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Montevideo, 23 de octubre de 2003

Estimados colegas: La necesidad de una colegiacion, que brinde un marco a nuestra actuacion profesional, las crecientes dificulta-
des econdmicas, la realidad que nos golpea dia a dia, hace que con frecuencia pensemos en el tema de las incumbencias Profesio-
nales o actividades reservadas a la Profesion Veterinaria. ;Cuales son algunas de las preguntas que los colegas nos hacemos, al ver
la realidad, al ver la relacion de convivencia de nuestra Profesion con otras Profesiones del érea agraria? ;Por qué siempre estamos
tan dispuestos a ensefiar a los demas, lo que en realidad debemos hacer nosotros? Con el argumento de mejorar la produccion,
desde los distintos escenarios, como los Laboratorios, Escuelas Agrarias, Agronomia, Cursos de Inseminacion, Castracion, Asis-
tente Veterinario etc. , los propios Veterinarios ensefiamos lo que necesariamente deberiamos hacer nosotros. (No seria bueno
pensar en esto?, Dejamos el debate abierto, pero nosotros pensamos, que en el fondo es un problema de irresponsabilidad o mal
formacion como se le quiera llamar. Enumeraremos algunos de los aspectos que podriamos contemplar planteadas éstas interrogan-
tes : 1-Formacion de los Veterinarios: solo tenemos que ver los programas de esos Centros de Estudios, que hoy compiten de
alguna manera con nosotros, muchas veces aprovechando las carencias de nuestra formacion a través de la Facultad de Veterinaria
. Algo que por cierto es de nuestra responsabilidad , dado que por diferentes motivos hemos perdido de vista el objetivo de formar
un buen profesional, por el hecho de que en vez de ver esto estemos pensando en como obtener o defender un cargo o una postura
de un grupo politico, o porque vienen las elecciones y queremos prevalecer sobre el resto para el reparto de la torta. 2-Desde los
Laboratorios: que con el tema extension y venta, informamos a todo el mundo, de como usar los productos, jahora me pregunto?
Que pasaria si a todos los humanos, los laboratorios de produccidn y venta de fairmacos y biolégicos, nos ensefiaran esto mismo
y ademas hubiese venta libre en las farmacias, que pasaria con los médicos?, Seria una situacién anarquica, de la cual a largo plazo
solo obtendriamos perjuicios, dado que terminariamos por mal uso de los productos, agotando los recursos que hoy tenemos y
que no son tantos. 3-Podriamos agregar como forma de comparar, que los Veterinarios hemos estado muy preparados en los
temas de zoonosis, pero nunca esto nos dié derecho a invadir las incumbencias del érea de la Medicina Humana, siempre hemos
indicado a las personas consultar a su médico, informandolo de los diagndsticos hechos por el area Veterinaria en los animales con
los que ellos conviven o trabajan, con esto intentamos aclarar un concepto a nuestro modo de ver equivocado, que dice, los
Veterinarios dejaron los espacios libre, y asi otras profesiones actuaron en ellas. 4-Cursos ad- libitum, nuevas carreras, cursos con
contenidos que no corresponden, que a nuestra forma de ver exceden los limites de sus propias incumbencias, haciendo suyas las
de otras profesiones, ;qué pasa con esto?, Para el Pais es més caro ensefiar en tres o cuatro lados lo mismo, que hacerlo en el lugar
indicado, y si en éste lugar estd mal, el tema estd en mejorar esa situacion y cuando hablamos de Pais hablamos de nosotros, que
somos los que pagamos los impuestos para generar la organizacion Social que tenemos. ;Quién Autoriza y Controla la Educacion
Terciaria?, Este es un buen afio, en América los Estudios Veterinarios cumplieron 150 afios y en Uruguay se cumplen 100 afios,
pensemos que estamos haciendo al obtener un titulo, que por cierto no es gratis. Segin estudios hechos en éste y otros paises, es
la “Carrera que requiere de mas inversion”, sea Estatal o Privada. Formar a un Veterinario, es mas caro que formar a un Médico ,
y esto es bueno saberlo porque debe relacionarse en forma directa con nuestra responsabilidad como Profesionales.

Dra. Analia Cobo Leturia
Presidenta Sociedad de Medicina
Veterinaria del Uruguay

Veterinaria, (Montevideo) 38 (152-153)5-5:2003 5
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Intoxicacion por larvas de Perreyia flavipes en bovinos y ovinos,
caracterizacion de la enfermedad y biologia del insecto

Primer Premio Academia Nacional de Veterinaria 1997

Fernando Dutra’

RESUMEN

Se describe la intoxicacion por larvas de Perreyia flavipes (Hy-
menoptera; Pergidae; Perreyinae) en bovinos y ovinos. Entre
junio y octubre de 1993, 1994 y 1995, se observaron 46 brotes de
una enfermedad altamente letal en la region central del Uruguay.
Durante 1995 murieron mas de 1000 bovinos y mortalidades de
hasta 28% ocurrieron en algunos establecimientos. Los ovinos
fueron afectados con menor frecuencia que los bovinos. La ma-
yoria de los animales eran encontrados muertos. Los animales
con signos clinicos presentaban debilidad, depresién y temblores
musculares, otros exitacion y agresividad, muriendo la mayoria
antes de los 2 dias. Ictericia y fotosensibilizacién se observaron
en los bovinos que sobrevivian por més dias. Las lesiones macros-
cbpicas y microscopicas se caracterizaron por necrosis hepatica
aguda, periacinar o masiva, y edema de la vesicula biliar. También
se observo hemorragias de las membranas serosas, ascitis y conte-
nido seco de omaso y recto. Restos de larvas de P. flavipes se
encontraron en los pre-estémagos de los 10 bovinos necropsia-
dos. El diagndstico se confirmé por la intoxicacion experimental
de 3 ovinos y 2 bovinos, con dosis de 9 a 40 g de larvas frescas por
kg de peso vivo. Los estudios epidemioldgicos mostraron una
correlacion negativa (P<0.05) entre la dotacién animal y la mor-
bilidad. En los 3 afios en que ocurri6 la enfermedad, las lluvias
fueron abundantes en la primavera y verano y escasas en otofio e
invierno. Los mapas de superposicion mostraron que los estable-
cimientos afectados se localizaban en suelos de Cristalino, entre
100 a 300 metros de altitud, donde el crecimiento de las pasturas
naturales es muy sensible a las lluvias, la dotacion animal y la
relacion lanar/vacuno. Se describe el ciclo biolégico de Perreyia
flavipes. Los adultos se observaron entre febrero y marzo. Las
hembras mueren inmediatamente luego de la postura, viviendo
entre 16 a 30 horas. Los huevos se depositan en grupos de 200 a
700, en el suelo, abajo de la vegetacién y eclosionan en 27-70
dias. La falta de humedad destruye los huevos en 10 dias. La
presencia de vegetacion en descomposicién es importante para
la alimentacion de las larvas jévenes. Las larvas desarrolladas
se alimentan de pasto verde, pasto seco y heces bovinas secas;
son de color negro y presentan habito gregario, desplazandose
sobre la pastura en grupos compactos de hasta 188 individuos.
En los meses de septiembre y octubre penetran hasta 10 ¢cm
bajo el suelo para pupar. El acimulo de pasturas en el otofio
favorece la sobrevida de gran numero de larvas y explica la
ocurrencia de los brotes.

Palabras clave: Perreyia-flavipes Pergidae necrosis-hepatica-
aguda bovinos ovinos.

SUMMARY

Intoxication by a sawfly larvae identified as Perreyia flavipes
(Hymenoptera; Pergidae; Perreyiinae), is reported in Uruguay.
From June to October of 1993, 1994 and 1995, 46 outbreaks of
a highly lethal disease occurred in cattle and sheep in the central
region of the country. During 1995 total losses of cattle exceeded
1000. The reported mortalities were 1.6%, 7.0% and 1.3% for
calves, yearlings and adults, respectively, but mortalities up to
28% occurred on some farms. Sheep were less frequently affected
than cattle. Most animals were found dead. Cattle with clinical
signs showed weakness, muscular tremors, depression, stupor and
death. Others became highly excited and aggressive. Most affec-
ted cattle died in two days. Jaundice and mild photosensitization
were also observed in some cattle that survived up to 7 days.
Gross and microscopic lesions were characterized by severe peria-
cinar or massive necrosis of hepatocytes with prominent edema
of the gallblader wall. Edema, ecchymosis and petechiae on se-
rous membranes, ascites and dry content of the omasum and rec-
tum were also observed. Invariably larval body fragments and
heads of P. flavipes were found in the forestomach of 10 cattle
necrospsied. Diagnosis of sawfly poisoning was confirmed by ex-
perimental poisoning of three sheep and two calves with 9 to 40g
of sawfly larvae per kg body weight. Epidemiological studies
showed a significant (P < 0.05) negative correlation between
stocking rate and morbidity. During the 3 years of occurrence of
the disease the rainfalls were excessive in spring and summer and
scarce in autumn and winter. Spot maps showed that affected
farms were located on superficial Crystalline soils, between 100
and 300 meters of altitude, where the growth of native grasses is
very sensitive to summer rainfall. The life history of Perreyia
flavipes is also described. Adults were seen in February and March,
soon after the summer rains. Females died immediately after ovi-
position, living only 16-30 hours. The eggs are deposited in clus-
ters, of 100 - 500 eggs each, on the soil, under dead vegetation.
Egg hatching occurs in 27-70 days. Dead and decaying vegetation
in autumn are important for eggs and young larvae to survive.
Last instar larvae feed either on green, dry grass leaves or dry
cattle feces. They have an unusual gregarious habit, crawling along
the ground in compact masses containing up 188 larvae, each
larva about 2.5 cm long and of glossy black in color. In September
and October pupation take place at 0-10cm under the soil surfa-
ce. The accumulation of senescent vegetation in autumn proba-
bly explains the large increase of larvae population and the occu-
rrence of outbreaks.

Key Words: sawfly-larval-poisoning Perreyia-flavipes Pergidae
acute-liver-disease cattle-poisoning

'DILAVE “Miguel C Rubino”, Laboratorio Regional Este Rincén 203, Treinta y Tres, Uruguay
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INTRODUCCION

La intoxicacion por larvas de mosca sie-
rra ("sawfly") es una enfermedad hepa-
tétoxica aguda de los bovinos y ovinos,
caracterizada porque las toxinas respon-
sables se encuentran presentes en las lar-
vas de insectos del orden Hymenoptera.
En Australia, donde la intoxicacién es
causada por la ingestion de la larva de
Lophyrotoma interrupta (Pergidae), los
brotes estan limitados a aquellos distri-
tos de Queensland donde existen gran-
des bosques de Eucalyptus melanophlo-
ia, el arbol huésped de la larva.'? La en-
fermedad es un serio problema dado que
grandes pérdidas de animales pueden
ocurrir en cada brote. En Australia, los
brotes de intoxicacidn se presentan casi
todos los afios, siendo la enfermedad una
causa importante de pérdidas econdmi-
cas para la ganaderia de la region. El cos-
to de la enfermedad, calculado por el
nimero de muertes que ocurren, la me-
nor dotacién que resulta y las medidas
de control usadas, se ha estimado en
1.100.000 délares Australianos anuales
(valores de 1981).¢

Histéricamente, la segunda mosca sierra
reportada como toxica fue Perreyia lepida
(Pergidae). Importantes pérdidas de cer-
dos han sido atribuidas a este insecto en
Rio Grande del Sur y Santa Catarina, Bra-
sil, donde las larvas se conocen popular-
mente con el nombre de "mata porco".
Las larvas son de color negro, miden hasta
2.5 cm de largo y muestran un inusual
hébito gregario. En los dias frios y nu-
blados del invierno grupos compactos de
larvas se observan desplazandose sobre
la pastura, momento en el cual pueden
ser ingeridas por los cerdos.20 No se
conoce los habitos alimentarios de esta
especie, aunque las larvas han sido vis-
tas alimentdndose de hojas de gramineas
y de plantas arbustivas como Eryngium
sp ("cardilla"), asi como en heces secas
bovinas.* 2

En Dinamarca se describié por primera
vez la intoxicacion por larvas de la mos-
casierra Arge pullata (Argidae), en el cual
murieron 50 de un total de 250 ovinos
mantenidos sobre pasturas donde habian
bosques de abedules (Betula pendula,
Betulaceae), fuertemente infestados con
larvas de Arge pullata.?

Insectos adultos identificados como
Perreyia flavipes (Pergidae) han sido re-
portados en Argentina, en las provincias
de Buenos Aires y Entre Rios, y en Bra-
sil en los estados de Rio Grande del Sur,
Santa Catarina, Espiritu Santo y Distri-
to Federal. El adulto es de color total-
mente negro que contrasta con patas de
color naranja.?! No existen estudios so-
bre la biologia y el ciclo bioldgico de
Perreyia flavipes. Las larvas, previamen-
te desconocidas, son de color negro, mi-
den hasta 2.5-3cm de largo y tienen el
mismo hébito gregario de desplazamien-
to que las larvas de Perreyia lepida. En-
tre junio y septiembre, periodo de maxi-
ma actividad, grupos de larvas de aproxi-
madamente 20-50 g de peso promedio se
observan desplazandose sobre la pastu-
ra, formando una columna ordenada de
hasta 15-20 cm de largo y 8 cm de ancho
(Figura 1).

En este trabajo se describe por primera
vez la epidemiologia, sintomatologia y
la patologia de casos espontaneos de in-
toxicacion por larvas de Perreyia flavi-
pes ocurridos en bovinos y ovinos en
Uruguay. Se describen también la obten-
cion de adultos en el laboratorio para su
identificacion, asi como el ciclo bioldgi-
co, los habitos alimenticios de las larvas
y la dindmica poblacional de la especie.

REVISION BIBLIOGRAFICA

Los insectos y su vegetacion
huésped

Los insectos del orden Hymenoptera
cuyas larvas son toxicas para los anima-

Figura 1.Grupo de larvas de Perreyia flavipes moviéndose
sobre la pastura. Durazno, Uruguay, 1995.

les pertenecen a las familias Pergidae
(Lophyrotoma interrupta, Perreyia lepi-
da, y Perreyia flavipes) y Argidae (Arge
pullata). La familia Pergidae es origina-
ria de Australia y América del Sur y se-
cundariamente se ha extendido en Amé-
rica del Norte. Se conocen alrededor de
150 especies de moscas sierras de la fa-
milia Pergidae en Australia y mas de 250
en América del Sur. Especies de la fami-
lia Argidae se encuentran presentes tan-
to en Europa como en América del Sur.?!

Lophyrotoma interrupta (Pterygophorinae;
Pergidae) (Figura 2) es nativa de Australia,
donde su distribucion geografica sigue casi
con exactitud la de su principal arbol hués-
ped, el Eucaliptus melanophloia.®" Ella ha
sido reportada principalmente en Queens-
land, Nueva Gales del Sur, Victoria, Aus-
tralia del Sur y Tasmania. En la literatura
veterinaria se la ha conocido también con
los nombres de Pterygophorus analis
(Costa), Pterygophorus interrupta (Klug)
y Platysectra interrupta.'>" L. interrupta
presenta una gran variedad de formas,
por lo que posteriores estudios podrian
demostrar varias especies separadas
dentro de la actual, de las cuales sola-
mente una resulte ser la causa de la en-
fermedad. Dado que no existen claves
para las larvas, la obtencidon de adultos
es imprescindible para la correcta iden-
tificacion de la especie. Sin embargo, es
bastante dificultoso obtener moscas adul-
tas en el laboratorio, atin alimentando nu-
merosas larvas bajo condiciones contro-
ladas. Esta situacion determina que la
identificacion de las larvas en el campo
sea solo tentativa, lo que ha dificultado
los estudios sobre la
distribucién y dinami-
ca poblacional de éste
insecto.'?

La mosca adulta tiene
el térax de color azul
oscuro con los lados
amarillos, mientras el
abdomen es amarillo
con pequefias man-
chas azules. Las pa-
tas son de color ama-
rillo palido, excepto
en la base donde son
azul oscuro. Como
otros Hymenoptera,
el adulto tiene 4 alas,

Veterinaria, (Montevideo) 38 (152-153):(2003)



Figura 2. Larvas de Lophyrotoma interrupta sobre hojas de
Eucalyptus melanoploia Queesland, Australia.
(Foto cedida por el Dr. Peter Oelrichs). un

que son oscuras y aparecen negras cuan-
do estan totalmente plegadas. La hem-
bra mide 15-20mm de largo y sus ante-
nas son negras y segmentadas similar a
un collar de cuentas. El macho es facil-
mente reconocible por ser mas pequeiio
(10mm) y por sus antenas tipicamente
pectinadas, similares a una pluma.*' L.
interrupta tiene una definitiva preferen-
cia por cierto tipo de vegetacion, siendo
el Eucalyptus melanophloia su principal
arbol huésped.'? La mayor poblacion de E.
melanophloia crece entre 150 y 450 m so-
bre el nivel del mar en la costa este de
Australia (22°-33° S).° El hallazgo de lar-
vas en otras especies de arboles ocurre
Ginicamente luego de haber consumidas
totalmente las hojas de los E.
melanophloiay el traspaso consiguiente
de las larvas hambrientas a los arboles
vecinos.* En dreas muy infestadas, E.
melanophloia totalmente desnudos de
hojas pueden ser vistos a lo largo de va-
rios kildmetros a fines del invierno.'> En
esas condiciones, las larvas han sido vis-
tas alimentandose, también, en el
Eucalyptus crebra, E. fibrosa, E. rostra,
E. gummifera, E. mollucana, E. populnea
y el E. scabra, e incluso en éarboles tan
diferentes como la Acacia melanoxilum. Sin
embargo, L. interrupta depende bastante
estrechamente del E. melanophloia ya
que la hembra deposita los huevos s6lo
en esta especie.'?

Arge pullata (Argidae) (Figura 3) fue re-
portada en 1974 en el sudeste de Dina-
marca, donde se cree fue introducida des-
de las islas ubicadas sobre el mar Balti-
co0.”® Las larvas de Arge pullata mues-

tran, también, una
definitiva preferen-
cia por cierto tipo de
arboles, siendo su
huésped especifico
el abedul (Betula
pendula).” Los bos-
ques de abedules son
comunes en las tie-
rras marginales de
Dinamarca donde se
practica la cria ex-
tensiva de ovinos y
bovinos.'®
Perreyia lepida es
Hymenoptera
perteneciente a la
familia Pergidae,
subfamilia Perreyiinae. Esta subfamilia
se encuentra exclusivamente en América
del Sur. La taxonomia de este grupo se
basa casi exclusivamente en los indivi-
duos machos, que son colectados mas
frecuentemente que las hembras, las cua-
les son mas grandes y robustas que los
machos, de habitos mas sedentarios y de
poco vuelo. P. lepida ha sido reportada
en Argentina (Corrientes), Paraguay, Bra-
sil (Matto Grosso, Parana, Rio Grande
del Sur, Santa Catarina, Rio de Janeiro,
San Pablo, Pernambuco, Espiritu Santo),
Bolivia y Venezuela.?! La hembra mide
1.1 cm de largo y las antenas, los tarsos
y la cabeza son de color negro. Esta es-
pecie tiene multitud de sinénimos
(Lophyroides dorsuaria 'y Paraperreyia
dorsuaria, entre otros)
atribuible a la variacion
de color que presenta,
especialmente la exten-
sion del rojo y blanco en
el térax.?! Esta es la Gni-
ca especie de Perreyia
que las antenas del ma-
cho son segmentadas
simples, sin ningun tipo
de proyecciones en los
segmentos (no pectina-
das).? A diferencia de
las especies anteriores,
no se conocen los habi-
tos alimentarios de P.
lepida ni los lugares
donde la hembra realiza
la postura de los huevos.
La mosca adulta ha sido

observada sobre pequeas plantas arbus-
tivas como Senecio sp., Baccharis sp. y
Eryngium sp., y se ha sugerido estas
puedan ser las plantas huéspedes de los
primeros instares de las larvas.?® Las lar-
vas méas grandes parecen alimentarse de
hojas de gramineas,5 asi como de heces
secas bovinas.”

Ciclo biologico de las moscas
sierras toxicas

Como en la mayoria de los insectos, se
reconocen 4 diferentes fases en el ciclo
bioldgico de las moscas sierras: huevo,
larva, pupa y adulto.

Lophyrotoma interrupta

Los adultos aparecen inmediatamente
luego de las lluvias de fines de verano y
su periodo de actividad se extiende de
febrero hasta abril (Hemisferio Sur). Tie-
nen una vida muy corta y son muy sus-
ceptibles a las bajas temperaturas, cau-
sando unas pocas horas de frio la muerte
de gran cantidad de individuos.*

La hembra deposita los huevos en las
hojas jovenes pero bien formadas del E.
melanophloia. Los huevos son de color
verde palido y de forma oblonga. Cada
hembra deposita hasta 12 huevos en una
sola hoja, uno al lado del otro, en peque-
flos cortes que realiza en el borde de la
misma con su 6rgano de oviposicion en
forma de sierra. El periodo de incuba-
cion de los huevos es de aproximadamente

Figura 3. Larvas de Arge pullata sobre hojas de Betula
pendula, Dinamarca. (Foto cedida por el Dr.
Peter Oelrichs).
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3 semanas, pero la falta de humedad re-
tarda la eclosion y los destruye en gran-
des cantidades si se prolonga.*

Las larvas son de color verde palido o
amarillo, con numerosas manchas circu-
lares blancas en el dorso, mientras la ca-
beza es de color rojo oscuro o marron; el
cuerpo se adelgaza paulatinamente hacia
posterior, finalizando en un apéndice alar-
gado semejante a una espina de color ro-
jizo (Figura 2). Inmediatamente luego de
eclosionar, las larvas forman pequefios
grupos o colonias y comienzan a alimen-
tarse en los bordes de las hojas donde
nacieron. Las larvas se alimentan voraz-
mente, pudiendo unas cuantas larvas
grandes consumir una hoja en pocas ho-
ras. A medida que las larvas crecen, los
grupos tienden a dispersarse y las larvas
mas grandes pueden encontrarse enton-
ces aisladamente. En condiciones norma-
les, su periodo de desarrollo se extiende
desde julio a septiembre (invierno, he-
misferio sur), finalizando su crecimiento
entre agosto y comienzos de octubre. Las
larvas que completan su desarrollo, pier-
den su apéndice posterior y descienden
al pie de los arboles para pupar La expo-
sicion directa al sol a medida que las ho-
jas de los arboles son consumidas, y el
aumento de temperatura de inicios de
primavera se cree estimulan el descenso
de las larvas.* 12 14

Las larvas pupan bajo la superficie del
suelo, generalmente al pie del mismo ar-
bol que les sirvié de alimento. La larva
evoluciona a la fase de prepupa, produ-
ce una secrecion viscosa que adhiere las
pequeiias particulas de tierra, y forma
una cdscara oval, compacta, de aspecto
coriéceo. La profundidad a la que ocurre
la pupacién depende en gran medida del
tipo de suelo. En suelos arenosos, las
pupas pueden encontrarse individual-
mente hasta 25 cm bajo el suelo, mien-
tras que en suelos compactos se encuen-
tran mas superficialmente, generalmente
agrupadas o adheridas unas a otras.* '*
La mayor parte del tiempo bajo tierra
transcurre en el estado de prepupa, esta-
dio en el que puede incluso permanecer
por més de un afio a la espera de condi-
ciones favorables para eclosionar.'> Even-
tualmente la prepupa evoluciona a la fase
de pupa, formandose entonces las alas y
las otras estructuras de la fase adulta.

Una vez formado, el adulto rompe la cés-
cara que lo protegia y se libera a través
de una galeria que horada en el suelo.* '

Arge pullata

El ciclo bioldgico de Arge pullata es muy
similar al de L. interrupta. Sin embargo,
debido al largo invierno del norte de Eu-
ropa, el periodo de permanencia de las
pupas bajo el suelo es mas prolongado,
permitiendo que los adultos y las larvas
tengan su periodo de actividad en los
meses mas benignos de verano.'® Los
adultos emergen en junio (verano, hemis-
ferio norte), y la hembra deposita los
huevos en los bordes de las hojas jove-
nes de los abedules. Las larvas eclosio-
nan en julio y agosto y son de color ama-
rillo con lineas negras punteadas en el
dorso. Ellas se alimentan hasta fines de
setiembre, cuando descienden al suelo
para pupar bajo la superficie del suelo,
cerca del drbol que les sirvié de alimen-
to. 18, 23

Perreyia lepida

Los adultos emergen entre noviembre y
abril. No existe informacién sobre el lu-
gar de postura de las hembras ni sobre
los habitos de los primeros instares de
las larvas.”

Las larvas desarrolladas son de color
negro, miden hasta 2.5 cm de largo y
muestran un inusual habito gregario.
Entre junio y septiembre, grupos de
larvas se observan desplazandose so-
bre la pastura, formando una columna
alargada. Los grupos son particular-
mente numerosos los dias lluviosos y
nublados. Esta forma tan caracteristi-
ca de desplazamiento es probablemen-
te usado con éxito por la especie para
buscar mas alimentos. Habitos de des-
plazamiento similares han sido repor-
tados en otros miembros de la familia
Pergidae en América del Sur, incluyen-
do a la mosca sierra Syzygonia cyano-
cephala en Rio de Janeiro, Brasil, y a
una especie no identificada, pertene-

. ciente posiblemente a la subfamilia Pe-

rreyiinae, observadas en Guyana y Bo-
livia. Las larvas de esta dGltima se
desplazaban sobre el suelo en grupos
compactos de unos 200 individuos, de
forma eliptica-elongada y de aproxi-
madamente 25x10x5¢m.?!

La larva totalmente desarrollada sufre
una metamorfosis, en la cual la piel se
rompe en una abertura antero-posterior
que alcanza al primer segmento del to-
rax. Por esta abertura sale la prepupa, de
color blanco-amarillo y de 12,5 mm de
largo. Una vez bajo la superficie del sue-
lo la prepupa expele una sustancia clara
y viscosa, con la que adhiere pequefias
particulas de tierra y forma una cascara
de proteccidn, de textura coriacea y co-
lor negro. La pupa se forma aproximada-
mente 5 cm bajo la superficie del suelo,
donde pasa la mayor parte del tiempo en
la fase de prepupa. En un periodo de
alrededor de 6 meses la prepupa se trans-
forma en pupay 15 dias después emerge
el insecto adulto.?

La intoxicacion por larvas de
mosca sierra

Epidemiologia

La intoxicaciéon por larvas de
Lophyrotoma interrupta ha sido obser-
vada desde fines del siglo XIX en Queens-
land, Australia. Los bovinos se introdu-
jeron en esta region en 1862 y la primer
sospecha de casos se reportd en 1887,
realizéndose su confirmaciéon definitiva
en 1911."” Brotes de la enfermedad se
han comunicado periédicamente desde
entonces, registrandose casos en 1911,
1913, 1914, 1917, 1921, 1922, 1924,
1926-28, 1931, 1936-38, 1940, 1954,
1955, 1959, 1961-63 y en 1972-81.% 1

La enfermedad es un serio problema en
la region dado que numerosas pérdidas
de animales ocurren en cada brote. En
1911 se reportaron 100 muertes de bo-
vinos, 200 en 1913, 556 en 1914, "mi-
les" en 1921, 60 en 1954 y 150 en 1962."2
En 1979 més de 1800 bovinos murieron
en 16 propiedades afectadas, y pérdidas
de més de 800 cabezas se presentaron en
1980 en un sélo establecimiento.'* Un
estudio mas reciente reporté 5254 ani-
males muertos en 37 predios entre 1972-
81, siendo 1975 y 1979 los peores afios,
en los cuales murieron 956 y 1895 bovi-
nos, respectivamente.®

Casos esponténeos de la enfermedad en
bovinos y ovinos se han observado uni-
camente en los distritos ganaderos de
Maranoa, Warrego y Leichhardt, en dreas
donde existen grandes bosques de
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Eucalyptus melanophloia.* ¢ Hay una re-
lacion directa entre la intoxicacion y la
densidad de arboles de E. melanophloia.
Dadswell y col. (1985) reportaron casos
de enfermedad en el 22%, 50% y 65% de
los predios con densidades de E.
melanophloia de 0-30%, 30-60% y 60-
100%, respectivamente. Los mismos
autores mencionan también que la enfer-
medad nunca fue observada en otros dis-
tritos donde se encuentran larvas de L.
Interrupta, ni en el 52% de los predios
de los distritos donde la intoxicacién esta
presente.® En base a esto se ha sugerido
que algunas areas pueden catalogarse de
seguras, aun cuando existan arboles de
E. melanophloia infestados.'*

La mayoria de las muertes ocurren entre
julio y comienzos de octubre.® La enfer-
medad se presenta en afos de infesta-
cion severa, cuando las larvas consumen
totalmente las hojas de los eucaliptos
antes de madurar lo suficiente para pu-
par. Las larvas hambrientas descienden
prematuramente en busca de mas alimen-
tos, y se acumulan en grandes cantida-
des al pie de los arboles en grupos de
hasta 60 cm de largo y 30 cm de profun-
didad.* '* Muchos de estos grupos de
larvas mueren y se transforman en una
masa gelatinosa, de color negro y olor
desagradable. Estas masas de larvas, vi-
vas o muertas y en descomposicion, son
buscadas e ingeridas dvidamente por el
ganado. La competencia entre los bovi-
nos por este tipo de alimento es intensa,
al punto de observarse los animales lu-
chando entre arbol y arbol para obtener-
lo.* No se conoce la razén de la avidez
que muestran los animales por las lar-
vas. Se ha sugerido una deficiencia de
fosforo y/o proteinas para explicar esa
atraccion, especialmente teniendo en
cuenta que los brotes ocurren en un pe-
riodo del afio cuando la pastura esta seca
y madura.* El alto contenido de proteina
cruda de las larvas, de hasta 40%, podria
hacerlas alin més atractivas para los ani-
males; sin embargo la suplementacién con
fosforo, calcio y proteinas ha sido inefi-
caz para prevenir los brotes, siendo lo
maés probable que los animales ingieran
las larvas simplemente porque ser pala-
tables.'? Los animales trasladados de
areas donde ocurren brotes a las areas
donde existen larvas, pero no brotes de
enfermedad, pierden el habito de ingerir

las larvas. Esto sugiere la existencia de
un factor quimico en las larvas del area
problema que las hace palatables para el
ganado.'

No se conocen los factores que regulan
la dindmica poblacional del insecto y que
pudieran servir para predecir los afios de
gran cantidad de larvas. No se ha encon-
trado ninguna relacion entre la pluviosi-
dad anual o mensual y la ocurrencia de la
enfermedad. De 21 brotes examinados,
13 ocurrieron en afios de pluviosidad
normal, 4 en afios secos y 4 en afios llu-
viosos.® Otras variables que podrian in-
fluenciar la poblacion de larvas, tales
como la temperatura y humedad del sue-
lo o la tasa de infeccién por hongos, no
fueron examinados.®

Casos espontdneos de intoxicaciéon por
larvas de Arge pullata se describieron en
Dinamarca, en ovinos * y en un perro®.
Experimentalmente la toxicidad de Arge
pullata se comprob6 también en cabras.?
Al igual que los brotes en bovinos en
Australia, el brote en ovinos se caracte-
rizé por una alta mortalidad, muriendo
50 borregos y ovejas de un total de 250
en un periodo de 4 dias. La enfermedad
ocurrid en la isla de Sjaelland, sobre el
mar baltico, luego de que los animales
fueran movidos a un potrero donde exis-
tian gran cantidad de arboles de abedules
(Betula pendula), fuertemente infestados
con larvas de 4. pullata. El brote se pro-
dujo luego que las larvas consumieron
totalmente las hojas de los abedules y
descendieron de los arboles en busca de
mas alimentos.? A diferencia de L.
interrupta, en Dinamarca las larvas de
Arge pullata no se congregan en grandes
masas al pie de los arboles, sino que per-
manecen dispersas entre la pastura en
gran niimero, aumentando asi el riesgo
de exposicién de los animales.'” En Di-
namarca, todas las larvas de 4. pullata
son toxicas, no existiendo evidencia de
areas "toxicas" y "no toxicas" como en
Queensland."

Hasta la introduccién de los métodos mas
modernos de produccion porcina, las lar-
vas de P. lepida causaban grandes perdi-
das econdmicas a los criadores de cerdos
de Rio Grande do Sul y Santa Catarina,
Brasil. Las muertes se producian en los
dias frios y lluviosos o nublados de in-
vierno, cuando aumentan considerable-

mente el nimero de grupos de larvas des-
plazandose sobre la pastura.®* En tales
circunstancias, los cerdos ingieren las
larvas que causan la muerte de numero-
sos animales. Debido a esto, las larvas
son conocidas popularmente en la region
con el nombre de "mata porco".?

Signos Clinicos

Clinicamente los animales intoxicados
con larvas de Lophyrotoma interrupta
presentan sintomas variables y poco es-
pecificos. Algunos muestran excitacion
y fasciculaciones musculares, seguidos
por convulsiones y agresividad. Otros
pierden estado corporal rapidamente y
presentan debilidad, acentuada depresion
del sensorio y temperatura elevada, ma-
yor a 40,2 °C, un hallazgo poco frecuen-
te en una enfermedad téxica.* '* La ma-
yoria de los animales mueren dentro de
las 48 horas de enfermar, siendo frecuen-
temente los animales encontrados muer-
tos. Los que sobreviven por varios dias
presentan ictericia leve y fotosensibili-
zacion. Los animales pueden también
recuperarse, aunque una vez en decubito
generalmente evolucionan al coma y la
muerte.* '* Otros sintomas que han sido
descritos son poliuria persistente, heces
secas, rechinar de dientes y dolor abdo-
minal, ceguera, opistétonos y movimien-
tos de pedaleo previo a la muerte.* ' 114

Los signos clinicos de los ovinos y ca-
bras intoxicados por larvas de Arge
pullata son muy similares a los observa-
dos en bovinos intoxicados por larvas de
L. Interrupta, observandose depresion,
anorexia, dolor abdominal, incoordina-
cién y dectibito. En ninguno de los ani-
males se observo ictericia y los animales
que sobreviven tienen un prolongado
periodo de convalecencia.?

No existen datos detallados sobre el cua-
dro clinico de los cerdos intoxicados con
las larvas Perreyia lepida ("mata porco"),
ni referencias de intoxicacién de otras es-
pecies animales. En condiciones naturales,
la muerte se produce 8 a 12 horas o mas
luego de ingerir las larvas, mostrando pre-
viamente los animales signos de debilidad,
decubito y movimientos de pedaleo.?

Patologia

Las primeras descripciones de los hallaz-
gos de necropsia de bovinos intoxicados
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por larvas de L. interrupta resaltaban la
congestion y hemorragias del tracto diges-
tivo.* ' Mas recientemente McKenzie y
col. (1985b) caracterizaron la enfermedad
como una necrosis hepatica toxica. En los
casos severos el higado se presenta de
color rojo oscuro y de bordes redondea-
dos, con un edema prominente de la ve-
sicula biliar y el hilio hepatico. En casos
menos severos el higado es palido, con
un moteado oscuro en la superficie de
corte, lo que le confiere un aspecto ca-
racteristico de "nuez moscada". Restos
de larvas, especialmente las cabezas, se
encuentran siempre en los pre-estoma-
gos de los animales muertos de la enfer-
medad. Otros hallazgos macroscépicos
menos consistentes son petequias sube-
picardicas y subendocardicas, hemorra-
gias generalizadas de serosas y subcuta-
neo, e ictericia.'?

A la histopatologia, la principal lesién
encontrada es una necrosis hemorragica
de distribucién periacinar a panacinar
(masiva), presentandose los hepatocitos
peri-portales sobrevivientes con degene-
racion y vacuolizacion citoplasmatica.
Otros hallazgos que le dan cierta especi-
ficidad a la histopatologia de la intoxica-
cion son la necrosis y deplecién de lin-
focitos en la pulpa blanca del bazo y gan-
glios linfaticos y desaparicion casi com-
pleta de los centros germinales.'® En ca-
sos experimentales se describen también
vacuolizacion del epitelio de los tibulos
renales proximales con presencia de ci-
lindros hialinos. Esta nefrosis, aunque
leve, podria ser importante, en condicio-
nes de campo, donde es mas probable
que la deshidratacion condicione la su-
pervivencia de los animales. Experimen-
talmente, la nefrosis es una lesion mas
importante en pollos que en bovinos.'

En la necropsia de ovinos intoxicados con
larvas de Arge pullata se encuentran he-
morragias petequiales subepicardicas y
en la serosa del es6fago, asi como edema
y hemorragias en la regién ventral del
cuello. Los animales presentan, también,
liquido sero-hemorragico en las cavida-
des abdominal y toracica y congestion y
edema pulmonar. En todos los casos se
encuentran restos de larvas, especialmen-
te las cabezas, en el tracto gastrointesti-
nal. El érgano mas afectado es el higado,
que presenta hemorragias y un aspecto

caracteristico en "nuez moscada". A la
histopatologia se encuentra necrosis he-
pética aguda masiva, degeneracion de los
tubulos renales y necrosis de linfocitos
en la pulpa blanca del bazo y ganglios
linfaticos.

No existen datos sobre la patologia de
los casos espontaneos de la intoxicacion
por larvas Perreyia lepida, ni reproduc-
ciones experimentales de la enfermedad.

Reproduccion Experimental

Los hallazgos clinicos y la patologia de
terneros intoxicados experimentalmente
con larvas de L. interrupta en dosis de
0.75, 1.5 y 3g de materia seca por kg de
peso vivo (g MS/kg), son idénticos a los
observados en los casos de campo.'* Ex-
cepto los animales que recibieron
0.75 g/kgy uno que recibi6 1.5 g MS/kg,
que se recuperaron, el resto evolucioné
al coma y la muerte dentro de las 72 ho-
ras. Todos los animales presentaron a la
necropsia higados pélidos con éreas os-
curas y hemorréagicas y aspecto tipico
en "nuez moscada" y a la histopatologia
se encontr6 necrosis periacinar hemorra-
gica de grado variable.12 La dosis letal
media en bovinos es de 1.8 g MS/kg, y
los limites superior e inferior de confian-
za con 95% de probabilidad son 1.3 y
2.5 g MS/kg. El contenido de materia seca
de las larvas es de 30%."

La concentracion de bilirrubina, fosfata-
sa alcalina, gama-glutamiltransferasa
(GGT), transaminasa glutamico oxalacé-
tica (GOT) y creatinina en suero y amo-
nio en plasma, aumentan en los animales
intoxicados experimentalmente. Estas
alteraciones son explicadas por una se-
vera lesion hepética y una leve altera-
cién de la funcion renal. Los niveles re-
ducidos en la concentracion de fibrind-
geno plasmatico, y los tiempos de pro-
trombina y tromboplastina alargados,
explican las hemorragias severas obser-
vadas en los casos de campo. La concen-
tracion elevada de amonio y glutamina
en el liquido cefaloraquideo y los bajos
niveles de glucosa en sangre, indican un
cuadro de encefalopatia hepatica."

La intoxicacion con larvas de Arge pullata
se reprodujo experimentalmente en ovinos
con dosis de 1.6 y 4.5g de larvas frescas
por kg de peso vivo, y en cabras en dosis
de 7.5 g/kg.23 El cuadro clinico y la pa-

tologia son similares a los casos de cam-
po. Las alteraciones bioquimicas y he-
matoldgicas muestran que el higado es
también el principal 6rgano afectado. La
actividad sérica y plasmatica de la as-
partato aminotransaminasa (ASAT), ala-
nina aminotransaminasa (ALAT), fosfa-
tasa alcalina (AP) y gama glutamiltrans-
ferasa (GGT) se incrementan entre 50 y
100 veces. El aumento significativo ob-
servado en los niveles de ALAT no co-
rresponden a una severa necrosis hepa-
tica en rumiantes y se deben probable-
mente a una lesion muscular severa cau-
sada por las convulsiones. Los niveles
de bilirrubina también aumentan de 2.9 a
25.8 mol/litro 36 horas luego de la dosi-
ficacion, mientras los niveles de urea plas-
matica, hemoglobina y hematdcrito no
muestran variacion. Una neutrofilia y lin-
focitopenia moderada se observa en to-
dos los animales previo a la muerte.'® %

Experimentalmente se ha demostrado un
antagonismo entre la intoxicacion por
larvas de Arge pullata y la parasitosis
aguda por larvas de Fasciola hepatica.18
El estudio de tal interaccion podria tener
no solo importancia tedrica sino también
relevancia practica, ya que ambas enfer-
medades ocurren conjuntamente en la
misma regién de Dinamarca. El efecto
antagénico de la Fasciola hepatica es pro-
bablemente debido a su accién inhibido-
rade las enzimas oxidativas microsoma-
les del higado, que serian las responsa-
bles de la transformacion del principio ac-
tivo de las larvas en metabolitos téxicos. '

Recientemente, la toxicidad de las larvas
de Perreyia flavipes, fue comprobada en
cerdos dosificados con 5y 10 g de larvas
por kg de peso vivo. En ese trabajo se
demostré también que el principio acti-
vo de las larvas no tiene un efecto acu-
mulativo.*

La Toxina

Un octapéptido hepatotdxico contenien-
do 4 D-aminoacidos y denominado lo-
phyrotomina, ha sido aislado de las lar-
vas de L. interrupta y de A. pullata en
concentraciones de hasta 0.07% de la
materia seca.” '° La DL50 de la lophyro-
tomina es de 2 mg/kg por inyeccién in-
traperitoneal en ratones. 16 El efecto he-
patotoxico de la lophyrotomina se ha
comprobado ademaés en pollos, ratas y
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terneros.” La toxina, soluble en agua y
en alcohol, es estable a 100 C hasta por
3 dias y, en solucién acuosa neutra, su
toxicidad puede conservarse por varios
meses.25 La lophyrotomina esta com-
puesta por 6 aminoacidos en relacién
molarde 1:1:1:1:2:2, y su formula es:

C6HS5CO

- (D)Alanina - (D)Fenilalanina - (L) Valina
- (L)Ileoluecina - (D)Asparagina -
(L)Asparagina - (D)Glutamina -
(L)Glutamina.25 La presencia de 4 aci-
dos dicarboxilicos en el extremo C-ter-
minal de la molécula (2 asparagina y 2
glutamina) explica sus propiedades fuer-
temente 4cidas. Los 4 D-aminoacidos y
el grupo benzoico bloqueando el extre-
mo N-terminal le confieren a la molécula
una gran resistencia frente a enzimas hi-
droliticas, como la papaina, quimiotrip-
sina, carboxipeptidasa-A, carboxipepti-
dasa-Y, termolisina y combinaciones de
diversas proteasas y aminopeptidasas no
especificas.25 Se ha sugerido esto sea la
razon por la que el péptido no sea degra-
dado en el tubo digestivo y mantenga su
toxicidad luego de ingerido."”

La presencia de D-aminoacidos en un
péptido aislado de un animal es un he-
cho unico y sin precedentes. Existen
diversos péptidos toxicos naturales
con D-aminoacidos, pero todos
ellos provienen del reino vegetal (como
los ciclopéptidos hepatotdxicos de la
cianobacteria Microcystis aeruginosa
o los péptidos hepatotdxicos del hon-
go Amanita.” Los estudios biosintéti-
cos realizados sugieren que la lophyro-
tomina no es sintetizada por los mi-
croorganismos que viven simbidtica-
mente con la larva o concentrado por
ésta de su fuente alimenticia, sino que
las larvas elaboran el toxico de novo.'’
Es probable que la lophyrotomina se
haya desarrollado con fines defensivos
ya que, cuando agredidas, las larvas de
L. interrupta secretan un fluido oleo-
so conteniendo 10 veces la concentra-
cién de lophyrotomina. El carécter
fuertemente acido de este fluido es su-
ficiente para disuadir la mayoria de los
predadores.'” La resistencia a las en-
zimas hidroliticas y el efecto hepato-
toxico de la lophyrotomina probable-
mente sirvan también para detener o
matar los grandes predadores.” !?

Pequefas cantidades de lophyrotomina
y grandes cantidades de otro polipépti-
do hepatotéxico, compuesto por 7 ami-
noacidos y un grupo fosfato terminal,
fueron identificados recientemente en las
larvas de Perreyia flavipes provenientes
del departamento de Durazno, Uruguay,
una zona donde ocurren brotes de intoxi-
cacion.' A este nuevo heptapéptido al-
tamente hepatotoxico se lo se ha deno-
minado pergidina."

El sitio y el mecanismo de accién de es-
tos péptidos toxicos en la célula no se
conoce. La lophyrotomina tiene efecto
directo sobre los hepatocitos, el epitelio
tubular renal y los linfoblastos de los
centros germinales del bazo y ganglios
linfaticos." La estructura de la lophyro-
tomina sugiere que el extremo N-termi-
nal, hidréfobo y liposoluble, interaccio-
na con la membrana celular, mientras que
la porcion C-terminal hidrofilico lo hace
con los iones metalicos dentro del cito-
plasma.*® La lophyrotomina probable-
mente ejerce su efecto sobre el hepatoci-
to a través del sistema microsémico de
oxidasas de funcion mixtas.'® El meca-
nismo de accién de la pergidina es apa-
rentemente similar, aunque su accion es
mas severa.'

La administracién oral a terneros de do-
sis crecientes de lophyrotomina no in-
duce una respuesta inmune significati-
va."’ Este escaso poder inmundgeno es
debido al bajo peso molecular de la toxi-
na.'” Para desarrollar un toxoide con fi-
nes de proteccion a campo, la toxina se
deberia unir a una molécula portadora de
mayor peso molecular,' lo que proba-
blemente sea demasiado costoso.6

Control de la intoxicacion

En Queensland para controlar o preve-
nir los brotes, el 21% de los ganaderos
trasladan los animales a potreros donde
no existen o son escasos los E.
melanophloia. La mayor dificultad de
este método es que los animales no re-
gresan a los potreros hasta principios de
octubre, por lo que los potreros quedan
sin pastorear justo en un periodo del afio
con escasez de forraje.¢ Otros producto-
res (29%) eliminan parcial o totalmente
los arboles, pero problemas de erosién
severos pueden ocurrir al exponer el sue-
lo, y en algunas areas la deforestacion no

es posible.6 El 17% de los productores
suministran suplementos conteniendo
fésforo, calcio y proteinas, pero ésta
medida ha resultado ser poco efectiva en
la practica ya que no existe evidencia que
compruebe que las larvas son ingeridas
por carencia nutricional.® Los datos dis-
ponibles sugieren, por el contrario, que
los bovinos simplemente apetecen las
larvas.'> Aunque todos estos métodos
han sido efectivos en algunos estableci-
mientos, las pérdidas totales de anima-
les no han disminuido desde que la en-
fermedad fue investigada por primera
vez. Una de las razones de esto, es la
poca viabilidad econémica del drea endé-
mica y el escaso incentivo y recursos
econémicos de los ganaderos para apli-
car métodos de prevencidn. Asi, hasta el
48% de los productores que reportaron
tener muertes de animales no toman nin-
guna accion.®

Otro método de control sugerido ha sido
el uso de antidotos similares a los usa-
dos en la intoxicacion por Amanita spp.
Las toxinas de Amanita spp. son octa-
péptidos hepatotdxicos, similares a la
lophyrotomina.' A pesar de existir re-
sultados experimentales promisorios con
el antidoto silymarina, un compuesto
aislado de la planta Silybum
marianum,* su uso es impracticable en
condiciones de campo, ya que cuando los
animales muestran signos de intoxicacion
la lesion del higado es severa e irreversi-
ble: 2

La inmunizacién de los bovinos con la
toxina purificada y unida a una molécula
de gran tamafio es técnicamente posible,
pero probablemente muy costosa. El
mercado potencial para una vacuna de
tal tipo seria, en Australia, de s6lo 16 a
20 establecimientos ganaderos con
40.000 a 50.000 cabezas de ganado.® '?
La efectividad de tal vacuna es también
cuestionable dado el repentino y eleva-
do nivel de toxina en sangre que se da en
los animales intoxicados y que facilmen-
te sobrepasaria la inmunidad lograda
(Ross A. McKenziE, comunicacién per-
sonal, 1996).

Como mejor forma de controlar los bro-
tes y disminuir el impacto econémico de
la enfermedad, en Australia se ha pro-
puesto profundizar el estudio de la diné-
mica poblacional de las larvas y los fac-
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tores que las afectan, a los efectos de
predecir los afios cuando el nimero de
larvas aumenten.®

Segin Rodrigues Camargo (1955) el com-
bate sistematico de las larvas de Perre-
yia lepida seria dificilmente realizable,
ya que las mismas se encuentran en pe-
quefios grupos dispersos y nunca en
grandes aglomeraciones. El control de los
adultos tampoco seria posible dado que
los mismos siempre aparecen en escaso
niimero y son raramente observados.*

MATERIALES YMETODOS

Estudio de los casos espontineos

Entre junio y septiembre de 1993, 1994
y 1995, numerosos brotes de una enfer-
medad altamente letal ocurrieron en la
region centro-sur del Uruguay en ovinos
y bovinos. La informacién presentada en
este trabajo se obtuvo de 6 establecimien-
tos visitados en los que ocurrieron bro-
tes de la enfermedad en los afios de 1994
y 1995, y en los cuales se realizé como
minimo | necropsia para confirmar el
diagnostico. Se realizaron un total de 10
necropsias y muestras de diferentes or-
ganos se fijaron en formol bufferado al
10%, se incluyeron en parafina y cortes
de 5 micras de espesor se colorearon por
la técnica de hematoxilina y eosina.

Intoxicacion experimental

Experimento 1

En agosto de 1995, larvas vivas se reco-
gieron de dos predios donde estaba ocu-
rriendo la enfermedad. Las larvas se man-
tuvieron refrigeradas a aproximadamen-
te 5° C hasta su administracion. Las lar-
vas vivas fueron administradas por via
oral, en dosis de 40 g por kg de peso
vivo (g/kg), a un ternero Hereford deste-
tado (N° 1) de 70 kg de peso. Otro ani-
mal (N° 2), cruza Brahman x Charolais,
de | afio de edad y 100 kg de peso, reci-
bi6 9 g/kg de larvas, las que al momento
de la administraciéon se encontraban
muertas; 7 dias luego de la administra-
cion se obtuvo del animal una biopsia
hepdtica.

Experimento 2

Este experimento se realiz¢ con las mis-
mas larvas del experimento anterior. Tres
ovinos (N°3,4y5)de 15,35y 32 kg de

peso fueron dosificados por via oral con
40, 20 y 10 g/kg de larvas, respectiva-
mente. El animal N° 3 recibid larvas vi-
vas. Las larvas administradas a los ani-
males N° 4y 5 se conservaron a 5° C por
72 horas y estaban muertas al momento
de la administracion.

Todos los animales experimentales se
observaron por lo menos 2 veces al dia,
controlandose la frecuencia respiratoria,
cardiaca y ruminal hasta la muerte o eu-
tanasia. Los animales muertos esponta-
neamente o sacrificados in extremis fue-
ron necropsiados. Muestras de diferen-
tes 6rganos, asi como la biopsia del ani-
mal N° 2, se fijaron en formol bufferado
al 10% y se procesaron para estudio
histopatolégico de la misma forma des-
crita para los casos espontaneos.

Estudio epidemiolégico de la
enfermedad

Para estudiar la relacion de la enferme-
dad con algunos factores geograficos, cli-
maticos y de manejo, se usé la informa-
cion disponible sobre cinco brotes de
intoxicacion ocurridos en 1993, tres en
1994 y seis en 1995. Para el analisis se
dispuso también de la informacién epi-
demioldgica obtenida en una encuesta
realizada sobre 32 predios afectados en
1995, y que fuera amablemente cedida
por Diaz y col. (1995).

La asociacién entre la ocurrencia de la
intoxicacion y la presencia de bosques
de Eucaliptus spp., se estudio a través
de un mapa de superposicion. Los bro-
tes de la enfermedad (N=41) se super-
pusieron sobre las secciones judiciales
de los departamentos de Durazno, Flo-
res y Florida, discriminadas segun su-
perficies forestadas de 0, 1-200, 201-
500, 501-1000, 1001-3000 y 3001-6500
hectéreas. Las representaciones cartogra-
ficas y la informacidn de las areas fores-
tadas se obtuvo de la Direccién Forestal,
Division Planeamiento, del Ministerio de
Ganaderia, Agricultura y Pesca.

Para estudiar la relacién de la enferme-
dad con la topografia y el tipo de suelos,
los focos (N=37) se superpusieron en
un mapa hipsografico del Uruguay en
escala 1:500.000, con curvas de nivel cada
50 metros, asi como en un mapa de sue-
los del Uruguay en escala de 1:1.000.000
(N=40). La carta geografica usada se ob-

tuvo del Servicio Geografico Militar,
Ministerio de Defensa Nacional, y el
mapa de suelos de la Direccion de Suelos
del Ministerio de Ganaderia, Agricultura
y Pesca.

Los datos de temperatura mensual media
y de precipitaciones mensuales totales
de los afios 1993, 1994 y 1995, de los
departamentos de Durazno y Florida, se
obtuvieron de la Direccién Nacional de
Meteorologia. Los datos se compararon
con los promedios mensuales de los 10
afios previos a la ocurrencia de la enfer-
medad (1982 - 1992), y se examinaron
buscando alguna correlacién que explica-
ra los brotes.

La dotacién animal de los predios afecta-
dos, calculada en unidades ganaderas por
hectarea (UG/Ha), se comparé con la
dotacién respectiva de los departamen-
tos de Durazno y Florida. La influencia
de la dotacion y de la relacion lanar/va-
cuno en la morbilidad de la enfermedad
(N° bovinos enfermos/total de bovinos
en el predio), se analizd por regresion
lineal simple y cuadrética en el software
EPIINFOG, siendo la morbilidad la va-
riable dependiente. Los datos de dota-
cion y la relacion lanar/vacuno al 30 de
junio de 1995, tanto de los predios afec-
tados como de los departamentos de
Durazno y Florida, fueron proporciona-
dos por la Direcciéon de Contralor de
Semovientes (DICOSE) del Ministerio de
Ganaderia, Agricultura y Pesca.

Identificacion del insecto

En septiembre de 1996, grupos de larvas
se colectaron en un predio ubicado a
50 km del area donde el afio anterior se
produjeran casos de intoxicacion. La toxi-
cidad de las larvas vivas se comprob6
por su administracion oral a un ovino
adulto en dosis de 30 g/kg, que murid
24 horas mas tarde con un cuadro clinico
y patolégico similar al observado en los
casos de campo.

En el laboratorio las larvas se colocaron
en recipientes de un m?, conteniendo cés-
ped de campo de 20 ¢cm de espesor de
tierra. Con el fin de que las larvas dispu-
sieran de abundante vegetacidn, tanto
verde como seca y en descomposicion,
los cultivos se recortaron y regaron pe-
riddicamente para mantener la altura de
la pastura en 10-15 cm. Los recipientes
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se cubrieron con una malla de nylon fina
para evitar el escape de los adultos luego
de la emergencia y se mantuvieron siem-
pre a la intemperie. De los adultos obte-
nidos, 6 machos y 6 hembras se envia-
ron para su identificacién al Dr David R.
Smith del Systematic Entomology La-
boratory, National Museum of Natural
History, MRC 168, Smithsonian Insti-
tution, Washington, D.C. 20560, USA.

Observaciones sobre la biologia y
ciclo biolégico de Perreyia flavipes

Las observaciones de campo se realiza-
ron en el mismo potrero del que se obtu-
vieron otras 12 moscas adultas (6 ma-
chos y 6 hembras) identificadas por el
Dr. D. R. Smith como Perreyia flavipes.
En el mes de septiembre de 1996, esta
area se visito cada 3 6 4 dias para colec-
tar y observar el comportamiento de las
larvas. En febrero y marzo de 1997 se
realizaron nuevamente visitas periddicas
para observar y colectar los individuos
adultos.

Para obtener datos cuantitativos, se co-
lectaron 31 grupos de larvas que se trans-
portaron rapidamente al laboratorio en
bolsas de nylon para evitar su deseca-
cion. Los grupos se pesaron por separa-
do y se contabilizé el numero de larvas
de cada uno. Las larvas de 10 de los gru-
pos se pesaron individualmente hasta
una exactitud de 0.01 g. Se calcul6 la me-
dia y la desviacion estandar del peso de
las larvas, peso de los grupos y N° de
larvas por grupo, y se calcularon los co-
eficientes de correlacion respectivos y
sus limites de confianza al 95%.

Para estudiar las fuentes alimenticias,
10 grupos de 30 larvas totalmente desa-
rrolladas (2-2,5 cm) se colocaron en re-
cipientes conteniendo 10 cm de tierra
suelta. A cada cultivo se agregd un subs-
trato alimenticio diferente: 1) hojas se-
cas de pastura (gramineas), 2) hojas ver-
des, 3) heno de alfalfa, 4) heces bovino
secas desmenuzadas y 5) restos vegeta-
les en descomposicién. Se realizaron
2 repeticiones y los substratos se reno-
varon cada 2 dias. Los cultivos perma-
necieron a la intemperie y se les agregé
agua periddicamente para mantener su
humedad, aunque se evité su encharca-
miento. Las larvas se observaron todos
los dias en su vitalidad y se pesaron cada

3 hasta 0.01 g de exactitud. El alimento
se considerd apropiado para el desa-
rrollo de las larvas cuando se encontrd,
al menos, | capullo, y si ademas no
hubo diferencia significativa en su cur-
va de crecimiento (P<0.05). Luego de
la pupacion de las larvas, se contaron
los capullos, registrandose la profun-
didad en que la fueron encontrados (0-
Scemo 5-10 cm).

En febrero y marzo de 1997 se recogie-
ron en el campo, 19 hembras y 56 ma-
chos, registrandose el tipo de vegeta-
cién y altura de la pastura sobre la que
fueron encontradas las hembras.

Para lograr la cépula y la oviposicion,
18 grupos, de | hembra y dos o tres
machos, se colocaron recipientes de vi-
drio. En cada recipiente se colocaron
verticalmente varias hojas verdes de
gramineas, de 10-15 c¢cm de altura, lo
suficientemente rigidas para sostener el
peso de la hembra y el macho durante
la copula. Fueron fertilizadas hembras
colectadas tanto en el campo como en
el laboratorio Para favorecer la postura
se colocd, en el fondo de cada recipien-
te, tierra suelta y restos vegetales se-
cos. Los cultivos se cubrieron con ma-
lla fina de hilo para evitar el escape de
los insectos.

Una vez realizado el desove, los hue-
vos se colocaron en cajas de Petri con-
teniendo tierra fina suelta (N=16). Cin-
co de esos cultivos se humedecieron pe-
riodicamente e incubaron en estufa a
25-27 C; 10 se humedecieron y se de-
jaron dentro del laboratorio a tempera-
tura ambiente; el cultivo restante se
mantuvo a temperatura ambiente sin
humedad. Los huevos se observaron
diariamente bajo lupa binocular (x 10),
y el periodo de incubacion se estimo
cuando se observo la primera larva.

Pasto seco, pasto en descomposicion,
pasto verde y heces secas bovinas, en
diferentes proporciones y cantidades,
se ofrecieron a las larvas jovenes recién
eclosionadas con el fin de encontrar el
mejor alimento para su desarrollo. Las
larvas se observaron bajo lupa diaria-
mente, y la longitud de 3-8 individuos
obtenidos al azar del cultivo se midié
en milimetros cada 5 dias. El periodo
de tiempo que demoran en alcanzar el
tamaiio que tienen cuando estéan total-

mente desarrolladas y se observan en gru-
pos en el campo (2-2.5 cm), se estimd en
base a la regresion lineal simple calculada
con los datos de crecimiento de los prime-
ros 35 dias de vida de las larvas jovenes.
El largo de vida total de las larvas se esti-
mo, sumando al resultado de la regresion,
el periodo de tiempo durante el cual las
larvas desarrolladas, recogidas en el cam-
po, permanecieron activas en el laborato-
rio hasta la pupacion.

RESULTADOS

Casos espontineos

La tasa de incidencia en los 6 predios visi-
tados vario de 3% a 28%, siendo la cate-
goria de sobreafios la mas frecuentemente
afectada. La enfermedad fue vista en bo-
vinos de diferentes razas y ambos sexos.
Una caracteristica de los brotes eran las
grandes pérdidas de animales en un perio-
do muy corto de tiempo, usualmente 4 a 8
dias. En los predios A y B la enfermedad
reaparecio luego de un periodo de 7 6 15
dias en el que no se constataron muertes
de animales. Excepto en el establecimien-
to B, la enfermedad se presentd en un sélo
potrero (Cuadro 1). El cambio de anima-
les a otro potrero era, aparentemente, una
medida efectiva para detener las muertes.

En todos los establecimientos existia, en
los potreros afectados, un exceso de pas-
turas secas y en descomposicion, del cre-
cimiento de verano (ver Figura 4). Aunque
en los establecimientos A y C murieron
también ovinos, principalmente capones
y ovejas, no fue posible obtener ningtin
animal para necropsia.

La mayoria de los animales eran encontra-
dos muertos. Los que mostraron signos
clinicos, presentaban debilidad y marcada
depresion (Figura 4), o bien excitacion,
agresividad y temblores finos de cuello,
cabeza y orejas. Los mas severamente afec-
tados evolucionaban a la postracién y
muerte en 2 dias. Los animales en los que
la enfermedad se prolongaba por hasta una
semana, mostraban ictericia y fotosensi-
bilizacion discreta.

El higado era el principal érgano afectado
en todos los animales necropsiados. En
algunos animales era de color amarillo pa-
lido y presentaba en la superficie de corte
un prominente patrén acinar, caracteriza-
do por la presencia de pequenas éreas os-
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Cuadro 1. Bovinos afectados, mortalidad, duracién de los brotes y N° de potreros afectados en 6 brotes

de intoxicacion por larva

s de Perreyia flavipes.

Predio* Bovinos N’ de muertes y Duracion del Potreros
mortalidad (%) brote (dias)# afectados

A Vaquillonas 1-2 afios 17 (12%) 2(7)4 1

B Novillos 1-2 afios 16 (11%) 3(15)5 2

C Novillos 2-3 afios 55 (28%) 5 1

D Vaquillonas 2-3 afios 70 (15%) 5 |

E Novillos >3 afios 6 (4%) 8 1

F Vaquillonas 1-2 afios 4 (3%) 7 1

* En los predios B-F los brotes ocurrieron en agosto de 1995, en el establecimiento A el brote ocurrié en agosto y setiembre de 1994.

# Numeros entre paréntesis indica los dias en

Figura 4. Ternero con depresion y debilidad por
intoxicacién con larvas P. flavipes. Notar el
abundante acumulo de pasto seco. Agosto

de 1995, 8¥* de Durazno.

curas y hemorrégicas, colapsadas bajo
una trama reticular de parénquima so-
breviviente de color amarillo ("higado en
nuez moscada"). En otros, el érgano era
de color rojo oscuro, de bordes redon-
deados, y al corte presentaba apariencia
en mosaico, caracterizado por areas de
parénquima de color amarillo que sobre-
salfa por sobre extensas areas rojo-oscu-
ras, colapsadas, de necrosis hemorragi-
ca. Edema de vesicula biliar y del hilio
hepético, que se extendia hasta el pan-
creas y el duodeno, era prominente en
éstos casos. Ambos patrones morfoldgi-
cos del higado en "nuez moscada", el aci-
nar y el mosaico, fueron vistos incluso
en el mismo organo, predominando el
primero en el 16bulo izquierdo y el se-
gundo en el derecho (Figura 5).

que no ocurrieron casos.

Figura 5. Intoxicacién por larvas de P. flavipes.
Higado con aspecto de «nuez moscada», de
color oscuro con lébulo derecho y amarillo

en izquierdo.

Las lesiones macroscopicas en otros
érganos eran de aparicion menos regu-
lar que las del higado, pero mas llama-
tivas y obvias cuando se encontraban
presentes. Hemorragias petequiales y
sufusiones se observaban en las sero-
sas y eran especialmente marcadas en
el corazén (hemorragias subendocar-
dicas y subepicérdicas). Los vasos pe-
ritoneales estaban congestivos y pro-
minentes, y hemorragias difusas se
veian en el omento y en la luz del abo-
maso e intestinos. El recto contenia
heces secas, duras, cubiertas por mu-
cus y estrias de sangre, y la mucosa se
presentaba edematosa, con congestion
y hemorragias longitudinales. Mode-
rada cantidad de liquido ascitico, de
color amarillo-palido fue visto también

en algunos casos. Ictericia leve se observo
en los casos de curso clinico mas prolon-
gado.

Invariablemente se encontraron restos de
larvas en el rumen y omaso de todos los
animales necropsiados. Los restos, es-
pecialmente las cabezas de las larvas, flo-
taban en pocos minutos si se colocaba
contenido ruminal en agua.

Las lesiones histoldgicas se caracteriza-
ban por necrosis hemorragica del higado,
de distribucién periacinar a masiva. En
los higados en "nuez moscada", las dreas
de necrosis hemorragica se distribuian
alrededor de las venas centrolobulillares
(necrosis periacinar o centrolobulillar) y
los hepatocitos sobrevivientes peripor-
tales se mostraban tumefactos y con cito-
plasma claro y vacuolado (Figura 6). Los
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Figura 6. Higado con necrosis hemorragica panaci-
nar (masiva) con escasos hepatocitos pe-
riportales sobreviviente. Lesién que co-
rresponde macroscépicamenta a higados
oscuros en «mosaico». Bovino, caso es-

dios en los que se busco su
presencia (Dr. Fernando Riet
Alvariza, comunicacion per-
sonal, 1995).

Intoxicacion
Experimental

Experimento 1

El ternero N° 1 presento dia-
rrea profusa 9 horas luego de
la administracion de las lar-
vas y a las 14 horas mostra-
ba depresion y anorexia. De-
cubito, temblores musculares
y heces normales se obser-
varon a las 21 horas, y a las

pontéaneo.

higados con aspecto macroscépico en
mosaico presentaban necrosis masiva del
acino hepatico, salvo algunas escasas
células degeneradas remanentes alrede-
dor de los espacios Porta (Figura 7).

La pulpa blanca del bazo de algunos ani-
males presentaba necrosis de linfocitos
y ausencia de centros germinales de los
foliculos linfaticos. En la lamina propia
del colon se observo congestion, edema
superficial y descamacion focal del epi-
telio, y la luz del 6rgano presentaba abun-
dante mucus y eritrocitos.

En los establecimientos no fueron encon-
tradas plantas hepatotoxicas (Cestrum
parqui, Xanthium spp. y Wedelia
glauca), excepto en un establecimiento
en el que se encontré Cestrum parqui.
En uno de los establecimientos se des-
cartd la presencia de algas verde-azula-
das toxicas (Microcystes spp.), las que
tampoco se encontraron en otros pre-

Figura 7. Higado en «nuez moscaday, ovino, caso ex-
perimental N° 5 (10 g/kg de larvas de P.
[flavipes).

24 horas fue sacrificado cuan-

do estaba en coma. El terne-

ro N° 2 presentd anorexia los
dias 4 y 5 luego de la administracion de
las larvas. Entre el 5° y 9° dia se observo
diarrea oscura discreta y al 10° dia estaba
clinicamente recuperado.

El higado del animal N° I se encontraba
agrandado, con un moteado oscuro en la
superficie y presentaba los bordes redon-
deados. El 16bulo derecho era de color rojo
oscuroy la superficie de corte presentaba
pequeiias areas de color amarillo. El 16bulo
izquierdo era de color amarillo claro y la
superficie de corte presentaba un moteado
rojo-oscuro, con apariencia de "nuez mos-
cada". Edema seroso marcado se observa-
ba en la pared de la vesicula biliar, serosa
del duodeno y pancreas, asi como entre el
higado y el rifién derecho. El corazén pre-

Figura 8.

sentaba hemorragias subendocardicas y
subepicardicas.

A la histologia se observo necrosis hemo-
rragica restringida alrededor de las venas
centrolobulillares del [6bulo izquierdo del
higado. El 16bulo derecho presentaba ne-
crosis masiva con células de Kupffer pro-
minentes y abundantes restos nucleares
picndticos. Linfocitos necréticos se obser-
varon en la pulpa blanca del bazo y gan-
glios mesentéricos. La biopsia del higado
del ternero N° 2 presentaba hepatocitos
vacuolizados y con edema intracelular en
las areas periportales. Los cordones hepa-
ticos de la region periacinar estaban dis-
torsionados y con numerosas células apop-
toticas y algunas mitosis.

Experimento 2

El cordero N° 3 mostro depresion y fre-
cuencia respiratoria de 120 por minuto,
12 horas luego de ingerir 40 g/kg de lar-
vas. Dos horas mas tarde se observo tem-
blores musculares, movimientos de pe-
daleo, y muerte. El ovino N° 4 mostro,
20 horas luego de la administracién, de-
presion, anorexia y heces secas con es-
trias de sangre y mucus. A las 43 horas el
animal fue sacrificado in extremis. El
ovino N° 5 presentd depresion 54 horas
luego de ingerir 10 g/kg de larvas muer-
tas. El animal murié a las 68 horas, ha-
biendo presentado previamente, dectibi-
to, opistétonos y convulsiones.

A la necropsia el ovino N° 3 se observé
el higado agrandado, de color rojo pur-
pura, y de bordes redondeados. El higa-
do de los animales N° 4 y 5 era de color
amarillo pélido y la superficie de corte

Higado, necrosis hemorragica centrolobulilar y
hepatocitos vacuolizados. Lesiéon que corresponde
macroscopicamente a higados amarillos en “nuez

moscada”. Ovino, caso experimental N° 5 (Figura 7).
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tenia la apariencia de "nuez moscada"
(Figura 8). Los 3 animales tenian edema
marcado en la pared de la vesicula biliar,
pancreas y duodeno, asi como escasa
cantidad de liquido amarillento en cavi-
dad abdominal.

En los tres animales la lesion hepatica se
caracterizd por severa necrosis hemorra-
gicamasivaen el animal N 3 (40 g/kg) y
de distribucion periacinar en los anima-
les N° 4y 5 (20 y 10 g/kg, respectiva-
mente). Numerosos macr6fagos con he-
mosiderina estaban presentes en las dreas
hemorragicas de los animales N° 4y 5.
No se observaron centros germinativos
en la corteza de los ganglios mesentéri-
cosdel ovino N° 5, y las areas paracorti-
cales y los cordones medulares eran del-
gados y con pocos linfocitos. El cerebro
presentaba edema perivascular y vacuo-
lizacion de la sustancia blanca, y los as-
trocitos se observaban tumefactos y va-
cuolizados.

Epidemiologia

No se encontrd ninguna relacion entre la
superficie forestada y el nimero de bro-
tes. Ocurrieron 2 brotes en secciones ju-
diciales sin forestacion, 16 en secciones
con 1-200 hectareas forestadas, 3 en sec-
ciones con 201-500 hectareas forestadas,
4 brotes en secciones con 501-1000 hec-
tareas forestadas, 6 brotes en secciones
con 1001-3000 hectareas forestadas y 10
brotes en las seccionales donde existian
entre 3001-6500 hectareas forestadas.

La localizacién geografica de los brotes,
en los 3 afios estudiados, se presenta en
la Figura 9. Nueve brotes ocurrieron en-
tre los 100-150 metros de altitud, 16
entre los 150-200 metros, 11 entre los
200-250 metros y 1 entre los 250-300
metros. Los predios ubicados entre 100-
150, 150-200 y 200-250 metros tuvie-
ron morbilidades de 2.23%, 3.54% vy
3.55% respectivamente, no siendo la di-
ferencia estadisticamente significativa
(test de Kruskall-Wallis, P>0.053). Excep-
to uno, ubicado en la unidad Tacuarem-
bo, todos los focos se localizaron en sue-
los de las unidades Santa Clara, Sierra de
Polanco, Cerro Chato y San Gregorio-
Guaycuru.

Las precipitaciones pluviométricas de los
3 afos en que ocurrieron brotes se carac-
terizaron por un exceso de lluvias en pri-

&

Figura 9. Mapa del Uruguay mostrando la distribucién geografica de la
enfermedad. Todos los brotes ocurrieron en la zona de sierras del
centro del pais, a lo largo de la Cuchilla Grande, Grande de Durazno,
y Grande Inferior. Cada punto dentro del area delimitada por
lineas corresponde a un establecimiento donde ocurrieron brotes.

H
=
Ver Out Inv Prim Ver Out Inv Prim Ver Out Inv Prim
[ @1993-1995 [ 1982-1992 |
Grifica 1. Precipitaciones pluviométricas por estacion en los 3 afios de

ocurrencia de la enfermedad, y la media de los Gltimos 10 afos.

mavera y verano y escasas precipitacio-
nes en otofio e invierno (Grafica 1). No
se observaron diferencias entre las tem-
peraturas mensuales medias de los afios
que ocurrieron los brotes y el promedio
respectivo de los afios 1982-1992, en-
contrandose la temperatura maxima en
enero con 24 C y la minima en julio con
10.2 C.

En promedio, la dotacién de los predios
afectados fue menor que la dotacion de
los departamentos de Durazno y Florida
(0.73 vs 0.78 UG/ha). Se encontrd una
correlacién negativa entre la dotacion y
la morbilidad, aunque la dotacién sélo
explica el 19% de la variacion en la mor-
bilidad (r = -0.43; r2=0.19; P<0.05). La
regresion cuadrética de la morbilidad so-

bre la dotacion fue altamente significati-
va (P<0.01) (Grafica 2). Aunque no sig-
nificativa, existié también una tendencia
hacia una mayor morbilidad en los pre-
dios con una mayor relacién lanar/vacu-
no (r=0.33, limites confianza 95%=-0.03
a0.62).

Identificacion del insecto

En los primeros dias de octubre, 18-25
dias luego de colectadas en el campo, todas
las larvas evolucionaron a la fase de pre-
pupa y penetraron bajo tierra, donde
formaron el capullo. En los recipientes
donde el suelo estaba mas compacto, al-
gunos cocones se encontraron también
en la superficie.
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Grifica 2. Regresion cuadratica de la morbilidad en funcién de la dotacién animal,
en 31 establecimientos en los que ocurrié la enfermedad (P<0,05).

Entre el 20 de febrero y 13 de marzo
emergieron 35 adultos (16 hembrasy 19
machos), siendo que 27 de ellos (75%)
lo hicieron entre el 4 y 7 de marzo. La
gran mayoria de los insectos emergieron
entre las 8 y 13 horas.

Todos los insectos adultos enviados al
Dr. D. R. Smith, incluido los colectados
en el campo, fueron identificados como
Perreyia flavipes Konow (familia Pergi-
dae, subfamilia Perreyiinae; sinénimos:
Lophyroides flavipes y Brachytoma
flavipes). El adulto es de color totalmen-
te negro y las patas son de color naranja
(Figura 10). El largo de hembra, desde el
extremo de las antenas a la punta de las
alas, fue de 1,4cm (N=15; cv = 10,1%),
mientras que el tamafio de los machos
fue de 1,1cm (N=10; CV=7,8%). En el

\/

Figura 10. Adultos hembra (izquierda) y
macho (derecha) de Perreyia

flavipes.

macho, la relacion largo de la antena/lar-
go total fue de 27,5%, significativamen-
te mayor que la hembra, que fue 20,3%
(P<0.05). Las antenas poseen 14-15 seg-
mentos y son pectinadas en el macho,
con 2 proyecciones largas en cada seg-
mento, y serradas en la hembra, sin pro-
yecciones en los segmentos.

Biologia y ciclo biologico de
Perreyia flavipes

En el campo, grupos de larvas se obser-
varon en gran cantidad algunos dias, mien-
tras que pocos o ningun grupo se obser-
vo otros dias.

El peso promedio de los 31 grupos de
larvas colectados fue de 19,6g, variando
de 2,3-51g (CV=38,8%). El nimero me-
dio de larvas en cada grupo fue de 63,
con un rango de 8-188 (CV=59,7%).
El nimero de larvas por grupo ex-
plica casi toda la variacién observa-
daen el peso de los grupos (r?=0.96).
El peso promedio de las larvas
(N=160) fue de 0,35g, variando de
0,14 a0,57g (cv=25.5). El 69,4%
de las larvas pesaban entre 0,31 y
0,5g. El contenido en materia seca
de las larvas fue de 17%.

Todas las larvas de los diferentes
cultivos se escondieron bajo tierra o
murieron en los primeros dias de
octubre, 18-25 dias luego de colec-
tadas. Las larvas en el campo des-
aparecieron también en el mismo
periodo.

Las larvas evolucionaron a la fase de pre-
pupa y formaron al menos un capullo en
todos los substratos usados como fuen-
te alimenticia (pasto seco, pasto verde,
pasto en putrefaccion, heno de alfalfa y
heces secas bovinas). No se observo di-
ferencia en la vitalidad ni en la evolucion
de peso de las larvas entre los diferentes
cultivos. El porcentaje de cocones recu-
perados varié entre 10 y 55% de las lar-
vas entre cada substrato. En 3 cultivos,
en los que fueron contabilizadas las
extvias, solamente 12 de 90 larvas
(13,3%) cambiaron de estadio durante el
periodo de observacion.

Antes de la pupacion, la larva sufre una
ecdisis que la transforma en prepupa, de
color blanco-amarillo y mas pequefia que
la larva de origen. Los cocones son ova-
les, miden 1 x 0.6cm y son de color negro
opaco (Figura 11). De 59 capullos recu-
perados, 52 (88%) se encontraron entre
0-5cm bajo la superficie del suelo y 7
(12%) entre 5-10cm. En el campo, los
cocones se encontraron Unicamente en

Figura 11. Grupo de cocones (pupas)
de Perreyia flavipes.

lugares de tierra poco compacta, espe-
cialmente bajo las malezas y los restos
secos de pasto.

En el campo, los adultos se observaron
siempre en escaso numero. Las hembras
se encontraron siempre posadas sobre
las hojas de pastos lo suficientemente
rigidas para sostener su peso, especial-
mente en areas empastadas. De 17 hem-
bras que se recogieron en una mafiana,
14 (82%) se encontraron en pastos de
mas de 20 cm de alto, mientras sélo 3
(18%) en pastos de menor altura. Las
hembras no se observaron casi nunca en
vuelo, y se capturaron facilmente con la
mano. Inmediatamente luego de la emer-
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gencia, las hembras obtenidas en el labo-
ratorio intentaban numerosas veces es-
tacionarse en lo alto de las hojas de pas-
to colocadas a tal efecto, hasta lograr
estacionarse en alguna hoja o tallo lo su-
ficientemente rigido para sostener su
peso y copular (Figura 12). La copula
duraba aproximadamente 5 minutos y se
realizaba con | 0 mas machos. Luego de
la copula la hembra se dirigia rapidamen-
te hacia el fondo del recipiente, realizaba
una pequena depresion en la tierra y se
cubria con restos secos de pasto o tierra
y realizaba la postura. En 2 oportunida-
des las hembras realizaron ¢l desove 1-

Figura 12. Cépula entre hembra (abajo) y macho
(arriba) de Perreyia flavipes. La cépula
se realiza sobre hojas de pastura lo
suficientemente rigidas para sostener

su peso.

2cm bajo la tierra. La hembra moria in-
mediatamente luego de la oviposicion,
luego de haber vivido 16 a 30 horas
(N=6).

Numerosos machos se observaron sobre-
volando alrededor de las pasturas donde
se localizaba alguna hembra, por lo que
en el campo se colectaron en mayor can-
tidad que estos (razén 3:1; 56 machos y
19 hembras). Los machos poseen gran
capacidad para localizar las hembras,
pues atn en dias de mucho viento eran
atraidos por hembras que a propésito se
llevaron en una jaula al campo. Los ma-
chos obtenidos en el laboratorio vivie-
ron entre 2 y 3 dias y, al igual que las
hembras, no se los observé alimentarse,
aunque eran fuertemente atraidos por el
agua azucarada puesta a su disposicion.

Los huevos miden aproximadamente 0,8-
I mm de largo, son ligeramente ovales y
de color amarillo claro (Figura 13). Cada

hembra deposita un tnico conglomerado
de 200 a 700 huevos, adheridos entre si
por una secrecién pegajosa transparen-
te.

El periodo de incubacién de los huevos
incubados a 25-27 C fue de 31 dias
(N=4), variando de 27 a 38 dias. Los
huevos mantenidos fuera de la estufa
tuvieron un periodo de incubacién pro-
medio de 39 dias y un rango de 31 a 44
dias. La diferencia entre ambos métodos
no fue estadisticamente significativa (P
> (.05). La eclosién no se produjo si-
multaneamente en todos los huevos del
mismo conglomerado, sino que continua-
ron eclosionando por 25-30 dias.
Los ultimos huevos en eclosio-
nar lo hicieron a los 70 dias
aproximadamente. Los huevos
mantenidos sin humedad se de-
secaron rapidamente, y a los 10
dias se los observo arrugados y
de color amarillo oscuro, no ob-
teniéndose ninguna larva de ellos.

Al emerger, las larvas miden 2-
2.5 mm de largo, son de color
gris, y, luego de alimentarse, de
color gris oscuro o negro. El ali-
mento compuesto por restos se-
cos, hojas verdes desmenuzadas
y heces secas bovinas, permiti6
el desarrollo de las larvas sola-
mente hasta los 15-18 dias de
edad, momento en que se las ob-
servo apaticas, delgadas y de co-
lor gris palido, muriendo gran parte de
ellas. Luego del agregado de restos vege-
tales en descomposicion, las larvas recu-
peraron su color negro, turgencia y vita-
lidad. Las larvas sobrevivientes se ob-
servaron alimentdndose con preferencia
de restos vegetales en descomposicion,

Figura 13. Huevos de Perreyia flavipes
(cultivo en laboratorio).

pasando por encima de las partes secas
y verdes de los vegetales y deteniéndose
a comer por varios minutos en las partes
mas blandas y oscuras en putrefaccion.
El primer grupo compacto, similar al de
las larvas mas grandes, se observo a los
18-25 dias de edad. La primer ecdisis se
observod a los 31 dias de edad. La maxima
sobrevivencia lograda en el laboratorio
fue de 40 dias. El periodo total de la fase
larvaria (eclosién-pupacion) se estimd
entre 128 y 151 dias para x equivalente a
20 o 25mm, respectivamente (y= -10,9
+5,79 * X).

En la Grafica 3 se esquematiza el ciclo
bioldgico del insecto en base a los resul-
tados del presente trabajo.

DISCUSION

La marcada ocurrencia estacional de la
enfermedad, los hallazgos macroscopi-
cos e histopatoldgicos del higado, la au-
sencia de otros agentes hepatotoxicos y
el hallazgo constante de restos de larvas
en los pre-estobmagos de los animales
muertos sugirieron una intoxicacion por
larvas de mosca sierra. Ambos trabajos
experimentales mostraron concluyente-
mente la toxicidad de las larvas de
Perreyia flavipes para los bovinos y los
ovinos, siendo por tanto la causa de las
mortalidades. Los hallazgos histopato-
légicos y de necropsia de los casos de
campo y experimentales mostraron que
la necrosis hepatica es el principal efec-
to toxico de las larvas de P. flavipes. La
lesién hepatica varié de una leve necro-
sis hepatica periacinar con recuperacion
en el ternero N° 2, dosificado con 9 g/kg,
hasta una severa necrosis masiva y muer-
te sobreaguda en 24 horas en el ternero
N°® 1 y 14 horas en el ovino N° 3, con
40 g/kg de larvas de P. flavipes. Dado
que el contenido en materia seca de P.
[flavipes es 17%, la dosis de 9 g/kg es
similar a la dosis letal media de 1.8 g de
materia seca de larvas/kg de peso vivo re-
portada con las larvas de L. interrupta.13
Los signos neurolégicos de excitacion o
depresion y el edema y vacuolizacién de
la sustancia blanca, encontrados en los
casos naturales y experimentales, son del
tipo de los encontrados en la encefalo-
patia hepatica aguda.'* Las hemorragias
generalizadas en serosas, muy prominen-
tes en algunos casos de campo, se pre-
sentan también en animales con necrosis
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Grifica 3. Ciclo bioldgico de Perreyia flavipes, segun resultados de la presente
investigacion, y su relacién con el crecimiento de las pasturas sobre
suelos de cristalino.11 Se observa el marcado crecimiento primavera-
estival y el consiguiente acumulo de forraje en descomposicién en otofio,
del que se alimentan las larvas jovenes. Los brotes ocurren en invierno,
los afios que aumenta la poblacién de larvas.

hepaticas severas.? Asi, el cuadro clinico
y patoldgico de los animales intoxicados
con P. flavipes es idéntico al de los bovi-
nos intoxicados con larvas de
L. interrupta y de los ovinos que ingie-
ren larvas de A. pullata.'>

Severas pérdidas de animales ocurrieron
por la ingestion de larvas de Perreyia fla-
vipesen 1993, 1994 y 1995. Al menos 5
propiedades fueron afectadas en 1993
(Dr. Rodolfo Rivero, comunicacion per-
sonal, 1995) y 3 en 1994, y en un releva-
miento de predios afectados entre junio
y julio de 1995 se informaron de 511
bovinos afectados en 32 predios ganade-
ros sobre un total de 25373 cabezas de
ganado.” Las mortalidades brutas repor-
tadas fueron de 1.6%, 7% y 1.3% en las
categorias de terneros, sobreafios y adul-
tos, respectivamente.” Mortalidades de
hasta 28% se comprobaron en los potre-
ros afectados de algunos establecimien-
tos (Cuadro 1). Més establecimientos se
vieron afectados entre agosto y princi-
pios de octubre de 1995, por lo que las
pérdidas totales de vacunos probable-
mente excedieron las 1000 cabezas.
Muertes de ovinos, con una incidencia
de 2.5% y 4.5% fueron reportadas en 2
de los establecimientos relevados.” Tan-
to en Dinamarca como en Australia, nu-
merosas pérdidas de animales ocurren
también en cada brote, siendo en Austra-
lia los sobreafios también la categoria mas
afectada. En 1936, en Queensland, se ob-
servaron mas de 800 cabezas de vacunos

muertas en un s6lo establecimiento, 14 y
un estudio mas reciente reportd 5254 ani-
males muertos en 37 predios entre los
afios 1972-81.¢

El cuadro epidemioldgico de la intoxica-
cién por P. flavipes es el tipico de una
epidemia a fuente comun o comin repe-
tida.” Similar a lo reportado en Perreyia
lepida, ("mata porco"), cuyas larvas se
observan preferentemente los dias frios
o nublados, 20 numerosos grupos acti-
vos de larvas de P. flavipes se observa-
ron algunos dias mientras que pocos o
ningun grupo se observoé los siguientes
dias. Como la toxicidad de la larvas de P.
[flavipes no presenta efecto acumulativo,
22 pareceria que una rapida ingestion de
las larvas ocurre en el momento en que
estas son abundantes en la pasturas. Asi,
el curso corto y explosivo de los brotes,
la alta mortalidad y la aparicion repetida
de la enfermedad en los predios A y B
(Cuadro 1) pueden ser explicados por la
rapida ingestion de las larvas los dias que
estas son numerosas. Caracteristicas si-
milares han sido reconocidas en Austra-
lia, donde los animales parecen adquirir
un gusto especial por las larvas de L.
interrupta.4 Se ha sugerido incluso la
presencia de un factor quimico, distinto
a la toxina, causante de la palatabilidad
que hace que los animales busquen e in-
gieran las larvas."

A pesar de que Perreyia flavipes se dis-
tribuye ampliamente en el sur de Brasil

y en Argentina,21 la enfermedad se ha
visto hasta ahora limitada a la region cen-
tro-sur del Uruguay, principalmente en
los departamentos de Durazno y Flori-
da. Brotes de la enfermedad se han visto
también en Flores, Lavalleja, Tacuarem-
bd y Cerro Largo (Figura 9). El mapa de
superposicién mostré que no existia nin-
guna relacion entre la densidad forestal
(principalmente en base a Eucalyptus
spp.) y la aparicion de los brotes, a dife-
rencia de lo que ocurre en Australia con
el Eucalyptus melanophloia y en Dina-
marca con los abedules (Betula pendu-
la).'*? En cambio, en los 3 afios de ocu-
rrencia, los brotes se localizaron a lo lar-
go de la Cuchilla Grande, Cuchilla Gran-
de Inferior y Cuchilla de Durazno, en
areas de suelos sobre basamento cristali-
no (Figura 9). Las pasturas asociadas a
estos suelos tienen un ciclo de crecimien-
to marcadamente primavera-estival, y
son muy sensibles a condiciones clima-
ticas y de manejo, tales como las preci-
pitaciones, la carga animal, el sistema de
pastoreo y la relacién lanar/vacuno.8 La
sensibilidad a estas variables es ain mas
acentuada en los suelos mas superficia-
les, que generalmente predominan en las
zonas mas altas.® En este tipo de suelos,
el exceso de lluvias constatado en pri-
mavera y verano de los aflos que ocurri6
la enfermedad (Fig. 10), la menor dota-
cién animal (Fig. 11) y la mayor relacién
lanar/vacuno de los predios afectados,
caus6 el acumulo el pasturas observados
en los potreros donde ocurrié la enfer-
medad. Esto sugiere que el acumulo de
restos vegetales secos es un factor de ries-
go importante en la ocurrencia de la in-
toxicacion, modificando, de alguna for-
ma, la dindmica poblacional del insecto.
En Australia grandes mortalidades de
animales ocurren asociadas siempre a la
aparicion de grandes cantidades de lar-
vas de L. interrupta.'** No existen estu-
dios anteriores la dinamica poblacional
de P. flavipes, pero los estudios realiza-
dos en la presente investigacion sobre la
biologia del insecto pueden ayudar a ex-
plicar los afos que las larvas se presenta
en gran numero y desencadenan la ocu-
rrencia de la enfermedad.

Esta es la primera vez que se comunica
la presencia de Perreyia flavipes en el
Uruguay. Las larvas eran previamente
desconocidas y no existian estudios pre-
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vios sobre la biologia del insecto. Similar
a lo que ocurre con L. interrupta 'y A.
pullata,** existe una sola generacion al
afo de P. flavipes. Los adultos de P.
flavipes aparecen a fines del verano, tie-
nen una vida muy corta y no necesitan
de ninguna fuente de alimento. A dife-
rencia de L. interrupta 'y A. pullata,** P.
[flavipes no tiene una vegetacion hués-
ped especifica. Las larvas mas grandes
de P. flavipes sobreviven indistintamen-
te con hojas de gramineas verdes, restos
vegetales secos o en descomposicion o
incluso heces bovinas, similar a lo re-
portado para Perreyia lepida.*® Las lar-
vas jovenes, por el contrario, son mas
exigentes en su alimentacion, ya que la
mayor sobrevivencia se constaté cuando
fueron alimentadas con restos vegetales
en descomposicién. Los huevos requie-
ren también para su sobrevivencia de
condiciones de humedad adecuadas, por
lo que la hembra de P. flavipes los prote-
ge de la desecacion depositandolos en el
suelo, bajo restos vegetales. Por lo tan-
to, la dindmica poblacional de Perreyia
[flavipes probablemente se regula por la
mayor o menor sobrevida de los huevos
y de las larvas mas jovenes, mucho mas
exigentes a las condiciones de humedad
y alimentacion, respectivamente. Asi, el
exceso de lluvias de primavera y verano,
que causo el gran crecimiento de las pas-
turas, y la sequia y heladas del otofio e
invierno siguiente, que provocaron la
formacion de abundantes restos vegeta-
les en descomposicion, cred las condi-
ciones favorables para la sobrevida de
los huevos y las larvas jovenes, y pro-
vocd el aumento de la poblacion larvaria
causante de los brotes de intoxicacion de
1993, 1994 y 1995 (Fig. 16). Obviamen-
te, la baja dotacion animal, la mayor re-
lacion lanar/vacuno y la mayor sensibili-
dad a condiciones climaticas y de mane-
jo de las pasturas de cristalino de las
zonas altas, contribuyen también a ge-
nerar condiciones favorables al acumulo
de restos vegetales en descomposicion y
ayudan a explicar la aparicion de la en-
fermedad en una regién limitada del pais.

Los datos de esta investigacion eviden-
cian que, para evitar un aumento critico
en la poblacion de larvas y prevenir los
brotes de intoxicacion, debera evitarse el
acumulo de forraje al final del verano y
principios de otofio, de forma de dismi-

nuir la cantidad de materia vegetal muer-
ta que sirve de alimento a las larvas jove-
nes y disminuir la humedad que preser-
va los huevos. Esto podria ser alcanzado
mediante el pastoreo con altas dotacio-
nes, al menos en aquellos potreros don-
de la enfermedad ocurrié anteriormente.
En Australia se ha sugerido la suplemen-
tacion con fosforo o proteinas para evi-
tar la intoxicacion,* pero estas medidas
no resultaron eficientes en la practica ya
que los animales contintan ingiriendo las
larvas.” El uso de antidotos utilizados
para tratar la intoxicacion por hongos del
género Amanita, que poseen similar prin-
cipio activo que L. Interrupta, A.
pullata, y P. flavipes,'>'*'" es impracti-
cable en condiciones de campo ya que
los animales son generalmente encontra-
dos muertos o con lesiones hepaticas irre-
versibles. Aunque técnicamente posible,
desarrollar métodos de inmunizacion con
la toxina de las larvas se considera muy
costoso,6 y su efectividad es también
cuestionable dado el repentino y eleva-
do nivel de toxina en sangre que se da en
los animales intoxicados (Ross A. Mc-
Kenzie, comunicacion personal, 1996).
La continuacion de los estudios epide-
mioldgicos y de la biologia de P. flavipes
permitird establecer formas de preveer
la intoxicacion y desarrollar nuevos mé-
todos de control.

Un octapéptido hepatotdxico contenien-
do 4 D-aminoacidos, denominado lo-
phyrotomina, ha sido identificado en las
larvas de L. interrupta 'y A. pullata (Oel-
richs y col., 1977; Kannan y col., 1988).>
' Pequeifias cantidades de lophyrotomi-
na y grandes cantidades de otro polipép-
tido hepatotdxico, compuesto por 7 ami-
noacidos y un grupo fosfato terminal,
fueron también identificados en las lar-
vas de P. flavipes (Oelrichs y col., 1997).
El nuevo heptapétido de Perreyia flavipes
de Uruguay se denominé pergidina, y el
mismo se encuentra presente en peque-
fias cantidades también en Lophyrotoma
interrupta 'y Arge pullata." Nuevos es-
tudios deberian aclarar la importancia
biolégica y taxonémica de éste nuevo
polipéptido téxico y determinar su rela-
cion con la lophyrotomina, asi como la
ventaja evolutiva que le proporciona a la
especie. La evidencia disponible sugiere
que la lophyrotomina y la pergidina son
sintetizadas de novo por la larva, y no

obtenida del alimento o biosintetizada
por microorganismos que viven simbio-
ticamente con la misma.'> 7 El stress
provocado a larvas de L. interrupta pro-
voca la descarga de un fluido oleoso que
contiene hasta 10 veces mas concentra-
cion de lophyrotomina que la larva ente-
ra,'” y un fluido oleoso similar es segre-
gado también por las larvas de P. lepida
ante la agresion.® Esto sugiere que la toxi-
na puede haberse desarrollado con fines
de defensa frente a los predadores, dado
que la misma es fuertemente acida y pre-
senta varios D-aminoacidos y el extre-
mo N-terminal bloqueado, caracteristi-
cas que la hacen resistente a la hidrélisis
en el tubo digestivo.'”? La identifica-
cion de la lophyrotomina y pergidina en
especies con habitos alimenticios tan di-
ferentes como L. interrupta, A. pullata 'y
P. flavipes es una fuerte evidencia de que
¢ésta clase de insectos sintetiza la hepa-
totoxina de novo, por lo que, probable-
mente, nuevos géneros y/o especies toxi-
cas de moscas sierras seran reconocidos
en el futuro.

CONCLUSIONES

1. Las larvas de Perreyia flavipes son
toxicas para bovinos y ovinos, y
fueron la causa de los brotes ocu-
rridos en la regién centro-sur de
Uruguay en 1993, 1994 y 1995.

2. El principal efecto toxico de las lar-
vas es una necrosis hepatica aguda
de distribucidn periacinar o masi-
va,

3. La enfermedad se presenta en los
meses de junio a septiembre, cuan-
do existen gran cantidad de larvas,
y los brotes se caracterizan por la
muerte de numerosos animales en
pocos dias.

4. El ciclo bioldégico de Perreyia flavi-
pes se caracteriza por presentar
una generacion al afio.

5. El acumulo de forraje en descompo-
sicion durante el otofio favorece la
supervivencia de los huevos y las
larvas jovenes y explica la ocurren-
cia de los brotes de intoxicacion del
siguiente invierno.

6. El exceso de lluvias en primavera y
verano y el acumulo consiguiente
de forraje en otofio pueden ser in-
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dicadores de riesgo y predecir la
ocurrencia de brotes el siguiente
invierno

7. Medidas de manejo que eviten el ex-
ceso de forraje en otofio permitira
controlar la aparicion de la enfer-
medad.
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Aborto bovino: casuistica y optimizacion del diagnostico en la DILAVE

“Miguel C. Rubino”, Uruguay

Easton C.', Paullier C.", Banales P’

RESUMEN

Se presentan los diagnésticos realizados a los fetos bovinos remi-
tidos al Laboratorio “Miguel C. Rubino”, Uruguay, en el periodo
1996 / 2002. Se estudiaron 255 fetos, en los que se realizaron
estudios histopatologicos, bacterioldgicos y serologicos.

En un primer periodo, que vade 1996 a 1998, se estudiaron 51
fetos, habiéndose diagnosticado la etiologia en el 50.9 % de los
casos: 43.1% de etiologia bacteriana, 5.9 % etiologia viral, 1.9
% etiologia micotica. En este periodo no se llegd a un diagnds-
tico etiolégico en el 49.1 % de los casos. En 1998 se fija como
objetivo aumentar el porcentaje de abortos en los que se llega a
un diagnoéstico, planteandose un cambio en el protocolo de
trabajo y la incorporacion de nuevas técnicas de diagndstico. A
partir de enero de 1999 se incorporan a la rutina diagnostica
técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) para deteccion de anti-
geno de N. caninum y Diarrea Viral Bovina (BVD), asi como
técnicas de inmnufluorescencia indirecta (IFI) y de ELISA para
deteccion de anticuerpos anti N. caninum. En el periodo que
va de 1999 al 2002 se estudiaron 204 fetos, habiéndose diag-
nosticado el agente causal en un 61,8 % de los casos: 38.2 % de
etiologia bacteriana, 0.5 % de etiologia micética, 1 % de etio-
logia virica y 22 % de etiologia parasitaria (N. caninum). En un
38.2 % de los casos no se llego al diagndstico etiolégico.

Palabras Clave: Aborto, bovino, etiologia, diagnéstico,
Uruguay

SUMMARY

This paper presents the diagnosis of bovine aborted fetuses
submitted during 1996/2002 to the DILAVE “Miguel C. Rubino”
main laboratory. A total of 255 fetuses were studied by means of
histopathological, bacteriological and serological tests.

During a first period from 1996 to 1998, 51 fetuses were stu-
died and an etiological diagnosis was obtained in the 50.9 %
of those fetuses: 43.1 % bacteriological, 5.9 % viral, and
1.9 % fungal etiology. During this first period 49.1 % of the
abortions submitted remained undiagnosed. In 1998 the
decision of improving the diagnosis of the submitted fetu-
ses was taken; changes in the working protocol were done,
as well as new diagnostic techniques were included.

Since January 1999 immunohistochemical (IHC) techniques
for the detection of N. caninum and Bovine Viral Diarrhea
antigens as well as an indirect fluorescense antibody test
(IFAT) and ELISA test for N. caninum became available at
the Laboratory. During a second period from 1999 to 2002,
204 fetuses were studied and an etiological diagnosis was
obtained in the 61,8 % of the fetuses: 38.2 % bacteriologi-
cal, 0.5 % fungal, 1 % viral and 22 % parasitic etiology (V.
caninum). During this second period 38.2 % of the abor-
tions remained undiagnosed.

Key words: abortion, bovine, etiology, diagnosis, Uruguay.

INTRODUCCION

Las pérdidas de la prefiez se clasifican
como mortalidad embrionaria si ocurren
antes del dia 42 de gestacion (placenta-
cion), aborto cuando ocurren entre el dia
42 y el 260, y parto prematuro si la pér-
dida es posterior al dia 260 (23).

Los abortos figuran como causantes de
las mayores pérdidas econdmicas en la
industria ganadera a nivel mundial, sien-
do numerosos los agentes etioldgicos que
los provocan (2, 6, 17). La identifica-
cién de las causas so6lo se logra en menos
de la mitad de los fetos abortados remi-
tidos a los laboratorios de diagndstico
(2, 17, 18). Estudios realizados en USA
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sobre las mas importantes etiologias diag-
nosticadas revelan una variedad de cau-
sas infecciosas con diferencias regiona-
les. Clima, tipo de produccion, alimen-
tacion, movimientos de animales, préac-
ticas de manejo, poblaciones de anima-
les silvestres, programas de vacunacion,
asi como la calidad de las muestras remi-
tidas a los laboratorios de diagnéstico y
los examenes que alli se realicen, van a
influir en la clasificacion de causas de
abortos en el area (2).

Diferentes autores estiman como norma-
les variados porcentajes de aborto, pro-
mediando un 2-5% de aborto cuando con-
sideramos solamente los abortos obser-

vados y de un 5-8% sumando abortos ob-
servados o no observados en un rodeo (16).

Con nuevos conocimientos y mejorando
las pruebas diagndsticas, nuevas causas de
aborto estan emergiendo como significati-
vas en algunas regiones en el mundo, por
ejemplo la infeccion por Neospora cani-
num. En 1989 se describe a este proto-
zoario como causante de aborto en bovi-
nos (22) y dos afios mas tarde ya es des-
cripta como causando importantes pérdi-
das (1). Hoy en dia es una de las principa-
les etiologias diagnosticadas a nivel mun-
dial (10), existiendo diagndsticos en lo que
alaregion se refiere, en Brasil (13), Argen-
tina (8, 24) y también en Uruguay (3, 4).
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En el Laboratorio “Miguel C. Rubino”
se ha trabajado, desde su creacidn, en el
diagndstico etioldgico de aborto bovino.
En el marco del proyecto JICA/DILAVE
(1996/2002), uno de los principales ob-
jetivos fue el mejoramiento de las técni-
cas de diagndstico de las enfermedades
abortivas y cuantificacion de la impor-
tancia de las mismas. A fin de lograr un
diagndstico mas eficaz se cambid el pro-
tocolo de trabajo y se incorporaron nue-
vas técnicas. Dada la importancia que
estaba adquiriendo la N caninum como
causante de aborto en numerosos paises
y laevidencia serolégica de su presencia
en Uruguay (5), existia la presuncion de
que podia estar causando problemas en
nuestros rodeos, por lo que una de las
prioridades fue la puesta a punto las téc-
nicas diagndsticas para este agente.

La identificacion de los agentes etioldgi-
cos del aborto requiere el trabajo de un
equipo multidisciplinario con experien-
cia en una variedad de procedimientos.
Enla DILAVE y ya desde hace unos afios,
se ha conformado un equipo asi, con téc-
nicos especializados en las distintas areas
diagnésticas, a fin de optimizar el diag-
nostico de los casos de aborto.

Se debe confeccionar una historia clinica
completa, estudiar los tejidos fetales y
placenta, realizar estudios microbiolégi-
cos y seroldgicos, tanto del suero mater-
no como de los fluidos fetales. En algu-
Nos casos es necesario contar con mues-
tras de suero pareadas a fin de estudiar
seroconversion de la madre frente a de-
terminados patdgenos. Sin embargo la
serologia de una sola muestra de una vaca
abortada puede dar valiosa informacién
para determinar exposicién o no a deter-
minados patogenos.

La elaboracion de un protocolo en donde
se recabe siempre toda la informacién
pertinente a este tipo de patologia, la
toma adecuada de las muestras y su re-
misién a las diferentes secciones espe-
cializadas con que debe contar un labo-
ratorio de diagnéstico (serologia, bacte-
riologia, virologia, histopatologia e in-
munohistoquimica), son puntos necesa-
rios para mejorar la respuesta y poder
acumular informacién sobre este grave
problema. A partir de ese conocimiento
adquirido se pueden establecer diferen-
cias regionales que permitiran mejorar la

calidad y efectividad de las medidas de
manejo, asi como la adecuacion de las
estrategias de control.

MATERIALES Y METODOS

Se presentan las principales etiologias
diagnosticadas en la DILAVE “Miguel C.
Rubino”, en el periodo 1996/2002. No
se trata de un muestreo o de un estudio
programado, sino que se estudiaron los
fetos bovinos abortados remitidos al
Laboratorio.

Se estudiaron 255 fetos bovinos entre
los afios 1996 y 2002. Segun la metodo-
logia diagnéstica empleada se distinguen
dos periodos.

Durante un primer periodo, comprendi-
do entre los afios 1996 a 1998, la rutina
diagndstica consistia en realizar la au-
topsia de los fetos bovinos, toma de
muestras para realizar estudios histopa-
tologicos (higado, rifién, pulmén) y bac-
teriolégicos (higado, contenido de cuajo,
pulmén) para descartar Campylobacter
Setus sp. y Tritrichomonas foetus. En caso
de sospecha de Leptospirosis se realiza-
ba la técnica de tincién argéntica de
Levaditi para visualizar espiroquetas en
rifién e higado y con el suero de la vaca
abortada la técnica de micro aglutinacién
(MAT) para identificacién y titulacién
de anticuerpos. En este periodo se estu-
diaron 51 fetos.

A partir de 1999 se modificé la metodo-
logia en la toma de muestras para histo-
patologia, incluyendo muestras de cora-
z6n, lengua, timo y, fundamentalmente,
de sistema nervioso central, aun cuando
éste se encontrara autolitico. También se
incorporaron las técnicas de inmunohis-
toquimica por el método de complejo
peroxidasa avidina-biotina (15). En este
segundo periodo, 1999 / 2002, se estu-
diaron 204 fetos. El protocolo actual de
trabajo comprende:

Patologia e histopatologia: Se realiza
la autopsia del feto recibido y se efec-
tian estudios macro e histopatoldgicos.
Algunos agentes infecciosos provocan le-
siones caracteristicas que permiten un
diagnéstico presuntivo, mientras muchas
veces solo se logra orientar el diagnésti-
co. Se pueden realizar estudios inmuno-
histoquimicos para detectar o confirmar
el agente infeccioso. Por este tltimo mé-
todo en la Seccién Histopatologia se reali-

za el diagndstico de Neospora (20), BVD
(7, 12) e IBR (15).

Bacteriologia: Las muestras retiradas
durante la necropsia son remitidas a la
Seccidén Bacteriologia, en donde son sem-
bradas en medios especificos para aisla-
miento e identificacion de Salmonella sp.,
Brucella sp., Campylobacter fetus,
Trichomona foetus, E. coli, Actinomyces
pyogenes, Staphylococcus  sp.,
Streptococcus sp., Pasterurella sp.,
Pseudomona sp. y Listeria monocytoge-
nes.

Leptospirosis: En la Seccion Leptospi-
rosis se realiza el test de micro aglutina-
cion (MAT) para la determinacion de
anticuerpos anti Leptospira (11).
Brucelosis: En la Seccion Brucelosis se
realiza el test Rosa de Bengala y pruebas
complementarias para su diagndstico se-
rolégico.

Neosporosis: En el Departamento de
Patobiologia (Patologia Clinica/Repro-
duccion) se realizan dos técnicas para la
determinacion de anticuerpos anti M.
caninum: test de inmunofluorescencia
indirecta (9, 21, 26) y test de ELISA (19).

Virologia: En el Departamento de Viro-
logia se realizan estudios serolégicos para
IBR y BVD (tests de ELISA indirecto,
Herd Chek, IDEXX, USA), asi como la
técnica de la reaccion de polimerasa en
cadena (PCR) para detectar el virus de
IBR (25) y de BVD (13) presentes en
los tejidos fetales.

Las pruebas seroldgicas para Leptospi-
rosis, Brucelosis, Neosporosis, IBR y
BVD se realizan tanto en suero de la vaca
abortada como en fluidos fetales. En lo
que refiere a los resultados en fluidos
fetales, siempre debe tenerse en cuenta
la edad del feto; fetos muy jovenes pue-
den no ser inmuno competentes y por lo
tanto no producir anticuerpos.

RESULTADOS

Durante el primer periodo, que va del afio
1996 al 1998, se estudiaron 51 fetos, ha-
biéndose podido establecer la causa de
aborto en 26 casos (50.9 %) (Cuadro 1).

Las etiologias diagnosticadas en este pe-
riodo fueron las siguientes:

*Etiologia bacteriana: 22 de los abortos
(43.1 %), discriminados de la siguiente
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manera: 5 por Campylobacter fetus
(9.8 %), 13 por Leptospira sp.
(25.5 %), 1 por Streptococcus sp.
(1.9 %) y 3 de etiologia bacteriana sin
identificacion del agente (5.9 %).

*Etiologia viral: 3 abortos (5.9 %), 2
por IBR (3.9 %)y 1 por BVD (1.9 %).

*Etiologia micotica: 1 aborto (1.9 %).

En 25(49.1 %) de los 51 fetos abortados
recibidos, no pudo arribarse a ningtn diag-
nastico.

En el segundo periodo, al agregarse nue-
vas técnicas diagndsticas y modificarse
el protocolo de trabajo, mejoro la capa-

cidad de respuesta de la DILAVE, lo que
se tradujo en un porcentaje mayor de
diagndsticos etiolégicos y posiblemente
la mayor cantidad de fetos remitidos para
su estudio (Gréfica 1).

Las etiologias diagnosticadas en este se-
gundo periodo fueron las siguientes (Cua-
dro 2):

*Etiologia bacteriana: 78 de los abortos

(38,2%), discriminados de la siguiente
manera: 22 por Campylobacter fetus
(11%), 3 por Brucella abortus (1,5%),
48 por Leptospira sp. (24%) y 5 de
etiologia bacteriana sin identificacion
del agente (2,5%).

Cuadro 1. Etiologias diagnosticadas en el periodo 1996 — 1998.

*Etiologia viral (BVD): 2 abortos (1%)
*Etiologia micética: 1 aborto (0.5%).

*Etiologia parasitaria, Neospora cani-
num, 45 abortos (22%).

En 78 (38,2 %) de los 204 fetos aborta-
dos recibidos, no pudo arribarse a nin-
gun diagndstico.

Se han encontrado varios patégenos pre-
sentes en un mismo feto abortado. Asi
por ejemplo se han visto asociaciones de
N. caninum con Campylobacter sp.; N.
caninum con Leptospira sp. Yy
Campylobacter sp. con Leptospira sp.

Etiologia diagnosticada

N° de fetos
()

Porcentaje sobre el

total estudiado

BACTERIANA

VIRAL

MICOTICA
SIN DIAGNOSTICO
TOTAL

22

Campylobacter fetus sp. 5
Brucella abortus 0
Leptospira sp. 13
Streptococcus sp. 1

Sin identificar

IBR 2
BVD 1
25
51

43.1 %
9.8 %
0%
25.5%
1.9%
5.9%
59%
3.9%
1.9%
1.9%
49.0 %
100 %

100
80 -
60 -
40 -
20 -

olm m B

N° casos

1996 1997 1998

1999 2000

2001 2002

Griafica 1. Fetos abortados estudiados por afio.

CONCLUSIONES

Lo primero que surge del estudio de am-
bos periodos considerados es la mayor
efectividad diagndstica del Laboratorio
en el segundo periodo considerado en
este trabajo, es decir, a partir de 1999.
Varios factores influyeron en esa mejo-
ra: cambios en el protocolo que se sigue
en todos los casos, incorporacion de nue-
vas técnicas y equipos, entrenamiento
del personal, y por sobre todo, el esta-
blecimiento de mejores comunicaciones
entre el laboratorio y el veterinario en
ejercicio liberal.

Resulta imprescindible seguir sistemati-
camente el protocolo de trabajo; de esta
manera fue posible diagnosticar la pre-
sencia de mas de un patégeno en un mis-
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Cuadro 2. Etiologias diagnosticadas en el periodo 1999 — 2002.

Etiologia diagnosticada N° de fetos Porcentaje sobre el
(n) total estudiado
BACTERIANA 78 382 %
Campylobacter fetus sp. 22 10.8 %
Brucella abortus 3 1.5%
Leptospira sp. 48 23.5%
Sin identificar 3 2.4 %
VIRAL - BVD 1%
MICOTICA 1 0.5%
PARASITARIA (N. caninum) 45 22 %
SIN DIAGNOSTICO 78 382 %
TOTAL 204 100 %

mo feto. No es facil determinar en esos
casos cual fue el microorganismo causante
de la muerte del feto; para ello es necesa-
rio considerar la edad del feto, la historia
del rodeo, otros sintomas clinicos en el
mismo y la extension de las lesiones en
el feto producidas por cada uno de los
microorganismos actuantes. Hay micro-
organismos que actiian en forma cronica
y otros en forma aguda, pudiendo ser
estos ultimos los desencadenantes del
aborto, mientras los primeros podrian
estar actuando como predisponentes.

Es necesario aclarar aqui nuevamente que
los datos presentados no provienen de
un muestreo o de un estudio programa-
do; son los datos obtenidos a partir de
los fetos bovinos remitidos al Laborato-
rio. Esto lleva a que la mayoria de los
fetos estudiados tengan un desarrollo de
4-5 meses o0 mas, los fetos de menos de-
sarrollo son dificiles de encontrar. Por
esto mismo es posible que algunas etio-

logias pueden aparecer en bajos porcen-
tajes, por ejemplo las etiologias viricas.
Esto se debe a que estas tltimas muchas
veces producen mortalidad embrionaria
y aborto temprano, no remitiéndose al
Laboratorio feto alguno en esos casos.

En el primer periodo se llegé a un diag-
noéstico en el 50.9 % de los casos, pa-
sandose a un 61.8 % en el segundo pe-
riodo. Se debe remarcar el impacto de la
incorporacion de técnicas diagnosticas.
Es quizas éste el camino a seguir para
mejorar el diagndstico de otros agentes
como los de etiologia viral, que muy po-
siblemente estén subestimados debido a
la complejidad de su deteccion.

Se destaca la importancia que tuvo el tra-
bajo en un equipo multidisciplinario,
conformado por técnicos con experien-
cia en técnicas histopatolégicas, inmu-
nohistoquimicas, bacteriolégicas, virol4-
gicas y seroldgicas, para estudiar y lle-
gar a un diagndstico en un problema tan

complejo como es el aborto bovino. El
trabajo coordinado de todas las seccio-
nes especializadas del 4rea diagndstica
de la DILAVE es fundamental para llegar
a un diagnodstico etioldgico en los casos
de aborto.

La actualizacion permanente de las téc-
nicas es imprescindible; ya hemos visto
en este trabajo como recién a partir de
1999 fue posible diagnosticar a la Neos-
pora caninum como causa de aborto,
cuando muy probablemente este agente
ha estado actuando en el medio con bas-
tante anterioridad a esa fecha.
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Informe sobre vacunas y vacunacion contra Brucelosis bovina

Raul Casas Olascoaga’

Informe técnico elaborado a solicitud del Centro Médico Veterinario de San José, presentado en la Jornada sobre Brucelosis el
19/08/03 en San José. La revista VETERINARIA agradece la autorizacion de su publicacion por parte de el autor y de el presidente

del Centro Médico.

VACUNA CEPA RBS51

INTRODUCCION

De acuerdo a informacion personal reci-
bida del Dr. Steve Olsen el objetivo ini-
cial de la investigacidn para la busqueda
de una nueva vacuna contra la brucelosis
para reemplazar la vacuna Cepa 19, fue
eliminar el problema causado por la re-
tencion de titulos seroldgicos generados
por la vacunacion de terneras con la cepa
19. En EE.UU. la edad de vacunacion de
terneras con cepa 19 es de 4-12 meses.
El proyecto de investigacion no fue di-
seflado para comparar la vacunacion de
terneras con cepa 19 y cepa RB51. Sin
embargo, la cepa 19 fue usada en el ini-
cio del proyecto como control positivo.
Se obtuvieron datos limitados para am-
bas vacunas (n=29 y 20 animales vacu-
nados respectivamente para cepa RBS1
y Cepa 19) los cuales sugieren aproxi-
madamente 8% menor infeccion en los
vacunados con Cepa 19 y 3% menor
tasa de abortos que con la cepa RBS1.
Debido al nimero reducido de animales
utilizados en este estudio existen dudas
de que la diferencia de animales que abor-
taron sea significativa mientras que para
la tasa de infeccion la diferencia es signi-
ficativa. El criterio de infeccion en el exa-
men bacterioldgico fue estricto ya que el
aislamiento de una sola colonia de la cepa
virulenta de desafio en el momento de la
necropsia ( en el momento del parto o el
aborto) determiné la clasificacion del
animal como infectado. Es necesario des-
tacar que en el estudio pareado, en el gru-
po de la RB51, con la excepcién de un
aborto la recuperacién del nimero de
bacterias de la cepa virulenta de desafio
fue extremadamente bajo, predominan-

temente de los ganglios linfaticos que
drenan el ojo. La cepa virulenta de desa-
fio fue la cepa Brucella abortus 2308,
administrada conjuntivalmente a la do-
sisde 1x 107 UFC (unidades de bacte-
rias formadoras de colonias) entre 170 y
180 dias de gestacion, aproximadamente
12 semanas previas a la paricion.

El beneficio verdadero de la RB51 es la
capacidad de permitir identificar sero-
légicamente los animales infectados
aun cuando ellos hayan sido vacuna-
dos con la cepa RB51. Sin embargo, es
necesario informar que animales vacu-
nados con la RB51 pueden sero-con-
vertirse cuando son expuestos a las
cepas virulentas de campo de Brucella
abortus; mientras que la incidencia de
los abortos serd muy baja.

La vacuna B. abortus Cepa 19 confie-
re proteccion completa contra la in-
feccidén en 65-75% de los animales va-
cunados y en el 25-35% restante una
proteccidn relativa. En un porcentaje
superior al 95% la vacunacion evita el
aborto en hembras que se han infecta-
do. El aborto constituye un alto peli-
gro para la propagacion de la infeccion
en el rodeo afectado y en los rodeos de
establecimientos vecinos, cuando no
hay un aislamiento correcto entre los
rodeos colindantes o hay intercambio
de animales.

La vacunacion con la vacuna RB51, al
igual que con la vacuna Cepa 19, tiene
un doble beneficio: disminuye la sus-
ceptibilidad a la infeccion al conferir
protecciéon inmunitaria y reduce el ni-
vel de exposicion a la infeccion al dis-
minuir el nimero de animales excreto-
res de Brucella abortus 'y reducir subs-
tancialmente el nimero de abortos en
los rodeos infectados.

\Miembro Titular de la Academia Nacional de Veterinaria.

Tanto la vacuna RB51 como la Cepa
19 son estables y no se propagan de
un animal a otro y su virulencia no
aumenta por pasajes seriados en ani-
males. La proteccion conferida por
ambas vacunas es mediada por célu-
las.

La Cepa 19 posee cierta patogenici-
dad para los humanos y debe usarse
con precaucion para evitar la infeccion
del operador. También han ocurrido
infecciones accidentales con la cepa
RB51 pero no hay conocimiento de
signos adversos causados por la infec-
cién. La patogenicidad de la cepa RB51
para los humanos esta alin pendiente
de determinacion.

Ambas vacunas deben ser administradas
bajo la responsabilidad de un veterinario.

La ventaja de la RB51 comparada con
la cepa 19 es que no induce la forma-
cidn de anticuerpos los cuales son de-
tectados por las pruebas estandar de
diagnoéstico de brucelosis. Por lo tan-
to, los animales infectados pueden ser
mas facilmente identificados.

La vacuna RB51 ha sido aprobada re-
cientemente como vacuna oficial para
el bovino por el Animal and Plant
Health Inspection Services/ Departa-
mento de Agricultura de Estados Uni-
dos (APHIS/USDA).

En EE.UU. a partir de 1980, se ha usado
las dosis reducidas de Cepa 19 las cuales
figuran en el cuadro que precede. La do-
sis tradicional de Cepa 19 era muy alta:
50-60 mil millones de bacterias viables
en el momento de la aprobacion de la
serie de vacuna y 25 mil millones hasta
la fecha de expiracion de la vacuna. A fin
de disminuir la reacciones serologicas
residuales causadas por esta alta concen-
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COMPARACION DE DOSIS DE APLICACION DE LAS VACUNAS

La comparacion de las dosis de vacuna de Cepa RB51 y Cepa 19 son las siguientes:

Vacuna Cepa RB51

Vacuna Cepa 19

(dosis reducida
usada desde 1980)

Bovinos jovenes
(dosis bacterias viables)
Via subcutanea

1-3.4x 10"

3-10x 10°

Bovinos adultos
(dosis bacterias viables)
Via subcutanea

1-3.4x 10°

3-10x 108

tracion de células viables contenidas en
la dosis de vacuna, luego de estudios ex-
perimentales en bovinos, se determind
el uso de la dosis reducida. La vacuna-
cion de las terneras con dosis reducida
se establecio en 4-12 meses de edad sien-
do la dosis 6ptima de 5 mil millones de
bacterias viables administrada subcuta-
neamente y la edad éptima de vacuna-
cién 5 meses.

En las hembras adultas la dosis reducida
optima es de 500 millones de bacterias
viables por via subcuténea.

En Uruguay, la vacuna Cepa 19 se usé
Gnicamente a la dosis alta tradicional
para la vacunacion de terneras (3-8 me-
ses de edad), desde 1964 hasta la sus-
pensién de la vacunacién a fines de 1996.
La cepa 19 a dosis alta inducia inmuni-
dad durante la vida atil de la hembra, ya
que las ternera vacunadas mantenian la
resistencia a la infeccién frente a cepas
virulentas de Brucella abortus por siete
anos y probablemente por un tiempo
mayor. Por lo tanto, no era necesaria la
revacunacion, lo cual reducia significati
vamente el costo de la vacunacién en la
vida del animal. La dosis alta induce una
mayor proteccion pero la formacion y
persistencia de anticuerpos residuales se
prolonga mayor tiempo cuando se vacu-
nan animales mayores de 8 meses de edad.
En terneras de 3-8 meses de edad vacuna-
das con dosis alta de Cepa 19, el 90% se
convierte en sero-negativas 9 meses des-
pués de la vacunacién. En terneras vacu-
nadas con Cepa 19 a edades superiores a 9

meses de edad los titulos seroldgicos de
anticuerpos persisten por mayor tiempo.
En Uruguay el uso de la dosis alta y el no
cumplimiento estricto de la edad de vacu-
nacion provocd un aumento y mayor per-
sistencia de anticuerpos residuales en las
poblaciones de terneras vacunadas por
encima de los 8 meses de edad.

Los datos sobre la persistencia de la in-
munidad conferida por la vacunacién con
RBS51, durante la vida atil en hembras
bovinas vacunadas desde terneras, son
aun limitados y deberan ser complemen-
tados mediante investigaciones experi-
mentales futuras e informaciones de su
uso en campo.

En EE.UU. se ha sustituido gradualmen-
te la vacuna Cepa 19 por la Vacuna RB51
que actualmente es la vacuna oficial.

VACUNACION DE ANIMALES
ADULTOS

La vacunacién del rodeo de hembras adul-
tas ( vaquillonas y vacas) se puede apli-
car selectivamente para la prevencién y
control de la brucelosis bovina.

La vacunacién de hembras adultas en es-
tablecimientos infectados o en estableci-
mientos sometidos a alto riesgo de infec-
cién debe combinarse con pruebas sero-
l6gicas previas a la vacunacién para la
identificacién y eliminacién por sacrifi-
cio de los animales infectados. Las hem-
bras no reaccionantes en las pruebas se-
rolégicas estandar corrientes seran vacu-

nadas con vacuna RB51. Durante el acto
de la vacunacion las hembras adultas de-
ben ser identificadas en forma permanente
ya sea por tatuaje o por la aplicacién de
caravanas.

En cada establecimiento infectado debe
aplicarse un Plan de Saneamiento prepa-
rado y ejecutado segtn lo establecido en
el Articulo 16° por el Poder Ejecutivo en
el Decreto del 22 de Enero de 1998 so-
bre Programa de Erradicacién de la Bru-
celosis y Tuberculosis en todo el territo-
rio nacional. La vacunacién debe ser au-
torizada por la Direccién General de Ser-
vicios Ganaderos (DGSG /MGAP).

Un inconveniente importante de la va-
cunacién de hembras adultas es el estado
de prefiez.

La vacunaciéon de hembras en estado
avanzado de prefiez podria causar abor-
to. A medida que avanza el periodo de
gestacion la administracion de vacuna
ofrece mayores peligros de causar abor-
tos. Por lo tanto, es aconsejable vacunar
las hembras serolégicamente negativas
antes del servicio. Cuando el plan de con-
trol de la brucelosis en el establecimien-
to lo establezca, los animales prefiados
se vacunaran preferentemente en el inj-
cio de la gestacion, en el cual el peligro
de aborto es muy bajo.

En rodeos con infeccién activa y cre-
ciente la vacunacién de hembras pre-
fiadas puede ser conveniente y opor-
tuna para disminuir y/o evitar |a serie

de abortos que sucle causar la bruce-
losis.
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La vacunacion del rodeo de hembras
adultas induce proteccidon inmediata
contra la brucelosis ya que los anima-
les obtienen inmunidad 3-4 semanas
después de la vacunacion, lo cual ace-
lera el proceso de control de la enfer-
medad.

En los establecimientos infectados, la
vacunacidn de adultos disminuira la di-
seminacion de la infeccidn dentro del
rodeo a medida que los animales reac-
cionantes infectados se eliminen con
destino al sacrificio en matadero/ fri-
gorifico habilitado oficialmente por los
servicios veterinarios de DGSG/
MGAP. Los animales confirmados
como reaccionantes deben ser marca-
dos a fuego con la letra B ( brucelo-
sos). El procedimiento de pruebas se-
rolégicas en serie permite la remocién
de los animales infectados del rodeo y
la vacunacién ofrece proteccién a los
animales libres de infeccidn.

Otra ventaja importante de la vacuna-
cion de adultos es el beneficio deriva-
do de la proteccion contra el aborto en
muy alto porcentaje de las hembras
prefiadas. Esta proteccién contra el
aborto ofrece tres ventajas importan-
tes: un mayor procreo de terneros, una
menor aparicion de animales infecta-
dos y una importante disminucion de
las fuentes de infeccion por Brucella
abortus virulenta. El resultado sera que
progresivamente habra menor nime-
ro de animales reaccionantes removi-
dos con destino al sacrificio sanitario.
En establecimientos de alto riesgo de
infeccion — libres de infeccion pero
con alta probabilidad de ser expuestos
a la brucelosis- la vacunacién puede
prevenir la introduccién de la infec-
cién en el rodeo.
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CARACTERISTICAS DE LA CEPA
RB51

Derivacion

Brucella abortus 2308 en cuya superfi-
cie bacteriana falta la cadena O de poli-
sacaridos ( residuos de perosamina). La
cepa RB51 fue derivada naturalmente por
pasajes en serie en medio que contenia
rifampicina y por seleccion de colonias
que poseian morfologia rugosa.'

El Dr. Schurig del Virginia Polytechnic
Institute, quien desarroll6 la cepa RBS1,
suministrd en 1990 un cultivo de la cepa
RB51 al National Animal Disease Cen-
ter para su estudio ulterior. Este cultivo
fue transferido una vez y el nuevo culti-
vo fue designado como Semilla Maestra
( Master Seed) RB51/ARS-1. A partir de
esta cepa maestra, se produjeron varios
pasajes para ser usados en el estudio con
bovinos.

Caracterizacion

El caracter rugoso de cepa RBSI se
basa en la morfologia, tincién con cristal
violeta, aglutinacion esponténea en so-

lucidn salina, y aglutinacién en solucion
de acriflavina.

La falta o muy baja expresion de la cade-
na O se demuestra por SDS-PAGE y
tincién por plata, y por analisis en blot
Western con anticuerpos monoclonales
de la cadena-O.' Los analisis sobre sul-
fato dodecil sédico- electroforesis en gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE), seguidos
de tincion por azul Coomassie dan per-
files similares a la Brucella abortus cepa
19 y cepa 2308 lo cual sugiere que los
componentes proteinicos de la cepa
RBS51 no han sufrido cambios diferen-
ciales. La cepa RB51 expresa las protei-
nas mayor y menor de la membrana ex-
terna como previamente han sido infor-
mados para otras cepas de Brucella abor-
tus. La tinciéon de Gram de las prepara-
ciones de RB51 muestra formas bacila-
res o cocobacilares las cuales son ligera-
mente menores que las de las cepa 19y
cepa 45/20. La cepa RBS51 es urea posi-
tiva, utiliza oxidativamente la glucosa,
crece en presencia de eritritol, y no re-
quiere CO? o sangre para su crecimien-
to.! La cepa RB51 al igual que la cepa
2308 ( pero diferente a la cepa 19) crece
en medio que contiene azul tionina
(1:500.000) o penicilina ( S5U/ml).

Resistencia antibiotica

La cepa RB51 es sensible a los antibidti-
cos usados en el tratamiento de la brucelo-
sis humana (tetraciclina, oxitetraciclina,
estreptomicina, y doxiciclina) y a laamika-
cina, ampicilina, cloramfenicol, carbenici-
lina, eritromicina, gentamicina, kanamici-
na, tobramicina, y trimetoprim-sulfame-
tazol. La cepa RB51 es resistente a la ri-
fampicina (esta resistencia la diferencia de
otros aislamientos de Brucella) y a peni-
cilina, cloxacilina, meticilina y oxacilina. La
cepa RB51 no transporta el gene de resis-
tencia a la estreptomicina el cual se pre-
senta y expresa por ingenieria genética de
mutantes de Brucella Tn5.

Genes bacterianos

El genoma de la cepa RB51 tiene dife-
rencias menores que el genoma de la cepa
madre B. abortus 2308 cuando se exami-
na por las técnicas corrientes. >°. La cepa
RBS51 contiene un gene funcional eri para
el metabolismo del eritritol, el cual falta
en la Cepa 19. El cultivo de laboratorio
pasaje 70a de la cepa RB51 no difirié de
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la Semilla Maestra cuando fue examina-
do por las técnicas genéticas corrientes.
La técnica en campo pulsado de gel la
electroforesis de restriccion de fragmen-
tos gendmicos derivados- endonucleasa
revela que la cepa RB51 se asemeja estre-
chamente con otras cepas de Brucella.’

Estabilidad en Vacunos

La cepa RB51 es genéticamente estable
en vacunos; no revierte a la virulencia o a
la forma lisa después del desarrollo en
bovinos por lo menos durante 12 sema-
nas. * También se ha demostrado que la
cepa RB51 es estable in vitro después de
> 100 pasajes en cultivo celular e in vivo
luego de pasajes seriados en ratones.'

Viabilidad durante la Liofilizacion
y Almacenamiento

El proceso de liofilizacién de las sus-
pensiones de cepa RB51 causa aproxi-
madamente una pérdida de 4% de bacte-
rias vivas. Auln después del almacena-
miento a temperaturas de =25 6 4 C por
hasta un afio, la cepa RB51 liofilizada
retiene una excelente viabilidad (>95%
y 75%, respectivamente).’

Dosis de la Vacuna

Las dosis subcutdneas de cepa RB51
usadas para la vacunaci6n son: terneras,
10 a 34 mil millones de bacterias vivas;
adultos/hembras prefadas, 1.0 mil mi-
llones de bacterias vivas. Las dosis com-
parables de cepa 19 son: terneras de 4
meses a un afio, 3 a 10 mil millones; va-
cunos adultos, 0,3 a 1.0 mil millones de
bacterias vivas.3

La dosis estandar de cepa 19 era origi-
nalmente de 10 mil millones de células
vivas/ml ( 50 mil millones/ dosis) en la
prueba inicial y no menos de 5 mil mi-
llones/ml ( 25 mil millones/dosis) a la
fecha de expiracion. Posteriormente se
establecié una dosis reducida de cepa 19
en 3 a 10 mil millones de células vivas
con edad limite para su aplicacién de 4 a
12 meses de edad. La dosis reducida esta
basada en datos sobre estudios con una
dosis protectora minima de 90 millones
a 4.5 mil millones de Unidades Forma-
doras de Colonias ( UFC) para terneras
de 3-6 meses de edad, y 100 millones a

90 mil millones para terneras de 4a6
meses de edad.”

Se estima que 2:100,000 terneras vacu-
nadas retienen la cepa 19 hasta la edad
adulta.” En 23 vacas adultas examinadas
los tejidos en los cuales la cepa 19 fue
retenida fueron: Gtero/placenta 10, leche/
ubre 6, y contenido estomago fetal 2 con
aislamiento de rifidn, capsula articular,
ganglio linfatico preescapular®

Los tejidos de los cuales se recuperaron
otros dos aislamientos de cepa 19 no
fueron especificados.

En vacunos ha sido determinada la bio-
seguridad de la cepa RB51. Los experi-
mentos fueron hechos en terneros para
determinar la bioseguridad de varias do-
sis ( 1 millén a 60 mil millones de UFC
SQ) y en vacas prefiadas para determi-
nar su abortigenicidad. (Cuadro 1).

VACUNACION DE TERNERAS

Efecto clinico

La cepa RB51 es segura en todas las
edades. No se presenta enfermedad cli-
nica y no hay evidencias de efectos
patoldgicos en tejidos cuando se ad-
ministraron subcutaneamente dosis
elevadas de RB51 a terneros de 3y 6
meses de edad. La vacuna de cepa
RB51 persiste por un periodo suficien-
te para desarrollar inmunidad y es lue-
go eliminada de los tejidos del hués-
ped sin riesgos de persistencia hasta
la edad adulta. *

En la necropsia de terneros vacunados
con cepa RB51 no fueron observadas
lesiones patoldgicas. De acuerdo a in-
formacion de la Colorado Serum Com-
pany, la vacuna cepa RB51 induce

aproximadamente | reaccion adversa por
millén de dosis vendidas.

Persistencia

Experimentos de bioseguridad hechos
con terneras Polled Hereford de 10 me-
ses de edad demostraron que la replica-
cion de cepa RB51 en los ganglios linfa-
ticos que drenaban los lugares subcuta-
neos de vacunacion fueron aproximada-
mente similares que para la cepa 19, luego
de una semana de la vacunaciéon pero
declinaron mas rapidamente. La mayoria
de los bovinos elimind las dosificaciones
de 10 mil millones de UFC de la cepa
RB51 antes de las 12 semanas postvacu-
nacion. (Cuadro 2).

Lesiones Tisulares

El examen microscépico de terneros in-
fectados con la cepa RB51 demostr6 que
no se presentaron lesiones en el cerebro,
tracto genital, y en otras visceras. Los
ganglios linfaticos que drenan los sitios
de vacunacion no mostraron evidencias
de destruccion linfoide. Artritis, una se-
cuela que puede presentarse en la vacu-
nacion con cepa 19, no fue observada en
terneros vacunados con RBS51. Lesiones
histolégicas no fueron encontradas en ce-
rebro, higado, bazo, ganglios linféticos (12),
pulmones, corazén, ttero, testiculos.

Diseminacion de ternero a ternero

La cepa RB51 no se transmite de terneros
vacunados a terneros no vacunados. Ter-
neras no vacunadas estabuladas con terne-
ras vacunadas no desarrollaron evidencias
bacteriolégicas o serolégicas de infeccién
con cepa RB51.

Cuadro 1. Criterios de Bioseguridad para Vacuna viva de Brucella.

1. No se presentan signos clinicos de la enfermedad luego de la vacunacién.

2. La bacteria persiste en los ganglios linfaticos por >6 semanas pero <12 semanas.
3. La bacteria no persiste en la circulacién sanguinea més all4 de 3 dias.

4. La bacteria no se presenta en las secreciones nasales, saliva, u orina.

5. Los anticuerpos séricos aparecen a los 14 dias después de la infeccién

6. La inmunosupresién no causa recrudescencia.

7. No hay deplecién linfoide en ganglios que drenan el punto de vacunacion.

8. No hay cambios tisulares degenerativos o inflamatorios.

9. Las bacterias recuperadas después de 12 seman
Son geneticamente idénticas a la cepa de la vacuna

as de desarrollo en el huésped
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Cuadro 2. Numero de Brucella abortus vivas en ganglio linfatico preescapular que
drena los sitios de vacunacion ( promedio de 6 biopsias ).

Semanas después de la vacunacién
1 2 4 6 10 12
RB51 4,355 1,185 82 29 1 0
CEPA 19 3,748 21,806 1,205 43 2 0
Inmunosupresién VACIJNACI(’)N DE BOVINOS
ADULTOS

La supresion quimica de la inmunidad
en terneros vacunados no causé recru-
descencia de la cepa RB51. La adminis-
tracion de dexametasona en terneros 12
semanas después de la vacunacion, no
indujo crecimiento de RB51, ni cambios
en la respuesta seroldgica, u otras evi-
dencias de recrudescencia de la cepa de
vacuna.?

Una dosis reducida de la cepa RB51 es
eficaz en vacas adultas. '° Las vacas vacu-
nadas con una dosis unica de 3x 10 ° o 1x
10 ? UFC, o doble vacunacion con 1x10°
UFC previo al servicio fueron protegidas
contra el aborto o contra el desafio de
infeccion intraconjuntival con 1x10” UFC
de la cepa virulenta 2308 (Cuadro 3). '°

Cepa RB51 en vacas prefadas

La cepa RBS51 caus6 1 aborto en 820
vacas prefadas las cuales fueron vacu-
nadas en condiciones de campo con | mil
millones de UFC. A fin de examinar el
efecto abortigeno de la vacunacién usan-
do dosis y rutas de administracion in-
apropiadas, se administraron dosis de 10
mil millones de UFC de RBS1 por via
intravenosa a 10 vaquillonas prefiadas a
los seis meses de gestacion.!' Las vaqui-
llonas fueron sacrificadas y fue efectua-
da la necropsia 6 semanas después de la
inoculacion (n=5) y en el parto normal
(n=5). La mayoria de las vaquillonas se
infectd con la cepa RB51 y desarrollé pla-
centitis, pero solamente una vaquillona
pari6 un ternero prematuro ( Cuadro 4).

Brucella abortus cepa RB51 fue cultiva-
da de tejidos de vacas y fetos 8 semanas

Cuadro 3. Vaquillonas Hereford (18 meses de edad) fueron vacunadas con B. abortus cepa
RB51 inmediatamente después del servicio y desafiadas intraconjuntivalmente en
la mitad de la gestacion con B. abortus cepa 2308.

Dosificacion N Nimero de Nimero de Cepa 2308 recuperada de
Prefiadas abortos tejidos
Materno Fetal
3x10? UFC dosis tnica 6 B 0/4 0/4 0/4
1x10° UFC dosis unica 7 7 0/7 0/7 0/7
1x 10° UFC doble dosis 6 4 0/4 0/4 0/4
No vacunadas 6 6 4/6 6/6 4/6

Cuadro 4. Vacas prefiadas (16 de 27 meses de edad) fueron inoculadas intravenosamente con 10 mil millones UFC
de B. abortus cepa RB51 a los 180 dias de prefiez.

n= Tiempo en semanas Nimero de placentas | Nimero con Nimero de
del examen después infectadas placentitis abortos o terneros
del desafio prematuros
5 8 semanas 4/5 4/5 0
*
5 en el parto 4/5 4/5 1
. ternero prematuro débil
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después de la inoculacion y en el mo-
mento del parto luego de la inoculacién a
los 180 dias de la gestacion. '' Muestras
de utero materno, placenta, higado, bazo,
y ganglios linfaticos supramamarios es-
taban infectados con la cepa RB51 en
ambos tiempos de la toma de muestras.
(Cuadro 5). De manera similar, muestras
de higado, bazo, pulmoén, ganglios linfa-
ticos bronquicos, e hisopos de recto fue-
ron positivos para la cepa RB51 en am-
bos tiempos de la toma de las muestras.
Muestras alantoideas fueron positivas 2/
5 a las 8 semanas, pero todas las mues-
tras alantoideas y amnidticas fueron ne-
gativas en las muestras recolectadas al
momento del parto.

En un segundo estudio se investigo los
efectos de la administracién subcuténea
de Imil millones de UFC de la cepa RB51
0 3x10% de cepa 19 en la mitad de la
gestacion de hembras bovinas. '>  Las
vacas vacunadas con cepa 19 o con cepa
RBS51 no abortaron ni tuvieron nacimien-
tos prematuros.( Cuadro 6). Los tejidos
maternos y fetales recolectados en la
necropsia fueron negativos en los culti-

vos para la deteccion de Brucella spp. y
no presentaron lesiones histologicas de
brucelosis.

OTRAS ESPECIESANIMALES

En la mayoria de las especies evalua-
das, la cepa RB51 se mostré atenuada
y la eliminacién de la bacteria fue més
rapida comparada con otras cepas de
vacunas de B. abortus. Una excepcidn
es el bifalo americano ( “bison™) en el
cual la cepa RB51 persistio un tiempo
similar a la cepa 19" En estudios de
inocuidad en ratones campestres, cuer-
vos, venados, ardillas terrestres, la
cepa RB51 fue eliminada de los teji-
dos esplénicos y hepaticos del vena-
do, ratén y cuervo alas 12 semanasy
no se observaron efectos nocivos de
morbilidad o mortalidad. En la ardilla
terrestre la administracion oral de cepa
RB51 no indujo enfermedad clinica o
mortalidad, aun cuando la cepa de va-
cuna fue recuperada del bazo de 4 de 7
ardillas terrestres 12 semanas después
de la infeccion oral. "

EFICACIADE LA VACUNACION
EXPERIMENTAL DE VACUNOS
CON CEPARB 51

Efecto de la Via de Vacunacion

En el vacuno la inyeccion subcutanea es
la Gnica via recomendada para el uso de
la vacuna RB51. Segun se ha demostra-
do, las terneras vacunadas subcutidnea-
mente con RB51 quedan protegidas con-
tra la infeccion y el aborto. La dosis de la
cepa virulenta de desafio B. abortus 2308
(107 in 100ul ) fue administrada en el
saco conjuntival (50ul/ojo).° La vacu-
nacién de vacunos con cepa 19 por via
conjuntival o intrapalpebral fue casi tan
efectiva como la vacunacion subcutdnea
pero no tan practica. La vacunacién oral
con cepa 19 ha tenido éxito; mientras que
los estudios de administracion de la
RB51 por via oral estén siendo efectua-
dos. Estos experimentos de vacunacion
oral en vaquillonas con cepa 19 han de-
mostrado proteccion contra el aborto:
0/20 vaquillonas prefiadas vacunadas
oralmente y luego desafiadas con la cepa

Cuadro 5. Cultivos bacterianos de tejidos de vacas y fetos después de la administracién intravenosa de 10 mil

millones de UFC de B.abortus cepa RB51 a los 180 dias de la prefiez.

Animal Tejidos Necropsia
8 semanas Parto/nacimiento
(n=5)
Vacas Placenta 4/5 4/5
Ganglios mamarios 2/5 0/5
Leche 0/5 1/5
Hisopos vaginales 0/4 1/5
Fetos Pulmones 4/5 2/5
Contenido del cuajo 2/5 1/4
Sangre 0/5 2/5

Cuadro 6. Vacas prefiadas ( 20 meses de edad ) fueron inoculadas subcutdneamente con 1 mil millones de UFC de B. abortus
cepa RB51 o con 3x10% de UFC de B. abortus cepa 19 a los 180 dias de la preilez.

n= Vacuna Niimero de placentas Nimero de placentitis Nimero de abortos
infectadas 0 terneros
prematuros
5 Cepa RB51 0/5 0/5 0
5 | Cepal9 0/5 0/5 0
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2308 virulenta en la mitad de la gesta-
cion, no sufrieron aborto; mientras que
10/19 vaquillonas prenadas controles abor-
taron (14 dieron cultivo positivo ). '

Los sistemas balisticos de aplicacion de
la vacuna RB51 liofilizada estan sien-
do evaluados en el bufalo americano y
en el alce.

Efecto de la dosis de vacunacion

Dosis altas de cepa RB51 dan respues-
tas inmunes detectables mas elevadas
que las dosis mas bajas. A fin de exami-
nar el efecto de la dosis sobre la protec-
cion, grupos de terneras Polled Hereford
fueron vacunadas por via subcutanea a
los 7 meses con una dosis alta (32 mil
millones de UFC ) o con dosis bajas (16
mil millones de UFC) de la vacuna RB51.
Las terneras fueron desafiadas con la cepa
virulenta 2308 a los 6 meses de prefiez y
fueron examinadas para detectar eviden-
cias de infeccion y aborto. Los datos
sugieren proteccion similar de la vacuna

RB51 alas dosisde 16 y 32 mil millones
de UFC. (Cuadro 7). '¢

Efecto de la Edad de Vacunacion

A fin de determinar el efecto de la edad
de vacunacion, se utilizaron hembras
Polled Hereford las cuales fueron vacu-
nadas con 10 mil millones de UFC de la
vacuna RB51 a las edadesde 3,5,6,7, y
10 meses de edad, se cubrieron a los 16-
18 meses de edad , y fueron desafiadas
con la cepa virulenta de B. abortus a los
6 meses de gestacion. *'"'® Las terneras
vacunadas a los 10 meses de edad pre-
sentaron los mas altos porcentajes de
proteccion. ( Cuadros 8 y 9). Aun cuan-
do la vacunaciénalos S, 6,7 o 10 meses
de edad tendi6 a dar proteccion equiva-
lente, hubo una tendencia a inducir me-
nor proteccion en las edades mas jove-
nes ( 3 meses ). Las hembras que recibie-
ron la vacuna cepa 19 (n=22) estaban
protegidas contra la infeccion en 95%
mientras que las hembras no vacunadas

controles (las cuales recibieron solucién
salina; n=47) tuvieron una alta inciden-
cia de infeccion y aborto.

CEPARB51 EN OTRAS ESPECIES

Un estudio de la eficacia de la vacuna
RB51 (4x10 " UFC administradas sub-
cutdneams de la vacunacion, los carne-
ros fueron desafiados con 3x10° UFC de
B. ovis virulenta y fueron examinados 8§
semanas mas tarde. Tanto los controles
como los vacunados con la RB51 fueron
infectados en el 100%; mientras que se
infecto el 68% de los carneros vacuna-
dos con la vacuna Rev-1 (Cepa Rev-1 de
Brucella melitensis).

PRUEBAS EN VACUNOS EN
CAMPO

Pruebas en campo llevadas a cabo por
APHIS/ USDA (Drs. Mike Gilsdorf,
Donald Evans) comenzaron en 1994 en
Kansas y involucraron la vacunacion de
vacas adultas en un rodeo (rebafio) no

Cuadro 7. Eficacia de la Vacuna RB51 administrada a dos dosis diferentes.

Terneras Polled Hereford fueron vacunadas subcutaneamente con 16 o 32 mil millones de bacterias
vivas , fueron servidas a los 16 - 18 meses de edad, y desafiadas con la cepa virulenta Brucella
abortus 2308 a los 6 meses de gestacion. '

Edad de vacunacién Vacuna n= Brucella
(dosis) Aborto
7 meses RB51- alta 6 0
7 meses RB51- baja 6 0
20 meses RB51- baja 3 0
7 meses sol. salina 6 2

Cuadro 8. Eficacia de la Cepa RB51 usada en cinco edades diferentes de vacunacion

Edad de vacunacién

Proteccién contra la infeccién
% protegidas ( infectadas/desafiadas )

RB51 CEPA 19 CONTROLES
10 meses de edad 95% (1/20) 100% (0/6) 45% (6/11)
7 meses de edad 83% (4/23) 80% (1/5) 36% (7/11)
5-6 meses de edad 69% (8/26) 100% (0/4) 50% (7/14)
3 meses de edad 61% (7/18) 100% (0/4) 27% (8/11)
Todas las edades 78% (20/87) 95% (1/19) 40% (28/47)
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Cuadro 9. Proteccion contra el aborto conferido por la vacuna RB51 y la cepa 19 en diferentes edades de vacunacion.

Edad de Vacunacién Protecciéon contra el aborto
% protegido ( abortadas/desafiadas)
RB51 CEPA 19 CONTROLES
10 meses de edad 100% (0/20) 100% (0/6) 45% (6/11)
7 meses de edad 100% (0/23) 100% (0/6) 64% (4/11)
5-6 meses de edad 92% (12/26) 100% (0/4) 64% (5/14)
3 meses de edad 87% (2/15) 100% (0/4) 55% (5/11)
Todas las edades 95% (4/84) 100% (0/19 58% (20/47)

infectado y en tres rodeos (rebafios) in-
fectados (Cuadro 10). Las vacas recibie-
ron vacuna liofilizada preparada en el
National Animal Disease Center a una
dosis de 1 mil millones de CFU de B.
abortus cepa RB51 ( cepa ARS-1).

Los rodeos (rebafios) 1, 2, y 4 estaban
cuarentenados en el momento de la va-
cunacion debido a la identificacion de bo-
vinos infectados con B. abortus. Los ro-
deos (rebafios) 1 & 2 han sido despobla-
dos. SD= Sin datos.

Como parte del proceso de obtencion de
la licencia ( permiso, autorizacién), Co-
lorado Serum Company efectu6 pruebas
de campo en las cuales fueron adminis-
tradas dosis de 1 mil millones de UFC de
RB51 a més de 1500 bovinos adultos,
de ellos més de 800, se confirmo, esta-
ban prefiados. Luego del examen bacte-
riolégico, seroldgico e histélogico de las
muestras obtenidas después del aborto,
lacepa RB 51 fue incriminada como cau-
sante de un aborto y se diagnosticaron

otros 6 abortos que no fueron causados
por la vacunacion con la cepa RB51. El
papel potencial de la cepa RB51 en dos
abortos adicionales ocurridos en estos
estudios se desconoce ya que no fueron
obtenidas muestras para el analisis de
laboratorio. Los efectos de la dosifica-
cion de la cepa RB51 en vacas preiadas
es desconocido. Sin embargo, la cepa
RB51 fue recuperada de tejidos fetales
luego de distocia presentada en una va-

. quillona la cual fue vacunada con la do-

sis de ternera (1-3.4 x 10" UFC) en la
mitad de la gestacion 2

DETECCION DE VACUNOS
INFECTADOS EN
LABORATORIO Y EN CAMPO

Pruebas Serolégicas Estandar para
Brucelosis

Los sueros de bovinos vacunados con
cepa RB51 no contienen anticuerpos que
reaccionen en las pruebas diagndsticas

Cuadro 10. Pruebas de campo con B. abortus cepa RB51.

corrientes para brucelosis. En los vacu-
nos, no son inducidos los anticuerpos de
la cadena O los cuales reaccionan en las
pruebas seroldgicas que usan lipopoli-
sacaridos como antigenos (pruebas es-
tandar en tubo, prueba de la tarjeta, riva-
nol, PCFIA) * Los vacunos adultos no
sufren seroconversion detectable en las
pruebas de vigilancia. La vacunacién con
la cepa RB51 en bovinos adultos que ha-
bian recibido la vacunacion con cepa 19
cuando eran terneras, no indujo respues-
tas seroldgicas en las pruebas convencio-
nales de vigilancia. 2 El fracaso de la cepa
RBS51 para producir anticuerpos de la ca-
dena O también se ha demostrado en otras
especies (caprino, conejo, raton). !

Vacunos vacunados con cepa RBS1 e
infectados con la cepa virulenta 2308
desarrollan anticuerpos los cuales reac-
cionan en las pruebas seroldgicas estan-
dar. Los vacunos vacunados con cepa
RB51, luego de desafiados con la cepa
virulenta 2308 muestran respuestas po-

Rodeo ( rebaiio) n Fecha de vacunacion Estatus
No. nacimientos  Cultivos
Positivos
1 25 12-3-94 13 2
2 99 12-22-94 >35 SD
3 57 3-20- 95 >18 0/22
4 15 7-27-95 SD

Los rodeos (rebafios) 1, 2, y 4 estaban cuarentenados en el momento de la vacunacion d

abortus. Los rodeos (rebaiios) 1 & 2 han sido despoblados. SD= Sin datos,

ebido a la identificacion de bovinos infectados con B.
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sitivas en la prueba estandar de tubo,
pero a diferencia de las respuestas de los
vacunos no vacunados e infectados, los
titulos serolégicos disminuyen progre-
sivamente.

Pruebas serolégicas parala cepa
RB51

Las evidencias serologicas de la vacuna-
cion con cepa RB51 se hacen con la prue-
ba del “dot blot” la cual detecta la res-
puesta de anticuerpos contra las protei-
nas bacterianas gamma- irradiadas de la
RBS51. % Los titulos de anticuerpos son
significativamente mas altos en los va-
cunos a los cuales se ha dado una dosis
de 30 mil millones de CFU de la cepa
RBS51, comparados con los titulos de los
vacunados con una dosis de 15 mil mi-
llones. Los vacunos vacunados con Cepa
RBS51 producen anticuerpos contra, por
lo menos, la membrana proteica externa
( superficiales) 4 o 5 de B. abortus. Es-
tas proteinas han sido aisladas para usar-
las en el desarrollo de una prueba diag-
néstica mas especifica. **

Prueba Cutanea

La prueba cutdnea de sensibilidad espe-
cifica por medio de inyeccion intradér-
mica de brucelina no distingue entre va-
cunos infectados con cepa 19 y aquellos
infectados con una cepa de B. abortus
virulenta de campo, ya que ambos gru-
pos reaccionan dando pruebas cutaneas
positivas. Los vacunos vacunados con
RBS51 noreaccionan a la inyeccion intra-
dérmica de brucelina estandar. 2

Inmunidad celular mediada

Los vacunos vacunados con RB51 mues-
tran in vitro evidencias de inmunidad
mediada por células. Los linfocitos ais-
lados de ganglios linfaticos de vacunos
vacunados con RB51 responden de ma-
nera similar a aquellos procedentes de
vacunos que recibieron cepa 19. %

Identificacion Bacteriologica

Los métodos presentes para el cultivo
de la cepa RB51 incluyen el plaqueado
en placas de agar triptosa conteniendo
5% de suero bovino. Usualmente, el de-
sarrollo se presenta a los 4 -5 dias de
incubacién. El subcultivo es seguido por

la verificacion de las caracteristicas con-
sistentes, morfoldgicas y bioquimicas
de la cepa RB51. Se ha desarrollado un
medio selectivo que facilita el aislamiento
e identificacion de la cepa RBS1 y per-
mite su diferenciacion de las cepas de B.
abortus experimentales y las cepas de
campo. %

Un prueba rapida ( abortus, melitensis,
ovis, suis: “ AMOS” PCR TEST), basa-
da en la tecnologia de la cadena polime-
rasa, puede ser usada para la identifica-
cion diagnodstica especifica de la cepa
RBS1. La prueba “AMOS” distingue la
cepa RB51 de otras cepas virulentas de
B. abortus aisladas en el campo, en 8
horas, mientras que las técnicas bacte-
rioldgicas estandares requieren varios
dias para diferenciarlas. La prueba
“AMOS” no permite diferenciar la cepa
RB51 de su cepa madre 2308. El anélisis
genético ha demostrado una segunda re-
disposicion genética, la cual diferencia
la cepa RB51 de la cepa 2308. Esta re-
disposicion es estable y ha sido mante-
nida en todos los aislamientos de la RB5 1
probados hasta el presente, y podria ser
usado para desarrollar una prueba dife-
rencial-?

CEPARB51 EN ELBUFALO
AMERICANO YENELALCE

La infeccién con B. abortus del bufalo
americano y el alce en el Yellowstone
National Park es una fuente potencial de
infeccion del vacuno y de la persistencia
de la brucelosis en Estados Unidos. Los
estudios en el bufalo americano indican
que la cepa RB51 puede ser un efectivo
agente inmunizante. Los bufalos ameri-
canos vacunados subcutdneamente con
RBS51, tienen un pico menor de nimero
de bacterias en los tejidos de los ganglios
linfaticos, mas bajo titulo de anticuer-
pos, y eliminan las bacterias mas lenta-
mente que los vacunos '>?72* La cepa
RB51 se localiza predominantemente en
los tejidos de los ganglios linfaticos de
los buifalos y no parece causar lesiones
histolégicas adversas. 2

En los bifalos americanos la vacunacién
de terneros con la cepa RB51 no disemi-
na la infeccion a terneros virgenes esta-
bulados con ellos o alojados en el mismo
ambiente. >’ En los bufalos ha sido de-

mostrada la respuesta celular mediada a
antigenos de B. abortus iniciandose a las
12 semanas y las respuesta son simila-
res a las que se observan en los vacunos
vacunados. ¥ Las bufalas vacunadas con
RBS51 en la edad joven ( terneras) que-
daron protegidas contra la infeccion y
aborto, cuando fueron desafiadas en la
mitad de la gestacion con la cepa viru-
lenta 2308. *

La vacunacion con RB51 en la edad adul-

ta de bufalas prefiadas, la cepa RB51
indujo aborto (2/8) y placentitis cuando
se aplicé a la dosis de 10° UFC, dosifi-
cacion que ha demostrada ser segura en
bovinos. ** Los datos sugieren que la
buafala vacunada en el segundo trimestre
de la gestacion es probable que aborte.

INFECCION HUMANA

Han ocurrido infecciones accidentales de
humanos con B. abortus cepa RB51, si
bien, no hay conocimiento de signos cli-
nicos adversos que hayan sido informa-
dos al Center for Disease Control en
Atlanta, GA. Sin embargo, la patogeni-
cidad de la cepa RB51 para los humanos
estd aun pendiente de determinacion .

COMERCIALIZACION

No existe patente para la B. abortus
cepa RB51. Los cientificos e institu-
ciones que desarrollaron (Dr. Schurig,
Virginia Polytechnic Institute) y pro-
baron (National Animal Disease Cen-
ter, ARS) la cepa RB51 han publicado
sus datos, y esto impide la adquisi-
cion y registro de patente.

El potencial del uso de la vacuna RB5 1
en Estados Unidos ha sido estimado
en 10 millones de dosis anuales duran-
te 10 afos.

Actualmente la cepa RB51 se recono-
ce como vacuna oficial en 49 estados
con, por lo menos, 20 estados que no
autorizan el uso de la vacuna cepa 19.
( Alaska no autoriza la vacunacién de
los vacunos contra la brucelosis).

Se anticipa que APHIS recomendara
suspender el uso de la cepa 19, o al-
ternativamente, reducir severamente
su uso, una vez que la vacuna comer-
cial de cepa RB51 obtenga aprobacién
oficial completa.
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El117.08.2002, fallecia en Montevideo como consecuencia de
una lesion de origen cerebral, el Dr. Carlos Carlevaro nacido en
Florida el 19.09.1919. En esa -su cuidad- habia realizado sus
estudios de primaria y secundaria, en esta tltima con exonera-
cion de examenes debido a su excelente escolaridad.

En 1939 ingres6 a la Facultad de Veterinaria, egresando en 1944
sin haber perdido un solo de los 28 examenes rendidos.

En 1946, Conaprole le habia asignado la responsabilidad de
dirigir un trabajo de inseminacion para tamberos de la cuenca
lechera para el que habia adquirido en Estados Unidos un ex-
cepcional toro de la raza Holando. En 1947 ingresé a la Direc-
cion de Ganaderia, ocupando un cargo de control de ectopara-
sitosis en los departamentos de Treinta y Tres y Lavalleja. En
1949 es trasladado a Montevideo para ocupar diferentes car-
gos en frigorificos de la capital, jubilandose en 1994 con el
cargo de Director del Departamento de Contralor de Embar-
ques.

Simultdneamente, habia ingresado a la docencia en 1948, jubi-
landose en 1994, cuando ejercia el cargo de Profesor titular
grado cinco de la Catedra de Obstetricia y Jefe del Instituto de
Produccién Animal.

Sumamente habilidoso, habia construido un cepo de retencién
para extraer semen a gallos y también electroeyaculador muy
prictico y econémico para ser utilizado tanto en vacunos como
carneros.

Homenaje al Dr. Carlos Carlevaro

Probablemente haya sido el primero en el pais en practicar
inseminacion artificial en aves.

El Dr. Carlevaro usufructtio varias becas entre las que son de
sefialar la ofrecida por la Fundacion Rockefeller y Universidad
de la Republica en 1955, para especializarse en Reproduccién
en Illinois durante 14 meses y en 1963, durante ocho meses en
el Instituto Spallanzani de Miléan para actualizacién de conoci-
mientos en reproduccion e inseminacion artificial, otorgada por
Italia y la Facultad de Veterinaria.

Carlevaro, fue socio de la Sociedad de Medicina de Veterinaria
y la Asociacion Uruguaya de Escritores, habiendo tenido im-
portante y decisiva contribucion en la fundacion de la Acade-
mia Nacional de Veterinaria.

Carlos fue nuestro compaiiero de estudio en la Facultad, tam-
bién de viajes tanto a la Exposicion Internacional de Palermo,
como a las numerosas incursiones que por el interior nos orga-
nizara siempre nuestro compaifiero Oscar Latorre y en esos
dias de convivencia, confirmé siempre -més alla de su caracter
reservado- su cordialidad, su don de gente y el sentido de la
amistad, actitudes que mantuvo siempre como profesional y
Profesor.

Le sobrevive la Sra. Dora Garcia Baptista con quien se habia
unido en 1955.

Dr. Anibal Duréin del Campo
Académico de nimero
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REVISTA DE LA SOCIEDAD DE MEDICINA VETERINARIA DEL URUGUAY

Veterinaria es la revista oficial de la So-
ciedad de Medicina Veterinaria del Uru-
guay destinada a publicar articulos en idio-
ma espafiol 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, Conse-
jo Editor de la revista Veterinaria, Cerro
Largo 1895, CP11200, Montevideo, con
un original y dos copias y en diskette
(3.5").

La etiqueta del diskette debera contener el
apellido del primer autor, las primeras pa-
labras del articulo y el nombre del proce-
sador de texto utilizado. El texto sera ar-
chivado en documento Word y no debera
exceder de 20 paginas en formato carta
(21,6 x 27,9 cm), escrito en una sola cari-
Ila, con margen de 2,5 cm a cada lado y
deberd estar escrito con caracteres de 12
puntos, con interlineado doble. Los cua-
dros y figuras deben ir al final del manus-
crito (cada una en hoja aparte). Las figu-
ras deben estar fuera del manuscrito he-
chas en Excell o Power Point. Las foto-
grafias o impresiones seran en blanco y
negro, en un maximo de 5 que seran adjun-
tadas al original, con leyenda en hoja apar-
te y numeradas al dorso indicando el borde
superior derecho. Las fotografias o ilus-
traciones en color podran ser publicadas
pero a costo de los autores, no se acepta-
ran 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-
sumenes 0 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 serdn evaluados por
el Consejo Editor pudiendo darle los desti-
nos siguientes: aceptarlos, devolverlos a
los autores para su adecuacion o rechazar-
los. El Consejo Editor los clasificara en:
1. Trabajo cientifico (articulo original,
revision) y 2. Trabajo de divulgacion
(préactica veterinaria, diagnostico, tecno-
l6gico, conferencia). Los autores tendran
derecho a 3 revistas.

Los trabajos aceptados para publicacién
pasan a ser propiedad intelectual de la
SMVU quedando los derechos de publica-
cioén del trabajo a su cargo. Las reproduc-
ciones parciales o totales sdlo pueden rea-
lizarse con la autorizacion escrita del edi-
tor.

1. Trabajos cientificos

Es una publicaciéon que aporta y amplia el
conocimiento o la comprensién de un pro-
blema determinado y que describe resulta-
dos originales que contiene suficiente in-
formacién como para que otro investiga-
dor pueda: evaluar las observaciones, re-
petir los experimentos y comprobar las
conclusiones. Un articulo original requie-
re rigor cientifico, expresado con logica,
claridad y precision, con una extension en
funcién de los resultados y respaldado por
citas bibliograficas imprescindibles. Exis-
tird un arbitraje de estos trabajos que se-
ran evaluados por miembros de un Comité
de Arbitros de la revista Veterinaria.

2. Trabajos de divulgacion

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
clasificard segun su contenido en: practi-
cas veterinarias, diagndsticos, tecnoldgi-
cos, conferencias, educacion, u otro seglin
corresponda. También podran ser publica-
das Cartas al Editor de intercambio profe-
sional.

Normas de redaccion para Articulos
Originales
Contendran los siguientes elementos:

Titulo: Serd lo mas breve posible y conci-
so, reflejando exactamente lo que el tra-
bajo contiene. Escrito en mindsculas.

Nombre de Autores: apellido, inicial del
nombre ' ; otro/s nombres

Vidal, L.'; Gémez, J.?
direccion:(en pie de pagina): ejemplo: ' De-
partamento de Bovinos, Facultad de Cien-
cias Veterinarias, Suipacha 698, Buenos Ai-
res, Argentina, tel.: (497)3002511, e-mail:
vidal@facvet.com; ? Facultad de Veteri-
naria.

ejemplo:

Se detallara solamente la direccidn postal
completa del autor responsable o corres-
pondiente, para los demds autores sola-
mente el nombre de la institucion.

RESUMEN

Dara una idea clara y precisa del conteni-
do, serd una version en miniatura del arti-
culo, conteniendo: objetivos, materiales
y métodos, resultados, conclusion. No debe
excederse de 200 palabras. Escrito en es-
pafiol en tiempo presente y en un sélo
parrafo luego del encabezado del titulo y
los autores.

El resumen con texto en inglés se denomi-
nard: Summary.

Palabras clave

El autor propondra las palabras clave que
representen al contenido del texto para
una clasificacion y busqueda bibliogréfica.
Se permitiran hasta 5 (cinco) palabras.
Las mismas palabras en idioma inglés (Key
words) serdn agregadas para complemen-
tar el Summary.

INTRODUCCION

Los autores deben suministrar anteceden-
tes suficientes sobre el tema para que el lec-
tor no deba recurrir a otras publicaciones
anteriores y para que comprenda la impor-
tancia o trascendencia de la investigacion
que se comunica. Deben referirse al contex-
to en general (en el mundo, etc.) y en parti-
cular (en el pais), eligiendo las informacio-
nes mas recientes y mas relevantes.

Se deben dar los fundamentos cientificos
del estudio y definir claramente cual es el
propdsito de escribir el articulo, precisan-
do en el ultimo parrafo los objetivos del
trabajo. Escrito en tiempo presente.

MATERIALES Y METODOS

Los autores deben dar suficientes detalles
para que un investigador competente pue-
da repetir los experimentos y definir el
disefio experimental.

Describir claramente los animales utiliza-
dos, su niimero, especie, género, raza, edad.
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Describir claramente la marca, modelo y
origen (ciudad y pais del fabricante) de los
equipos utilizados. Los reactivos, drogas o
medicamentos deben describirse por su
nombre genérico o quimico o por marcas
comerciales patentadas (que se sefialaran al
pie de pagina).

Los métodos y procedimientos deben ser
detallados y bibliograficamente referencia-
dos. Deben precisarse con claridad, tiem-
pos, temperaturas, etc. Los métodos de
los andlisis estadisticos deben sefialarse y
citarse bibliograficamente.

RESULTADOS

La descripcion de los resultados obtenidos
debe presentarse con claridad. Primeramen-
te hacer un “pantallazo general” de los
resultados experimentales y luego pueden
describirse en cuadros (tablas) o figuras
(graficos, dibujos, fotografias) los datos
de los experimentos. No deben presentar-
se datos repetitivos o demasiado extensos
y detallistas.

Deben usarse medidas del sistema métrico
decimal dentro de lo posible u otras medi-
das convencionales. Los anélisis estadisti-
cos de datos deben sefialar su significacion.

Debe redactarse en tiempo pasado

DISCUSION

Deben mostrarse las relaciones entre los
hechos observados, con las hip6tesis del
propio experimento y/o con las teorias,
resultados o conclusiones de otros autores

Formule las conclusiones en forma clara.
Deben aplicarse las referencias bibliogra-
ficas al experimento y no abundar en de-
talles no estudiados.

Deben exponerse la significacion de los
resultados y evitar las repeticiones.

Escrito en tiempo pasado en tercera perso-
na del singular o plural segiin correspornda.

CONCLUSIONES

Se deben dar interpretaciones que sean jus-
tificadas por los datos.

Se deben resumir y globalizar las conclu-
siones parciales que se obtuvieren de dife-
rentes resultados del trabajo. No deben
darse conclusiones demasiado generales.

Debe haber una coherencia entre los obje-
tivos, los resultados y las conclusiones, pu-
diendo sugerirse recomendaciones.

Agradecimientos

Deberd constar el nombre de las personas
y la institucién a la que pertenecen ha-
ciendo mencion al motivo del agradeci-
miento. Debe ser escrito en forma conci-

sa y hacer referencia a materiales o equi-
pos y al apoyo financiero.

Referencias Bibliograficas

En el texto: Al final de cada cita bibliogra-
fica se colocara: el niimero correspondiente
al autor con punto. Si existieran varias
citas en el mismo parrafo se citara de la
siguiente manera (ej.): (8, 10, 12-14, 22).
Si es necesario mencionar un autor en el
texto, se escribira el apellido del ler. autor
entre paréntesis; si los autores fueran dos se
colocaran los apellidos de ambos y entre
medio el simbolo &. En todos los casos de-
bera citarse ademas el nimero correspon-
diente a la referencia bibliografica.

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, numerando las obras ci-
tadas y consultadas en el texto. 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 auto-
res deben separarse entre si por un punto
y coma (;). A continuacion, se colocaré el
afio de la publicacidon entre paréntesis.
Ejemplo: Gonzalez, R.; Lopez, A. (1989).
Mis de una referencia del mismo autor se
ordenard en orden cronoldgico decreciente.

Después del afio se escribira el titulo del ar-
ticulo terminado en punto. Las revistas cien-
tificas seran citadas segin las abreviaturas
convencionales, ej.: Am.J.Vet.Res. o el nom-
bre completo de la revista, seguido por el
volumen, el nimero entre paréntesis, segui-
do por los niimeros de paginas precedidos
por dos puntos, ejemplos: 12:44-48. § tam-
bién: 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
Autores (Afio) Titulo, n® de edicion (salvo
la Ira.), Lugar de edicion, Editorial, Canti-
dad de paginas del libro. Ejemplo: Rosem-
berger, G. (1983) Enfermedades de los bovi-
nos. 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 guién. Ejemplo:
Dirksen, G. (1983) Enfermedades del apa-
rato digestivo. En: Rosemberger, G. En-
fermedades de los bovinos. 2a. ed. Berlin,
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.

En la cita de comunicaciones personales:
se cita el Nombre (apellido, inicial del
nombre) (Afio), se hace una llamada y se
cita al pie de pagina con el texto: Comu-
nicaciéon personal. No citar en las refe-
rencias bibliograficas.

Cuadros

Los cuadros deben tener un n® de identifi-
cacion correlativo que figurara 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 . Variacion de la temperatura en
funcion del tiempo., Ejemplo de pie de
cuadro: T = temperatura, t = tiempo (en
minutos). Si el cuadro no es original, citar
la fuente (Autor y afio) en pie de pagina.

Figuras y Grificos

Las figuras o graficos deben tener un n° de
identificacion correlativo que corresponda
con el texto y contener un texto de defini-
cion del contenido en la parte inferior, con
leyendas y definicion de los simbolos utili-
zados. Si la figura o grafico no es original,
citar la fuente (Autor y afio) en pie de pégi-
na.

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 redaccién para
Revisiones

Es un trabajo cientifico con el objetivo de
efectuar una revision o recapitulacion ac-
tualizada de los conocimientos presentando
una evaluacion critica de la literatura publi-
cada seglin la perspectiva del autor. Este tipo
de trabajo permite una mayor discrecionali-
dad en la presentacion de la organizacion
pero debe mantener rigor cientifico. Debe-
ran describirse los objetivos y el alcance que
se pretende lograr. La cita de bibliografia sera
la misma que la de los articulos originales.
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