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Editorial

LAPUBLICACION TECNICA «VETERINARIA»Y LA PROFESION

Con mas de cincuenta afios de existencia,
lo que la convierte en la publicacion téc-
nica mayor tiempo en Uruguay, VETE-
RINARIA, no solo ha sido la precursora
en el Pais como publicacion de alto con-
tenido técnico, si no que en realidad ha
significado una antorcha como guia en el
camino de la profesion y lo proyecta ha-
cia un horizonte siempre desafiante, pero
al mismo tiempo de inestimable matiz
orientador.

Debemos ser conscientes de lo anterior,
para comprender y apoyar el esfuerzo
callado, constante y sin reclamos de nin-
gun tipo, de un grupo de muy capacita-
dos técnicos, que piensan y trabajan por
todos nosotros, buscando aportarnos
nuevos conocimientos, con la garantia de
ser una publicacion arbitrada.

Estamos trabajando en tres proyectos
para regular y proteger el accionar de los

Veterinarios y al mismo tiempo supervi-
sar su gestion y nos llama realmente la
atencion, la cantidad de campos profe-
sionales que se encuentran presentes y
otros vienen en camino mediante la in-
quietud de colegas precursores. Esta rea-
lidad y el significado que representa para
nosotros lo que sucede y vendra en muy
poco tiempo, multiplica la necesidad de
ofertas de actualizacion técnica y de al-
ternativas innovadoras. Si hiciéramos una
relacion de todas las opciones de orienta-
cion que hoy disponemos, podriamos
seguramente, valorar mucho mas nuestra
profesion y al tiempo de respetarla, pro-
yectarla sobre la sociedad para que defi-
nitivamente reconozca al Veterinario en
el sitial de las profesiones lideres en Uru-
guay y en el mundo.

Para al renovar en forma permanente los
conocimientos que tenemos e incremen-

tarlos, debemos comprender y aceptar
que el titulo profesional es solo la herra-
mienta basica para cultivar las instancias
que vendran y mafiana tendremos nuevas
historias y realidades, cada vez mas pro-
fundas y mas desafiantes, para nuestras
vidas.

Por ello este modesto homenaje a esta
sefera publicacion, revolucionaria en su
origen y Unica razon, en su continuidad;
a los tan esforzados como capacitados
editores, a todos los técnicos que apor-
tan para el éxito, muchas gracias y un lla-
mado a todos para unirnos a este esfuer-
zo con un pequefio, pero seguramente
fructifero, aporte que la hara cada dia mas
destacada e imprescindible en nuestra bi-
blioteca de consulta y como apoyo al acer-
vo del conocimiento.

Recaredo Ugarte
Presidente
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Articulo Original - Arbitrado

Aislamiento de Complejo Mycobacterium avium (MAC) en parques
zooldgicos y reservas de fauna de Uruguay en el periodo 1978-2008

Errico, F; Silva-Paravis, M.?%3; Castro-Ramos, M.*

RESUMEN

En el periodo 1978-2008 se procesan cuarenta y siete muestras
de animales provenientes de parques zooldgicos y reservas de
fauna de Uruguay. Se desarrollan estudios bacterioldgicos es-
tandarizados para cultivar y caracterizar micobacterias a partir
de muestras de: bazo, epiplon, estomago, ganglios, higado, pan-
creas, peritoneo, pleura, pulmon, rifiéon e hisopados nasales y
traqueales. De las cuarenta y siete muestras procesadas se ais-
lan trece cepas del complejo Mycobacterium avium (MAC):
nueve de muestras de aves (un aguila mora, dos faisanes, un
pavo real, un pato blanco, dos patos comunes, un cuervo, y
una pava de monte), de mono capuchino, de ciervo axis, de
coatiy de cabra de Gabon. Se recomienda implementar norma-
tivas sanitarias de tuberculinizacion a todos los animales de
zoolodgicos y reservas de fauna, y proceder a implementar me-
diada sistematicas de higiene y desinfeccion en los en los «ha-
bitat». Ademas por tratarse de una zoonosis, establecer medi-
das de prevencion e higiene para el personal encargado del cui-
dado de los animales de estos establecimientos, como asi a los
visitantes de estos espacios recreativos.

Palabras clave: mycobacterium- zool6gico-zoonosis

SUMMARY

Forty-seven samples of animals from zoological parks and
reserves of fauna of Uruguay were processed in the period
1978-2008. Bacteriological studies to cultivate and characterize
Mycobacteria samples from spleen, omentum, stomach, nodes,
liver, pancreas, peritoneum, pleura, lung, kidney and nasal and
tracheal secretion were made .Of the Forty-seven processed
samples thirteen strains of Mycobacterium avium (MAC) were
isolated from birds: nine samples of (Moorish Eagle, two
pheasants, a Peacock, a White Duck, two common ducks, a
Raven, and kettle of Mount), of Capuchin monkey of de red
deer axis, of coati and goat of Gabon. We recommend
implementing intradermals tuberculine test to all animals in
zoos and wildlife reserves, and proceed to implement systematic
measures of hygiene and disinfection in the _ «habitats». In
addition, because it is a zoonosis, establishing measures of
prevention and hygiene for personnel in the charge of animals
care in these establishments, as well as visitors to these
recreational spaces.

Key words: mycobacterium - zoological-zoonosis

INTRODUCCION

El complejo Mycobacterium avium
(MAC) comprende las especies de creci-
miento lento [M. avium (Mav) y M.
intracellulare (Mintra)], de distribucion
ubicua en el ambiente (4, 16).

La bibliografia sobre ocurrencia de tuber-
culosis aviar es profusa en casi todas las
regiones del mundo (13, 21, 31, 36, 39).
Esta enfermedad se presenta en aves en
cautiverio y en estado silvestre. También
causa enfermedad en animales domésti-
cos como es el caso de cerdos y cabras
(24, 25, 27). Hay comunicaciones de esta
patologia en visones (Mustela vison) y
en coaties (Nasua nasua) en cautiverio y
en especies en estado silvestre como es
el caso de ciervos rojos en Escocia (1,
21, 28). En humanos, las especies del

MAC se asocian con patologias como
linfadenitis cervical en ninos, enfermedad
pulmonar croénica e infecciones genito-
urinarias en adultos, e infecciones dise-
minadas en individuos con SIDA (8, 18,
21). Durante la prolongada pandemia de
VIH/SIDA, el bacilo tuberculoso aviar ha
tenido una incidencia muy particular con
respecto a la salud publica (1, 19, 44).

En Argentina y Uruguay, en la década de
los aflos 1970 y 1980 la presencia del
MAC, es constante en numerosas inves-
tigaciones tanto en animales como huma-
nos (2,5, 11, 14, 38).

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es presentar
los resultados de aislamiento y caracteri-
zacion de cepas del Complejo M. avium
(MAC) de muestras provenientes de

parques zooldgicos y reservas de fauna
en el periodo 1978-2008.

1. Comunicacion personal: Castro-
Ramos, M.

MATERIALESY METODOS

a) Métodos de bioseguridad en el
campo

El operador de la extraccion de la mues-
tra con lesiones similares a tuberculosis,
debe estar equipado con mameluco, bo-
tas, guantes, tapaboca y lentes descarta-
bles para posteriormente ser eliminados.

Las muestras sospechosas del MAC se
extraeran con material quirurgico (tijeras,
bisturi, pinzas), las que se introduciran
en bolsas estériles debidamente identifi-
cadas y colocadas en cajas (carton, espu-
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maplast o madera). Ademas incluira el
protocolo de remision de muestras (es-
pecie, lesiones encontradas, 6rganos que
remite y antecedentes del establecimien-
to) y refrigerante.

Se enviara al laboratorio dentro de las 24
horas de su extraccion.

b) Métodos de bioseguridad en el
laboratorio

El laboratorio cuenta con cabina de bio-
seguridad clase I A/B3, equipo de tritu-
racion de las muestras (Stomacher), cen-
trifuga con camisa de bioseguridad (IEC),
incinerador eléctrico de asa y estufas de
cultivo exclusivas para el cultivo de mi-
cobacterias.

El operador debe estar equipado con ves-
timenta de uso exclusivo de laboratorio,
guantes, lentes y tapaboca.

c¢) Origen de las muestras

Las muestras enviadas al laboratorio pro-
venian de diferentes parques zooldgicos
y reservas de fauna de Uruguay. Totali-
zaron cuarenta y una muestras de zoolo-
gicos y seis de reservas de fauna. Ellas
pertenecian a: dos pingiiinos (Spheniscus
magellanicus), un ganso (Anser anser),
un aguila mora (Genaroaetus melanoleu-
cus), tres patos comunes (Anas clypea-
ta), un pavo real (Pavo cristatus), dos
faisanes de collar (Phasianus colchicus),
una urraca azul (Cyanocitta cristata), un
cuervo (Corvus corax), un pato blanco
(Bucephala alveola), una pava de monte
(Penélope obscura), tres jaguares
(Panthera onca), un tigre (Panthera ti-
gris), un oso pardo (Ursus arctos), diez
leones marinos sudamericanos (Otaria
flavescens), tres lobos marinos sudame-
ricanos de dos pelos ( Arctocephalus aus-
tralis), tres gatos montés (Felis silves-
tris), dos cabras (Capra hircus), una ca-
bra de Gabon, un ciervo axis (AXis axis),
una mangosta (Herpestes ichneumon),
dos chimpancés (Pan troglodytes), un
mono capuchino (Cebus capucinus), un
elefante (Elephus maximus), un roedor
(rata de agua), un hurén (Mustela puto-
rius furo), y un coati (Nasua nasua),
(Cuadro 1).

d) Muestras enviadas

Se establecid previamente con los respon-
sables de zoolodgicos o reservas, que fren-
te al hallazgo de lesiones similares a tu-

berculosis, el material enviado debia ser
debidamente acondicionado, refrigerado y
acompanado de un protocolo con la in-
formacion del origen, especie, lesiones
encontradas y organo/s remitido/s. Las
muestras recepcionadas durante el perio-
do 1978 -2008 se presentan discrimina-
das en el cuadro 1, detallandose los 6rga-
nos y otros materiales bioldgicos exami-
nados que correspondieron a cada animal.
En dos ocasiones se recibieron dos cada-
veres de aves enteras (un faisan de collar
y un pato blanco). También cuatro cada-
veres de leones marinos sudamericanos y
un cadaver de mono chimpancé. De las
cuarenta y siete muestras, solamente cin-
co no fueron procesadas mediante estu-
dios histopatologicos (un gato montés, y
cuatro hisopados nasales y traqueales de
jaguar), las restantes muestras fueron
analizadas en la Seccion de Histopatologia
de nuestra institucion. (Figura 1).

Cuadro 1.

e) Aislamiento e identificacion

1) Método de descontaminacion: El
procesamiento de descontaminacion de
todas las muestras se cumplié de acuerdo
a los métodos descriptos por (Tacquet),
utilizandose el acido oxalico al 5% (40).

2) La baciloscopia: Se realizo utilizan-
do la técnica de Ziehl-Neelsen (6).

3) El cultivo y aislamiento: Se siguie-
ron con rigurosidad los procedimientos
descriptos por el Centro Panamericano
de Zoonosis (6). Para ello, se emplearon
los medios de cultivo a base de huevo:
Lowenstein-Jensen y Stonebrink. Las
siembras se incubaron durante dos meses
a 37 °C en estufa de cultivo, efectuando-
se una lectura semanal.

4) Identificacion de micobacterias: Las
cepas aisladas se identificaron en base al
aspecto microscopico (Ziehl-Neelsen),
tiempo de desarrollo, comparacion de cre-

N° de individuos

Muestras analizadas

Especie animal

2 pinguinos

sacos aéreos

1 ganso peritoneo
1 4guila mora higado
3 patos comunes higado

un pavo real
2 faisanes
1 urraca azul

higado, pulmén
bazo, higado, rifiéon
higado, intestino

1 pato blanco higado

1 cuervo higado

1 pava de monte higado

3 jaguares pulmon, hisopados nasales y traqueales
1 tigre pulmon

1 mangosta pulmon

1 rata de agua epidermis

2 chimpancé ganglios, pulmén

1 elefante material purulento

1 cabra de Gabon higado

10 leones marinos ganglios, pulmén

1 oso pardo pancreas

3 lobos marinos pulmoén

2 cabras higado, pulmén

1 huréon bazo, higado, pulmoén
3 gato montés pulmon, rifién

1 coati pulmon, rifdén

1 ciervo axis
1 mono capuchino

higado, rifion
higado, rifion
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Figura 1. Lesiones tipicas granulomatosas
de un trozo de higado de Pava de

monte (Penélope obscura).

cimiento entre los medios de Léwenstein-
Jensen y Stonebrink, morfologia de las
colonias, cromogenicidad, fotocromoge-
nicidad y temperatura de crecimiento de
acuerdo a los métodos descriptos en el
Manual del Centro Panamericano de
Zoonosis/OPS-OMS.

La caracterizacion de las cepas aisladas
se complement6 con las siguientes prue-
bas bioquimicas: niacina, reduccion de
nitrato, catalasa a temperatura ambiente
y 68 °C, hidrolisis de Tween 80, reduc-
cion de telurito de potasio al 0,2%, B-D
galactosidasa, ureasa y pirazinamidasa.
(32, 37).

RESULTADOS

De las cuarenta y siete muestras estudia-
das, se aislaron y tipificaron 13 (trece)
cepas del complejo M. avium (MAC).
Nueve cepas se aislaron de muestras de
aves (un aguila mora, dos faisanes, un
pavo real, un pato blanco, dos patos co-
munes, un cuervo, y una pava de monte),
de mono capuchino, de ciervo axis, de
coati y de cabra de Gabon. (Figura 2,
Cuadro 2).

DISCUSION

Durante las décadas de 1970 y 1980 hubo
un aumento de los estudios de las cepas
pertenecientes al complejo M. avium
(MAC) tanto en salud animal como salud
publica, incluso en relacion al plano eco-
logico (3, 29, 35, 42). Debido a las carac-
teristicas intrinsecas de los agentes MAC,
las contaminaciones mas frecuentes y de

Figura 2. Ziehl-Neelsen donde se observan Bacilos Acido
Alcohol Resistentes de un sedimento sembrado
de 6rgano de ave.

mayor riesgo para la diseminacion de la
infeccion (circulacion microbiana) son los
santuarios o nichos donde se congregan
las aves y otras especies animales en los
bordes hiimedos de corrientes y deposi-
tos de agua. En este trabajo se demostro
la presencia de subespecies integrantes
del complejo M. avium (MAC) en ani-
males silvestres y en cautiverio y su pro-
liferacion mediante heces, orina y aguas
de rios, arroyos y lagos contaminados,
como lo corroboraron diferentes investi-
gaciones en diversas regiones del mundo
(12,15, 17).

En humanos, debido a la pandemia de
VIH-SIDA, el complejo aviar habria ju-
gado un papel importante en las patolo-
gias causando infeccion pulmonar e in-
cluso tuberculosis generalizada (4, 7, 20,
44). En medicina pediatrica se encontrd
la presencia de M. avium en linfadenitis
cervical, infeccion pulmonar y enferme-
dad diseminada (10, 33).

El control de los microorganismos del
complejo Mycobacterium avium es difi-
cil por la participacion fundamental en
esta dispersion de las aves migratorias y
los reservorios naturales (21, 26, 30, 34).

En cuanto al complejo M. avium, en par-
ques zoologicos y reservas de fauna, nues-
tros hallazgos coinciden con los descrip-
tos por diferentes autores: por ejemplo
(Kearns) (26), quien publicé casos de M.
avium, el primero, en el sistema 6seo de
una paloma de alas blancas (Columba
corensis) y el segundo en un tragopan de
Cabot (Tragopan caboti), el cual presen-

taba granulomas tuberculosos en el ceco,
higado y bazo. Montali (30), en el Natio-
nal Zoological Park de Estados Unidos
de América en un periodo de siete afos
comprobé la infeccion de M. avium en
ciento treinta y siete aves, causadas prin-
cipalmente, por el serotipo 1. Thoen y
Himes (41), hicieron una compilacion de
infecciones micobacterianas en parques
zoologicos y reservas de Estados Unidos
de América, comprobaron diferentes ca-
sos de M. avium, por ejemplo, de cangu-
ros y monos con complicaciones digesti-
vas y ganglionares. En el afio 2009 en
Argentina, Traversa (43) confirmo la pre-
sencia de M. avium entre otras micobac-
terias en pumas (Felis concolor). A su
vez en el zooldgico «La Maxima» de la
ciudad de Olavarria de Argentina, Jorge
(23) aislo M. avium de Rhea americana
y de Gallus sp.

En las aves la forma mas comun de infec-
tarse y contraer la enfermedad es a través
de la exposicion a gran numero de micro-
organismos patdégenos en el ambiente
donde se congregan y habitan. Aves y
otras especies animales con sistemas in-
munes deprimidos o aves y otros anima-
les jovenes también suelen ser suscepti-
bles. La transmision vertical es posibili-
tada por la contaminacion fecal del huevo
y se sospecha que se produce antes de la
ovoposicion. La transmision horizontal
puede ocurrir por compartir un mismo
espacio ambiental propenso al hacina-
miento.
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Cuadro 2. Relacion entre animales, 6rganos sembrados, lesiones, baciloscopia, aislamiento e identificacion.

Especie Organo Lesiones Ziehl- Aislamiento Identificacion
Neelsen

Aguila mora higado si +BAAR si MAC
Faisan higado si + BAAR si MAC
Faisan bazo/higado si + BAAR si MAC
Pavo real higado/pulmon si + BAAR si MAC
Pato blanco higado si + BAAR si MAC
Pato comtin higado si + BAAR si MAC
Pato comtin higado si + BAAR si MAC
Cuervo higado si + BAAR si MAC
Pava de higado si +BAAR si MAC
Monte

Mono higado/rifion si + BAAR si MAC
capuchino

Ciervo axis higado/rifién si + BAAR si MAC
Coati bazo, epiplon si + BAAR si MAC
Cabra  de bazo, higado si + BAAR si MAC
Gabon

BAAR: Bacilos Acido Alcohol Resistentes; MAC («Mycobacteriun avium complex»).

CONCLUSIONES

1.

La prueba tuberculinica, como diag-
nostico indirecto, es la herramienta
mas eficaz para la prevencion de la
enfermedad. Esta deberia efectuarse
una vez al afio a todos los animales
incluidas las aves de parques o reser-
vas. El hallazgo de «reactores» a la
prueba intradérmica trae como con-
secuencia la identificacion del animal
infectado, su segregacion del ambien-
te y ulterior sacrificio sanitario y el

envio de sus o6rganos al laboratorio
para su estudio bacterioldgico e histo-
patoldgico. Ademas se recomienda
efectuar la cuarentena correspondien-
te a los nuevos individuos que ingre-
sen al establecimiento.

Las medidas sistematicas de higiene
y desinfeccién de lugares comunes
donde habitan los animales son nece-
sarias, incluidas las jaulas, comede-
ros y bebederos, como también los
diversos equipos utilizados y dese-
chos de la alimentacion, limpieza, etc.

Debido al caracter de zoonosis del
complejo M. avium (MAC), se reco-
mienda establecer un programa de
prevencion y cuidado del personal de
zoologicos y parques de reserva de
animales.

Los agentes de la salud responsables
de los zooldgicos o reservas de ani-
males, deben disponer de un progra-
ma de comunicacion e informacion
para los visitantes de estos espacios
comunitarios y advertir sobre los ries-
gos, principalmente en seres huma-
nos inmunocomprometidos, inclu-
yendo personas jovenes y de edad
avanzada.
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Estudio comparativo de tres técnicas diagnosticas para la Leucosis
Enzodtica Bovina y analisis del efecto de enfermedades concurrentes sobre

la formula leucocitaria

Rama, G.»?:Meikle A.2;Puentes, R.3; Moratorio G.*; Nicolini, P.2;Pessina P.2; Furtado A.3;

Pritsch, 0.4

RESUMEN

En este trabajo se compara la sensibilidad y especificidad de las
metodologias de inmuno-difusion en gel agar (IDGA), ensayo
por inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) y reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) tradicional en el diagndstico de
Leucosis Enzodtica Bovina (LEB), en 65 vacas Holando. Ade-
mas, se reporta el porcentaje de animales positivos que presen-
tan linfocitosis y cambios en la formula leucocitaria y que per-
tenecen a dos tambos de los cuales s6lo uno presenta registros
sanitarios diarios. Los calculos de sensibilidad y especificidad
se realizaron considerando al ELISA y a la PCR como métodos
de referencia. En el primer caso, los resultados son: 72 % y
100 % para IDGA, 94 % y 77 % para PCR. Por otra parte, al
tomar PCR como método de referencia, el resultado fue: 45 %y
100 % para IDGA, 61 % y 97 % para ELISA, respectivamente.
El analisis comparativo de los métodos mostré que la PCR pre-
sentd mayor sensibilidad, seguido por el ELISA y la IDGA. Al
evaluar la linfocitosis se demostr6 que el promedio de linfocitos
aumentoé significativamente en los animales infectados con el
virus de la leucosis bovina (VLB), no pudiendo descartarse que
la presencia de enfermedades concurrentes también afecte de
forma relevante el nimero total de leucocitos.

Palabras clave: Leucosis Enzo6tica Bovina, IDGA, ELISA, PCR,
linfocitosis.

SUMMARY

Sensitivity and specificity of agar gel immunodiffusion (AGID)
test, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and
traditional polymerase chain reaction (PCR) for the diagnosis
of Enzootic Bovine Leukosis (EBL) were studied in 65 Holstein
cows. Besides, we report the percentage of positive animals
that present lymphocytosis and changes in the leukocyte formula
in two farms, from which only one of them has sanitary records.
For the analysis of sensitivity and specificity, ELISA and PCR
were considered as the reference methods. In the first case results
were: 72 % and 100 % for AGID and 94 % and 77 % for PCR,
respectively. When PCR was used as the reference method the
results were: 45 % and 100 % for AGID and 61 % and 97 % for
ELISA, respectively. The comparative analysis of these methods
showed that PCR is more sensitive, followed by ELISA and
AGID. Average lymphocytes counts are significantly increased
in animals infected with the Bovine Leucosis Virus (BLV), but
the total number of lymphocytes is also affected by concurrent
diseases.

Key words: Enzootic Bovine Leukosis, AGID, ELISA, PCR,
lymphocytosis

INTRODUCCION

La Leucosis Enzootica Bovina (LEB) es
una enfermedad infecciosa, cronica, pro-
ducida por un retrovirus denominado Vi-
rus de la Leucosis Bovina (VLB) que in-
fecta preferencialmente a los linfocitos
B, causando una transformacion maligna
que puede concluir en una leucemia cro-
nica o en la aparicion de linfosarcoma
(Ferrer, 1980). Afecta a los bovinos en
general, pero las producciones intensivas
como los tambos son las mas afectadas
(de la Sota, 2004). La LEB tiene un im-
pacto significativo en la produccion , des-
de el punto de vista sanitario y economi-

co, debido a la mortalidad causada direc-
tamente por la patologia tumoral, por la
alteracion directa del del sistema inmune
del ganado infectado (que produce el au-
mento concomitante de otras enfermeda-
des infecciosas) y por las restricciones
que son impuestas a la exportacion de
ganado en pie, semen y/o embriones in-
fectados (Trainin y col., 2005). Asimis-
mo, pueden detectarse rastros de linfoci-
tos infectados con VLB (ADN proviral)
en productos carnicos y lacteos presen-
tes en el mercado (Felmer y col., 2006),
por lo que las restricciones podrian po-
tencialmente extenderse también a la ex-
portacion de estos productos.

'Unidad Biofisica de Proteinas, Instituto Pasteur de Montevideo, Uruguay.
*Laboratorio de Técnicas Nucleares, Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica,Lasplaces 1550, Montevideo, Uruguay, tel.: 26223106,

Correo electronico: gramamar@hotmail.com

En un trabajo realizado en 1996 en el
Noreste del Uruguay, donde se muestrea-
ron 30 predios y se analizaron 400 ani-
males por la técnica de ELISA, la preva-
lencia de LEB fue de 20 %, presentando
el 77 % de los predios, algiin caso positi-
vo al virus (Mederos e Irigoyen, 1998).
En un plan piloto de monitoreo de salud
animal realizado en 1998 por la Facultad
de Veterinaria se determino6 un 46,6 % de
seroprevalencia en 53 establecimientos
muestrados en el departamento de Flori-
da (Gil, A) (1998)°. En el afio 2003, la
seroprevalencia por ELISA en 60 esta-
blecimientos de los departamentos de San
José, Florida y Colonia fue de 77 %,

3Area Inmunologia, Instituto de Patobiologia, Departamento de Microbiologia, Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica, Uruguay.
‘Departamento Inmunobiologia, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Uruguay.
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72 %y 57 %, respectivamente (Zaffaro-
niy col., 2007). Se sugiri6 que la falta de
programas de control de esta enfermedad,
asi como la exigencia de libre de Leucosis
Bovina para la exportacion animal, llevo
a un aumento de su prevalencia en nues-
tro pais (Acta 84, Comision Nacional Ho-
noraria de Salud Animal, CONAHSA,
2005)°.

La transmision del VLB puede ser hori-
zontal o vertical. La transmision horizon-
tal es considerada la mas importante y
generalmente ocurre por malas practicas
iatrogénicas, por contacto con sangre,
mucosas, remanentes de tejidos infecta-
dos y por insectos hematdéfagos
(Mammerickx y col., 1987; de la Sota,
2004). La transmision vertical ocurre has-
ta en un 15 % de los casos y tiene lugar
cuando un animal infectado lo transmite
a la progenie por via transplacentaria o
via digestiva a través del calostro
(Martin y col., 2000).

En los bovinos pueden distinguirse tres
fases luego de la infeccion con VLB: a)
una fase inaparente, caracterizada por la
integracion del ADN proviral al genoma
de los linfocitos infectados y por la pro-
duccioén de anticuerpos (Ac) especificos
contra antigenos virales, principalmente
contra la glicoproteina (gp) 51 de la en-
voltura viral (Portetelle y col., 1989); b)
Linfocitosis Persistente (LP), desarrolla-
da por un 30 al 70 % de los animales
infectados con edades entre 3 y 6 afios,
que desde el punto de vista clinico de-
muestran estar sanos (Beier, 2008); ¢) en-
fermedad tumoral propiamente dicha (leu-
cemia/ linfoma / linfosarcoma), presente
enun 0,1 al 10 % de los animales infecta-
dos y que es la forma irremediablemente
mortal (Ferrer, 1980; Burny y col., 1988).

Los animales que presentan linfoma pue-
den ser detectados mediante diagndstico
clinico, pero aquellos infectados asinto-
maticos y/o con LP requieren de pruebas
de laboratorio para detectar la infeccion
por el VLB. La deteccion serolégica de
Ac principalmente contra la gp51 de la
envoltura viral,, mediante las técnicas de
inmunodifusion en gel agar (IDGA) o por
el ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzima (ELISA) constituyen los méto-
dos mas comiinmente usados para la iden-
tificacion de animales infectados (Mar-
tin y col., 2000; Gonzalez y col., 2001).

Estas técnicas son reconocidas por la Or-
ganizacion Internacional de Epizootias
(OIE) (Beier, 2008) y aceptadas por la
mayoria de las autoridades gubernamen-
tales, incluido nuestro pais, como prue-
bas oficiales para el diagnostico del VLB.
Por otra parte, se ha descrito el uso de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
como método diagnoéstico directo, que
detecta secuencias del gen env codifican-
te dela gp51 del VLB (Ballagi-Pordany
y col., 1992; Felmer y col., 2006). Esta
metodologia también es aceptada actual-
mente por la OIE como prueba de diag-
noéstico del VLB, aunque como prueba
confirmatoria de las pruebas seroldgicas
mencionadas (Beier, 2008).

Para el control de esta enfermedad es muy
importante la unificacion de criterios so-
bre el método de diagndstico a utilizar
(Acta 84, CONAHSA, 2005), por lo que
se debe conocer la sensibilidad (S) y es-
pecificidad (E) de los diversos métodos
validados y disponibles. Guarino y col.
(1989) compararon los diagndsticos por
IDGA, ELISA indirecto y ELISA por
competicion y determinaron un 10 % mas
de animales positivos mediante las dos
técnicas de ELISA utilizadas que por la
IDGA. Sibien la IDGA, el ELISA y la
PCR se encuentran disponibles en nues-
tro pais, ya sea como método de aplica-
cion oficial en el diagndstico del VLB
(IDGA) o en investigacion (ELISA y
PCR), no hay reportes en Uruguay de
estudios comparativos de estas tres he-
rramientas diagndsticas en un mismo tra-
bajo.

Las alteraciones hematicas fueron consi-
deradas indicativas de la fase pretumoral
y constituyeron la base del diagndstico
en los planes de control y erradicaciéon de
la LEB, durante muchos afios. Sin embar-
go, con el desarrollo e introduccién de la
IDGA, se pudieron evidenciar importan-
tes limitaciones de S y E de los parame-
tros hematologicos, perdiéndose el inte-
rés por los mismos como herramienta de
diagnéstico, epidemiologia y control, ya
que se demostr6 que del conjunto de ani-
males que presentaban leucocitosis, la
mayor proporcion eran VLB positivos
por ELISA (Sienra y col., 1998). Ade-
mas, se determind que los animales sero-
positivos tienen mayor promedio de leu-
cocitos y linfocitos circulantes que los

‘www.mgap.gub.uy/dgsg/CONAHSA/ACTAS/Acta%2084.pdf

seronegativos, mientras que no encontra-
ron diferencias significativas promedio
con respecto a los neutréfilos, eosindfi-
los y monocitos. Por otro lado, Collazo
y col. (2002) mostraron que la frecuencia
de muestras con recuento de leucocitos
totales aumentado es significativamente
mayor en vacas seropositivas con respec-
to a sus congéneres seronegativos.

No se han hallado reportes respecto al
porcentaje de animales positivos para
VLB con linfocitosis y/o recuento celular
de la linea blanca en animales clinicamen-
te sanos segln registros sanitarios.

Los objetivos de este trabajo fueron com-
parar la S y E de las metodologias de
IDGA, ELISA y PCR tradicional usadas
para el diagnostico de la LEB, asi como
establecer el porcentaje de animales po-
sitivos, clinicamente sanos y con regis-
tros sanitarios diarios, que presentan lin-
focitosis y cambios en la formula leuco-
citaria. Si bien existen estudios compara-
tivos de estas metodologias a nivel inter-
nacional, este trabajo pretende profundi-
zar sobre las técnicas que se encuentran
disponibles en Uruguay y que son utili-
zadas para diagndstico e investigacion,
como herramientas potenciales a ser uti-
lizadas en futuros programas de erradica-
cion de la leucosis.

MATERIALESY METODOS

Muestras

El protocolo experimental fue realizado
de acuerdo a las pautas de experimenta-
cion animal de la Comisién Honoraria de
Experimentacion Animal (CHEA) de la
Universidad de la Republica.

Se obtuvieron muestras de sangre perifé-
ricade 115 animales de raza Holando: 76
vacas de 3 a 7 afios de edad, pertenecien-
tes a un tambo localizado en el Departa-
mento de Paysandu (Tambo I) y 39 vacas
de 3 afios, de un tambo del Departamen-
to de Flores (Tambo II). Para la obten-
cion del ADN y del suero se extrajeron 6
ml de sangre mediante venopuncion coc-
cigea en tubos BD Vacutainer® (Becton
Dickinson, NJ, USA) con y sin anticoa-
gulante (K, EDTA), respectivamente.
Para el posterior analisis de los sueros
por IDGA y ELISA las muestras se cen-
trifugaron antes de las 48 h durante
10 min a 2000 rpm y luego se almacena-
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ron a -20 °C hasta su procesamiento. Para
el recuento celular y la extraccion de ADN,
las muestras se almacenaron a 4 °C por
24 hs hasta que se procesaron. Para el
analisis comparativo de las diferentes téc-
nicas de diagndstico, se consideraron 65
muestras (sueros/ADN) del Tambo I. Para
el recuento celular (leucocitos/mm?) se
utilizaron las 115 muestras pertenecien-
tes a los dos tambos. Para el diagnostico
de la férmula leucocitaria se selecciona-
ron 76 muestras de acuerdo al resultado
obtenido por el ELISA: 19 positivas y
18 negativas del Tambo I y 19 positivas
y 20 negativas del Tambo II. El Tambo I
contaba con la informacion de registros
sanitarios diarios, lo que permitio clasifi-
car a los animales en sanos y enfermos,
mientras que en el Tambo II no existia
esta informacion, por lo que se asumio la
presencia de animales sanos y enfermos.

Inmunodifusién en gel de agar
(IDGA)

La técnica fue realizada utilizando un Kit
comercial, gentilmente cedido por la Fa-
cultad de Ciencias Veterinarias de la Uni-
versidad de La Plata (FCV-UNLP) —
Argentina (aprobado por el Servicio Na-
cional de Sanidad y Calidad Agrolimenta-
ria, SENASA, Argentina, Exp. 41.285/87).
Las muestras fueron procesadas siguiendo
las indicaciones del fabricante (FCV-
UNLP-Argentina). Se utilizé una solucion
de agar al 1% en buffer Tris-HCl con 8.5%
de NaCl pH 8, se sembraron 35 ul de cada
muestra y se incub6 a temperatura ambien-
te en cdmara humeda hasta su lectura final a
las 72hs. Se utiliz6 un control positivo, in-
cluido en el kit, por cada dos muestras pro-
blema. Esta técnica esta incluida en el ma-
nual de test diagndsticos de animales te-
rrestres (Beier, 2008).

Ensayo por inmunoabsorcion ligado
aenzima (ELISA)

Se utilizé un kit comercial que detecta Ac
contra el VLB en suero bovino con 98%
de Sy 100% de E (Laboratorio VMRD,
cod. 5505.20, WA, USA,, aprobado por
el Departamento de Agricultura de Esta-
dos Unidos-USDA-). Las muestras se
procesaron de acuerdo a las indicaciones
del fabricante y se utilizaron 50 ul de
suero diluido 1:25. La lectura se realizo a
620 nm en un espectrofotometro de ran-
go visible (Thermo Fisher Scientific Inc.,

’Comunicacioén personal.

USA). Se utilizaron tres controles posi-
tivos débiles por placa, y se establecio la
linea de corte para cada placa a partir del
promedio de las lecturas de las densida-
des opticas (D.O) de estos sueros con-
troles.

Extraccion de ADN y reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR)

EL ADN gendémico se aislé mediante di-
gestion con proteinasa K y precipitacion
con solucion de NaCl, segun el protocolo
modificado de Miller, Dykes y Polesky
(1988). Se realiz6 una PCR anidada para
amplificar una region altamente conser-
vada del gen env que codifica para la gp51
de la envoltura viral del VLB. Para la pri-
mera ronda de amplificacion se utilizaron
los cebadores: 5’-ATG CCY AAA GAA
CGA CGG-3’ (sentido) y 5’- CGA CGG
GAC TAG GTC TGA CCC -3’ (antisen-
tido). El programa de termociclado utili-
zado fue: 2 min a 95 °C, y 35 ciclos de
45sega95°C,45sega58°C, I mina
72 °C y una extensién final de 7 min a
72 °C, y se obtuvo un producto de am-
plificacion correspondiente a un fragmen-
to de 903 pares de bases (pb) (Morato-
rio, G) (2009)’. A partir de 5 ul del pro-
ducto de esta primera amplificacion se
realiz6 una segunda ronda de PCR (am-
plificacion anidada), utilizando los ceba-
dores 5’-CTT TGT GTG CCA AGT
CTC CCA GAT ACA-3’ (sentido) y 5°-
CTG TAA ATG GCT ATC CTA AGA
TCT ACT GGC-3’ (antisentido). Las
condiciones de amplificacion fueron: 2
mina 95 °Cy 35 ciclos de 45 sega 95 °C,
45mina57°Cy 1 mina 72 °C. El tama-
fio del fragmento obtenido fue de 440 pb
(Ballagi-Pordani y col., 1992). En ambas
reacciones se trabajo con un volumen fi-
nal de 50 ul compuesto por: 100 ng de
ADN genoémico (primera ronda) o 5 ul
del primer producto de amplificacion (se-
gunda ronda), 1x buffer (20mM Tris HCI
pH 8.4, 50mM KCl), 200 nM de cada
cebador, 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de
MgCl, y 0.2 U de Taq polimerasa (Invi-
trogen, CA, USA). Los ciclados se reali-
zaron en un termociclador Multigene
(Corbett, modelo CG1-96) y los produc-
tos de amplificacion se visualizaron en
un transiluminador UV (Syngene, Synop-
tics, Ltd.) luego de su electroforesis en
gel de agarosa al 2 % y posterior tincion
con bromuro de etidio (EtBr). Los pro-

ductos fueron comparados con aquellos
visualizados al utilizar el 100 bp DNA
ladder (Invitrogen, CA, USA) como mar-
cador de peso molecular. En todos los
ensayos se utilizo como control positivo
ADN de células FLK (Fetal Lamb Kid-
ney) persistentemente infectadas con el
VLB (Van der Maaten y Millar, 1975).
Como control sistémico de la presencia
de ADN gendmico en las muestras a diag-
nosticar se amplifico un fragmento de 400
pb del gen GAPDH para cada muestra
(Tiscornia y col., 2004). Como control
negativo se utilizo agua destilada filtrada
en lugar de ADN gendmico.

Célculos de sensibilidad y
especificidad

Para comparar los tres métodos utiliza-
dos se calcularon los siguientes parame-
tros: S= (VP /(VP+FN))*100 y E= (VN /
(VN + FP))*100, donde VP: Verdadero
Positivo, VN: Verdadero Negativo, FP:
Falso Positivo y FN: Falso Negativo
(Crowther, 2009).

Recuento Leucocitario Total (RLT)
y Diferencial (RLD)

EIRLT (leucocitos/mm?) se realiz6 en las
115 muestras pertenecientes a los dos
Tambos, utilizando una camara de Neu-
bauer, coloreando con el reactivo de Turk
(0.5 ml de Acido acético y dos gotas de
azul de metileno en 100 ml de agua desti-
lada) y por observacion mediante micros-
copia optica (Nikon, modelo Alphapho-
to YS2). En el Tambo I solo se considera-
ron los animales clinicamente sanos
(n=67), es decir, sin registro de enferme-
dades desde un mes antes hasta un mes
después del muestreo. Los animales en-
fermos que se excluyeron fueron 5 VLB
positivos y 4 VLB negativos por ELISA.

El RLD se realizé en 76 muestras selec-
cionadas de acuerdo al resultado del ELI-
SA (19 positivas y 18 negativas del Tam-
bo [; 19 positivas y 20 negativas del Tam-
bo II), mediante la observacion al mi-
croscopio Optico de frotis sanguineos te-
fiidos segun el protocolo del kit Tincion-
15 (Biopur, Rosario, Argentina). Los ani-
males fueron clasificados en las siguien-
tes categorias de acuerdo al niumero de
linfocitos/mm? de sangre: normal (<6500
linfocitos/mm? para 3-6 afios de edad y
<5500 linfocitos/mm?® para >6 afos); mo-
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deradamente aumentado (6500-9000 lin-
focitos/mm? para 3-6 afios y 5500-7500
linfocitos/mm?® para >6 afios) y patoldgi-
camente aumentado (>9000 linfocitos/
mm? para 3-6 afios y >7500 linfocitos/
mm? para >6 afios) (Tolle, 1965).

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron
utilizando el paquete estadistico SAS (Sta-
tistical Analysis System, SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA, 2009). El recuento
de leucocitos fue evaluado mediante un
modelo que incluy6 los efectos de grupo:
positivo vs negativo por ELISA, Tambo
analizado (I y II) y estado de salud (sano
vs enfermo, para el Tambo ). La norma-
lidad de la distribucion de los valores de
leucocitos y del porcentaje de linfocitos,
monocitos y polimorfonucleados (PMN),
fue evaluada mediante un test de norma-
lidad. Debido a que la distribucion de
monocitos no fue normal, fue corregida
aplicando el logaritmo. El nivel de signi-
ficancia considerado fue a=0.05

RESULTADOS

Estudio comparativo entre la IDGA
el ELISAylaPCR

Los controles positivos fueron correcta-
mente diagnosticados por las tres meto-
dologias (Fig.1, datos no mostrados para
IDGA y ELISA). En la Figura 2 se mues-
tra el porcentaje de diagnosticos positi-
vos y negativos para VLB obtenidos por
cada una de las tres metodologias utiliza-
das. Para las 65 muestras procesadas, los
resultados del diagnoéstico fueron: 13 po-
sitivas y 52 negativas por IDGA; 18 po-
sitivas y 47 negativas por ELISA; 28
positivas y 37 negativas por PCR. To-
dos los diagnosticos positivos por IDGA
también resultaron positivos por ELISA
y PCR. Solo una muestra que se determi-
no6 como positiva por ELISA resulto6 ser
negativa por PCR e IDGA. Esta muestra
presentd una D.O. de 0.49 unidades de
absorbancia y la linea de corte para esa
placa de ELISA se estableci6 en 0.46 uni-
dades de absorbancia. E1 ELISA diagnos-
tico un 6 % mas de muestras positivas
que la IDGA, correspondientes a 5 mues-
tras mientras que la PCR detecté un
23 % y un 17 % mas de positivos que la
IDGA y el ELISA, respectivamente

(Fig.2).

1000pH)
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GAPDH 400pb

44 55 66 7 7 8 89 910 1M1 mRe 12
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Figura 1. Foto de la primera y segunda amplificacion por PCR con el control

de GAPDH. Carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb.
Carriles 2 al 10: muestras de ADN bovino para su diagndstico.
Carril 11: control positivo (FLK-VLB) . Carril 12: control negativo
(agua destilada). En el gel A se observa el resultado de la primera
amplificacion. La banda de 900 pb en los carriles 2 y 3 diagnostica
estas muestras como positivas. El gel B corresponde al control con
el gen GAPDH vy verifica la presencia de ADN en las 9 muestras y
la ausencia en el control negativo con agua destilada en el carril 12.
El gel C muestra la segunda amplificacién de 440 pb que diagnostica
a las muestras 2, 3, 4 y 7 como positivas y a las muestras 5, 6, 8,
9 y 10 como negativas.
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Figura 2. Porcentaje de animales positivos y negativos determinados por inmunodifusion
en gel agar (IDGA), Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

y Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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Cuadro 1. Porcentaje de Sensibilidad y Especificidad calculadas tomando a las técnicas
de ELISA y PCR como métodos de referencia.

Referencia Sensibilidad (%) Especificidad (%)
ELISA IDGA 2 100
PCR A 77
PCR IDGA 45 100
ELISA 61 97

En el Cuadro 1 se muestran los valores de
S y E para los métodos comparados, to-
mando al ELISA y a la PCR como méto-
dos de referencia.

La seroprevalencia determinada por ELI-
SA fue de 23,6 % en el Tambo [y 48,7%
en el Tambo II.

Recuento Leucocitario Total y
Diferencial
En la Figura 3 se muestra el porcentaje de

animales positivos y negativos al VLB
por ELISA y que presentaron niveles

normales, moderadamente aumentados o
patologicamente aumentados de linfoci-
tos (Tolle, 1965). Se observa que el 92 %
de los animales VLB negativos presento
valores normales de linfocitos, mientras
que el 66 % de los positivos presentd
niveles patologicamente aumentados.

El Cuadro 2 resume los resultados del
recuento celular promedio de los anima-
les positivos y negativos al VLB en los
dos tambos analizados (considerando solo
los animales sanos para el Tambo I). Al
comparar animales negativos al VLB en-

100 [0 Negativos
90 M Positivos
80
70
60
50
40
30
20
lE .

0
Normales Moderados Patologicos
Linfocitos

Figura 3. Porcentaje de animales positivos y negativos por ELISA con niveles normales,
moderadamente aumentados y patologicamente aumentados de linfocitos.

tre tambos, se observa que en el Tambo |
estos presentaron un nimero de leucoci-
tos significativamente menor (P=0.004)
que los negativos al VLB del Tambo II.
Sin embargo, al considerar la totalidad de
los animales negativos al VLB del Tambo
I (sanos + enfermos), el promedio de leu-
cocitos no resulto diferente entre los tam-
bos (6067/mm? + 640 vs 7312/mm? + 541,
P=0.16). La diferencia observada en el
nimero de leucocitos para los animales
negativos de ambos tambos afecto al nu-
mero promedio de linfocitos y de PMN,
pero no afectd los porcentajes promedio
de estos tipos celulares. En el caso de los
monocitos, si bien no existieron diferen-
cias en su niimero, se observo que el por-
centaje resultd mayor en los animales
negativos a VLB del Tambo I que en los
del Tambo II (P=0.004). Al considerar
animales positivos a VLB entre tambos,
no se observaron diferencias respecto al
numero de leucocitos ni de los distintos
tipos celulares de la formula leucocitaria.
Sin embargo, si hubo diferencias entre los
porcentajes de linfocitos y monocitos
(P=0.027 y P=0.026, respectivamente).

Por otra parte, los animales positivos a
VLB presentaron un niamero de leucoci-
tos y linfocitos significativamente mayor
que los VLB negativos en ambos tambos
(P<0.01 en todos los casos). En el Tam-
bo I, no se observaron diferencias entre
animales negativos y positivos al VLB
respecto al nimero de PMN. Sin embar-
go, en el Tambo II éstos resultaron ma-
yores, en numero y porcentaje, en los
animales negativos (P=0.01). No se ob-
servaron diferencias en el niimero de mo-
nocitos, ni en relacién al resultado del
ELISA ni entre los tambos.

Cuadro 2. Promedio (Células/mm?®+ SEM) de Leucocitos totales, Linfocitos, Polimorfonucleados (PMN) y Monocitos en vacas
positivas (P) y negativas (N) por ELISA, para cada tambo. Entre paréntesis se muestran los valores en porcentaje.

Tambo 1 Tambo 2

ELISA N P N P

Leucocitos 4807 + 647° 8014 = 647 ™ 7312+ 541° 9252 +556°¢

Linfocitos ~ 2299+549% (48% ) 5197+549° (61%") 3710+£460°(51% ) 6564+£472° (70% °)
PMN 2370+ 313 (48%*) 2583+ 313%(36%")  3515+262°(47%%) 2584 +259%(28%")
Monocitos  137+50% (3.1%%) 233+73%  (2.6%°) 86+42°  (1.1%") 103+43™  (1.1%")
Las letras distintas en la misma fila y misma variable (nimero/porcentaje) difieren P<0.05.
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DISCUSION

Los métodos diagnoésticos usados de ru-
tina para el diagnostico de LEB en Uru-
guay incluyen IDGA y ELISA prepon-
derantemente, los cuales estan disefiados
para detectar la presencia de anticuerpos
especificos contra el VLB. Asimismo, han
sido descritos métodos moleculares que
mediante amplificacion por PCR de se-
cuencias virales especificas buscan detec-
tar la presencia del ADN proviral inser-
tado en los linfocitos infectados. Estos
ultimos métodos no son utilizados de
rutina en nuestro pais.

En este trabajo, nos propusimos compa-
rar las técnicas de IDGA, ELISA y PCR
como herramientas diagnosticas de la LEB
disponibles en nuestro pais.

Los resultados obtenidos muestran que el
método diagndstico mas sensible fue la
PCR, siendo IDGA la que detecté6 menor
numero de animales positivos. Estos resul-
tados coinciden con trabajos anteriores (Fe-
chner y col., 1996; Martin y col., 2001;
Trono y col., 2001; Felmer y col., 2006;
Camargos y col., 2007). Si bien la S de la
IDGA y del ELISA fue menor que la de la
PCR, la E de ambos métodos fue mayor.

El hecho de que la PCR tradicional detec-
te animales que presentan ADN proviral
y que sean seroldégicamente negativos,
puede deberse a la presencia de animales
inmunotolerantes a VLB (Fechnery col.,
1997; Monti y col., 2005). Paralelamente,
la PCR permitiria detectar animales in-
fectados antes de que estos desarrollen
una respuesta inmunologica, animales
cursando un periodo prolongado de la-
tencia o animales con una baja carga de
exposicion del virus, asi como la detec-
ciodn del virus en terneros infectados que
recibieron calostro de madres seropositi-
vas (Kaaden y col., 1982).

Por otro lado, Fechner y col (1997) pro-
ponen que ciertas variantes en la secuen-
cia del VLB podrian ser menos inmuno-
génicas que otras generando, por lo tan-
to, resultados seroldgicos negativos en
animales infectados. Sin embargo, otros
estudios no logran determinar una corre-
lacion entre el genotipo del VLB y el es-
tado serologico de los animales infecta-
dos, y proponen que las diferentes res-
puestas antivirales podrian estar relacio-
nadas con el estado de la infeccion y otros
factores del hospedador (Licursi y col.,
2002). En particular, la expresion del gen

BoLA DRB3.2 ha sido asociada a la sus-
ceptibilidad o resistencia del hospedador
al aumento de la carga viral (Juliarena y
col., 2008).

En otros trabajos se reportaron casos de
muestras seropositivas en las que no se
pudo amplificar el ADN del virus (Del
Favay Pituco, 2004; Monti y col., 2005).
Esto se puede explicar por la existencia
de fluctuaciones en el nimero de linfoci-
tos infectados, por la ubicacion de los
mismos en el hospedador o porque exis-
tan variaciones genéticas en el virus que
afecten el reconocimiento del ADN pro-
viral por los cebadores usados en la PCR
(Camargos y col., 2005). No obstante,
seria conveniente repetir la muestra dis-
cordante determinada como positiva por
ELISA (con baja D.O.) y negativa tanto
por PCR como por IDGA.

Si bien la PCR es mas sensible, la IDGA
y el ELISA son los métodos recomenda-
dos por la OIE y los mas utilizados en
los planes internacionales de erradicacion
de la enfermedad. Asimismo, la aplica-
cion de la PCR requiere de un laboratorio
que cuente con la infraestructura necesa-
ria para el manejo de técnicas de virologia
molecular, donde se pueda tener las pre-
cauciones adecuadas, y a través de los
procedimientos de control, validar la ca-
lidad de los resultados (Beier, 2008). Asi-
mismo, la mayor susceptibilidad a la con-
taminacion de la PCR, hace que el cono-
cimiento y la experiencia del operario sean
factores de mayor importancia que en las
demas técnicas.

El uso de la PCR seria adecuado como
método diagndstico complementario en
aquellos animales que sean negativos al
VLB por IDGA y positivos o levemente
positivos (baja D.O.) por ELISA, en los
cuales se quiera confirmar la presencia
del ADN proviral en el genoma de los
linfocitos del huésped. En este sentido,
el diagnostico por PCR puede constituir
un gran aporte en los programas de erra-
dicacion, especialmente en aquellos ro-
deos con una baja prevalencia de anima-
les infectados, ya que se pueden detectar
infecciones recientes, entre 2-4 semanas
mas temprano que mediante la IDGA
(Naif y col., 1992; Kelly y col., 1993,
Gonzalez y col., 2001).

Respecto al recuento celular, un mayor
porcentaje de animales positivos al VLB
presentd niveles patolégicamente aumen-

tados de linfocitos, lo que explica que el
promedio de leucocitos en estos anima-
les fuera mayor en comparacion a los ne-
gativos. Si bien la diferencia entre los ani-
males positivos y negativos con niveles
patoldégicamente aumentados de linfoci-
tos (66 % vs 3 %, respectivamente) es
marcada, existen trabajos donde se repor-
ta una variabilidad de 30% a 70% de ani-
males infectados que presentan linfoci-
tosis persistente (Felmer y col., 2006).
Para determinar el establecimiento de lin-
focitosis persistente, se deberia evaluar
mas de una muestra por animal, obteni-
das con un intervalo de semanas o meses,
ya que se considera que el nivel de linfo-
citos debe mantenerse aumentado duran-
te un minimo de tres meses (Chamizo,
2005).

La cantidad de linfocitos resultdé menor
en los animales negativos al VLB del Tam-
bo I que los negativos del Tambo II. Te-
niendo en cuenta que, al considerar solo
los animales sanos en el Tambo I, el ni-
mero promedio de leucocitos fue signifi-
cativamente inferior que en el Tambo II
(donde no se pudo determinar el estado
sanitario de los animales), es de relevan-
cia la determinacion de la formula leuco-
citaria (porcentaje). Es decir, cuando para
el Tambo I se incluyeron los animales
enfermos, no se observaron cambios sig-
nificativos en los porcentajes promedio
del RLD, pero si en el nimero promedio
de celulas/mm? de sangre. Por lo tanto, es
importante que en el hemograma cada tipo
celular esté explicito tanto en nimero de
células/mm? como por el porcentaje que
representa en la formula leucocitaria. Para
la determinacion de efectos de la LEB
sobre el recuento celular, se debe consi-
derar la presencia de enfermedades con-
currentes (muy frecuentes en vacas le-
cheras en produccion).

Por otra parte, la edad del animal tam-
bién afecta el recuento celular, siendo en
general mayor el nimero de linfocitos en
terneros (Tolle, 1965). Por lo tanto, el
hecho de que en el Tambo 11 los animales
sean mas jovenes, también podria estar
influyendo en que presenten mayor por-
centaje de linfocitos comparado con los
del Tambo I. Asimismo, la prevalencia de
LEB en el Tambo Il es mayor, lo que hace
pensar que en este rodeo la carga viral
también seria mayor.

Este trabajo muestra una importante pre-
valencia de la LEB (27,8 % en el Tambo |

20

Veterinaria, (Montevideo) 46 (177-178-179-180) 15-22 (2010)



y 48,7% en el Tambo II) incluso en ani-
males jovenes (Tambo II). La falta de un
plan de manejo sanitario adecuado para
la erradicacion de la enfermedad (Acta 84,
COHNASA) y la aplicacion del progra-
ma de vacunacion contra la fiebre aftosa
en el 2001 se han propuesto como razo-
nes que podrian explicar el aumento de la
prevalencia de LEB en Uruguay en la ul-
tima década (Zaffaroni y col., 2007).

Los programas de erradicacion de la leu-
cosis bovina implican separar los anima-
les positivos de los negativos, por lo cual
es imprescindible contar con metodolo-
gias diagnosticas de alta sensibilidad. La
comparacion de métodos diagnosticos de
LEB realizada en este trabajo, demuestra
que los animales con resultados positi-
vos obtenidos por IDGA y ELISA se cla-
sifican en el grupo de animales infecta-
dos. En cambio, un cierto porcentaje de
los animales con resultados negativos

usando estas metodologias, en realidad
son positivos al utilizar la PCR como
método diagndstico. Por lo tanto, debido
a la mayor sensibilidad demostrada, se
deberia utilizar la PCR como técnica con-
firmatoria de segunda linea para asegurar
la negatividad de un rodeo.

El impacto y distribucion de la enferme-
dad a nivel nacional y regional es indiscu-
tible, asi como también, las dificultades
inherentes a su control y/o erradicacion,
por lo tanto, el aumento de la investiga-
cion cientifica interinstitucional en este
tema y la transferencia tecnologica al sec-
tor productivo aportan importantes in-
sumos para la solucion de este complejo
problema de sanidad animal.

CONCLUSIONES

La comparacién de los diferentes méto-
dos diagndsticos actualmente disponibles
en Uruguay demostré que la técnica de

PCR presenté una mayor sensibilidad,
seguido por el ELISA y por la IDGA.

El nimero promedio de linfocitos aumen-
to significativamente en los animales que
presentan el VLB, aunque no puede des-
cartarse que la presencia de enfermeda-
des concurrentes afecte de forma relevan-
te el nimero total de estos.
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Comunicacion Corta

Frecuencia alélica del Sindrome de Estrés Porcino en Uruguay

(analisis por PCR-RFLP)

Montenegro, M.*; Castro, G.!; Barlocco, N.?; Llambi, S.*

RESUMEN

El Sindrome de Estrés Porcino (SEP) es una enfermedad heredi-
taria causada por una mutacion puntual (CG—T) en el gen que
codifica para el receptor de la ryanodina (CRC1). E1 SEP genera
importantes pérdidas econdmicas en la industria porcina debido
a muerte subita de los animales y/o disminucion en la calidad de
la carne. Los marcadores moleculares de ADN constituyen un
método seguro para la determinacion genotipica de dicha muta-
cion. En el presente trabajo, se estudio la frecuencia alélica de
esta mutacion mediante PCR-RFLP en un total de 64 animales
de diferentes razas (cerdos criollos Pampa Rocha, hibridos co-
merciales, Landrace, Large White y Duroc). De estos el 48.43%
presento genotipo homocigota normal (NN), el 40.62% presen-
taron un genotipo heterocigota portador de la mutacion (Nn) y
un 10.93% presentaron un genotipo homocigota recesivo afec-
tados (nn). Este es el primer trabajo donde se determina en
Uruguay por técnicas moleculares: a) presencia de individuos
portadores, Nn (razas Landrace, Large White e hibridos comer-
ciales), b) presencia de animales afectados, nn (raza Landrace e
hibridos comerciales), ¢) ausencia del alelo n en cerdos Pampa
Rocha, en la muestra poblacional analizada.

Palabras clave: Porcino, sindrome de estrés, PCR-RFLP.

SUMMARY

Porcine Stress Syndrome (PSS) is a hereditary disease caused
by a point mutation (G—T) in the gene encoding the ryanodine
receptor (CRC1). The PSS generates significant economic losses
in the swine industry due to sudden death of animals and / or
decrease in the quality of the meat. DNA molecular markers are
a safe method for genotype determination of the mutation. In
this paper, we study the allele frequency of this mutation by
PCR-RFLP in a total of 64 animals of different breeds (Creole
pigs Pampa Rocha, hybrids, Landrace, Large White and Duroc).
Of these, 48.43% had a homozygous normal genotype (NN),
40.62% had a heterozygous genotype, being mutation carriers
(Nn) and the oher 10.93% had a homozygous recessive genotype
(nn). This study is the first one in Uruguay where, using
molecular techniques, the following groups could be determined
in a sample from a population : a. Carriers Nn (Landrace, Large
White and commercial hybrids); b. affected animals nn (Landrace
and commercial hybrids) and c. Pampa Rocha animals where
the n allele was not present.

Key words: Porcine, Stress Syndrome, PCR-RFLP

INTRODUCCION

El Sindrome de Estrés Porcino (SEP) es
una enfermedad hereditaria autosémica
recesiva causada por una mutacion pun-
tual (E—T) en el gen que codifica para el
receptor de la ryanodina (CRC1). Esta
sustitucion provoca un cambio aminoaci-
dico (arginina’!cisteina) en dicha protei-
na la cual funciona como canal de calcio
en el reticulo sarcoplasmico (Fujiy col.,
1991). El gen CRCI se encuentra locali-
zado en el par autosémico 6 presentando
dos variantes alélicas asociadas al SEP.
El alelo normal es dominante sobre el ale-
lo mutado identificandose al genotipo
homocigota dominante con la nomencla-
tura NN (individuos normales), genotipo
heterocigota, Nn (portadores de la muta-
cion) y genotipo homocigota recesivo, nn
(individuos susceptibles al SEP) (Bonelli
y Schifferli, 2001). La frecuencia de la
mutacion varia dependiendo de las razas,
siendo alta en Pietrain (hasta 97% del alelo

mutado), media en Landrace (35%) y
media a baja en Large White (19%)
(Riojas-Valdés y col., 2005). La mutacion
provoca una apertura del canal de calcio
impidiendo su cierre (Riojas-Valdés y col.,
2005). Se produce asi un aumento en la
concentracion de calcio citoplasmatico en
el miocito, incrementandose el metabo-
lismo aerdbico, la glucogendlisis y la glu-
colisis, agotando el ATP, la glucosa y el
oxigeno. Esto genera un exceso de dioxi-
do de carbono, acido lactico, potasio y
calor en la sangre, ademas de un desorden
en el equilibrio de iones intra y extracelu-
lar y un aumento en la cantidad de agua
en la célula. La asociacion entre la res-
puesta al estrés fisioldgico, con hipercal-
cemia, produce como consecuencia final
el paro cardiaco del animal. El estado de
contraccion permanente de la célula mus-
cular provoca hipertrofia muscular, lo
cual produce el aumento del desarrollo
muscular de la canal (Reiner, 1993). La

canal de los animales homocigotos rece-
sivos manifiesta un disminucion rapida e
importante del pH post mortem como
consecuencia del incremento del metabo-
lismo causado por el estrés (transporte,
faena, copula, calor excesivo, etc.)
(Pommier y col., 1998). De esta manera,
el SEP genera importantes pérdidas eco-
noémicas en la industria porcina debido a
la muerte subita de los animales suscep-
tibles al estrés y a una disminucion en la
calidad de la carne (carnes palidas, exu-
dativas y blandas) (Leach y col., 1996).

Por otro lado se ha visto la ventaja del
efecto gen sobre la produccion y diver-
sos autores encuentran que los animales
Nn presentan una mejor conversion y
ganancia diaria de peso frente a los NN
(Puentes Martinez, y Peréz Ede, 2007).

Los marcadores moleculares de ADN
constituyen un método seguro para la
determinacion genotipica de portadores
de patologias hereditarias causadas por
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mutaciones puntuales (Bonelli y Schifferli,
2001). Uno de los métodos empleados en
la determinacion de la mutacion es la técni-
ca de PCR y RFLP (polimorfismo en el
largo de los fragmentos de restriccion).
Este consiste en la amplificacion por PCR
de una secuencia del gen donde se encuen-
tra la mutacion mediante la utilizacion de
oligonucledtidos especificos con una pos-
terior digestion de dicho fragmento con
enzimas de restriccion (ER) (Bonelli y
Schifferli, 2001).

Hernandez y col. (2008) mediante PCR-
RFLP, amplifican un fragmento de 659pb
del gen CRC1 que incluye a la mutacion
y mediante cortes con la enzima Alw211
identifican animales portadores genotipo,
Nn (fragmentos de 524, 358, 166 y
135pb), animales normales, genotipo NN
(fragmentos de 524 y 135 pb) y anima-
les enfermos genotipo nn (fragmentos
358,166 y 135pb).

En nuestro pais se identifica por primera
vez la mutaciéon mediante técnicas con
marcadores moleculares por Montene-
gro y col. (2009). El objetivo de este tra-
bajo fue realizar el estudio de las frecuen-
cias alélicas para el polimorfismo men-
cionado utilizando la técnica de PCR-
RFLP en una muestra de animales perte-
necientes a la raza local Pampa Rocha (de
interés a nivel de conservacion de recur-
sos zoogenéticos) y razas de importan-
cia comercial para nuestro Pais (Large
White, Landrace, Duroc e hibridos).

MATERIALESY METODOS

Se procedid a la extraccion de ADN par-
tir de 5 mL sangre periférica de 64 anima-
les de diferentes razas: 28 hibridos, 14
Pampa Rocha, 14 Landrace, 5 Large Whi-
te y 3 Duroc. Se entiende por hibridos a
las cruzas estandarizadas para venta co-
mercial. Dentro de los hibridos estudia-
dos se incluyen animales cruza de Duroc
x Pampa Rocha, Landrace x Large White,
y Pietrain x Large White. Los animales
muestreados pertenecen a diferentes es-
tablecimientos: Unidad de Produccion de
Cerdos del Centro Regional Sur (Facul-
tad de Agronomia-UdelaR); Servicio Ve-
terinario de Remonta del Campo Militar
N°1 (localidad los Cerrillos) y a empre-
sas de chacinados.

En el aislamiento de ADN se empled un
kit de extraccion (AxyPrep, Axygen).
Para la técnica de PCR se utilizaron un

par de oligonucledtidos que flanquean la
secuencia de 659pb donde se encuentra
la mutacion: F-CRC1 5°-TCCAGT TTG
CCA CAG GTC CTA CCA-3’y R-CRC2
3’-ATT CACCGG AGT GGA GTC TCT
GAG-5’ (Villareal y col., 2005). Para di-
cha técnica se optimizé un programa de
desnaturalizacion inicial de 94 °C/5 mi-
nutos, seguido de 30 ciclos con desnatu-
ralizacion a 94 °C/1 minuto, hibridizacion
a 58 °C/1 minuto y extension a 72 °C/1
minuto, con un programa de extension
final a 72 °C/5 minutos. Para aumentar la
especificidad de la reaccion de PCR se
utilizd6 DMSO (dimetilsulfoxido). Para la
técnica de RFLP, se utilizd 10U de la en-
donucleasa de restriccion Alw211 duran-
te 3ha37°C, con una posterior inactiva-
cion de la enzima a 65 °C durante 20 mi-
nutos y una desnaturalizacion con pro-
teinasa K, incubandose a 37 °C durante
1 h (Hernandez y col., 2008). Los pro-
ductos obtenidos se visualizaron en geles
de agarosa (2% tincion bromuro de eti-
dio) y minigeles de acrilamida (6 % tin-
cion nitrato de plata). Para el calculo de
las frecuencias alélicas se utilizo el soft-
ware de disefio publico Popgene 32 ver-
sion 1.32 (Yeh y col., 2000).

RESULTADOS

En los 64 animales se observo una banda
de amplificacion de tamafio esperado
(659 pb) al realizar la PCR. La frecuen-
cia para el alelo N fue de 0.687 y para el
alelo n fue de 0.313 de acuerdo al anélisis
realizado con el software Popgene 32
version 1.32.

Del 100% de los animales analizados por
PCR-RFLP, el 48.43% presentaron ge-
notipo normal (NN, banda de 524pb), el
40.62% con genotipo heterocigota, por-
tadores de la mutacion (Nn, bandas de
524 y 358pb), y el 10.93% con genotipo
(nn, banda de 358pb), siendo estos indi-
viduos afectados por el SEP. Enlos Nny
nn aparecen las bandas 166 y 135pb muy
tenues mientras que en NN aparece la
banda de 135pb. Estas bandas en general
aparecen muy tenues en los geles de acri-
lamida y no interfieren en la lectura del
genotipado de los animales (Hernandez
y col.; 2008). En cuadro 1 se observan
los diferentes genotipos de acuerdo a las
razas analizadas. En la figura 1, se obser-
va un gel de acrilamida con el patron de
restriccion caracteristico para el corte con
la enzima de restriccion Alw211.

Cuadro 1. Frecuencia por razas de los genotipos para el SEP.

Raza Genotipo NN  Genotipo Nn  Genotipo nn  N° Total
Pampa Rocha 14 0 0 14
Landrace 1 8 5 14
Large White 4 0 5
Duroc 3 0 0 3
Hibridos 9 17 2 28
Totales (%) 31 (48.43) 26 (40.62) 7(10.93) 64 (100%)
1 2 3 _ o
Figura 1. Gel de acrilamida al 6%
tefiido con nitrato de plata. Carril 2:
genotipo de un cerdo de raza Large
White donde se distingue una tUnica
banda de 524 pb, tratdndose de un
individuo con genotipo normal
500pb _, (homocigota dominante). Carril 3 y
4: individuos de la raza Landrace, en
300pb _, el primer caso se observa una Unica

banda de 358 pb, por lo cual el
individuo es homocigota recesivo;
mientras que en el segundo caso se
observan dos bandas de 524 y 358
pb lo cual permite afirmar que este
animal es heterocigota (portador de
la mutacion).
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DISCUSION

Los individuos mas susceptibles encon-
trados en este estudio, entre portadores
y enfermos, son los hibridos y los Lan-
drace mientras que en la raza local Pampa
Rocha no se encontraron animales porta-
dores ni enfermos. En cerdos hibridos,
estudios previos indican una frecuencia
de la mutacion causante del SEP de un
16%, mientras que en Landrace es de un
35%. En el caso de las razas Large White
y Duroc, la frecuencias previas encontra-
das son de 19 y 15% respectivamente
(Riojas-Valdés y col., 2005). De todas
maneras no se pueden hacer inferencias
respecto a la prevalencia de la mutacion
en las diferentes razas debido al bajo nu-
mero de animales analizados para cada
una de las mismas.

Se destaca como principal resultado que
mediante la técnica de PCR-RFLP, se de-
tectd por primera vez en nuestro pais la
presencia de la mutacion puntual causan-
te del SEP, pudiéndose identificar anima-
les portadores y enfermos. La informa-
cion generada permitira eliminar a estos
individuos como reproductores, disminu-
yendo de esta manera la frecuencia de di-
cha mutacioén. Debemos tener en cuenta
que esta patologia hereditaria afecta a la
industria porcina (Bonelli y Schifferli,
2001). Por otro lado existe la tendencia
de producir animales con menos grasa y
mas musculo llevando a que los produc-
tores seleccionen animales heterocigotos

(efecto gen asociado a mayor rendimien-
to de la canal y menos grasa) (Puentes
Martinez y Peréz Ede,2007). Sin embar-
go, el beneficio de la seleccion realizada a
favor de los portadores ain se encuentra
en discusion. Esta seleccion posibilito el
aumento de la frecuencia, asi como su di-
fusion a través de reproductores selec-
cionados para esta caracteristica.

La optimizacion de las técnicas emplea-
das (PCR-RFLP), podria ser empleada
como metodologia para el diagnéstico de
esta patologia hereditaria asi mismo como
una herramienta para identificar portado-
res y realizar cruzamientos dirigidos apli-
cados a mejorar la produccion porcina.

Por otro lado, resultd interesante el estu-
dio del recurso zoogenético local Pampa
Rocha, debido a que se generaron datos
que contribuyen con la caracterizacion
genética de la misma, aspecto muy im-
portante a tener en cuenta cuando se quie-
ren realizar estudios para la conservacion
de una raza. En un principio se esperaba
encontrar animales portadores de la mu-
tacion o enfermos, debido a que esta raza
tendria en sus origenes sangre de las ra-
zas Berkshire y Poland China (Kelly y
col., 2004), en esta tltima la prevalencia
de la mutacion causante del Sindrome es-
tudiado es de un 80% (Bonelli y Schiffer-
li, 2001). Sin embargo, todos los cerdos
Pampa Rocha analizados resultaron nor-
males, no encontrandose hasta el momen-
to individuos portadores o enfermos.

Estos datos resultan de interés, conside-
rando que es una raza local utilizada por
pequefios y medianos productores del
este de nuestro pais (Departamento de
Rocha), y que podria ampliarse su uso
por otros productores. Este resultado
también podia esperarse al tratarse de una
raza local, en la cual se supone que ha
sido minima la aplicacion de métodos de
seleccion.

CONCLUSIONES

Mediante el uso de técnicas moleculares
(PCR y marcadores moleculares) se de-
tectd por primera vez en nuestro pais; la
presencia de la mutacion puntual causan-
te del Sindrome de Estrés Porcino, pu-
diéndose identificar animales portadores
y enfermos. La optimizacién de las téc-
nicas empleadas (PCR-RFLP), podria ser
utilizada como metodologia para el diag-
noéstico de esta enfermedad hereditaria
contribuyendo a la mejora genética en
produccién porcina. En la muestra de la
raza Pampa Rocha no se detecto el alelo
mutante.
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Articulo Original

Caracterizacion de septicemia hemorragica bacteriana (SHB),
diagnosticadas en peces ornamentales de Uruguay

Carnevia, D.}; Letamendia, M.}; Perretta, A.}; Delgado, E.?

RESUMEN

Se realiz6 un relevamiento de enfermedades bacterianas que afec-
tan peces ornamentales en Uruguay. Se colectaron peces visi-
blemente afectados en comercios y criaderos, se realizd examen
clinico, luego necropsias de los mismos, se tomaron muestras
para histopatologia y se realizaron aislamientos bacterianos a
partir de rifidn, liquido ascitico o lesiones en piel. Las bacterias
se aislaron en medio TSA y luego se identificaron mediante kit
API 20 NE. De un total de 105 casos clinicos estudiados el
57,6% correspondieron a un cuadro de Septicemia Hemorragica
Bacteriana (SHB). En el presente trabajo caracterizan los cua-
dros, pudiéndose reconocer tres formas clinicas: Aguda Septi-
cémica, Subaguda Ascitica y Cronica Ulcerosa. Se describe para
cada forma clinica la sintomatologia, los peces afectados y las
bacterias aisladas. La forma mas comtn es la Aguda Septicémica
(63,1 % de los casos), la que suele cursar con ectoparasitosis
severas y presentar alta morbilidad y mortalidad. Las bacterias
mas comunmente involucradas son Aeromonas hydrophila y
Pseudomonas fluorescens, si bien otros gram negativos fueron
aislados. Es necesario resaltar que estas bacterias potencial-
mente pueden ser zoonosis.

Palabras clave: peces ornamentales, septicemia hemorragica
bacteriana, Aeromonas hydrophila,
Pseudomonas fluorescens.

SUMMARY

In the present work a survey of bacterial diseases affecting
ornamental fish in Uruguay was performed. Fish evidencing
signs of disease were collected in pet-shops and farms, post-
mortem examinations, histopathology became and samples for
bacteriology were taken. The isolates were obtained from
kidney, ascitic fluid or skin lesions. Bacteria were isolated in
TSA and then were identified by API 20 NE kit. From a total of
105 samples, 57.6% of clinical cases were identified as Bacterial
Hemorrhagic Septicemia (SHB) showing three different clinical
forms: Acute septicemic Ascitic Subacute and Chronic Colitis.
For each clinical form, symptoms, the affected fish species and
the bacteria isolated are described. The most common clinical
form is Acute Septicemic (63.3% of cases), which is usually
associated with severe ectoparasitosis with high morbidity and
mortality. The most commonly involved bacteria are Aeromonas
hydrophila and Pseudomonas fluorescens, although other Gram-
negative were isolated. It should be stressed that these bacteria
could be potentially zoonotic.

Key words: ornamental fish, bacterial hemorrhagic septicemia,
Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fluorescens.

INTRODUCCION

Los peces ornamentales son mascotas
cada vez mas comunes. En Uruguay se
comercializan unos 500.000 peces por
afio, de los cuales unos 350.000 son cria-
dos en el pais (6). La venta de peces or-
namentales se ha integrado en los ultimos
aflos a la profesion veterinaria, siendo
comercializados en un gran nimero de
clinicas veterinarias en Montevideo y en
practicamente todas las capitales de los
departamentos. Tanto en comercios como
en criaderos ocurren periddicamente epi-
zootias con elevada mortalidad, lo que
atenta contra la rentabilidad de estas em-
presas. En la mayoria de los casos, estas
epizootias son ocasionadas por bacterias
o0 parasitos oportunistas que aprovechan
el sistema inmune debilitado de los peces

ya sea por estrés o por malas practicas
de manejo, para producir las afecciones
(5,47). Algunas de las especies bacteria-
nas que afectan a los peces ornamentales
pueden constituir zoonosis (11, 32, 37).

Si bien existen investigaciones con res-
pecto a enfermedades bacterianas en pe-
ces ornamentales tanto a nivel interna-
cional como en nuestro pais, los trabajos
son generalmente referidos a aislamien-
tos bacterianos pero ninguno de estos
realiza un analisis de los cuadros clinicos
asociados a estas afecciones (7, 8, 9, 24,
25,27, 28, 34, 39).

En este contexto, se ha comenzado a de-
sarrollar en el Area Acuicultura del Insti-
tuto de Investigaciones Pesqueras, una
linea de investigacion tendiente a carac-
terizar las enfermedades bacterianas que

afectan los peces ornamentales de Uru-
guay a efectos de definir medidas de con-
trol y tratamientos adecuados para di-
chas patologias. En particular en este
trabajo se exponen los primeros resulta-
dos referidos a una de las bacteriosis mas
frecuentemente encontrada: la Septice-
mia Hemorragica Bacteriana (SHB). Se
realiza una caracterizacion de los cuadros
clinicos que presenta, asi como la identi-
ficacion de las bacterias involucradas y
de las especies de peces mas suscepti-
bles a esta afeccion.

MATERIALES Y METODOS

El relevamiento se llevo a cabo desde enero
de 2005 a junio de 2006. Se colectaron
peces en 10 criaderos (50 muestreos) y
en 14 comercios de peces ornamentales
(55 muestreos). En cada caso se eligieron

'Area Acuicultura y Patologia de Organismos Acuéticos, Instituto de Investigaciones Pesqueras. Facultad de Veterinaria, Tomas Basafies 1160, Montevideo,
11300, Uruguay. Correo electronico: dcarnevia@gmail.com.
*Area Ciencias del Mar, Instituto de Investigaciones Pesqueras, Facultad de Veterinaria.

Recibido: 8/3/10 Aprobado: 24/9/10

Veterinaria, (Montevideo) 46 (177-178-179-180) 27-32 (2010)

27



aquellos individuos con signos externos
de presentar alguna afeccion (aparente-
mente enfermos). Todos los ejemplares
fueron transportados hasta el laboratorio
de ictiopatologia del Instituto de Investi-
gaciones Pesqueras, donde fueron exami-
nados y evaluados sus signos clinicos. A
los ejemplares con lesiones de piel se les
extrajeron muestras para analisis bacte-
rioldégico y preparacion de frotis para
observacion en fresco al microscopio
optico. Luego se procedio a sacrificar los
peces por sobredosis de anestésico
(Eugenol a 0.04 mg/litro) o descerebrado
segun Carnevia et al., 2006, practicando
luego una necropsia (10). Se observaron
entonces los organos internos, registran-
do cualquier signo de alteracion patologi-
ca, y se sacaron muestras para histopa-
tologia y para bacteriologia. Las mues-
tras de bacteriologia se tomaron desde ri-
fion seglin lo recomendado por Noga
(1995), sembrandose también liquido as-
citico en los casos que cursaron con asci-
tis (35). Para el aislamiento de las bacte-
rias se utilizo medio TSA (tripticasa soja
agar) incubado a 25-28 °C durante 24 a 48
horas. Luego se realizo observacion de
motilidad, tincion de Gram y test de oxi-
dasa; para posteriormente ser sembrados
en kit API 20 NE para su identificacion,
el que fue incubado a 25-28 °C durante 24
a 48 horas. En algunos casos se tomaron
muestras de higado y bazo para histopa-
tologia, las que se fijaron en Bouin y lue-
go fueron incluidas, cortadas a 5-7 mi-
cras, montadas y tefiidas con Hematoxi-
lina y Eosina segun técnicas convencio-
nales (23). Para la identificacion de para-
sitos fueron empleadas las descripciones
de Reichembach-Klinke (1976), Eiras
(1994) y Woo (1998) (15, 41, 48). Todas
las observaciones y resultados fueron re-
gistrados en planillas elaboradas al efecto.

RESULTADOS

La SHB fue detectada como afeccion en
el 57,6 % de los casos clinicos estudia-
dos durante el relevamiento, siendo la
patologia mas frecuente. En base a la
epizotiologia, sintomatologia y lesiones
se pudieron distinguir tres presentacio-
nes clinicas de la afeccion (aunque algu-
nas epizootias presentaron mas de una
forma clinica): a) una forma aguda sep-
ticémica, generalmente asociada a ecto-
parasitosis severa, cuyos principales sin-
tomas fueron similares a ésta (letargia,

anorexia, opacidad de piel, algunas he-
morragias superficiales e insuficiencia
respiratoria), b) una forma subaguda as-
citica, con severa ascitis y lepidortosis
y ¢) una forma crénica ulcerosa (Cua-
dro 1). La forma mas comtn encontrada
fue la aguda septicémica (63,1 % de los
casos) seguida por la subaguda ascitica
(21,1 %) y la cronica ulcerosa (15,7 %).
Las principales bacterias aisladas fueron
Aeromonas hydrophila y Pseudomonas
fluorescens, encontrando ademas otros
gram negativos en cuadros muy severos
(Cuadro 2). En cuanto a las lesiones en-
contradas en las necropsias y en la histo-
patologia, tenemos que en la forma aguda
septicémica encontramos higado con in-
filtracion y degeneracion grasa (en
47,0 % de las necropsias), aumento de
melanomacrofagos en higado y bazo
(31,0 % de las necropsias) y hemorragias
petequiales en 6rganos internos (20 % de
las necropsias); en la forma subaguda as-
citica hemorragias en peritoneo, degene-
racion y necrosis de células hepaticas
(43,0 % de las necropsias), contenido
ascitico seroso (50,0 % de las necrop-
sias), serosanguinolento (25,0 % de las
necropsias) o purulento (25,0 % de las
necropsias) y en el 50,0 % de las ne-
cropsias multiples abscesos en perito-
neo, bazo, rifiéon e higado (Figura 1); en la
forma cronica ulcerosa las principales le-
siones encontradas ademas de las tlceras
en piel, fueron higado friable y con abun-
dantes melanomacrofagos (40,0 % de las
necropsias), cursando el 20,0 % de las

necropsias sin lesiones evidentes de or-
ganos internos.

Las familias de peces ornamentales mas
afectadas por las formas aguda septicé-
mica y subaguda ascitica fueron Cyprini-
dae y Poecilidae, mientras que la forma
ulcerosa solo se presentd en Poecilidae y
Anabantidae.

Los ectoparasitos encontrados en conjun-
to con estos cuadros de Septicemia He-
morragica Bacteriana fueron: Gyrodac-
tylus sp.; Dactylogyrus sp.; Trichodina
sp.; Ichthyobodo necator y Piscinoodi-
nium sp. (Cuadro 3).

DISCUSION

La SHB es la afeccion bacteriana mas co-
mun en peces de cultivo debido a que las
bacterias involucradas (Aeromonas spp.
y Pseudomonas spp.) suelen estar siem-
pre presentes en los ecosistemas acuati-
cos y actlian como patdgenos oportunis-
tas (1,4, 5, 35,49). En el presente estu-
dio se pudieron definir tres formas clini-
cas de presentacion de la afeccion, cada
una de las cuales cuenta con sintomatolo-
gia propia.

La AGUDA SEPTICEMICA fue la for-
ma mas comun de presentacion (63,1 %
de los casos), tal como lo describen otros
autores (1, 18, 35). En esta forma clinica
si bien pueden reconocerse multiples sin-
tomas (Cuadro 1), ninguno es patogno-
monico por si solo (42). Lo que si es sig-
nificativo son las lesiones encontradas en
la necropsia e histopatologia: hemorra-

Cuadro 1. Sintomas, nimero de casos y familias de peces ornamentales en que se

diagnostico la Septicemia Hermorragica Bacteriana.

Forma clinica Sintomas detectados Ne° de % de Familia de peces en que
€asos casos se presenta (%)
Aguda Anorexia, letargia, Ciprinidos (62,5%)
septicémica opacidad de piel, Poecilidos (25,0%)
hemorragias petequiales Anabantidos (4,2%)
en piel y aletas, aletas Calictidos (4,2%)
replegadas, opérculos Ciclidos (4,2%)
abiertos, insuficiencia
respiratoria. 24 63,1
Subaguda ascitica ~ Anorexia, letargia, Ciprinidos (87,5%)
ascitis, lepidortosis Poecilidos (12,5%)
8 21,1
Cronica ulcerosa Letargia, Poecilidos (66,7%)
adelgazamiento, tlceras Anabantidos (33,3%)
en piel 6 15,8
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Cuadro 2. Bacterias aisladas de las tres formas clinicas de Septicemia Hemorragica Bacteriana.

Forma clinica

Bacterias aisladas

Ne° aislamientos

% aislamientos

Aguda Aeromonas hydrophila 11
Septicémica
Pseudomonas fluorescens 5
Vibrio alginolyticus 2
Aeromonas veroni/sobria, 1 c/u
Pseudomona aeruginosa, Vibrio
parahaemolyticus, Actinobacilus sp.,
Burkobderia pseudomallei,
Burkobderia cepacia, Alcaligenes
fecalis, Plesiomonas shigeloides,
Stewanella putrefasciens.
Subaguda ascitica Aeromonas hydrophila 4
Pseudomonas fluorescens 3
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas 1chu
aeruginosa, Vibrio alginolyticus.
Cronica ulcerosa  Aeromonas hydrophila 6

4.3
19,2
7,7

3,8 c/u

40,0
30,0

10,0 c/u

100,0

Figura 1. Ay B: Granulomas en higado de Poecilia sphenops con un
cuadro de SHB forma subaguda ascitica (100 x). C:
Granuloma en rifion de Carassius auratus con cuadro de
SHB forma subaguda ascitica (200 x).

gias petequiales en musculos y en orga-
nos internos; esplenomegalia con des-
truccion de gran numero de melanoma-
crofagos, degeneracion de hepatocitos; asi
como el aislamiento de bacterias a partir

delrifion (1, 32). En nuestro estudio las
principales lesiones encontradas fueron
en el higado (infiltracion y degeneracion
grasa y aumento de melanomacrofagos) y
bazo (aumento de melanomacrofagos);

encontrandose ademas hemorragias pete-
quiales en érganos internos pero solo en
un 20,0 % de los casos.

Otros autores seflalan también los géne-
ros Aeromonas y Pseudomonas como los
mas comunes en peces de agua dulce (1,
3,5, 24, 34, 44). Si bien estos dos géne-
ros fueron los mas encontrados, en algu-
nos casos se aislaron otras bacterias (Cua-
dro 2) que deben considerarse como in-
vasoras solamente en peces con sistema
inmune muy afectado por la propia afec-
cién o por otras causas (parasitosis se-
veras, mal manejo). Si bien estd citada
SHB por Vibrio spp. nosotros lo aisla-
mos en pocas oportunidades, posiblemen-
te porque es mas comun en peces de agua
salobre o marinos y el presente estudio
comprendié solamente peces dulceacui-
colas (27, 29). Los grupos de peces or-
namentales més afectados fueron Cipri-
nidos (Carassius auratus y Brachydanio
rerio) y Poecilidos (Poecilia sphenops,
P. reticulata, Xiphophorus helleri). Me-
nos frecuente fue en Anabantidos (Coli-
sa lalia), Calictidos (Corydoras palea-
tus) y Ciclidos (Symphysodon aequifas-
ciata). Esta forma cursa con alta preva-
lencia y alta mortalidad y debe realizarse
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Cuadro 3. Parasitos encontrados en peces ornamentales con Septicemia Hemorrdgica Bacteriana.

Parasitos Forma Aguda Septicémica Forma Subaguda Ascitica  Forma Croénica Ulcerosa
NO (%) % (**) No % N° %
Gyrodactylus sp. 9 37,5 0 0,0 1 16,7
Dactylogyrus sp. 8 333 2 25,0 0 0,0
Trichodina sp. 7 29,2 1 12,5 0 0,0
Ichthyobodo necator 4 16,7 0 0,0 0 0,0
Piscinoodinium sp. 1 4,2 0 0,0 1 16,7
Total de casos con parasitos. 17 71,5 2 25,0 2 33,3

(*) numero de peces en que se encontraron los parasitos. (**) porcentaje de los peces con la forma clinica, en que se encontraron los parasitos.

un diferencial con intoxicaciones agudas
y con trastornos por incorrectas condi-
ciones ambientales (acidosis, temperatu-
ras inadecuadas, intoxicaciones, etc.). En
el 71,5 % de los casos cursé asociada con
ectoparasitosis severa, siendo los para-
sitos encontrados en mayor frecuencia:
Dactylogyrus sp. (37,5 % de los casos),
Gyrodactylus sp. (33,3 %), Trichodina
sp. (29,2 %) e Ichthyobodo necator
(16,7%). Esta alta prevalencia de mono-
genéos difiere con el trabajo de Havelka.
(1974), que cita como parasitos encon-
trados en carpas (Cyprinus carpio) con
SHB a: Chilodonella cyprini, Trichodina
domerguei, Diplostomun spathaceum y
Piscicola geometra; asi como hongos del
género Saprolegnia pero no cita a Mono-
geneos (20).

La forma SUBAGUDA ASCITICA es un
cuadro descrito por varios autores afec-
tando peces ornamentales (5, 12, 19, 43,
45). En este estudio se presentd en el
21,1% de los casos y curso6 con anorexia,
letargia, severa ascitis y lepidortosis
como sintomas clinicos, presentando
como lesiones internas hemorragias en
peritoneo, lesiones en higado (degenera-
cién y necrosis), contenido ascitico fue
en su mayoria seroso pero también ob-
servamos serosanguinolento o purulen-
to y en el 42,0 % de las necropsias
multiples abscesos en peritoneo, bazo,
rifion e higado (7). Fijan (1972) la consi-
dera una bacteriosis subaguda o cronica
que cursa con una enteritis, una severa
peritonitis y un sindrome hidropico ca-
racterizado por ascitis, lepidortosis y

exoftalmia en su fase terminal. Aoki
(1998) cita como lesiones tipicas de esta
afeccion: necrosis catarral de mucosa in-
testinal, degeneracion de hepatocitos,
necrosis de glomérulos renales y degene-
racion de epitelio de los tibulos renales
(1, 19). En la mayoria de nuestros casos
clinicos no observamos alteraciones im-
portantes en el tubo digestivo, por lo que
suponemos que la patogenia en peces or-
namentales puede diferir con la descrita
en peces de consumo.

La mayoria de los aislamientos corres-
pondieron a los géneros Aeromonas y
Pseudomonas (90,0 % de los aislamien-
tos) coincidiendo con lo citado por Te-
sarcik (1977) y Aoki (1998). Los grupos
de peces ornamentales mas afectados fue-
ron Ciprinidos (Carassius auratus) y
Poecilidos (Poecilia reticulata y Poecilia
sphenops) (1, 46).

Se debe plantear un diferencial con rifion
poliquistico o tumores de 6rganos abdo-
minales (son enfermedades cronicas que
cursan con aumento de tamafio del abdo-
men pero no con lepidortosis, anorexia y
letargia) y con Sindrome Amoniotélico
Ambiental (cursa con leve ascitis en cypri-
nidos desencadenada en forma aguda o
subaguda por intoxicacién con amoniaco).

La forma CRONICA ULCEROSA fue
encontrada solo en un 15,8 % de los bro-
tes, cursando con anorexia, adelgazamien-
to y ulceras en piel. Esta forma de pre-
sentacion de la S.H.B. esta citada por
numerosos autores, presentando baja pre-
valencia y baja mortalidad, pudiendo

muchos peces incluso curar las lesiones
quedando como portadores (1, 2, 3, 5,
13,33, 35, 40). Esta forma fue encontra-
da en Poecilidos (Poecilia reticulata, Poe-
cilia latipinna y Xiphophorus variatus) y
Anabantidos (Trichogaster trichopterus
y Colisa lalia), si bien esta citada en otras
familias de peces de agua dulce. Las prin-
cipales lesiones encontradas por noso-
tros, ademas de las ulceras en piel, fue-
ron en el higado (friable y con abundan-
tes melanomacrofagos). La unica bacteria
aislada fue Aeromonas hydrophila. Di-
versos autores citan cuadros donde ais-
lan A. hydrophila, Psudomonas sp., Fla-
vobacterium sp. y Edwardsiella sp. (13,
28, 36). Igbal et al. (1999) describe un
Sindrome Ulcerativo Epizootico en pe-
ces de agua dulce de Asia, desde donde se
aislan Aeromonas moviles (A. hydrophi-
la, A. veroni biotipo sobriay A. jandaei)
afectando Ciprinidos (Cyprinus carpio,
Puntius gonionotus y Aristichthys nobi-
lis), Anabantidos (Osphronemus goura-
my) y Ciclidos (Oreochromis niloticus)
que tiene aspectos comunes con los ca-
sos identificados en la presente investi-
gacion, salvo la prevalencia: mientras que
en Asia fueron epizootias con alta preva-
lencia en las poblaciones de peces en cul-
tivo, en este relevamiento siempre fue-
ron peces aislados dentro de un lote los
que presentaron este cuadro (21). Se debe
plantear un diferencial con heridas por
traumatismos y con Enfermedad Ulcera-
tiva del Carassius (en la cual suele inter-
venir Aeromonas salmonicida forma ati-
pica) y solo se aislan bacterias desde las
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lesiones en piel pero no cursan con sep-
ticemia (14, 16, 17, 30).

Muchas de las bacterias involucradas en
los tres cuadros pueden representar ries-
go de zoonosis. Estan citados desde cua-
dros de enteritis y de heridas de piel in-
fectadas por estas bacterias en personas
sanas, hasta cuadros de septicemias y pe-
ritonitis en personas inmunodeprimidas

(por VIH o quimioterapia), por lo que se
debe tener cuidados higiénicos al mani-
pular peces afectados (11, 22,31, 37, 49).

CONCLUSIONES

Se describe por primera vez para peces
ornamentales en Uruguay la forma clini-
ca de presentarse la Septicemia Hemo-
rragica Bacteriana, pudiendo reconocer
tres formas : Aguda Septicémica, Subagu-
da Ascitica y Crénica Ulcerosa.

La forma mas comun es la Aguda Septi-
cémica, la que suele cursar con ectopara-
sitosis severas y presentar alta morbili-
dad y mortalidad.

Las bacterias mas cominmente involu-
cradas son Aeromonas hydrophilay Pseu-
domonas fluorescens, si bien otros gram
negativos pueden ser aislados.
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Perfiles metabdlicos y endocrinos en perros sanos: influencia de la ingesta y

el sexo
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RESUMEN

Se busca determinar el efecto de la ingesta y del sexo sobre las
concentraciones séricas de la glucosa, colesterol, acidos grasos
no esterificados (AGNE), proteinas totales, albumina, insulina,
cortisol, tiroxina (T4) y hormona estimulante de la tiroides
(TSH) en caninos Cocker Spaniel (4 hembras y 3 machos). El
sangrado se realiza cada hora desde 2 horas pre-ingesta hasta 9
horas post-ingesta. La determinacion de metabolitos se realiza
en suero por espectrofotometria y la hormonal por radioinmu-
noanalisis. La ingesta provoca una disminucion en las concen-
traciones séricas de los acidos grasos y aumento de la insulina
(P<0.0001 para ambas variables), mientras que no afecta las de
colesterol. Dos horas post-ingesta los niveles de albumina dis-
minuyen. Las concentraciones de T4 aumentan al momento de
la ingesta y se mantienen elevadas por 4 horas. Las hembras
presentan mayores concentraciones de colesterol (2.4+0.07 vs
1.9+£0.08 g/L, P<0.05) y tienden a presentar mayores concen-
traciones de insulina (11.9+1.6 vs 8.0+1.8 pUl/ml, P=0.12) y
cortisol (2.29+0.11 vs 1.99+0.13 pg/dL, P=0.08) que los ma-
chos. La ingesta y el sexo modifican las concentraciones séricas
de algunos de los metabolitos y hormonas estudiadas, demos-
trandose asi la influencia que el momento de sangrado y el géne-
ro tienen al momento de validar resultados.

Palabras clave: canino, ingesta, sexo, metabolitos, hormonas.

SUMMARY

Food Intake and gender effects on serum levels of glucose,
cholesterol, non-sterified fatty acids (NEFA), protein, albumin,
insulin, cortisol, thyroxin (T4) and thyroid stimulating hormone
(TSH) are investigated in Cocker Spaniel dogs (4 females, 3
males). Blood sampling is performed hourly from 2 hours before
to 9 hours after intake. Determination of metabolites and
hormones are performed by espectrophotometry and
radioimmunoanalysis respectively. Intake affects NEFA and
insulin concentrations, while it has no effect on cholesterol.
Albumin concentration decreases 2 hs post intake. T4
concentrations incrase at intake and remain high for 4 hours.
Females present higher cholesterol (2.40+£0.07 vs 1.91+
0.08 g/L, P<0.05), and tend to present higher insulin (11.9+1.6
vs 8.0+1.8 uUl/ml, P=0.12) and cortisol (2.294+0.11 vs 1.99+
0.13 pg/dL, P=0.08) concentrations than males, respectively.
Food intake and sex affect serum concentrations of some
metabolites and hormones, demonstrating that they should be
taken into account when a sample is taken for diagnosis.

Key words: canine, intake, gender, metabolites, hormones.

INTRODUCCION

Los niveles séricos de glucosa, coleste-
rol, insulina y otros metabolitos depen-
den entre otros factores, de la composi-
cion quimica de la dieta, del estado fisico
del animal (estrés) y de la hora del dia en
que se toma la muestra (Kraft y col.,
1994; Nguyen y col., 1998). Los proto-
colos de extraccion para cada metabolito
estan bien especificados en humanos y si
bien existen algunos trabajos en perro, el
veterinario frecuentemente extrae la mues-
tra sin considerar algunos aspectos que
pueden incidir en el resultado, tales como
la hora de toma de muestra o el momento
respecto a la ingesta, entre otros factores.

No hemos encontrado trabajos en los cua-
les se haya realizado una determinacion
completa de perfiles metabdlicos y en-
docrinos en perros sanos. Algunos estu-
dios presentan Uinicamente las variacio-
nes de glucosa, colesterol e insulina post-
prandiales (Kraft y col., 1994; Treiber y
col., 2005). Ademas, en la mayoria de los
ensayos, los sangrados se realizan a las 2
y 4 horas post-ingesta, desconociendo las
variaciones metabolicas y enddcrinas
posteriores esperables en caninos como
resultado de que éstos ingieren su comida
una vez al dia. Hoh y col., (2006) obser-
varon que la concentracion plasmatica de
tiroxina (T4) presenta variaciones a lo
largo del dia, siendo mayor entre las 11:00

y las 14:00 h. No hemos encontrado re-
portes sobre los efectos de la ingesta en
las concentraciones de las hormonas men-
cionadas anteriormente.

Por otro lado, existen escasos reportes
respecto del efecto del sexo sobre la con-
centracion de metabolitos y hormonas.
Las concentraciones de colesterol son mas
altas en hembras que en machos caninos
(Kaspar y Norris, 1977; Pessina y col.,
2009). Para otras especies (humanos, ru-
miantes) se encontr6 un efecto del sexo
sobre las concentraciones basales de cor-
tisol (Woods y col., 2003), pero en pe-
rros no se ha encontrado un efecto del
mismo (Reimers y col., 1990; Pessina y
col., 2009). En el mismo sentido, no se

"Laboratorio de Técnicas Nucleares, Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica Oriental del Uruguay.
2Dpto. de Produccion Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza, Espafa.
3Servicio de Diagnodstico, Laboratorio de Diagndstico, Tegucigalpa, Honduras.

“Nutricion Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica Oriental del Uruguay.

Recibido: 16/7/10 Aprobado: 27/10/10

Veterinaria, (Montevideo) 46 (177-178-179-180) 33-38 (2010)

33



encontrd efecto del sexo sobre las con-
centraciones de T4 (Reimers y col.,
1990).

La importancia de conocer las variacio-
nes fisiologicas de hormonas y metaboli-
tos en relacion con la ingesta y el género,
radica en poder determinar los rangos fi-
siolégicos que permitan posteriormente
evaluar muestras de animales con dife-
rentes patologias. El objetivo de este es-
tudio es determinar si existen variaciones
post-prandiales y de género (machos vs
hembras) en las concentraciones plasma-
ticas de metabolitos y hormonas que se
utilizan frecuentemente en el diagnostico
de numerosas patologias.

MATERIALESY METODOS

Disefio experimental

El estudio se realizé6 en Unidad Experi-
mental de Nutricién Canina del Departa-
mento de Nutricion de la Facultad de Ve-
terinaria y el protocolo experimental fue
aprobado por la Comisién Honoraria de
Experimentacion Animal de la Universi-
dad de la Republica, Uruguay. Se utiliza-
ron siete perros Cocker Spaniel adultos
sanos entre 6 y 9 afios (3 machos y 4
hembras), con un peso de 11,9+0,7 kg
(XDS). Los perros se mantuvieron en jau-
las individuales y fueron alimentados a
las 9:00 am diariamente con 27 g
MS/kg®’/d de un alimento comercial
(Excellent, Purina, Nestlé, Bs. As., Ar-
gentina; 22 % proteina bruta, 10 % ex-
tracto etéreo, 4 % fibra bruta 'y 8 % ceni-
zas), teniendo libre disponibilidad al agua
de bebida. Previo a las determinaciones
los animales tuvieron un periodo de adap-
tacion a la dieta y a las condiciones expe-
rimentales de siete dias. La extraccion de
las muestras de sangre se realiz6 median-
te venopuncion de la vena safena, de ma-
nera seriada cada hora, comenzando
2 horas antes de la ingesta, hasta 9 horas
después de la misma. Las muestras de
sangre fueron centrifugadas a 1500 rpm
por 15 minutos y el suero se almacend a
-20 °C hasta la realizacion de los ensa-
yos. Las concentraciones de glucosa, co-
lesterol, insulina y cortisol fueron deter-
minadas en todas las muestras, mientras
que el resto de los metabolitos y hormo-
nas fueron determinadas cada dos horas
debido a que el suero no fue suficiente
para las restantes determinaciones.

Determinacion de metabolitos

Los métodos de analisis y los kits usados
para la determinacion de metabolitos rea-
lizada en el Laboratorio de Técnicas Nu-
cleares, Facultad de Veterinaria, Univer-
sidad de la Republica, Uruguay, fueron:
Glucosa mediante el método GOD (glu-
cosa oxidasa) POD (peroxidasa) 4 AF
(4-aminofenazona) (Wiener lab, Rosario-
Argentina); Colesterol por el método
CHOD-PAP (Wiener Lab 861231904,
Rosario, Argentina), Proteinas Totales
por la Reaccion de Biuret (Wiener Lab
864102502); Albumina por Verde de Bro-
mocresol (Wiener Lab 861250000) y Aci-
dos grasos no esterificados (AGNE) por
el método ACS-ACOD (Wako Chemicals,
994-75409, Los Angeles, USA). Todas las
determinaciones se realizaron en un s6lo
ensayo. Los coeficientes de variacion (CV)
intraensayo para los controles Standatrol
y A-plus (Wiener Lab) para todos los
metabolitos fueron menoresa 10y 12 %
respectivamente. Las concentraciones de
todos los metabolitos analizados fueron
procesadas por espectrofotometria (Pho-
tometer, BTS-305, Biosystems).

Determinacion hormonal

Las determinaciones hormonales se reali-
zaron en el Laboratorio de Técnicas Nu-
cleares, Facultad de Veterinaria, Univer-
sidad de la Republica, Uruguay. La deter-
minacion de insulina en plasma se realizo
por radioinmunoanalisis (RIA) en fase
solida utilizando un kit comercial DPC
(Diagnostic Product Corporation, Los
Angeles, USA). La sensibilidad del ensa-
yo fue de 1,6 pUI/mL. Todas las deter-
minaciones se realizaron en un solo ensa-
yo y el CV intraensayo del control (15
pUI/mL) fue de 5.7%.

Las concentraciones de cortisol se deter-
minaron por un RIA en fase solida utili-
zando kits DPC. La sensibilidad del en-
sayo fue de 0.35 pg/dL. Los CV intraen-
sayo para controles bajos (1.0 pg/dL) y
medios (5.0 pg/dL ) fueron 3.4 % y
5.3 %, respectivamente.

La T4 se determiné por RIA en fase soli-
da y la hormona estimulante de la tiroi-
des (TSH) por un ensayo inmunoradio-
métrico (IRMA) utilizando kits comer-
ciales DPC. La sensibilidad del ensayo
de T4 fue de 0.36 mg/dL. Los CV intraen-
sayo para T4 fueron de 7.5 % para el
control bajo (0.64 mg/dL) y 4.6 % para el

control alto (1.7 mg/dL). La sensibilidad
del ensayo de TSH fue de 0.02 ng/mL.
Los CV intraensayo para TSH fueron de
10.6 % para el control bajo (0.26 ng/mL)
y 8.2 % para el control alto (2.9 ng/mL).

Analisis estadistico

El analisis de medidas repetidas en el tiem-
po fue utilizado para todas las variables,
mediante un procedimiento mixto (PROC
MIXED de SAS®™ Statical Analysis Sys-
tem, SAS Institute Inc., Cary, NC,USA
2000), que incluydé como efectos fijos
sexo y hora de sangrado y la interaccion
entre ambos. Los datos se presentan
como promedios minimos cuadrados y los
errores estandares. Las diferencias se con-
sideraron significativas cuando P<0.05.

RESULTADOS

Concentraciones de metabolitos

En la Tabla 1 se resumen los efectos del
sexo, hora de muestreo y su interaccion
sobre las concentraciones de los diferen-
tes metabolitos. Las concentraciones de
glucosa fueron afectadas inicamente por
la hora de muestreo respecto a la ingesta.
A pesar de que las concentraciones de glu-
cosa disminuyeron a las 3 y 5 horas post-
ingesta, no se observaron grandes varia-
ciones (Figura 1 A).

Las concentraciones de colesterol estu-
vieron afectadas por el sexo: las hembras
tuvieron mayores concentraciones de co-
lesterol que los machos (2.4+0.07 vs
1.9+0.08 g/L, P<0.0001), pero no se ob-
servo efecto de la hora de muestreo
(Figura 1 B).

La hora del muestreo de sangre afecto la
concentracion de AGNE (P<0.0001),
pero no hubo efecto del sexo ni de la inte-
raccion. Se observo un descenso signifi-
cativo en la concentracion de AGNE des-
de la hora de ingesta hasta la hora 6 post-
ingesta (0.66 vs 0.19 mM, P<0.0001),
observandose un aumento significativo a
la hora 8 (0.19 vs 0.44 mM, P < 0.0001;
Figura 1 C).

Las concentraciones de albimina tendie-
ron a ser afectadas por la hora de mues-
treo (P=0.06) y no estuvieron afectadas
por el sexo ni por la interaccioén entre
sexo*hora (Tabla 1). Las concentracio-
nes de albumina disminuyeron significa-
tivamente después de la ingesta durante
el periodo evaluado (P<0.05; Figura 1 E).
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Figura 1. Concentraciones de glucosa (A), colesterol (B), acidos grasos (AGNE, C),
proteinas plasmaticas totales (D), albumina (E) y insulina (F) en plasma de
7 perros Cocker Spaniel sanos machos y hembras antes y después de la
ingesta. Los asteriscos indican diferencias entre género, P < 0.05.

Las concentraciones de proteinas totales
estuvieron positivamente correlacionadas
con las de glucosa (r=0.37, P=0.03, n=35)
y con las de insulina (r=0.40, P=0.01,
n=35).

Concentraciones hormonales

Las concentraciones plasmaticas de in-
sulina estuvieron afectadas por la hora
de muestreo de sangre (P<0.0001). Se
observé un aumento en las concentracio-
nes de insulina a la hora post-ingesta (0.39
vs 11.6 pUl/ml, P<0.0001), presentando

el pico maximo 3 horas post-ingesta (24.8
pUI/ml, P<0.0001). A partir de esta hora
los niveles descendieron manteniéndose
superiores a los niveles pre-ingesta por 5
horas (Figura 1 F). Las hembras tendie-
ron a presentar mayores niveles de insu-
lina que los machos (11.9+1.6 vs 8.0+1.8
mUI/ml, P=0.128), y esta diferencia fue
significativa a las 3 horas post-ingesta
(40+5.5 vs 9.6+3.4 mUI/ml, P=0.0007).

Las concentraciones de cortisol estuvie-
ron afectadas por la hora de muestreo
(Figura 2 A) y tendieron a ser mayores en

las hembras que en los machos
(2.29£0.11 vs 1.994+0.13 pg/dL,
P=0.083). Las hembras presentaron ma-
yores niveles en el momento de la ingesta
(hora 0) y una hora después (P<0.05).
Independientemente del género, los nive-
les de cortisol aumentaron una hora post-
ingesta, pero volvieron a niveles basales
a las dos horas post-ingesta (Figura 2 A).
Un nuevo aumento se observo a las 4
horas post-ingesta para luego disminuir
hacia el final del experimento. Las con-
centraciones de cortisol estuvieron po-
sitivamente correlacionadas con las de
colesterol (r=0.23, P<0.05, n=79).

Las concentraciones de T4 fueron afecta-
das por la hora de muestreo (P=0.0045)
y no se observo efecto del sexo ni de la
interaccion sexo*hora (Cuadro 1). Las
concentraciones de T4 aumentaron al mo-
mento de la ingesta y se mantuvieron al-
tas hasta las 4 horas posteriores a la mis-
ma; los niveles disminuyeron a las 6 ho-
ras post-ingesta (Figura 2 B). Las con-
centraciones de T4 estuvieron positiva-
mente correlacionadas con las de insulina
(r=0.35, P=0.03, n=35).

En contraste, las concentraciones de TSH
no fueron afectadas ni por sexo ni por la
hora, pero se encontr6 una tendencia a la
interaccion entre ambos (P=0.15). Mien-
tras que los niveles de TSH en las hem-
bras aumentaron a las 6 hs post-ingesta
comparado con los niveles pre-ingesta
(P=0.03); en los machos los niveles ten-
dieron a disminuir a las 6 hs post-ingesta
respecto de las concentraciones a las 2 hs
post-ingesta (P=0.14; Figura 2 C).

DISCUSION

En este estudio se demostr6 que atn den-
tro de los rangos normales existen varia-
ciones de acuerdo con la hora de mues-
treo post-ingesta y al género en determi-
nados parametros metabdlicos y endo-
crinos. Si bien este trabajo confirma ha-
llazgos previos o esperables de la fluc-
tuacion de metabolitos y hormonas res-
pecto de la ingesta, es el primero en de-
terminarlo para tiroxina y cortisol. Uno
de los hallazgos mas interesantes y origi-
nales del estudio son las concentraciones
mas altas de insulina y cortisol encontra-
das en las hembras, que se afaden a re-
portes en el mismo sentido respecto a lo
que sucede con las concentraciones de co-
lesterol.
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Figura 2. Concentraciones de cortisol (A), tiroxina (B) y TSH (C) en
plasma de 7 perros Cocker Spaniel sanos machos y hembras
antes y después de la ingesta. Los asteriscos indican diferencias

entre género, P < 0.05.

Cabe sefialar que todos los valores obser-
vados en este estudio para metabolitos y
hormonas se encontraron dentro de los
rangos fisioldgicos normales descritos en
la bibliografia para perros adultos sanos
(Farver, 1997).

En este estudio, no se encontraron varia-
ciones relevantes de la glucosa sanguinea.
Por el contrario, Nyugen y col., (1998) y
Brambillasca y col., (2010) demostraron
importantes cambios en la glicemia de-
pendiendo del tipo de ingesta entre los
15 a 60 minutos post-ingesta. Por la me-
todologia de muestreo no podemos ase-
verar que no existieron cambios previos
en los niveles de glucosa (es decir, cam-

bios rapidos post-ingesta antes de la hora),
pero los niveles encontrados a la hora y
dos horas post-ingesta no se modificaron
a diferencia de lo reportado por Nyugen
y col., (1998) y Brambillasca y col.,
(2010). Es sabido que la glicemia esta fi-
namente regulada, por lo que no se espe-
raban grandes variaciones de la misma.
Es interesante sefnalar que la concentra-
cion mas baja de glucosa se encontro a las
3 horas post-ingesta conjuntamente con
los niveles mas elevados de insulina, lo
que concuerda con el rol estimulante de
¢ésta favoreciendo el transporte de gluco-
sa hacia la célula. Por otro lado, la ingesta
estimula rapidamente la secrecion de in-

sulina por parte de los islotes pancreati-
cos provocando un aumento importante
y sostenido en el tiempo, como ha sido
comunicado previamente (Wolever y col.,
1998). Ishioka y col., (2005) observaron
niveles de insulina mas altos entre las 2 y
5 horas post-ingesta, lo que concuerda
con los resultados de nuestro estudio.

La disminucion en la concentracion de
AGNE desde la hora de la ingesta hasta
las 4 y 6 h post-ingesta, podria explicar-
se por el ingreso de nuevos nutrientes al
organismo y una disminucion de la lip6li-
sis. Por otro lado, se encontrd un aumen-
to a la hora 8 post-ingesta, el cual podria
deberse a que se han consumido las reser-
vas energéticas de primera eleccion (glu-
cogeno hepatico) y se activan los meca-
nismos lipoliticos para consumir la grasa
almacenada. Este aumento en acidos gra-
sos fue consistente con la disminucion
encontrada en las concentraciones de in-
sulina. En contraposicion, Bertolucci y
col., (2008) no encontraron cambios en la
concentracion de AGNE post-ingesta,
pero si reportaron aumentos en las con-
centraciones de colesterol a las 7 horas
luego de la misma. Esto se contradice con
lo reportado en el presente trabajo en
donde las concentraciones de colesterol
no variaron post-ingesta. Metodologias
diferentes y/o tipos de dieta podrian ser
la causa de estas contradicciones entre
trabajos.

No hemos encontrado reportes en la bi-
bliografia respecto de variaciones de las
concentraciones post-ingesta de albtimi-
na en caninos. Siendo que la albumina re-
presenta alrededor de un 50% de las pro-
teinas totales, hubiera sido esperable una
variacion conjunta de ambas variables y
no hemos encontrado una explicacion
para este hallazgo. La correlacion encon-
trada entre proteinas plasmaticas e insu-
lina reafirma el rol anabolico de esta hor-
mona que estimula la sintesis de macro-
moléculas en general.

El aumento de tiroxina post-ingesta es
consistente con reportes en los cuales se
demostré que la hormona liberadora de
tirotropina (TRH) estd modulada por la
ingesta en otras especies (Popovic y
Duntas, 2005). La correlacion positiva
encontrada entre insulina y T4, sostiene
la hipétesis de que la insulina acttia cen-
tralmente como sefial de disponibilidad
de energia promoviendo la secrecion de
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Cuadro 1. Valores de P para los efectos fijos considerados para los metabolitos y hormonas estudiados.

Sexo Hora Sexo*Hora
Glucosa NS *ok NS
Colesterol Hokok NS NS
AGNE NS wEE NS
Proteinas totales NS 0.14 NS
Albumina NS 0.06 NS
Insulina 0.128 Hokk NS
Cortisol 0.083 *ok NS
T4 NS ** NS
TSH NS NS 0.15

AGNE = acidos grasos no esterificados; T4 = Tiroxina; TSH = Hormona estimulante de la tiroides. NS = no significativo, ** =

P<0.01 y *** = P<0.001.

TRH como ha sido sugerido previamente
en roedores (McCarty, 1995). A su vez,
el aumento de T4 correspondiente aumen-
ta la tasa metabdlica y la respiracion ce-
lular.

Los niveles de colesterol variaron de
acuerdo al sexo, presentando las hembras
niveles mas altos. Esto es consistente con
trabajos previos en diferentes razas cani-
nas de otros laboratorios (Kaspar y No-
rris, 1977; Barrie y col., 1993) y el nues-
tro propio (Pessina y col., 2009); siendo
la diferencia entre un 15 —20 % mayor en
las hembras. No hemos encontrado otros
trabajos respecto al efecto del sexo sobre
las concentraciones de metabolitos en
caninos.

El efecto del género en las concentracio-
nes hormonales fue uno de los hallazgos
mas interesantes de este trabajo. En el
presente estudio hemos encontrado que
los niveles de cortisol tendieron a ser
mayores en las hembras que en los ma-
chos; observandose esta diferencia en el
momento de la ingesta y una hora des-
pués de la misma. En un trabajo reciente
(Pessina y col., 2009), no hemos encon-
trado efecto del género en los niveles ba-
sales de cortisol, pero la respuesta al test
de estimulacion con ACTH - en términos
de concentraciones de cortisol - es signi-
ficativamente mayor en las hembras que

en los machos. Se debe destacar que en el
presente experimento, las mayores con-
centraciones de cortisol encontradas en
las hembras fueron asociadas a la ingesta;
lo que sugiere que es la respuesta a la
ACTH endodgena liberada por el estrés del
manejo (alimentacion). Es decir, ambos
experimentos sugieren una respuesta di-
ferencial de género a la ACTH. Una de las
razones que explicarian este hallazgo, es
que las concentraciones del precursor del
cortisol - el colesterol - son mas altas en
hembras que en machos, como ha sido
reportado previamente (Pessina y col.,
2009). La correlacion positiva entre cor-
tisol y colesterol sostiene esta hipotesis.
No hemos encontrado otro trabajo en ca-
ninos que fundamente dicho efecto, aun-
que en otras especies (humanos, rumian-
tes) se demostrd que las concentraciones
de leptina (hormona peptidica secretada
principalmente por el tejido adiposo) son
mayores en hembras que en machos y esto
se asocid con una distribucion diferencial
de la grasa acorde al sexo (Woods y col.,
2003; Ishioka y col., 2007).

En el mismo sentido, las concentraciones
de insulina fueron mayores en las hem-
bras a las 3 horas post-ingesta y no tene-
mos una explicacion evidente para este
hallazgo. En ovejas se encontrd que los
niveles de insulina aumentaban alrededor

del estro asociados a los altos niveles de
estradiol- 17 (Sosay col., 2006). En ra-
tas, se ha demostrado que los estrégenos
aumentan la secrecion pancredatica de in-
sulina (Nadal y col., 1998; Morimoto y
col., 2001), por lo que podria sugerirse
una posible influencia de los estrogenos
sobre los niveles de insulina en las perras
del presente trabajo, aunque con nues-
tros datos no disponemos de elementos
para demostrarlo.

CONCLUSION

Resumiendo, en este estudio se demos-
tré que en perros adultos sanos determi-
nados parametros metabolicos varian de
acuerdo al sexo y a la hora de muestreo
tras la ingesta. Los hallazgos son consis-
tentes en sefialar que de existir diferen-
cias acorde al género, las hembras pre-
sentan mayores concentraciones de hor-
monas y metabolitos en general. Estos
resultados deberian tenerse en cuenta a la
hora de elegir un protocolo de muestreo
adecuado para determinar algunos para-
metros sanguineos que puedan estar in-
fluenciados por dichos factores. Dado que
en el presente estudio se observaron fluc-
tuaciones post-ingesta, se sugiere que en
la medida de lo posible, dicho muestreo
se realice en ayunas o lejos de la comida.

Veterinaria, (Montevideo) 46 (177-178-179-180) 33-38 (2010)

37



Referencias Bibliograficas

Bertolucci, C.; Fazio, F.; Piccione, G.
(2008). Daily Rhythms of Serum
Lipids in Dogs: Influences of Lighting
and Fasting Cycles. Comparative
Medicine. 58 (5): 485-489.

Brambillasca, S.; Purtscher, F.; Britos,
A.; Repetto, J.L.; Cajarville, C. (2010).
Digestibility, fecal characteristics, and
plasma glucose and urea in dogs fed a
commercial dog food once or three times
daily. Can Vet J. 51(2):190-4.

Hoh, W.; Oh, T. (2006). Circadian
variations of serum thyroxine, free
thyroxine and 3,5,3' triitodothyronine
concentrations in healthy dogs. J. Vet.
Sci. 7(1): 25-29.

Ishioka, K.; Hosoya, K.; Kitagawa, H.;
Shibata, H.; Honjoh, T.; Kimura,
K.; Saito, M. (2007). Plasma leptin
concentration in dogs: effects of body
condition score, age, gender and
breeds. Res. Vet. Sci. 82(1):11-5.

Ishioka, K.; Hatai, H.; Komabayashi,
K.; Soliman, M.M.; Shibata, H.;
Honjoh, T.; Kimura, K.; Saito, M.
(2005). Diurnal variations of serum
leptin in dogs: effects of fasting and
feeding. Vet. J. 169(1):85-90.

Farver, T. (1997). Concepts of Normality
in Clinical Biochemistry, In: Kaneko,
J J.; Harvey, J] W.; Bruss, M (Eds),
Clinical biochemistry of domestic
animals, 5" Ed.

Kaspar, L.V.; Norris, W.P. (1977). Serum
chemistry values of normal dogs
(beagles): associations with age, sex ,
and family line. Lab. Anim. Sci.
27(6):980-5.

Kraft, W.; Weskamp, M.; Dietl, A.
(1994). Serum cholesterol in the dog.
Tierarztl Prax. 22(4):392-7.

McCarty, M.F. (1995). Central insulin
may up-regulate thyroid activity by
suppressing neuropeptide Y release
in the paraventricular nucleus. Med
Hypotjeses. 45(2):193-9.

Morimoto, S.; Cerbon, M.A.; Alvarez-
Alvarez,A.; Romero-Navarro, G,;
Diaz-Sanchez, V. (2001). Insulin
gene expression pattern in rat
pancreas during the oestrous cycle.
Life Sci. 68:2979-2985.

Nadal, A.; Rovira, J.M.; Ouahiba, L.;
Leon-Quinto, T.; Andreu, E.;
Ripoll, C.; Soria, B. (1998). Rapid
insulinotropic effect of 17 - estradiol
via a plasma membrane receptor.
FASEB J. 12: 1341-1348.

Nguyen, P.; Dumon, H.; Biourge, V.;
Pouteau, E. (1998) Measurement of
postprandial incremental glucose and
insulin changes in healthy dogs:
influence of food adaptation and
length of time of blood sampling. J.
Nutr. 128 (12):26598S -2662S.

Nguyen, P.; Dumon, H.; Biourge, V,;
Pouteau, E. (1998). Glycemic and
insulinemic responses after ingestion
of commercial foods in healthy dogs:
influence of food composition. J.
Nutr. 128(12):2654S -2658S.

Pessina, P.; Fernandez-Foren, A.;
Cueto, E.; Delucchi, L.; Castillo,
V.; Meikle, A. (2009). Cortisol
secretion after adrenocorticotrophin
(ACTH) and dexamethasone tests in
healthy female and male dogs. Acta
Vet Scand 17;51:33.

Popovic, V.; Duntas, L.H. (2005). Leptin
TRH and ghrelin: influence on energy
homeostasis at rest and during
exercise. Horm Metab Res 37(9):
533-7.

Reimers, T.J.; Lawler, D.F.; Sutaria,
P.M.; Correa, M.T.; Erb, H.N.
(1990). Effects of age, sex, and body
size on serum concentrations of
thyroid and adrenocortical hormones
in dogs. Am J Vet Res. 51:454-457.

Sosa, C.; Abecia, J.A.; Forcada, F.;
Vifioles, C.; Tasende, C.; Valares,
J.A.; Martin,G.B.; Meikle, A.
(2006). Effect of undernutrition on
endometrial gene expression of
progesterone and oestrogen receptors
and on endocrine profiles during the
ovine oestrous cycle. Reproduction,
Fertility and Development 18:
447-458.

Treiber, K.H.; Boston, R.C.; Kronfeld,
D.S.; Staniar, W.B.; Harris, P.A.
(2005). Insulin resistance and
compensation in Thoroughbred
weanlings adapted to high-glycemic
meals. J. Anim. Sci. 83:2357-2364.

Wolever, T.M.; Chiasson, J.L.; Csima,
A.; Hunt, J.A.; Palmason, C.; Ross,
S.A.; Ryan, E.A. (1998). Variation
of postprandial plasma glucose,
palatability, and symptoms associated
with a standardized mixed test meal
versus 75 g oral glucose. Diabetes Care.
21(3):336 - 40.

Woods, S.C.; Gotoh, K.; Clegg, D.J.
(2003). Gender difference in the control
of energy homeostasis. Exp. Biol. Med.
(Maywood). 228(10):1175-80.

38

Veterinaria, (Montevideo) 46 (177-178-179-180) 33-38 (2010)



Diagnostico - Arbitrado

Intoxicacion por Wedelia glauca en bovinos en Uruguay

Rivero, R.:; Adrien, M.L.2; Matto, C.%; Novoa, F.2; Uriarte, G.*; Charbonier, D.2

RESUMEN

Se describe un foco de intoxicacion espontanea por Wedelia
glauca en bovinos, registrandose muertes agudas en vacas de
segunda paricion, en el Departamento de Soriano. De un lote de
130 vacas preiiadas, enfermaron y murieron en forma aguda 23
animales (morbilidad 17,6%, mortalidad 17,6% vy letalidad
100%). Las alteraciones macroscopicas mas destacadas en las
necropsias practicadas se observaron a nivel de higado con au-
mento de tamailo, congestion y patron acinar acentuado. En la
vesicula biliar edema y engrosamiento de sus paredes. En el
intestino delgado y grueso se observaron areas congestivas o
hemorragicas. Al examen histopatolégico el higado presentaba
severa necrosis centroacinar difusa con hemorragias e infiltra-
cion grasa predominantemente periportal. A nivel renal se ob-
servo degeneracion y necrosis tubular y en intestino severa en-
teritis con infiltrado inflamatorio mononuclear. Se administro
experimentalmente 2 y 5 gr de las partes aéreas de Wedelia
glauca planta seca por kg de peso vivo a dos terneros, resultan-
do toxica a la dosis de 5 gr de MS/kg de pv. Los hallazgos
macroscopicos y microscopicos se correspondieron con los en-
contrados en los animales afectados espontaneamente, compro-
bando la toxicidad de dicha planta. Wedelia glauca es considera-
da plaga en Argentina siendo la principal planta toxica de la
Pampa humeda que ocasiona mas muertes en bovinos, de ahi su
importancia en la identificacién y el control de la misma en
Uruguay.

Palabras clave: Wedelia glauca, bovino, planta hepatotéxica,
necrosis centrolobulillar

SUMMARY

An outbreak of spontaneous intoxication by Wedelia glauca
in bovine, with sudden deaths in cows in the county of
Soriano is reported. Of 130 pregnant cows 23 animals were
affected (morbidity 17,6%, mortality 17,6% and lethality
100%). The most important macroscopic findings were
swollen liver, congestion and mottled appereance with red
areas intercalated with yellow areas. Gallbladder had oedema
and enlarged wall. Small and large intestine with congestion
or hemorrhagic areas. Histopathological examinations of the
liver showed severe periacinar hemorrhagic necrosis and
periportal fatty infiltration, whereas kidney had tubular
degeneration and necrosis. Intestine had severe enteritis with
mononuclear cell infiltration. Aerial parts of dried Wedelia
glauca were administered at dose of 2 and 5 gr of DM/kg of
body weight to two calves, being toxic at dose of 5 gr of
DM/kg of bw. Macroscopic and microscopic lesions of this
animal were similar to those observed in the cows affected
spontaneously, confirming the toxicity of this plant. W.
glauca is considered plague in Argentina, being the main
toxic plant of Pampa Humeda region and causes largest
number of deaths in cattle. For this reason, it is important
to identificate and control the plant in Uruguay.

Key words: Wedelia glauca, bovine, hepatotoxic plant,
centrolobular necrosis

INTRODUCCION

Wedelia glauca (Asteraceae), también
conocida como «yuyo sapo», «sunchi-
lloy», «clavel amarillo», «flor de sapo»,
entre otros, esta descrita como toxica para
bovinos, ovinos, suinos, equinos y ca-
prinos (Moran y Kosik, 1965; Riet-
Correa, 1978; De Diego y Solla, 1991;
Lopez y col., 1991; Collazo y Riet-
Correa, 1996; Rodriguez Armesto y col.,
2003). Es una maleza originaria de las
zonas subtropicales de América del Sur,
invasora de cultivos como maiz, papa,
girasol, algodon, alfalfa, montes frutales;
ademas de jardines, parques, orillas de

caminos, baldios y potreros (Marzocca,
1979). Se encuentra en la region centro y
norte de Argentina, sur de Brasil y
Uruguay (Gallo, 1987).

Es una planta perenne, de 30 cma 1 mde
altura, con rizomas horizontales largos y
tallos erectos, simples o poco ramifica-
dos, estriados; hojas opuestas, de apice
agudo, enteras, paucidentadas ocon2 6 3
dientes basales y peciolo corto (Marzocca,
1979). Tiene flores dispuestas en capitulos
terminales, amarillas y pocas por planta
(Figura 1). Se propaga por semillas y ri-
zomas; vegeta a fines del invierno, flore-

ce en verano y fructifica en otofio; en los
meses restantes vive solo la parte subte-
rranea de la planta, creciendo en forma de
manchones en las zonas altas de los po-
treros (INTA, 2007). Es una de las plan-
tas toxicas mas importantes de la Argen-
tina. En los registros del Servicio de diag-
nostico del INTA Balcarce es la planta
que produce mayores casos de mortali-
dad en la pampa humeda, donde se en-
cuentra ampliamente distribuida (Odrio-
zola, 2003). En Uruguay no se han re-
portado casos de intoxicacién por esta
planta en bovinos, existiendo solo un re-
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Figura 1. Wedelia glauca en estado de floracion (verano).

gistro de un foco de intoxicacion colecti-
va en suinos (Riet-Correa, 1978).

Su principio activo es un diterpenoide
denominado Atractilosido, el cual tiene
accion hepatotoxica. Tiene una estructu-
ra muy similar a los carboxiatractilosidos
que contiene el Cestrum parqui (duraz-
nillo negro) (Riet-Correa y col., 2009).
Este principio activo actiia inhibiendo la
fosforilacion oxidativa a nivel de las mi-
tocondrias, provocando una necrosis he-
patica centro-lobulillar (Schteingart y
Pomilio, 1984).

Segun algunos autores los rumiantes y
suinos no consumen la planta voluntaria-
mente cuando hay disponibilidad de fo-
rraje (Moran y Kosik, 1965; Platanow y
Lopez, 1978; Collazo y Riet-Correa,
1996). Los cuadros de intoxicacion se
presentan en animales jovenes o que fue-
ron transportados y desconocen la mis-
ma o en situaciones de escasez forrajera
(Moran y Kosik, 1965; Platanow y
Lopez, 1978). En cambio en cerdos la
planta es consumida voluntariamente en
otoflo cuando la misma esté en estado de
fructificacion, produciendose casos es-
pontaneos de intoxicacion (Moran y
Kosik, 1965). Odriozola (2003) mencio-
na que W. glauca cuando se encuentra en
estado de floracion es consumida por
bovinos de cualquier edad aun con buena
disponibilidad de forraje.

La distribucién de presentacion de los
focos en la provincia de Buenos Aires
registra dos épocas principales de mor-
tandad, una en setiembre-octubre cuando
la planta se encuentra en estado de rebro-
te y otra mayor en marzo-abril, cuando
se encuentra en estado de floracion-fruc-
tificacion (Odriozola, 2003). También
puede verse asociado al consumo de heno,
ya que la planta conserva su toxicidad
tras el secado (Platanow y Lopez, 1978).
Existen descripciones de varios focos de
intoxicacion por esta planta en Argentina
en la que se encontraba presente en far-
dos de Medicago sativa (Alfalfa) y de
Setaria italica (Moha) (Rodriguez Armes-
to y col., 2003).

Entre las 2 a 46 h luego del consumo se
presenta un cuadro de intoxicacion agu-
da. Los signos clinicos se caracterizan
por depresién, anorexia, constipacion,
temblores musculares, timpanismo, de-
cubito, opistétonos, nistagmo, movimien-
tos de pedaleo y muerte. Pero en general
a nivel de campo se encuentra a los ani-
males muertos sin observase signos pre-
vios (De Diego y Solla, 1991; Collazo y
Riet-Correa, 1996).

Las lesiones macroscopicas mas destaca-
das se localizan en higado donde se ob-
serva aumento de tamafio, congestion y
acentuacion del patron acinar con areas
rojas intercaladas con areas amarillentas,

de aspecto semejante al que ocurre en el
higado de nuez moscada observado en la
insuficiencia cardiaca. Histologicamente
el higado presenta necrosis periacinar
hemorragica, dilatacion de los sinusoides,
proliferacion de células de Kupffer, he-
patocitos del area periportal y de la re-
gion intermedia con degeneracion vacuo-
lar del citoplasma (Moran y Kosik, 1965;
Collazo y Riet-Correa, 1996; Rodriguez
Armesto y col., 2003; INTA, 2007).

El objetivo de este trabajo es describir un
reciente caso de intoxicacion espontanea
por W. glauca en bovinos, asi como la
comprobacion experimental de la toxici-
dad de la planta en bovinos.

MATERIALESY METODOS

Descripcion del foco

Los datos epidemiolodgicos, clinicos y
patolégicos fueron obtenidos en la visita
realizada al establecimiento.

En el mes de junio de 2009 el Laboratorio
Regional Noroeste de 1a DILAVE fue con-
sultado por un foco de muertes agudas en
bovinos en el departamento de Soriano
(5" seccional policial). Se trataba de un
predio agricola-ganadero con mayor én-
fasis en agricultura, que contaba con tres
potreros de rastrojo de sorgo granifero
recientemente cosechado de 38,40y 16
ha respectivamente, en los cuales se in-
trodujeron animales para su pastoreo. Las
muertes ocurrieron en solo uno de ellos
de 38 ha de superficie, donde se detectd
la presencia de una maleza verde en esta-
do de fructificacion con una altura de 30
a50cm.

En el potrero donde se presentaron las
muertes, se encontraba un lote de 130
vacas prefiadas de segunda paricion, de
las cuales enfermaron en forma aguda y
murieron 23 animales con una morbili-
dad de 17,6%, mortalidad de 17,6% y le-
talidad del 100%. Los animales habian sido
introducidos desde hacia 2 dias. Durante
este periodo los mismos no fueron vigila-
dos. Al concurrir al potrero se encontra-
ron varios animales muertos y otros en
decubito lateral, con convulsiones, peda-
leo y depresion. Solo uno de los animales
present6 signos de agresividad con inten-
tos de pararse. Todos los bovinos afecta-
dos murieron posteriormente en pocas
horas (Figura 2), siendo el resto retirados
inmediatamente de ese potrero.
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Reconocimiento, recolecciény
procesamiento de la planta

El potrero problema (rastrojo de sorgo
granifero) donde ocurrieron las muertes,
se encontraba invadido por una planta ver-
de, la cual fue enviada para su tipifica-
cion a la Catedra de Botanica de la Facul-
tad de Agronomia (Universidad de la
Republica).

Plantas de W. glauca en su porcion aérea
de dicho potrero fueron colectadas a los
efectos experimentales en el mes de junio
de 2009. Se trasladaron al Laboratorio de
Analisis Primario de Muestras Vegetales
de la Estacion Experimental «Mario A.
Cassinoni» de la Facultad de Agronomia.
Las mismas fueron depositadas en bol-
sas de material arpillera y colocadas en
estufa de secado, a una temperatura de
60 °C durante el tiempo necesario para su
total secado (48 h). Tras la desecacion se
procedi6 a realizar la molienda de las plan-

Figura 2. Animales muertos por consumo de Wedelia glauca en el foco.

tas en molino mecanico Standard, con
malla de poros de | mm de diametro. La
planta molida fue fraccionada en partes
equivalentes a las dosis a suministrar en
el experimento en bolsas individuales de
material polietileno.

Para determinar el porcentaje de materia
seca se tomaron muestras al azar de plan-
ta verde que fueron pesadas en balanza
electronica, embolsadas en envase de pa-
pel y colocada a secar en estufa a 60 °C.
Una vez completado el proceso de seca-
do se pesaron las muestras nuevamente
y se realizaron los calculos correspon-
dientes.

Experimento

Se seleccionaron 3 terneros machos cas-
trados de 4 meses de edad de raza Holan-
do, con un rango de 90 a 100 kg de peso
vivo, clinicamente sanos, identificados
mediante caravanas numeradas, pesados

en balanza y desparasitados con Iver-
mectina al 1%. Los animales fueron so-
metidos a un examen clinico pormenori-
zado previo, y luego durante el experi-
mento se realizaron controles diarios eva-
luando el comportamiento general, la fre-
cuencia cardiaca y respiratoria, tempera-
tura rectal, movimientos ruminales y gran-
des funciones. Fueron colocados en un
potrero libre de malezas, con buena dis-
ponibilidad de forraje natural y agua.

Las dosificaciones de la planta se realiza-
ron en dosis Unica mediante sonda oro
esofagica de material polietileno, de
19 mm de diametro, utilizando como lu-
bricante interno vaselina sélida.

Dos de los animales, caravanas N°5885
de 97,5 kg de pv y N°5883 de 97,2 kg de
pv recibieron 2 y 5 gr de parte aérea de
planta seca/kg de pv de W. glauca, res-
pectivamente. Como animal testigo se
utiliz6é un ternero identificado con el
N°5896 de 94,5 kg de pv que no recibio
tratamiento (Cuadro 1).

Se realizaron extracciones de sangre dia-
rias sin anticoagulante a todos los anima-
les, con el fin de determinar los niveles
séricos de aspartato amino transferasa
(ASAT) y gamma glutamil transferasa
(GGT). Las muestras fueron centrifuga-
das a 3000 rpm durante 10 minutos y el
suero obtenido de las mismas fue envia-
do a la Seccion de Patologia Clinica del
Laboratorio Central, Division de Labora-
torios Veterinarios «Miguel C. Rubino»
(DILAVE), donde fueron procesados por
la técnica de espectrofotometria, utilizan-
do un auto analizador Vitalb selecta 2.

Se realiz6 la necropsia del animal que re-
sulté muerto como consecuencia de la
intoxicacion experimental en las instala-

Cuadro 1. Intoxicacion experimental por Wedelia glauca en bovinos. Animales utilizados, peso, dosis administradas y

signos clinicos observados.

Animal Peso Dosis de planta  Estado de la Signos clinicos Evolucién
inicial seca (g MS/kg planta
animal de pv) Horas de Duracion
(kg) inicio
5896 (control) 94,5 0 - - - R
5885 97,5 2,0 En - - Sin signos
frutificacion
5883 97,2 5,0 En 10 2 Muerte
frutificacion
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ciones del Laboratorio Regional Noroes-
te de la DILAVE. Muestras de tejido ex-
traidos para estudios histopatologicos,
tanto de las necropsias practicadas a ni-
vel de campo, como de la reproduccion
experimental fueron fijadas en formol
bufferado al 10%, embebidas en parafina,
cortadas en secciones de 5 micras de espe-
sor y tefiidas con hematoxilina y eosina.

RESULTADOS

Descripcion del foco y reconocimiento
de la planta

La planta colectada fue tipificada por la
Dra. Gabriela Speroni de la Catedra de
Botanica (Facultad de Agronomia) como
Wedelia glauca (Ortega) O.Hoffm. ex
Hicken. Se encontraba distribuida en todo
el potrero, principalmente en la parte mas
alta del mismo y en forma de manchones
(Figura 3). No se detectaron otras plan-
tas toxicas, siendo la tnica que invadia el
rastrojo mencionado. Segun el propieta-
rio del establecimiento, W. glauca se en-
cuentra en el predio desde hace varios
aflos, principalmente en bordes de cha-
cras, contra los alambrados.

En el establecimiento existian anteceden-
tes de muertes agudas de origen hepato-

Figura 3. Presencia de plantas de Wedelia glauca en rastrojo
de sorgo del potrero problema (junio, 2009).

toxico, caracterizadas por necrosis peria-
cinar que eran atribuidas a Cestrum par-
qui (duraznillo negro), estableciendo por
parte del propietario un control de esta
maleza.

En la recorrida de los otros dos potreros
de rastrojo de sorgo existentes, linderos
al potrero problema, no se encontrd la
presencia de W. glauca, existiendo ade-
mas animales pastoreando en los mis-
mos sin alteraciones clinicas.

En el potrero donde ocurrieron las muer-
tes existio previamente un monte de Cel-
tis tala (Tala) donde se encontraban plan-
tas de W. glauca, que fue removido a prin-
cipios del afio 2008, posteriormente se
realizé laboreo convencional, donde se
implant6 un trigo forrajero y luego sorgo
granifero cosechado en junio de 2009.

Las alteraciones macroscopicas mas des-
tacadas en las tres necropsias practica-
das se observaron a nivel de higado con
aumento de tamafio, congestion y patron
acinar acentuado con areas rojas interca-
ladas con areas amarillas (Figura 4). En la
vesicula biliar habia edema y engrosa-
miento de sus paredes y en intestino del-
gado y grueso areas congestivas o hemo-
rragicas. Los rifiones presentaban colora-

cion palida. Al examen histopatoldgico las
principales lesiones se destacan en higa-
do presentando una severa necrosis cen-
troacinar difusa con hemorragias e infil-
tracion grasa a predominio periportal y
necrosis tubular en los rifiones. En intes-
tino habia severa enteritis con infiltrado
inflamatorio mononuclear.

El porcentaje de materia seca de las mues-
tras procesadas para el desarrollo experi-
mental, fue de 26,4% para la porcion aé-
rea de la planta.

Reproduccion experimental

El animal N°5885 dosificado con 2 gr de
MS de la parte aérea de W. glauca/kg de
pv, no presento signos clinicos. El terne-
ro N°5883 que recibi6 una dosis de 5 gr
de MS de porcidn aérea de la planta/kg de
pv murio a las 12 horas de suministrada
la misma (Cuadro 1). Los signos clinicos
observados fueron: depresion, anorexia,
temblores, dectibito, movimientos de pe-
daleo y muerte.

Los hallazgos macroscopicos observados
en la necropsia se encontraban principal-
mente en el higado, caracterizandose por
presentacion de patrén acinar con con-
gestion y leve aumento de tamaio del
mismo. También se observaron conges-
tion pulmonar, corazén con petequias a
nivel de epicardio, rifiones con areas he-
morragicas, abomaso e intestino delgado
con congestion de mucosa y encéfalo con
leve congestion de las meninges craneanas.

Las principales alteraciones histopatolo-
gicas se observaron a nivel de higado con
necrosis centrolobulillar hemorragica di-
fusa. A nivel de zona intermedia y peri-
portal, los nucleos presentaban picnosis,

Figura4. Higado de un bovino muerto a causa de la intoxicacion
espontanea por Wedelia glauca. Acentuacion del
patron acinar con areas rojas (oscuras) intercaladas
con areas amarillas (claras).
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Figura 5. Higado

cariorrexis o cariolisis y moderada vacuo-
lizacion del citoplasma de los hepatoci-
tos (Figura 5). En los pulmones habia
moderada congestion y edema y en el sis-
tema nervioso central discreta vacuoliza-
cion de la sustancia blanca. En el intesti-
no delgado se observaba enteritis catarral
moderada y abomaso con edema de mu-
cosay discreto infiltrado inflamatorio. En
riflones se constatd congestion, edema,
moderada degeneracion y necrosis tubular.
La concentracion de ASAT para el animal
N°5885 sufrio un aumento en las prime-
ras 24 h sobre los valores de referencia

¥ » S r, B el
% P TR " a?

de ternero N° 5883. Reproduccion experimental por Wedelia
glauca. Necrosis centrolobulillar hemorragica difusa. H.E. 250X.

(40-90 U/L) para luego mantenerse den-
tro de los rangos normales (Figura 6). La
concentracion de GGT practicamente no
sufrié una variacion significativa (Figura
7). Debido a la muerte en forma aguda
dentro de las primeras 12 hs del animal
N°5883 dosificado con 5 g de MS de par-
te aérea de planta seca/kg de pv, no se
pudo obtener muestras de sangre para de-
terminar la concentracion de ASAT y
GGT post-dosificacion. La concentracion
de ASAT y GGT para el animal testigo
estuvo dentro de los rangos normales (Fi-
guras 6 y7).

DISCUSION

La reproduccion experimental de la en-
fermedad por la administracion de W.
glauca en bovinos demostré que el foco
de campo fue causado por la ingestion de
dicha planta, comportandose como toxi-
caaladosisde 5 g delas partes aéreas de
planta seca/kg de pv. Teniendo en cuenta
el porcentaje de materia seca de la planta
entera (26,4 % MS), corresponderia a
19 g de partes aéreas de planta verde/kg
de pv. Las dosis toxicas determinadas ex-
perimentalmente por diferentes autores
se encuentran entre 5 a 10 g/kg de pv de
planta verde en ovinos y bovinos (Collazo
y Riet-Correa, 1996), 4 a 10 g de hoja ver-
de/kg de pv en bovinos (INTA, 2007)y 4 g
de hoja verde/kg de pv en bovinos
(Odriozola, 2003). Collazo y Riet-Correa
(1996) no encontraron diferencias en las
dosis necesarias para producir la enfer-
medad entre los meses de noviembre y
marzo, indicando que no habria variacion
de toxicidad de la planta durante su ciclo
vegetativo. Segun Odriozola (Comunica-
cion personal, 2010) tampoco habria cam-
bios en la toxicidad segun el ciclo vegeta-
tivo de la planta y las intoxicaciones en
las diferentes épocas ocurririan por una
variacion en la palatibilidad. Por el con-
trario Giusti (1934) menciona que la toxi-
cidad de W. glauca varia con la época del
afno. De acuerdo a Odriozola (Comunica-
cion personal, 2010), existiria una varia-
cion de toxicidad de acuerdo a las dife-
rentes zonas geograficas de Argentina, ya
que experimentos realizados por dicho in-
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Diarespecto a la dosificacion

Figura 6. Concentracién de la enzima aspartato amino
transferasa (ASAT) durante el periodo
experimental. Dia 0= dosificaciéon. Animal N°
5885 dosificado con 2 g de MS/kg de pv, de
partes aéreas de planta de Wedelia glauca y
animal N° 5896 control. Valores de referencia

normales: (40-90 U/L).

Diarespecto a la dosificacion

2 3 4 5

Figura 7. Concentracién de la enzima gamma glutamil
transferasa (GGT) durante el periodo experimental.
Dia 0= dosificacion. Animal N° 5885 dosificado
con 2 g de MS/kg de pv, de partes aéreas de Wedelia
glauca y animal N° 5896 control. Valores de
referencia normales: (4-20 U/L).
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vestigador no lograron reproducir la in-
toxicacion con plantas de W. glauca de
determinada region, en dosis Unica por
sonda oroesofagica a4 g de MS/kg de pv.
Por otra parte Giusti (1930) no consi-
guid reproducir la intoxicacion adminis-
trando diariamente 2 a 12 g de planta ver-
de a bovinos y 3 a 6 kg a ovinos por
periodos de 6 a 20 dias, siendo que la
planta fue consumida espontaneamente
en este experimento. Collazo y Riet-
Correa (1996) en sus ensayos sugieren
que la intoxicacion por W. glauca ocurre
solamente cuando la dosis toxica es inge-
rida en un corto periodo de tiempo de
pocas horas; en correspondencia a lo su-
cedido en el brote registrado, ya que los
animales enfermaron y murieron en las
primeras 48 horas, siendo posteriormen-
te retirados del potrero en cuestion.

Son factores también a tomar en cuenta
en el desarrollo de la intoxicacion, el po-
sible desconocimiento de la planta por
parte de los animales y la introduccidon
de los mismos inmediatamente a la cose-
cha del sorgo, con una alta carga instanta-
nea de 3,42 animales/ha, siendo W. glauca
la unica fuente de forraje verde disponible,
permitiendo el alto consumo de la planta.

Es importante destacar que el foco diag-
nosticado sucedid en invierno, en el mes
de Junio, época donde de acuerdo a la
bibliografia la parte aérea de la planta
desaparece y no se registran brotes
(INTA, 2007; Odriozola, 2003). La po-
sible explicacion de la presencia de la plan-
ta en dicha época, con una altura de entre
30 a 50 cm y en estado de fructificacion
estaria dada por la cobertura y protec-
cion que le proporcionaban las plantas
de sorgo granifero antes de su cosecha.

No existe un marco de hipotesis claro de
la razén de la difusion de W. glauca en un
solo potrero. La posible causa de la dis-
persion de la planta en dicho potrero
podria estar asociada a la remocion del
monte de Celtis tala donde habia W. glau-
ca, y posterior distribucion a través del

laboreo convencional. La dispersion a tra-
vés de semillas, tanto cerealeras como fo-
rrajeras, no se puede descartar, y deberia
tenerse en cuenta en el futuro, aunque en
este caso la semilla de sorgo granifero
sembrada en los tres potreros tenia un
mismo origen y solo en uno de ellos se
desarrollo la planta, donde ya se habia
constatado la presencia de la misma pre-
viamente a la siembra del cereal mencio-
nado.

Los signos clinicos y hallazgos patologi-
cos fueron caracteristicos de un cuadro
hepatotdxico agudo con necrosis periaci-
nar. Estos hallazgos fueron similares tan-
to en los casos clinicos espontaneos y en
la reproduccion experimental, como a los
reportados en la bibliografia para los bo-
vinos, ovinos y cerdos (Moran y Kosik,
1965; Platanow y Lopez, 1978; Riet-
Correa, 1978; De Diego y Solla, 1991;
Lopez y col., 1991; Collazo y Riet-Co-
rrea, 1996; Odriozola, 2003; Rodriguez
Armesto y col., 2003).

El animal N° 5885 que recibid la dosis
2 g de MS de partes aéreas de planta/kg
de pv no presentd signos clinicos pero
tuvo un aumento moderado de la enzima
ASAT en las primeras 48 h, revelando
una lesion hepatocitica de acuerdo con lo
reportado por Collazo y Riet-Correa
(1996). Los niveles de GGT no presen-
taron incrementos por encima del rango
normal.

El principio activo de W. glauca, es un
diterpenoide denominado Atractilosido
que forma parte de los carboxiatractildsi-
dos. Compuestos similares también se
encuentran en las plantas de Cestrum
parqui (duraznillo negro) y Xanthium
cavanillesii (abrojo grande), (Riet-Correa
y col, 2009). Existen otras plantas que
producen necrosis hepatica centrolobuli-
llar como Cestrum parqui, Xanthium ca-
vanillesii, Cycas revoluta y Sessea ves-
tioide. La larva Perreyia flavipes también
produce necrosis periacinar siendo su
principio activo un heptapéptido deno-

minado pergidin. Ninguna de las plantas
mencionadas, ni la larva Perreyia flavipes
se encontraban en el potrero problema.

Como se menciond anteriormente la ma-
leza W. glauca es una planta perenne,
muy invasiva lo que es de tener en cuenta
para el control de la diseminacién de la
misma (Marzocca, 1979; INTA, 2007).
Esta ampliamente difundida en Argenti-
nay es declarada plaga de la agricultura
en ese Pais, por decreto desde el afio 1932
(INTA, 2007). Existen en la bibliografia
algunas alternativas para el control qui-
mico de esta maleza. Ademas de medios
mecanicos, como extraccion manual o la-
boreo, se recomienda la sal dimetilamina
del acido 2,4-dichlorofenoxiacético (2,4-
D) como herbicida, combinado con labran-
zas adecuadas, a dosis de 2 L/ha (Bur-
kart, 1974). También se puede utilizar el
Glifosato que se recomienda a diferentes
dosis segun el estado de la misma, aun-
que W. glauca posee cierta tolerancia a
este herbicida (Dow AgroScience, 2010).
Las dosis de glifosato recomendadas son,
a 2 L/ha (plantas de semilla de hasta
12 cm de altura), 2.5 L/ha (plantas de mas
de 15 cm de altura), 3.5 L/ha (rebrotes a
partir de rizomas, con mas de 4 hojas),
4.5 L/ha (plantas en floracion) y 5.5 L/ha
(plantas de mas de 50 cm de altura), (Mon-
santo Argentina S.A.1.C, 2009). Debido
a la tolerancia innata de W. glauca al Gli-
fosato (especies que naturalmente tole-
ran ciertas dosis comerciales de glifosato),
es indicado el ester 1-metilheptil del acido
fluroxypyr, herbicida sistémico de accion
hormonal a dosis de 300 a 450 cm’/ha para
el control de la misma (Starane*Xtra®),
(Dow AgroScience, 2010).

Un aspecto importante a tener en cuenta
es el reconocimiento de W. glauca por
parte de técnicos y productores, ya que
existen otras plantas toxicas que presen-
tan un cuadro clinico y patoldgico similar
a ésta lo que podria llevar a confundir fo-
cos si no es reconocida correctamente.
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Diagnostico - Arbitrado

Deteccidn viral en cachorros con diagnostico presuntivo de Parvovirus

canino (CPV)

Puentes, R.%; Eliopulos, N.%; Finger, P.2; Castro, C.2; Nunes, C.2; Furtado, A.}; Franco, G.%;

Hibner, O.S.?

RESUMEN

Dentro de las causas infecciosas mas importantes de gastroen-
teritis hemorragica en caninos, se puede citar a la Parvovirosis
causada por Parvovirus canino (CPV). Es una enfermedad pre-
sente en el Uruguay que afecta principalmente a cachorros, pro-
duciendo cuadros de diarreas que pueden llevar a la muerte de
los animales en pocos dias. El diagndstico de CPV se realiza
principalmente de forma clinica, aunque existen técnicas de la-
boratorio como la Inmunocromatografia (IC) Hemaglutinacion
(HA), ELISA y PCR para el diagnostico definitivo de la enfer-
medad. El objetivo de este trabajo fue confirmar la infeccion en
casos agudos con diagnoéstico presuntivo de CPV mediante tests
de IC y HA. Un total de 26 muestras fecales fueron analizadas.
La IC fue capaz de detectar 15/26 (58%) y la HA detecto 16/26
(61,5%). Las posibles causas de las diferencias encontradas en-
tre la clinica y el resultado del laboratorio pueden deberse entre
otras cosas a la sensibilidad de los tests utilizados, al momento
de la toma de muestra o al diagnostico clinico equivocado. En
cualquier caso, los resultados de este trabajo advierten sobre las
posibles diferencias que se pueden encontrar entre la clinica y
las técnicas de IC y HA, debiéndose ser cauteloso en la inter-
pretacion de resultados obtenidos para esta enfermedad.

Palabras clave: Parvovirus Canino, diagndstico,
gastroenteritis.

SUMMARY

One of the main infectious causes of hemorrhagic gastroenteritis
in canines, is Parvovirosis caused by Canine Parvovirus (CPV).
This is a disease in Uruguay which affects mainly puppies
causing diarrheas that can lead to death of animals within a few
days. The main method of diagnosis is the clinical, although
there are laboratory techniques such as immunochromatography
(IC), hemagglutination (HA), ELISA and PCR for the final
diagnosis of the disease. The aim of this work was to confirm
the infection in acute cases with presumptive diagnosis of CPV
through IC and HA test. A total of 26 fecal samples were
analyzed. IC was able to detect 15/26 (58%) and HA detected
16/26 (61,5%). The differences found between the clinic and
the laboratory results may be, among other causes, due to the
sensibility of the tests used, the time of sampling or a mistaken
clinical diagnosis. As it is shown in the results derived from this
study, differences between the clinical diagnosis and the IC and
HA techniques can be found, therefore interpretation of results
should be of concern when the diagnosis of this disease is made.

Keys words: Canine Parvovirus, diagnosis, gastroenteritis.

INTRODUCCION

Parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) es el
agente etioldgico de la Parvovirosis cani-
na, considerada la causa mas importante
de enteritis viral en cachorros (Kapil y
col 2007). El virus infecta el epitelio in-
testinal, produciendo necrosis de las crip-
tas y atrofia de las vellosidades. Los ani-
males afectados, cursan generalmente con
un cuadro de depresion, vomitos, ano-
rexia y diarrea (gastroenteritis mucoide a
hemorréagica), que puede llevarlos a la
muerte en pocos dias. La enfermedad es
mas comun en cachorros no vacunados,
pudiendo producir ademas miocarditis no
supurativa con infiltrado celular depen-

diendo de la edad al momento de la infec-
cion (Nho y col 1997, Greene, 2007).

Luego de su aparicion a fines de la década
del 70, CPV-2 fue reemplazado por un
nuevo tipo denominado CPV-2a, el cual
junto a otra mutacion (CPV-2b), se ex-
tendieron por todo el mundo. Mas re-
cientemente en el aflo 2000 emergid el
genotipo CPV-2c¢ (Hoelzer & Parrish
2010). Estas 3 variantes virales, son las
detectadas en la actualidad en casos clini-
cos de Parvovirosis canina en todo el
mundo, habiendo desaparecido de la na-
turaleza el genotipo CPV-2, presente en
la mayoria de las vacunas comerciales
actuales. En el Uruguay, si bien existen

pocas investigaciones sobre Parvovirosis
Canina, es una enfermedad diagnosticada
clinicamente desde hace varias décadas,
siendo CPV-2c la variante mas encontra-
da en la actualidad (Perez y col 2007).

Los antecedentes epidemiologicos y la
sintomatologia clinica, permiten la reali-
zacion de un diagnoéstico presuntivo de la
enfermedad en la mayoria de los casos.
Sin embargo existen otras causas de gas-
troenteritis en perros. Por lo tanto, el diag-
noéstico definitivo deberia ser realizado
por alguna técnica disponible para la de-
teccion viral de CPV como la Hemagluti-
nacion, Inmunocromatografia, ELISA o
PCR.
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El objetivo de este trabajo fue verificar la
concordancia entre el diagndstico presun-
tivo de Parvovirus canino realizado por
clinicos veterinarios y el diagnostico de
laboratorio realizado por tests inmuno-
diagnosticos (Inmunocromatografia y
Hemaglutinacion).

MATERIALESY METODOS

Muestras

Se colectaron muestras de materia fecal
de 26 casos de gastroenteritis en caninos,
con diagndstico clinico presuntivo de
Parvovirus canino y en la fase aguda de la
enfermedad.

Los animales eran en su totalidad cacho-
rros (entre 1.5 y 6 meses de edad), de
distintas razas (Galgo, Rottweiler, Ove-
jero Aleman, Dogo, Cimarrén, Labrador,
Pittbul, Caniche y distintas cruzas).

Las muestras provinieron de diversas
zonas de Montevideo (Pocitos, Manga,
Puntas de Manga, Sayago, Parque Rodo
y Buceo), siendo tres de ellas del Depar-
tamento de Treinta y Tres.

En cuanto a la sanidad de los animales
muestreados, 5 eran de animales vacuna-
dos contra la Parvovirosis canina y 21
eran de animales no vacunados.

Test de Inmunocromatografia

Para la deteccion de antigenos virales, se
utilizé un test de Inmunocromatografia
comercial disponible en el mercado, con
una sensibilidad de deteccion del 99%
(comparado con Hemaglutinacion) segun
informacion del fabricante. Las muestras
fueron tomadas a partir de hisopados rec-
tales o directamente de la materia fecal
fresca y procesadas siguiendo el proto-
colo del kit utilizado.

Test de Hemaglutinacion (HA)

Por otro lado, se utilizd otra técnica de
referencia para el diagnodstico de Parvo-
virus canino. La técnica de HA fue reali-
zada segln descripta por Senda et al.
(1988). Brevemente, se hicieron dilucio-
nes de la muestra de materia fecal desde
pura hasta 1/64 en buffer BABS pH 9
(1.5 M NacCl, 0.5 M H3BO3, 1.0 M
NaOH, 0.2% BSA) y se incub6 con el
mismo volumen de una solucioén conte-
niendo 0.5 % de eritrocitos frescos de
cerdos diluidos en buffer VAD pH 6.0
(0.15 M NacCl, 0.3 M Na2HPO4, 0.15 M

NaH_PO,). La mezcla fue incubada a 4 °C
y leida luego de 30 minutos. Como cepa
control positivo se utilizo la cepa Corne-
11 (CPV-2, ATCC - VR2017) y el titulo
viral fue expresado como la mayor dilu-
cion que produce completa hemaglutina-
cion.

RESULTADOSY DISCUSION

Del total de muestras procesadas, 58%
(15/26) fueron positivas para CPV por
Inmnunocromatografia y 61.5% (16/26)
positivas por Hemaglutinacion, no encon-
trandose diferencias significativas en los
resultados segun la técnica utilizada.

Ademas, las 15 muestras positivas por
IC fueron positivas por HA, concordan-
do asi los resultados de ambos métodos.

En cuanto al sexo del animal, se encontrd
un mayor porcentaje de hembras positi-
vas (70%) que de machos (46%) para
cualquiera de los dos métodos diagnosti-
cos utilizados.

En cuanto a la raza no se pudo analizar si
habia asociacion entre la raza y el resul-
tado para CPV, ya que en el muestro ha-
bian muchas razas representadas, pero con
pocas muestras de cada una.

El diagnéstico clinico de Parvovirus ca-
nino es relativamente facil de realizar, ya
que la anamnesis y los antecedentes epi-
demiologicos, asi como la sintomatologia
clinica, nos permiten suponer la presen-
cia de este patdogeno. Sin embargo, las
muestras negativas analizadas en este ex-
perimento sumaron un total de 42% y
38.5% para IC y HA respectivamente, lo
que nos hace pensar que la técnica utili-
zada no fue capaz de detectar la presen-
cia del virus o el agente causal de la gas-
troenteritis no era Parvovirus canino en
todos los casos.

Aunque Parvovirus es el principal agente
infeccioso de gastroenteritis en cachorros,
otros patéogenos han sido encontrado en
casos de diarrea, como por ejemplo Co-
ronavirus canino, Distemper canino,
Reovirus e Isospora canis. Ademas se han
encontrado casos de co-infecciones de
Parvovirus junto con otros agentes pato-
genos (Decaro y col 2007). En este expe-
rimento no se buscaron otros patégenos
para hacer el diagnoéstico diferencial, ya
que el objetivo central fue verificar la con-
cordancia entre el diagndstico clinico pre-
suntivo y el laboratorio a través de técni-
cas inmunodiagnosticas.

La confirmacion de la causa del cuadro
clinico es importante, sea infecciosa o no,
ya que el tratamiento y el pronostico de
la enfermedad pueden variar. Si bien para
Parvovirus Canino, al igual que para otras
virosis, el tratamiento en la actualidad
sigue siendo de sostén fundamentalmen-
te, a base de fluidoterapia, vitaminicos y
antibioticos, se deberia hacer un diagnos-
tico definitivo para predecir el prondsti-
co del paciente, al igual que instaurar
medidas de manejo adecuadas, evitando
el contagio del virus a otros animales
(Greene, 2007).

Parvovirus canino es un virus que ha re-
cobrado importancia en el mundo, debi-
do a las nuevas variantes virales emer-
gentes en la actualidad. En ningln pais
donde se ha estudiado la enfermedad re-
cientemente, se ha podido detectar el
genotipo original (CPV-2) en muestras cli-
nicas (Hoelzer y Parrish 2010). Esto es
importante ya que la mayoria de las vacu-
nas existentes son elaboradas con CPV-2y
la inmunidad cruzada entre los distintos
genotipos es discutida (Truyen 2006).

De hecho en este trabajo, 3 de las mues-
tras positivas, eran de animales con his-
toria de vacunacion. Estos datos concuer-
dan con otros autores, que han encontra-
do CPV-2c en animales vacunados (Perez
y col 2007, Calderén y col 2009). En nues-
tro caso no podemos discutir acerca de la
eficacia de las vacunas, ya que la infor-
macion sobre la vacunacion del animal
puede ser relativa, al igual que el estado
de la vacuna a la hora de la inyeccion en el
animal.

Sin embargo, a pesar de que algunos au-
tores afirman que las vacunas existentes
protegen contra los nuevos genotipos vi-
rales (Spibey y col 2008), diversos auto-
res han sugerido la revision de las vacu-
nas utilizadas en la actualidad, teniendo
en cuenta la proteccion relativa existente
contra las nuevas variantes virales (Pra-
telli y col 2001, Truyen 2006, Oshima y
col., 2008).

Desde el punto de vista clinico, a pesar
de que 11y 10 de las muestras analizadas
fueron negativas por IC y HA respecti-
vamente, no podemos afirmar que el diag-
nostico clinico fue equivocado ya que las
técnicas disponibles actualmente no son
capaces de detectar todos los casos posi-
tivos de CPV. El momento para la toma
de las muestra es importante, debiéndose
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considerar que la excrecion viral ocurre
principalmente en los primeros 8 y 12
dias pos infeccion. Luego de ese periodo
es probable que no se pueda detectar el
virus (Decaro y col 2005). Las muestras
analizadas en este experimento fueron
tomadas en la fase aguda de la infeccion,
lo que supone que deberian estar excre-
tando el virus. Investigaciones previas,
analizando 89 muestras de gastroenteri-
tis, han logrado detectar CPV por Inmu-
nocromatografia y Hemaglutinacion en el
46% y 56% respectivamente, mientras
que por Real Time PCR se detectd en el
82% de los casos (Desario y col 2005).
Estos resultados son similares a los ha-
llados en nuestro trabajo. Una posible
hipétesis que podria explicar la menor
sensibilidad encontrada en la IC y HA
con relacion a las de deteccion de DNA
viral (ej. PCR), se refiere al hecho de que
los anticuerpos a nivel de mucosas logra-

rian neutralizar al virus, impidiendo la
deteccion de antigenos virales por estos
dos métodos (Desario y col 2005).

Por lo tanto, si bien la Real Time PCR es
una técnica mas sensible y capaz de re-
ducir las posibles muestras falsas negati-
vas, en este trabajo utilizamos técnicas
mas accesibles y de uso frecuente, por el
hecho de que son herramientas sencillas,
rapidas y de costo relativamente bajo,
pudiendo ser realizadas por clinicos ve-
terinarios.

Los resultados de este trabajo, plantean
la discusion acerca de la utilidad de las
técnicas Inmunocromatografia y/o Hema-
glutinacion, para el diagnodstico de la Par-
vovirosis canina. Por un lado, es proba-
ble que en algunos de los animales diag-
nosticados clinicamente la causa de gas-
troenteritis hemorragica no fuera CPV.
Por otro lado, si bien no se utilizé una

técnica mas sensible para minimizar los
posibles falsos negativos, existen casos
clinicos de CPV que no son detectados
por IC y/o HA (Desario y col 2005), lo
que se traduce en una alerta para los ve-
terinarios frente a un resultado negativo
por cualquiera de los métodos inmuno-
diagnosticos utilizado en este experimento
(IC o HA).
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Dignostico - Arbitrado

«Shaking puppy syndrome» (sindrome del cachorro temblador) en
Weimaraners: tres casos en una misma camada. Primer diagnéstico clinico

en Uruguay

Delucchi, L.%; Feijoo, G.2.; Duran, E.2

RESUMEN

Tres cachorros de un mes de edad, de una misma camada de la
raza Weimaraner, dos machos y una hembra, fueron traidos a
consulta presentando temblores generalizados que afectaban todo
el cuerpo incrementandose su intensidad en la Gltima semana.
Los temblores ritmicos empeoraban ante distintos estimulos
ambientales o por intencion (al mamar o comer), con el ejercicio
fisico o excitacion pero los temblores se detenian durante el
suefio. Por el examen clinico y estudios colaterales se diagnosti-
c6 «shaking puppy sindrome» o sindrome del cachorro tembla-
dor provocado por un retraso en la mielinizacion. La unica alte-
racion encontrada en los estudios realizados a los cachorros fue
serologia positiva a Neospora caninum al igual que en la madre.
En el presente caso los signos neurologicos remitieron en un
periodo de 6 meses, permitiendo a los 3 animales llevar una vida
normal, siendo este su primer reporte en Uruguay.

Palabras clave: hipomielinizacion, temblores, caninos

SUMMARY

Three one-month-old Weimaraner puppies of the same litter,
two males and one female, showed whole body tremors that
had been increasing during the week before consulting. The
rhythmical tremors had been worsening as a response to different
ambient stimuli or intention (i.e. suckling or feeding), physical
exercise and excitement, but the tremors stopped when the
puppies sleep. Physical examination and others studies
suggested a «shaking puppy syndrome» caused by delayed
myelination. The only observed serologic alteration was positive
titers to Neospora caninum in the three puppies and the mother.
In the present case, the neurological signs improved in a period
of six months allowing a normal life. The present case is the
first report of the disease in Uruguay.

Key words: hypomyelination, tremors, dogs

INTRODUCCION

La hipomielinizacion es la falla en esta-
blecer una vaina de mielina normal en los
axones del sistema nervioso central y fue
descripta en varias razas de perros; Chow
Chow (Vandevelde y col., 1977), Dalma-
ta (Greene y col., 1977), Springer spa-
niel (Griffiths y col., 1981), Bearnes
(Palmer y col., 1987) y Weimaraner
(Kornegay y col., 1987; Viott y col.,
2007).

La enfermedad en cachorros de la raza
Springer spaniel aparece de forma espon-
tanea y cursa con signos neurologicos de
tal magnitud que generalmente provocan
la muerte de los animales afectados. Se
presentan temblores severos a partir de
las 2 semanas de edad acompafados de
intensas crisis convulsivas (Nandon y
col., 1990).

El ensamblado de las capas de la vaina de
mielina depende del proceso de diferen-
ciacion de los oligodendrocitos a partir
de células progenitoras pluripotenciales.
Este proceso depende de sefales que ju-
garian un rol importante en las vias de
desarrollo diferencial de oligodendroci-
tos o astrocitos I (Nandon y col., 1990).
Se ha sugerido que la proteina proteoli-
pidica de la mielina (PLP)y la DM-20,
una transcripcion alternativa del gen del
ensamblado de la PLP, son proteinas es-
tructurales en la vaina de mielina y serian
determinantes en la maduracion del oli-
godendrocito (Hudson y col., 1987). DM-
20 tendria inicialmente un rol preeminen-
te sobre PLP. Niveles bajos de PLP, la
alteracion en la relacion entre ambas pro-
teinas y su mutacion pueden explicar el
«shaking puppy syndrome» (Nandon y
col., 1990). Palmer y colaboradores

(1987) reportd que la enfermedad en otras
razas podria ser una enfermedad heredi-
taria debido a una condicion autosdémica
recesiva.

En otros casos reportados en Weimara-
ners, comenzaron a mostrar signos clini-
cos entre 1 y 3 semanas de edad (Korne-
gay y col., 1987; Viott y col., 2007).Los
cachorros afectados padecen temblores
que comienzan en los miembros poste-
riores y provocan el caracteristico movi-
miento de «sube y baja» del cuerpo del
animal (Kornegay y col., 1987; Viott y
col.,2007). Al afectarse cabeza y cuello,
esto impide una lactancia normal, y otras
funciones como miccién o defecacion se
pueden encontrar afectadas (Viott y col.,
2007). Generalmente en la raza Weimara-
ner a diferencia de otras razas el pronds-
tico de la enfermedad es bueno, remitien-
do los signos en la medida que el cacho-

'Asistente Departamento de Patologia y Clinica de Pequefios Animales. Facultad de Veterinaria. Universidad de la Republica. Lasplaces 1550. CP11.600.
Montevideo. Uruguay. Correo electronico: ldelucchi@fvet.edu.uy
2Colaborador Departamento de Patologia y Clinica de Pequefios Animales. Facultad de Veterinaria. Universidad de la Reptblica. Lasplaces 1550. CP11.600.
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ITO crece aunque ocasionalmente, anima-
les con signos muy severos pueden morir
por problemas para alimentarse.

Hallazgos patolégicos de cachorros
Weimaraner afectados incluyen axones del
SNC con poca o sin mielina, no afectan-
dose células del sistema nervioso perifé-
rico. La enfermedad puede atacar distin-
tas zonas del SNC pero parece afectarse
con mayor frecuencia los cordones ven-
trales y laterales de la médula espinal con
una aparente predominancia del numero
de astrocitos sobre los oligodendrocitos
sugiriendo una diferenciacion glial anor-
mal (Kornegay y col., 1987). Vacuoliza-
cion de la sustancia blanca subcortical con
mielinizacién pobre también fue encon-
trada en Weimaraners afectados (Viotty
col., 2007).

MATERIALESY METODOS

Tres cachorros de la misma camada, 2
machos y 1 hembra de la raza Weimara-
ner, de 4 semanas de edad, fueron exami-
nados en el Hospital Veterinario de la
Facultad de Veterinaria por presentar
temblores musculares que les afectaban
todo el cuerpo y se fueron incrementan-
do en la ultima semana. Los temblores,
ritmicos, aumentaban por estimulos am-
bientales o por intenciéon (mamar o co-
mer) incluso el simple ejercicio fisico,
pero cesaban durante el suefio.

Al examen fisico de los cachorros los mis-
mos eran normotermos, con respiracion
normal y a la auscultacion cardiaca y sis-
tema respiratorio no se encontraron anor-
malidades. Las mucosas orales y conjun-
tivas se encontraron palidas. Al examen
neurologico los animales presentaron
ataxia y dismetria. Los reflejos tuvieron
respuesta normal y presentaban sensibi-
lidad dolorosa. En cuanto a la evaluacion
visual la respuesta del reflejo consensual
visual estaba disminuida en los tres ca-
chorros. Los mismos presentaban incon-
tinencia fecal y urinaria no asi el resto de
los hermanos de camada. La intensidad
de los temblores aumentaba de tal forma
que impedia la marcha de los animales.

Dado los datos patronimicos, anamnesis
y signos clinicos se diagnostico presun-
tivamente hipomielinizacion con signos
sugestivos de hipoplasia de cerebelo.

Se le indicaron estudios de patologia cli-
nica de rutina; hemograma, quimica séri-
ca incluyendo funcional hepatico, anali-

sis de orina y serologia para distemper
canino, Toxoplasma gondii y Neospora
caninum. Se le indicaron radiografias de
torax y ecografia de abdomen.

Los propietarios declinaron en autorizar
la toma de muestras de liquido cefalorra-
quideo para su posterior analisis y otros
estudios invasivos, por los posibles ries-
g0s.

RESULTADOS

Uno de los machos y la hembra presenta-
ron leucocitosis (20300 y 41100/mm?)
con linfocitosis (65 y 56% respectiva-
mente). No se encontraron otras altera-
ciones en los valores sanguineos y en ori-
na, teniendo uno de los machos valores
totalmente normales. Los estudios sero-
légicos para distemper canino y Toxo-
plasma fueron negativos pero en cambio
los 3 cachorros presentaron titulos para
Neospora caninum por el método de in-
munofluorescencia indirecta; 2 cachorros
con valores altos (1/400 y 1/800 para la
hembra y el macho con leucocitosis, y 1/
200 para el macho restante). La madre
también fue chequeada para Neospora y
resultd positiva con titulos de 1/6400.
Los demas estudios realizados asi como
los de imagen (radiografia de torax y eco-
grafia de abdomen) resultaron normales.
Dado los titulos contra Neospora cani-
numy los signos de incontinencia, se les
prescribid Sulfa-trimetroprim (Bactrim,
Roche) en la formulacion liquida, durante
20 dias a una dosis de 15 mg/kg, via oral,
b.i.d.

A los 60 dias de su primera visita, los
cachorros ya controlaban los esfinteres,
los temblores habian cedido y solo per-
sistia un moderado temblor de intencion.

A los 120 dias en su segundo control, se
le repitieron todas las pruebas de labora-
torio resultando normales. La evaluacion
clinica no present6 déficits neurolégicos,
controlaban normalmente los esfinteres,
la marcha y el trote eran coordinados re-
mitiendo la ataxia. Los titulos contra
Neospora caninum fueron entre 1/50 y 1/
200. A la edad de seis meses los tres cacho-
rros mejoraron y fueron adoptados por dis-
tintos propietarios. Se les indico un plan
de vacunacion con pocos antigenos (Dis-
temper, Parvovirus y Rabia en via separa-
da) por la predisposicion que tiene laraza a
desarrollar osteodistrofia hipertrofica (Mc-
Murray, 2001; Harrus y col., 2002).

DISCUSION

Los tres casos de mielinizacion retrasada
o hipomielinizacioén en cachorros de la
raza Weimaraner tuvieron curso clinico y
posterior recuperacion similar a lo des-
cripto por otros autores. A pesar de la
serologia positiva para Neospora
caninum, esta no es suficiente para con-
cluir que la causa de la enfermedad fue
dicho parésito ya que alguno de los ani-
males presento titulos bajos. En la litera-
tura al respecto no hemos encontrado an-
tecedentes de este tipo de cuadros en Wei-
maraner que se acompaiien con serologia
a esta parasitosis. Los antecedentes dis-
ponibles muestran que Neospora caninum
ocasiona lesiones neuroldgicas con sig-
nos de inflamacion del cerebelo en anima-
les adultos y que ademas presentan otros
signos neurologicos que indican una ma-
yor difusion topografica de la lesion (Lo-
renzo y col., 2002; Cantile y Arispice,
2002).

El uso de antibidtico en el presente caso
se justifico no solo por aquellos cacho-
rros con serologia positiva, sino que al
tener problemas en sus conductas de eli-
minacion (incontinencia fecal y urinaria)
corrian riesgo de infecciones por micro-
organismos oportunistas. Los tratamien-
tos descriptos para Neospora no deben
ser menores de 4 semanas llegando hasta
18 semanas para lograr la remision de los
signos de la enfermedad (Crookshanks y
col., 2007). En nuestros casos solo se le
prescribid por 20 dias aunque los cacho-
rros continuaron una mejoria lenta y ex-
tendida en el tiempo pero sostenida, ale-
jada del consumo del antibiotico. La leu-
cocitosis es una alteracion inespecifica
que pudo ser provocada por procesos
inflamatorios de origen infeccioso u otras
causas. La linfocitosis pudo ser causa
también por stress o estimulo inmunolo-
gico prolongado. En los casos de Neos-
pora se espera encontrar los eosinofilos
elevados en términos porcentuales, cosa
que no sucedid en ninguno de los tres ca-
chorros.

La causa exacta del desorden en la mieli-
nizacion de los cachorros Weimaraner
todavia no esta del todo aclarada, pero si
existe acuerdo en otras razas que su cau-
sa seria genética (Palmer y col., 1987).

La hipomielinizacion en la raza Weimara-
ner se puede revertir con el tiempo a pe-
sar de ser estos cachorros de dificil ma-
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nejo para sus propietarios en los prime-
ros meses de vida. Estos animales debe-
rian ser castrados teniendo en cuenta la
sospecha de ser una enfermedad heredi-
taria ligada al cromosoma X (Nandon y
col., 1990).

CONCLUSIONES

Podemos concluir entonces que es una
enfermedad de buen pronostico y que la
recuperacion dependera que los propie-
tarios estén bien informados y reciban
educacion sobre el manejo del cachorro

descartandolo como reproductor. Dado su
caracter hereditario, los criadores de la
raza en nuestro pais deberan tener en cuen-
ta la presencia de la enfermedad cuando
se planifica la produccion de ejemplares.
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Pérdidas reproductivas desde el servicio al destete en la region litoral

oeste del Uruguay

Bidondo Moreira, A.*; Blanc, J E.%; Moraes, J.?

RESUMEN

Con el objetivo de evaluar las pérdidas reproductivas desde el
servicio al destete, se estudid el momento en que ocurren, du-
rante nueve afios (1999-2007), en un rodeo de cria comercial
ubicado en el litoral oeste de nuestro pais. Fueron estudiados
7841 vientres de los cuales 5316 (67.8%) fueron vacas y 2525
(32.2%) restante fueron vaquillonas. Se dividieron las pérdidas
reproductivas por etapas en: embrionarias, fetales, al parto y
parto-destete. El porcentaje de prefiez del predio fue de 89,9%,
muy superior a la media pais, con un promedio de pérdidas al
servicio de 10%, durante la prefiez fueron de 4,5%, al parto
2,73% y las pérdidas parto-destete el 3%. Obteniéndose un
porcentaje de pérdidas tacto-destete de 10,3% y un procreo
general promedio de 78,6%.Los porcentajes de pérdidas encon-
trados son considerados normales de acuerdo a la bibliografia
consultada y muy por debajo de los estimados en nuestro pais.

'Ejercicio Liberal. Correo electronico: stoodmay@hotmail.com
*Dpto. de Salud en los Sistemas Pecuarios, Facultad Veterinaria de Paysandu.

SUMMARY

With the objective to evaluate the moment reproductive losses
and between mating and weaning, occur was studied during a
period of nine years (1999-2007) in a beef breeding herd located
on the west litoral area of Uruguay. Were studied 7841 animals,
5316 (67.8%) cows and 2525 (32.2%) heifers. Reproductive
losses were divided into different stages: embryonic, fetal, at
calving and from calving to weaning. Pregnancy rate of the herd
was 89.9%, highly superior to the average percentage of our
country, with 10% losses at breeding, 4.5% losses during
pregnancy, 2.73% at calving and 3% calving-weaning. The
percentage of losses obtained from pregnancy diagnosis to
weaning was 10.3% and a general weaning rate of 78.6%.
According to literature the percentages of losses obtained are
considered normal, and sharply below those estimated in our
country.
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Resultados de cuatro afios de aplicacion de un programa de inseminacion a
tiempo fijo en vacas lecheras coincidente con el primer dia de la estacion

reproductiva invernal

de Nava, G.T.}; Rodriguez Sabarroés, M., Romero, D.!; Rodriguez Galluzzo, J.%; Gil, A3

RESUMEN

Se presentan los resultados reproductivos alcanzados durante 4
afos consecutivos con un programa de inseminacion artificial a
tiempo fijo (IATF) coincidente con el primer dia de la estacion
reproductiva invernal. Se sincronizaron unas 2.659 vacas Ho-
lando en produccion y ciclando a las que se les administrd 8 pug
de acetato de buserelina (GnRH) intramuscular (i.m.) a la colo-
cacion de un dispositivo intravaginal con progesterona en el dia
-10, 800 pg de delprostenate i.m. al retiro del dispositivo intra-
vaginal en el dia -3 (p.m.), 8 ng de GnRH en el dia -1 (p.m.) y
fueron artificialmente inseminadas en el dia 0 (a.m., 10 a 18 hs
después de la ultima GnRH). Las tasas de prefiez promedio a la
IATF y la tasa de prefiez acumulada a los 30 dias fueron de
45,5% y 60,9%, respectivamente. No fueron afectadas entre
diferentes afios, pero variaron entre establecimientos. Periodos
postparto hasta la IATF mas prolongados y un menor numero
de lactancias resultaron en mejores tasas de prefiez.

'Ejercicio Liberal. Correo electronico: gtdens@adinet.com.uy
2Area de Mejoramiento Genético, Facultad de Veterinaria.
‘Departamento de Bioestadistica e Informatica, Facultad de Veterinaria.

SUMMARY

Reproductive performance of 2,659 lactating dairy cows sub-
mitted to a fixed time artificial insemination (FTAI) programme
over 4 years in 5 dairy farms is presented. The synchronization
protocol for FTAI consisted on 8 pg busereline acetate (GnRH)
given intramuscularly (i.m.) plus an intravaginal progesterone
insert on day -10, 800 pug delprostenate i.m. at insert removal
on day -3, 8 pg GnRH i.m. on day -1 and FTAI on day 0 (10 a
18 hs after de last GnRH injection). Beginning of the winter
breeding season was considered as day 0. Cows detected in heat
were submitted to Al since day 1. Pregnancy rate to FTAI and
accumulated 30 day pregnancy rate were 45,5% and 60,9%,
respectively. These were not affected by year but by farm.
Postpartum interval and lactation number influenced the repro-
ductive performance. Cows with long postpartum interval and
less number of lactations had higher pregnancy rates than cows
with short postpartum interval and high number of lactations.
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Rendimiento comercial en cortes minoristas del pistola en carcasas
provenientes de cruzamientos de razas britanicas, continental y cebuina en

el uruguay

Franco, J.%; Oliveira, G.2; Gimeno, D.%; Feed, O.%; Bentancur, O.5

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto del geno-
tipo sobre las variaciones en peso individual de los cortes y su
resultado en el valor comercial del corte pistola en novillos fae-
nados al mismo grado de terminacion. Se utilizaron 245 novillos
de las razas britanicas puras (Hereford, n =35 y A. Angus n =
10), cruzas F1 (n = 111), retrocruzas (n = 67) y F2 (n = 22),
provenientes de padres de las razas A. Angus, Hereford, Salers
y Nelore sobre madres Hereford. La edad a la faena fue de 730 +
52 dias. Las cruzas Britanicas X Salers obtuvieron cortes mas
pesados en bife, nalga de adentro, bola de lomo y garrén en
relacion a las razas britanicas puras y sus cruzas. Del mismo
modo, esta cruza, logré pesos mayores en lomo que las razas
britanicas puras. Por su parte, las cruzas Britanicas x Nelore,
lograron los mayores pesos de cuadril, cola de cuadril y nalga de
afuera en relacion a las cruzas entre britanicas. No se evidencia-
ron diferencias significativas en ninguno de los pesos 9 cortes
del pistola entre las cruzas Britanicas x Salers y Britanicas x
Nelore. Todos los novillos cruzas obtuvieron mayores valores
de carne vendible y mayores valores de indice comercial en el
corte pistola frente a la raza pura.

Palabras clave: cruzamientos, cortes del pistola, bovinos

SUMMARY

The aim of this research was studied the genotype effect on the
variations in individual cuts weight and the result in the
commercial value of the pistol cut in steers slaughtered at the
same degree of fat cover levels. 245 steers from British pure
breeds (Hereford, n=35-Angus, n=10), F1 (n=111), criss-cross
(67) and F2 (n=22) crosses, breeding sires of Angus, Hereford,
Salers and Nelore mated to Hereford dams were used. They
were slaughtered at 730+ 52 days. British X Salers crosses
obtained higher weight in strip loin, inside; knuckle and shank
in relation to the British breeds and his crosses and achieved
major loin weight than British pure breeds. British x Nelore
crosses achieved the major weight of Top Sirloin, tri-tip and
outside in relation to the British crosses. British x Nelore and
British X Salers did not demonstrate significant differences in
any of the 9 cuts of the pistola. All crosses steers obtained
major values of salable meat and commercial index in the pistol.
cut in relation to pure breeds.

Key words: crossbreeding, pistol cuts, cattle
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Efecto del cipionato de estradiol sobre la sincronizacion de las ovulaciones
y el porcentaje de prefiez en vaquillonas Holando Argentino tratadas con
dispositivos intravaginales con progesterona

Callejas, S.%; Larghi, J.*; Uslenghi, G.!; Catalano, R.*; Cledou, G.2; Cabodevila, J.

RESUMEN

El objetivo del trabajo fue comparar el uso de dos sales de estra-
diol, benzoato de estradiol (BE) y cipionato de estradiol (CPE)
administradas a las 24 horas post retiro de un dispositivo intra-
vaginal con progesterona (DISP) sobre: el didmetro del foliculo
dominante, distribucion de las ovulaciones y porcentaje de pre-
fiez en vaquillonas Holando Argentino. Se utilizaron 20 vaqui-
llonas (24 meses de edad y 2,5 de condicion corporal —escala 1
a 5). El dia 0 se coloco un DISP (1 g P4) mas 2 mg de BE via
intramuscular (im). El dia 7 se retiraron los DISP y se inyecta-
ron im 150 mcg de D-Cloprostenol; el dia 8 las vaquillonas
fueron distribuidas aleatoriamente a recibir 1 mg de BE o 1 mg
de CPE, im. El dia 9 (52-54 h) se realiz6 IATF, utilizando un
toro de probada fertilidad. Las vaquillonas fueron examinadas
por medio de ecografias en los dias 0, 7, 8,9, 10, 11, 18, 36, 42
y 86 para determinar estructuras ovaricas, gestacion y mortali-
dad embrionaria. Los didmetros del foliculo dominante en el
momento del retiro del DISP (10,8+2,0 mm) y del foliculo ovu-
latorio (14,2+1,7 mm) no difirieron entre tratamientos (P>0,05).
La distribucién de las ovulaciones fue afectada por el tratamien-
to, al igual que el intervalo retiro del dispositivo-ovulacion
(76,8+11,6 h y 62,4+7,6 h; CPE vs BE, respectivamente;
P<0,05). El porcentaje de prefiez fue similar entre tratamientos
en los diferentes periodos analizados (70,0% en el dia 87). Se
concluye que la administracion de CPE en lugar del BE a las 24
horas de retirado el dispositivo afecta el momento y la distribu-
cién en que se producen las ovulaciones post tratamiento. Si
bien el porcentaje de prefiez no se afectod en el presente trabajo
se deberian realizar experimentos que evaluen el efecto del mo-
mento en que se realiza la IATF en relaciéon a la ovulacion,
utilizando distintas calidades de semen.

SUMMARY

The objective of this work was to compare the use of two salts
of estradiol (EB vs ECP) injected 24 h post progesterone
intravaginal device removal (PID) on dominant folliclediameter,
ovulation distribution and pregnancy rate in Holstein heifers.
Twenty heifers (24 months, 2.5 body condition - scale 1 to
5 - ) were used. On Day 0 (beginning of synchronization
treatments), heifers received a PID and 2 mg EB; on Day 7, PID
was removed and 150 mcg of D-Cloprostenol were injected; on
Day 8, heifers were randomly assigned to receive 1 mg EB or 1
mg of ECP. On Day 9 (52-54 h after PID removal), FTAIL with
semen of a proven fertility bull, was made. Heifers were examined
by trans-rectal ultra-sonography on days 0, 7, 8, 9, 10, 11, 18,
36, 42 and 86 to determined ovarian structure and for gestation
diagnosis. The follicle diameters at PID removal (10.8+2.0 mm)
and ovulation time (14.2+1.7 mm) were not different between
treatments (P>0.05). On the other hand, ovulation time
(76.8+11.6 h and 62.4+7.6 h; ECP vs. EB, respectively; P<0.05)
and its distribution were different (P<0.05). The pregnancy
rate, evaluated at different periods, was similar between
treatments (70.0 % on day 86). It is concluded that the use of
EPC or EB injected to 24 after PID removal affects the ovulation
time and its distribution. The pregnancy rate was unaffected in
this work; however, further work is required to determining the
relationship between seminal quality and the time when FTAI
is made in relation to the ovulation time.

'Area de Reproduccién. Facultad de Ciencias Veterinarias. UNCPBA. Tandil. Buenos Aires. Correo electronico: callejas@vet.unicen.edu.ar

2 Laboratorios Biogénesis Bago, Argentina.
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Efecto de dispositivos intravaginales con diferentes cantidades de
progesterona sobre la dinamica folicular y ovulacion en vacas para carne

ciclicas

Gonzalez Chaves, S.*?; Uslenghi, G.2; Cledou, G.3; Cabodevila, J.2; Callejas, S.?

RESUMEN

Se utilizaron 30 vacas Angus sin cria al pie, ciclicas (condicion
corporal: 3,4+0,4; escala 1 a 5), con el objetivo de evaluar el
efecto de utilizar dispositivos intravaginales con tres cantida-
des de progesterona sobre la dindmica folicular que ocurre du-
rante el tratamiento y la respuesta ovulatoria a los mismos. Las
vacas fueron distribuidas aleatoriamente a tres grupos: 1) Gru-
po 0,558¢: El dia 0 se colocd un dispositivo intravaginal (DISP)
con 0,558 g de progesterona y se inyect6 2 mg de Benzoato de
Estradiol (BE). El dia 8, se retir6 el DISP y se administro 150
pg de D-Cloprostenol. El dia 9 se inyecté 1 mg de BE. 2) Grupo
19: Idem tratamiento anterior utilizando un DISP con 1 g de
progesterona. 3) Grupo 1,3g: Similar al anterior con la coloca-
cidn de tres camisas suplementarias que aportan 100 mg de
progesterona cada una. Se realizaron ecografias de los ovarios
en el dia 0, repitiéndose cada 48 horas hasta el dia 6; luego cada
24 horas hasta el dia 9 y a partir de ese momento cada 12 horas
hasta el dia 12. Una nueva ecografia se realizé el dia 22. El
83,3% de las vacas iniciaron una onda de crecimiento folicular
luego de colocado el dispositivo intravaginal, comenzando a los
4+1,3 dias (P>0,05). Los didametros del foliculo dominante al
momento de retirar el dispositivo intravaginal (0,558g =10,7+1,9
mm; 1g=11,0£1,6 mmy 1,3g=10,9+1,3 mm; P>0,05) y a las 24
horas posteriores (0,558g =11,8+2,8 mm; 1g =11,342,6 mm y
1,3g=11,2+2,0 mm; P>0,05) no difirieron entre tratamientos. El
66,7% de las vacas ovularon, ocurriendo a las 71,4+9,9 h de
retirado el dispositivo (P>0,05), con un didmetro promedio del
foliculo ovulatorio de 12,6+1,6 mm (P>0,05). El tamafio del
foliculo dominante en el momento de retirar el dispositivo in-
travaginal, no difiri6 entre animales que posteriormente ovula-
ron y aquellos que no lo hicieron (11,1£1,7 mm; P>0,05). Se
concluye que las cantidades de progesterona evaluadas en el
presente trabajo no afectan la dinamica folicular que ocurre du-
rante el tratamiento, como la ovulacién posterior

SUMMARY

The objective of the work was to evaluate the effect of
intravaginal devices (ID) with three different doses of
progesterone upon follicular dynamics during treatment and
ovulation response. Thirty non-lactating, cyclic, Angus cows
(body condition: 3.4+0.4; 1 to 5 scale) were randomly assigned
to three groups: 1) Group 0.558 g: On Day 0, an ID with 0.558
g of progesterone was fitted and 2 mg of Estradiol benzoate
(EB) injected; Day 8, ID removal and 150 pg of D-Cloprostenol
administration; Day 9 1 mg of EB was injected. 2) Group 1 g:
Similar to previous treatment but using an ID with 1 g of
progesterone. 3) Group 1.3 g: similar to the previous Group
pus three additional shirts containing 100 mg of progesterone
each one. Cows were examined by trans-rectal ultrasonography
on day 0, and repeated every 48 hours up to the 6™ day; then
every 24 hours up to the 9" day and from that time every 12
hours up to the 12" day. Another ultrasound was made on day
22. 83.3% cows began a new follicular wave after 4+1 days of
ID insertion (P > 0.05). Diameters of the dominant follicle at
(0.558 g=10.7£1.9 mm; 1 g=11.0+1.6 mmand 1.3 g=10.9+
1.3 mm; P > 0.05) and after 24 hours of ID removal (0.558 g =
11.8£2.8 mm; 1 g=11.3£2.6 mm and 1.3 g = 11.242.0 mm;
P > 0.05) did not differ between treatments. The ovulation rate
was 66.7%, occurring after 71.4+9.9 h of ID removal (P > 0.05),
with an ovulatory follicular size of 12.6+£1.6 mm (P > 0.05). It
is concluded that progesterone amounts, evaluated in this work,
do not affect the follicular dynamics, occurring during the
treatment period, not the later ovulation.

"Becario de Estudio. Comision de investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires.
2Area de Reproduccion. Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires.
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SLaboratorio Biogénesis Bagd. Argentina.
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Uso de dispositivos intravaginales con progesterona para aumentar la
eficiencia reproductiva en un rodeo de cria

Gonzélez Chaves'?, S.; Cledou?, G.; Cabodevila®, J. y Callejas?, S.

RESUMEN

Se utilizaron 251 vacas con cria (condicion corporal de 3,0+0,4;
-escala 1 a 5; rango post parto de 30 a 74 dias y sin cuerpo
luteo) para evaluar el efecto de utilizar dispositivos intravagi-
nales con progesterona (DISP) combinados con la administra-
cioén de benzoato de estradiol (BE) al momento de colocarlos
sobre el porcentaje de prefiez en los primeros dias de un servi-
cio natural (SN). Ademas, se estudi6 el efecto de utilizar o no
BE al momento de retirar los DISP y de la implementacion o no
de una IATF. Las vacas fueron distribuidas aleatoriamente a 4
grupos: 1) DISP IATF SN (n=63): El dia -10 se coloc6 un DISP
con 1 g de progesterona y se inyectd 2 mg de BE via intramus-
cular (im). El dia -2, se retir6 el DISP y se administrd 150 ng de
D-Cloprostenol, im. El dia -1 se inyectd 1 mg de BE, im. El dia
0 se realizé IATF a las 52-53 h post DISP. Al dia 10, los
animales de este grupo se unieron con el resto, y recibieron
servicio natural. 2) DISP SN (n=63): El dia -10, se colocd un
DISP y una inyecciéon de 2 mg de BE, im. El dia -2 se retiro el
DISP. El dia 0 comenzé el SN. 3) DISP BE SN (n=66): Idem
ratamiento anterior mas la inyeccion de 1 mg de BE, im el dia -
1. 4) Control (n=59). No recibié tratamiento hormonal, co-
menzando el SN el dia 0. Para la IATF se utilizé semen congela-
do / descongelado de un toro de probada fertilidad. El dia -10 se
revisaron los ovarios por ecografia. El diagnostico de gestacion
se realiz6 el dia 62, determinando los porcentajes de prefiez de
los primeros 19 dias de servicio y final (34 dias). Se observé un
mayor porcentaje de prefiez en los primeros 19 dias de servicio
en los grupos DISP IATF SN (71,4%) y DISP SN (63,5%) con
respecto a los grupos DISP BE SN (39,4%) y Control (35,6%;
P<0,05). En el periodo siguiente (20 a 34 dias de servicio), las
vacas del grupo Control (65,8%) se prefiaron en mayor propor-
cion que la de los grupos DISP IATF SN (27,8%) y DISP SN
(34,8%; P<0,05). La prefiez final no difiridé entre grupos. Se
concluye que en vacas con cria sin cuerpo luteo, el uso de un
DISP con 1 g de progesterona seguido de una IATF permite
aumentar el nimero de vacas prefiadas en los primeros dias de
un servicio natural. Este efecto también se observa cuando se
coloca el DISP junto con una inyeccion de BE y se los destina a
servicio natural.

SUMMARY

Two hundred and fifty one cows (body condition score: 3.0+£0.4)
with a post-partum period ranging between 30 to 74 days and
without corpus luteum were used to evaluate the effect of
progesterone intravaginal device (ID) combined with estradiol
(EB) at the of device insertion on the pregnancy rate in the first
days of breeding service (BS). Also, the effect of using or not
benzoate estradiol at the time of device removal and of the
implementation of FTAI was studied. The cows were randomly
assigned to four groups: 1) ID FTAI BS (n=63): on day -10 ID
(1 g of progesterone) was inserted and 2 mg of BE were injected.
On day - 2, ID was removed and 150 pg of D-Cloprostenol
were injected. On day — 1, 1 mg of EB was injected. Day 0, 52-
53 hpost ID removal, FTAI was made. On day 10, these animals
joined the other groups for breeding service. 2) ID BS (n=63):
Day — 10, ID was insert and an injection of 2 mg EB was
administered. Day — 2, ID was removed. Day 0, BS began. 3)
EB ID BS (n = 66): Idem previous treatment plus an injection
of 1 mg of EB on day - 1. 4) Control (n = 59). No hormonal
treatment was administered, beginning the BS on day 0. Frozen
semen, from a fertility proven bull, was used for FTAIL. On day
—10, ovaries were examined by ultrasonography. Pregnancy
diagnosis was performed on day 62, determining the pregnancy
rate at days 20 and 34 of breeding service. A higher pregnancy
rate was observed after 19 days of service in the ID FTAI BS
(71.4%) and ID BS (63.5%) groups compared to groups ID EB
BS (39.4%) and control (35.6%, P<0.05). In the following period
(20 to 34 days of service), cows of the control group presented
higher a pregnancy rate than those of the other groups. The
pregnancy rate at day 34 did not differ between groups. It is
concluded that in cows with breeding service without corpus
luteum, the use of an ID with 1 g of progesterone in association
with luteolityc agent and EB, followed by FTAI, allow to
increase the number of pregnant cows in the first days of
breeding service. This effect is observed also when treatment
with an ID associated with EB at device insert is followed by
breeding service.

' Becario de Estudio. Comision de investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires.
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Efecto de reducir la dosis de GnRH para sincronizar las ovulaciones en
vaquillonas Holando Argentino tratadas con dispositivos intravaginales con

progesterona

Vater, A.'; Rodriguez Aguilar, S.%; Borda, L.; Stefano, A.%; Cabodevila, J.?; Callejas, S.?

RESUMEN

Se utilizaron 85 vaquillonas Holando Argentino, ciclicas, con 18
a 25 meses de edad y una condicion corporal uniforme de 4
(escala 1 a 5) para evaluar la reduccion al 50% de la dosis de un
analogo sintético de la GnRH utilizada para sincronizar la ovu-
lacién en animales tratados con un dispositivo intravaginal con
progesterona. El dia 0 se les colocd un dispositivo intravaginal
con 1,2 g de progesterona y se les administraron via intramus-
cular (im)2 mg de benzoato de estradiol. El dia 7 se retiro el
dispositivo y se aplicaron im 150 pg D (+) Cloprostenol. El dia
9, los animales fueron IATF y distribuidos aleatoriamente para
recibir im: 5 pg (GNRH5) 0 10 pg (GNRH10) de Buserelina. A
los 32 dias post IATF se realizé el diagnostico de gestacion
mediante ecografia. Se evalud el efecto de la dosis de GnRH
sobre el porcentaje de prefiez a la IATF, utilizando el Proc.
CATMOD del SAS. No se observaron efectos de la dosis de
GnRH sobre el porcentaje de prefiez a la IATF (GnRHS5: 66,7%
y GnRH10: 67,5%; P>0,05). Se concluye que la reduccion de la
dosis de 10 pg a 5 pg de Buserelina, administrada en el momento
de realizar la IATF, no afecta el porcentaje de prefez que se
obtiene en vaquillonas Holando Argentino tratadas con un dis-
positivo intravaginal con 1,2 g progesterona.

SUMMARY

The objective was to compare the reduction to 50% of the dose
of synthetic GnRH analogue used to ovulation synchronize in
Holstein Heifers treated with a 1.2 g of progesterone-intravaginal
device (PID). Eighty five heifers, cyclic, with 18 to 25 months
of age and a 4 body condition score (scale 1 to 5) were used. On
Day 0 heifers received a PID and 2 mg EB; on Day 7 PID was
removed and was injected 150 mcg of D-Cloprostenol. On Day
9, heifers were TAI and were randomized to receive 5 pg
(GnRHS5) or 10 pg (GnRH10) of Busereline. Thirty two days
after TAI gestation diagnosis were done by ultrasonography.
No effects of the dose of GnRH on the pregnancy rate were
observed (GnRHS5: 66.7% and GnRH10: 67.5%; P>0.05).
Reducing the doses of 10 pug to 5 ug of Busereline, administered
at the TAI does not affect the pregnancy rate after TAI in
Holstein Heifers treated with a 1.2 g progesterone intravaginal
device.

'Asesor privado. Grupo ia total. Benito Juarez. Provincia de Buenos Aires. Argentina.
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Calidad de semen de toros suplementados con jabones calcicos de acidos

grasos polinsaturados*

Ramirez, M. M.2; Ospina Patino, H.3; Macedo Gregory, R.*; Angel, J.C.*

RESUMEN

Fue realizado un experimento con el objetivo de evaluar el efec-
to de la suplementacion de toros con jabones calcicos de acidos
grasos polinsaturados (PUFA) sobre las caracteristicas cualita-
tivas del semen antes y después del descongelamiento. Fueron
utilizados veinte toros de las razas Angus, Braford, Brangus e
Hereford que recibieron una dieta base (pasto cortado + con-
centrado comercial + sal mineral) y suplemento isoenergético.
Los tratamientos evaluados fuerdn: suplemento funcional: 200
g de Megalac-E®/animal/dia y suplemento energético: 750 g de
harina de Yuca (Manihot esculenta, Crantz) /animal/dia. La co-
lecta de semen fue realizada a cada 15 dias utilizando vagina
artificial y las muestras colectadas fueron evaluadas para volu-
men, concentracion, motilidad, morfologia, integridad de acro-
soma y de la membrana de la cola, espermatozoides vivos y
longevidad de los espermatozoides. El semen fresco de los to-
ros suplementados con jabones calcicos de PUFA presento va-
lores superiores en la motilidad espermatica, porcentaje de es-
permatozoides vivos y numero de espermatozoides con acroso-
ma integro en relacion a los toros que recibieron suplemento
energético. En el semen descongelado estas diferencias fueron
22% mayores. La suplementacion de toros con PUFA puede
influenciar positivamente las caracteristicas cualitativas del eya-
culado, dando mayor resistencia a los espermatozoides someti-
dos a procesos de congelamiento y descongelamiento.

Palabras clave: PUFA, semen, harina de yucal

Parte de la disertacion de Maestria financiada pela QGN.

SUMMARY

An experiment was conducted to evaluate the effect of
supplementation of adults with bulls calcium soaps of fatty
acids polyunsaturated (PUFA) on the qualitative characteristics
of semen before and after thawed. Twenty Hereford, Angus,
Brangus and Braford mature bulls were used and received a
basal diet (green forage + concentrate + mineral salt commercial)
and isoenergetic supplement. The evaluated treatments were:
functional supplement: 200 g Megalac-E®/animal/day and energy
supplement: 750 g cassava meal (Manihot esculenta Crantz)/
animal/day. The collection of semen was performed every 15
days using an artificial vagina and the samples were evaluated
for volume, concentration, motility, morphology, acrosome and
membrane tail integrity, live sperm and sperm longevity. The
fresh semen of bulls supplemented with calcium soaps of PUFA
showing values 11, 3 and 1.5% higher on sperm motility,
percentage of live sperm cells and number of sperm with intact
acrosome than bulls receiving energy supplementation. In
thawed these differences were 22% higher. Supplementation of
bulls with PUFA can positively influence the quality
characteristics of ejaculate, giving greater resistance to sperm
undergo the process of cryopreservation.

Key words: PUFA, semen, cassava meal
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Concentracion plasmatica de colesterol y progesterona de novillas
receptoras de embriones suplementadas con jabones calcicos de acidos

grasos polinsaturados?

Angel, J. C.%; Ospina Patino, H.3; Ramirez, M.M.#;Macedo Gregory, R.®

RESUMEN

Fueron utilizadas 44 novillas receptoras de embriones cruza-
das Angus*Hereford (peso medio 385 kg) en un disefio experi-
mental completamente aleatorio para evaluar los efectos de la
inclusion de acidos grasos insaturados (PUFA) en suplementos
energéticos, sobre algunos parametros plasmaticos y sobre el
desempefio productivo y reproductivo. Los tratamientos eva-
luados fueron: suplemento funcional: donde las novillas recibie-
ron suplemento conteniendo 150 gr de jabones calcicos de PUFA
(Megalac-E®); suplemento energético: donde las novillas reci-
bieron un suplemento sin la inclusién de jabones calcicos; y sin
suplemento. Las novillas fueron mantenidas en un mismo po-
trero de campo natural mejorado y suplementadas diariamente
de forma individual. Las novillas fueron pesadas cada 28 dias 'y
la sincronizacion de celo fue realizada utilizando dos dosis de
PGF24 con un intervalo de 11 dias. Siete dias después de la
deteccion del celo fue realizada la medida del cuerpo luteo y la
transferencia de los embriones. Muestras de sangre fueron co-
lectadas en el dia de la transferencia de los embriones y en el dia
de la confirmacion de preiies. El tipo de suplemento utilizado
no afecto la tasa de prefies (34%) ni la concentracion plasmatica
de insulina ((14.1 pIU/ml). Sin embargo, en la transferencia de
embriones y en la confirmacion de preiies las novillas suple-
mentadas con jabones calcicos de PUFAS presentaron aumen-
tos en la ganancia de peso y en la concentracion plasmatica de
colesterol y progesterona, en relacion a las novillas que recibie-
ron suplemento energético y a las que no fueron suplementadas.

Palabras clave: colesterol, progesterona, PUFA, tasa de prefies

Parte de la disertacion de Maestria del primer autor. Financiada por QGN

SUMMARY

Forty four Angus*Hereford embryo recipients heifers (385 kg
average body weight) were used in a completely randomized
design to evaluate the effect of adding polyunsaturated fatty
acids (PUFA) in energy supplements on some plasma parameters
and productive and reproductive performance. The treatments
evaluated were: functional supplement, with inclusion of 150 g
of calcium soaps of fatty acids (Megalac-E®); energy
supplement, without inclusion of calcium soaps and without
supplementation. Embryo recipient heifers were kept in the
same paddock of improved native pasture and supplementing
daily individually. Heifers were weighed every 28 days and
estrus synchronization was performed using two PGF24 doses
with an interval of 11 days. Seven days after estrus detection
embryo transfer was performed. Blood samples were collected
on the embryo transfer day and pregnancy confirmation day as
well. The supplement type offered did not affect pregnant rate
(34%) and plasma insulin concentration (14.1 pIU/ml). However,
on embryo transfer day and pregnancy confirmation day heifers
supplemented with PUFA had increase in ADG and cholesterol
and progesterone plasma concentration in relationship to heifers
supplemented with energy supplement and without
supplementation.

Key words:, cholesterol, progesterone, PUFA, pregnancy rate
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Efecto del nivel de suplementacién energética sobre la calidad de la carne y
sobre el perfil de &cidos grasos de la grasa intramuscular de novillos

terminados en pasturas de inverno

Ospina Patino, H.%; Schuler Medeiros, F.2

RESUMEN

24 novilhos cruza Aberdeen Angus x Charoles fueron utilizados
en un disefio experimental completamente aleatorio para eva-
luar el efecto de niveles de suplementacion energética sobre el
desempefio, la calidad de la carne y el perfil de acidos grasos de
la grasa intramuscular. Los tratamientos evaluados fueron nive-
les de un suplemento a base de maiz (0; 0,4; 0,8 ¢ 1,2% PV) en
una pastura de invierno de azevén anual (Lollium multiflorum
L.) y avena (Avena strigosa Schreb) manejada de modo a que la
oferta de forraje no limitase el desempefio animal. Los animales
fueron suplementados diariamente (14:00 — 16:00) en comede-
ros individuales y abatidos a medida que alcanzaron un minimo
de 4,5 mm de espesura de grasa en la garupa (evaluado con
ultrasonografia). No fueron observadas diferencias en la depo-
sicién de grasa, evaluada in vivo por ultrasonografia al final de
la etapa de desempenio, ni sobre la ganancia diaria de peso, que
presentaron valores medios de 3,9 mm y 1,54 kg/dia, respecti-
vamente (P>0,05). Los niveles crecientes de suplementacion no
influenciaran la dureza (3,4 kg/cm?), marmoreo (5.6 points), pH
(5.6), concentracion de lipidos (9.4%), Color a* (15.2), Color
b* (12.8) de muestras de carne del Longissimus dorsi (P>0.05).
La claridad de la carne disminuyo linealmente con el incremento
en los niveles de suplementacion. El nivel de suplementacion
disminuyo linealmente la concentracion de acidos grasos de la
serie n-3 y de acido linolenico conjugado y aumento linealmente
la relacion n-6:n-3. La terminacion de novillos en pasturas de
invierno utilizando niveles crecientes de suplementacion ener-
géticano afecta la calidad de la carne pero produce cambios en el
perfil de lipidos de la grasa intramuscular.

Palabras clave: pastura de invierno, perfil de &cidos grasos,
suplementacion energética

SUMMARY

Twenty four Aberdeen Angus x Charolais steers were used in a
completely randomized design to evaluate the effect of
supplemental energy levels on performance, meat quality and
fatty acid profile of intramuscular fat. The experimental
treatments were levels of feeding (0, 0.4, 0.8 and 1.2% BW) of
a corn based supplement in a winter pasture of annual ryegrass
(Lolium multiflorum L.) and oats (Avena strigosa Schreb)
managed in order to avoid constraints to animal performance.
Animals were supplemented daily (14:00 — 16:00) in individual
pens and slaughtered when they achieved 4.5 mm of fat cover
on the rump point (ultrasound evaluation). No differences were
observed in fat deposition, measured in live animals with
ultrasound at the end of the performance period, and in live
weight gain, which had average values of 3.9 mm and 1.54 kg/d,
respectively (P>0.05). Increasing levels of energy
supplementation did not influence tenderness (3.4 kg/cm?),
marbling (5.6 points), pH (5.6), lipid concentration (9.48%),
Color a* (15.2), Color b* (12.8) in the Longissimus dorsi
samples (P>0.05). Meat lightness (L*) were linearly increased
with increasing levels of supplementation. Supplementation level
linearly decreased n-3 series fatty acids and conjugate linolenic
acid and linearly increased n-6:n-3 relationships. Fattening
steers on winter pastures using increasing levels of energy
supplementation doesn’t result in differences in meat quality,
but results in changes in fatty acids profile of intramuscular fat.

Key words: winter pasture, fatty acids profile, energy
supplementation
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Crecimiento de terneros holando alimentados con diferentes concentrados y

sistemas de crianza

Rinaldi, C.1

RESUMEN

Se evaluo el costo y la ganancia de peso de terneros holando en
un tambo comercial. Se asignaron 8 terneros a cada tratamiento
durante 49 dias: T1 suministro de leche y racion comercial 18%
PC, T2 tratamiento con iniciador ruminal (25% PC), racién ba-
lanceada y leche por 21 dias, y T3 leche y concentrado balan-
ceado por la mezcla de SGH de sorgo con ntcleo proteico (18%
PC). Los terneros tuvieron una ganancia diaria de peso en el
periodo total de 0.549, 0.630 y 0.548 kg/dia para T1, T2 y T3
respectivamente. Los costos relativos por kg de peso vivo pro-
ducido fueron 100, 170 y 90% para T1, T2 y T3 respectiva-
mente.

SUMMARY

It was evaluated the cost and the weight gain of Holstein calves
in a commercial dairy operation. 8 calves were assigned to each
treatment for 49 days: T1 provide with milk and commercial
starter 18 PC %, T2 treatment with a ruminal initiator (25 PC
%), starter and 21 days milk, and T3 milk and concentrate mix-
ture with SGH (high moisture sorghum grain silage) and com-
mercial protein nucleus (18 PC %). The calves had an average
daily gain in the whole period 0f 0.549, 0.630 and 0.548 kg/day
for T1, T2 and T3 respectively. The relative costs for kg produ-
ced weight were 100, 170 and 90 % for T1, T2 and T3 respec-
tively.

Ing. Agr. UNICAMPO URUGUAY SRL. Correo electronico: programaganadero@unicampo.com.uy
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Suplementacion con bloques energéticos en vaquillonasde sobreafio
pastoreando en una forestacion de Eucaliptus globulus

Magri, G.

SUMMARY

Two hundred heifers one and a half year weighting 216+40 kg were divided into two groups to determine de effect of energy
supplementation with nutritional blocks in animals grazing natural pastures in an Eucaliptus Globulus forest. The supplement
offered was the Energy Block of Compaiiia Cibeles. This supplement was offered only in one group ad libitum during 45 days after
the third of August 2009 (first period). Body weight was meassured in order to determine the response to Energy supplementation
After the end of energy supplementation(second period), another meassure of body weight was made in order to find some
difference in body weight gain. During the supplementation period ( first period) the average daily gain in animals with supplement
was 0.333 kg compared with the treatment without supplement (0.234 kg) In the second period (end of supplementation), the
animals that were supplemented, gained more than the animals that never ate blocks. (0.919 vs 0.754 kg/day) It was concluded that
winter Energy supplementation with blocks enhance the daily gain in heifers grazing natural pastures in an Eucaliptus Globulus

forest.

RESULTADOS

El consumo de Bloque en promedio fue de 0,272 kg por animal/
dia. Se pudo apreciar un periodo de reconocimiento del bloque
en donde los consumos fueron bajos y luego se estabilizaron
hasta el fin del periodo de suplementacion.

La ganancia diaria promedio para los animales dentro de cada
grupo y en el periodo que durd la suplementacion fueron las
siguientes:

Grupo suplementado: 0.333 kg/dia
Grupo no suplementado: 0.234 kg/dia.

Dentro del tratamiento suplementado hubieron animales que no
consumieron bloques y cuyas ganancias fueron similares a las
del testigo y otros que rapidamente hicieron uso del bloque y
sus ganancias fueron muy superiores a las del testigo.

Finalizado el periodo de 45 dias de suplementacion, todos los
animales compartieron las mismas condiciones de pastoreo. Los
animales del grupo suplementado, a pesar de que ya no eran
suplementados, aun registraron mejores tasas de ganancia que
los del grupo no suplementado.

Se registraron en uno de los grupos de animales ganancias dia-
rias de 0,919 kg/dia para el grupo suplementado mientras que
los animales del no suplementado ganaron 0,754 kg/dia.

CONCLUSIONES

La suplementacion con Bloques Energéticos durante 45 dias al
final del invierno logro mejorar el peso de entore en noviembre
logrando que mas animales lleguen a cumplir con los pesos de-
seados para esa fecha.

Los animales no solamente ganan mas durante el periodo de
suplementacion sino que logran mayores tasas de ganancia en la
primavera siguiente.

Esto determind diferencias del entorno de 20 kg entre un grupo
y el otro, que pueden ser decisivos a la hora de prefiar esos
vientres. Este ensayo nos ofrece la posibilidad de recomendar
un manejo: pesar los animales el 1 de agosto y si los animales
estan con 230 kg suplementar con Bloques Energéticos durante
45 dias. Esto permitiria que los animales lleguen con casi 20 kg
mas al entore y entren dentro de los pesos deseados.
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¢ Todas las vacas que se prefian logran destetar un ternero? que puede ser

considerado normal

Bidondo Moreira, A.*; Blanc, J E.?; Moraes, J.

RESUMEN

Con el objetivo de establecer rangos de pérdidas consideradas
normales y como estas inciden en el bajo indice de procreo
nacional, se realiz6 una revision bibliografica. Se intenta escla-
recer que sucede con las vacas que son diagnosticadas como
servidas y luego no logran destetar un ternero. A estos efectos se
dividieron las pérdidas reproductivas por etapas en: embrionarias,
fetales, al parto y parto-destete. Las pérdidas encontradas por
muerte embrionaria van desde el 8 al 23%, mientras que aquellas
atribuidas a las pérdidas fetales fluctiian entre el 2 y el 11%, las
pérdidas al parto son del 2 al 6% y finalmente aquellas ocurridas en
el periodo parto destete estan situadas entre el 1y 4%.

'Ejercicio Liberal. Correo electronico: stoodmay@hotmail.com
2Dpto. de Salud en los Sistemas Pecuarios, Facultad de Veterinaria. Paysandu.

SUMMARY

With the aim of establishing ranks of reproductive losses consi-
dered as normal, and how these affect the low national reproduc-
tive results, a detailed revision of the literature was made. Is
attemped to establish what happen with those cows diagnosed
as pregnant and are not capable of weaning a calf. For this,
reproductive losses were divided in steps: embryonic, foetal, at
calving and parturition weaning. Losses found because of embr-
yonic death were 8 23%, while those attributed to foetal death 2
11%, at calving 2 6% and finally those occurred from calving to
weaning 1 4%.
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Determinacion de la concentracion de Ca, P y Mg durante la lactancia de
vacas Holando y su interaccidn con las siguientes variables: estacion del
afo, estado corporal, produccion de leche, estado reproductivo y consumo

de suplementos minerales

Albornoz L., Monteblanco M., Pefa S., Albornoz J.P.

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar las concentraciones
promedio de Ca, P y Mg sanguineos y su interaccion con la
estacion del afio, estado corporal, produccion de leche, estado
reproductivo y consumo de suplementos minerales. Se trabajo
sobre un total de 400 vacas lecheras en lactacia en 40 rodeos, el
ensayo duro un afio. Por primera vez en Uruguay se obtienen
datos nacionales de valores sanguineos de Ca, P y Mg sobre
vacas en produccion de raza Holando. Se notan relaciones signi-
ficativas entre valores de Ca sanguineo y estacion del afio y
Calcio sanguineo y vacas prefiadas en el ultimo tercio de la ges-
tacion y tendencias positivas en otras interacciones.

SUMMARY

The aim of this study was to determine the average
concentrations of Ca, P and Mg blood and its interaction with
the season, body condition, milk production, reproductive status
and consumption of mineral supplements. We worked on a total
of 400 lactating dairy cows in 40 herds, the trial lasted a year.
For the first time in Uruguay national data are obtained blood
levels of Ca, P and Mg on cows in the Holstein breed. Significant
relationships are noted between values of blood Ca and season
and Calcium blood and pregnant cows in the last third of
gestation and positive trends in other interactions.
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Principales caracteristicas epidemioldgicas de focos de intoxicacion por
Senecio spp. en bovinos diagnosticados por el Laboratorio Regional
Noroeste, DILAVE «Miguel C. Rubino» en el periodo 1998-2010

Matto, C.*; Gianneechini, E.%; Rivero, R.?

RESUMEN

Se describen los focos de intoxicacion por Senecio spp. en bovi-
nos diagnosticados por el Laboratorio Regional Noroeste de la
DILAVE en el periodo 1998-2010. Los focos diagnosticados en
siete Departamentos del pais se presentaron principalmente de
forma epidémica en los afios 2007 y 2009 asociados a periodos
de sequias y carencias de forraje; registrandose escasos focos en
el resto del periodo analizado. Octubre y noviembre son los
meses donde se observan la mayoria de los brotes con casos
clinicos, siendo las hembras adultas la categoria mas afectada.
La morbilidad registrada fue de 0,22% a 25% y la mortalidad de
0,22% a 64%. El 64% de los focos se observo en predios dedi-
cados a la ganaderia. En la histopatologia los higados presenta-
ron fibroplasia, megalocitosis de los hepatocitos, proliferacion
canalicular y en algunos, presencia de nodulos de regeneracion,
caracteristicos de la intoxicacidén por Senecio spp.

SUMMARY

Outbreaks of intoxication by Senecio spp. in bovine diagnosed
by Northwest Regional Laboratory of DILAVE from 1998 to
2010 is described. Were diagnosed outbreaks in seven counties
of the country, with an epidemic presentation in 2007 and 2009
related to droughts and shortage of forage; in the rest of the
period few outbreaks were registered. October and November
are months which most of the clinic cases are observed. Adult
females is the category most affected with a morbidity of 0,22%
to 25% and a mortality of 0,22% to 64%. The 64% of outbreaks
were observed in cattle meat farms. Histologically, the livers
showed variable severe degrees of fibrosis, hepatomegalocytosis,
proliferation of bile duct epithelial cells, and in some of them,
presence of regenerative nodules, which are characteristics of
the intoxication by Senecio spp.

'Division Laboratorios Veterinarios «Miguel C. Rubino», Laboratorio Regional Noroeste. Paysandi, Uruguay. Correo electronico: cmatto@mgap.gub.uy.
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Descripcion de focos de intoxicacion por Cestrum parqui (Duraznillo negro)
en bovinos diagnosticados por el Laboratorio Regional Noroeste, DILAVE
«Miguel C. Rubinox» en el periodo 1998-2010

Matto, C.*; Gianneechini, E.%; Rivero, R.1

RESUMEN

Se describen los focos de intoxicacion por Cestrum parqui en
bovinos, diagnosticados en el area de influencia del Laboratorio
Regional Noroeste de la DILAVE en el periodo 1998-2010. Esta
patologia es endémica en la region litoral oeste, con picos epidé-
micos relacionados basicamente a sequias y carencias forraje-
ras. Se observan mayor niimero de focos en las seccionales 4* de
Paysandt y 5* de Rio Negro donde los suelos poseen en general
caracteristicas de buena fertilidad. Los casos se presentan prin-
cipalmente en otoflo y primavera, afectando en su mayoria cate-
gorias jovenes, con una morbilidad de 0,67% a 100% y mortali-
dad de 0,67% a 80%. El 59% de los focos se presentaron en
sistemas ganaderos. Los registros de la base de datos del Labo-
ratorio Regional Noroeste muestran que la intoxicacién por
Cestrum parqui es la enfermedad de etiologia toxica mas impor-
tante dentro de su area de influencia.

SUMMARY

Outbreaks of intoxication by Cestrum parqui in bovine,
diagnosed in the influence area of Northwest Regional
Laboratory of DILAVE from 1998 to 2010 is described. This
disease is endemic in west litoral region, with epidemic outbreaks
related to droughts and shortage of forage. The major number of
outbreaks are in police sections 4° of Paysandu and 5° of Rio
Negro, where the soils have high fertility. Cases are observed
mainly in autumn and spring, principally affecting young
categories, with a morbidity of 0,67% to 100% and a mortality
0f'0,67% to 80%. Most of outbreaks are observed in cattle meat
farms (59%). Records of Northwest Regional Laboratory
database shows that the intoxication by Cestrum parqui is the
most important toxic disease in their influence area.

'Division Laboratorios Veterinarios «Miguel C. Rubino», Laboratorio Regional Noroeste. Paysandu, Uruguay. Correo electronico: cmatto@mgap.gub.uy.
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2% auditoria de bienestar animal en la industria frigorifica del Uruguay

Imelio, J.%; Ibarlucea, A.?; Borca, A.? ; Toyos, G.*

RESUMEN

Se auditaron 15 plantas frigorificas exportadoras para evaluar
las Buenas Practicas Operativas (BPO) en Bienestar Animal,
utilizando la metodologia recomendada por el American Meat
Institute y la Dra. Temple Grandin. Se compararon los resulta-
dos obtenidos con los de una Auditoria similar llevada a cabo en
2003. En términos generales, se observo una evolucion favora-
ble en cuanto al manejo de los animales en la Industria Frigorifi-
ca Exportadora Uruguaya

SUMMARY

15 export plants were audited to evaluate the Good Operating
Practice (GOP) in Animal Welfare, using the methodology
recommended by the American Meat Institute and by Dr.
Temple Grandin. Results were compared with those of a similar
audit carried out in 2003. In general terms, there was a favourable
evolution regarding animal management in the Uruguayan Meat
Exporting Industry.

'Direccion de Control y Desarrollo de Calidad. INAC, Rincon 545, Montevideo.Correo electronico: jimelio@inac.gub.uy
2Unidad de Ingenieria y Arquitectura. INAC, Rincon 545, Montevideo. Correo electronico: aibarlucea@inac.gub.uy
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Estado del ADN espermatico en toros (Bos taurus taurus): diferencia entre

primer y segundo eyaculado

Batista, C.»?; Lopez, A.}; Petrocelli, H.:

RESUMEN

Se estudio la fragmentacion del ADN espermatico en dos colec-
ciones consecutivas de semen de 7 toros. El objetivo del trabajo
fue estudiar el estado fragmentacion de la cromatina espermati-
ca inmediatamente a la colecta. Las muestras fueron procesadas
utilizando el Kit Sperm Halomax (Bos taurus) y luego fueron
observadas en microscopio de fluorescencia, contabilizando un
minimo de 200 espermatozoides por preparado. Se observaron
diferencias significativas (P=0.016) en la fragmentacion del ADN
espermatico entre primer y segundo eyaculado presentando el
segundo menor fragmentacion del ADN espermatico

'Departamento de Produccion Animal y Pasturas.

SUMMARY

The fragmentation of the spermatic DNA was study in two
consecutive collections of semen from 7 bulls. The aim was to
study the state of spermatic chromatin immediately after
collection. The samples were processed using Sperm Halomax
(Bos taurus) Kit and were observed with fluorescence
microscopy, counting a minimum of 200 spermatozoa per slide.
Significant differences (P=0.016) in was observed between the
first and second ejaculation, with the second ejaculate showing
less fragmentation.

’Estudiante de Maestria en Ciencias Agrarias, Orientacion Ciencia Animal. Av. E. Garzon 780. CP. 12900. Montevideo
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Efecto de la prefiez temprana sobre la ganancia de peso durante el
engorde, calidad de la canal y de la carne en vacas de descarte

en condiciones de campo natural

Blanc, J'; Franco, J %; Alvarez, A. 3, Cabrera, M 2; de Souza, J ®; Bentancour, O “.

RESUMEN

El objetivo del trabajo fue estudiar el efecto de la prefiez tem-
prana sobre la ganancia de peso, calidad de la canal y de la carne
en vacas de descarte. Se utilizaron 39 Vacas Hereford y cruza
Hereford por A. Angus, multiparas, estratificadas por peso y
estado corporal, asignadas en forma aleatoria a dos tratamien-
tos: Gestantes y Control (No gestantes). Ambos lotes fueron
manejados en pastoreo sobre campo natural, durante 4 meses.
La determinacion de peso se realizé cada 15 dias, con ayuno
previo de 12 horas. La faena se realizé alcanzados los 4 meses
de gestacion. No se encontraron diferencias significativas en
ganancia de peso ni en las variables de calidad instrumental de la
carne. Se concluye que la gestacion temprana no afecta signifi-
cativamente la velocidad de engorde de vacas adultas. Se com-
prueba a su vez que el peso del ttero gestado de 4 meses no
afecta el rendimiento de la canal.

Palabras clave: Prefiez, ganancia diaria, calidad de carne,
bovinos

SUMMARY

The aim of this reseach was to study the effect of early
pregnancy on weight gain, meat and carcass quality of culled
cows 39 multiparous Hereford and Hereford—Angus crosses
sorted by liveweight and condition score were randomly assigned
to two treatments: pregnant and non pregnant. Both handled on
natural field conditions for 4 months. The weighed was made
every 15 days, with 12 hours of fasting. The cows were
slaughtered when they reach a mean of 4 month of gestation No
significant differences were found on daily weight gain and the
characteristics of meat quality. It was concluded that early
pregnancy does not significantly affect the rate of weight gain
of culled cows. There is verified in turn that the weight of a 4
months gestational uterus does not affect carcass dressing

Key words: Gestation, daily gain, meat quality, cattle

'Dpto. de Salud en los Sistemas Pecuarios-Facultad de Veterinaria- Correo electronico: jeblanc@adinet.com.uy

*Dpto de Produccion Animal y Pasturas-Facultad de Agronomia.
Estudiantes de Tesis de grado-Facultad de Veterinaria.
‘Dpto de Estadisticas y Cémputos-Facultad de Agronomia.
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Estrés calorico y su influencia en el recuento de las células somaticas en

leche

Hirigoyen, D.; Ihlenfeld, K.2

RESUMEN

Se describe el analisis y tratamiento estadistico que confirma
una asociacion directa entre el estrés caldrico expresado en Indi-
ce de Humedad-Temperatura (ITH) y el recuento de células
somaticas (RCS) en ganado de leche. Se analizaron 37.567 mues-
tras de leche de 13 rodeos comerciales, provenientes de 5 depar-
tamentos del Uruguay, durante 3 veranos del 2008 al 2010. Los
niveles de precipitacion y las condiciones de manejo de los ro-
deo estarian demostrando que la dependencia no es exclusiva
del ITH.

SUMMARY

This paper describe the analysis and statistical treatment that
confirms on dairy cattle a direct association between the caloric
stress expressed in Index of Humidity - temperature (ITH) and
the somatic cells counts in milk. There were analyzed 37.567
samples of milk, from 13 commercial dairy farms, in 5 depart-
ments of the Uruguay, during 3 summers from 2008 to 2010.
The levels of rainfall and the cattle management conditions would
be demonstrating that of ITH is not an exclusive dependence.

' DMTV, MSc. Director COLAVECO, Pque. El Retiro, Nueva Helvecia, Colonia. www colaveco.com
2QF. Encargada NIRS COLAVECO, Pque. El Retiro, Nueva Helvecia, Colonia. www colaveco.com
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Efecto de la alimentacidn a edades tempranas sobre el crecimiento y la

pubertad en terneras Hereford

Vifioles, C.%; Guggeri, D.*; Cuadro,P.}; Egafia, J.M.}

RESUMEN

Para evaluar el impacto de la alimentacion a edades tempranas
sobre el crecimiento e inicio de la pubertad, se utilizaron 65
terneras Hereford de 6643 dias de edad. Entre los 2 y 5.4 meses
de edad, las terneras fueron alimentadas en 3 planos nutriciona-
les diferentes: 1- con suplemento al pie de la madre (n=18:
DC+S), 2- sin suplemento al pie de la madre (n=18; DC-S), 3-
destetado en forma precoz (n=18, DP). Todas las terneras reci-
bieron el mismo nivel alimenticio a partir de los 5.4 meses de
edad. Se realizaron determinaciones de peso vivo y altura de
anca para evaluar el crecimiento y ecografias ovaricas para de-
terminar la pubertad. Las terneras DC+S tuvieron mayor tasa
de ganancia diaria (0.8+0.02 kg/d) que las DC-S (0.6+0.02 kg/d)
y las DP (0.5+£0.02kg/d), lo que determind que se destetaran
con mayor peso vivo y altura de anca. La edad a la pubertad fue
menor en las terneras DC+S (10.8+0.4 meses) respecto a las de
DP (12.5+0.6 meses; P<0.05), pero similar al de las terneras
DC-S (11.240.4 meses; P>0.05). Concluimos que la suplemen-
tacion al pie de la madre marc6 una ventaja en el desarrollo
corporal, que no se reflejo en una menor edad a la pubertad
respecto a terneras no suplementadas, pero si respecto a las
terneras destetadas en forma precoz.

SUMMARY

To evaluate the impact of daily weight gain (DWGQG) at early
stages of their lives and its effect on puberty 65 Hereford calves
aging 66+3 days were used. One group was supplemented during
the pre-weaning period (n=18; +S), another group remained no
supplemented (n=18; -S). Both groups were weaned at 164
days of age (Conventional weaning, CW). The third group (n=18)
was early weaned (70+£2 days; EW). From the time of CW all
the calves were feed a high plane of nutrition. Ovarian
ultrasonography and live weight were evaluated every 2 weeks
and hip height every 8 weeks. Calves CW+S had a higher DWG
(0.8+£0.02 kg/d) than CW-S (0.6+0.02 kg/d) and EW (0.5+
0.02 kg/d), thus were heavier and taller at weaning. The
difference in live weight remained for the duration of the study
(P<0.05). Puberty occurred earlier in CW+S calves (10.8+0.4
months) than in EW calves (12.5+0.6 months), but did not differ
from CW-S calves (11.2+£0.4 months, P<0.05). We conclude
that supplementation of lactating calves accelerates their
development, thus puberty occurs earlier that EW, but there is
no advantage compared to CW-S calves.

! Programa Nacional de Carne y Lana. INIA Tacuaremb6. Km 386. Ruta 5. Tacuarembo. Correo electronico: cvinoles@tb.inia.org.uy
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Efecto de la suplementacidn energética pre y pos-destete sobre la edad de
faena en terneros y la edad a la pubertad en terneras Hereford

Horn, J.A.Y; Guggeri, D.?; Vifioles, C.2

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de una suple-
mentacion energética pre y pos-destete sobre la edad de faena
en terneros y la edad al primer celo en terneras Hereford. Al
inicio de la suplementacion los animales tenian en promedio
14343 dias de edad y pesaban 119+4 kg de peso vivo. Se
registrd la evolucion de peso vivo, las caracteristicas de la
canal a los 380 kg de peso vivo, y la manifestacion de celo en
las hembras. La tasa de ganancia de peso no estuvo afectada
por el sexo, ni por la interaccién grupo*sexo durante el perio-
do de suplementaciéon. Los terneros machos (190+6 kg), y
hembras (182+6 kg) suplementadas fueron mas pesados que
los terneros machos (137+6 kg) y hembras (1376 kg) no
suplementados (P<0.01) al final del periodo de suplementa-
cion. Los machos que tuvieron acceso al suplemento llegaron
al peso de faena (586 +£17 dias) antes que los machos del grupo
control (638 + 18 dias) y presentaron un mayor porcentaje de
grasa corporal (27% vs 23%; P<0.05). El mayor peso de las
terneras suplementadas no se reflejé en una menor edad a la
primer manifestacion estral (442+17 dias; P>0.05). Conclui-
mos que el suplemento energético aumento la tasa de ganancia
diaria de los terneros luego del destete, lo que se reflejoé en una
menor edad a la faena en machos, pero no afect6 la edad al
primer celo en las hembras.

' DMV. Pasante Brasileiio. INIA Tacuarembd.

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the effect of an energetic
supplement on the age at slaughter and at first estrus in male
and female Hereford calves. Fifty Hereford calves were
distributed by sex in two groups: 1- supplemented with sorghum
form 140 to 310 days of age: 2) non-supplemented. At weaning,
male calves were kept on a high plane of nutrition, while female
grazed native pasture. There were no differences between male
and female calves in average daily weight gain during the period
of supplementation. Supplemented male (190+6 kg) and female
(182+6 kg) calves were heavier than non-supplemented male
(137+6 kg) and female (137+6 kg) calves. Supplemented calves
were younger at slaughter (586 +17 d) than non-supplemented
calves (638 = 18 d). Carcass composition was similar but
supplemented calves had more fat (27%) than non-
supplemented male calves (23%; P<0.05). The age at first estrus
was similar between supplemented and non-supplemented
female calves (442+17 d; P>0.05). We conclude that the energetic
supplement increased the average daily weight gain after weaning,
and reduced the age at slaughter in males, but had no effect of
the age at first estrus in female calves.

2 Programa Nacional de Carne y Lana. INIA Tacuaremb6. Km 386. Ruta 5. Tacuarembd. Correo electronico: cvinoles@tb.inia.org.uy
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Respuesta de la fermentacién ruminal (ph) de vacas holstein pastoreando
una pradera de festuca (festuca arundinacea schreb cv. quantum) sometida
atres intensidades de defoliacion durante su ciclo productivo

Gutiérrez, F.; Mattiauda, D.A.; Motta, G.; Dutour J.; Bentancur, O.; Chilibroste, P. !

RESUMEN

Se llevo a cabo un experimento en el departamento de Paysandu
(30° Sur), Uruguay con el objetivo de estudiar el efecto residual
de la intensidad de pastoreo (Bajo, 7 cm; Medio, 10 cm; y Alto,
13 c¢m) aplicada durante el 2% afio de vida de la pastura sobre el
comportamiento ingestivo y la fermentacion ruminal de vacas
Holando. Los animales pastorearon una pradera polifitica sem-
brada con Festuca, Trebol blanco y Lotus corniculatus durante
Julio del afo 2009. Se utilizaron 3 vacas primiparas fistuladas
en un disefio de cuadrado latino que pastorearon entre las 08:30
y las 14:00 horas. Se suplementaron con concentrado en tres
momentos: 2 kg en el ordeflo matutino, 2 kg en el ordefo ves-
pertino y 4 kg después del ordefio vespertino (cepos). Se toma-
ron muestras de licor ruminal 2 dias a la semana, 10 momentos
al dia. El pH ruminal, no exhibi6 diferencias significativas entre
los tratamientos (6,76 para el Alto, 6,75 para el Bajo y 6,78
para el Medio) mientras que se detectaron diferencias significa-
tivas para el efecto hora de muestreo (p<0,05). La interaccion
hora*tratamiento no fue significativa. Los tratamientos de in-
tensidad de pastoreo a la que se someta una pradera de festuca,
trébol y lotus, no reflejaron diferencias importantes para la fer-
mentacion ruminal (pH) en su tercer afo de ciclo productivo.

'Facultad de Agronomia, EEMA C, Paysandu.

SUMMARY

We carried out an experiment in the Department of Paysandu
(30 ° South), Uruguay with the objective of studying the residual
effect of grazing intensity (Low, 7 cm, Medium, 10 cm High, 13
cm) applied during the 2nd year of life of the pasture on ingestive
behavior and rumen fermentation of Holstein cows. The animals
grazed on a meadow planted with Festuca polyphyletic, white
clover and Lotus corniculatus during July of 2009. We used 3
fistulated primiparous cows in a Latin square design that grazed
between 08:30 and 14:00 hours. Were supplemented with
concentrate in 3 phases: 2 kg in the morning milking, 2 kg in the
evening milking and 4 kg after the evening milking (traps).
Samples of rumen fluid 2 days a week, 10 times a day. The
ruminal pH, showed no significant differences between
treatments (6.76 for the High, Low and 6.75 to 6.78 for the
Environment), while significant differences were detected for
the sampling time effect (p<0, 05). Time * treatment interaction
was not significant. The grazing intensity treatments to which
it submits a meadow fescue, clover and lotus, showed no
significant differences in rumen fermentation (pH) in its third
year of production cycle.
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Efecto de la inclusion de microorganismos biolégicamente activos y un
activador de la fermentacion ruminal sobre el ph ruminal de vacas holando

consumiendo ensilaje de sorgo

Froidevaux, R., Gonzalez, J., Peres de Figueredo, T., Rodriguez, F. Chilibroste, P.; Mattiauda, D.A.!

RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar el patrén de variacion diaria
de pH ruminal en vacas lecheras secas, comparando las alimen-
tadas con ensilaje de sorgo, de las que ademas se las suplemento
con un activador de la fermentaciéon ruminal,

o micoorganismos bioldgicamente activos. El diseflo experimen-
tal fue un cuadrado latino de 3 tratamientos por 3 periodos.
Como resultados se encontraron diferencias significativas en la
variacion de pH, solo para los diferentes horarios de muestreo, lo
que se atribuye al consumo de la dieta base es decir el ensilaje.

Palabras clave: pH ruminal, ensilaje de sorgo, activador f
ermentacion ruminal

SUMMARY

The objective of this work was to evaluate the ruminal pH
changes in dried dairy cows, comparing those feeding with
sorghum silage, from the others that were also supplemented
with a rumen fermentation promoter or biological activated
microorganism. The experimental design used was a latin square
of 3 treatments and 3 periods. As a result it was found a statistical
difference in the variation of pH, only between different sampling
hours; this was attributed to the pattern intake of the basic
diet, the sorghum silage.

Key words: rumen pH, sorghum silage, rumen fermentation
promotor

"Estacion experimental Mario A. Cassinoni, Ruta 3 km 363, Paysandu. Correo electronico: dma@fagro.edu.uy
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relacién entre la hora de suplementacion preparto y la disminucién de partos nocturnos en
hembras holando

Blanc, J.E.*; Adrien, M.L.%; Leone, V.?; Nopitsch, M.?; Viera, J.P.2

RESUMEN

Con el objetivo de disminuir partos nocturnos logrando una
mejor supervision de los mismos en horas diurnas, se investigo
el efecto de la hora de suplementacion pre parto en el inicio del
parto en vacas Holando. Se registro la hora del parto sobre un
total de 79 hembras prefiadas de la raza Holando (48 multiparas
y 31 primiparas), bajo diferentes tratamientos durante la pari-
cion de otofio (marzo, abril y mayo). Las vacas y vaquillonas
bajo el tratamiento 1 fueron alimentadas con raciéon comercial
preparto a las 8:30 AM horas, mientras que las del tratamiento
2 fueron alimentadas con la misma racion a las 07:00 PM horas.
Los dos grupos se encontraban sobre campo natural y tenian
acceso ad-libitum a heno de Moha (Setaria italica) en rollos
enteros distribuidos en el potrero. Se establecié como parto
diurno los ocurridos entre las 07:00 AM y las 06:30 PM horas,
y nocturno los ocurridos después de las 06.30 PM y antes de
las 07:00 AM hs. El porcentaje de partos durante el dia en vacas
alimentadas en la tarde-noche fue significativamente mayor que
las alimentadas con la misma racion en la manana (70,4% vs
33.,3%).

'Dpto. de Salud en Sistemas Pecuarios-Facultad de Veterinaria.
2Estudiantes de tesis de grado. Facultad de Veterinaria.

SUMMARY

With the purpose of reduce night time calvings achieving better
monitoring of them, we have investigated the effect of feeding
time on the time of calving of Holstein cows. The time of
parturition was recorded for a total of 79 Holstein pregnant
females (48 multiparous and 31 primiparous) under different
treatments, during autumn calvings (March, April and May).
Cows and heifers under treatment 1 were fed with commercial
prepartum ration at 8:30 AM., whereas those under treatment
2 were fed at 7:00 PM. with the same ration. Both groups were
on natural field and had ad-libitum access to rolls of hay of
Moha (Setaria italica) distributes in the paddock. Delivery was
considered diurnal when it occurred between 7:00 AM and 6:30
PM, and nocturnal when it occurred after 6:30 PM and before
7:00 AM. The percentage of calving during daylight hours in
night-fed cows (7:00 PM) was significantly higher than in
day-fed cows (8:30 a.m.): 70.4% vs. 33.3%.
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Estabilidad térmicay al alcohol durante la lactancia en vacas

Barros, L!; Cardozo, R.2; Gonnet, V.2; Gutierrez, J.2

RESUMEN

Se estudiaron variaciones de composicion y estabilidad térmica
y al alcohol de la leche de vacas primiparas y multiparas durante
el periodo de lactancia. Se utiliz6 un modelo con 49 animales
divididos en dos grupos, tomando muestras de leche del ordefio
de la mafiana y la tarde mensualmente en un tambo, con control
de la alimentacion y del manejo. Se analizaron las variables
nimero de partos, periodo de lactancia y los parametros de
composicion lactea: proteinas, grasa y lactosa y la estabilidad a
la prueba térmica midiendo tiempo de coagulacion y la estabilidad
a la prueba de mezcla con alcohol en dilucion simple y doble
mediante analisis estadisticos. Los resultados indican que las
leches de las vaquillonas tuvieron mayor inestabilidad térmica
(p<0.01) que la de las vacas multiparas, parametro que no vario
con el periodo de lactancia. El nimero de partos no tuvo efectos
sobre la estabilidad al alcohol en ninguna de sus dos
concentraciones. En la composicion de la leche, se relaciond
unicamente valores mas altos de lactosa con la prueba del alcohol
pero no con termoestabilidad. No existi6 ninguna relacion entre
la estabilidad al calor y a las pruebas del alcohol (p<0,01),
descartandose este ultimo método como predictor de estabilidad
a la prueba térmica.

SUMMARY

The aim was to establish variations on milk composition and
stability to heat and alcohol tests in the milk of dairy cows. The
animals were divided in two groups of at least 20 cows: a group
of cows multiparous and another group of heifers. A monitoring
was realized monthly during the period of lactation included
from March to October. Milk samples were taken in milking of
the evening and morning period. Its composition was analyzed
(proteins, fat and lactose) and also it was carried out two tests
of stability in adding alcohol 1:1 (milk:alcohol 70 % Vol.) or in
adding alcohol 2:1. A test of thermal stability was performed in
tube using a bath of oil at 140 °C. The results of milk composition
(protein, fat and lactose) were analyzed with statistical
parametric and not parametric methods. The number of
parturition of the dairy cows had an effect on the thermal
stability of milk, characterized by the heifers presenting lower
time of coagulation, otherwise, higher instability than showed
by the milk of multiparous cows (p<0.01). No relation was
found between the period of lactation and the compositional
variations with regard to thermal stability of milk. As a
relationship between the alcohol test and the thermal stability (p
<0.01) in milk was not proved, the recommendation is not to use
the alcohol test as a predictor of the thermal stability of milk.

'DV, MSc., PhD. Departamento Patologia y Clinica Rumiantes, Facultad Veterinaria. Correo electronico: luisb@adinet.com.uy
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Resultados del diagnostico de miasis en busca de los diferentes estadios
larvarios de Cochliomyia hominivorax en el departamento de Artigas

(enero — abril 2009)

Valledor, M. S.?; Petraccia, L.t; Décia, L.%; Cabral, P.?

RESUMEN

Al definir «miasis» se describen las infestaciones de animales
domésticos, salvajes y del hombre por larvas de moscas (Dipte-
ra) de diferentes especies, que al menos durante un periodo de
su ciclo, se alimentan de tejidos vivos, muertos o del alimento
ingerido por el huésped. Se conoce comunmente como «biche-
ra», son cosmopolitas e incluye géneros como Cochliomyia sp.
Su ciclo bioldgico es holometabolo y cualquiera de sus estadios
permite diagnosticar el agente causal de la patologia. Este traba-
jo surge en la fase operativa del proyecto «Programa Demostra-
tivo de Control y Establecimiento de las Bases para un Futuro
Programa de Erradicacion del Gusano Barrenador del Ganado
(GBG) en Paises del Mercosur». En esta se recolectaron larvas
de todas las «bicheras» halladas en predios de esa zona, con el
fin de un diagnoéstico positivo a Cochliomyia hominivorax. Las
mismas fueron colectadas en tubos plasticos con alcohol 70%,
identificadas y registradas en una planilla. Luego de acondicio-
nados, se remitieron al laboratorio de Parasitologia de Facultad
de Veterinaria, donde se procedio a su diagnostico. El objetivo
de esta comunicacion es presentar los datos obtenidos a partir
del diagnéstico de dichas larvas y describir las caracteristicas
morfologicas de los Instar 1, 2 y 3 que permitieron el diagnos-
tico de las 13682 larvas como positivas a GBG y diferenciarlas
de otros dipteros productores de miasis. En 13 semanas se
procesaron 971 muestras, 870 procedieron de 23 predios iden-
tificados y 101 carecieron de ese dato. Todos los predios fueron
positivos a GBG mientras un 70.8% de ellos presentd miasis
mixtas. Del 14758 larvas procesadas, 13682 (92.7%) fueron
positivas a GBG y 1076 (7.3%) negativas. De ellas fueron diag-
nosticadas como Instar 1 612 (4,48%) Instar 2 2288 (16,75%)
y 10758 (78,77 %) Instar 3, de acuerdo a las caracteristicas:
longitud; forma; presencia, particularidades y disposicion de
las espinas tegumentarias; numero de segmentos; espiraculos
anteriores; tubos traqueales dorsales pigmentados; espiraculos
posteriores. Se crean una base de datos, de materiales biologi-
cos y registros digitales, que seran utilizados en docencia, y
permitiran ampliar los conocimientos acerca de la fauna parasi-
tolégica existente en Uruguay.

'Departamento de Parasitologia. Facultad de Veterinaria. Montevideo.

SUMMARY

«Myasis» is defined as the infestation made by fly larvae of
different species (Diptera) to animals (both domestic and savage)
and humans and that at least once in a period of its cycle feed
themselves from live tissue or from the food ingested by the
host. Widely known as «bichera» in Uruguay, they are
cosmopolitan and include genres as the Cochliomyia sp. Their
biological cycle is holometabolic and all of their stadiums allow
to diagnose the agent that is the cause of the pathology. This
work comes up at the operative phase of the project called
«Demonstrative Program of Control and Establishment of the
Grounds for a Future Program for the Eradication of the Cattle
Screw-worm in the Mercosur Countries». In this phase larvae
were collected from all the «bicheras» found in the cattle fields
of the study zone, with the purpose of a positive diagnose of
Cochliomyia hominivorax. The larvae were collected in plastic
tubes with alcohol 70%, identified and registered in a chart.
After being properly conditioned, they were sent to the
Parasitology lab at the Faculty of Veterinary where its diagnostic
was made. The target of this communication is to present the
data obtained from the diagnosis of the larvae and to describe
the morphologic characteristics of the Instar 1, 2 and 3 that
allowed the diagnose of the 13682 larvae as positive to Cattle
Screw-worm and differentiate them from other myasis-producing
diptera. In 13 weeks 971 samples were processed, 870 came
from 23 identified cattle fields and 101 came from an unknown
origin. All cattle fields were positive to Cattle Screw-worm
while 70.8% of them presented mixed/combined myasis. Of
14758 processed larvae, 13682 (92.7%) were positive to Cattle
Screw-worm and 1076 (7.3%) were negative. Of the 14758, 612
(4,48%) were diagnosed as Instar 1, 2288 (16,75%) as Instar 2
and 10758 (78,77 %) as Instar 3 according to the the following
characteristics: large, shape; presence, peculiarities and disposal
of the spine teguments; number of segments; anterior spiracle;
dorsal tracheal trunks dark; «posterior spiracle. From these
samples a database was created with biological materials and
digital registers that will be used for teaching, thus allowing the
increase of knowledge regarding the parasitological fauna in
Uruguay.

2Direccion General de Servicios Ganaderos — DILAVE «Miguel C. Rubino» (MGAP). Correo electronico: msolevalledor@hotmail.com
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Respuesta a la inmunizacion con vacunas comerciales para Leptospira en

Uruguay

Alonzo, P.; Hernandez, E.2; Ocampo, M.%; Alegre, R.; Breijo, M.

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la respuesta humo-
ral generada luego de la inmunizacion de bovinos con cuatro
vacunas comerciales para Leptospira utilizadas en Uruguay. Los
anticuerpos anti-Leptospira fueron evaluados mediante la téc-
nica de Microaglutinacion en placa (MAT) los dias 0, 45 y 180
postvacunacion. Solo una de las vacunas utilizadas indujo res-
puesta humoral detectable para todas las serovares presentes
en su formulacién. El resto no indujeron anticuerpos detecta-
bles para las serovares Pomona y Gripotiphosa. En estas mis-
mas formulaciones, bajos niveles de anticuerpos (< 1/100) fue-
ron detectados para los serovares Wolffi, Tarassovi, Hardjo,
Icterohaemorrhagiae y Bratislava. La metodologia empleada en
este trabajo no es la recomendada para evaluar potencia. Sin
embargo, los resultados obtenidos plantean la interrogante de
que estas vacunas no sean capaces de proteger frente al desafio
de campo. En el futuro, ensayos que estudien la potencia utili-
zando el modelo en Hamsters, Cobayos o la propia especie
destino deben ser realizados para contestar esta pregunta.

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the humoral response
generated after immunization of cattle with four commercial
vaccines for Leptospirosis was used in Uruguay. Anti-Leptos-
pira antibodies were evaluated by Microagglutination test (MAT)
on days 0, 45 and 180 post-vaccination. Only one of the vacci-
nes induced detectable humoral response to all serotypes pre-
sent in its formulation. The rest did not induce detectable anti-
bodies to serovars Pomona and Gripotiphosa. Under these for-
mulations, low levels of antibodies (<1 / 100) were detected for
Wolffi serovars, Tarassovi, Hardjo, Icterohaemorrhagiae and
Bratislava. The methodology used in this paper is not recom-
mended to assess potency. However, the results raise the ques-
tion that these vaccines are unable to protect against challenge
in the field conditions. In future, trials that examine the poten-
cy using the model in hamsters, guinea pigs or target species
itself should be made to answer this question.

'Unidad de Reactivos para Biomodelos de Experimentacion, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica.
*Departamento de Microbiologia-Instituto de Higiene, Facultad de Medicina-Universidad de la Republica.
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Identificacion y cuantificacion de variables que afectan el ph de lacarne

vacunaen 7 plantas frigorificas

Feed, O.%; Bentancur, O.%; Bianchi, G.3; Blanc, P.#; Salsamendi, M.?

RESUMEN

El pH de la carne determina variables de calidad del producto
tales como caracteristicas organolépticas y vida util. Con el
proposito de identificar y cuantificar diferentes factores que
inciden sobre el pH de la carne, se analizaron 2218 registros en
canales vacunas de 7 plantas frigorificas del Uruguay durante
los meses de verano a través de encuestas realizadas en plantas
frigorificas (n=7), camiones (n= 70) y productores (n= 88).
Los resultados del presente trabajo permiten identificar algunas
medidas de manejo y/o decisiones tomadas en diferentes eslabo-
nes de la cadena carnica local que incidirian en la presencia de
carne con pH e» 5,8.

Palabras clave: canales vacunas, manejo transporte y faena, pH.

SUMMARY

The meat pH determines product quality variables such as or-
ganoleptic and shelf life. In order to identify and quantify va-
rious factors that affect the pH of the meat, 2218 records were
analyzed in beef carcass of 7 slaughterhouses in Uruguay du-
ring the summer months through surveys in the same plants (n
=7) trucks (n = 70) and producers (n = 85). The results of this
study, allow to identify some management measures and / or
decisions taken at different stages in the local meat chain in-
fluencing the presence of meat with pH e» 5.8.

Key words: beef carcasses, transport and slaughter handling, pH.

'Prof. ADj. Bovinos de Carne. Fac. de Veterinaria, EEMAC. Correo electronico: osfeed@fagro.edu.uy,

>Prof. Adj. Estadistica y computos. Fac. de Agronomia EEMAC.
*Prof. Agdo. Produccién Anim. y Pasturas. Fac. Agronomia EEMAC.
4y3Estudiantes de tesis de Facultad de Veterinaria.
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Enfermedades reproductivas en pequefios productores lecheros del

Uruguay

Furtado, A.2; Cattaneo, M.1; Bermudez, J.1; Puentes, R.2*.

RESUMEN

Brucelosis y neosporosis son dos de las principales enfermeda-
des que afectan la performance reproductiva en ganado lechero
en el Uruguay. El objetivo de este trabajo fue reportar la presen-
cia de anticuerpos especificos contra estos dos agentes causales
de aborto bovino en ganado de aptitud lechera de rodeos de
pequefios productores de contexto critico en el Uruguay. Se
muestreado 733 bovinos, hembras, adultos, pertenecientes a las
cuencas lecheras de pequefios productores de los Departamen-
tos de Durazno y Tacuarembo. Del total de muestras analizadas
para B. abortus, todas fueron negativas y para N. caninum, se
encontraron 211 animales positivos (28.79%), 517 negativos
(70.53%) y 5 animales dudosos (0.68%). Los resultados obte-
nidos demuestran la presencia de anticuerpos especificos con-
tra N. caninum en esta zona. Este es el primer reporte serologi-
co de N. caninum en cuencas de pequefios productores lecheros
de contexto critico en el Uruguay.

Palabras clave: Sanidad, Brucella abortus, Neospora caninum,
lecheria, Uruguay.

!'Area de Bacteriologia. Facultad de Veterinaria. UdelaR. Uruguay.

SUMMARY

Brucellosis and neosporosis are two of the major diseases that
affect reproductive performance in dairy cattle in Uruguay. The
aim of this study was to report the presence of specific antibo-
dies against these two causal agents of bovine abortion in cattle
in Uruguay. Seven hundred thirty three cattle were sampled,
females, adults, belonging to the dairy herds of small producers
from the Departments of Durazno and Tacuarembo. From the
total samples analyzed for B. abortus, all were negatives. To N.
caninum 211 were positive (28.79%), 517 negative (70.53%)
and 5 doubtful animals (0.68%). The results show the presence
of specific antibodies against N. caninum in this area. This is

the first serological report of N. caninum in small dairy farmers
in critical context from Uruguay.

Key words: Health, Brucella abortus, Neospora caninum, dairy,
Uruguay.

2 Area de Inmunologia. Facultad de Veterinaria. UdelaR. Uruguay. Correo electénico: rpuentes@adinet.com.uy
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Instrucciones para los autores

REVISTADE LASOCIEDAD DE MEDICINAVETERINARIADEL URUGUAY

Veterinaria es la revista oficial de la So-
ciedad de Medicina Veterinaria del Uru-
guay destinada a publicar articulos en idio-
ma espafol sobre temas técnicos, cienti-
ficos y otras comunicaciones referentes a
las Ciencias Veterinarias.

Los contenidos y opiniones incluidos en
los articulos son responsabilidad exclusiva
de los autores.

INSTRUCCIONES PARA LOS
AUTORES DE TRABAJOS PARA
PUBLICACION

Normas Generales

Los trabajos se enviaran a la Sociedad de
Medicina Veterinaria del Uruguay, Consejo
Editor de la revista Veterinaria, Cerro Largo
1895, CP11200, Montevideo, original y
soporte informatico (preferencia por correo
electronico a revistavet@yahoo.com).

El texto sera archivado en formato
“Word” y no debera exceder de 20 paginas
en formato A4, escrito en una sola carilla,
con margen de 2,5 cm a cada lado y debera
estar escrito con caracteres de 12 puntos,
con interlineado doble y numeracion de
lineas.

Los cuadros y figuras deben ir al final del
manuscrito (cada una en hoja aparte).

Las fotografias o impresiones seran en
blanco y negro (con 300 dpi de resolucion
como minimo), en un maximo de 5 que
seran adjuntadas al original, con leyenda
en hoja aparte y numeradas al dorso indi-
cando el borde superior derecho. Las foto-
grafias o ilustraciones en color podran ser
publicadas pero a costo de los autores, no se
aceptaran diapositivas.

Los autores solicitaran por nota aparte y
con la firma de todos ellos la publicacion
del trabajo, designando a uno de los mis-
mos para ser enviada la correspondencia
(indicando direccion postal completa, te-
léfono, fax y correo electronico), dejan-
dose establecido que el mismo no se ha
publicado ni se ha remitido a ninguna otra
publicacion periddica. Se aceptaran traba-
jos que hubieran sido publicados como re-
simenes o comunicaciones cortas en con-
gresos, simposios o jornadas, debiéndose
en este caso indicarse en el pie de la pri-
mera pagina del articulo.

Los trabajos recibidos seran evaluados por
el Consejo Editor pudiendo darle los desti-
nos siguientes: aceptarlos, devolverlos a los
autores para su adecuacion o rechazarlos.

El Consejo Editor los clasificara en:

1. Trabajo Cientifico (articulo original,
comunicacién corta, revision) y

2. Trabajo de Difusion (practica veterina-
ria, diagnodstico, tecnoldgico, conferencia).

Los autores recibiran 10 separatas. Los
trabajos aceptados para publicacion pasan
a ser propiedad intelectual de la SMVU
quedando los derechos de publicacion del
trabajo a su cargo. Las reproducciones par-
ciales o totales solo pueden realizarse con
la autorizacion escrita del editor.

1. Trabajos Cientificos

Es una publicacion que describe resultados
originales que contiene suficiente infor-
macidén como para que otro investigador
pueda: evaluar las observaciones, repetir
los experimentos y comprobar las conclu-
siones. Un articulo original requiere rigor
cientifico, expresado con logica, claridad
y precision, con una extension en funcion
de los resultados y respaldado por citas
bibliograficas imprescindibles. Existirda un
arbitraje de estos trabajos que seran eva-
luados por reconocidos especialistas del
tema nacionales e internacionales.

2. Trabajos de Difusion

Son aquellos trabajos que no cumplen con
las normas de trabajos cientificos origina-
les, pero que su contenido es de un interés
o seriedad tal que merece su publicacion.
El Consejo Editor evaluara el trabajo y lo
clasificara segiin su contenido en: practi-
cas veterinarias, casos clinicos, diagnosti-
cos, tecnologicos, conferencias, educacion,
u otro segun corresponda.

Normas de redaccion para Articulos
Originales

Contendran los siguientes elementos:

Titulo: Sera lo mas breve y claro, refle-
jando exactamente lo que el trabajo con-
tiene. Escrito en minusculas.

Nombre de Autores: Apellido, Inicial del
nombre; otro/s nombres ejemplo: Vidal, L. ;
Gomez, J.,

Direccion de autores (en pie de pagina):
ejemplo:

! Departamento de Bovinos, Facultad de
Ciencias Veterinarias, Suipacha 698, Bue-
nos Aires, Argentina, tel.: (497)3002511,
e-mail: vidal@facvet.com.

2 Facultad de Veterinaria. Se detallara sola-
mente la direccion postal completa del
autor responsable o correspondiente, para
los demas autores solamente el nombre de
la institucion.

RESUMEN

Dara una idea clara y precisa del conteni-
do del articulo, conteniendo: objetivos,
metodologia, resultados, conclusion. No
debe excederse de 200 palabras, escrito en
espafiol en tiempo presente y en un sélo
parrafo luego del encabezado del titulo y
los autores.

A continuaciéon poner las Palabras clave:
hasta cinco

SUMMARY Es la traduccion del Resumen.
Las palabras clave en inglés es Key words
(basadas en el CAB Thesaurus).

INTRODUCCION

Los autores deben suministrar anteceden-
tes suficientes sobre el tema para que el
lector no deba recurrir a otras publicacio-
nes anteriores y para que comprenda la
importancia o trascendencia de la investi-
gacion que se comunica. Deben referirse
al contexto en general (en el mundo, etc.)
y en particular (en el pais), eligiendo las
informaciones mas recientes y mas rele-
vantes. Se deben dar los fundamentos cien-
tificos del estudio y definir claramente cuél
es el proposito de escribir el articulo, pre-
cisando en el ultimo parrafo los objetivos
del trabajo. Escrito en tiempo presente.

MATERIALESY METODOS

Los autores deben dar suficientes detalles
para que un investigador competente pue-
da repetir los experimentos y definir el
disefio experimental. Describir claramen-
te los animales utilizados, su namero, es-
pecie, género, raza, edad. El disefo que
utilice animales debe estar aprobado por
la Comision Honoraria de Experimenta-
cion Animal (CHEA).

Mencionar los reactivos, drogas o medi-
camentos por su nombre genérico o qui-
mico o por marcas comerciales patenta-
das. Los métodos y procedimientos deben
ser detallados y bibliograficamente refe-
renciados. Deben precisarse con claridad,
tiempos, temperaturas, etc. Los métodos
de los analisis estadisticos deben sefalarse
y citarse bibliograficamente.
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RESULTADOS

La descripciéon de los resultados obtenidos
debe presentarse con claridad. Primeramen-
te dar una visién general de los resultados
experimentales y luego pueden describirse
en cuadros o figuras (graficos, dibujos, fo-
tografias) los datos de los experimentos.
No deben presentarse datos repetitivos o
demasiado extensos. Deben usarse medi-
das del sistema métrico decimal dentro de
lo posible u otras medidas convenciona-
les. Los analisis estadisticos de datos de-
ben sefalar su significaciéon. Debe redac-
tarse en tiempo pasado.

DISCUSION

Deben mostrarse las relaciones entre los
hechos observados, con las hipotesis del
propio experimento y/o con las teorias,
resultados o conclusiones de otros auto-
res. Deben aplicarse las referencias biblio-
graficas al experimento y no abundar en
detalles no estudiados. Deben exponerse
la significacion de los resultados y evitar
las repeticiones. Escrito en tiempo pasa-
do en tercera persona del singular o plural
segliin corresponda.

CONCLUSIONES

Se deberan sacar conclusiones que sean jus-
tificadas por los datos expresandolas en
forma clara. Se deben resumir y globalizar
las conclusiones parciales que se obtuvie-
ren de diferentes resultados del trabajo. No
deben darse conclusiones demasiado gene-
rales. Debe haber una coherencia entre los
objetivos, los resultados y las conclusio-
nes, pudiendo sugerirse recomendaciones.

Agradecimientos

Debera constar el nombre de las personas
y la institucion a la que pertenecen ha-
ciendo mencion al motivo del agradeci-
miento. Debe ser escrito en forma concisa
y hacer referencia a materiales o equipos
y al apoyo financiero.

Referencias Bibliograficas

En el texto: Al final de cada paragrafo se
citara entre paréntesis (Apellido autor,
ano) o si los autores fueran dos se coloca-
ran los (apellidos de ambos y el ano) o si
son varios (Apellido ler Autor y col., afno).

En la cita de comunicaciones personales: se
cita el Nombre (apellido, inicial del nom-
bre) (Afo), se hace una llamada y se cita al
pie de pagina con el texto: Comunicacion
personal. No citar en las referencias biblio-
graficas.

En el item de Referencias bibliograficas:
Debe hacerse especial atencion al texto
de las referencias bibliograficas, no se acep-
taran trabajos mal referenciados. Las re-
ferencias deben colocarse en orden alfa-
bético de autores. Deberan citarse de la
siguiente manera: Apellido seguido de coma
y un espacio (, ) y luego la(s) inicial(es)
seguida(s) de un punto (.). Ej. : Gonzalez,
R. Si hubieran varios autores deben sepa-
rarse entre si por un punto y coma (;). A
continuacion, se colocara el aio de la pu-
blicacion entre paréntesis. Ejemplo: Gon-
zalez, R.; Lopez, A. (1989). Mas de una
referencia del mismo autor se ordenara en
orden cronoldgico decreciente. Después del
afio se escribird el titulo del articulo ter-
minado en punto.

Las revistas cientificas seran citadas se-
gun las abreviaturas convencionales, ej.:
Am.J.Vet.Res. o el nombre completo de la
revista, seguido por el volumen, el nime-
ro entre paréntesis, seguido por los niimeros
de paginas precedidos por dos puntos, ejem-
plos: 12:44-48. o también: 12(8):44-48.
Ejemplo: Gonzalez, R.; Lépez, A. (1989)
Paraqueratosis en suinos. Am.J.Vet.Res.
12(8):44-48.

En el caso de la cita de libros, se indicara Auto-
res (Afio) Titulo, n° de edicion (salvo la lera.),
Lugar de edicion, Editorial, Cantidad de pagi-
nas del libro. Ejemplo: Rosemberger, G. (1983)
Enfermedades de los bovinos. 2a. ed. Berlin,
Ed. Paul Parey, 577 p.

En el caso de la cita de capitulo de libros,
se indicara Autores (Afio) Titulo del capi-
tulo, In: Autores (editores) del libro, Titu-
lo del libro, Edicion, Lugar de edicion,
Editor, Paginas inicial y final del capitulo
precedido por pp y entre guion. Ejemplo:
Dirksen, G. (1983) Enfermedades del apa-
rato digestivo. En: Rosemberger, G. En-
fermedades de los bovinos. 2a. ed. Ber-
lin, Ed. Paul Parey, pp. 235-242.

En la cita de congresos: Autores (Afio) Titulo
del articulo. Nombre del congreso. Numero
ordinal del congreso, Ciudad, Pais, paginas.

En la cita de una tesis: Autores (Afio) Ti-
tulo de la tesis. Tipo de tesis (ej.: doctor
veterinario), Institucion, Ciudad, Pais.

No citar en ésta seccion (referencias bi-
bliograficas) las comunicaciones persona-
les. Se citan al pie de la pagina en el texto.

Cuadros

Los cuadros deben tener un n°® de identifi-

cacion correlativo que figurard en el texto
y contendran un texto de titulo en la par-
te superior. Deben contener informacion
sobre el experimento que lo autodefina.
Las referencias o simbolos de los cuadros
se presentaran al pie del mismo en letra
cursiva de tamafio 10 puntos. Ejemplo:
Cuadro 1. Variacion de la temperatura en
funcion del tiempo. Ejemplo de pie de cua-
dro: T = temperatura, t = tiempo (en mi-
nutos). Si el cuadro no es original, citar la
fuente (Autor y afio) en pie de pagina.

Figuras y Graficos

Las figuras o graficos deben tener un n°® de
identificacion correlativo que correspon-
da con el texto y contener un texto de
definicion del contenido en la parte infe-
rior, con leyendas y definicion de los sim-
bolos utilizados. Si la figura o grafico no
es original, citar la fuente (Autor y afo)
en pie de pagina.

Fotos

Las fotografias y especialmente las mi-
crofotografias deben contener una escala
de referencia. Deben tener un n° de identi-
ficacion correlativo que corresponda con
el texto y contener un texto de definicion
del contenido en la parte inferior, con le-
yendas y definicion de los simbolos utili-
zados. Si la fotografia no es original, citar
la fuente (Autor y afio) en pie de pagina.

Normas de redaccion para Revisiones

Es un trabajo cientifico con el objetivo de
efectuar una revision o recapitulacion ac-
tualizada de los conocimientos presentan-
do una evaluacion critica de la literatura
publicada segln la perspectiva del autor.
Este tipo de trabajo permite una mayor
discrecionalidad en la presentacion de la
organizacion pero debe mantener rigor
cientifico. Deberan describirse los objeti-
vos y el alcance que se pretende lograr. La
cita de bibliografia sera la misma que la de
los articulos originales.
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