aiio 16,7 7 83,3 35
13,99 <0,01
(versus 21 aiio) 21,58 60 78,42 218

ANALISIS DE DATOS

El analisis estadistico se realizé con la ver-
sion del software Epidat 3.1. (Xunta de Galicia,
OMS-OPS) La relacion entre el area geografica
(centro versus sur, este y norte) y las caracteristi-
cas de los perros se analiz6 usando chi-cuadrado
de Pearson para la comparacion estadistica de
estos factores categoricos. Sobre la base de la
sensibilidad de ELISA-I publicado en 88,4 %y
especificidad 98,8 % (Anon, 2005; Feyssaguet et
al, 20095), se calculé una prevalencia verdadera
estimada de anticuerpos entre los perros de
estudio y se calculd el intervalo de confianza en
95 %. Se utilizo un valor de p de 0,05 para indicar
significancia estadistica.

RESULTADOS

De los 320 perros evaluados la seropre-
valencia verdadera de anticuerpos protectores
contra la rabia, estimada para las cuatro redes
de salud fue de 20,94 % con un IC95 %de 16,32
- 25,55 en noviembre de 2007.

Las redes de salud con la seroprevalencia
mas alta fue la red Centro, respecto las tres redes
evaluadas (Figura 2).

Se evaluo el riesgo relativo aproximado a
infectarse de rabia entre las diferentes redes de
salud, donde se observo probabilidad de riesgo
significativo para la poblacion de perros de la red
Centro respecto la red Este (Tabla 1).

En la evaluacion de las variables respues-
ta por sexo no se observo diferencia estadistica
significativa para la seroprevalencia calculada en
machos respecto de hembras.

Seglin los estratos etarios evaluados se
observo diferencia estadistica significativa entre
los animales <1 ano, respecto a los animales =1
afio (Tabla 2).

DISCUSION

El programa nacional de control y erradi-
cacion de rabia urbana contempla la vacunacion
masiva de perros y tiene como objetivo funda-
mental mantener los indices inmunogénicos
protectivos en perros domésticos, disminuyendo
el nimero de animales susceptibles (Alcaldia
de santa Cruz de la sierra ZOONOSIS-CEDES,
2008).

El método Enzimoinmunoensayo (ELISA-I)
Platelia rabia II Kit, Bio-Rad Laboratories, Fran-
cia, es recomendado por la OIE (Organizacién
Internacional de Sanidad Animal) como el método
valido para identificar animales protegidos y no
protegidos a un desafio del virus de la rabia a
campo.

El presente estudio permitié determinar
que la mayoria de los animales no presentan ti-
tulos de proteccién 20,9 % (67/320), después de
tres meses de haber recibido vacunacioén contra
larabia, esto podria estar influenciado por el tipo
de vacuna utilizado durante la campana.

En un estudio realizado por Haddad et al
(1985), tnicamente 24,2 % (7/29) de los anima-
les mantuvieron titulo protector después de 12
meses cuando fueron vacunados con vacuna de
cultivo celular y 5,7 %(2/35) con vacuna de tejido
nervoso. Estos autores discuten la existencia de
factores intrinsecos (étnicos) que interfieren en la
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respuesta inmune, asociado al estado nutricional
de los animales.

Debe considerarse también que los estudios
de Sikes et al (1971) y Fields et al (1976), con ca-
nes que recibieron dosis Ginica de vacuna hecha
en cerebro de raton lactante y mantuvieron la
inmunidad por 3 afios, fueron realizados con ani-
males mantenidos en condiciones controladas de
laboratorio. Germano et al (1982), analizando la
respuesta inmune de canes domiciliados, primo
vacunados con la vacuna Fuenzalida-Palacios,
en condiciones de campo, observaron una rapida
caida de los titulos de anticuerpos contra rabia
a los 45 dias después de la vacunacion cuando
fueron analizados por la técnica de Seroneutra-
lizacion en ratones, y a los 60 dias analizados
por Inmunofluorescencia Indirecta. En nuestro
estudio, los animales menores a 1 afio reportaron
diferencia estadistica significativa, respecto a los
animales mayores a 1 ano, lo que puede estar
atribuido a factores de interferencia maternal en
cachorros, estado nutricional deficiente o a la no
aplicacion de dosis vacunal de refuerzo.

Akakpo et al (1986), analizando la respues-
ta inmune de 514 canes que recibieron dosis
Unica de vacuna antirrabica de cultivo celular,
observaron un decrecimiento en el numero de
animales protegidos de 74 % 30 dias después de
lavacunacién a 7,0 % después de 360 dias, efecto
atribuido a la baja condicion de salud de los ani-
males, mal nutricion, infecciones y parasitosis.

Los resultados encontrados indican que
existe un gran riesgo de que la rabia se man-
tenga en todos los distritos evaluados (Centro,
Sur, Norte y Este), existiendo un mayor riesgo en
los distritos periurbanos (Sur, Norte y Este). De
acuerdo con las recomendaciones de la Organi-
zacion Panamericana de la Salud las campanas
de vacunacion deben contemplar coberturas
no menores a 80 % para que tengan el efecto
deseado.

Es evidente la necesidad de realizar refuer-
zos de vacunacion en animales menores a 1 afio
para disminuir el riesgo de infeccion a desafio
viral en este grupo etario.

Mayores estudios son necesarios para eva-
luar, otros factores extrinsecos e intrinsecos a los
canes y sobre todo los aspectos logisticos, para
determinar si las campanas de vacunacion anti-
rrabica canina se realizan de manera adecuada
en Santa Cruz de la Sierra, Bolivia.
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RESUMEN: La salmonelosis es una de las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)
mdads importantes de América del Sur, que puede ser transmitida por una gran variedad de
alimentos. En Paraguay, se observa un aumento en la produccién de cerdos para consumo. El
objetivo de este trabajo fiie determinar la frecuencia de Salmonella enterica y sus diferentes
serotipos presentes en cerdos en crecimiento de doce distritos de la Reptiblica del Paraguay.
Se recolectaron 1000 muestras de materia fecal en 33 granjas de cerdos en crecimiento. Las
muestras fileron pre-enriquecidas en agua peptonada a 37 °C durante 24 h, enriguecidas
en caldo tetrationato a 42 °C por 24 h y finalmente fueron sembradas en medios de cultivo
selectivos y diferenciales. Las colonias sospechosas fueron caracterizadas por pruebas bio-
quimicas y serotipificacion. Se obtuvieron 189 (18,9 %) muestras positivas, de las cuales se
aislaron 189 cepas de S. enterica. Se identificaron 28 serotipos, entre los que predominaron
S. Typhimurium (16 %), S. Schwarzengrund (13 %), S. Derby (11 %), S. Anatum (7 %), S. Cerro
(7 %), S. Stanley (5 %), S. Saintpaul (4 %) y S. Rissen (4 %). De los 12 distritos estudiados,
Tablada y Capiata presentaron los porcentajes de aislamiento mads altos (26 %). Los datos
obtenidos en este trabajo son los primeros en Paraguay. Consideramos necesario implementar
medidas de intervencién para disminuir la portacién de S. enterica en el reservorio porcino y
proteger la salud de los consumidores de cerdo.

Palabras clave: cerdos, Salmonella enterica, materia fecal, Paraguay.

PRELEMINARY STUDY ON ISOLATION AND
CHARACTERIZATION OF Salmonella enterica
IN PIGS FROM REPUBLICA DEL PARAGUAY

ABSTRACT: Salmonelosis is a foodborne disease (FBD) more important in South America,

which can be transmitted by a variety of foods. In Paraguay, there was an increase in pork
production to consumption. The aim of this study was to determine the frequency of Salmo-

nella enterica and its different serotypes present in growing pigs of twelve districts of the
Reptiblica del Paraguay. One thousand samples of stool were collected in 33 farms growing
pigs. The samples were pre-enriched in peptone water at 37 °C for 24 h, enriched in tetrat hion-
ate broth at 42 °C for 24 h and then were sown on selective and differentials culture media.

Suspicious colonies were characterized by biochemical tests and serotyping. We obtained
189 (18.9 %) positive samples, of which 189 isolated strains of S. enterica. We identified 28
serotypes, including S. Typhimurium (16 %), S. Schwarzengrund (13 %), S. Derby (11%), S.

Anatum (7 %), S. Cerro (7%), S. Stanley (5 %), S. Saintpaul (4 %) and S. Rissen (4 %). Of the
12 districts studied, Tablada and Capiata isolation rates showed higher (26 %). The data
obtained in this work are the first in Paraguay. We consider intervention measures should
be implemented to reduce the bearing of S. enterica in pig reservoir and protect the health of
consumers of pork.

Key words: growing pigs, Salmonella enterica, feces, Paraguay.
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INTRODUCCION

La salmonelosis es una enfermedad que re-
viste gran importancia en todo el mundo. El prin-
cipal agente etiologico es Salmonella enterica. En
Ameérica de Sur, la salmonelosis constituye una
de las enfermedades transmitidas por alimentos
(ETA) de mayor relevancia y se caracteriza por
producir cuadros entéricos graves, septicemia y
en algunos casos la muerte de los afectados (1).
Los alimentos de origen carnico pueden con-
taminarse en las distintas etapas de la cadena
de produccion-comercializaciéon. La produccion
porcina no es ajena a esta problematica, la cual
no solo produce cuantiosas pérdidas econéomi-
cas, sino que también pone en riesgo la salud
publica (2).

El paso mas importante para comenzar a
controlar, y posteriormente erradicar, la porta-
cion de S. enterica en los animales de produccion
es reconocer el problema. Para ello, es necesa-
rio determinar la presencia de S. enterica en la
granja, e identificar los serotipos prevalentes y
sus perfiles de resistencia antimicrobiana. La
presentacion mas comun de salmonelosis en
cerdos es como una enfermedad subclinica.
Estos animales asintomaticos cumplen el rol de
diseminadores de S. enterica por materia fecal
o bien la mantienen en su aparato digestivo y
linfonodulos hasta la faena, momento crucial en
donde se puede contaminar la carne destinada
a consumo humano (3).

Por lo tanto, la investigacion bacteriologica
de materia fecal de los cerdos en la granja es uno
de los pasos recomendados para iniciar el control
de la salmonelosis subclinica (4, 5).

El objetivo de este trabajo fue determinar
la frecuencia de S. enterica y sus diferentes sero-
tipos presentes en cerdos en crecimiento en doce
distritos de la Reptblica del Paraguay.

MATERIALES Y METODOS

Desde el mes de marzo hasta noviembre
del afio 2009, se recogieron y analizaron 1000
muestras de materia fecal de cerdos procedentes
de 33 granjas distribuidas en 12 distritos del
Departamento Central: San Lorenzo, Villeta, Ta-
blada, Ita, Capiata, Nueva Italia, Aregua, Limpio,
Ypane, Villa Elisa, Luque y Thompson. De las
granjas muestreadas, 27 pertenecian a explota-
ciones familiares y 6 pertenecian a explotaciones
comerciales. En las granjas se criaban entre 100y
500 cerdos. Se recolecté materia fecal de todos los
corrales de cada establecimiento. En cada granja
se obtuvo un total de 30 muestras, con excepcion
de una de la que se recolectaron 10 muestras.
Todas las muestras fueron remitidas refrigeradas
al laboratorio para su procesamiento.

Diez gramos de materia fecal fueron di-
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luidos en 90 ml de agua peptonada (Acumedia,
EE.UU.), se homogeneizaron durante 2 minutos
en Bag Mixer (Bag Mixer, EE.UU.) y se incubé6
a 37 °C durante 24 h. Se inocularon 0,5 ml del
pre-enriquecimiento en 10 ml de caldo tetratio-
nato (Acumedia), incubandose en bano de Ma-
ria a 42°C durante 24 h. Luego, se sembraron
10 pl del enriquecimiento en agar xilosa lisina
tergitol (XLT4, Acumedia) y agar verde brillante
sulfapiridina (BGS, Acumedia). La incubacién
se llevo a cabo a 37°C durante 24. Tres colonias
caracteristicas de cada medio fueron sembradas
en agar triple azacar hierro (TSI, Acumedia) y
agar lisina decarboxilasa (LIA, Acumedia). Las
colonias sospechosas fueron confirmadas por
pruebas bioquimicas y serotipificacion. La deter-
minaciéon de especie y subespecie se realizé de
acuerdo con el método descripto por Poppof (6)
y la serotipificacion se realizé seglin el esquema
de Kauffman-White (7).

RESULTADOS

Sobre un total de 1000 muestras de mate-
ria fecal, se asilo S. enterica en 189 (18,9 %). De
todas las granjas estudiadas se aislé al menos un
serotipo de Salmonella. Sobre un total de 195 ce-
pas, e identificaron 24 serotipos de S. enterica: S.
Typhimurium (16 %), S. Schwarzengrund (13 %),
S. Derby (11 99, S. Anatum (7 %), S. Cerro (7 %9, S.
Stanley (5 %), S. Saintpaul (4 %), S. Rissen (4 %),
S. London (3 %), S. Javiana (2 %), S. Mbandaka
(29%), S. Adamstua (2 %), S. Newport (1 %), S. Give
(1 %), S. Infantis (1 %), S. Senftemberg (1 %), S.
Westhampton (1%), S. Sandiego (1%), S. Tenne-
see (1%), S. Bredeney (19%), S. Livingston (1 %),
S. Albany (1 %) y S. Enteritidis (1 %). Respecto
de los distritos que intervinieron en la toma de
muestra, los resultados obtenidos se describen
en figura 1.

DISCUSION

Los datos obtenidos en este trabajo son
los primeros en la Reptublica del Paraguay. El
porcentaje de S. enterica (18,9 %) indica una alta
contaminacion en los sistemas de explotacion
estudiados. Dentro de la totalidad de las gran-
jas, se observaron resultados muy dispares que
oscilaron entre 3,3 %y 63,3 %. Estos resultados
pueden asociarse a deficiencias identificadas en
las condiciones edilicias y en la aplicacion de
las buenas practicas de manejo en los estableci-
mientos muestreados (8, 9, 10). Por lo tanto, es
importante continuar con este tipo de estudios,
ya que el conocimiento de las caracteristicas
fenotipicas y genotipicas de las cepas de S. ente-
rica circulantes en el reservorio animal permitira
mejorar el sistema de vigilancia de las ETA en la
Reptuiblica del Paraguay. Desde el punto de vista
de la salud publica, es interesante desatacar
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que el serotipo mas frecuentemente aislado fue
S. Typhimurium, uno de los serotipos mas pre-
valentes en casos de ETA en el mundo (8), como
asi también en Paraguay (11).

Consideramos necesario promover e imple-
mentar programas para el control de S. enterica
en el ambiente, en los alimentos, en la produccion
de animales y en la etapa de faena y comerciali-

Figura 1: Distribucion de las cepas
aisladas en los diferentes distritos
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zacion de cerdos en la Republica del Paraguay.
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EVALUACION DE UN SISTEMA DE PCR EN TIEMPO REAL PARA
LA DETECCION DE Escherichia coli 0157:H7 A PARTIR
DE CARNE BOVINA MOLIDA
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RESUMEN: La infeccién por Escherichia coli O157:H7 es causa de diarrea con o sin sangre,
colitis hemorrdgica y sindrome urémico hemolitico (SUH) en humanos. El principal reservorio
animal de E. coli O157:H7 son los bovinos y la carne bovina molida es una potencial fuente de
infeccion. El objetivo de este trabajo fite evaluar un sistema comercial de PCR en tiempo real
para la deteccién de E. coli O157:H7. Se determiné limite de deteccidn, selectividad y robus-
tez. Se contaminaron experimentalmente 50 muestras de carne molida bovina con 10 cepas
de E. coli O157:H7 (10, 100 y 1000 UFC/25 g) y 20 cepas de bacterias no-E. coli O157:H7
(1000 UFC/ 25 g). El limite de deteccién dependié de la cepa analizada, el valor minimo fue
6,1 UFC/25 g. La robustez fue dptima al modificar diferentes variables. Se obtuvo 100% de
inclusividad y 100% de exclusividad. La técnica evaluada es una alternativa apropiada para
la deteccidon de E. coli O157:H7 a partir de carne bovina molida.

Palabras clave: PCR en tiempo real, E. coli O157:H7, carne bovina.

EVALUATION OF A REAL TIME PCR SYSTEM FOR DETECTION
OF Escherichia coli 0157:H7 IN GROUND BEEF

ABSTRACT: Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) cause non-bloody or bloody diar-
rhea, hemorrhagic colitis and hemolytic uremic syndrome (HUS) in humans. Cattle are a major
animal reservoir for E. coli O157:H7 and the ground beef are a potential source of infection.
The aim ofthe present study was to evaluate a real time PCR commercial system for detection
of E. coli O157:H?7. Detection limit, selectivity and robustness were established. Fifty samples
of ground beef were experimentally contaminated with 10 E. coli O157:H7 strains (10, 100
y 1000 CFU/25 g) and 20 non-E. coli O157:H7 strains (1000 CFU/25 g). The detection imit
depended on the strain analyzed, the minimum values was 6,1 cfit/ 15 g. A good robustness
was observed when different variables were introduced. Inclusivity and exclusivity were of
100%. The evaluated technique is an appropriate alternative for detection of E. coli O157:H7
from ground beef.

Key words: real time PCR, E. coli O157:H7, ground beef.
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INTRODUCCION

Escherichia coli O157:H7 es un patogeno
emergente asociado a Enfermedades Transmi-
tidas por Alimentos (ETA). Fue reconocido por
primera vez como patégeno humano en 1982
durante dos brotes de colitis hemorragica (CH)
atribuidos al consumo de hamburguesas en res-
taurantes de comidas rapidas (1).

La infeccion por E. coli O157:H7 puede
causar casos esporadicos o brotes de diarrea,
CH y sindrome urémico hemolitico (SUH). En
Argentina, el SUH es endémico y constituye la
primera causa pediatrica de insuficiencia renal
aguda y la segunda de insuficiencia renal cronica;
ademas, esresponsable del 20% de los transplan-
tes renales en nifnos y adolescentes. Cada ano se
producen aproximadamente 400 casos nuevos de
SUH, aunque existe un importante subregistro.
Desde 1965 hasta el presente se registraron mas
de 7.000 casos (2)

Numerosos estudios realizados en diferen-
tes paises, incluyendo a la Argentina permitieron
confirmar el rol del ganado vacuno como principal
reservorio de E. coli O157:H7 (3). La principal
via de transmision de este microorganismo son
los alimentos contaminados, como por ejemplo,
carne molida, productos carnicos crudos o insufi-
cientemente cocidos, hamburguesas y embutidos
fermentados, entre otros (4, 5, 6).

El objetivo de este trabajo fue evaluar un
sistema comercial de PCR en tiempo real para la
deteccion de E. coli O157:H7 a partir de muestras
de carne bovina molida.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 100 muestras de 25 g cada
una de carne bovina molida. Las muestras fueron
analizadas para determinar la ausencia de E.
coli O157:H7 segliin la metodologia recomenda-
da por United States Department of Agriculture/
Food Safety and Inspection Service (USDA/FSIS)
(10). Cada muestra fue colocada en una bolsa
de Stomacher (BagFilter, Interscience, Francia)
y conservada a 6 °C durante 24 h.

Se utilizaron 30 cepas; 10 cepas de E. coli
0157:H7 y 20 cepas no-E. coli O157:H7 (Tabla 1).
Las cepas E. coli EDL933 (O157:H7) y E. coli ATCC
25922 (no-0O157:H7), fueron utilizadas como
controles positivo y negativo, respectivamente.
Las cepas utilizadas fueron identificadas por
pruebas bioquimicas (8) y seroagrupadas segiin
su antigeno somatico (O) y flagelar (H). Para la
deteccion del antigeno O se utiliz6 la técnica de
aglutinacién en latex (Denka Seiken, Tokyo, Ja-
pon) y para la deteccion del antigeno H se utiliz6
la técnica de aglutinacién en tubo con antisuero
anti-H (Denka Seiken).

Las cepas, conservadas a -70 °C en caldo
cerebro corazén (CCC, Acumedia, Michigan,
EE.UU.) con 30 % de glicerol, fueron sembra-

das en 5 ml de CCC (Acumedia) e incubadas a
37 °C durante 6 h, y luego en agar MacConkey
(Acumedia) a 37 °C durante 18 h. A partir de
una colonia se realizé un subcultivo en CCC a
37 °C durante 6 h hasta la fase de crecimiento
exponencial (aproximadamente 10® UFC/ml).
La concentracion bacteriana se determiné por
recuento en agar para recuento en placa (Acu-
media), por triplicado. Las placas se incubaron a
37°C durante 18 h. La concentracion bacteriana
se expreso en unidades formadoras de colonia por
mililitro (UFC/ml). Paralelamente, se realizaron
7 diluciones decimales en agua peptonada hasta
obtener una concentracion aproximada de 10,
100y 1000 UFC/ml (Tabla 1). Sesenta muestras
fueron contaminadas experimentalmente con 1
ml de cada una de las mencionadas diluciones
correspondientes a las cepas E. coli O157:H7
y 40 muestras fueron contaminadas con 1000
UFC/ml de las cepas no-E. coli O157:H7. Pos-
teriormente, se agregaron 225 ml de caldo EC
(Acumedia) a cada muestra. Todas las mues-
tras fueron procesadas durante 2 minutos en
BagMixer (Interscience) y se incubaron a 37 °C
durante 18 h.

PCR en tiempo real. Se utiliz6 el sistema
de PCR en tiempo real R.A.P.I.D. LT Food Secu-
rity System y el kit comercial E. coli O157:H7 LT
Test Kit (Idaho Technologies Inc., Utah, EE.UU),
siguiendo las instrucciones especificas del fabri-
cante.

Limite de deteccion. Se determiné la
probabilidad de deteccion de E. coli O157:H7 al
comparar el nimero de resultados positivos con
la concentracion de cada cepa en las muestras
analizadas. El ensayo de PCR se realizo por du-
plicado en un intervalo de 1 a 3 dias.

Selectividad. La determinacion de selec-
tividad se realiz6 de acuerdo a los conceptos
propuestos por Feldsine et al. (9). Se analizaron
muestras con todas las cepas detalladas en la
Tabla 1, por duplicado.

Robustez. Los ensayos se realizaron por
triplicado y se repitieron en las mismas condicio-
nes, en 3 dias consecutivos, con 3 operadores.

RESULTADOS

Limite de deteccion. Todas las muestras
contaminadas con diferentes concentraciones
de E. coli O157:H7 fueron positivas. El limite de
deteccion dependi6 de la cepa analizada y la con-
centracion bacteriana con la que se contaminaron
las muestras, el valor minimo se obtuvo con las
muestras contaminadas con la cepa LAMA 74 y
fue 6,1 UFC/25 g. Elvalor maximo se obtuvo con
las muestras contaminadas con la cepa LAMA 40
y fue de 20 UFC/25 g de carne bovina molida.

Selectividad. Todas las muestras contami-
nadas con las cepas de E. coli O157:H7 fueron
positivas en las tres concentraciones (N=30) y
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Tabla 1. Cepas de E. coli O157:H7 y no-E. coli O157:H7 provenientes del cepario del Laboratorio
de Microbiologia de los Alimentos (LAMA) y utilizadas para evaluar el sistema comercial de PCR en

tiempo real.
UFC/ UFC/
Origen Cepa origen cepa
7,5 11,6
LAMA 32 E. coli O157:H7 75 LAMA 65 E. coli O157:H7 116
750 1160
85 19.6
LAMA 39 E. coli O157:H7 85 LAMA 70 E. coli O157:H7 196
850 1960
20 7.5
LAMA 40 E. coli O157:H7 200 LAMA 73 E. coli O157:H7 75
2000 750
19 6.1
LAMA 46 E. coli O157:H7 190 LAMA 74 E. coli O157:H7 61
1900 610
14 6.4
LAMA 55 E. coli O157:H7 140 LAMA 81 E. coli O157:H7 64
1400 640
LAMA 90 E. coli 091:H21 610 LAMA 25 Klebsiella 1360
pneumomae
LAMA 67 E. coli O103:NM 955 LAMA 13 Pseudomonas 2190
aeruginosa
LAMA 80 E. coli O113:H4 650 LAMA 2 Yersinia 1185
enterocolitica
LAMA 88 E. coli O145:NM 930 LAMA 10 Shigella flexneri 735
LAMA 77 E. coli 0146:H28 860 LAMA 20 Shigella 1515
dysenteriae
LAMA 107 Salmonella Enteritidis 700 LAMA 23 Shigella boydii 800
LAMA 24 Salmonella 895 LAMA 21 | Morganella morgani | 1020
Typhimurium
LAMA 1 Salmonella Newport 840 LAMA 16 Proteus mirabilis 1070
LAMA 28 Enterobacter cloacae 1295 LAMA 18 Proteus vulgaris 1010
LAMA 149 Staphylococcus aureus | 3380 LAMA 8 Escherichia 350
hermanii

todas las muestras contaminadas con las cepas
no-E. coli 0157:H7 (N=20) fueron negativas. Por
lo tanto, se obtuvo un 100% de inclusividad y un
100% de exclusividad.

Robustez. Todos los resultados fueron
reproducibles al analizar las muestras contami-
nadas con 10 cepas de E. coli O157:H7 en 3 dias
consecutivos y por 3 operadores.

DISCUSION
En el Articulo 255 del Cédigo Alimentario
Argentino se especifica el criterio microbiolégico
que debe cumplir la carne picada fresca, en el
cual se establece ausencia de E. coli O157:H7/
NM en 5 muestras de 65 g cada una. Para el ais-
lamiento y la caracterizacion de E. coli O157:H7 y
0O157:NM en productos carnicos se recomienda la
metodologia validada por USDA/FSIS (7). En esta
metodologia se recomienda un tamizaje basado
en el sistema de PCR BAX® (10).
El sistema evaluado en este trabajo se

basa en PCR en tiempo real y utiliza sondas
especificas para la deteccion de los amplicones
generados en el proceso. Si bien, no es el mismo
fundamento que el sistema BAX®, este presenta
valores similares en cuanto a limite de deteccion,
inclusividad, exclusividad y robustez.

El sistema de PCR en tiempo real R A.P.I.D.
LT Food Security System y el kit comercial E. coli
O157:H7 LT Test Kit presentaron un buen desem-
pefio, ya que fue posible detectar hasta6,1 UFC/25
g de carne bovina molida. No se observaron in-
terferencias al utilizar diferentes concentraciones
bacterianas. Si bien, este sistema de PCR en tiempo
real cuenta con la validacién de AOAC Internatio-
nal (AOAC N° 100901), en el presente trabajo se
demostro su utilidad para la deteccion de cepas de
E. coli O157:H7 circulantes en Argentina.

En conclusion, el sistema de PCR en tiem-
po real evaluado es una técnica rapida, precisa
y selectiva para la deteccion de E. coli O157:H7
en carne bovina molida.
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EVALUACION DE DIEZ CEPAS DE Salmonella Enteritidis
EN RICOTA ALMACENADA A4Y8°C
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cas y Técnicas (CONICET), ° Instituto de Genética Veterinaria “Ing. Fernando Noel Dulout” CCT-
La Plata CONICET-Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata

Resumen: Salmonella Enteritidis es uno los agentes etiolégicos involucrados con mayor
frecuencia en las infecciones alimentarias registradas en América del Sur. El objetivo de
este trabajo fue evaluar diez cepas de Salmonella Enteritidis inoculadas en muestras de
ricota e incubadas a 4 y 8°C durante 7 dias. A las temperaturas estudiadas los recuentos de
Salmonella Enteritidis se mantuvieron constantes durante el periodo de almacenamiento, lo
que implicaria que las temperaturas de almacenamiento estudiadas controlan el desarrollo
de este microorganismeo.

Palabras claves: Ricota, Salmonella Enteritidis, temperatura.

EVALUATION OF TEN STRAINS OF Salmonella Enteritidis
IN RICOTTA STORED AT 4 AND 8 °C

ABSTRACT: Salmonella Enteritidis is one of the more commonly pathogen involved in food-
borne in South America. The aim ofthis work was evaluate ten Salmonella Enteritidis strains
inoculated in ricotta samples, stored at 4 and 8°C for 7 days. Counts of Salmonella Enteritidis
were constant during the store period, which would imply that the storage temperatures
studied to control development of this organism.

Key words: Ricota, Salmonella Enteritidis, temperature.
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INTRODUCCION

La salmonelosis es una enfermedad in-
fecciosa del hombre y los animales causada
por microorganismos pertenecientes a dos es-
pecies de Salmonella, S. enterica y S. bongori.
Es considerada como una de las enfermedades
zoonoéticas mas frecuentes en América del Sur.
Muchos animales, especialmente rumiantes, aves
y cerdos, pueden diseminar la enfermedad (1).
Los lacteos revisten una gran importancia sani-
taria, en particular aquellos elaborados en forma
artesanal. Segliin el Centro para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (2), entre los afios
1990-1995 se registraron en EE.UU. mas de 420
brotes de salmonelosis, cuyo agente causal fue S.
Enteritidis, involucrando alimentos como leche,
huevos, quesos, cremas, etc. (3, 4). La ricota es
un producto obtenido por la precipitacion de las
sustancias proteicas de la leche o del suero del
queso mediante calor en medio acido. La misma
elaborada con leche entera tiene un contenido
maximo de agua de un 75%, debido a esto es un
alimento altamente perecedero. Desde su elabo-
racion y hasta su expendio debe almacenarse a
una temperatura inferior a 10 °C siendo su vida
util no mayor a 7 dias (5, 6).

Los requisitos microbiologicos exigidos por
el Cadigo Alimentario Argentino (CAA) para que-
sos de alta humedad, establecen la ausencia de
Salmonella spp. en 25 g de muestra.

Los alimentos perecederos y los que re-
quieren mucha manipulacién, son los que con
mayor frecuencia estan involucrados en brotes
alimentarios debido a este patégeno (3).

El objetivo de este trabajo fue evaluar diez
cepas de Salmonella Enteritidis inoculadas en
ricota elaborada con leche entera, almacenadas
a4y 8 °C dentro del periodo de vida util.

MATERIALES Y METODOS

La ricota fue elaborada con leche ente-
ra y el agregado de vinagre de alcohol (5). Se
fraccionaron 156 porciones de 25 g cada una,
envasadas en bolsas de Stomacher (BagFilter,
Interscience, Francia). Para cada temperatura de
almacenamiento se destinaron siete bolsas como
control de esterilidad y una para la medicién
de pH y temperatura (termopHmetro Altronix).
La contaminacion experimental se llevo a cabo
con 10 cepas de S. Enteritidis, pertenecientes al
Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos
(LAMA) en concentraciones de 5,2 x 10"y 9,2 x
10° UFC/25 g de ricota (Tablas 1 y 2). Se utiliza-
ron 7 bolsas para cada cepa y se almacenaron a
4 y 8 °C (registrador electrénico de temperatura
Datalogger, Testo, Argentina) durante 7 dias. Se
realizaron recuentos de S. Enteritidis todos los
dias del almacenamiento.

Las muestras de ricota se diluyeron en
225 ml de agua peptonada buferada (Biokar

Diagnostics, Francia) y se sembraron 100 ul de
cada una en agar lisina desoxicolato XLD (Acu-
media, Michigan, EE.UU.), incubandose a 37°C
durante 48 h.

RESULTADOS

La concentraciéon bacteriana en las mues-
tras de ricota no sufrido modificaciones en el
transcurso de 7 dias a4 y 8 °C. En la Tabla 1 se
presentan los resultados obtenidos al realizar el
recuento de S. Enteritidis a partir de las mues-
tras de ricota almacenadas a 4°C. Los resultados
presentados en la Tabla 2 corresponden al alma-
cenamiento de ricota realizado a 8 °C.

DISCUSION

En nuestro pais existe una apreciable can-
tidad de granjas que elaboran ricota en forma
artesanal y no cuentan con las buenas practicas
de manufactura e higiene (7). Las diferentes ma-
niobras culinarias empleadas actualmente, utili-
zan la ricota cocida y cruda. Al ser un queso de
alta humedad y perecedero, cuando se consume
crudo o bajo un proceso térmico insuficiente, es
probable su contaminacién (7, 8).

En este trabajo se confirmé que el almace-
namiento de ricota a 4 y 8 °C permitio controlar
el desarrollo de S. Enteritidis, ya que las bacterias
permanecieron viables y su nimero se mantuvo
estable, en coincidencia con lo indicado por otros
autores (9). Por lo tanto, es importante promover
la capacitacion de los manipuladores de ricota,
particularmente en buenas practicas de manu-
factura e higiene, tanto en las granjas artesana-
les como en el hogar. Asimismo, es importante
cumplir con lo estipulado en el CAA y evitar el
fraccionamiento de ricota en la boca de expendio
(6). Todas estas medidas son esenciales para la
obtencion de un producto inocuo.

AGRADECIMIENTOS

Este trabajo se realiz6 en el marco del Pro-
yecto de Desarrollo Profesional Continuo para los
Veterinarios del Sur (PROVETSUR), Agencia de
Cooperacién Internacional del Japéon (JICA).

BIBLIOGRAFIA

1. OIE Capitulo 2.10.3. Salmonelosis. Disponible
en http//:www oie.int/esp/normes/mmanual/pdf_
es/2.10.03_Salmonelosis. pdf

2. Centro para el Control y la Prevencion de Enferme-
dades (CDC) de EE.UU. Disponible en htpp://www.
cdc.gov/foodnet

3. Alcazar Montanez C, Rubio Lozano M, Nunez Espi-
nosa F, Alonso Morales R. Deteccién de Salmonella spp.
y Listeria monocytogenes en quesos frescos y semima-
durados que se expenden en via publica en la ciudad
de México. Rev Vet México 2006; 37: 417-29.

4, Marth EH. Salmonellae and salmonellosis associated

30 AN&LEZTA VETERINARIA 2010; 30 (sur): 29-32

ISSN 0365-5148


cdc.gov/foodnet

JICA

Tabla 1. Recuento de 10 cepas de Salmonella Enteritidis inoculadas en ricota durante 7 dias y
almacenadas a 4 °C.

Cepa Inoculo | Dia O Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
LAMA 4 |1,2x10° |6,7x10* |9,5x 10* [8,5x 10" |7,6x 10" |9,4x 10* | 9,4 x 10*| 9,3 x 10
LAMA 107 |5,2x 10* |8,2x 10* |7,26 x 10* | 7,6 x 10* |5,0x 10 |3,5x 10* |5,1 x 10* | 6,2 x 10
LAMA 108 |1x 10° |4,5x 10* |4,3x 10* [3,2x 10* [4,3x 10* |1,3x 10* |1,9x 10*|2,8 x 10*
LAMA 110 |6x 10* [1,3x10° [1,1x10° |9,1x 10* |1,0x 10° |8,8x 10* |9,7 x 10* [8,1 x 10*
LAMA 120 |1,7x 10° |1,0x 10° |6,7x 10* [8,5x 10* |9,9x 10* |6,1 x 10* | 6,6 x 10* | 6,9 x 10*
LAMA 131 |1,5x10° |1,1x10° |7,4x 10* |7,6x 10* |7,9x 10* |7,1x 10* |7,9x 10* |5,8 x 10*
LAMA 134 |7,6x 10* |5,8x 10* |1,9x 10* [2,3x 10" [3,0x 10" |2,6x 10* |2,7 x 10" | 4,4 x 10
LAMA 135 |2,5x10° |1,4x10° |1,0x10° |1,1x10° [1,4x10° |1,2x 105 |9,5x 10*|1,2 x 10°
LAMA 220 |9,3x 10° |1,0x 10° |8,0x 10* |7,3x 10* [8,4x 10* |7,6x 10* |8,3x 10*|8,3 x 10*
LAMA 253 |6,9x 10* |8,0x 10* |6,5x 10* [5,6x 10* [6,9x 10* |7,0x 10* |7,1 x 10* | 6,4 x 10

Tabla 2. Recuento de 10 cepas de Saimonella Enteritidis inoculadas en ricota durante 7 dias y
almacenadas a 8 °C.

Cepa Inéculo| Dia O Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
LAMA 4 2,3x10°|1,5%x10° [2,0x10° [2,1x10° [1,5x10° |1,3x10°|1,7x 10°|1,7 x 10°
LAMA 107 |3,4x10°|1,5x10° |2,3x10° |2,8x10° [1,6x10° [1,5x105|1,5x% 10° |1,8x 10°
LAMA 108 |3,2x10° [5,0x 10* |1,2x10° |1,1x10° [1,0x10° [1,2x 105|9,2x 10" |1,0x 10°
LAMA 110 |3,7x10°[1,9x 10° |2,1x10° |1,9x10° [1,3x10° [1,2x10°|7,1x 10* |1,1x 10°
LAMA 120 |2,7x10° [1,4x 10° |2,1x10° |2,2x10° [1,7x10° [1,2x105|1,6x 10° |1,4x 10°
LAMA 131 |3,5x10°|2,2x10° |1,6x10° |1,7x10° [1,5x10° [1,3x10°|1,0x 10° |9,1 x 10*
LAMA 134 |2,8x10° |7,5x 10* |1,4x10° |1,5x 10° |7,4x 10" [8,4x 10*|7,4 x 10* | 7,6 x 10
LAMA 135 |1,9x10° [2,2x 105 |1,9x 10° |2,1x10° [1,2x10° [2,1x105|1,6x 10° |1,4x 10°
LAMA 220 |1,9x10°[1,9x10° |1,8x10° |1,7x10° [1,1x10° [1,8x10°|1,9x 10° |1,6x 10°
LAMA 253 |7,5x10° [1,8x 10° |2,3x10° |2,4x10° [1,9%x 10° [2,4x 105|2,3x 10° |1,9x 10°
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FRECUENCIA DE Salmonella enterica EN AVES DE
TRASPATIO DE LA LOCALIDAD DE SAN LORENZO,
DEPARTAMENTO CENTRAL, REPUBLICA DEL PARAGUAY
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¢ Instituto de Genética Veterinaria “Ing. Fernando Noel Dulout” CCT-La Plata CONICET-
Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata

RESUMEN: La salmonelosis es la enfermedad transmitida por alimentos de origen bacteriano mas
importante a nivel mundial y su agente etiolégico es Salmonella enterica. En Paraguay, es habitual
la cria de aves de traspatio para consumo de huevos y camne. El objetivo de este trabajo fue determi-
nar la frecuencia de S. enterica en aves de traspatio de la Localidad de San Lorenzo, Departamento
Central, Republica del Paraguay. Se recolectaron 400 muestras cloacales de aves de traspatio. La
deteccién de S. enterica se realizé por PCR. Para el aislamiento se utilizé la metodologia de separa-
cién inmunomagnética y la siembra en agar XLT4. Las colonias sospechosas fiteron caracterizadas
por pruebas bioquimicas y serotipificacién. Se determind la susceptibilidad a 11 antimicrobianos.
Se detectaron 25 (6,25%) muestras positivas por PCR y se aislaron 11 (2, 75%) cepas de S. enterica:
8 S. Enteritidis, 2 S. Schwarzengrund y 1 S. Saintpaul. Todos los aislamientos fueron sensibles a 9
antimicrobianos probados. Sin embargo, todas las cepas de S. Enteritidis presentaron resistencia a
acido nalidixico y nitrofurantoina. Salmonella Enteritidis se encuentra entre las serovariedades mas
comunes que causan salmonelosis en el ser humano y es el serotipo mds prevalente en casos de
ETA en Paraguay. Consideramos necesario implementar medidas de intervencién relacionadas con
la educacién de los propietarios de aves de traspatio. Este es el primer trabajo en el que se detectd,
aislé y caracterizé S. enterica en aves de traspatio de la Reptiblica del Paraguay.

Palabras clave: Salmonella, aves de traspatio, Paraguay.

FREQUENCY OF Salmonella enterica IN BACKYARD
CHICKEN FROM SAN LORENZO CITY, DEPARTAMENTO
CENTRAL, REPUBLICA DEL PARAGUAY

ABSTRACT: Salmonelosis is a disease transmitted by food of more important bacterial origin
worldwide. The ethiological agent is Salmonella enterica. In Paraguay, backyard chicken raising is
common for home eggs and meat production and consumption. The aim of this work was to deter-
mine the frequency of S. enterica in backyard chicken at San Lorenzo, a city located in the Central
Department of Paraguay. Four hundred cloacae samples of backyard chicken were collected. S.
enterica was detected through PCR technique. The inmunomagnetic separation methodology and
streaked in agar XLT4 were used for Salmonella isolation. Suspicious colonies were characterized
by biochemical tests and serotypification. Susceptibility to 11 antimicrobial agent was determined.
Twenty five positive samples (6.25%) were detected by PCR and 11 strain (2.75 %) of S. enterica were
isolated: 8 S. Enteritidis, 2 S. Schwarzengrund and 1 S. Saintpaul. All the isolates were sensitive
to 9 antimicrobial tested. However, all S. Enteritidis showed resistance to nalidixic acid and nitro-
furantoin. Salmonella Enteritidis is between the most common serovarthat may cause salmonelosis
inthe human being. It is also the most prevailing serotype in ETA cases in Paraguay. It is necessary
to implement measures related to the education of backyard chicken owners and raisers. This is the
first work that detected, isolated and characterized S. enterica in backyard chickens in Paraguay

Key words: Salmonella, backyard chicken, Paraguay.
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INTRODUCCION

La salmonelosis es la enfermedad trans-
mitida por alimentos (ETA) de origen bacteriano
mas importante a nivel mundial. En los paises de
Latinoameérica los rangos de prevalencia varian
entre 200 y 500 casos cada 100.000 habitantes
(1). En Paraguay, la salmonelosis es una de las
primeras causas de enfermedades transmitidas
por alimentos.

El principal agente etiolégico de esta enfer-
medad es Salmonella enterica. Su clasificacion
taxonomica es muy compleja, actualmente se
reconocen dos especies: S. entericay S. bongori.
La primera de ellas incluye seis subespecies que
agrupan 2443 serotipos: enterica, salamae, ari-
zonae, diarizonae, houtenae e indica (2). Estos
microorganismos estan ampliamente distribuidos
en la naturaleza. Se los encuentra como comen-
sales y patogenos en el tracto gastrointestinal de
mamiferos domésticos y salvajes, reptiles, aves e
insectos (3). Los alimentos involucrados en brotes
de ETA causados por Salmonella son huevos,
ovoproductos, carnes y derivados, productos
lacteos, alimentos a base de cremas, vegetales
y panificados.

En Paraguay, la cria de aves de traspatio
para consumo familiar de huevos y carne es ha-
bitual. Por lo tanto, se debe considerar a estas
aves como un potencial reservorio de S. enterica
y por ende una potencial fuente de infeccion para
el ser humano.

El objetivo de este trabajo fue determinar
la frecuencia de S. enterica en aves de traspatio
de la Localidad de San Lorenzo, Departamento

Central, Republica del Paraguay.

MATERIALES Y METODOS

Entre el 31 de marzoy el 9 de abril de 2009,
se recolectaron muestras cloacales de 400 aves
de traspatio. Las aves fueron criadas por 48 pro-
pietarios en 25 de los 52 barrios de la Localidad
de San Lorenzo. Se recolectaron 16 muestras por
cada barrio y 8 muestras por cada propietario.
Las muestras se obtuvieron a partir de hisopados
cloacales y se conservaron en tubos con agua
peptonada (Acumedia, Michigan, EE.UU.). Los
tubos fueron incubados a 37°C durante 20 h y
luego cada muestra fue analizada por la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
para la deteccion de S. enterica. Para ello, se ex-
trajo ADN a 1 ml de cada pre-enriquecimiento. Se
utilizaron oligonucleotidos especificos (Invitrogen,
Brasil) para la deteccion del gen invA S139y S141
(4). E1 volumen final de la reacciéon de PCR fue
de 25 pl, y consistio en 2,5 pl de buffer de PCR
10X (500 mM KCl, 200 mM Tris HCI), 1,25 pl de
dNTPs (10 mM), 1,6 yl de MgCl (25 mM), 0,5 pl
de cada oligonucleétido (0,1 nmol/pl), 0,5 pl de
Taq DNA polimerasa (5U/pl) (Fermentas, Califor-
nia, EE.UU.) y 5 pl de ADN templado obtenido de

cada muestra. La amplificacion se realiz6 en un
termociclador MyCycler (Bio-Rad, CA, EE.UU.).
Las condiciones de ciclado fueron las siguientes:
incubacion inicial a 94 °C por 60 seg, seguido de
35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 60 seg,
annealing a 64 °C por 30 segy elongacion a 72 °C
por 30 seg, seguido de 7 min finales de extension
a72 °C. Los productos de ADN amplificado de las
muestras analizadas fueron analizados en geles
de agarosa al 1,2%, coloreados con el intercalante
sybr safe (Invitrogen Life Technologies, Brasil)
y visualizados con transiluminador de lampara
azul. Como marcador de peso molecular se utilizé
Cienmarker (Biodynamics, Bs As, Argentina).

Para el aislamiento de Salmonella spp. se
utilizo la metodologia de separacion inmuno-
magnética segin las instrucciones del fabricante
(Dynal, Invitrogen). Posteriormente, se sembré el
inmunoconcentrado en agar xilosa lisina tergitol
(XLT4, Acumedia), incubandose a 37°C durante
20 h. Las colonias sospechosas fueron sembra-
das en agar triple aztcar hierro (TSI, Acumedia)
y en agar lisina decarboxilasa (LIA, Acumedia).
Las colonias sospechosas fueron confirmadas
por pruebas bioquimicas y serotipificacion. La
determinacion de especie y subespecie se realizo
de acuerdo con el método descripto por Poppof
(5). La serotipificacion fue realizada segun el
esquema de Kauffman-White (6) con antisueros
somaticos y flagelares para Sailmonella (Denka-
Seiken, Tokyo, Japon). La susceptibilidad a los
antimicrobianos se determiné por la técnica de
difusion en disco segtin las recomendaciones del
Clinical and Laboratory Standards Institute for
Enterobacteriaceae (7). Los antimicrobianos utili-
zados fueron ampicilina (AMP), amoxicilina-acido
clavulanico (AMC), cefixima (CFM), cefotaxima
(CTX), ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CL),
gentamicina (GN), nitrofurantoina(NIT), tetraci-
clina (TE), trimetoprima-sulfametoxazol (TXS)
(Becton Dickinson BBL, MD, EE.UU.).

RESULTADOS

Se detectaron 25 (6,25 %) muestras po-
sitivas por PCR, correspondientes a 19 (39,6%)
propietarios provenientes de 18 barrios. Se ais-
laron 11 (2,75 %) cepas de S. enterica, 8 (2 %)
fueron identificadas como S. Enteritidis, 2 (0,5 %)
S. Schwarzengrund y 1 (0,25 %) S. Saintpaul.
Todas las cepas (N=11) fueron sensibles a 9 an-
timicrobianos: AMP, AMC, CFM, CTX, CIP, CL,
GN, TE y TXS. Sin embargo, todas las cepas de S.
Enteritidis fueron resistentes a NAL y NIT, hecho
que coincide con los datos reportados en cepas
aisladas de muestras humanas (8, 9).

El porcentaje de detecciéon por PCR fue su-
perior al porcentaje de aislamientos, este hecho
pudo deberse a la alta sensibilidad de la técnica
de tamizaje y a que el aislamiento se realiz6 direc-
tamente del agua peptonada utilizando particulas

34 ANALECTA VETERINARIA 2010; 30 (sup): 33-35

ISSN 0365-5148



inmunomagnéticas. Debemos considerar que el
agua peptonada no es un medio de enriqueci-
miento selectivo, probablemente al utilizar una
etapa de enriquecimiento en medios selectivos
y temperaturas restrictivas, el porcentaje de re-
cuperacion podria ser mayor. Sin embargo, los
componentes de los medios de enriquecimiento
para Salmonella pueden afectar la union de los
anticuerpos adsorbidos a las particulas magné-
ticas.

Se aislo S. Enteritidis en un 2 % de las
aves muestreadas. Si bien, S. Schwarzengrund
y S. Saintpaul fueron asociadas con brotes de
ETA en EE.UU. (10), S. Enteritidis se encuen-
tra entre las serovariedades mas comunes que
causan salmonelosis en el ser humano (11) y
es el serotipo mas prevalente en casos de ETA
en Paraguay. Este serotipo fue el mas frecuente
entre las aves de traspatio de San Lorenzo. Es
interesante mencionar que en la mayoria de las
viviendas donde se tomaron las muestras, las
condiciones higiénico-sanitarias de las aves de
traspatio no eran adecuadas y compartian el
habitat con diferentes especies animales (domés-
ticas y silvestres).

DISCUSION

Teniendo en cuenta estas observaciones
y los resultados obtenidos en este trabajo, con-
sideramos necesario implementar medidas de
intervencion relacionadas con la educacion de
los propietarios de las aves de traspatio, parti-
cularmente en el manejo sanitario de las aves,
del ambiente, de los huevos y de las carcasas.
De esta manera, se podran prevenir potenciales
infecciones en los consumidores.

El Ginico dato previo sobre aves de Paraguay
y S. enterica es un trabajo realizado sobre 255
gallinas ponedoras de tipo casero en la Localidad
de Santo Domingo, Departamento Central, en
el cual se comprobé que el 3,24 % de las aves
analizadas presentaban anticuerpos contra S.
Gallinarum (12). Por lo tanto, este es el primer
trabajo en el que se detect6, aisloé y caracterizo
S. enterica en aves de traspatio de la Republica
del Paraguay.

AGRADECIMIENTOS

Este trabajo se realizo en el marco del Pro-
yecto de Desarrollo Profesional Continuo para los
Veterinarios del Sur (PROVETSUR), Agencia de
Cooperacién Internacional del Japon (JICA).

BIBLIOGRAFIA

1.Miller IS, Hohmann EL, Pegues DA. Salmonella (In-
cluding Salmonella Typhi). In: Mandel, Douglas and
Bennett, editors. Principles and Practice of Infectious
Diseases. 4th ed., Churchill Livingstone, New York;
1995; p. 2013-33

JICA

2. Brenner FW, Villar RG, Angulo FJ, Tauxe R, Swami-
nathan B. Salmonella nomenclature. J Clin Microbiol
2000; 38:2465-7.

3. Global Salm-Surv. Manual de Procedimientos.
Salmonella: PARTE 1. Aislamiento, identificaciéon y
serotipificacion A global Salmonella surveillance and
laboratory support project of the World Health Orga-
nization, 2003.

4, Rahn K, De Grandis SA, Clarke RC, McEwen SA,
Gala'n JE, Ginocchio C, Curtiss III R, Gyles CL. Am-
plification of an invA gene sequence of Salmonella ty-
phimurium by polymerase chain reaction as a specific
method of detection of Salmonella. Mol Cell Probes,
1992; 6:271-9.

5. Popoff M, Le Minor L. Antigenic Formulas of the
Salmonella Serovar. 8™ ed. WHO Collaborating Centre
for Reference and Research on Salmonella, Institute
Pasteur, Paris, France. 2008.

6. Poppof M, Bockemuhl J, McWorther-Murlin A.
Supplement 1990 (n°34) to the Kauffman-White
scheme. Res Microbiol (Inst Pasteur), Paris, France,
1990; 142:1029-33

7. Clinical and Laboratory Standards Institute. Per-
formance Standards for Antimicrobial Susceptibility
Testing; Seventeenth Informational Supplement, 2007,
M100-820, Wayne, Pa (EE.UU.).

8. Alvarez M, Zarate N, Farifia N. Vigilancia de Serova-
riedades de Salmonella spp. circulantes en Paraguay en
el periodo 2004-2008. Memorias del VII Congreso Para-
guayo de Infectologia, Asuncién, Paraguay, 2009.

9. Alvarez M, Zarate N, Farifia N. Vigilancia de Sus-
ceptibilidad antimicrobiana de Salmonella spp. de
origen clinico en el periodo 2004-2008. Memorias del
VII Congreso Paraguayo de Infectologia, Asuncién,
Paraguay, 2009.

10. Department of Health and Human Services, Cen-
ters for Disease Control and Prevention 2010. http://
www.cdc.gov/Salmonella.

11. Le Bacq F, Louwagie B, Verhaegen J. Salmonella
Typhimurium and Salmonella Enteritidis: Changing
epidemiology from 1973-1992. Europ J Epidemiol
1994; 10:367-71

12. Acosta Amarilla BC. Estudio de la presencia de
salmonelosis en gallinas ponedoras tipo casero en
la Localidad de Santo Domingo, Distrito de Capiata,
Departamento Central. Tesis presentada a la Facultad
de Ciencias Veterinarias (UNA) como requisito para
la obtencién del Titulo de Doctor en Ciencias Veteri-
narias. 2006.

ISSN 0365-5148

ANALECTA VETERINARIA 2010; 30 (sup): 33-35 35


http://www.cdc.gov/Salmonella

Uruguay
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RESUMEN: Las afecciones respiratorias son causantes de importantes pérdidas econdmicas
en la produccién de parrilleros. Estas ocasionan la muerte de animales, perjuicios en la ga-
nancia de peso y conversién, asi como decomisos durante la faena. Nuestro pais es un caso
singular al no estar presente la Enfermedad de Newcastle y estar prohibido el uso detodo tipo
de vacunacién contra ésta en parrilleros. Por ello se seleccionaron para la investigaciéon los
Mycoplasmas gallisepticum y synoviae, el Metapneumovirus y el Ornithobacterium rhinotra-
cheale. Entre octubre 2008 y abril 2009 se obtuvieron 1866 muestras de suero de parrilleros
de 35 dias que correspondian al 1% de las aves de cada lote. Las 17 granjas participantes se
ubicaban en los Departamentos de Montevideo, Canelones y Lavalleja y pertenecian a 3 dife-
rentes integraciones. Latécnica utilizada fite ELISA con kits comerciales de IDEXX Laboratories.
Resultaron positivos a Metapneumivirus 195 (10.45%), a Ornithobacterium rhinotracheale 47
(2.51 %), a Mycoplasma synoviae 23 (1.23%) y a Mycoplasma gallisepticum 11 (0.58%). Si
consideramos como unidad el lote, resultaron positivos 70.58 %, 82.35 %, 52.94 %y 41.17 %
alas respectivas afecciones. La evidencia serolégica de Metapneumivirus y Ornithobacterium
muestra una considerable difusion entre aves y lotes. Para ambos Mycoplasmas los posttivos
fueron escasos si lo comparamos a los diagndsticos clinicos que se efecttian.

Palabras Clave: parrilleros, enfermedades respiratorias, serologia

SEROLOGICAL STUDIE OF METAPNEUMOVIRUS,
Ornithobacterium rhinotracheale, Mycoplasma synoviae AND
M. gallisepticum IN BROILERS IN URUGUAY

ABSTRACT: Respiratory diseases causes important economic losses in poultry due to in-
crease mortality, poor performance parameter such as growth per day or feed conversion, and
an increase of condemnation rates. In Uruguay it is forbidden the vaccination against New
Castle disease because the country is considered as free of this disease. The purpose of this
study is determinate the serological evidence of Avian Metapneumovirus, Ornhitobacterium
rhinotracheale, Mycoplasma gallisepticum and Mycoplasma synoviae. During October of 2008
and April of 2009, 1866 serum samples were taken from 35 days old broilers corresponding
to the 1% of the total broiler population of each group. The 17 sampled farms are located in
the departments of Montevideo, Canelones and Lavalleja belonging to 3 different companies.
The serum samples were analyzed by ELISA technique using IDEXX commercial kits. 195
(10,45%) serum samples were positive to Metapneumovirus, 47 (2,51 %) were positive to ORT,
23 (1,23%) to Mycoplasma synoviae and 11 (0,58%) positives to Mycoplasma gallisepticum.
If we consider the 17 sampled farms as a 100% the results were 70,58% ; 82,35% ; 52,94%
and 41,1 7% respectively for each disease. The serological evidence of metapneumovirus and
ORT shows a considerable diffitsion between birds and groups. For both Mycoplasmas the
positive serum samples were few compared with the positive clinical field diagnosis.

Key words: brolilers. Respiratory diseases. serology
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INTRODUCCION

En la cria de parrilleros las afecciones res-
piratorias son una importante causa de pérdidas
economicas. Estas se deben tanto a la muerte
de animales como a otros factores por ejemplo,
disminucion en la ganancia de peso, perjuicio de
la conversion alimenticia, gastos de tratamiento y
decomisos en el momento de lafaena. Las causas
estan tanto en agentes patogenos virales y bacte-
rianos como en el mal manejo de las condiciones
ambientales de las aves. Detras de los casos mas
graves siempre encontramos una combinacion
de ambas. En nuestro pais no existen referen-
cias bibliograficas respecto a estudios sobre la
incidencia y alcance de la difusion de la mayoria
de las afecciones mas comunes en las aves. So-
lamente en el caso de las enfermedades que son
trabas para el comercio internacional, Influenza
Aviar y la Enfermedad de Newrcastle, el Minis-
terio de Ganaderia, Agricultura y Pesca realiza
periodicamente encuestas seroepidemiologicas
tanto a nivel industrial como en aves migratorias
y de traspatio. En estos dos casos se dispone de
datos actualizados. Nuestra industria productora
de carne de ave se encuentra en una condicion
especial respecto a la enfermedad de Newcastle
ya que el uso de cualquier tipo de vacuna (a vi-
rus vivo o inactivado) esta prohibido desde hace
una década.

En el caso de ponedoras comerciales o
reproductoras pesadas o livianas la vacunacion
esta permitida con virus inactivado y con vacu-
nas vivas siempre y cuando el Indice de Patoge-
nicidad Intracerebral no exceda el valor de 0,20.
Descartadas las afecciones mencionadas, nuestro
interés se centro entonces en otras patologias
respiratorias como son: Metapneumouvirus (APV),
los Mycoplasmas gallisepticum (Mg) y sinoviae
(Ms) y por ultimo Ornithobacterium rhinotracheale
(Ort). Paralos tres primeros agentes mencionados
existen diagnosticos previos en nuestro pais. La
presencia de Mg se conoce desde la década de
los 607, siendo mas reciente el caso de Ms y en
los tiltimos 10 afios, APV. En el caso de Ornitho-
bacterium no existen referencias a la sospecha
de su presencia en nuestro medio ni de intentos
para su aislamiento.

MATERIAL Y METODOS

La investigacion se realizé con la colabo-
racion de tres empresas productoras de carne
de ave que permitieron acceder a granjas de sus
integrados ubicadas en los Departamentos de
Montevideo, Canelones y Lavalleja. E1 muestreo
se realiz6 entre los meses de octubre 2008 y abril
2009. Se sangraron por puncion cardiaca 1866
aves de 35 dias de edad. Las mismas correspon-
dieron a 17 diferentes criadores. El ntiimero de
las muestras fue en cada caso, el 1% de las aves
que integraban el lote. Los sueros obtenidos se

JICA

mantuvieron congelados hasta el momento de su
procesamiento. La técnica utilizada para ello fue
ELISA siguiendo las instrucciones del proveedor
de los kits comerciales (IDEXX Laboratories).
Para la lectura de la densidad optica se utilizé
un equipo Bio-Rad modelo 550 y los resultados
fueron procesados con el programa de interpre-
tacion provisto por el fabricante de los kits.

RESULTADOS

Los resultados observados en la Tabla 1,
nos muestran una diferencia muy alta entre
los positivos a APV y el resto de los agentes, asi
mismo el porcentaje de granjas estudiadas es alto
con respecto a Mg y Ms, sin embargo a pesar de
observarse un porcentaje bajo de animales posi-
tivos, el nimero de granjas positivas fue superior
a los demas agentes (82,35 %). Si observamos la
Tabla 2, la integracion A, aparece como con mejor
condiciones sanitarias, con porcentajes relativa-
mente bajos. La integracion B con porcentajes
altos para APV y relativamente bajos para los
otros agentes, y la C con las peores condiciones
sanitarias.

DISCUSION

Larealincidencia de APV es desconocida ya
que no existen publicaciones nacionales al res-
pecto. El diagnostico, como lo es en otros casos,
se efectiia clinicamente con la posibilidad de error
que ello implica. Result6 llamativa la diferencia en
cuanto al namero de aves positivas entre las di-
ferentes integraciones. La difusion de la afeccion
es horizontal (1) por lo que la explicacién puede
encontrarse en las diferencias de manejo y tal
vez, en la variacion de los planes de vacunacion.
Frecuentemente la gravedad de las lesiones esta
potenciada por la accion de otros virus y bac-
terias presentes ya sea por desafio de campo o
inmunizacion (1). En el caso de Ornithobacterium
rhinotraheale la evidencia serologica muestra por
primera vez su presencia en parrilleros de nuestro
pais. La difusion aceptada de esta bacteria es de
tipo horizontal. Segtin la literatura disponible,
(2) durante la cria las pérdidas no son relevan-
tes (2-3%) aunque su accién se potencia por su
asociacion con otros patogenos. No obstante se
encuentran citas de casos donde ha causado da-
fnos elevados por decomiso durante la faena (3).

No existen datos sobre el alcance de las
eventuales pérdidas en nuestro medio. En cuanto
alos Mycoplasmas, los resultados mostraron una
realidad inesperada. Con mucha frecuencia se
efectian diagnosticos clinicos de su presencia
sin realizar ningin tipo de confirmacion. Con
esa base, se realizan tratamientos con antibioti-
cos predominantemente en agua de bebida. Los
criterios usados para medir los resultados no
son objetivos y frecuentemente se repiten frente
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Tabla 1. Cantidad y porcentaje de aves y lotes positivos a los diferentes agentes etiologicos en las

1866 muestras.

Agente Etiologico APV ORT Ms Mg
Aves positivas 195 47 23 11
Porcentaje 10,45 2,51 1,23 0,58
Lotes Positivos 12 14 9 7
Porcentaje 70,58 82,35 52,94 41,17

Tabla 2. Nimero y porcentaje de aves positivas a las distintas afecciones discriminado por integra-

cion participante.

Integracion APV ORT Ms Mg
A 20 25 S S
958 muestras 2,09 % 2,61 % 0,52 % 0,65 %
B 159 15 10 4
768 muestras 20,70 % 1,95 % 1,30 % 0,52 %
C 18 7 8 2
140 muestras 12,86 % 5,0 % 5,71 % 1,43 %

ala escasa respuesta favorable. Si consideramos
como origen de la infeccion la via vertical, debe-
mos tener en cuenta los datos obtenidos en lotes
reproductores experimentalmente contaminados.
(4, 5, 6), En los mismos se muestra que luego
de 8 - 15 semanas de la exposicion, solamente
es posible aislar mycoplasmas del interior de
los huevos fértiles en el 3% de los mismos. En
cuanto a la difusiéon horizontal (6) la infeccion
pasa por un periodo de latencia de 1 — 21 dias
al cabo de los cuales alcanza a un 5 - 10% de
los integrantes de la poblaciéon. Segtn el mismo
estudio en 7 — 32 dias un 90 — 95% de las aves
desarrollan anticuerpos y en 3 — 39 dias todo el
lote se vuelve serologicamente positivo. El niimero
de lotes que resultaron positivos en nuestro es-
tudio es elevado, pero los animales individuales
que lo fueron son un porcentaje muy reducido.
Particularmente si consideramos la dinamica
descripta para su difusién y la edad (35 dias) en
que fueron obtenidas las muestras. La prueba de
ELISA es menos sensible que la seroaglutinacion
(7) pero es mucho mas especifica. De todos modos
es la que se utiliza actualmente como padron de
comparacion. La produccion avicola se encuentra
muy concentrada geograficamente. Los produc-
tores para diferentes integraciones se ubican en
la inmediata vecindad y se encuentran entre-
mezcladas entre ellas. Esta circunstancia puede
explicar la amplia difusion de afecciones cuya
transmision vertical no fue comprobada. Llama
por ello poderosamente la atencion las marcadas
diferencias en el porcentaje de aves positivas en
una y otra integracion por ejemplo para APV y

Ort. Un factor que podria explicar al menos en
parte las diferencias, son las distintas exigencias
sanitarias que plantean a sus integrados cada
una de ellas. No existe un criterio Ginico en la
seleccion de las instalaciones y equipamientos
empleados por sus integrados. Los planes sa-
nitarios y el niimero tipo y via de aplicacion de
vacunas difiere ampliamente en sus criterios.
El control efectuado por parte de los técnicos y
extensionistas del manejo, ventilacién durante
la cria y las medidas de limpieza y desinfeccion
previas al ingreso de un nuevo lote varian amplia-
mente en sus exigencias. El contacto mediante
camiones de reparto de alimento, pajaros de vida
libre, personal de servicio, y la difusion aerégena
debe considerarse donde la distancia entre gal-
pones de criadores para diferentes empresas es
de pocos cientos de metros.

Es necesario efectuar relevamientos
serologicos periodicos para poder evaluar co-
rrectamente la situaciéon sanitaria general de
la industria avicola, esto permitiria ajustar los
planes preventivos a las verdaderas necesidades
y eventualmente zonificar su aplicacion.
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RESUMEN: Ornithobacterium rhinotracheale fiie identificado como patégeno para las aves en
pavos en Alemania durante 1981. Posteriormente se lo asocié a problemas respiratorios en
patos y parrilleros. El objetivo de esta investigacion fite demostrar evidencias seroldgicas de
su eventual presencia en aves de postura de huevo comercial en nuestro pais. La literatura
disponible describe la clinica de la afeccién y su repercusion en la produccién de reproduic-
toras pesadas. Los 12 establecimientos que participaron en la investigacién son de edades
multiples y de caracteristicas industriales. Se encontraban ubicados en los Departamentos
de Montevideo, Canelones y Cerro Largo. En ellos se obtuvieron muestras de sangre de po-
nedoras de edades entre las 57 y 117 semanas. La recoleccién se realizé durante los meses
de mayo y junio de 2009. Los sueros se mantuvieron congelados hasta su procesamiento.
La técnica utilizada file ELISA empledndose kits comerciales IDEXX. La técnica se ejecutd
de acuerdo a los procedimientos usuales, utilizando para la medicién de la densidad éptica
un lector Bio-Rad modelo 550. La interpretacién de los resultados se realizé con el software
suministrado por IDEXX. La totalidad de las 184 muestras procesadas resultaron positivas.
Segtin los datos obtenidos es la primera vez que se registra evidencia serolégica de Ornitho-
bacterium rhinotracheale en ponedoras comerciales en nuestro pais.

Palabras Clave: ornithobacterium, ponedoras, serologia

SEROLOGICAL EVIDENCE OF INFECTION WITH
Ornithobacterium rhinotracheale IN COMMERCIAL
FLOCKS IN URUGUAY

ABSTRACT: Ornithobacterium rhinotracheale was isolated from the respiratory tracks of
turkeys in Germany during 1981. ORT is considered nowadays an important respiratory
pathogen for poultry. The purpose of the present study is to demonstrate through serological
evidence the presence of ORT in layers of Uruguay. The available literature only describes the
clinical signs and the economical consequences of this disease in broilers breeders. This study
involves twelve multiple age industrial layers farms. Those are located inthe Departments of
Montevideo, Canelones and Cerro Largo. The serum samples were obtained from layers from
57 to 117 weeks old during the month of May and June of 2009. They were analyzed by an
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using commercial kits (IDEXX) following the
brochure instructions with a biorad microplate reader model 550. The results were analyzed
with the IDEXX software. The 184 samples tested were positives. This is the first report of
serological evidence about Ornithobacterium rhinotracheale in layers in Uruguay.

Key Words: Ornithobacterium, layers, serology.
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INTRODUCCION

Las primeras descripciones de problemas
causados en la avicultura industrial por Ornitho-
bacterium rhinotracheale son en pavos del norte
de Alemania en 1981 (1). Con posterioridad se
lo menciona en casos respiratorios en patos y
parrilleros (Sud Africa (2). Se difunde con rapidez
a muchos paises incluyendo en Ameérica del Sur
a Brasil (1), Pert (3) y Argentina (4). La gravedad
de la afeccion que origina se relaciona con la
accion de otros patéogenos como los virales. Este
sinergismo se da sea por el uso de vacunas o por
desafios de campo. Particularmente se citan a la
Enfermedad de Newcastle, Metapneumovirus o
Brongquitis Infecciosa a lo que podemos agregar
E. coli, los Micoplasmas gallisepticum y synoviae
Yy Pasteurellas. Condiciones de manejo como
hacinamiento, mala ventilacion, o altas densi-
dades también influyen sobre la evolucion de la
enfermedad.

En ponedoras comerciales los 3 casos
descriptos por Sprenger et al (5) durante 1997
y 1998 son la principal referencia. Los sintomas
en comun entre todos ellos fueron: depresion,
descarga nasal, senos infraorbitarios inflama-
dos y dificultad respiratoria leve. Se acompané
con una disminucion de la produccion de 10 %.
Luego de superada la etapa aguda, los valores
se mantuvieron por debajo de lo esperado. En
todos los casos se menciona un aumento de la
mortalidad que va desde 0,2 % semanal a un
6,81 % en un plazo de 10 dias. En el afio 2001
se realiza un relevamiento serologico utilizando la
técnica de ELISA en la region del centro y norte
de los Estados Unidos (6). Fue efectuado sobre
62 lotes de ponedoras con edades entre las 22 y
304 semanas, y dio como resultados el hallazgo
de anticuerpos en el 100 %de las aves y los lotes.
Los lotes se eligieron al azar habiendo tenido un
comportamiento normal en su produccion.

MATERIALES Y METODOS

Durante los meses de mayo y junio de
2009 se obtuvieron muestras de sangre de aves
ponedoras en produccién. El sangrado se efectuo
por puncién cardiaca y los sueros resultantes se
mantuvieron congelados hasta su procesamien-
to. Las granjas eran de produccion industrial,
ubicadas en los Departamentos de Montevideo,
Canelones y Cerro Largo. Todas ellas eran de
edades multiples teniendo en conjunto un total
de 514.500 aves. Los galpones muestreados
totalizaban 62.655 aves con edades que iban
desde las 57 alas 117 semanas de vida, estando
todas en produccién. De ellas 41.250 (8,01 %) se
explotaban en piso representando en la muestra
13.332 aves (21,27 %).

Para la deteccion de anticuerpos a Orni-
thobacterium rhinotracheale se utilizé la técnica
de ELISA empleandose kits comerciales de la

JICA

firma IDEXX. Los mismos fueron recibidos por
colaboracion de la Agencia de Cooperacion Inter-
nacional del Japéon (JICA) en el marco del Proyec-
to PROVETSUR. Segun las especificaciones del
productor son capaces de determinar la presencia
de los serotipos A hasta M del O. rhinotracheale.
La técnica se ejecuté de acuerdo a los procedi-
mientos usuales utilizando para la medicion de
la densidad 6ptica un lector Bio-Rad modelo 550.
La interpretacion de los resultados se realiz6 con
el software suministrado por IDEXX.

RESULTADOS

La totalidad de los 184 sueros estudiados
resultaron positivos. No existié ninguna dife-
rencia entre las aves explotadas en piso con las
de jaula. La edad de los lotes al momento de la
obtencién de la muestra (entre 57y 117 semanas
de vida) tampoco implicé cambio en cuanto a la
incidencia.

DISCUSION

Las menciones a la relacién directa entre
Ornithobacterium rhinotracheale y la disminu-
cion de la produccion de huevos son escasas.
La mayoria de las citas son de planteles de re-
productoras pesadas. En Brasil 480 muestras
de sangre provenientes de 40 lotes diferentes
mostraron ser positivos en 100 %. A nivel indivi-
dual la incidencia se estimé en 94,62 % (1). En
Japon se citan como positivos el 13,9 % de los
planteles de reproductoras pesadas estudiadas
mientras se consideraron “sospechosos” 41,8 %
de los mismos (7). La técnica utilizada fue el test
de ELISA. En Perui de 19 aislamientos efectua-
dos solamente uno correspondié a ponedoras
comerciales (3). No se encontraron citas donde
se evalue pérdidas del sector huevo con la excep-
cion de lo mencionado por Sprenger y col (5). En
nuestro caso particular, la totalidad de los lotes
estudiados habian recibido en alguna oportuni-
dad antibioticos sin que mediara un diagnéstico
concreto de una afeccion respiratoria. En todos
los casos los propietarios los definieron como
de comportamiento productivo normal para los
estandares de cada granja.

Es posible que la presencia de Ornithobac-
terium rhinotracheale haya pasado desapercibida
para los productores y técnicos actuantes. Los
casos diagnosticados clinicamente como Coriza
Infecciosa son frecuentes en las explotaciones de
edades multiples. No se efectian confirmaciones
por aislamiento del agente causal. Es posible en-
tonces que algunos de los problemas de baja en
produccion de alcance econémico limitado sean
causados por Ornithobacterium rhinotracheale
ya sea solo o en asociacion con Avibacterium o
alguna bacteria del género Pasteurella.

En esos casos se aplican tratamientos en
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base a antibi6ticos en el alimento. Dentro de los
mas usados en nuestro medio se encuentran
oxi y clortetraciclina, eritromicina y tilosina que
han demostrado su eficacia en Estados Unidos,
Francia y otros paises (8).

En las descripciones se menciona la capa-
cidad de difusion horizontal del agente (9).

Los resultados muestran un 100 % de re-
accionantes pese a que las aves se encontraban
alojadas en diferentes condiciones (91,78 % en
jaulas y 8.21 % en piso). Con excepcion de una
granja, las restantes se ubicaron dentro de la
cuenca avicola donde existe una gran concen-
tracion de establecimientos. La produccion de
huevos y carne no se mezclan en un mismo pre-
dio, pero la distancia entre los mismos puede ser
de unos pocos cientos de metros. Este factor es
importante para la difusion horizontal del agen-
te. La difusion vertical, aunque discutida, debe
tomarse en cuenta (8). El plan de vacunacioén que
se aplica mas comtUnmente en aves de postura en
nuestro medio finaliza antes de la postura. Por
ello la posible circulacion de virus respiratorios
depende solamente de los desafios de campo y
no de revacunaciones que son usuales en otros
paises. Esta condicién resta posibilidades al de-
sarrollo del agente.

En el presente trabajo se demuestra por
primera vez en nuestro pais evidencia serologica
de la presencia de Ornithobacterium rhinotra-
cheale en ponedoras. Es necesario efectuar el
aislamiento del agente asi como determinar sus
caracteristicas. Es de particular interés conocer
los serotipos actuantes asi como su comporta-
miento frente a los antibi6ticos y dosis utilizados
hasta el presente.
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RESUMEN: Ornithobacterium rhinotracheale fite identificado como patégeno para las aves en
pavos en Alemania durante 1981. Posteriormente se lo asocia a problemas respiratorios en
patos y parrilleros. En América del Sur su presencia por aislamiento o serologia estd reportada
en Brasil (1998), Pertt (1999) y Argentina (2009 enviado a publicar). El interés en demostrar la
eventual presencia de anticuerpos al patégeno en nuestro medio se relaciona a importantes
pérdidas econdmicas registradas en la produccién de parrilleros en otras dreas geogrdficas.
Se obtuvieron 1870 muestras de sangre de parrilleros con 35 dias de edad que correspondian
al 1% de las aves de cada lote. Se sangraron 17 granjas ubicadas en Montevideo, Canelones
y Lavalleja pertenecientes a 3 diferentes integraciones. La técnica utilizada fitle ELISA con
kits comerciales (IDEXX). Resultaron positivos 47 sueros correspondientes a 2.52% del total.
De los 17 lotes estudiados, 14 tenian aves posttivas (82,35%). Se encontraron positivos en
las 3 integraciones.Los resultados demuestran por primera vez evidencia serologica de la
presencia de Ornithobacterium rhinotracheale en parrilleros en nuestro pais.

Palabras Clave: ornithobacterium; parrilleros; serologia.

SEROLOGICAL EVIDENCE OF INFECTION WITH
Ornithobacterium rhinotracheale IN BROILERS IN URUGUAY

ABSTRACT: In Germany during 1981 Ombhitobacterium rhinotracheale was isolated from
the respiratory tracks of turkeys. Nowadays, ORT is considered a respiratory pathogen for
poultry. In South America, ORT presence was determinate by serology or isolation in Brazil
(1998), Peru (1999) and Argentina (2009 in press). The interest in determining the presence
of antibodies against this pathogen it is related with the important economical looses in the
broiler production due to respiratory diseases. 1870 blood samples were obtained from 35
days old broilers from 17 farms with 3 different origins (integrating companies) located in
the cities of Montevideo, Canelones and Lavalleja corresponding to the 1% ofthe total broiler
population ofthe 17 farms. The antibodies against ORT were quantified by an Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) using commercial kits (IDEXX). 47 serum samples were positive
corresponding to a 2,52 % of the total samples. Ofthe 17 farms inthe study, 14 had positive
results (82,35 %). Serological evidence was found in the 3 origins. (Integrating companies).
This is the first serological evidence report of ORT in broilers in Uruguay.

Key Words: Ornithobacterium, broiler, serology.
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INTRODUCCION

Omnithobacterium rhinotracheale es un ba-
cilo Gram negativo inmoévil, no esporulado, no
hemolitico que se desarrolla en medios sélidos
conteniendo sangre de oveja (5-10%), con pre-
ferencia en condiciones de microaerofilia. Los
primeros aislamientos se realizan en el norte de
Alemania en 1981 en pavos con sintomatologia
respiratoria. Su difusion a nivel mundial es rapi-
da (2) (3). En América del Sur fue diagnosticada
en Brasil en 1998 (4), Perti 1999 (5) y Argentina
2009 (6). La sintomatologia en parrilleros es res-
piratoria con estornudos, lacrimacién y descarga
nasal. A la necropsia neumonia y aerosaculitis.
En estas condiciones la mortalidad relacionada
a su presencia es de 1 — 2%. El propésito de esta
investigacion fue determinar mediante evidencia
serologica la presencia de Ornithobacterium rhi-
notracheale en la poblacion de pollos parrilleros
producidos en Uruguay.

MATERIAL Y METODOS

El muestreo se realiz6 en aves de los Depar-
tamentos de Montevideo, Canelones y Lavalleja
durante los meses de octubre 2008 a abril 2009.
Se obtuvieron 1.870 muestras de sangre prove-
nientes de un total de 17 lotes de pollos parrilleros
pertenecientes a tres diferentes integraciones.
Correspondian al 1 % del total de la poblacion
de cada granja. En todos los casos eran explota-
ciones de edades Ginicas y tenian al momento del
muestreo 35 dias de edad. La sangre se obtuvo
por puncion cardiaca. En el laboratorio los sueros
fueron congelados hasta el momento de su proce-
samiento. La muestras se procesaron utilizando
kits de ELISA de la firma IDEXX (Liebefeld-Berna,
Suiza), los resultaros se obtuvieron leyendo la
densidad optica un lector Bio-Rad modelo 550.
La interpretacion de los resultados se realizé con
el software suministrado por IDEXX.

RESULTADOS

De los 1.870 sueros estudiados resultaron
positivos 47 correspondiendo al 2,52% del total.
La incidencia dentro de los lotes positivos fue
desde 0,5 %al 15 %. De los 17 lotes muestreados
resultaron positivos 14 es decir un 82,35 % de
los mismos. Si consideramos por separado las
tres integraciones a las que pertenecian las aves
tenemos respectivamente: A) 1,95 %, B) 2,61 %
y C) 5,0 %. Los 3 lotes donde no se registraron
positivos pertenecian a la integracion A.

DISCUSION

Los textos de patologia clasicos atribuyen la
difusion de la afeccién a la trasmision horizontal
(1). Sin embargo existe evidencia que muestra la
posibilidad de su trasmision en sentido vertical
(3). Otro elemento a considerar es que la vacu-

nacion a germen inactivado de los reproductores
protegié a su progenie hasta los 28 dias de edad
(3).

Tomando como referencia el hecho que la
mayoria de las reproductoras de carne utilizadas
en nuestro pais provienen como huevo fértil desde
Brasil, es interesante considerar el resultado ob-
tenido por Canal, CW et al (7). En su publicacion
se muestra que el 100 % de los lotes reproducto-
res estudiados en Rio Grande do Sul resultaron
positivos. La incidencia en sueros individuales
fue de 94,62 %. En la Republica Argentina la
prevalencia aparente en reproductores fue del
52% y en parrilleros del 40% (8).

En todos los casos la severidad de los
sintomas y las pérdidas economicas se vinculan
a la existencia de la interaccién con malas con-
diciones de manejo o el uso de vacunas vivas (1,
3,7,9).

A nivel local se deberia considerar el Me-
tapneumovirus y a la laringotraqueitis Infecciosa
como los relacionados a la afecciéon por O. rhi-
notracheale. Existen ademas otros factores que
diferencian las condiciones ambientales a nivel
local con respecto a lo que sucede internacional-
mente: a) las formas de calefaccion utilizadas y b)
el manejo que se hace de la cama y los materiales
empleados en ella.

El porcentaje de aves positivas resulto in-
ferior al obtenido en las mismas condiciones en
Rio Grande do Sul donde lo fueron 6,52% (7) y
menor a lo reportado tanto en Alemania 9,40 %
(2) o Japén 13,5 % (2). No obstante, el porcen-
taje de lotes positivos resulté mas elevado si lo
comparamos con los datos brasilennos donde lo
fueron el 63,35 % de los mismos (7).

La investigacion muestra sin lugar a dudas
la presencia de anticuerpos generados en res-
puesta a Ornithobacterium rhinotracheale en la
industria productora de carne de ave de nuestro
pais. No existe informacion previa a nivel nacio-
nal relacionada a la determinacion de serologia
positiva o aislamiento de O. rhinotracheale.
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RELEVAMIENTO POR REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR) EN SEMEN CONGELADO DE
ENFERMEDADES QUE AFECTAN LA REPRODUCCION
EN BOVINOS EN URUGUAY
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Resumen: Las enfermedades reproductivas son una de las principales causas de los bajos
indices de procreo en Uruguay. El diagnéstico de estas enfermedades se lleva a cabo por
diversas técnicas de laboratorio; la mayoria de las cuales no permiten la diferenciacién de
las distintas subespecies de cada microorganismo, hecho que si se puede determinar por
medio de la técnica de PCR. En este estudio se intenté determinar la presencia de genomas
de: Diarrea Viral Bovina, Herpesvirus bovino tipos 1 y 5, Campylobacter fetus fetus y fetus
veneralis y Tritrichomonas foetus foetus. Fara ello, 100 pajuelas de semen de bovinos de
distintas razas fiteron procesadas mediante PCR utilizando “primers” especificos para cada
una de las enfermedades en estudio. Todas las muestras analizadas resultaron negativas a
la deteccién de genomas de los agentes mencionados. Esta investigacién permitié comprobar
el buen nivel de los centros de reproduccién evaluados, repercutiendo favorablemente en la
sanidad del rodeo nacional. Asi mismo, el chequeo de pajuelas de semen por medio de la
técnica de PCR demostré ser una herramienta necesaria que deberia ser utilizada de rutina
ya que permite un rdpido y eficiente diagndstico.

Palabras Clave: bovino — diagnodstico - técnicas moleculares.

SURVEY OF DISEASES AFFECTING REPRODUCTION IN
FREEZE BOVINE SEMEN USING THE
POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

ABSTRACT: Reproductive diseases are a major cause of low calving rates nationwide. The
diagnosis of these diseases is performed by various laboratory techniques, most of them do
not allow differentiation in different subspecies of each organism, a fact that it can be de-
termined by PCR. This study attempted to determine the presence of genome of bovine viral
diarrhea, bovine herpesvirus types 1 and 5, Campylobacter fetus fetus and fetus veneralis
and Tritrichomonas foetus foetus. One hundred bovine semen straws were collected and PCR
technique using specific primers for each of the diseases studied were applied. All samples
were negative for the detection of genomes of the pathogens mentioned. This investigation
allowed to check the proper level of insemmination centers evaluated, impacting positively on
the health ofthe national herd. Likewise, the screening of bovine semen straws by PCR proved
to be a necessary tool that would be used routinously for quick and efficient diagnosis.

Key Words: bovine — diagnostics - molecular techniques.
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INTRODUCCION

Uno de los principales problemas a encarar
en el control de las afecciones reproductivas del
ganado bovino lo constituyen las enfermedades
infecciosas transmitidas por el semen. Dentro de
estas se incluyen varios agentes etiologicos des-
tacandose virus, bacterias y protozoarios. Entre
las enfermedades virales de mayor prevalencia
en el Uruguay se encuentran el virus de Diarrea
viral bovina (DVB) y el Herpesvirus Bovino tipo
1 (BoHV-1) (1, 2, 3). La DVB ocasiona aborto,
reabsorcion embrionaria, repeticion de celo o
infertilidad en hembras, terneros con defectos
teratogénicos y machos persistentemente infecta-
dos (PI). Su agente etiolégico pertenece a la familia
Flaviviridae, y presenta desde el punto de vista
de su comportamiento in vitro, cepas citopaticas
como no citopaticas (4). E1 BoHV-1 infecta tanto
el tracto respiratorio como el genital, causando
diversos trastornos reproductivos. En terneros
jovenes puede causar encefalitis, aunque el
agente causal de esta enfermedad esta clasificado
actualmente como Herpesvirus bovino 5 (BoHV-
S) (5). Dentro de las principales enfermedades
bacterianas, se encuentra la Campylobacteriosis
genital bovina, que se caracteriza por ocasionar
infertilidad, repeticion de celo y abortos. El agente
etiologico es Campylobacter fetus con 2 subespe-
cies: venerealisy fetus (6). La Tricomoniasis geni-
tal bovina produce repeticion de celo, infertilidad,
piometra y aborto ocasional. Su agente causal es
un protozoario flagelado llamado Tritrichomona
foetus (7). La prevalencia de Campylobacteriosis
en toros en Uruguay, determinada por Inmu-
nofluorescencia de raspajes prepuciales, es del
orden del 28%, mientras que la Tricomoniasis
genital en estas Ultimas décadas no ha sido de-
tectada (5). Si bien estas enfermedades son de
transmision venérea, y aunque la proporcion de
establecimientos que utilizan la inseminacion
artificial es baja, su uso constituye un medio muy
importante para su difusion. Las limitaciones del
aislamiento de estos agentes infecciosos a partir
del semen pueden ser superadas con el empleo de
técnicas moleculares como la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), que ha demostrado ser
altamente sensible y especifica en el estudio de
genomas de diversos microorganismos (8, 9, 10).
El objetivo de este estudio fue evaluar la condicion
sanitaria del semen bovino congelado de origen
uruguayo que se comercializa en nuestro pais
por medio de la técnica de PCR.

MATERIALES Y METODOS
MUESTRAS Y SEPARACION DE
FRACCIONES SEMINALES:

Se analizaron 100 pajuelas de semen de
distintas partidas, pertenecientes a 35 toros na-
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cionales de razas predominantes a nivel nacional
(63 Holando, 22 Hereford, 9 Aberdeen Angus, 3
Limousin y 3 Brangus) de distintos centros de
reproduccion del pais, concentrados en 5 estable-
cimientos que congelan semen. El fluido seminal
se separ6 en tres partes mediante centrifugacion
(7000 g 10 min): 500 pl de plasma para la obten-
cion de ARN, 500 pl de plasma para la obtencion
de ADN y el pellet celular para extraccion de ADN
de células totales.

EXTRACCION DE ARN PARA DVB:

EI ARN total fue obtenido mediante el reac-
tivo de TRIzol® (Invitrogen). Para ello, 500 pl de
plasma seminal se mezclaron y agitaron durante
10 min con 500 pl de TRIzol® y 220 ul de clorofor-
mo. Posteriormente a ser centrifugado a 12000 g
por 10 min, la fase acuosa superior (650 ul) fue
precipitada con 750 ul de isopropanol a -20° C, se
centrifugé a 12000 g por 10 min, se seco a 37 °C
por 10 min y se resuspendio con agua libre de
nucleasas (40 ul).

TRANSCRIPCION REVERSA:

Para el primer paso de sintesis de ADN
copia se incubaron 5 min a 70°C, 5 ul de ARN,
1 yul de Random Primers® (Biodynamics) y 9 ul
de agua libre de nucleasas. Luego se realizo la
segunda etapa, agregandose a la mezcla anterior
S ul Buffer MMLV (Promega), 1pl de dNTPs, 1 pl
RNasin (Promega), 1 pl MMLV transcriptasa re-
versa (Promega) v 2 ul de agua libre de nucleasas
(total 25 pl), incubandose a 37 °C una hora para
permitir la sintesis del ADN copia.

EXTRACCION DE ADN:

Se realiz6 la extracciéon de ADN de plasma
seminal para BoHV siguiendo el protocolo de
extraccion destinado a sangre entera de Wizard®
Genomic DNA Purification Kit, mientras que para
Campylobacter fetus y Tritrichomona foetus foetus
se utilizo el pellet seminal siguiendo el protocolo
para bacterias Gram negativas del kit anterior-
mente citado.

PRIMERS:

Para DVB las secuencias fueron: 324F
S’ATGCCCTTAGTAGGACTAGCA3’ yv 326R &’
TCAACTCCATGTGCCATGTAC 3’ (GenBank FM
161986) produciendo un producto de PCR de
252 pb. Para el caso de BoHV se utilizaron dos
pares de cebadores que amplifican una porcion
genomica de 183 pb del gen TK de BoHV-1 y de
564 pb del gen de la gD del BoHV-5[11]. Se utili-
zaron cebadores especificos para Campylobacter
fetus fetus (producto de 960 pb) y Campylobacter
fetus venerealis (producto de 142 pb) de acuerdo
con Hum y col. (9). Para el caso de Tritrichomona
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foetus foetus las secuencias utilizadas fueron
las utilizadas por Felleisen y col. (10) dando un
producto de 347 pb.

REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR):

Todas las reacciones se realizaron en un
volumen final de 25 ul de los cuales la mitad
consistié en 2xPCR Master Mix (Promega) y 1 ul
de cada molde, ADN o ARN. De acuerdo a la
concentracion de los primers utilizada, se varié
el volumen de agua libre de nucleasas. Para DVB
se adicionaron 0,125 pl de cada primer y las
condiciones de ciclado consistieron en 35 ciclos
de 94 °C por 30 seg, 55 °C por 30 segy 72 °C
por 1 min. Para el caso de BoHV-1 la mezcla de
reaccion contuvo 0,25 pl de cada primer, mientras
que para BoHV-5 se utilizé 1 pl de cada primer.
Las condiciones de ciclado fueron 35 ciclos de
95 °C por 1 min, 56 °C por 1 miny 72 °C por 1
min. Para Campylobacter fetus fetus se utilizaron
0,25 yl de cada primer y para Campylobacter
fetus venerealis 0,125 pl. El ciclado fue comun
a ambas subespecies de 35 ciclos de 95 °C por
30 seg, 50 °C por 30 segy 72 °C por 2 min. Para
Tritrichomona foetus foetus se utilizaron 0,125 pl
de cada primer y las condiciones de ciclado fueron
35 ciclos de 95 °C por 30 seg, 60 °C por 30 segy

C. f. fetus

BoHV-1

T. foetus

72 °C por 1 min. En todoslos casos, serealizé un
ciclo inicial de desnaturalizacién a 95 °C 10 min
y un ciclo final de extension a 72 °C 5 min en un
termociclador Corbett Research, Modelo Palm-
Cycler®. Los productos de amplificacion (8 pl)
fueron sembrados en geles de agarosa con buffer
TBE 0,5 x (0,045 M Tris-borato y 0,001M EDTA
[pH 8]), al 1,5, 2 o0 2,5 % de acuerdo al tamafo
de producto esperado y fueron visualizados en
transiluminador con luz ultravioleta después
de ser tenidos por 10 minutos en 0,5 ug/ml de
bromuro de etidio. Para validar cada una de las
PCR, se utilizaron cepas controles.

RESULTADOS

Todas las muestras recibidas y analiza-
das resultaron negativas para la deteccion de
los agentes estudiados. En todos los casos se
obtuvieron resultados positivos con las cepas
controles, lo cual valida las técnicas realizadas
(Figura 1).

DISCUSION

Los diagnoésticos realizados no arrojaron
resultados positivos para los agentes estudia-
dos. Sin embargo, estudios llevados a cabo en
Uruguay por Guarino y col. (12) detectaron sobre
un total de 204 muestras de semen congelado, 4

DVB

C. f. venerealis

Figura 1: Amplificacién por PCR para C. f. fetus, T. foetus, DVB, BoHV-1 y C. f.
venearealis. Filas 1 a 4: muestras de semen (todas negativas); L: Marcador de 100
pb; Filas C: control positivo para cada uno de los agentes mencionados (aproxi-
madamente 960, 347, 252, 183 y 142 pb respectivamente)

Figure 1: PCR amplification of C. . fetus, T. foetus, DVB, BoHV-1y C. f. Venearea-
lis genomes. Files 1-4: negative semen samples; L: 100 bp ladder; File C: positive
control of each pathogen (960, 347, 252, 183 and 142 bp respectively)
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muestras positivas a DVB (1,9 %), 11 a BoHV-1
(5,3 %) y 11 a Campylobacter fetus fetus (5,3 %).
Como hemos mencionado anteriormente, la pre-
sencia de BoHV constituye un riesgo ya que el
animal portador de virus latente puede excretar el
mismo luego de un periodo de inmunosupresion.
Consideramos que este hecho fue subsanado al
obtener varias muestras del mismo animal con
intervalos de tiempo cortos. Por medio de la téc-
nica de PCR es posible evaluar diferentes partidas
de semen y asi asegurar el uso de aquellas libre
de virus detectando al portador. En el caso de
DVB, se puede detectar el virus en animales PI, no
identificables serolégicamente. Con esta técnica
se logra la deteccion en forma sencilla y prema-
tura del virus. Para el caso de Campylobacter y
Tritrichomona, la mayor ventaja de la PCR es que
detecta al agente en partidas de semen congela-
das donde no se dispone del toro para realizar
raspajes prepuciales. Es importante destacar que
en el caso de nuestro estudio los centros que cola-
boraron son de reconocida trayectoria nacional y
demostraron eficiencia al momento de enviar las
muestras en condiciones adecuadas, asi como en
el trabajo diario con los animales. Asimismo, las
razas procesadas son de importancia ya que se
trata de las razas mas representativas en nuestro
pais, permitiendo evaluar la calidad de semen
que es comercializada tanto a establecimientos
de leche como de carne, a pesar que solo 6 % de
los establecimientos uruguayos utilizan insemi-
nacién artificial (5).

Se logro demostrar que el analisis de se-
men por la técnica de PCR es rapido y sensible,
permitiendo certificar la condicion de libre de los
principales agentes infecciosos, y de esta manera
se puede controlar la diseminacién de los mismos
en el rodeo. El uso de semen sin chequeo previo
trae aparejado un importante riesgo de fracaso en
el intento de mejoramiento genético uruguayo.
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PREVALENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA ALGUNAS
ENFERMEDADES ABORTIGENICAS EN VACUNOS
DE LECHE DEL URUGUAY
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RESUMEN: Se analizaron anticuerpos contra el virus de la diarrea viral bovina y de la rino-
traqueitis infecciosa bovina, Neospora caninum y Chlamydophila abortus, en vacunos de 9
tambos del Departamento de San José, Uruguay, mediante equipos comerciales de ELISA.
La prevalencia de anticuerpos especificos file de 76 y 65,3 % para 1080 sueros examinados
para las infecciones virales respectivamente, 29,3% para neosporosis, y 10,22 % para 420
sueros examinados para clamidiosis. La comparacién de las prevalencias de la infeccién a
N. caninum entre las terneras y las vacas, permitié asumir que la principal via de infeccién
en este caso, fue la vertical.

Palabras clave: enfermedades abortigenas, bovinos, Uruguay.

PREVALENCE OF ANTIBODIES AGAINST SOME ABORTIFACIENT
INFECTIONS OF DAIRY CATTLE IN URUGUAY

ABSTRACT: Sera from milking cows from 9 dairy farms from the county of San José, Uruguay,

were tested with a commercial ELISA test for determination of antibodies against bovine viral
diarrhea, bovine rhinotracheitis, neosporosis and chlamydiosis. The prevalence of specific
antibodies was 76 and 65,3 % for 1080 sera examined for the viral infections respectively,

29.3% for neosporosis and 10.23% for 420 sera examined for chlamydiosis. Comparison of
the prevalence of Neospora infection between heifers and cows, allowed to assume that the
main route of transmission was vertical.

Key words: abortifacient infections, dairy cattle, Uruguay
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INTRODUCCION

Dentro de las enfermedades que afectan la
produccion bovina en el Uruguay se encuentran
principalmente la diarrea viral bovina (DVB), la
rinotraqueitis infecciosa bovina-aborto bovino
(IBR-AB), la clamidiosis a Chlamydophila abortus
y la neosporosis a Neospora caninum.

La DVB y la IBR causan grandes pérdidas
economicas y representan un grave problema a
nivel mundial tanto en ganado de carne como
en ganado lechero. Desde el punto de vista re-
productivo estos virus pueden producir abortos,
muerte embrionaria y neonatal como asi también
producen pérdida de peso y disminucion en la
produccion lactea.

El virus de la DVB, pertenece a la familia
Flaviviridae, género Pestivirus y la principal
caracteristica de este virus es su variabilidad
genética y antigénica. Las consecuencias de esta
diversidad se reflejan en el espectro de manifesta-
ciones clinicas y lesiones (1), dificultando ademas
su diagnostico y limitando la proteccion brindada
por el empleo de vacunas. Segin sus efectos en
los cultivos celulares, los Pestivirus se dividen en
biotipos citopaticos (CP) y no citopaticos (NCP).
Los virus CP ocasionan vacuolizacion y muerte
de la célula, los virus NCP no producen cambios
visibles en el cultivo celular. Esto no significa
que los biotipos NCP sean no patogénicos, por
el contrario, es el biotipo predominante en la
naturaleza y aislado de la mayoria de las formas
clinicas como asi también es el tinico capaz de
originar infeccion persistente. El biotipo CP es
aislado solamente de animales con enfermedad
de las mucosasy se origina por mutacion a partir
del biotipo NCP. No existe una clasificacion del
virus de la DVB basada en la serotipificacion y
estudios de neutralizacion entre distintas cepas
demuestran que pertenecen a un grupo serolo-
gicamente relacionado, dentro del cual hay un
espectro antigénico con reaccion cruzada, sin
suficientes diferencias antigénicas para clasifi-
carlos en serotipos (2).

El agente causal de la IBR-AB es el Her-
pesvirus bovino tipo 1.1 (BoHV-1.1) perteneciente
a la familia Herpesviridae, subfamilia Alphaher-
pesvirinae, género Varicelovirus. Como todos los
herpesvirus se caracteriza por establecer infec-
ciones latentes luego de la primoinfecciéon y ante
situaciones de estrés como el transporte, el parto
y tratamientos con glucocorticoides el virus puede
ser reactivado y excretado produciendo nuevas
manifestaciones clinicas o subclinicas (3). En el
Uruguay el BoHV fue aislado por primera vez en
1981, en el ano 1999 el subtipo 1.1 fue aislado de
un ternero con sintomatologia nerviosa y en 2002
y 2004 se aislaron otras dos cepas caracterizadas
como subtipo 1.2 (4).

Tanto el virus de la DVB como el de la IBR-
AB se encuentran circulando en el Uruguay, y en
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estudios previos se observo que el 69% y el 37%
del ganado de carne del Uruguay estuvo expuesto
alvirus de la DVB y al virus de la IBR-AB aunque
los porcentajes variaron en cada establecimiento
en particular. La vacunacion no es obligatoria y el
tipo de vacuna (simple o combinada) a utilizar y
el plan de vacunacion depende de la decision de
cada establecimiento. Sé6lo el 3% del ganado de
carne en Uruguay periddicamente (por lo general,
anualmente) usa vacunas contra cualquiera de
estos agentes (1).

La Chlamydophila abortus serovar 1 ha sido
descripta en muchos paises del mundo como
causante del aborto epizoético bovino. La via de
transmision puede ser vertical u horizontal; los
animales pueden infectarse en cualquier época
del afo y a cualquier edad. Los sintomas clinicos
en hembras son el aborto en el Giltimo mes de la
gestacion y repeticion del celo, aumento del inter-
valo parto-concepcion y del nimero de servicios o
de inseminaciones. En el Uruguay, una primera
determinacién de anticuerpos (Ac) en tambos,
emiti6 una prevalencia de 28 % (5).

La neosporosis esta causada por Neospora
caninum, protozoario del Phyllum Apicomplexa,
Familia Sarcocystidae, similar a Toxoplasma
gondii pero inmunologicamente diferente. Se ha
vinculado la neosporosis con importantes pérdi-
das por abortos en bovinos en varios paises del
mundo (6). En el Uruguay, Cobo y col. (7) comu-
nicaron la observacion de quistes en el cerebro
de un feto Holando abortado, de caracteristicas
compatibles con N. caninum por el espesor de su
membrana. En 1999, se diagnostico la enferme-
dad por inmunohistoquimica y ELISA tanto en
caninos como en bovinos (8). En el afio 2004,
Kashiwazaki y col. (9) indagaron en vacunos
una epizootia de neosporosis, y posteriormente
en el afno 2006 Piaggio y col. (10), determinaron
una prevalencia de 22% en ganado de leche.
En el mismo afno, Bafnales y col. detectaron un
prevalencia de 13,3 % en bovinos de carne por
medio de la técnica de inmunoabsorcion ligado
a enzima (ELISA) (11).

Debido a los antecedentes expuestos sobre
la circulacion de estos agentes en el Uruguay, el
objetivo del presente trabajo consistio en actua-
lizar la informacion preexistente concerniente a
la prevalencia de Ac contra las enfermedades in-
fecciosas causantes de trastornos reproductivos
en vacunos de leche.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron doce establecimientos
lecheros del departamento de San José. De cada
establecimiento se obtuvieron muestras de san-
gre de terneras y de vacas. Se extrajo un total de
1080 muestras de vacunos con status sanitario
desconocido. Las 1080 muestras fueron anali-
zadas para determinacion de Ac contra DVB e
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IBR-AB, 420 muestras fueron analizadas para
deteccion de Ac contra Chlamydophila abortus 'y
618 lo fueron para N. caninum.

Para todas las enfermedades se utilizaron
equipos comerciales de ELISA, de laboratorios
IDEXX®, Maine USA (gentileza de la Agencia de
Cooperacion Internacional del Japén) y se siguie-
ron los protocolos establecidos para cada caso.
Los resultados fueron procesados utilizando un
lector de ELISA marca Labsystems Multiskan
(AIE-USA).

RESULTADOS

El porcentaje de animales seropositivos
para DVB oscilo entre 57 y 97 % dependiendo del
establecimiento, con un promedio de 76 %. Para
IBR, los valores oscilaron entre 36,4 %y 100 %
con un promedio de 65,3 % de animales seroposi-
tivos. Para Chlamydophila abortus los resultados
oscilaron entre 7,7% vy 14,6 %, con un promedio
de 10,23%. Para el caso de Neospora caninum
los valores hallados se situaron entre 13,8% y
60% para terneras (promedio 28,4 %), y 20,7 %
y 75,1 % para vacas (promedio 29,7 %).

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio
para ganado lechero, del 57 al 97 % y del 34 al
100 % de prevalencia de Ac para DVB e IBR-AB
respectivamente (dependiendo de los estableci-
mientos), son coincidentes en lo que a IBR se
refiere, con aquellos obtenidos por Repiso y col.
(2005) (1), quienes determinaron prevalencias
de 100% para DVB y de 99,1% para IBR-AB en
ganado de carne por el método de ELISA. La alta
prevalencia de Ac para ambas virosis es coinci-
dente con los valores hallados a nivel mundial y
teniendo en cuenta que son virus que producen
infecciones de tipo latente y persistente y debido
el escaso uso de vacunas contra IBR-AB y virus
de la DVB, se concluye que existe una continua
recirculacion de estos agentes entre la poblacion
bovina y que los Ac detectados son debidos a
exposicion natural del virus.

Para el caso de Chlamydophila abortus, en
el presente estudio se obtuvo una prevalencia
promedio de 10,23 % mientras que un trabajo
previo (5) se obtuvo una prevalencia de 28 %.
Dado que no se especifica la edad de las hem-
bras bovinas en este tiltimo estudio, se presume
que la diferencia de prevalencias halladas pudo
deberse a la inclusion de mas terneras en el es-
tudio que aqui se presenta, dado que los equipos
de diagnéstico utilizados fueron los mismos.
Ambos estudios realizados constituyen las pri-
meras determinaciones de Ac contra un agente
hasta el momento declarado como ex6tico en el
Uruguay.

Para Neospora caninum, se obtuvo 29.3 %
de prevalencia global, considerablemente similar

a los valores anteriormente citados a nivel na-
cional y por estudios realizados en el afio 2006
para establecimientos con infeccion endémica
(10, 11). La comparacion entre las prevalencias
de las terneras y las vacas arroja guarismos muy
similares en todos los establecimientos, con ex-
cepcion de dos establecimientos, en los cuales la
infeccion fue considerablemente mas frecuente
en las vacas que en las terneras. Ello permitiria
suponer razonablemente, que en los estableci-
mientos estudiados se ha verificado la trasmision
vertical. De haber ocurrido la infeccién directa
a través de la participacion de los perros como
eliminadores de ooquistes de Neospora, existiria
una distancia apreciable entre las prevalencias de
las categorias jovenes y los animales adultos. En
otros dos establecimientos, la infecciéon fue menos
prevalente en vacas que en terneras, pudiendo
haber existido compraventa de animales. Como
medidas de control se sugiere realizar el refugo
de los animales que presenten aborto a Neospo-
ra (12). En efecto el aborto neosporésico puede
tener caracter repetitivo, y ademas no es posible
en la practica la esterilizacion parasitologica de
los animales infectados.

Se concluye que por los guarismos obteni-
dos en la deteccion de Ac contra estos agentes
ameritan la profundizacion de estas investiga-
ciones y analizar cada establecimiento en forma
individual.
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campo de las Ciencias Veterinarias, generados en esta
Unidad Académica y en otras instituciones. Asimismo,
reflejara las actividades académicas de postgrado, de
extension y de educacion a distancia que se desarrollan
en esta Casa de Estudio. El idioma oficial es el espariol
aungue se aceptaran trabajos en inglés que seguiran
el mismo esquema detallado mas abajo.

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

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

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

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

Normas generales de redaccion

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

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

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

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

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

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

Normas particulares de redaccion:
1.Trabajos de investigacién:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

II. Articulos de revision

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

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

III.Comunicaciones breves

Esta seccion estara destinada a la comunicaciéon de
hallazgos preliminares en trabajos de investigacion en marcha
y a la descripciéon de nuevas técnicas (de laboratorio, qui-
rargicas, de produccion), hallazgos clinicos ex6ticos o poco
frecuentes, etc. Su organizaciéon debera seguir el lineamiento
general indicado en el Item I. No deberan exceder las dos
paginas incluyendo no mas de 10 citas bibliograficas.

IV Informacion institucional

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

V.Cartas al editor

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

Correspondencia

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

Sr. Director ANALECTA VETERINARIA
CC 296 (B1900AVW) La Plata, ARGENTINA
TEL/FAX: 0221-4257980
Desde el exterior: +54-221-4257980
E-mail: analecta@fev.unlp.edu.ar
http:/ /www.fev.unlp.edu.ar/ analecta/ analecta. html
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FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS
UNIVERSIDAD NACIONALDE LAPLATA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS
SECRETARIA DE POS GRADO

TRIGESIMOSEGUNDAS JORNADAS DE
ACREDITACION PARA EL PLAN
NACIONAL DE CONTROL Y ERRADICACION
DE LA TUBERCULOSIS BOVINA

Director: Doctor Carlos Francisco Amasino.
Carga Horaria: 15 horas. Fecha de realizacion:
viernes 1 y sabado 2 de octubre de 2010. Mo-
dalidad: Jornadas de Actualizacion. Arancel:
$150. Cupo: 30 participantes. Asistencia: 100%.
Evaluacion final: Obligatoria.

TERCER CURSO DE PROCEDIMIENTOS
EXPERIMENTALES EN PEQUENOS
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Director: Méd.Vet. Cecilia Carbone Codirec-
tor: Dr. Miguel Angel Ayala Carga Horaria: 20 h.
Fecha de realizacion: miércoles 6, 13, 20 y 27
de octubre y 3 de noviembre de 2010. Arancel:

$500. Cupo: 10 participantes. Asistencia: 80%

Evaluacion final: optativa.

QUINTO TALLER DE ACTUALIZACION EN
CLINICA REPRODUCTIVA DE CANINOS
Y FELINOS. APLICACION DE BIOTEC-
NOLOGIAS EN LA PRACTICA DIARIA.
MODULO II: MACHO
Director: Dra. Maria Alejandra Stornelli.
Codirector: Méd.Vet. César A. Savignone. Carga
Horaria: 16,5 h. Fecha de realizacion: 4 y 5 de
noviembre de 2010. Arancel: 300 $. Cupo: 20
participantes. Asistencia: 70%. Evaluacion final:
Obligatoria.

CURSO TEORICO PRACTICO:
PARASITOSIS AMBIENTALES ENTERICAS Y
OPORTUNISTAS HUMANAS

Director: Bact. Nilda Radman Carga Hor-
aria: 24 h. Fecha de realizacion: del 4 al 25 de
noviembre de 2010. Duracion: 4 encuentros.
Arancel: $ 200. Cupo: 30 personas. Asistencia:
80 %. Evaluacion final: obligatoria.

INTRODUCCION A TECNICAS
MOLECULARES APLICADAS A LA
INVESTIGACION Y EL DIAGNOSTICO

Director: Dr. Marcelo Pecoraro Carga Hor-
aria: 45 horas. Fecha de realizacion: del 8 al 12 de

noviembre de 2010. Arancel: $ 600. Evaluacion
final: si.

III JORNADAS EN FISIOPATOLOGIA
REPRODUCTIVA APLICADA DE LOS
CANINOS Y FELINOS

Director: Dra. Cristina Gobello Carga
Horaria: 11 h. Fecha de realizacion: 18 y 19 de
noviembre de 2010. Horarios: de 8.30 a 18.00
horas. Duracién: 2 dias. Modalidad: presencial.
Arancel: $150. Cupo: 70 personas. Asistencia:
80 %. Evaluacion final: si (optativa).

VII CURSILLO SOBRE MICROSCOPiA ELEC-
TRONICA DE TRANSMISION Y BARRIDO:
TECNICAS BASICAS PARA EL
PROCESAMIENTO DE ESPECIMENES
BIOLOGICOS

Director: Dra. Susana Jurado. Carga Hor-
aria: 21 horas. Fecha de realizacion: del 22 al 25
de noviembre de 2010. Arancel: 300 pesos. Cupo:
10 personas. Asistencia: 100 %. Evaluacion final:
Escrita. Optativa.

Informacion sobre las mencionadas
actividades contactarse con:
Secretaria de Posgrado de la Facultad de
Ciencias Veterinarias

Universidad Nacional de La Plata

Calle 60y 118 S/ N (1900] La Plata
Horario de consultas: lunes a viernes de 6
alsh

Tel.: (0221) 423-6663 / 64 Interno 444
E-mail: posgrado@fcv.unlp.edu.ar
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BOLIVIA

SEROPREVALENCIA DE LA LEUCOSIS ENZOOTICA BOVINA EN LAS PRINCIPALES
PROVINCIAS DE LA CUENCA LECHERA DEL DEPARTAMENTO DE SANTA CRUZ, BOLIVIA.
Serological Survey Of Enzootic Bovine Leukemia in the Principal Province of the of Dairy
Zone of the Department of Santa Cruz, Bolivia. Ruiz G, Suzuki K, Lépez R, Pereira J, Coca
C, Loza A, Guzman J, Pecoraro M, Gonzalez T.

SEROPREVALENCIA DE ANTICUERPOS POST-CAMPANA DE VACUNACION CONTRA LA
RABIA EN PERROS DE SANTA CRUZ DE LA SIERRA, BOLIVIA. Serological Survey of
Post-Campaign Vaccination Against the Rabies in Dogs of Santa Cruz de La Sierra, Bolivia.
Loza A, Marin G, Ascarrunz G, Suzuki K, Gonzalez T, Pecoraro M.

PARAGUAY .

ESTUDIO PRELIMINAR SOBRE EL AISLAMIENTO Y LA IDENTIFICACION DE Salmonella
enterica EN CERDOS DE LA REPUBLICA DEL PARAGUAY. Preleminary Study On Isolation
and Characterization of Salmonella enterica in Pigs from Reputblica del Paraguay. Cardozo
L, Alvarez M, Suzuki K, Gimenez G, Weiler N, Leotta G, Nuriez L, Zarate N, Lopez D, Copes
J.

EVALUACION DE UN SISTEMA DE PCR EN TIEMPO REAL PARA LA DETECCION DE
Escherichia coli 0157:H7 A PARTIR DE CARNE BOVINA MOLIDA. Evaluation of a Real
Time PCR System for Detection of Escherichia coli O157:H7 in Ground Beef. Brusa V,
Palacios M, Loup V, Copes J, Pineda G, Brocardo S, Aliverti V, Aliverti F, Galleri D, Peral
Garcia P, Pellicer K, Leotta G.

EVALUACION DE DIEZ CEPAS DE Salmonella Enteritidis EN RICOTA ALMACENADA A 4 Y
8 °C . Evaluation Of Ten Strains Of Salmonella Enteritidis In Ricotta Stored at 4 And 8 °C.
Brocardo S, Aliverti S, Aliverti F, Galleri D, Brusa V, Coca Camacho C, Pellicer K, Leotta G,
Copes J.

FRECUENCIA DE Salmonella enterica EN AVES DE TRASPATIO DE LA LOCALIDAD DE
SAN LORENZO, DEPARTAMENTO CENTRAL, REPUBLICA DEL PARAGUAY. Frequency of
Salmonella enterica in Backyard Chicken from San Lorenzo City, Departamento Central,
Republica Del Paraguay. Alvarez F, Copes J, Alvarez M, Nuiez Yegros L, Suzuki K, Goretti
Silva M, Zarate N, Castro L, Weiler N, Faccioli M, Leotta G.

URUGUAY .

ESTUDIO SEROEPIDEMIOLOGICO DE METAPNEUMOVIRUS, Ornithobacterium
rhinotracheale, Mycoplasma synoviae Y M. gallisepticum EN POLLOS PARRILLEROS EN
URUGUAY. Serological Study of Metapneumovirus, Ornithobacterium rhinotracheale,
Mycoplasma synoviae and M. gallisepticum in Broilers In Uruguay. Trenchi H, Giossa G,
Rodriguez G, Trenchi G, Suzuki K, Petruccelli M.

EVIDENCIA SEROLOGICA DE LA PRESENCIA DE Ornithobacterium rhinotracheale EN
PONEDORAS COMERCIALES EN URUGUAY. Serological Evidence of Infection eith
Ornithobacterium rhinotracheale in Commercial Flocks in Uruguay. Trenchi H, Trenchi G,
Rodriguez G, Giossa G, Suzuki K, Petruccelli M.

EVIDENCIA SEROLOGICA DE LA PRESENCIA DE Ornithobacterium rhinotracheale EN
POLLOS PARRILLEROS EN URUGUAY. Serological Evidence of Infection with
Ornithobacterium rhinotracheale in Broilers in Uruguay. Trenchi H, Rodriguez G, Trenchi
G, Giossa G, Suzuki K, Petruccelli M.

RELEVAMIENTO POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) EN SEMEN
CONGELADO DE ENFERMEDADES QUE AFECTAN LA REPRODUCCION EN BOVINOS EN
URUGUAY. Survey of Diseases Affecting Reproduction in Freeze Bovine Semen Using the
Polymerase Chain Reaction (PCR). Alzugaray MF, Suzuki K, Acevedo C, Satragno D,
Gonzalez G, Guarino H, Bermudez J, Echeverria MG.



