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Agencia de Cooperación Internacional del Japón (JICA)
La Agencia de Cooperación Internacional del Japón (JICA) es un organismo de

pendiente del Gobierno del Japón, que ejecuta los programas de cooperación técnica 
y económica, determinados por el Gobierno Japonés, en base a los requerimientos 
de los países que están en vías de desarrollo. En Argentina, ejecuta dichos progra
mas en base al Convenio de Cooperación 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 países en vías de desarrollo. Con esta idea 
básica, acepta Becarios de dichos países y también envía a Expertos y Voluntarios 
para la Cooperación con el Extranjero. Por otra parte, JICA suministra equipos y 
materiales para el mejoramiento tecnológico, envía misiones de expertos para re
alizar diversos estudios de desarrollo y administra los programas de cooperación 
financiera no reembolsable para la construcción de hospitales, escuelas e institutos 
de investigación.

El Plan de Cooperación Técnica Internacional entre Japón y la Universidad 
Nacional de La Plata se inició en 1982, cuando el Gobierno de Japón aceptó 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 año 1984, el gobierno argentino efectuó un pedido de cooperación téc
nica a Japón, con el fin de fortalecer las investigaciones, principalmente en el área 
de sanidad animal y la capacitación 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 país. Y, en 1985, JICA envió un experto a largo 
plazo, por un período de 3 años, a la Cátedra de Virología de la Facultad de Ciencias 
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata. Al término de su estadía, en 
diciembre de 1988, los Gobiernos de la República Argentina y del Japón, a través 
de JICA, firmaron un Proyecto de Cooperación Técnica en el Área de las Ciencias 
Veterinarias, el cual comenzó en marzo de 1989 y finalizó en febrero de 1994. 
Posteriormente se ejecutó una cooperación de seguimiento (follow-up) por 2 años. 
Asimismo, durante los años 2001 y 2003, se ejecutó una cooperación post-proyecto 
(after-care), a fin de extender el alcance al área clínica.

Desde 1996, durante 10 años, se realizaron cursos de entrenamiento en di
agnóstico de enfermedades animales para terceros países, con una duración de 6 
semanas por curso, en los cuales se recibieron un total de 162 becarios de 14 países 
de Latinoamérica. En 1998 se inició el envío de 50 expertos a terceros países, varios 
de ellos latinoamericanos.

En el año 2001 se firmó el Proyecto PPJA entre los gobiernos de Japón y Ar
gentina, y en el marco del mismo, se firmó un primer proyecto con SENACSA del 
Paraguay, para el mejoramiento de los laboratorios de diagnóstico. Posteriormente 
se firmó uno similar con SENASA de Perú, llamado PROMESA, el cual se inició en 
2003 y finalizó en 2006.

PROVETSUR
El tránsito de animales en pie y de productos de origen animal a través de 

las fronteras de los países de la parte sur de Sudamérica, como Argentina, Bolivia, 
Paraguay y Uruguay, se ha visto incrementado en estos últimos años. Con la cre
ciente profundización de la integración económica de la región, 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 
diagnóstico y el entendimiento de la epidemiología 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 región. El plan de cooperación fue titu
lado “Proyecto Regional para la mejora de las técnicas de diagnóstico veterinario 
en Sudamérica” (PROVETSUR), y tiene como objetivo mejorar el estado sanitario 
de los animales y contribuir al mejoramiento de la productividad en la región, con 
particular énfasis en el desarrollo profesional continuo, capacitando a los veteri
narios de las facultades participantes para mejorar la capacidad de diagnóstico de 
enfermedades y determinar las necesidades específicas en la relación entre el sector 
productivo y la comunidad en que están insertos.

Las facultades participantes son:
Facultad de Ciencias Veterinarias, 

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

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

Universidad Nacional de Asunción, Paraguay.
Facultad de Veterinaria,

Universidad de la República Oriental del Uruguay, Uruguay.

PROVETSUR contribuye para solucionar los problemas específicos que se 
detectan en cada país.
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BOLIVIA

Por Kuniaki Suzuki

Desde el inicio del proyecto, el daño provocado en la población por la rabia canina ha sido 
un tema de suma importancia. Por ello, se tomó como localidad modelo, para la prevención 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 daño provocado. Recientemente la facultad ha sido equipada con insumos y equipos de 
laboratorio para poder realizar diagnósticos mucho más precisos. Además, se ha mejorado la per
rera municipal y se ha modernizado su administración.

También se han realizado entrenamientos teórico-prácticos sobre epidemiología y diagnóstico 
en el laboratorio. Gracias a esta ayuda, se han podido llevar a cabo algunas investigaciones en 
campo, y de esta manera se pueden realizar cálculos científicos anuales del riesgo de infección por 
rabia, conocer el número total de perros que habitan la cuidad, y ver el efecto de la vacunación de 
la campaña de prevención. Estos resultados, además de ser presentados en revistas internacionales 
y libros científicos, serán utilizados como información para aplicar políticas de prevención de rabia 
canina.

Además, 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 
producción de antígenos utilizados en el diagnóstico de brucelosis bovina. Al mismo tiempo, se han 
realizado capacitaciones teórico-prácticas de los conocimientos necesarios para dichas prácticas.

En Bolivia se están 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 país.

PARAGUAY

Por Julio Copes

En la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de Asunción, se realizó 
un estudio de situación y como resultado se propuso una estrategia de formación profesional y for
talecimiento de laboratorios en áreas que estaban adquiriendo gran importancia en la producción 
de alimentos, lo cual tiene como resultado una marcada mejora en la economía.

Como resultado de este estudio, la estrategia de los profesionales Veterinarios fue dirigida a la 
producción de aves y cerdos. Dos cátedras tomaron el desafío y pudieron llevar a cabo exitosamente 
una excelente formación y consolidación de todos sus profesionales en los laboratorios. La puesta 
a punto de diferentes técnicas de diagnóstico (ELISA, PCR, etc) han sido un arma excluyente para 
la detección de diferentes enfermedades que afectan en forma directa la producción de Aves y Cer
dos. Esto quedo plasmado en los diferentes artículos de investigación publicados en revistas de la 
especialidad y más aún, las dos cátedras han comenzado a prestar servicios a terceros. La Facultad 
de Veterinarias de la Universidad de Asunción 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 año de retraso debido 
a postergaciones en la firma de los convenios, se trabajó contra reloj en la puesta a punto de labo
ratorios que recibieron la donación de equipamiento e insumos para diagnóstico (PCR, ELISA, etc.) 
de parte de JICA y se capacitó sin inconvenientes a los profesionales que luego formaron parte de 
los grupos de investigación. Los resultados obtenidos están a la vista, ya que se logra diagnosticar 
dos enfermedades de las aves de las cuales no había registros en el Uruguay, los laboratorios se 
incorporan a las redes nacionales de diagnóstico de enfermedades en animales de producción, el 
personal formado por el proyecto también logra insertarse en instituciones nacionales y fundamen
talmente, se mejoró la capacidad de diagnóstico en Uruguay.
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Expertos a largo plazo

Año Cantidad de 
Exp ertos Detalle

2005 - 2010 1 Suzuki Kuniaki
2008 - 2009 1 Udagawa Tamami

Total: 2

Expertos a corto plazo

Año Cantidad de 
Exp ertos Detalle

2006 1 Izuchi Toshiro

2007 2
Harasawa Ryo 
Ono Kenichiro

2008 1 Kunieda Tetsuo

2009 2
Nakao Toshihiko 

Muramatsu Yasukazu
Total: 6

Transferencia entre contrapartes (Argentina)

Año Cantidad de 
Exp ertos Detalle

2005 - 2007 1
Eduardo Pons 
(Coord. Gral.)

2006 1 Marcelo Pecoraro

2007 5

Edgardo Nosetto 
Miguel Petruccelli 
Edgardo Nosetto 
Santiago Corva 
Estela Bonzo

2008 2 Julio De Luca
Julio Copes

2009 2 Luzbel de la Sota
Julio Copes

Total: 11

Recepción de Becarios

Bolivia

Año Cantidad Detalle

2005 4

Isi Angulo Arauz 
Carola Alcoba Geiger 
Osvaldo Chavez C.

Ariel Loza

2006 4

Miguel Perez
Griselda Ruiz 

Gabriela Ascarrumz 
Armando Rendon

2007 5

Ariel Loza
Miguel Perez 

Gabriela Ascarrumz 
Griselda Ruiz 
Limberg Rojas

2008 3
Griselda Ruiz 

Ariel Loza 
Miguel Perez

2009 4

Gloria Marin 
Paola Espinosa 

Claudia Coca Camacho 
Carmiña Salazar

Total: 20
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Paraguay

Año Cantidad Detalle

2005 4

María Liz Faccioli 
Luz Cardoso 

Shyrley Amarilla 
Raquel Pedroso

2006 4

Isabel Grau
Guillermo Gimenez 

Norma Uran 
Maria Goretti

2007 4

Shyrley Amarilla 
Luz Cardoso 

María Liz Faccioli 
Liz Castro

2008 4

Lorena Nuñez 
Guillermo Gimenez 
María Liz Faccioli 

Fredi Alvarez

2009 6

Dalila López 
Luz Cardoso 

Lorena Nuñez 
Liz Castro 

Verónica Loup
Gloria Pineda

Total: 22

Uruguay

Año Cantidad Detalle

2005 4

Liliana Godiño 
Gerardo Giossa 
Laura Ricciard i 

Soledad Valledor

2006 2 Milton Cattaneo 
Fernando Gutierrez

2007 5

Germán Rodriguez 
Rody Artigas 

Laura Ricciard i 
Rodrigo Puentes Palombo 
Federico Marmo Gonzalez

2008 3
Dinora Stragno 
Gustavo Trenchi 

Maria Fernanda Alzugaray

2009 4

Dinora Stragno
Gustavo Trenchi 

Maria Fernanda Alzugaray 
Juan Moreno

Total: 18
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Envío de Expertos a Terceros Países

Año Cantidad Detalle

2006 9

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

Cecilia Galosi (Uruguay) 
Hernán Sguazza (Uruguay) 
Teresa González (Bolivia) 
Marcelo Pecoraro (Bolivia) 
Miguel Herrero (Paraguay)

2007 8

Marcelo Pecoraro (Bo livia)
Florestan Maliandi (Bolivia) 

Santiago Corva (Bolivia) 
Teresa González (Uruguay) 
Miguel Petruccelli (Uruguay) 
Marcelo Pecoraro (Bo livia) 
Miguel Piscopo (Paraguay) 
Javier Origlia (Paraguay)

2008 8

Marcelo Pecoraro (Bo livia) 
Teresa González (Bolivia) 

Gabriela Echeverría (Uruguay) 
Cecilia Galosi (Uruguay) 

Gabriel Travería (Uruguay) 
Miguel Petruccelli (Uruguay) 

Julio Copes (Paraguay) 
Gerardo Leotta (Paraguay)

2009 17

Nelly Ortíz (Bolivia) 
Estela Bonzo (Paraguay) 

Santiago Corva (Paraguay) 
Estela Bonzo (Bolivia) 

Santiago Corva (Bolivia) 
Marcelo Pecoraro (Bo livia) 
Estela Bonzo (Uruguay) 

Santiago Corva (Uruguay) 
Julio Copes (Paraguay) 

Gerardo Leotta (Paraguay) 
Nelly Ortíz (Bolivia) 

Miguel Petruccelli (Uruguay) 
Gabriel Travería (Uruguay) 

Gabriela Echeverría (Uruguay) 
Cecilia Venturini (Uruguay) 

Julio Copes (Paraguay) 
Gerardo Leotta (Paraguay)

Total: 42
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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

Ruiz G2, Suzuki K1, López R2, Pereira J2, Coca C2, Loza A2, 
Guzmán J2, Pecoraro M3, González T3

1 Coordinador PROVETSUR (JICA); 2Facultad de Ciencias Veterinarias. UAGRM (Bolivia); 
3Facultad de Ciencias Veterinarias. UNLP (Argentina)

Resumen. Con el objetivo de investigar la seroprevalencia de Leucosis Enzoótica Bovina (LEB) 
en la cuenca lechera del departamento de Santa Cruz - Bolivia, se procesaron 1769 sueros de 
bovinos hembras, mayores de dos años, de diferentes razas existentes en la región, durante 
los meses de Abril a Septiembre 2009, pertenecientes a 94 unidades productivas (tambos) 
distribuidas en cinco provincias del departamento (Andrés Ibáñez, Warnes, Ichilo Obispo 
Santistevan y Sara). La técnica serológica utilizada fue inmunodifusión 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 x2 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 fue encontrada en las provincia Obispo Santistevan (52,50%) y 
Warnes (38,44%), observándose diferencias significativas (p<0.05) entre si y de igual manera 
con el resto de las provincias. Las provincias Andres Ibañez (19,85%), Ichilo (18,47%) y Sara 
(21,80%) no presentan diferencias significativas entre sí (p>0.05). No se encontraron diferen
cias significativas de seroprevalencia asociadas a las variables raza y edad (p>0.05). Ningún 
animal se evidenció sintomatología clínica compatible con la enfermedad.

Palabras claves: Leucosis Enzoótica 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 Ibáñez, Warnes, 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 x2 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 
significan! differences (p <0.05) among themselves and equally withthe rest oftheprovinces. 
Andres Ibañez (19,85%), Ichilo (18,47%) and Sara (21,80%) provinces were not significantly 
different from each other (p> 0.05).There were no significant differences in seroprevalence 
associated with race and age variables (p > 0.05). No animals showed clinical symptoms 
compatible with the disease.

Dirección para correspondencia: Griselda Ruiz. Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Autónoma 
Gabriel René Moreno, Avenida 26 de febrero, Santa Cruz de la Sierra, Bolivia.
E-mail: griseldarf@fgmail.com
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Bolivia

INTRODUCCIÓN
El virus de la Leucosis Bovina es un re- 

trovirus asociado a la Leucosis bovina enzoótica 
(LEB), enfermedad de distribución mundial y 
largo período de incubación que se presenta es
pecialmente en ganado adulto (1).

La vía habitual por la que el virus se pro
paga en condiciones naturales es la transmisión 
horizontal, llevada a cabo fundamentalmente 
por sangre de animales portadores, aún en pe
queñísimos volúmenes (microlitros). Prácticas 
que impliquen la manipulación del ganado como 
el descorne sin desinfección, la palpación con 
guantes no desechables (2) y la antigua práctica 
de la premunición (transfusión de sangre de ani
males adultos a jóvenes, para favorecer la “esta
bilidad enzoótica” por babesia y el anaplasma), 
han favorecido la diseminación de la infección, 
particularmente en los hatos lecheros (transmi
sión iatrógena) cuando se realizan sin respetar 
las medidas higiénicas (2). Aunque usualmente, 
los terneros nacidos de vacas seropositivas para 
la LEB sufren por lo general infección congénita 
debido a la exposición transplacentaria del virus 
durante la gestación (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 económicas debidas a la disminución de 
la producción láctea y a la restricción de importa
ción de semen, siendo que la OIE, 2008, prohíbe 
la exportación de material genético proveniente 
de animales seropositivos a LEB (5).

En los últimos años se viene promoviendo 
la producción de leche en un grupo de provincias 
(Andrés Ibáñez, Warnes, Ichilo Obispo Santies- 
tevan y Sara) que se denomina como la cuenca 
lechera del departamento de Santa Cruz - Boli- 
via, especialmente entre pequeños 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 número de bovinos 
destinados a la producción de leche. La sanidad 
cobra gran importancia en estas explotaciones 
lecheras por tratarse de sistemas semiintensivos, 
e intensivos. Además de las enfermedades que 
comprometen la productividad y calidad de la 
leche, como brucelosis, tuberculosis y mastitis, 
otra afección de gran impacto sanitario y econó
mico en tambos es la LEB.

Con respecto a la distribución, la LEB está 
diseminada mundialmente, aunque un número 
de países están reconocidos oficialmente como 
libres. En Europa es una enfermedad de decla
ración obligatoria y lucha sanitaria, estimándose 
una prevalencia menor al 0,1 %. En Turquía el 

0,3 %; España, Francia e Italia tienen una tasa 
de infección del 1 al 5 %. En Estados Unidos, las 
luchas sanitarias se encararon por estado ó 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 Ibañez, Obispo Santistevan y 
Warnes. Los últimos reportes fueron realizados 
por Mena y col (1999) en la provincia Guarayos 
con un 4,73 % de seroprevalencia en 6 zonas de 
la región (8, 9).

Desde hace más de 10 años no se han 
realizado relevamientos serológicos que permi
tan contar con otros datos sobre la casuística de 
la LEB en el Departamento de Santa Cruz. Por 
otro lado, los estudios realizados anteriormente 
no son suficientes para realizar una evaluación 
sanitaria a nivel departamental. Por ello se con
sideró pertinente diseñar 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, así como 
proponer medidas para su control, adaptadas a 
las posibilidades de todos los propietarios de los 
tambos involucrados en el presente estudio.

MATERIAL Y MÉTODOS
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 Ibáñez, Warnes, Ichilo 
Obispo Santistevan y Sara) de la cuenca lechera 
del Departamento de Santa Cruz (Fig. 1).

Fig. 1. Mapa político 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 están ubicadas las cinco provincias men
cionadas. Actualmente la Federación 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. (lecherías o tambos), distribuidas en las 5 
provincias, de las 9 asociaciones 1. Andrés ibañes 
(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 diseño completamente al 
azar de un método probabilístico, tomando en 
cuenta un mínimo de 20 animales en produc
ción mayores de 2 años, la sangre se obtuvo por 
venopunción de la yugular o vena caudal media, 
según la disponibilidad de infraestructura para 

la sujeción 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 cálculo del tamaño de muestra se 
consideró el total de unidades productivas (N = 
713), con un IC:95% y un a=0,05, utilizando la 
siguiente fórmula:

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

Donde:
n = tamaño de la muestra requerida
N= Tamaño de la población
D= Número de animales enfermos en la 

población (para una prevalencia de 1%)
NC= Nivel de confianza (95%

Tabla 1. Seroprevalencia general de animales positivos a LEB

I.C.95%
n % mínimo máximo

1769 27,81 25,7 29,93

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

Provincia
Animales 

seronegativos
Animales 

seropositivos
Animal 
total

N° (%) N° (%) N° (%)
Andrés Ibañes 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 x2 = 122.4532 Pr = 0.000

Tabla 3. Porcentaje de animales seropositivos y seronegativos a LBE según la edad.

Grupo etáreo Negativos (%) Positivos (%) Total (%)
2 a 5 años 70,50 29,50 100
Más de 5 años 73,35 26,65 100
Total 72,19 27,81 100

Tabla 4.- Distribución de frecuencia de animales seropositivos y seronegativos 
a LVB según 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 (27.81%) a LEB con respecto 
al total de muestras (1769), con un intervalo de confianza al 95%.
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MÉTODO DE LABORATORIO
Las muestras de sangre fueron procesadas 

en el laboratorio PROVETSUR de la Facultad de 
Ciencias Veterinarias de la Universidad Autóno
ma Gabriel René Moreno. El diagnóstico de LEB 
se realizó por medio de la técnica serológica de 
Inmunodifusión en gel de agar (IGDA), de acuer
do a normas de la OIE (Organización Mundial 
de Sanidad Animal). Como antígeno se utilizó el 
equipo elaborado por la Cátedra de Virología de 
la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Uni
versidad Nacional de La Plata (12). Los datos se 
analizaron mediante la prueba del x2 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 
rebaños 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 número 
de animales seropositivos, observándose diferen
cias significativas (p<0.05) entre si y de igual ma
nera con el resto de las provincias. Las provincias 
Andres Ibañez (19,85 %), Ichilo (18,47 %) y Sara 
(21,80 %) no presentan diferencias significativas 
entre sí (p>0.05).

Al analizar los resultados con relación a 
seropositividad versus edad, se determinó que 
no existe diferencia estadística significativa (chi2 
= 1.7334 Pr = 0.188) p>0.05 (Tabla 3).

Análisis del factor raza.- El grado de aso
ciación entre la variable raza y la seropositividad a 
LEB no fue significativo (Pearson chi2 (5) = 6.2018 
Pr = 0.287, p>0.05); por lo que la presencia de 
la enfermedad no está asociada con la raza del 
animal (Tabla 4).

DISCUSIÓN
Se estima que la alta seroprevalencia ha

llada para LEB (27,81 % de animales) podría 
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 
correlación entre seropositividad a LEB y las 
variables analizadas, se encontró una relación 
significativa de la infección 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 comparación de las otras provincias, 
dándose una mayor probabilidad de propagarse 
la enfermedad. De igual manera al analizar el 
porcentaje de positividad a anticuerpos de la LEB 
en los rebaños 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 
pequeños 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, Rojas y col. realizaron un estudio 
para la determinación de anticuerpos de la LEB 
en 3 provincias del departamento de Santa Cruz - 
Bolivia, donde se encontró que la seroprevalencia 
de la enfermedad era más baja (3,14 % anima
les seropositvos en la provincia Andrés Ibañes, 
8,65 % en O Santiestevan y 21,78 % en Warnes). 
Actualmente, según los resultados analizados en 
la Tabla 2, la provincia Andres Ibañes presenta 
19,85 % de animales positivos, O. Santistevan 
52,50 % y Warnes 38,44 %, demostrando una 
elevación considerable en porcentaje de animales 
infectados, indicando una amplia difusión de la 
enfermedad en la zona de estudio y en este tipo de 
producción. Teniendo en cuenta que en las otras 
provincias (Ichilo y Sara) la tasa de infección 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 lecherías o tambos de la 
región serológicamente negativos.

Respecto a la edad como factor de riesgo, 
se decidió relacionarla con la prevalencia se- 
rológica encontrada. Teniendo en cuenta que 
LEB es una enfermedad típicamente crónica, es 
pertinente evaluar epidemiológicamente si existe 
una asociación estadística positiva entre el factor 
edad y la enfermedad. Los resultados indican 
que hubo mayor número de animales positivos 
en las edades comprendidas entre 2 y 5 años 
(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 años (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 diagnósticos de otras enfermedades como TBC 
y brucelosis, entre otras causas, lo cual conlleva 
a una disminución de la población de animales 
adultos en los rodeos (17, 18).

En este estudio se determinó que no hubo 
diferencias altamente significativas para las 
variables raza (tabla 4). Según revisiones biblio
gráficas y comparando nuestros resultados con 
otros trabajos de investigación ya realizados, se 
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coincide en observar que si bien las razas lecheras 
son más propensas a contraer la infección con 
respecto a las razas de carne, la susceptibilidad 
no varía entre razas (4).

La situación económica actual de nuestro 
país y la carencia de recursos, incluyendo los 
destinados a la rama agropecuaria, así 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 transmisión.

En aquellos establecimientos lecheros con 
elevada prevalencia en los que se pretende con
trolar la enfermedad, debería pensarse en traba
jar con rebaños separados según el diagnóstico 
realizado ( libres o portadores crónicos del virus), 
implementando estrictas normas de higiene y 
control de insectos hematófagos (11,18).

Dada la ausencia de estudios de seropreva- 
lencia desde hace 10 años sobre la LEB en ganado 
lechero en las provincias del área integrada del 
departamento de Santa Cruz, esta presentación 
constituye un importante aporte de actualización 
sobre la tasa de infección en las cinco provincias 
más importantes del departamento.

Se deja señalado que hasta el presente no se 
han detectado casos de presentación clínica de la 
enfermedad (tumores) que llevan invariablemen
te a la letalidad. De no implementarse medidas 
que controlen su diseminación, se incrementará 
paulatinamente el número de portadores y será 
inevitable las pérdidas por mortalidad.

En conclusión el alto porcentaje de LEB 
(27,81 %) confirman la necesidad de establecer la 
detección de seroreactores como un diagnóstico 
de rutina y sugiere la necesidad de implementar 
programas de control y prevención y de ser posi
ble, erradicación de los animales infectados con 
el VLB. Esto ayudaría a prevenir su diseminación 
y por ende las pérdidas económicas asociadas a 
esta enfermedad.
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RESUMEN: Durante la campaña de vacunación antirrábica masiva realizada en Santa 
Cruz, Bolivia, en agosto de 2007, 369.000 perros (82% de la población canina estimada) 
fueron vacunados durante 2 días con vacunas hechas en Cerebro de Ratón Lactante (CLR) 
Fuenzalida-Palacios. Desde entonces se han registrado 7 casos de rabia humana, además, 
el número de casos de rabia canina se ha reducido de 866 casos reportados el año 2006 a 
516. Por esta razón, se realizó una encuesta serológica 3 meses después de la vacunación, 
colectando 320 muestras de sangre de perros con dueños seleccionados al azar, para de
terminar la respuesta inmune humoral. Tres meses después de la vacunación, el 20,94% 
de los perros tenían anticuerpos neutralizantes contra la rabia de > 0,5 Ul/ml. Al respecto 
se determinó que los animales mayores a un año estaban más protegidos que los menores 
(p<0,01), sin embargo el sexo de los perros evaluados no mostró asociación estadística con 
la protección (p>0,05). De acuerdo con las recomendaciones de la Organización Panameri
cana de la Salud las campañas de vacunación deben contemplar coberturas no menores a 
80 % para que tengan el efecto deseado. De nuestro estudio se desprende que existe una 
deficiente protección inmune contra la rabia en la población 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, vacunación, ELISA, encuesta serológica

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 Santa 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 > 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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INTRODUCCIÓN
El número de casos de rabia animal en el 

departamento de Santa Cruz permanece alto, 214 
en 2007. Este número 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 
distribución 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 índices.

El centro de control de rabia del municipio 
de Santa Cruz de la Sierra, viene realizando en 
el mes de agosto de cada año, como parte del 
Programa de Nacional de control de la rabia, cam
pañas de vacunación masiva contra la rabia. En 
los últimos 5 años las campañas de vacunación 
contaron con más de 1000 brigadas de vacuna
ción, que son distribuidas por toda la ciudad, 
manteniendo una cobertura vacunal de 82,42% 
para el año 2007; (Alcaldía de santa Cruz de la 
sierra ZOONOSIS-CEDES, 2008).

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

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

Entre las proteínas del virus rábico, única
mente la glicoproteína puede inducir la síntesis 
de anticuerpos neutralizantes para rabia; (Cox et 
al, 1977). La Organización Mundial de la Salud 
(OMS) recomienda la evaluación de la inmunidad 
anti-rábica a través de titulación de anticuerpos 
y considera un título igual o superior a 0,5 UI/ml 
como efecto de un estado inmunitario suficiente 
para proteger individuos expuestos al riesgo de 
contaminación.

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

Con el objetivo de evaluar canes vacuna
dos durante la campaña que presentaban título 
protector (0,5 UI/ml) después de la vacunación, 
y un título de anticuerpos 90 días después de la 
vacunación, se realizó un muestreo serológico 
en 320 canes del Municipio de Santa Cruz de la 
Sierra.

MATERIALES Y MÉTODOS 
ÁREA 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 
kilómetros cuadrados. La población estimada es 
de 1,4 millones de personas (Ministerio de Salud 
y Previsión Social, 2007). El Gobierno de Bolivia 
emitió una regulación especial de medidas sani
tarias para el control de la rabia en noviembre 
de 2005, debido al aumento de la incidencia de 

RED

Bur
Centro 
Norte 
Este

Figura 1. Mapa de distribución de redes de salud en el área 
de estudio. Inserto: el punto indica la posición de Santa 
Cruz en Bolivia en Sudamérica (Suzuki et al, 2008).

&
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casos de rabia canina y humana en los últimos 
años (Ministerio de Salud y Deportes, 2005).

UNIDAD DE MUESTREO
El Gobierno Municipal de Santa Cruz de 

la Sierra dividió la ciudad en cuatro Redes de 
Salud (Centro, Sur, Norte y Este) como áreas 
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 adoptó la 
norma de zonificación con una modificación de 
la combinación de Sur, Norte y Este, como área 
periférica de Santa Cruz, en comparación con 
la red Centro, como área central de Santa Cruz, 
(Fig. 1). El método de selección utilizado fue 
de muestreo aleatorio estratificado (Thrusfield, 
2005). El Gobierno Municipal de Santa Cruz de 
la Sierra proporcionó acceso a las estimaciones 
de la población de perros de cada zona sobre 
la base de los resultados de la última campaña 
de vacunación realizada en agosto de 2007. La 
asignación de los individuos a los diferentes es
tratos fue equilibrada resultando en un total de 
320 animales. El tamaño de muestra necesario 
se calculó utilizando el software Win Episcope 2.0 
El tamaño de la muestra de 320 de una población 
de 400.000 perros fue suficiente para producir un 
95 % intervalo de confianza (IC) con una exactitud 
deseada de ±5 %, asumiendo la seroprevalencia 
de anticuerpos estimada en 82 %.

RECOpILACIóN DE DATOS
El trabajo de campo fue realizado por equi

pos conformados por los autores y el personal de 
la Alcaldía Municipal de Santa Cruz de la Sierra. 
Los 320 animales del estudio fueron analizados 
en febrero de 2009. El trabajo de campo consistió 
en la recopilación de datos a través de entrevistas 
a cada propietario de perro doméstico. A tiempo 
de la extracción de sangre se elaboró un cuestio

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

Se pidió información al padre de familia 
o una persona adulta de cada hogar de donde 
se colectaron las muestras. La confirmación del 
estado de vacunación de los perros fue verificada 
por los certificados de vacunación individual o de 
acuerdo a la información suministrada por los 
encuestados. Se tomaron muestras de sangre de 
las venas cefálica o safena de cada perro, recogi
dos en tubos sin anticoagulante y se dejó reposar 
a temperatura ambiente para la liberación del 
suero. Las muestras fueron centrifugadas y los 
sueros separados y almacenados a -20 °C hasta 
su análisis.

MÉTODO DE LABORATORIO
Las muestras de sangre fueron procesadas 

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

La absorbancia fue leída en un lector Mul- 
tiskan EX marca Thermo a 450-620 nm. Para la 
interpretación 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 UI / ml es considerado como 
protección adecuada contra los riesgos de enfer
medad (OMS, 1987). Por lo tanto, se expresaron 
los resultados de protegidos o no protegidos en 
función a la densidad óptica (DO) de cada mues
tra comparada con el umbral correspondiente a 
la OD valor de corte del control positivo límite 
inferior (0,5 UI/ml).

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. Relación entre las características de perros protegidos y no 
protegidos según 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 año 16,7 7 83,3 35
13,99 <0,01

(versus >1 año) 21,58 60 78,42 218

ANÁLISIS DE DATOS
El análisis estadístico se realizó con la ver

sión del software Epidat 3.1. (Xunta de Galicia, 
OMS-OPS) La relación entre el área geográfica 
(centro versus sur, este y norte) y las característi
cas de los perros se analizó usando chi-cuadrado 
de Pearson para la comparación estadística de 
estos factores categóricos. Sobre la base de la 
sensibilidad de ELISA-I publicado en 88,4 % y 
especificidad 98,8 % (Anon, 2005; Feyssaguet et 
al, 2005), se calculó una prevalencia verdadera 
estimada de anticuerpos entre los perros de 
estudio y se calculó el intervalo de confianza en 
95 %. Se utilizó un valor de p de 0,05 para indicar 
significancia estadística.

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

En la evaluación de las variables respues
ta por sexo no se observó diferencia estadística 
significativa para la seroprevalencia calculada en 
machos respecto de hembras.

Según los estratos etarios evaluados se 
observó diferencia estadística significativa entre 
los animales <1 año, respecto a los animales >1 
año (Tabla 2).

DISCUSIÓN
El programa nacional de control y erradi

cación de rabia urbana contempla la vacunación 
masiva de perros y tiene como objetivo funda
mental mantener los índices inmunogénicos 
protectivos en perros domésticos, disminuyendo 
el número de animales susceptibles (Alcaldía 
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 (Organización 
Internacional de Sanidad Animal) como el método 
válido para identificar animales protegidos y no 
protegidos a un desafío del virus de la rabia a 
campo.

El presente estudio permitió determinar 
que la mayoría de los animales no presentan tí
tulos de protección 20,9 % (67/320), después de 
tres meses de haber recibido vacunación contra 
la rabia, esto podría estar influenciado por el tipo 
de vacuna utilizado durante la campaña.

En un estudio realizado por Haddad et al 
(1985), únicamente 24,2 % (7/29) de los anima
les mantuvieron título 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 intrínsecos (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 única de vacuna hecha 
en cerebro de ratón lactante y mantuvieron la 
inmunidad por 3 años, 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 rápida 
caída de los títulos de anticuerpos contra rabia 
a los 45 días después de la vacunación cuando 
fueron analizados por la técnica de Seroneutra- 
lización en ratones, y a los 60 días analizados 
por Inmunofluorescencia Indirecta. En nuestro 
estudio, los animales menores a 1 año reportaron 
diferencia estadística significativa, respecto a los 
animales mayores a 1 año, lo que puede estar 
atribuido a factores de interferencia maternal en 
cachorros, estado nutricional deficiente o a la no 
aplicación de dosis vacunal de refuerzo.

Akakpo et al (1986), analizando la respues
ta inmune de 514 canes que recibieron dosis 
única de vacuna antirrábica de cultivo celular, 
observaron un decrecimiento en el número de 
animales protegidos de 74 % 30 días después de 
la vacunación a 7,0 % después de 360 días, efecto 
atribuido a la baja condición de salud de los ani
males, mal nutrición, 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
zación Panamericana de la Salud las campañas 
de vacunación deben contemplar coberturas 
no menores a 80 % para que tengan el efecto 
deseado.

Es evidente la necesidad de realizar refuer
zos de vacunación en animales menores a 1 año 
para disminuir el riesgo de infección a desafío 
viral en este grupo etario.

Mayores estudios son necesarios para eva
luar, otros factores extrínsecos e intrínsecos a los 
canes y sobre todo los aspectos logísticos, para 
determinar si las campañas de vacunación anti
rrábica 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) 
más importantes de América del Sur, que puede ser transmitida por una gran variedad de 
alimentos. En Paraguay, se observa un aumento en la producción de cerdos para consumo. El 
objetivo de este trabajo fue determinar la frecuencia de Salmonella enterica y sus diferentes 
serotipos presentes en cerdos en crecimiento de doce distritos de la República del Paraguay. 
Se recolectaron 1000 muestras de materia fecal en 33 granjas de cerdos en crecimiento. Las 
muestras fueron pre-enriquecidas en agua peptonada a 37 °C durante 24 h, enriquecidas 
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
químicas y serotipificación. 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 más altos (26 %). Los datos 
obtenidos en este trabajo son los primeros en Paraguay. Consideramos necesario implementar 
medidas de intervención para disminuir la portación 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 REPÚBLICA 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 
República 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 tetrathion- 
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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INTRODUCCIÓN
La salmonelosis es una enfermedad que re

viste gran importancia en todo el mundo. El prin
cipal agente etiológico es Salmonella enterica. En 
América 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 cárnico pueden con
taminarse en las distintas etapas de la cadena 
de producción-comercialización. La producción 
porcina no es ajena a esta problemática, la cual 
no solo produce cuantiosas pérdidas económi
cas, sino que también pone en riesgo la salud 
pública (2).

El paso más importante para comenzar a 
controlar, y posteriormente erradicar, la porta
ción de S. enterica en los animales de producción 
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 
presentación más común de salmonelosis en 
cerdos es como una enfermedad subclínica. 
Estos animales asintomáticos 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 investigación bacteriológica 
de materia fecal de los cerdos en la granja es uno 
de los pasos recomendados para iniciar el control 
de la salmonelosis subclínica (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 República del Paraguay.

MATERIALES Y MÉTODOS
Desde el mes de marzo hasta noviembre 

del año 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 pertenecían a explota
ciones familiares y 6 pertenecían a explotaciones 
comerciales. En las granjas se criaban entre 100 y 
500 cerdos. Se recolectó materia fecal de todos los 
corrales de cada establecimiento. En cada granja 
se obtuvo un total de 30 muestras, con excepción 
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

luidos en 90 ml de agua peptonada (Acumedia, 
EE.UU.), se homogeneizaron durante 2 minutos 
en Bag Mixer (Bag Mixer, EE.UU.) y se incubó 
a 37 °C durante 24 h. Se inocularon 0,5 ml del 
pre-enriquecimiento en 10 ml de caldo tetratio- 
nato (Acumedia), incubándose en baño de Ma
ría a 42°C durante 24 h. Luego, se sembraron 
10 gl del enriquecimiento en agar xilosa lisina 
tergitol (XLT4, Acumedia) y agar verde brillante 
sulfapiridina (BGS, Acumedia). La incubación 
se llevo a cabo a 37°C durante 24. Tres colonias 
características de cada medio fueron sembradas 
en agar triple azúcar hierro (TSI, Acumedia) y 
agar lisina decarboxilasa (LIA, Acumedia). Las 
colonias sospechosas fueron confirmadas por 
pruebas bioquímicas y serotipificación. La deter
minación de especie y subespecie se realizó de 
acuerdo con el método descripto por Poppof (6) 
y la serotipificación se realizó según el esquema 
de Kauffman-White (7).

RESULTADOS
Sobre un total de 1000 muestras de mate

ria fecal, se asiló S. enterica en 189 (18,9 %). De 
todas las granjas estudiadas se aisló 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 %), S. Anatum (7 %), S. Cerro (7 %), S. 
Stanley (5 %), S. Saintpaul (4 %), S. Rissen (4 %), 
S. London (3 %), S. Javiana (2 %), S. Mbandaka 
(2 %), 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 (1%), 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.

DISCUSIÓN
Los datos obtenidos en este trabajo son 

los primeros en la República del Paraguay. El 
porcentaje de S. enterica (18,9 %) indica una alta 
contaminación en los sistemas de explotación 
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 aplicación de 
las buenas prácticas 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 características 
fenotípicas y genotípicas de las cepas de S. ente- 
rica circulantes en el reservorio animal permitirá 
mejorar el sistema de vigilancia de las ETA en la 
República del Paraguay. Desde el punto de vista 
de la salud pública, es interesante desatacar 
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que el serotipo más frecuentemente aislado fue 
S. Typhimurium, uno de los serotipos más pre- 
valentes en casos de ETA en el mundo (8), como 
así 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 producción 
de animales y en la etapa de faena y comerciali-

Figura 1: Distribución de las cepas 
aisladas en los diferentes distritos

□ San Lorenzo 
Villeta

□ Tablada
Ita 

□ Capiata
□ Nueva Italia
□ Aregua
□ Limpio

□ Ypane
□ Villa Elisa
□ Luque
□ Thompson
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EVALUACIÓN DE UN SISTEMA DE PCR EN TIEMPO REAL PARA 
LA DETECCIÓN DE Escherichia. coli O157:H7 A PARTIR

DE CARNE BOVINA MOLIDA
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RESUMEN: La infección por Escherichia coli O157:H7 es causa de diarrea con o sin sangre, 
colitis hemorrágica y síndrome urémico hemolítico (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 
infección. El objetivo de este trabajo fue evaluar un sistema comercial de PCR en tiempo real 
para la detección de E. coli O157:H7. Se determinó límite de detección, 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 límite de detección dependió de la cepa analizada, el valor mínimo fue 
6,1 UFC/25 g. La robustez fue óptima al modificar diferentes variables. Se obtuvo 100% de 
inclusividad y 100% de exclusividad. La técnica evaluada es una alternativa apropiada para 
la detección 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 O157: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 ofthepresent study was to evalúate a real time PCR commercial system for detection 
of E. coli O157:H7. 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 limit 
depended on the strain analyzed, the minimum values was 6,1 cfu/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 patógeno 

emergente asociado a Enfermedades Transmi
tidas por Alimentos (ETA). Fue reconocido por 
primera vez como patógeno humano en 1982 
durante dos brotes de colitis hemorrágica (CH) 
atribuidos al consumo de hamburguesas en res
taurantes de comidas rápidas (1).

La infección por E. coli O157:H7 puede 
causar casos esporádicos o brotes de diarrea, 
CH y síndrome urémico hemolítico (SUH). En 
Argentina, el SUH es endémico y constituye la 
primera causa pediátrica de insuficiencia renal 
aguda y la segunda de insuficiencia renal crónica; 
además, es responsable del 20% de los transplan
tes renales en niños y adolescentes. Cada año se 
producen aproximadamente 400 casos nuevos de 
SUH, aunque existe un importante subregistro. 
Desde 1965 hasta el presente se registraron más 
de 7.000 casos (2)

Numerosos estudios realizados en diferen
tes países, incluyendo a la Argentina permitieron 
confirmar el rol del ganado vacuno como principal 
reservorio de E. coli O157:H7 (3). La principal 
vía de transmisión de este microorganismo son 
los alimentos contaminados, como por ejemplo, 
carne molida, productos cárnicos 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 
detección 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 según la metodología 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 
O157:H7 y 20 cepas no-E. coli O157:H7 (Tabla 1). 
Las cepas E. coli EDL933 (O157:H7) y E. coli ATCC 
25922 (no-O157:H7), fueron utilizadas como 
controles positivo y negativo, respectivamente. 
Las cepas utilizadas fueron identificadas por 
pruebas bioquímicas (8) y seroagrupadas según 
su antígeno somático (O) y flagelar (H). Para la 
detección del antígeno O se utilizó la técnica de 
aglutinación en látex (Denka Seiken, Tokyo, Ja
pón) y para la detección del antígeno H se utilizó 
la técnica de aglutinación en tubo con antisuero 
anti-H (Denka Seiken).

Las cepas, conservadas a -70 °C en caldo 
cerebro corazón (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 realizó un subcultivo en CCC a 
37 °C durante 6 h hasta la fase de crecimiento 
exponencial (aproximadamente 108 UFC/ml). 
La concentración bacteriana se determinó por 
recuento en agar para recuento en placa (Acu- 
media), por triplicado. Las placas se incubaron a 
37°C durante 18 h. La concentración bacteriana 
se expresó en unidades formadoras de colonia por 
mililitro (UFC/ml). Paralelamente, se realizaron 
7 diluciones decimales en agua peptonada hasta 
obtener una concentración aproximada de 10, 
100 y 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 utilizó 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 específicas del fabri
cante.

Límite de detección. Se determinó la 
probabilidad de detección de E. coli O157:H7 al 
comparar el número de resultados positivos con 
la concentración de cada cepa en las muestras 
analizadas. El ensayo de PCR se realizó por du
plicado en un intervalo de 1 a 3 días.

Selectividad. La determinación de selec
tividad se realizó 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 días consecutivos, con 3 operadores.

RESULTADOS
Límite de detección. Todas las muestras 

contaminadas con diferentes concentraciones 
de E. coli O157:H7 fueron positivas. El límite de 
detección dependió de la cepa analizada y la con
centración bacteriana con la que se contaminaron 
las muestras, el valor mínimo se obtuvo con las 
muestras contaminadas con la cepa LAMA 74 y 
fue 6,1 UFC/25 g. El valor máximo 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 Microbiología de los Alimentos (LAMA) y utilizadas para evaluar el sistema comercial de PCR en 
tiempo real.

Origen Cepa UFC/ 
25 g origen cepa UFC/ 

25 g

LAMA 32 E. coli O157:H7
7,5

LAMA 65 E. coli O157:H7
11,6

75 116
750 1160

LAMA 39 E. coli O157:H7
8,5

LAMA 70 E. coli O157:H7
19,6

85 196
850 1960

LAMA 40 E. coli O157:H7
20

LAMA 73 E. coli O157:H7
7,5

200 75
2000 750

LAMA 46 E. coli O157:H7
19

LAMA 74 E. coli O157:H7
6,1

190 61
1900 610

LAMA 55 E. coli O157:H7
14

LAMA 81 E. coli O157:H7
6,4

140 64
1400 640

LAMA 90 E. coli O91:H21 610 LAMA 25 Klebsiella 
pneumoniae 1360

LAMA 67 E. coli O103:NM 955 LAMA 13 Pseudomonas 
aeruginosa 2190

LAMA 80 E. coli O113:H4 650 LAMA 2 Yersinia 
enterocolitica 1185

LAMA 88 E. coli O145:NM 930 LAMA 10 Shigella. flexneri 735

LAMA 77 E. coli O146:H28 860 LAMA 20 Shigella 
dysenteriae 1515

LAMA 107 Salmonella Enteritidis 700 LAMA 23 Shigella boydii 800

LAMA 24 Salmonella
Typhimurium 895 LAMA 21 Morganella morgani 1020

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 
hermanii 350

todas las muestras contaminadas con las cepas 
no-E. coli O157: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 días 
consecutivos y por 3 operadores.

DISCUSIÓN
En el Artículo 255 del Código Alimentario 

Argentino se especifica el criterio microbiológico 
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 caracterización de E. coli O157:H7 y 
O157:NM en productos cárnicos se recomienda la 
metodología validada por USDA/FSIS (7). En esta 
metodología 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 
específicas para la detección 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 límite de detección, 
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
peño, ya que fue posible detectar hasta 6,1 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 validación de AOAC Internatio- 
nal (AOAC N° 100901), en el presente trabajo se 
demostró su utilidad para la detección de cepas de 
E. coli O157:H7 circulantes en Argentina.

En conclusión, el sistema de PCR en tiem
po real evaluado es una técnica rápida, precisa 
y selectiva para la detección de E. coli O157:H7 
en carne bovina molida.
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Resumen: Salmonella Enteritidis es uno los agentes etiológicos 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 días. A las temperaturas estudiadas los recuentos de 
Salmonella Enteritidis se mantuvieron constantes durante el período de almacenamiento, lo 
que implicaría que las temperaturas de almacenamiento estudiadas controlan el desarrollo 
de este microorganismo.

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 of this 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 
zoonóticas más frecuentes en América del Sur. 
Muchos animales, especialmente rumiantes, aves 
y cerdos, pueden diseminar la enfermedad (1). 
Los lácteos revisten una gran importancia sani
taria, en particular aquellos elaborados en forma 
artesanal. Según el Centro para el Control y la 
Prevención de Enfermedades (2), entre los años 
1990-1995 se registraron en EE.UU. más 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 precipitación de las 
sustancias proteicas de la leche o del suero del 
queso mediante calor en medio ácido. La misma 
elaborada con leche entera tiene un contenido 
máximo de agua de un 75%, debido a esto es un 
alimento altamente perecedero. Desde su elabo
ración y hasta su expendio debe almacenarse a 
una temperatura inferior a 10 °C siendo su vida 
útil no mayor a 7 días (5, 6).

Los requisitos microbiológicos exigidos por 
el Código 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 manipulación, son los que con 
mayor frecuencia están involucrados en brotes 
alimentarios debido a este patógeno (3).

El objetivo de este trabajo fue evaluar diez 
cepas de Salmonella Enteritidis inoculadas en 
ricota elaborada con leche entera, almacenadas 
a 4 y 8 °C dentro del período de vida útil.

MATERIALES Y MÉTODOS
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 medición 
de pH y temperatura (termopHmetro Altronix). 
La contaminación experimental se llevo a cabo 
con 10 cepas de S. Enteritidis, pertenecientes al 
Laboratorio de Microbiología de los Alimentos 
(LAMA) en concentraciones de 5,2 x 104 y 9,2 x 
105 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 electrónico de temperatura 
Datalogger, Testo, Argentina) durante 7 días. Se 
realizaron recuentos de S. Enteritidis todos los 
días del almacenamiento.

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

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

RESULTADOS
La concentración bacteriana en las mues

tras de ricota no sufrió modificaciones en el 
transcurso de 7 días a 4 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.

DISCUSIÓN
En nuestro país existe una apreciable can

tidad de granjas que elaboran ricota en forma 
artesanal y no cuentan con las buenas prácticas 
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 contaminación (7, 8).

En este trabajo se confirmó que el almace
namiento de ricota a 4 y 8 °C permitió controlar 
el desarrollo de S. Enteritidis, ya que las bacterias 
permanecieron viables y su número se mantuvo 
estable, en coincidencia con lo indicado por otros 
autores (9). Por lo tanto, es importante promover 
la capacitación de los manipuladores de ricota, 
particularmente en buenas prácticas 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 
obtención de un producto inocuo.
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Tabla 1. Recuento de 10 cepas de Salmonella Enteritidis inoculadas en ricota durante 7 días y 
almacenadas a 4 °C.

Cepa Inóculo Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 6

LAMA 4 1,2 x 105 6,7 x 104 9,5 x 104 8,5 x 104 7,6 x 104 9,4 x 104 9,4 x 104 9,3 x 104

LAMA 107 5,2 x 104 8,2 x 104 7,26 x 104 7,6 x 104 5,0 x 104 3,5 x 104 5,1 x 104 6,2 x 104

LAMA 108 1 x 105 4,5 x 104 4,3 x 104 3,2 x 104 4,3 x 104 1,3 x 104 1,9 x 104 2,8 x 104

LAMA 110 6 x 104 1,3 x 105 1,1 x 105 9,1 x 104 1,0 x 105 8,8 x 104 9,7 x 104 8,1 x 104

LAMA 120 1,7 x 105 1,0 x 105 6,7 x 104 8,5 x 104 9,9 x 104 6,1 x 104 6,6 x 104 6,9 x 104

LAMA 131 1,5 x 105 1,1 x 105 7,4 x 104 7,6 x 104 7,9 x 104 7,1 x 104 7,9 x 104 5,8 x 104

LAMA 134 7,6 x 104 5,8 x 104 1,9 x 104 2,3 x 104 3,0 x 104 2,6 x 104 2,7 x 104 4,4 x 104

LAMA 135 2,5 x 105 1,4 x 105 1,0 x 105 1,1 x 105 1,4 x 105 1,2 x 105 9,5 x 104 1,2 x 105

LAMA 220 9,3 x 105 1,0 x 105 8,0 x 104 7,3 x 104 8,4 x 104 7,6 x 104 8,3 x 104 8,3 x 104

LAMA 253 6,9 x 104 8,0 x 104 6,5 x 104 5,6 x 104 6,9 x 104 7,0 x 104 7,1 x 104 6,4 x 104

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

Cepa Inóculo Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 6

LAMA 4 2,3 x 105 1,5 x 105 2,0 x 105 2,1 x 105 1,5 x 105 1,3 x 105 1,7 x 105 1,7 x 105

LAMA 107 3,4 x 105 1,5 x 105 2,3 x 105 2,8 x 105 1,6 x 105 1,5 x 105 1,5 x 105 1,8 x 105

LAMA 108 3,2 x 105 5,0 x 104 1,2 x 105 1,1 x 105 1,0 x 105 1,2 x 105 9,2 x 104 1,0 x 105

LAMA 110 3,7 x 105 1,9 x 105 2,1 x 105 1,9 x 105 1,3 x 105 1,2 x 105 7,1 x 104 1,1 x 105

LAMA 120 2,7 x 105 1,4 x 105 2,1 x 105 2,2 x 105 1,7 x 105 1,2 x 105 1,6 x 105 1,4 x 105

LAMA 131 3,5 x 105 2,2 x 105 1,6 x 105 1,7 x 105 1,5 x 105 1,3 x 105 1,0 x 105 9,1 x 104

LAMA 134 2,8 x 105 7,5 x 104 1,4 x 105 1,5 x 105 7,4 x 104 8,4 x 104 7,4 x 104 7,6 x 104

LAMA 135 1,9 x 105 2,2 x 105 1,9 x 105 2,1 x 105 1,2 x 105 2,1 x 105 1,6 x 105 1,4 x 105

LAMA 220 1,9 x 105 1,9 x 105 1,8 x 105 1,7 x 105 1,1 x 105 1,8 x 105 1,9 x 105 1,6 x 105

LAMA 253 7,5 x 105 1,8 x 105 2,3 x 105 2,4 x 105 1,9 x 105 2,4 x 105 2,3 x 105 1,9 x 105
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RESUMEN: La salmonelosis es la enfermedad transmitida por alimentos de origen bacteriano más 
importante a nivel mundial y su agente etiológico es Salmonella enterica. En Paraguay, es habitual 
la cría de aves de traspatio para consumo de huevos y carne. 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, República del Paraguay. Se recolectaron 400 muestras cloacales de aves de traspatio. La 
detección de S. enterica se realizó por PCR. Para el aislamiento se utilizó la metodología de separa
ción inmunomagnética y la siembra en agar XLT4. Las colonias sospechosas fueron caracterizadas 
por pruebas bioquímicas y serotipificación. Se determinó 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 
ácido nalidíxico y nitrofurantoína. Salmonella Enteritidis se encuentra entre las serovariedades más 
comunes que causan salmonelosis en el ser humano y es el serotipo más prevalente en casos de 
ETA en Paraguay. Consideramos necesario implementar medidas de intervención relacionadas con 
la educación de los propietarios de aves de traspatio. Este es el primer trabajo en el que se detectó, 
aisló y caracterizó S. enterica en aves de traspatio de la República del Paraguay.

Palabras clave: Salmonella, aves de traspatio, Paraguay.

FREQUENCY OF Salmonella enterica IN BACKYARD 
CHICKEN FROM SAN LORENZO CITY, DEPARTAMENTO 

CENTRAL, REPÚBLICA 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 serovar that may cause salmonelosis 
in the 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 
más importante a nivel mundial. En los países de 
Latinoamérica los rangos de prevalencia varían 
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 etiológico de esta enfer
medad es Salmonella enterica. Su clasificación 
taxonómica es muy compleja, actualmente se 
reconocen dos especies: S. enterica y S. bongori. 
La primera de ellas incluye seis subespecies que 
agrupan 2443 serotipos: enterica, salamae, ari- 
zonae, diarizonae, houtenae e indica (2). Estos 
microorganismos están ampliamente distribuidos 
en la naturaleza. Se los encuentra como comen
sales y patógenos en el tracto gastrointestinal de 
mamíferos 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 
lácteos, alimentos a base de cremas, vegetales 
y panificados.

En Paraguay, la cría 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 infección 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, República del Paraguay.

MATERIALES Y METODOS
Entre el 31 de marzo y 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 reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
para la detección de S. enterica. Para ello, se ex
trajo ADN a 1 ml de cada pre-enriquecimiento. Se 
utilizaron oligonucleotidos específicos (Invitrogen, 
Brasil) para la detección del gen invA S139 y S141 
(4). El volumen final de la reacción de PCR fue 
de 25 gl, y consistió en 2,5 gl de buffer de PCR 
10X (500 mM KCl, 200 mM Tris HCl), 1,25 pl de 
dNTPs (10 mM), 1,6 gl de MgCl (25 mM), 0,5 gl 
de cada oligonucleótido (0,1 nmol/gl), 0,5 gl de 
Taq DNA polimerasa (5U/gl) (Fermentas, Califor
nia, EE.UU.) y 5 gl de ADN templado obtenido de 

cada muestra. La amplificación se realizó en un 
termociclador MyCycler (Bio-Rad, CA, EE.UU.). 
Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: 
incubación inicial a 94 °C por 60 seg, seguido de 
35 ciclos de desnaturalización a 94°C por 60 seg, 
annealing a 64 °C por 30 seg y elongación a 72 °C 
por 30 seg, seguido de 7 min finales de extensión 
a 72 °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 lámpara 
azul. Como marcador de peso molecular se utilizó 
Cienmarker (Biodynamics, Bs As, Argentina).

Para el aislamiento de Salmonella spp. se 
utilizó la metodología de separación inmuno- 
magnética según las instrucciones del fabricante 
(Dynal, Invitrogen). Posteriormente, se sembró el 
inmunoconcentrado en agar xilosa lisina tergitol 
(XLT4, Acumedia), incubándose a 37°C durante 
20 h. Las colonias sospechosas fueron sembra
das en agar triple azúcar hierro (TSI, Acumedia) 
y en agar lisina decarboxilasa (LIA, Acumedia). 
Las colonias sospechosas fueron confirmadas 
por pruebas bioquímicas y serotipificación. La 
determinación de especie y subespecie se realizó 
de acuerdo con el método descripto por Poppof 
(5). La serotipificación fue realizada según el 
esquema de Kauffman-White (6) con antisueros 
somáticos y flagelares para Salmonella (Denka- 
Seiken, Tokyo, Japón). La susceptibilidad a los 
antimicrobianos se determinó por la técnica de 
difusión en disco según las recomendaciones del 
Clinical and Laboratory Standards Institute for 
Enterobacteriaceae (7). Los antimicrobianos utili
zados fueron ampicilina (AMP), amoxicilina-acido 
clavulánico (AMC), cefixima (CFM), cefotaxima 
(CTX), ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CL), 
gentamicina (GN), nitrofurantoína(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 detección 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 realizó direc
tamente del agua peptonada utilizando partículas 
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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
cuperación podría ser mayor. Sin embargo, los 
componentes de los medios de enriquecimiento 
para Salmonella pueden afectar la unión de los 
anticuerpos adsorbidos a las partículas magné
ticas.

Se aisló 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 más comunes que 
causan salmonelosis en el ser humano (11) y 
es el serotipo más prevalente en casos de ETA 
en Paraguay. Este serotipo fue el más frecuente 
entre las aves de traspatio de San Lorenzo. Es 
interesante mencionar que en la mayoría de las 
viviendas donde se tomaron las muestras, las 
condiciones higiénico-sanitarias de las aves de 
traspatio no eran adecuadas y compartían el 
hábitat con diferentes especies animales (domés
ticas y silvestres).

DISCUSIÓN
Teniendo en cuenta estas observaciones 

y los resultados obtenidos en este trabajo, con
sideramos necesario implementar medidas de 
intervención relacionadas con la educación 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 podrán prevenir potenciales 
infecciones en los consumidores.

El único 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 comprobó 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 detectó, aisló y caracterizó 
S. enterica en aves de traspatio de la República 
del Paraguay.
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RESUMEN: Las afecciones respiratorias son causantes de importantes pérdidas económicas 
en la producción de parrilleros. Estas ocasionan la muerte de animales, perjuicios en la ga
nancia de peso y conversión, así como decomisos durante la faena. Nuestro país es un caso 
singular al no estar presente la Enfermedad de Newcastle y estar prohibido el uso de todo tipo 
de vacunación contra ésta en parrilleros. Por ello se seleccionaron para la investigación 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 días que correspondían al 1% de las aves de cada lote. Las 17 granjas participantes se 
ubicaban en los Departamentos de Montevideo, Canelones y Lavalleja y pertenecían a 3 dife
rentes integraciones. La técnica utilizada fue 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 % 
a las respectivas afecciones. La evidencia serológica de Metapneumivirus y Ornithobacterium 
muestra una considerable difusión entre aves y lotes. Para ambos Mycoplasmas los positivos 
fueron escasos si lo comparamos a los diagnósticos clínicos que se efectúan.

Palabras Clave: parrilleros, enfermedades respiratorias, serología

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, poorperformanceparameter such as growthper day orfeed conversion, and 
an increase of condemnation rates. In Uruguay it is forbidden the vaccination against New 
Castle dise.ase. because the country is considered as free ofthis disease. The purpose ofthis 
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 41,17% respectively for each disease. The serological evidence of metapneumovirus and 
ORT shows a considerable diffusion 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

Dirección para correspondencia: H. Trenchi, Area de Patología y Producción Avícola - Depto Animales de 
Granja. Instituto de Producción Animal. Facultad de Veterinaria, Las Places 1550 (11600). Uruguay 
E-mail: htrenchi@ltz.de
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INTRODUCCIÓN
En la cría de parrilleros las afecciones res

piratorias son una importante causa de pérdidas 
económicas. Estas se deben tanto a la muerte 
de animales como a otros factores por ejemplo, 
disminución en la ganancia de peso, perjuicio de 
la conversión alimenticia, gastos de tratamiento y 
decomisos en el momento de la faena. Las causas 
están tanto en agentes patógenos virales y bacte
rianos como en el mal manejo de las condiciones 
ambientales de las aves. Detrás de los casos más 
graves siempre encontramos una combinación 
de ambas. En nuestro país no existen referen
cias bibliográficas respecto a estudios sobre la 
incidencia y alcance de la difusión de la mayoría 
de las afecciones más 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 Newcastle, el Minis
terio de Ganadería, Agricultura y Pesca realiza 
periódicamente encuestas seroepidemiológicas 
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 condición 
especial respecto a la enfermedad de Newcastle 
ya que el uso de cualquier tipo de vacuna (a vi
rus vivo o inactivado) está prohibido desde hace 
una década.

En el caso de ponedoras comerciales o 
reproductoras pesadas o livianas la vacunación 
está permitida con virus inactivado y con vacu
nas vivas siempre y cuando el Índice de Patoge- 
nicidad Intracerebral no exceda el valor de 0,20. 
Descartadas las afecciones mencionadas, nuestro 
interés se centró entonces en otras patologías 
respiratorias como son: Metapneumovirus (APV), 
los Mycoplasmas gallisepticum (Mg) y sinoviae 
(Ms) y por último Ornithobacterium rhinotracheale 
(Ort). Para los tres primeros agentes mencionados 
existen diagnósticos previos en nuestro país. La 
presencia de Mg se conoce desde la década de 
los 60', siendo más reciente el caso de Ms y en 
los últimos 10 años, 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 MÉTODOS
La investigación se realizó con la colabo

ración 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. El muestreo 
se realizó entre los meses de octubre 2008 y abril 
2009. Se sangraron por punción cardíaca 1866 
aves de 35 días de edad. Las mismas correspon
dieron a 17 diferentes criadores. El número de 
las muestras fue en cada caso, el 1% de las aves 
que integraban el lote. Los sueros obtenidos se 

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 óptica se utilizó 
un equipo Bio-Rad modelo 550 y los resultados 
fueron procesados con el programa de interpre
tación 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, así 
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 número de granjas positivas fue superior 
a los demás agentes (82,35 %). Si observamos la 
Tabla 2, la integración A, aparece como con mejor 
condiciones sanitarias, con porcentajes relativa
mente bajos. La integración B con porcentajes 
altos para APV y relativamente bajos para los 
otros agentes, y la C con las peores condiciones 
sanitarias.

DISCUSIÓN
La real incidencia de APV es desconocida ya 

que no existen publicaciones nacionales al res
pecto. El diagnóstico, como lo es en otros casos, 
se efectúa clínicamente con la posibilidad de error 
que ello implica. Resultó llamativa la diferencia en 
cuanto al número de aves positivas entre las di
ferentes integraciones. La difusión de la afección 
es horizontal (1) por lo que la explicación puede 
encontrarse en las diferencias de manejo y tal 
vez, en la variación de los planes de vacunación. 
Frecuentemente la gravedad de las lesiones está 
potenciada por la acción de otros virus y bac
terias presentes ya sea por desafío de campo o 
inmunización (1). En el caso de Ornithobacterium 
rhinotraheale la evidencia serológica muestra por 
primera vez su presencia en parrilleros de nuestro 
país. La difusión aceptada de esta bacteria es de 
tipo horizontal. Según la literatura disponible, 
(2) durante la cría las pérdidas no son relevan
tes (2-3%) aunque su acción se potencia por su 
asociación con otros patógenos. No obstante se 
encuentran citas de casos donde ha causado da
ños elevados por decomiso durante la faena (3).

No existen datos sobre el alcance de las 
eventuales pérdidas en nuestro medio. En cuanto 
a los Mycoplasmas, los resultados mostraron una 
realidad inesperada. Con mucha frecuencia se 
efectúan diagnósticos clínicos de su presencia 
sin realizar ningún tipo de confirmación. Con 
esa base, se realizan tratamientos con antibióti
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 etiológicos en las 
1866 muestras.

Agente Etiológico 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. Número y porcentaje de aves positivas a las distintas afecciones discriminado por integra
ción participante.

Integración APV ORT Ms Mg
A 20 25 5 5

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 %

a la escasa respuesta favorable. Si consideramos 
como origen de la infección la vía 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 exposición, solamente 
es posible aislar mycoplasmas del interior de 
los huevos fértiles en el 3% de los mismos. En 
cuanto a la difusión horizontal (6) la infección 
pasa por un período de latencia de 1 - 21 días 
al cabo de los cuales alcanza a un 5 - 10% de 
los integrantes de la población. Según el mismo 
estudio en 7 - 32 días un 90 - 95% de las aves 
desarrollan anticuerpos y en 3 - 39 días todo el 
lote se vuelve serologicamente positivo. El número 
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 dinámica 
descripta para su difusión y la edad (35 días) en 
que fueron obtenidas las muestras. La prueba de 
ELISA es menos sensible que la seroaglutinación 
(7) pero es mucho más específica. De todos modos 
es la que se utiliza actualmente como padrón de 
comparación. La producción avícola se encuentra 
muy concentrada geográficamente. Los produc
tores para diferentes integraciones se ubican en 
la inmediata vecindad y se encuentran entre
mezcladas entre ellas. Ésta circunstancia puede 
explicar la amplia difusión de afecciones cuya 
transmisión vertical no fue comprobada. Llama 
por ello poderosamente la atención las marcadas 
diferencias en el porcentaje de aves positivas en 
una y otra integración por ejemplo para APV y 

Ort. Un factor que podría 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 único en la 
selección de las instalaciones y equipamientos 
empleados por sus integrados. Los planes sa
nitarios y el número tipo y vía de aplicación de 
vacunas difiere ampliamente en sus criterios. 
El control efectuado por parte de los técnicos y 
extensionistas del manejo, ventilación durante 
la cría y las medidas de limpieza y desinfección 
previas al ingreso de un nuevo lote varían amplia
mente en sus exigencias. El contacto mediante 
camiones de reparto de alimento, pájaros de vida 
libre, personal de servicio, y la difusión aerógena 
debe considerarse donde la distancia entre gal
pones de criadores para diferentes empresas es 
de pocos cientos de metros.

Es necesario efectuar relevamientos 
serológicos periódicos para poder evaluar co
rrectamente la situación sanitaria general de 
la industria avícola, esto permitiría ajustar los 
planes preventivos a las verdaderas necesidades 
y eventualmente zonificar su aplicación.
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RESUMEN: Ornithobacterium rhinotracheale fue identificado como patógeno para las aves en 
pavos en Alemania durante 1981. Posteriormente se lo asoció a problemas respiratorios en 
patos y parrilleros. El objetivo de esta investigación fue demostrar evidencias serológicas de 
su eventual presencia en aves de postura de huevo comercial en nuestro país. La literatura 
disponible describe la clínica de la afección y su repercusión en la producción de reproduc
toras pesadas. Los 12 establecimientos que participaron en la investigación son de edades 
múltiples y de características 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 recolección se realizó durante los meses 
de mayo y junio de 2009. Los sueros se mantuvieron congelados hasta su procesamiento. 
La técnica utilizada fue ELISA empleándose kits comerciales IDEXX. La técnica se ejecutó 
de acuerdo a los procedimientos usuales, utilizando para la medición de la densidad óptica 
un lector Bio-Rad modelo 550. La interpretación de los resultados se realizó con el software 
suministrado por IDEXX. La totalidad de las 184 muestras procesadas resultaron positivas. 
Según los datos obtenidos es la primera vez que se registra evidencia serológica de Ornitho- 
bacterium rhinotracheale en ponedoras comerciales en nuestro país.

Palabras Clave: ornithobacterium, ponedoras, serología

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 in the 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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INTRODUCCIÓN
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 países incluyendo en América del Sur 
a Brasil (1), Perú (3) y Argentina (4). La gravedad 
de la afección que origina se relaciona con la 
acción de otros patógenos como los virales. Este 
sinergismo se da sea por el uso de vacunas o por 
desafíos de campo. Particularmente se citan a la 
Enfermedad de Newcastle, Metapneumovirus o 
Bronquitis Infecciosa a lo que podemos agregar 
E. coli, los Micoplasmas gallisepticum y synoviae 
y Pasteurellas. Condiciones de manejo como 
hacinamiento, mala ventilación, o altas densi
dades también influyen sobre la evolución de la 
enfermedad.

En ponedoras comerciales los 3 casos 
descriptos por Sprenger et al (5) durante 1997 
y 1998 son la principal referencia. Los síntomas 
en común entre todos ellos fueron: depresión, 
descarga nasal, senos infraorbitarios inflama
dos y dificultad respiratoria leve. Se acompañó 
con una disminución de la producción 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 días. En el año 2001 
se realiza un relevamiento serológico utilizando la 
técnica de ELISA en la región 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 producción.

MATERIALES Y MÉTODOS
Durante los meses de mayo y junio de 

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

Para la detección de anticuerpos a Orni- 
thobacterium rhinotracheale se utilizó la técnica 
de ELISA empleándose kits comerciales de la 

firma IDEXX. Los mismos fueron recibidos por 
colaboración de la Agencia de Cooperación Inter
nacional del Japón (JICA) en el marco del Proyec
to PROVETSUR. Según las especificaciones del 
productor son capaces de determinar la presencia 
de los serotipos A hasta M del O. rhinotracheale. 
La técnica se ejecutó de acuerdo a los procedi
mientos usuales utilizando para la medición de 
la densidad óptica un lector Bio-Rad modelo 550. 
La interpretación de los resultados se realizó con 
el software suministrado por IDEXX.

RESULTADOS
La totalidad de los 184 sueros estudiados 

resultaron positivos. No existió ninguna dife
rencia entre las aves explotadas en piso con las 
de jaula. La edad de los lotes al momento de la 
obtención de la muestra (entre 57 y 117 semanas 
de vida) tampoco implicó cambio en cuanto a la 
incidencia.

DISCUSIÓN
Las menciones a la relación directa entre 

Ornithobacterium rhinotracheale y la disminu
ción de la producción de huevos son escasas. 
La mayoría 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 estimó en 94,62 % (1). En 
Japón 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 Perú de 19 aislamientos efectua
dos solamente uno correspondió a ponedoras 
comerciales (3). No se encontraron citas donde 
se evalúe pérdidas del sector huevo con la excep
ción de lo mencionado por Sprenger y col (5). En 
nuestro caso particular, la totalidad de los lotes 
estudiados habían recibido en alguna oportuni
dad antibióticos sin que mediara un diagnóstico 
concreto de una afección respiratoria. En todos 
los casos los propietarios los definieron como 
de comportamiento productivo normal para los 
estándares de cada granja.

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

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

En las descripciones se menciona la capa
cidad de difusión 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 excepción de una 
granja, las restantes se ubicaron dentro de la 
cuenca avícola donde existe una gran concen
tración de establecimientos. La producción 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 difusión horizontal del agen
te. La difusión vertical, aunque discutida, debe 
tomarse en cuenta (8). El plan de vacunación que 
se aplica más comúnmente en aves de postura en 
nuestro medio finaliza antes de la postura. Por 
ello la posible circulación de virus respiratorios 
depende solamente de los desafíos de campo y 
no de revacunaciones que son usuales en otros 
países. Ésta condición resta posibilidades al de
sarrollo del agente.

En el presente trabajo se demuestra por 
primera vez en nuestro país evidencia serológica 
de la presencia de Ornithobacterium rhinotra- 
cheale en ponedoras. Es necesario efectuar el 
aislamiento del agente así como determinar sus 
características. Es de particular interés conocer 
los serotipos actuantes así como su comporta
miento frente a los antibióticos y dosis utilizados 
hasta el presente.
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RESUMEN: Ornithobacterium rhinotracheale fue identificado como patógeno 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 serología está reportada 
en Brasil (1998), Perú (1999) y Argentina (2009 enviado a publicar).El interés en demostrar la 
eventual presencia de anticuerpos al patógeno en nuestro medio se relaciona a importantes 
pérdidas económicas registradas en la producción de parrilleros en otras áreas geográficas. 
Se obtuvieron 1870 muestras de sangre de parrilleros con 35 días de edad que correspondían 
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 fue ELISA con 
kits comerciales (IDEXX). Resultaron positivos 47 sueros correspondientes a 2.52% del total. 
De los 17 lotes estudiados, 14 tenían aves positivas (82,35%). Se encontraron positivos en 
las 3 integraciones.Los resultados demuestran por primera vez evidencia serológica de la 
presencia de Ornithobacterium rhinotracheale en parrilleros en nuestro país.

Palabras Clave: ornithobacterium; parrilleros; serología.

SEROLOGICAL EVIDENCE OF INFECTION WITH 
Ornithobacterium rhinotracheale IN BROILERS IN URUGUAY

ABSTRACT: In Germany during 1981 Ornhitobacterium 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% of the total broiler 
population of the 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. Of the 17 farms in the 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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INTRODUCCIÓN
Ornithobacterium rhinotracheale es un ba

cilo Gram negativo inmóvil, no esporulado, no 
hemolítico que se desarrolla en medios sólidos 
conteniendo sangre de oveja (5-10%), con pre
ferencia en condiciones de microaerofília. Los 
primeros aislamientos se realizan en el norte de 
Alemania en 1981 en pavos con sintomatología 
respiratoria. Su difusión a nivel mundial es rápi
da (2) (3). En América del Sur fue diagnosticada 
en Brasil en 1998 (4), Perú 1999 (5) y Argentina 
2009 (6). La sintomatología en parrilleros es res
piratoria con estornudos, lacrimación y descarga 
nasal. A la necropsia neumonía y aerosaculitis. 
En estas condiciones la mortalidad relacionada 
a su presencia es de 1 - 2%. El propósito de esta 
investigación fue determinar mediante evidencia 
serológica la presencia de Ornithobacterium rhi- 
notracheale en la población de pollos parrilleros 
producidos en Uruguay.

MATERIAL Y MÉTODOS
El muestreo se realizó 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. 
Correspondían al 1 % del total de la población 
de cada granja. En todos los casos eran explota
ciones de edades únicas y tenían al momento del 
muestreo 35 días de edad. La sangre se obtuvo 
por punción cardíaca. 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 óptica un lector Bio-Rad modelo 550. 
La interpretación de los resultados se realizó 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 pertenecían las aves 
tenemos respectivamente: A) 1,95 %, B) 2,61 % 
y C) 5,0 %. Los 3 lotes donde no se registraron 
positivos pertenecían a la integración A.

DISCUSIÓN
Los textos de patología clásicos atribuyen la 

difusión de la afección a la trasmisión horizontal 
(1). Sin embargo existe evidencia que muestra la 
posibilidad de su trasmisión en sentido vertical 
(3). Otro elemento a considerar es que la vacu

nación a germen inactivado de los reproductores 
protegió a su progenie hasta los 28 días de edad 
(3).

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

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

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

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

La investigación 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 
país. No existe información previa a nivel nacio
nal relacionada a la determinación de serología 
positiva o aislamiento de O. rhinotracheale.
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Resumen: Las enfermedades reproductivas son una de las principales causas de los bajos 
índices de procreo en Uruguay. El diagnóstico de estas enfermedades se lleva a cabo por 
diversas técnicas de laboratorio; la mayoría de las cuales no permiten la diferenciación de 
las distintas subespecies de cada microorganismo, hecho que si se puede determinar por 
medio de la técnica de PCR. En este estudio se intentó 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. Para ello, 100 pajuelas de semen de bovinos de 
distintas razas fueron procesadas mediante PCR utilizando “primers” específicos para cada 
una de las enfermedades en estudio. Todas las muestras analizadas resultaron negativas a 
la detección de genomas de los agentes mencionados. Esta investigación permitió comprobar 
el buen nivel de los centros de reproducción evaluados, repercutiendo favorablemente en la 
sanidad del rodeo nacional. Así mismo, el chequeo de pajuelas de semen por medio de la 
técnica de PCR demostró ser una herramienta necesaria que debería ser utilizada de rutina 
ya que permite un rápido y eficiente diagnóstico.

Palabras Clave: bovino - diagnóstico - 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 of the 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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INTRODUCCIÓN
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 etiológicos des
tacándose 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, 
reabsorción embrionaria, repetición de celo o 
infertilidad en hembras, terneros con defectos 
teratogénicos y machos persistentemente infecta
dos (PI). Su agente etiológico pertenece a la familia 
Flaviviridae, y presenta desde el punto de vista 
de su comportamiento in vitro, cepas citopáticas 
como no citopáticas (4). El BoHV-1 infecta tanto 
el tracto respiratorio como el genital, causando 
diversos trastornos reproductivos. En terneros 
jóvenes puede causar encefalitis, aunque el 
agente causal de esta enfermedad está clasificado 
actualmente como Herpesvirus bovino 5 (BoHV- 
5) (5). Dentro de las principales enfermedades 
bacterianas, se encuentra la Campylobacteriosis 
genital bovina, que se caracteriza por ocasionar 
infertilidad, repetición de celo y abortos. El agente 
etiológico es Campylobacter fetus con 2 subespe
cies: venerealis y fetus (6). La Tricomoniasis geni
tal bovina produce repetición de celo, infertilidad, 
piómetra 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 últimas décadas no ha sido de
tectada (5). Si bien estas enfermedades son de 
transmisión venérea, y aunque la proporción de 
establecimientos que utilizan la inseminación 
artificial es baja, su uso constituye un medio muy 
importante para su difusión. Las limitaciones del 
aislamiento de estos agentes infecciosos a partir 
del semen pueden ser superadas con el empleo de 
técnicas moleculares como la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR), que ha demostrado ser 
altamente sensible y específica en el estudio de 
genomas de diversos microorganismos (8, 9, 10). 
El objetivo de este estudio fue evaluar la condición 
sanitaria del semen bovino congelado de origen 
uruguayo que se comercializa en nuestro país 
por medio de la técnica de PCR.

MATERIALES Y MÉTODOS 
MUESTRAS Y SEPARACIÓN DE 
FRACCIONES SEMINALES:

Se analizaron 100 pajuelas de semen de 
distintas partidas, pertenecientes a 35 toros na

cionales de razas predominantes a nivel nacional 
(63 Holando, 22 Hereford, 9 Aberdeen Angus, 3 
Limousin y 3 Brangus) de distintos centros de 
reproducción del país, concentrados en 5 estable
cimientos que congelan semen. El fluido seminal 
se separó en tres partes mediante centrifugación 
(7000 g 10 min): 500 gl de plasma para la obten
ción de ARN, 500 gl de plasma para la obtención 
de ADN y el pellet celular para extracción de ADN 
de células totales.

EXTRACCIÓN DE ARN PARA DVB:
El ARN total fue obtenido mediante el reac

tivo de TRIzol® (Invitrogen). Para ello, 500 gl de 
plasma seminal se mezclaron y agitaron durante 
10 min con 500 gl de TRIzol® y 220 gl de clorofor
mo. Posteriormente a ser centrifugado a 12000 g 
por 10 min, la fase acuosa superior (650 gl) fue 
precipitada con 750 gl de isopropanol a -20° C, se 
centrifugó a 12000 g por 10 min, se secó a 37 °C 
por 10 min y se resuspendió con agua libre de 
nucleasas (40 gl).

TRANSCRIPCIÓN REVERSA:
Para el primer paso de síntesis de ADN 

copia se incubaron 5 min a 70°C, 5 gl de ARN, 
1 gl de Random Primers® (Biodynamics) y 9 gl 
de agua libre de nucleasas. Luego se realizó la 
segunda etapa, agregándose a la mezcla anterior 
5 gl Buffer MMLV (Promega), 1gl de dNTPs, 1 gl 
RNasin (Promega), 1 gl MMLV transcriptasa re
versa (Promega) y 2 gl de agua libre de nucleasas 
(total 25 gl), incubándose a 37 °C una hora para 
permitir la síntesis del ADN copia.

EXTRACCIÓN DE ADN:
Se realizó la extracción de ADN de plasma 

seminal para BoHV siguiendo el protocolo de 
extracción destinado a sangre entera de Wizard® 
Genomic DNA Purification Kit, mientras que para 
Campylobacter fetus y Tritrichomona foetus foetus 
se utilizó el pellet seminal siguiendo el protocolo 
para bacterias Gram negativas del kit anterior
mente citado.

PRIMERS:
Para DVB las secuencias fueron: 324F 

5'ATGCCCTTAGTAGGACTAGCA3' y 326R 5' 
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 porción 
genómica 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 específicos 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.

REACCIÓN EN CADENA DE LA 
POLIMERASA (PCR):

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

72 °C por 1 min. En todos los casos, se realizó un 
ciclo inicial de desnaturalización a 95 °C 10 min 
y un ciclo final de extensión a 72 °C 5 min en un 
termociclador Corbett Research, Modelo Palm- 
Cycler®. Los productos de amplificación (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 o 2,5 % de acuerdo al tamaño 
de producto esperado y fueron visualizados en 
transiluminador con luz ultravioleta después 
de ser teñidos por 10 minutos en 0,5 gg/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 detección de 
los agentes estudiados. En todos los casos se 
obtuvieron resultados positivos con las cepas 
controles, lo cual valida las técnicas realizadas 
(Figura 1).

DISCUSIÓN
Los diagnósticos 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 

C. f. fetus T. foetus DVB

BoHV-1 C. f. venerealis

Figura 1: Amplificación 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. f. fetus, T. foetus, DVB, BoHV-1 y 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)

48 An Ale c tA ve te r in A r iA 2010; 30 (Su p): 46-49 iSSn 0365-5148



JICA

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 inmunosupresión. 
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 así 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 serológicamente. Con esta técnica 
se logra la detección 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, así como en 
el trabajo diario con los animales. Asimismo, las 
razas procesadas son de importancia ya que se 
trata de las razas más representativas en nuestro 
país, 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
nación artificial (5).

Se logró demostrar que el análisis de se
men por la técnica de PCR es rápido y sensible, 
permitiendo certificar la condición de libre de los 
principales agentes infecciosos, y de esta manera 
se puede controlar la diseminación 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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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 específicos fue 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 comparación de las prevalencias de la infección a 
N. caninum entre las terneras y las vacas, permitió asumir que la principal vía de infección 
en este caso, fue la vertical.

Palabras clave: enfermedades abortígenas, 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 

producción bovina en el Uruguay se encuentran 
principalmente la diarrea viral bovina (DVB), la 
rinotraqueítis 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 
económicas 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 así también 
producen pérdida de peso y disminución en la 
producción láctea.

El virus de la DVB, pertenece a la familia 
Flaviviridae, género Pestivirus y la principal 
característica de este virus es su variabilidad 
genética y antigénica. Las consecuencias de esta 
diversidad se reflejan en el espectro de manifesta
ciones clínicas y lesiones (1), dificultando además 
su diagnóstico y limitando la protección brindada 
por el empleo de vacunas. Según sus efectos en 
los cultivos celulares, los Pes tivirus se dividen en 
biotipos citopáticos (CP) y no citopáticos (NCP). 
Los virus CP ocasionan vacuolización 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 mayoría de las formas 
clínicas como así también es el único capaz de 
originar infección persistente. El biotipo CP es 
aislado solamente de animales con enfermedad 
de las mucosas y se origina por mutación a partir 
del biotipo NCP. No existe una clasificación del 
virus de la DVB basada en la serotipificación y 
estudios de neutralización entre distintas cepas 
demuestran que pertenecen a un grupo seroló- 
gicamente relacionado, dentro del cual hay un 
espectro antigénico con reacción 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 primoinfección y ante 
situaciones de estrés como el transporte, el parto 
y tratamientos con glucocorticoides el virus puede 
ser reactivado y excretado produciendo nuevas 
manifestaciones clínicas o subclínicas (3). En el 
Uruguay el BoHV fue aislado por primera vez en 
1981, en el año 1999 el subtipo 1.1 fue aislado de 
un ternero con sintomatología 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 

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

La Chlamydophila abortus serovar 1 ha sido 
descripta en muchos países del mundo como 
causante del aborto epizoótico bovino. La vía de 
transmisión puede ser vertical u horizontal; los 
animales pueden infectarse en cualquier época 
del año y a cualquier edad. Los síntomas clínicos 
en hembras son el aborto en el último mes de la 
gestación y repetición del celo, aumento del inter
valo parto-concepción y del número de servicios o 
de inseminaciones. En el Uruguay, una primera 
determinación de anticuerpos (Ac) en tambos, 
emitió una prevalencia de 28 % (5).

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

Debido a los antecedentes expuestos sobre 
la circulación de estos agentes en el Uruguay, el 
objetivo del presente trabajo consistió en actua
lizar la información 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 determinación de Ac contra DVB e 
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IBR-AB, 420 muestras fueron analizadas para 
detección 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 
Cooperación Internacional del Japón) 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 osciló 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% y 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 
recirculación de estos agentes entre la población 
bovina y que los Ac detectados son debidos a 
exposición 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 último estudio, se presume 
que la diferencia de prevalencias halladas pudo 
deberse a la inclusión de más terneras en el es
tudio que aquí se presenta, dado que los equipos 
de diagnóstico utilizados fueron los mismos. 
Ambos estudios realizados constituyen las pri
meras determinaciones de Ac contra un agente 
hasta el momento declarado como exótico 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 año 2006 
para establecimientos con infección endémica 
(10, 11). La comparación entre las prevalencias 
de las terneras y las vacas arroja guarismos muy 
similares en todos los establecimientos, con ex
cepción de dos establecimientos, en los cuales la 
infección fue considerablemente más frecuente 
en las vacas que en las terneras. Ello permitiría 
suponer razonablemente, que en los estableci
mientos estudiados se ha verificado la trasmisión 
vertical. De haber ocurrido la infección directa 
a través de la participación de los perros como 
eliminadores de ooquistes de Neospora, existiría 
una distancia apreciable entre las prevalencias de 
las categorías jóvenes y los animales adultos. En 
otros dos establecimientos, la infección 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 neosporósico puede 
tener carácter repetitivo, y además no es posible 
en la práctica la esterilización parasitológica de 
los animales infectados.

Se concluye que por los guarismos obteni
dos en la detección de Ac contra estos agentes 
ameritan la profundización de estas investiga
ciones y analizar cada establecimiento en forma 
individual.
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