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EL FONDO DE PROMOCIÓN DE TECNOLOGÍA

AGROPECUARIA

El Fondo de Promoción de Tecnología Agropecuaria (FPTA) fue instituido por el artículo

18° de la ley 16.065 (ley de creación del INIA), con el destino de financiar proyectos

especíales de investigación tecnológica relativos al sector agropecuario del Uruguay, no

previstos en los planes del Instituto.

El FPTA se integra con la afectación preceptiva del 10% de los recursos del INIA

provenientes del financiamiento básico (adicional del 4o/oo del Impuesto a la Enajenación
de Bienes Agropecuarios y contrapartida del Estado), con aportes voluntarios que efectúen

los productores u otras instituciones, y con los fondos provenientes de financiamiento

externo con tal fin.

EL FPTA es un instrumento para financiar la ejecución de proyectos de investigación en

forma conjunta entre INIA y otras organizaciones nacionales o internacionales, y una

herramienta para coordinar las políticas tecnológicas nacionales para el agro.

Los proyectos seleccionados para ser financiados por el FPTA pueden surgir de

propuestas presentadas por:

a) los productores agropecuarios, beneficiarios finales de la investigación, o por sus

instituciones.

b) por instituciones nacionales o internacionales ejecutoras de la investigación, de

acuerdo a temas definidos por sí o en acuerdo con INIA.

c) por consultoras privadas, organizaciones no gubernamentales o cualquier otro organis
mo con capacidad para ejecutar la investigación propuesta.

En todos los casos, la Junta Directiva del INIA decide la aplicación de recursos del FPTA

para financiar proyectos, de acuerdo a su potencial contribución al desarrollo del sector

agropecuario nacional y del acervo científico y tecnológico relativo a la investigación

agropecuaria.

El INIA a través de su Junta Directiva y de sus técnicos especializados en las diferentes

áreas de investigación, asesora y facilita la presentación de proyectos a los potenciales

interesados. Las políticas y procedimientos para la presentación de proyectos son fijados

periódicamente y hechos públicos a través de una amplia gama de medios de comunica

ción.

El FPTA es un instrumento para profundizar las vinculaciones tecnológicas con institu

ciones públicas y privadas, a los efectos de llevar a cabo proyectos conjuntos. De esta

manera, se busca potenciar el uso de capacidades técnicas y de infraestructura instalada,
lo que resulta en un mejor aprovechamiento de los recursos nacionales para resolver

problemas tecnológicos del sector agropecuario.

El Fondo de Promoción de Tecnología Agropecuaria contribuye de esta manera a la

consolidación de un sistema integrado de investigación agropecuaria para el Uruguay.

A través del Fondo de Promoción de Tecnología Agropecuaria (FPTA), INIA ha financiado

numerosos proyectos de investigación agropecuaria a distintas instituciones nacionales

e internacionales. Muchos de estos proyectos han producido resultados que se integran
a las recomendaciones tecnológicas que realiza la institución por sus medios habituales.

En esta serie de publicaciones, se han seleccionado los proyectos cuyos resultados se

considera contribuyen al desarrollo del sector agropecuario nacional. Su relevancia, el

potencial impacto de sus conclusiones y recomendaciones, y su aporte al conocimiento

científico y tecnológico nacional e internacional, hacen necesaria la amplia difusión de

estos resultados, objetivo al cual se pretende contribuir con esta publicación.
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EVALUACIÓN DE UN

PROGRAMA DE

CONTROL DE

NEMATODOS

GASTROINTESTINALES

EN OVINOS

MEDIDAS PARA DILATAR

LA APARICIÓN DE

RESISTENCIA

ANTIHELMÍNTICA

FPTA 35

Período Ejecución: Ago., 1994-Abr, 1997

1. INTRODUCCIÓN

La Resistencia antihelmíntica (RA) es

un fenómeno común en poblaciones de

nemátodos gastrointestinales de ovinos,

y se caracteriza por tener una base

RESUMEN

Se presentan los resultados obtenidos en la aplicación del

Programa "Matalombriz", destinado al control de las especies de

nemátodos más prevalentes y patógenas del ovino en Uruguay. En su

implementación, se buscó reducir la presión con drogas de amplio/
mediano espectro, aún eficientes, como medida para dilatar la

selección de poblaciones resistentes a los antihehmlnticos (RA).

El Programa fue planificado sobre la base de un diagnóstico de

situación previo en cada establecimiento, así como también al

conocimiento epidemiológico local, una baja frecuencia de adminis

tración de drogas, una rotación lenta de antihelmínticos de amplio

espectro, su combinación con drogas de espectro reducido y medi

das puntuales de manejo.

Fue ejecutado (Plan Piloto) durante 26 meses, en tres estableci

mientos (Lat 32° Sur/Long 56° Oeste) del departamento de

Tacuarembó. Integró un total de 10.777 ovinos Corriedale de todas

las categorías, las cuales fueron monitoreadas mensualmente, para

determinar la evolución del parasitismo.

Se detecto RA en majadas de los tres establecimientos. El grupo

bencimidazole controló en un rango de 0-73%, según establecimien

to; el levamisole 73-100% y el avermectina un 100%. Para mantener

la rotación lenta de grupos químicos, en uno de los predios, se integró

la droga naftalofos (órgano-fosforado / mediano espectro) la cual

controló un 96%.

genética y estar directamente relaciona

da a las prácticas de manejo y la frecuen

cia de dosificaciones del establecimiento

agropecuario (4) (24) (25).

Su relevancia productiva y económi

ca, es una consecuencia del impacto que
los parásitos internos pueden producir en

un área en particular y de la prevalencia/
incidencia de las especies de nemátodos

patógenos involucradas (1 3). En Uruguay,
el país con la mayor dotación ovina de

América Latina, ambos factores han sido

suficientemente estudiados, lo que ha

posibilitado estimar su importancia rela

tiva y determinar la necesidad de utilizar

nuevas estrategias de control.

El clima templado de todo el territorio

nacional, permite que se desarrollen, entre

otros, especies de nemátodos patógenos
como el Haemonchus contortus,

Trichostrongilus colubriformis, Ostertagia
circumcincta yNematodirus spathiger^ 8)
(21). Su prevalencia a nivel nacional es

usualmente alta, aunque la incidencia en

el ámbito de predio, está condicionada a

las condiciones meteorológicas y al ma

nejo de las majadas que realice el pro
ductor (18).
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Durante el período experimental, se logró abatir las parasitosis
en todas las categorías ovinas. En los tres establecimientos, los

niveles promedios de parasitismo, nunca sobrepasaron los límites

de una infestación ligera. El control de H.contortus fue excelente, lo

que permitió mantener una frecuencia de cuatro dosis combinadas

por año, para controlar.

T. colubriformis, es el nemátodo con mayor prevalencia de RA en

Uruguay. Estos resultados son especialmente relevantes en uno de

los establecimientos, el cual contaba con antecedentes de diez

dosificaciones año y un solo grupo antihelmíntico de amplio espectro

eficaz. Se discute la aplicación del "Matalombriz" en forma conjunta

con la utilización de pasturas seguras, sus problemas operativos y

los peligros derivados de la variable humana (aptitud/actitud).

Dentro de este escenario epidemioló

gico, el impacto potencial de las parasi

tosis en categorías ovinas susceptibles,

es de 50% de mortalidad, 23.6% en el

peso vivo y 29.4 % sobre el peso del

vellón sucio (5). Si la majada es manteni

da en pastoreo continuo, no existe creci

miento compensatorio (peso vivo/tama

ño corporal) durante toda la vida del ani

mal, aunque el peso del vellón sucio, se

recompone lentamente hacia el final del

ciclo productivo (7).

Basados en los datos anteriormente

mencionados y en otras referencias in

ternacionales, técnicos del Secretariado

Uruguayo de la Lana (SUL) evaluaron

recientemente las pérdidas potenciales

anuales por parásitos gastrointestinales
en todo el stock ovino del Uruguay. Di

chas pérdidas han sido estimadas en

18.335.130 kilos de lana base sucia (23).

El productor evita llegar a este piso

productivo a través de la utilización de

antihelmínticos, los cuales han demos

trado ser herramientas relativamente eco

nómicas, de gran flexibilidad en su apli

cación y de resultados rápidamente apre

ciables. Lamentablemente, su utilización

indiscriminada, ha provocado, en el ám

bito regional y mundial, la aparición de

RA a los tres núcleos químicos de amplio

espectro, disponibles actualmente. (4)

(24) (26).

En Uruguay, un Proyecto realizado en

el ámbito regional (TCP/FAO/RLA 2364)

ha demostrado que el 92.5% de los esta

blecimientos agropecuarios uruguayos,

tienen poblaciones de nemátodos con

algún grado de RA (20).

Resulta claro, entonces, que la RA

involucra en Uruguay especies altamente

patógenas y prevalentes, capaces de pro

ducir importantes pérdidas productivas y

económicas. Esto inhabilita al productor

a utilizar parcial o totalmente su herra

mienta más práctica y eficaz.

Frente a esta situación, países alta

mente tecnificados en producción ovina

como Australia, Nueva Zelanda y Sudáfri-

ca, han investigado estrategias para lo

grar un control eficiente de nemátodos

con una mínima frecuencia en la adminis

tración de drogas (3).

Australia ha desarrollado diferentes

programas de control, adaptados a la

realidad epidemiológica de sus distintas

regiones climáticas. El más conocido de

estos programas es el denominado

"Wormkill", ejecutado por el CSIRO, Divi

sión de Salud Animal y el Departamento
de Agricultura y Protección de Pasturas

en Nueva Gales del Sur (9) (24).

En dicha región, se establecieron cua

tro momentos (agosto, noviembre, febre

ro y abril) para dosificar la majada. En

agosto y noviembre se aplicaron dosifica

ciones combinadas de antihelmínticos

de amplio espectro más closantel (CLT) a

toda la majada; en febrero se aplicó la

combinación a los corderos y solo CLT a

los adultos; en abril, CLT a los corderos.

Dicho concepto de control, cuenta

con antecedentes de utilización en el

ámbito experimental en Uruguay (Berdie,

J; comunicación personal, 1990).

Existe la posibilidad de utilizar la infor

mación parasitológica nacional generada
en los últimos años, para diseñar un

programa destinado al control de las pobla
ciones parasitarias, capaz de ser adaptado
a las condiciones de manejo locales.

2. OBJETIVOS

El objetivo general de este proyecto
es implementar un Programa de Control

de nemátodos gastrointestinales del ovi-
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no, tendiente a disminuir la presión de

selección antihelmíntica a favor de las

drogas de amplio espectro. Los objeti
vos específicos son:

- Planificar en los establecimientos

involucrados, una estrategia de con

trol (Plan Piloto) basada en un diag
nóstico de situación de la eficacia

antihelmíntica, la epidemiología
parasitológica local, una baja fre

cuencia de administración de dro

gas y medidas puntuales de mane

jo ("Matalombriz").

-

Ejecutar la estrategia de control en

establecimientos cooperadores pre
viamente capacitados, abarcando

dos estaciones climáticas de máxi

mo desarrollo de las especies

prevalentes de nemátodos.

- Evaluar a través de técnicas

parasitológicas, la evolución de la

eficacia antihelmíntica y la estrate

gia de control aplicada en el Plan

Piloto.

3. MATERIALES Y MÉTODOS

Se seleccionaron tres establecimien

tos (Lat. 32° Sur / Long. 56° Oeste) de la

9a sección policial del departamento de

Tacuarembó (Plan Piloto), los cuales de

bieron cumplir con los siguientes requisi
tos:

"manejar un mínimo de 2.000 ovinos

(todas las categorías).

"ciclo completo, en pastoreo continuo/

mixto con bovinos.

"manejar los ovinos preferentemente en

pasturas nativas.

"encontrarse dentro de un radio no ma

yor a los 50 km, a efectos de facilitar

los muéstreos y permitir el intercambio

de información (reuniones de avance)
entre productores.

En el cuadro 1 se resumen las princi

pales características de los estableci

mientos cooperadores que integraron el

"Plan Piloto".

CUADRO 1. Descripción general de los establecimientos integrantes del Programa "Matalombriz"

Establecimiento; San Luís El Ombü El Galpón

Propietario Sr. Germán Staehle Dr. Manuel Gago Dr. Mario Gago

Paraje "Cerro del Ombú" "Las Veras" "La Hilera"

Superficie (ha) 1.300 2.168 1.395

Suelo predominante Luvisoles/Brunosoles Brunosoles/litosoles Brunosoles/vertisoles

I. productividad 84-103 91 98

Total de ovinos 3.081 4.863 2.833

Ovinos/ha 2.4 2.2 2

Total bovinos 667 890 851

Relación O/B 4.6 5.4 3.3

Encarnerada Mzo/Abr 45d Mzo 20d Mzo/Abr 50d

Parición Ago/Set Ago Ago/Set

Destete Ene Ene Ene

Antecedentes de

utilización de

antihelmínticos

Grupos BZ/LVM. Pre

vio al proyecto (1994)
se administraron en

tre enero y junio 9

dosificaciones (5 BZ

+ 4 CLT)

Grupo BZ. Previo al proyecto (1994) se comienza
a utilizar grupo AVM por sospecha de falta de

eficacia del grupo BZ (sin constatación). Entre

enero y mayo se administraron 2 dosificaciones

de AVM y una de BZ.
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Grupo Levamisole (LVM) 7.5 mg/kg

Grupo Bencimidazole (BZ) febendazole (FBZ) 5 mg/kg

albendazole (ABZ) 3.8 mg/kg

Grupo Avermectina (AVM) ivermectina(IVM) 200 mcg/kg

Grupo Órgano-fosforado (OF) naftalofos (NTF) 50 mg/kg

Cada establecimiento se constituyó
en una "Unidad de Control de Parásitos",

con la aplicación de una estrategia co

mún ("Matalombriz") pero respetando los

antecedentes parasitológicos, las posi
bilidades de manejo y la aptitud-actitud
de cada unos de los propietarios.

Todas las categorías ovinas de cada

establecimiento fueron integradas al Pro

grama, el cual contó con un total de

10.777 ovinos. De acuerdo a la informa

ción epidemiológica nacional, que des

cribe el perfil
de presenta
ción de las

especies de

nemátodos,

se instaura

ron cuatro do

sificaciones

anuales que

combinaban

antihelmínti

cos de am

plio/mediano espectro, manteniendo el

uso de closantel (CLT) contra H. contoríus.

La estrategia comenzó a ser ejecuta
da al final de la época invernal, momento

en que las poblaciones de H. contoríus

(animal/refugio) se encuentran natural

mente deprimidas.

El intervalo entre dosificaciones com

binadas, fue definido en 90 días, buscan

do minimizar las poblaciones en refugio
de H. contoríus y disminuir la frecuencia

relativa de dosificaciones contra T

colubriformis.

Cuando fue posible, los establecimien

tos SAN LUIS y EL GALPÓN utilizaron

pasturas seguras para el destete de los

corderos.

3.1. Implementación de la

estrategia

Algunas reglas básicas debieron ser

respetadas en cada establecimiento del

"Plan Piloto":

*

Antes de comenzar el programa, los

corderos de un año de edad, fueron so

metidos a un "Lombritest" (nombre con el

que se conoce en Uruguay la técnica de

Reducción de Contaje de Huevos). Esto

se hizo para determinar qué grupo

antihelmíntico de amplio espectro man

tenía una eficacia mayor a 95%>. Dentro

del (los) grupos eficaces, el propietario
seleccionó la droga a utilizar, la cual

debía ser combinada con CLT.

*

Los antihelmínticos de amplio/me
diano espectro fueron aplicados oralmen

te, a las dosis registradas para cada

producto comercial:

El CLT fue administrado en formula

ción oral a la dosis de 10 mg/kg, a

efectos de asegurar una persistencia

mayor a 60 días contra H. contoríus. (8)

(10). La persistencia de la droga, suma

da al período prepatente del parásito, fue

utilizada para disminuir las tasas de con

taminación/infección entre dosificacio

nes.

*

Dichas dosificaciones se efectuaron

en un plazo máximo de 7 días en toda la

dotación ovina del establecimiento, a efec

tos de evitar la contaminación de anima

les/categorías no dosificados.

*

No ingresó ningún ovino al estableci

miento sin haber sido previamente
dosificado con un antihelmíntico de am

plio espectro eficaz.

*

Todas las dosificaciones fueron de

acuerdo al animal más pesado de la

categoría.
*

Se rotaron, con base anual, los

grupos de antihelmínticos de amplio/me
diano espectro que mantuvieron una bue

na eficacia.
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3.2. Toma de muestras y análisis

de Laboratorio

En dos de los establecimientos del

"Plan Piloto" se realizaron muéstreos

coprológicos individuales, en tres cate

gorías ovinas (corderos, borregos y ove

jas de cría). En el establecimiento SAN

LUIS se le sumó la categoría capones.

Una vez en el laboratorio, las mues

tras fueron procesadas individualmente

para determinar el número de huevos por

gramo en las materias fecales (hpg) a

través de la técnica de Mac Master. El

total de muestras procesadas fue:

3 (establecimientos) x 25 (animales

categoría) x 3 (categorías) x 26

(visitas/mes) = 5.850

A esto deben agregarse los muéstreos

de capones del establecimiento SAN

LUIS lo que suma un total de 6.500

muestras procesadas en el seguimiento
del programa "Matalombriz".

A efectos de determinar en el tiempo
las especies de nemátodos actuantes,

se realizó un "pool" de materias fecales

por categoría ovina, el cual fue procesado

por cultivo de larvas por la técnica de

Corticelli y Lai (7). El total de muestras

procesadas fue:

3 (establecimientos) x 3 (categorías)
x 26 (visitas mensuales) = 234

Incluidas las muestras de capones,

suma un total de 260 cultivos de larvas

para todo el seguimiento.

El diagnóstico de eficacia antihelmín

tica en las poblaciones parasitarias de

cada establecimiento, se realizó a través

de la técnica de Reducción de Contaje de

Huevos ("Lombritest") (1). Se procesaron
10 muestras coprológicas individuales para
el grupo control, así como para los tratados

con los grupos químicos de amplio espec

tro, BZ, LVM y AVM. El total fue:

10 (animales por grupo) x 4 (grupos) x

3 (establecimientos) = 120

Durante el siguiente año del "Plan Pilo

to", se repitió el "Lombritest" en el estable

cimiento SAN LUIS en el que se incluyó un

grupo de ovinos tratados con NTF.

3.3. Procesamiento de datos

Los datos del "Lombritest" fueron pro

cesados por el programa estadístico

RESO, a través del cual se compara la

reducción media de los contajes de hue

vos (efecto global y/o de la especie de

nematode) de los grupos de animales

tratados con el testigo (1).

Para lograr el objetivo del proyecto
todos los ovinos debieron integrarse a la

misma estrategia, por lo cual no fue

posible utilizar grupos testigos. Los cri

terios utilizados para los distintos nive

les de infestación por categoría, fueron

los descriptos por Hansen y Perry (13).

3.4. Reuniones técnicas con

productores

Previo al inicio del Plan Piloto, se

realizó una reunión técnica con los pro

pietarios y el personal técnico del INIA,

para discutir en forma conjunta los alcan

ces del programa y el nivel de dificultad

para la realización de los muéstreos en

cada establecimiento. Fueron realizadas

dos reuniones de avance y una de pre

sentación de los resultados finales.

4. RESULTADOS

4.1. Diagnóstico de situación

El cuadro 2 muestra los resultados

del "Lombritest" expresados en porcen

tajes de control (% C) obtenidos para
cada establecimiento del Plan Piloto,

previo a la iniciación del programa.
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Cuadro 2. Porcentaje de Control (todas las especies) para drogas de Amplio

Espectro.

SAN LUIS

"ELOMBU':

EL GALPÓN

Grupo Antihelmíntico (% C)

¡lencimidazole

66

73

Levamisole

73

99

100

Ilvermectina

100

100

100

Para los tres establecimientos los gru

pos de corderos controles del "Lombritest"

detectaron la presencia de los géneros

Trichostrongylus sp (rango=26-89%) y

Haemonchus sp (rango=1-38%), además

de la presencia esporádica de Ostetagia

sp; Coopería spp y Oesophagostomum

spp. La disminución de la eficacia del

grupo antihelmíntico BZ, se presentó fun

damentalmente en Trichostrongylus sp

(SAN LUIS 31%; EL OMBÚ 87% y EL

GALPÓN 0%) y en mucho menor grado

para Haemonchus spp (90%, 100% y

100% respectivamente). Sobre la base

de este diagnóstico inicial, el estableci

miento SAN LUIS comienza a utilizar por

un año, la combinación AVM+CLT y los

establecimientos EL OMBÚ y EL GAL

PÓN la combinación LVM+CLT.

Durante el segundo año, el perfil de

eficacia de las drogas de amplio espectro
en el "Lombritest" se mantuvo en porcen

tajes similares de control; en el estable

cimiento SAN LUIS se detectó un 96% de

control para la droga NTF.

4.2. Evolución del parasitismo

La figura 1 muestra la evolución gene

ral del parasitismo (todas las especies)
en las cuatro categorías ovinas estudia

das en el establecimiento SAN LUIS (cor

deros, borregos, capones y ovejas de

cría). Dicha figura marca, en el primer

año, la utilización del grupo de amplio

espectro (AVM) y en el segundo año, su

rotación con la droga de mediano espec
tro (NTF). Incluye, asimismo, una dosifi

cación con BZ (setiembre 1994) adminis

trada antes de disponer los datos del

"Lombritest"

Los datos obtenidos en

cada categoría ovina,

muestran que durante los

27 meses de seguimien

to, raramente se registra
ron más de 300 hpg (infec
ción ligera). No obstante,

se registraron promedios
máximos de 740 hpg en la

categoría corderos (cua
dro 3) (noviembre 1994);
712 hpg en la categoría

borregos Qulio 1 996); 1 1 80

hpg en capones (marzo 1996) y 927 hpg
en ovejas de cría (marzo 1996). Durante

el periodo experimental, el único registro

promedio que sobrepasó los límites de

una infestación ligera (300-800 hpg) fue el

correspondiente a la categoría capones.

La figura 2 muestra para la categoría
más susceptible del establecimiento SAN

LUIS, la evolución del parasitismo en

relación a las dos especies de nemátodos

más prevalentes. Durante el período se

tiembre 1994 setiembre 1996 la postura

correspondiente a Haemonchus sp nun

ca sobrepasó los 200 hpg (marzo de

1996) Durante el mismo período,

Trichostrongylus sp mantuvo contajes
relativos por debajo de 200 hpg (infesta
ción ligera) con un pico en julio de 1996

de 600 hpg.

La figura 3 muestra la evolución gene

ral del parasitismo (todas las especies)
en las tres categorías ovinas estudiadas

del establecimiento "EL OMBÜ" (corde
ros, borregos y ovejas de cría). Dicha

figura, marca la rotación entre los dos

grupos antihelmínticos de amplio espec
tro eficaces (LVM + AVM) determinados

por el "Lombritest". Los resultados obte

nidos en cada categoría ovina muestran

que durante los 26 meses de seguimien
to, los valores promedio de hpg se man

tuvieron dentro de los límites de una

infección ligera y solo ocasionalmente

superaron los 300 hpg.

El cuadro 4 muestra los valores máxi

mos promedios en la eliminación de hue

vos de nemátodos, que presentaron la

categoría corderos (576 hpg / enero 1 995)
la categoría borregos (523 hpg/enero1 996)
y las ovejas de cría (180 hpg).
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Cuadro 3. Composición de valores promedios máximos de hpg en todas las categorías ovinas

del establecimiento SAN LUIS. Período setiembre 1994-noviembre 96.

Categoría
ovina

Fecha de

muestreo

Valor Medio Rango de valores

individuales

% de valores

mayores a la media

Principal

nemátodo

Corderos 11/94 790 <100-2700 32 Trích.

Borregos 07/96 712 <1 00-2400 28 Trích.

Capones 03/96 1180 <100-2800 32 Haem.

O.Cría 03/96 927 <100-4100 36 Haem.

Corderos

Borregos

Capones

Ovejas

DOSIFICACIONES

n FBZ+LVM+CLT

IVMEC+CLT

NAFTALOFOS

Figura 1. Evolución del parasitismo en distintas categorías del establecimiento "San Luis"

(período octubre 1994-noviembre 1996).

m IV V VI Vil VIII IX X XI XII XIII XIV XV XVI XVII XVIII XIX XX XXI XXII XXII XXIV XXV XXVI

'

1994 '
1995 1 1996

— H.P.G. □ TRICHO HAEMON

Figura 2. Evaluación del parasitismo por especie de nematodes en categoría borregos.
Establecimiento "San Luis" (período setiembre 1994-noviembre 1996).
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h.p.g.

Corderos

Borregos

Ovejas

DOSIFICACIONES

v¿L, LVM+CLT

IVMEC+CLT

Figura 3. Evolución del parasitismo en distintas categorías del establecimiento "El Ombú" (período octubre

1994-noviembre 1996).

La figura 4 muestra para la catego
ría más susceptible del establecimiento

EL OMBÚ, la evolución del parasitismo
en relación a las dos especies de

nemátodos más prevalentes. Durante el

período setiembre 1994 setiembre 1996

la postura correspondiente a Haemonchus

sp nunca sobrepasó los 300 hpg, excep
to por un pico en julio de 1 996. Durante el

mismo período, Trichostrongylus spp

mantuvo contajes relativos por debajo de

200 hpg con un único pico en enero de

1996 de 480 hpg.

La figura 5 muestra la evolución gene

ral del parasitismo (todas las especies)

en las tres categorías ovinas muestrea-

das del establecimiento EL GALPÓN

(corderos, borregos y ovejas de cría).

Dicha figura, marca la rotación entre los

dos grupos antihelmínticos eficaces (LVM
+ AVM) determinados por el "Lombritest".

Los resultados obtenidos en cada catego

ría ovina, muestran que durante los 26

meses de seguimiento, los valores prome
dio de hpg se mantuvieron dentro de los

límites de una infección ligera y solo en dos

oportunidades superaron los 200 hpg.

El cuadro 5 muestra los valores máxi

mos promedios en los contajes, que de

sarrolló la categoría corderos (592 hpg/
abril 1995) la categoría borregos

(284 hpg/mayo1996) y el correspondien
te a ovejas de cría (172 hpg).

La figura 6 muestra para la categoría
más susceptible del establecimiento EL

GALPÓN, la evolución del parasitismo
en relación a las dos especies de

nemátodos más prevalentes. Durante el

período setiembre 1994 setiembre 1996

la postura promedio correspondiente a

Haemonchus spp nunca sobrepasó los

30 hpg (marzo de 1996). Durante el mis

mo período, Trichostrongilus spp mantuvo

contajes relativos por debajo de 100 hpg.

Cuadro 4. Composición de valores promedios máximos de hpg en todas las categorías ovinas del establecimiento

EL OMBÚ. Período setiembre 1994- noviembre 96.

Categoría principal
ovina y rtemátodo

Fecha de

muestra

Valor

medio

Rango de valores

individuales

% de valores

superiores a

la media

Corderos Haemonchus sp 01/95 576 < 100 -1600 24%

Borregos Trichostrongylus sp 01/96 523 < 100 -2600 24%

Oveja de cría Trichostrongylus sp 01/96 180 < 100 1700 24%
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I II III IV V VI Vil VIII IX X XI XII XIII XIV XV XVI XVII XVI II XIX XX XXI XXII XXIII XXIV XXV XXVI

1994
. .

1996
1995

H.P.G. □ TRICHO HAEMON

Figura 4. Evaluación del parasitismo por especie de nematodes en categoría borregos.
Establecimiento "El Ombú" (período setiembre 1994-noviembre 1996).

h.p.g.

Corderos

Borregos

Ovejas

DOSIFICACIONES

«¿TL, LVM+CLT

IVMEC+CLT

Figura 5. Evolución del parasitismo en distintas categorías del establecimiento "El Galpón"

(período octubre 1994-noviembre 1996).

Cuadro 5. Composición de valores promedios máximos de hpg en todas las categorías ovinas del establecimiento

EL GALPÓN. Período setiembre 1994- noviembre 96.

Categoría principal
ovina y nemátodo

Fecha de

muestra

Valor

medio

Rango de valores

individuales

% de valores

superiores a

la media

Corderos Haemonchus sp 04/95 592 < 100 -2400 24%

Borregos Haemonchus sp 05/96 284 < 100 -2600 20%

Oveja de cría Haemonchus sp 03/96 172 < 100 - 800 32%
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l II III V V VI Vil VIII IX X XI XII XIII XIV XV XVI XVII XVIII XIX XX XXI XXII XXIII XXIV XXV XXVI

1994 1 : 1995 11 1996

H.P.G. □ TRICHO SK HAEMON

Figura 6. Evaluación del parasitismo por especie de nematodes en categoría borregos.

Establecimiento "El Galpón" (período setiembre 1994-noviembre 1996).

5. DISCUSIÓN

El desarrollo de RA y su alta prevalen
cia en la mayoría de los países ovejeros

del mundo, exige un importante cambio

de mentalidad del productor agropecuario

y su asesor profesional, en cuanto al

enfoque sobre cuáles deben ser las me

didas de control aplicadas a nivel de

establecimiento agropecuario.

La RA no permite la universalización

de la eficacia en grupos químicos de

antihelmínticos que, hace veinte años,

eran efectivos en todo el territorio nacio

nal y que ahora pueden serlo en un

establecimiento y fallar en el lindero.

Una prueba de ello, son los resultados

obtenidos a través del Proyecto Regional

TCP / FAO 2364, el cual demuestra no

sólo una gran dispersión territorial del

problema de RA, sino también una ac

ción diferencial de los distintos grupos

químicos. Dicho estudio estableció que

el 86% de las majadas presentaban po

blaciones de nemátodos con algún grado

de RA al grupo BZ, el 71% con RA al

grupo LVM y el 1,2% con RA al grupo

AVM. La prevalencia fue similar en el

norte argentino y aún más critica en el

sur de Brasil y Paraguay (12) (10) (15).

Las poblaciones de parásitos

involucradas en la RA corresponden a los

de máxima incidencia (H. contornas, T.

colubriformis, O. circumcincta). En sis

temas reales de producción, estos géne

ros/especies de nemátodos son contro

lados globalmente con drogas de amplio

espectro. Sin embargo, existen diferen

cias biológicas entre las especies pará

sitas, que influyen en la actitud del pro

ductor cuando decide realizar

dosificaciones con antihelmínticos de am

plio espectro.

Un ejemplo claro es H. contoríus,

nemátodo capaz de provocar una

sintomatología clínica fácilmente apre-

ciable por el productor (anemia, muertes,
visualización directa en abomasum) y

que además tiene gran capacidad de

postura (5000-1 5000 huevos/hembra/día).
Esto le permite, frente a condiciones

climáticas favorables, aumentar rápida y

peligrosamente sus poblaciones en refu

gio sobre las pasturas. En otras pala

bras, es casi el único nemátodo que

"ataca y mata cualquier categoría ovina"

y al cual el productor teme y refiere,

cuando busca el hallazgo de "lombrices",

ya sea en un animal de consumo o en uno

muerto con sintomatología clínica.

El potencial biótico diferencial de H.

contoríus frente a T. colubriformis y O.

circumcincta (100-200 huevos/hembra/

día) ha hecho que el productor tienda a

abandonar estrategias basadas en una
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baja frecuencia de dosificaciones con

drogas de amplio espectro, por trata

mientos casi mensuales. Dicho manejo,
ha provocado una selección genética in

necesaria, no sólo sobre H. contoríus,

sino sobre otras especies de nemátodos

que parasítan simultáneamente al ovino

y que poseen mucho menor capacidad

para contaminar el refugio e infectar la

majada.

Frente a esta situación epidemiológi

ca, el nemátodo de más difícil control es

T. colubriformis ya que una vez estable

cida la RA a los grupos químicos de

amplío espectro, las drogas de espectro
reducido son incapaces de controlarlo.

Dicha situación ha ocurrido por lo menos

en Australia y en Uruguay, donde T.

colubriformis es el nemátodo con mayor

prevalencia de RA en los grupos BZ y

LVM. (25) (20).

De acuerdo a la epidemiología parasi
taria de cada zona, una de las posibles

opciones de control debería estar dirigida
a preservar la susceptibilidad de T.

colubriformis a los antihelmínticos de

amplio espectro, a través de una drástica

disminución de su frecuencia de aplica
ción. Asimismo, debería proporcionar el

máximo control para H. contoríus (dro

gas de acción específica y manejo) ya

que debido a su alta patogenicidad y

potencial biótico, es el nemátodo que

más preocupa al productor y es el eje a

través del cual establece la frecuencia de

dosificaciones anuales. Esta ha sido,

precisamente, la base conceptual de la

aplicación del Programa "Matalombriz"

ejecutado en el "Plan Piloto".

El éxito de la aplicación de una estra

tegia de control, depende de su desem

peño en sistemas reales de producción,

evitando que las poblaciones parásitas

aumenten desmesuradamente en todas

las categorías ovinas (9).

En este caso, la evolución general del

parasitismo (todas las especies) en los

tres establecimientos del Plan Piloto nun

ca sobrepasó los límites de una infección

ligera. Raramente se superaron valores de

300 hpg en el establecimiento SAN LUIS y

EL OMBÚ y 200 hpg en el establecimiento

EL GALPÓN (figuras 1, 3 y 5).

Del análisis de los picos de elimina

ción de huevos registrados durante los

26 meses de seguimiento (Cuadros 3, 4

y 5) surge que los máximos promedios

registrados en los tres establecimientos,

estuvieron compuestos por un escaso

número de contajes individuales (rango

20-36%) considerados como medianos o

altos. Este es un fenómeno común a nivel

de campo, cuando se trata un gran núme

ro de animales y en donde en forma

independiente a la buena eficacia de la

droga, existen individuos que mantienen

y aportan la mayor contaminación a la

pastura (18). A pesar de los cuidados

tomados en los tres establecimientos,

existen momentos (ejecución de otras

tareas, cambio de personal, falta de un

control efectivo del propietario) en donde

el factor humano (actitud/aptitud) se

transforma en una importante variable en

el resultado de cualquier estrategia de

control. La utilización de medias aritmé

ticas y no geométricas en la expresión
de los resultados, permitió al Plan Piloto

visualizar con mayor claridad los picos
de infección de la majada y discutir con

los propietarios las posibles causas del

aumento puntual de la eliminación de

huevos.

Cuando se considera el aporte del

programa en el control de las dos espe

cies parasitarias más prevalentes, se

observa que en los tres establecimien

tos, el efecto logrado sobre H. contoríus

fue excelente (figuras 2, 4 y 6). Por

momentos, esta especie casi desapare
ció de los cultivos de larvas, fenómeno

coincidente con lo ocurrido en estableci

mientos de Nueva Gales del Sur, Austra

lia, donde luego de varios años de aplica
ción del programa, prácticamente ha des

aparecido (Waller, P., comunicación per

sonal 1996). En este sentido, cabe recor

dar que el clima de esa región australiana

es bastante más seco (400-800 mm de

precipitación anual) hecho que fue tenido

en cuenta al planificar la estrategia para

Uruguay (2).

A pesar de la gran eficacia y buena

persistencia de CLT contra H. contoríus,
es necesario considerar que su inclusión

no está exenta de riesgos.
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Uno de ellos es su persistencia en

tejidos animales, por lo que es necesario

mantener el período de espera estableci

do (28 días) en la extracción de animales

destinados a faena y/o consumo del es

tablecimiento. Un programa planificable
como el "Matalombriz", permite escalo

nar la dosificación del consumo.

Otro riesgo a considerar es el desarro

llo de RA ya que su lenta eliminación

desde las proteínas plasmáticas, puede
ser un factor predisponente al desarrollo

de RA, principalmente en la última etapa
de eliminación de la droga (9). El fenóme

no ha sido descripto en Uruguay y en la

mayoría de piases con importante pro

ducción ovina (Nari, A; Lorenzelli, E;

Macchi, I; datos no publicados, 1994).
No obstante esto, en Australia, país don

de se han aplicado programas con la

utilización de CLT por más de 12 años

(solo en Nueva Gales del Sur con 10

millones de ovinos), se ha observado que
la prevalencia de RA a CLT no ha sido

relevante a pesar del desafío impuesto a

la droga (Waller, P; comunicación perso

nal, 1995). Nuevamente, un programa

planificable como el "Matalombriz", tiene

algunas ventajas sobre la actual utiliza

ción indiscriminada de la droga, en don

de no se presta atención a la relación

nivel de dosis vs. período interdosificación.

El control de H. contoríus, ha permiti
do organizar con menos urgencias el

control de Trichostrongilus spp con un

máximo de cuatro dosificaciones anua

les con antihelmínticos de amplio espec
tro (EL GALPÓN, utilizó tres en el segun

do año). Se ha logrado en consecuencia,
reducir la presión de selección de los

grupos de amplio espectro, ya que el

CLT no tiene eficacia sobre este género
de nemátodo.

Un análisis global de los resultados

obtenidos, permite determinar que en los

tres establecimientos se logró abatir las

parasitosis internas en todas las catego
rías ovinas. Esto ha sido especialmente

importante en el establecimiento SAN

LUIS, el cual contaba con un solo grupo

químico de amplio espectro efectivo y

antecedentes de diez dosificaciones

anuales. Por esta razón, se utilizó en

rotación anual la droga NTF, un antihel

míntico de mediano espectro del grupo

químico órgano-fosforado, que a la dosis

de 50 mg/kg, cuenta con buena eficacia

contra el género Trichostrongilus spp

(14).

El proceso dinámico de diagnostico-
acción-evaluación-adecuación (estratifi
cación epidemiológica) debe ser mante

nido, por lo menos cónceptualmente, a

nivel de establecimiento, a efectos de

realizar adecuaciones que no perjudi

quen globalmente al programa. Se debe

tender a reducir las dosificaciones de

CLT e incluso las de mediano/amplio

espectro, luego que el programa se

estabilice y lo considere la evaluación

profesional. Esto se ha hecho en Nueva

Gales del Sur, Australia, donde se ha

intentado reducir las aplicaciones de

ambos tipos de drogas.

La utilización de "Pasturas Seguras"

para el destete de los corderos, ha de

mostrado ser otra medida eficaz para

extender en el tiempo las dosificaciones

con antihelmínticos de amplío espectro,

y disminuir la presión química en catego
rías altamente susceptibles (6) (16) (17)

(22). Debería ser, por tanto, el comple
mento idóneo para utilizarlo en progra

mas como el "Matalombriz".

A pesar de la comprensión de su

importancia por parte de los propietarios
de los tres establecimientos del "Plan

Piloto", esta medida de manejo, sólo

pudo ser utilizada en forma parcial en los

establecimientos SAN LUIS y EL GAL

PÓN. Los inconvenientes prácticos en

contrados para su aplicación fueron la

no-disponibilidad de potreros de acuerdo
a otras prioridades del establecimiento,

problemas de alambrados y de calidad

de pasturas, que puedan soportar duran

te tres meses una categoría con alta

selectividad en el consumo de forraje.

Aunque no se logró una utilización

adecuada de las "Pasturas Seguras" para
los corderos, existe un hecho que de

muestra la baja infestación de las pastu

ras, a nivel de establecimiento. De acuer

do al protocolo de trabajo propuesto, se

debía realizar un segundo "Lombritest"

antes de decidir la rotación anual de

grupos químicos. Luego que los corderos

experimentales fueron individualizados y
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mantenidos sin dosificar, existieron pro

blemas para lograr que incrementaran el

grado de parasitismo. En los estableci

mientos EL OMBÚ y EL GALPÓN la

prueba debió ser postergada, debido a la

muy baja carga parasitaria.

6. CONCLUSIONES

Es posible implementar y ejecutar en

nuestro país programas de control de

nemátodos gastrointestinales tendentes

a disminuir la frecuencia de tratamientos

con antihelmínticos de amplio espectro,

preservándolos, al menos, para las dos

especies de nemátodos más prevalentes.

A pesar de las ventajas del programa

(práctico, programable en el tiempo, flexi

ble frente a distintas estructuras de ma

jada y relaciones ovino/bovino) no debe

ser considerado como la "última palabra"
en el control de las parasitosis

gastrointestinales.

El productor puede verse tentado a

utilizarlo bajo cualquier circunstancia, ya

que el esquema de trabajo se parece

mucho a una "receta" (cuatro dosis com

binadas por majada por año, pasturas

seguras, etc.) fácilmente programable en

un "almanaque" de estancia. Como se ha

visto, no es tan sencillo lograr que el

productor y especialmente el personal

involucrado, participen cónceptualmente
del "cómo", "cuándo" y sobre todo el

"porqué" de las acciones, existiendo el

peligro que frente a la desaparición del

problema parasitario, se hagan modifica

ciones capaces de hacer fracasar el pro

grama en el largo plazo.

Este es un camino común con otras

acciones sanitarias organizadas a nivel

masivo (por ejemplo campañas sanita

rias) para lo cual es necesario contar

primero con un profesional capacitado,

que realice un buen diagnóstico de situa

ción a nivel de establecimiento; además,

se necesita implantar medidas de control

específicas (no necesariamente el

"Matalombriz"), monitorearlas en el tiem

po y hacer las adecuaciones necesarias.

Esto es especialmente válido en paí

ses en vías de desarrollo como Uruguay,

donde es cada vez más importante que

se priorice el conocimiento adecuado

sobre el recurso abundante.
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1. INTRODUCCIÓN

1.1 Características generales de

la Enfermedad

La Leucosis Bovina Enzoótica (LBE)
es una enfermedad contagiosa del gana

do bovino que se manifiesta clínicamente

RESUMEN

La Leucosis Bovina Enzoótica (LBE) constituye una impor
tante enfermedad del ganado, que ha concentrado el interés

de muchos países en los últimos años. Su importancia econó

mica radica en las restricciones que ciertos mercados impo
nen al ganado en pie o material genético infectado, así como

en posibles pérdidas de productividad de los animales infec

tados.

Con la finalidad de estudiar este último aspecto se realizó

un estudio prospectivo sobre cuatro establecimientos leche

ros, que abarcó un período de tres años. Para el diagnóstico

de la enfermedad se utilizaron las técnicas serológicas IDGA

(Inmunodifusión en gel de agar) y ELISA (enzima ligada a un

inmunoabsorbente). Los parámetros productivos analizados

fueron: producción total de leche y grasa por lactancia ajusta

da, concentración de proteínas y recuento de células somáticas.

Los indicadores reproductivos evaluados fueron: intervalo

interparto, intervalo parto-primer servicio y servicios por con

cepción.

por el desarrollo de neoplasias malignas
del tejido linfoide <2>25'35). La LBE en condi

ciones naturales afecta exclusivamente

a la especie bovina, y en particular al

ganado lechero, debido a condicionantes

de manejo, exigencias productivas, es

tratificación etaria y, probablemente, pre

disposición genética (2535).

La enfermedad se encuentra distribui

da en prácticamente todo el mundo, con

variados grados de pre

valencia, según regiones

y establecimientos. Se

observa en países tan

disímiles como EE.UU.

(6), Canadá <17>, Brasil (1>,
Israel (3), Argentina (21),
Australia (12)

y Chile (22).

En Uruguay suceriealgo
similar, con estableci

mientos en condición de

negativos y otros con

prevalencia superior al

60% ,16,45)

Las pérdidas econó

micas directas por la for

ma tumoral de la enfer

medad son, en general,
de escasa importancia,
salvo en algunos rodeos

ndividuales en que se ha
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También se consideró la tasa de refugos y la ocurrencia de

enfermedades asociadas al parto, así como aspectos relevan

tes de la epidemiología de la infección.

Los resultados indicaron que las vacas seropositivas pre
sentaron un intervalo interparto significativamente mas pro

longado que las negativas (41 6,6
± 63,9 días frente a 389, 1 -

46,34 días), lo que se asoció a una marcada tendencia a

requerir un mayor número de servicios por concepción (2,02 y

1,67 respectivamente). Ninguna otra diferencia significativa

pudo ser detectada entre ambas subpoblaciones de vacas.

Desde el punto de vista epidemiológico se destaca la ausencia

de la condición de la madre o de la cría al nacimiento con la

posterior adquisición de la infección. Los anticuerpos pasivos
de origen calostral se mantuvieron hasta el 7mo. mes de edad

y la alimentación precoz con mezcla de calostro pareció influir

en la seropositividad de un cierto porcentaje de terneras hijas
de vacas negativas. Estos resultados son discutidos en rela

ción a los observados en otras investigaciones y al encare de

las posibles medidas de control a aplicar en los establecimien

tos infectados.

Se concluye la necesidad de profundizar la investigación
nacional sobre el tema y de sensibilizar a las autoridades

sanitarias sobre las posibles consecuencias negativas deriva

das de la ausencia de una política contra esta enfermedad.

Palabras Clave: Bovinos, Leucosis, Retrovirus, Enferme

dades Infecciosas.

evidenciado una inusual frecuencia de

casos clínicos (637). Ello ha sido observa

do en un tambo del departamento de

Soriano, que culminó con la clausura de

la explotación como consecuencia de la

alta incidencia de casos de linfosarcoma1.

La LBE ha adquirido especial impor
tancia como consecuencia de las restric

ciones impuestas por el mercado interna

cional, así como por el costo de los

programas de control que se instrumen

tan en numerosos países (25). A partir de

1988 la Unión Europea (en ese tiempo,
Comunidad Económica Europea) ha ins

trumentado una campaña obligatoria de

erradicación en todos sus países miem

bros (Directivas n. 88.406 del 14 de junio
de 1988 y n. 90. 422 del 26 de junio de

1990) (9|32). Como consecuencia de esa

política, la incidencia ha disminuido a

niveles muy bajos en la mayoría de los

países miembros: Alemania 0,01% (25),

Bélgica 0,7% (26>
y Francia 0,9% <9). Dina

marca se encuentra libre desde 1990,

Irlanda y Holanda desde 1992, y Austria

desde 1993 (2). Programas voluntarios de

control se realizan en numerosos países,

incluyendo EE.UU. y Canadá (6), Austra

lia (12)
y Chile <44>.

Resulta claro que la LBE es una afec

ción relacionada directamente con siste

mas de manejo intensivo, con estrecho

contacto físico entre los animales y una

importante participación del ser humano

(35)
_

Existe una clara tendencia a que la

tasa de infección se incremente con la

edad, siendo escasa, en general, la inci

dencia en individuos menores de dos

años (3'17). Ello supone un índice impor
tante de seroconversión asociado con la

madurez sexual e inclusive con el parto
(20). Una mayor susceptibilidad en anima

les con alto potencial lechero también ha

sido demostrada (11). La transmisión natu

ral en rodeos lecheros se produce en

forma más lenta en aquellos en los que

existe una baja prevalencia, mientras

que difunde mucho más rápidamente en

establecimientos con alta tasa de infec

ción (7). La edad a la que se contagian los

animales está influida por la situación

epidemiológica dentro del rodeo, ya que
en aquellos con altas prevalencias, se

favorece la aparición de la infección en

individuos más jóvenes (25)

En condiciones naturales el virus de la

Leucosis Bovina (vLB) se presenta ínti

mamente asociado a linfocitos, siendo

muy raro encontrarlo en forma libre <4'14'25>.

La vía más importante de transmisión es

el contacto, ya que el agente puede estar

presente en prácticamente todas las

secreciones y excreciones <12'18'29). Sin

embargo, sólo la sangre y, en menor grado,
la leche y el calostro, pueden contener

concentraciones de virus importantes como

para trasmitir la enfermedad (25).

Desde el momento en que el agente
se encuentra en las células sanguíneas,
todas los materiales que puedan conte

ner sangre representan factores de ries

go. Prácticas de manejo que facilitan la

transmisión horizontal incluyen el estre

cho contacto entre las categorías y ma

niobras que puedan vehiculizar sangre

1
Dr. R. Saavedra, comunicación personal.



Sienra.R., Guarino, H.; Gil, A. 23

contaminada de un animal a otro: inyec

ciones, castración, descorne, tatuajes,

caravanas, premunición, cirugía (18'35).

El rol de la leche y del calostro como

vías de contagio de la LBE está sujeto a

algunas controversias. La ingestión de

anticuerpos calostrales maternos en hi

jos de vacas positivas ejercería, en térmi

nos generales, un rol protector (19). Estos

anticuerpos pasivos se mantienen en ni

veles detectables por las técnicas de

rutina hasta los 8-10 meses de edad

aproximadamente (2535>52>. Por otra parte,
se ha demostrado que la administración

de leche de vacas positivas a terneros de

madres negativas favorece la instalación

de nuevas infecciones (12). La transmisión

vertical de la enfermedad posee un rol

secundario, siendo responsable de entre

8 y 14 % de los casos <3'18'52>.

Existen además factores genéticos
relacionados con la susceptibilidad indi

vidual frente al vLB, al igual que para el

desarrollo de linfocitosis persistente (LP),
lo que está en relación con el antígeno
linfocitario bovino (BoLA) (25). El vLB es un

ARN virus oncogénico exógeno, pertene
ciente a la familia Retroviridae, y dentro

de ella conforma un grupo junto al HTLV-

I y HTLV-II humanos <14>.

En la actualidad el agente ha sido

secuenciado en su totalidad, es decir, se

conoce toda la secuencia de nucleótidos

del genoma viral y las zonas que codifi

can para las distintas proteínas virales.

Las secuencias mas conservadoras son

las que se utilizan para los iniciadores

en la técnica de PCR, como las de los

genes GAG, y POL (genes del virus de

LBE).

Se posee un gen codificado por una

proteasa que relaciona los genes GAG y

POL, que se lee en los open reading

frame SOR-LOR, activando la transcrip

ción de los ARN mensajeros virales(19).

Los elementos antigénicos de mayor in

terés son la proteína interna del virión, o

antígeno p24, y la glicoproteína de la

cubierta, antígeno gp51. Luego del con

tagio, el virus se aloja en los linfocitos,

integrado en el genoma bajo forma de

provirus, y la infección persiste de por

vida. En la gran mayoría de los casos no

se observa ninguna respuesta por parte

del huésped, salvo el desarrollo de

anticuerpos específicos (seroconversión)
(25) En ciertas circunstancias, aproxima
damente en el 30% de los seropositivos

se produce una linfocitosis persistente

(LP) debida especialmente a un incre

mento de linfocitos B (7). El desarrollo de

la forma neoplásica de la enfermedad,

linfosarcoma, es un resultado relativa

mente raro de la infección y se observa

tan solo en el 3 al 5% de los animales

infectados (35).

De las numerosas técnicas utilizadas

en el diagnóstico de la LBE, las más

importantes son la inmunodifusión en gel
de agar (IDGA) y de enzima ligada a un

inmunoabsorbente (ELISA) {1425). La téc

nica de ELISA ha demostrado ser más

sensible que la IDGA, con la ventaja de

que puede realizarse además en pool de

muestras de suero o leche <5^26'41). La

reacción en cadena de la polimerasa

(PCR) permite la identificación del

provirus, y constituye un método directo

de detección, sumamente importante para
los estudios epidemiológicos de la enfer

medad (18) Al no disponerse hasta el

presente de vacunas eficaces, el control

de la LBE se debe hacer mediante iden

tificación de positivos e instrumentación

de medidas de manejo tendentes a evitar

la difusión (6).

Dependiendo de las tasas de infec

ción y de las limitantes económicas, se

han postulado estrategias de control de

la enfermedad mediante pruebas

serológicas y eliminación, segregación o

descarte selectivo (33). Esta última, que
se basa en la eliminación de los anima

les de mayor riesgo de contagio, puede
constituir una opción interesante a con

siderar en la actual situación

epidemiológica de la LBE.

En el Uruguay, la primera observación

de Leucosis Bovina fue realizada por

Quiñones y Casas (1963). Estudios clíni

cos y hematológicos fueron posterior
mente efectuados por el Dr. Marco

Podestá y col. (1971). A partir de enton

ces se constató un creciente interés por

el tema, en particular luego de la intro

ducción de la IDGA (1977) como técnica

de diagnóstico. La preocupación de pro

ductores y autoridades sanitarias, reía-
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cionadas fundamentalmente con restric

ciones en la exportación de bovinos le

cheros (especialmente hacia el Brasil),

centró la atención sobre la LBE a fines de

la década del '80 e inicios del '90.

Las investigaciones nacionales reali

zadas hasta el presente se han centrado

en la descripción de casos clínicos

(Sienra, Bonnevaux, Martino 1983) (45),

caracterización de nuevas técnicas de

diagnóstico (Guarino, Saizar y Sienra,

1989) (15), estudios de cross section so

bre prevalencia (Guarino, Capano y

Gil, 1991; Sienra y Guarino, 1991; Collazo

y col., 1 996; Mederos y col. 1 998) (8163141),

alteraciones citogenéticas (Llambí y col.

1996) (28); seguimiento epidemiológico

(Sienra y col. 1996a y 1996b)
(4647)

y carac

terización hematológica (Sienra y col. 1998)
(49). No existen hasta el presente en el

Uruguay, antecedentes de publicaciones
referidas al posible impacto productivo y

reproductivo de la enfermedad.

1.2. Importancia Económica de la

LBE

El efecto de la enfermedad sobre la

producción ha sido objeto de discusión y

con frecuencia se han observado resulta

dos experimentales contradictorios. Las

posibles pérdidas económicas pueden

ser directas e indirectas. Las pérdidas

directas son los costos asociados a la

infección: disminución de la producción

en animales clínica y subclínícamente

afectados, costos de asistencia técnica

para el diagnostico de LBE y costos de

los reemplazos por causas de muerte o

refugo. Las pérdidas indirectas se rela

cionan con la disminución de los ingre

sos por trabas a la exportación de gana

do o material genético y costos derivados

de los sistemas sanitarios de regulación e

investigación sobre la enfermedad (37).

Existen pocas dudas respecto a las

perdidas económicas que ocasiona la

forma clínica de la enfermedad. Sin em

bargo, y salvo casos excepcionales, la

incidencia de linfosarcoma es muy baja

aún en establecimientos con elevada pre

valencia de LBE (6). Con respecto al real

impacto de la infección subclínica sobre

los principales parámetros productivos y

reproductivos, la bibliografía presenta in

formaciones contradictorias (37).

1.2.1. Producción de Leche

En un estudio realizado en dos rodeos

lecheros de pedigree, Langston y col.

(1 978) encontraron que las vacas seropo-

sitivas presentaron una mayor produc

ción por día y por lactancia frente a las

negativas, aunque estas diferencias no

fueron estadísticamente significativas (27).

El seguimiento de un rodeo lechero du

rante 4 años realizado por Huber y col.

(1981) no permitió establecer diferencias

en producción con relación a la enferme

dad, eficiencia reproductiva y longevidad
(20)

_

En Chile, Reinhardt y col. (1 988) cons

tataron una reducción en la producción
total por lactancia de 3,5% de las

seropositivas frente a las negativas.
Brenner y col. (1989), en un estudio

caso-control apareado en edad y esta

blecimiento, observaron una disminución

similarde 3,5% en las vacas seropositivas

que resultó ser estadísticamente signifi
cativa (4). En un ensayo sobre 219 vacas

servidas por 50 diferentes toros, Wu y

col. (1989) no observaron diferencias en

producción entre vacas positivas y nega
tivas a la infección por el vLB. Sin embar

go, aquellas vacas seropositivas que pre
sentaron linfocitosis produjeron menos

leche que lo esperado de su potencial
lechero (52)

Luego de analizar 14 diferentes varia

bles en un total de 61 rodeos tomados al

azar, Jacobs y col. (1991), no pudieron
detectar diferencias que fueran origina
das como consecuencia de la infección

por el vLB <24>. Emanuelson y col. (1992)
analizaron retrospectivamente un total

de 14.424 establecimientos lecheros en

Suecia y concluyeron que la producción
lechera en aquellos establecimientos in

fectados resultó ser 2,5% inferior en rela

ción a los negativos (13). En otro estudio

retrospectivo sobre un rodeo donde pe

riódicamente se realizaban estudios

hematológicos y serológicos (IDGA) para

LBE, Da y col. (1993) evidenciaron que
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los animales con LP presentaron menor

producción de leche en relación al resto,

aunque no observaron diferencias entre

seropositivos sin LP y seronegativos (10).

1.2.2. Composición de la leche

Rusov y col. (1989) encontraron un

incremento en el recuento de células

somáticas (RCS) en vacas positivas y

con LP frente a aquellas libres de la

infección (42). En un estudio retrospecti

vo, que abarcó un período de 8 años,

Scott y col. (1990) también destacaron

que las vacas positivas presentaron un

RCS significativamente superior frente a

sus congéneres negativas (43). Similares

observaciones fueron comunicadas por

Jacobs y col. (1991), quienes destaca

ron que las diferencias desaparecieron

luego de realizar los correspondientes

ajustes por edad, días de lactancia y

establecimiento (23). En el ensayo de

Heald y col. (1992) no pudieron detectar

las diferencias en RCS previamente co

municadas por otros autores, entre las

vacas positivas y negativas a la enferme

dad (17). Sin embargo, Jacobs y col. (1995),
en un importante relevamiento realizado

en un total de 150 establecimientos,

verificaron RCS superiores en la

subpoblación de vacas seropositivas (24).

Respecto a la composición de la le

che, Wu y col. (1989) concluyeron que

las vacas seropositivas y con LP presen

taron un significativo descenso en la

concentración de grasa butirométrica (53).

Similares resultados fueron obtenidos

por Da y col. (1993) respecto al tenor

graso de aquellas vacas infectadas que

presentaron LP (10).

1.2.3. Desempeño Reproductivo

Los relevamientos realizados por

Langston y col. (1978), y Huber y col.

(1981) no evidenciaron ningún efecto de

la infección sobre el desempeño repro

ductivo (19'27). En el estudio efectuado en

Israel por Brener y col. (1989) se cons

tató un intervalo parto-concepción 48

días mayor en las vacas seropositivas,

aunque la diferencia no fue estadística

mente significativa
(4) Similares observa

ciones fueron comunicadas por Ema-

nuelson y col. (1992), al analizar el des

empeño reproductivo entre rodeos positi
vos y negativos (13).

Por otra parte Heald y col. (1992), en

un estudio sobre un millar de vacas y 268

establecimientos, detectaron que las

vacas positivas poseían un intervalo

interparto 0,47 meses significativamente

mayor que el de las seronegativas (17).

Idénticas observaciones habían sido ya

formuladas porReindhart(1988) y Jacobs

y col. (1995) <24'41>.

1.2.4. Refugos

Ensayos realizados por Huber y col.

(1981) y Heald y col. (1992) no pudieron
detectar diferencias atribuibles a la en

fermedad con relación a la tasa de refugo
entre vacas positivas y negativas

(19) Sin

embargo, Thurmond y col. (1985), en un

estudio retrospectivo de un rodeo con

alta prevalencia de infección por el vLB,

establecieron que las vacas

seronegativas tenían una permanencia

significativamente mayor en el rodeo,

señalando que ello indicaba un incre

mento de refugos en el grupo positivo (50).

Brenner y col. (1 989) encontraron una

tasa de refugo muy superior en las posi
tivas (38,6%) frente a las negativas

(10,7%), la cual resultó altamente signi
ficativa (4). También Emanuelson y col.

(1992) destacaron una mayor tasa de

refugo en los rodeos infectados frente a

los negativos a la enfermedad (13).

Pollari y col. (1992) comunicaron que

el grupo de refugo seropositivo y con

linfosarcoma, tenía mayor producción

que el refugo negativo durante su ultima

lactación; pero aquellas con linfocitosis

presentaban una producción inferior (38)

En un nuevo estudio Pollari y col. (1993)
señalaron que el riesgo de ser refugado
se incrementaba con la edad en el grupo

seropositivo, lo que no acontecía en el

negativo (39). Finalmente Jacobs y col.

(1995) constataron que el ganado adulto

seropositivo era refugado a una tasa

mayor con relación al negativo, aunque
dicha diferencia no resultó estadística

mente significativa (24).

El objetivo de la presente investigación
fue establecer el efecto de la infección por
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el vLB sobre el comportamiento reproduc

tivo, la producción y la composición de la

leche, y la incidencia de enfermedades

asociadas y tasa de refugos. Asimismo,

fueron analizados algunos aspectos epide

miológicos referidos a la dinámina de la

enfermedad dentro de los rodeos.

2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1. Establecimientos

El ensayo se realizó en 4 estableci

mientos lecheros comerciales, que fue

ron seleccionados en base a los siguien
tes criterios:

a) Existencia de antecedentes de LBE

en el predio.

b) Disponibilidad de adecuados registros

reproductivos y productivos.

c) Motivación del productor que ofrece el

establecimiento y colabore en la toma

de muestras y de información.

d) Contar con asesoramiento veterinario

permanente.

Los establecimientos eran remitentes

a la Cooperativa Nacional de Productores

de Leche, y se ubicaban en Maldonado

y Soriano.

2.2. Animales

En el estudio de los parámetros

reproductivos y productivos se incluye
ron solamente vacas, excluyéndose las

vaquillonas de primera cría. Las vacas,

debidamente identificadas, fueron distri

buidas en dos grupos según su condición

serológica: seronegativas y seropositivas.
Ambos grupos fueron objeto de un segui
miento que se extendió por un período de

tres años.

Con la finalidad de establecer aspec

tos epidemiológicos relevantes de la di

námica de la enfermedad, se realizó el

seguimiento de las terneras nacidas de

las vacas incluidas en el ensayo.

2.3. Técnicas de Laboratorio

2.3.1. Diagnóstico de la Infección

El diagnóstico de la infección por el

virus de la LBE se realizó mediante las

técnicas de IDGA y ELISA (Guarino,
Saizar y Sienra, 1989) (15):

-InmunoDifusión en Gel Agar (IDGA).
Se realizó en suero sanguíneo, mediante

el método en placa con el empleo de kits

comerciales2 en base a antígeno dual

p24 y gp 51. Las lecturas se efectuaron

mediante apreciación visual a las 48 ho

ras.

- EnzimoinmunoAnálisis (ELISA). Tan

to en suero como en leche, se usaron

kits comerciales3 para técnica indirecta

en microplaca de 96 pocilios, realizando

la lectura mediante lector automático de

microplacas4. Se consideraron sueros

positivos a aquellos que a 405 nm eviden

ciaron lecturas superiores a la del suero

control positivo (límite de positividad).

2.3.2. Composición de la leche

Al momento del control lechero se

tomaron muestras de leche, con Bronopol
como conservador, para estudiar en labo

ratorio los siguientes parámetros: contaje
de células somáticas, proteínas y tenor

graso. Para proteínas y materia grasa se

utilizó la técnica automática mediante

Milkoscan á4, mientras que el RCS se

realizó con el método de Wisconsin.

2.3.3. Perfiles Metabolieos

Al inicio del ensayo, se efectuaron en

las vacas las determinaciones séricas de

los siguientes parámetros, mediante las

técnicas de rutina: albúminas, globulinas,

calcio, fósforo, proteínas totales, lípidos

y urea.

2.3.4. Inmunoglobulinas séricas

Las concentraciones de inmunoglobuli-
na G (IgG) de las terneras, fueron evalua

das mediante las técnicas de turbidez del

Na2S03 e InmunoDifusión Radial (IDR).

2
Instituto Pourquier (Francia).

3
Elisa Test bovino Leucosis Serodiagnosis, Instituto Pourquier (Francia).

4
Multiskan MS., ver 08, Labsystem (Finlandia).
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2.4 Registros Reproductivos y

roductivos

Durante el ensayo se realizó un con

tinuo seguimiento de los animales, inclu

yendo todos los registros individuales de

sanidad y producción. La producción le

chera se ajustó en base al programa de

control lechero de la Asociación Rural

del Uruguay (ARU).

2.5. Análisis Estadístico

El estudio se realizó en base al segui
miento prospectivo de cohortes (grupos
de individuos que poseen un factor distin

tivo, en este caso el carácter positivo o

negativo a la enfermedad; a diferencia de

los estudios llamados caso-control, en

los que primero se determina presencia o

ausencia de la enfermedad para confor

mar los grupos, en los estudios de cohorte

primero se selecciona la población y

luego se establece su condición de sano

o enfermo.

Se validaron los datos correspondien
tes a lactancias completas sin modifica

ciones de la condición serológica. Aque
lla lactancia de vacas que seroconvirtieron

durante el transcurso de la misma fueron

eliminadas del estudio. Para la produc
ción de leche se realizó un análisis de

varianza a través del uso de modelos linea

les. Se ajustaron los datos por número de

lactación y establecimiento, que podrían
actuar como factores de confusión.

La producción de grasa y el contenido

proteico se evaluaron a través de mode

los lineales generales. Los datos se ajus
taron por establecimiento y número de

lactancia, para remover los efectos resi

duales de lactación que podían generar

diferentes estructuras productivas en los

establecimientos.

En el análisis de contaje de célu

las somáticas se categorizaron los ani

males en dos grupos: menos de 200.000

y mayor o igual a 200.000 células/ml. Se

relacionó en una tabla de 2 x 2 condición

serológica y RCS.

Para el intervalo parto-primer servicio

se realizó un análisis de varianza a través

del uso de modelos lineales. Se ajusta

ron los datos por número de lactación y

establecimiento, los cuales podrían ac

tuar como factores de confusión. Debido

a que el factor establecimiento no tuvo

significación, éste fue posteriormente

considerado en el modelo de la evalua

ción del factor enfermedad. Se comparó

el número de servicios necesarios por

preñez en los animales positivos y nega

tivos mediante el test de Chi cuadrado.

Se analizó la relación entre servicios

y lactaciones, así como entre lactación y

leucosis. Al demostrarse que actuaban

independientemente unos de otros, no

fue necesario estratificar para estos facto

res y pudieron ser tratados en forma cruda.

Para el intervalo interparto (IIP) se

realizó un análisis de varianza a través

del uso de modelos lineales. Se ajusta
ron los datos según número de lactancia

y establecimiento, elementos que po

drían actuar como factores de confusión.

Para la comparación del efecto de la

infección con respecto a los perfiles
metabólicos en las vacas y a los niveles

de IgG en terneras, se utilizó el test de t de

Student para muestras independientes.

Las otras variables discretas, tales

como refugos y enfermedades asociadas

al parto, también fueron evaluadas me

diante el test de Chi cuadrado. En todos

los casos se consideraron como niveles

de significación estadística aquellos con

p < 0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Producción y composición
de la leche

3.1.1. Producción Lechera

La producción de leche de las vacas

fue ajustada por edad y por días de

lactancia, mediante el programa de Con

trol Lechero de la ARU. En total, fueron

validadas 473 lactancias, 211 de vacas

negativas y 262 de positivas. En un aná

lisis simple de varianza la producción
total por lactancia ajustada fue de
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6173.5±1535.1 litros para las negativas y

6333.3±1618.3 litros para las positivas

(F = 1 ,1 9 correspondiendo ap
= 0,28 n.s.).

A los efectos de determinar la influen

cia de los diferentes factores se realizó

un análisis de regresión lineal, en el que

se determinó el efecto de la enfermedad,

el establecimiento y el número de

lactación (cuadros 10 y 11). Como resul

tado del mismo se observó una F = 0, lo

que indica que no se constató ninguna

influencia de la enfermedad sobre la pro

ducción de leche. Por el contrario, y tal

como era de esperar, se apreció una

influencia significativa del factor estable

cimiento.

3.1.2. Grasa Butirométrica

La producción total de grasa ajusta

da por lactancia fue analizada en 260

vacas, 98 negativas y 162 seropositivas.

En un análisis inicial general de varianza

se observó una producción de 21 8,51 ±

45,7 kg para las negativas y 21 8,49± 54,3

kg en las positivas, lo que fue equivalente

a F = 0 (n.s.).

En el análisis más detallado, utilizan

do los modelos lineares se verificó que,

igual a lo sucedido con la producción

total de leche, existió un claro efecto de

establecimiento, e independencia respec

to a lactación y enfermedad (F = 1 .09 n.s.).

3.1.3. Proteínas Totales

La determinación de las proteínas

lácteas totales corresponde al seguimien

to de 96 animales negativos y 83 positi

vos. Se realizó una determinación men

sual de cada animal durante 4 meses, y

el promedio individual constituyó la base

del cálculo para comparar el efecto
de la

enfermedad.

El análisis general de varianza eviden

ció una concentración de proteínas de

3,157±0,249g % en las negativas, y

3,11 1±0,216 g % en las positivas, lo que

correspondió a F=1,73 (n.s.). A los efec

tos de un estudio más profundo, con la

finalidad de establecer el grado de in

fluencia de las diferentes variables, se

efectuó un análisis de regresión lineal,

considerando el efecto de la enfermedad,

el establecimiento y número de lactan

cia. Como resultado del mismo se obtuvo

una F = 1,04, lo que indica ausencia de

significación estadística. Ello expresa

que en el estudio realizado no se detectó

ningún efecto derivado de la condición

serológica de los animales sobre las

concentraciones de proteínas lácteas

totales. Tampoco aquí se observó un

efecto atribuible a los establecimientos,

aunque sí existió influencia derivada del

número de lactancia.

La relación entre producción total por

lactancia, producción de materia grasa y

porcentaje de proteínas con relación a la

enfermedad se presenta en el cuadro 1.

3.1.4. Recuento de Células

Somáticas

Para el estudio de las células somá

ticas en leche se hicieron un total de

cuatro observaciones por vaca, y se rea

lizaron luego los correspondientes pro

medios individuales. Posteriormente los

datos individuales se distribuyeron en

dos grupos: grupo 0 correspondiendo a

contajes menores a 200.000 células, y

grupo 1 con contajes de 200.000 células/

mi o mayores.

Cuadro 1. Principales parámetros productivos en relación a la condición serológica de las vacas.

Negativa Positiva

Lactancia Total (I) (x±s)

Grasa Total (kg) (x±s)

Proteínas (g %) (x±s)

6.173± 1.535

218 ±45,7

3,16 ± 0,3

6.333± 1.638

218 ± 54,3

3,11 ± 0,2

n.s.

n.s.

n.s.
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Cuadro 2 Asociación entre recuento de células somáticas en leche y condición

serológica de las vacas.

< 200.000

200.000 o >

Negativa

42

49

Positiva

Chi-cuadrado 0,97; p
= 0,33

El análisis de Chi-cuadrado evidenció

ausencia de asociación entre contaje

celular en leche y condición serológica
de las vacas (cuadro 2).

3.2. Parámetros reproductivos

3.2.1. Parto PrimerServicio

El intervalo entre el parto y el primer

servicio (PPS) fue analizado en 217 va

cas, 91 negativas y 126 positivas. Dicho

período se presentó similar en ambos

grupos: 92,3 ± 41 ,2 días en las negativas
frente a 96,4 ± 47,3 días para las positi

vas. En un análisis preliminar de varianza

se verificó que las diferencias detectadas

entre ambas poblaciones de vacas care

cen de significación estadística. En el

análisis de regresión lineal se verificó la

ausencia del efecto de la infección sobre

el intervalo PPS, arrojando una F = 0,44

que corresponde a p
= 0,51 (n.s.)

3.2.2. Servicios porConcepción

La relación Servicios/Concepción fue

establecida con la información proveniente
de aquellas vacas en las cuales se reali

zó diagnóstico de preñez por palpación

rectal y que, posteriormente, parieron en

la fecha prevista. Ello determinó la no-

consideración de animales incluidos en

el cronograma de seguimiento y que com

pletaron una única lactancia. Tampoco

se incluyeron vacas refugadas por dife

rentes causas -a pesar de tener resulta

do positivo al tacto-, ni las que serocon-

virtieron durante el período de servicios

(cuadro 3).

Se incluyeron en el registro 151 va

cas, 66 seronegativas y 85 seropositivas.
En el análisis crudo de la información se

observa que en las vacas seronegativas
se requirieron 1,67 servicios por preñez,

mientras que en las positivas la relación

fue de 2,02 lo cual en una primera evalua

ción resultó en una diferencia manifiesta.

Para su análisis mas detallado los datos

fueron agrupados en dos categorías: va

cas que requirieron uno o dos servicios,

y animales con tres o más servicios por

concepción. Como se puede observar en

el cuadro 4, existió un chi-cuadrado de

3,65 que se encuentra muy próximo a la

significación estadística y que refleja una

clara tendencia de las vacas seropositivas
a requerir un mayor número de servicios

por preñez. Ello representó un OR=2,20.

Cuadro 3. Vacas que requirieron menos de 3 y más de 2 servicios por concepción, según

condición serológica.

Número de Servicios Condición Serológica

Negativa Positiva

1 -2 56 61

> 2 10 24

Chi-cuadrado 0,37 ; p
= 0,.
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Cuadro 4. Efecto de la infección por el vLB sobre los principales indicadores reproductivos.

Parámetro

Parto - 1er Servicio (x^)

Servicios / Concepción.

Intervalo Interparto (x^)

El análisis de la relación entre número

de lactación y servicios/concepción re

veló que éste no fue un factor asociado

que influyera significativamente. Para su

análisis, las lactancias fueron agrupadas

en menos de tres y más de tres, resultan

do un Chi-cuadrado de 0,74 equivalente a

p
= 0.38.

3.2.3. Intervalo ínterParto (IIP)

Las observaciones validadas para

analizar este parámetro correspondieron

a un total de 142 vacas (70 negativas y 72

positivas), sobre las cuales se efectuó el

seguimiento durante dos lactancias com

pletas. En la estadística descriptiva ge

neral, se observó que la población de

vacas negativas presentó un IIP de 389,1
- 46,34 días, mientras que en el caso de

positivas el mismo fue de 416,6 ± 63,9

días. En un análisis más detallado, me

diante la aplicación de regresión lineal,

se investigó la participación de los dife

rentes factores sobre el IIP Los resulta

dos indican la influencia de los factores

establecimiento y enfermedad, así como

la independencia del número de lactan

cia. Realizados los ajustes correspon

dientes, se obtuvo que la enfermedad con

relación a IIP presenta una F = 5,58 lo

cual es altamente significativo y repre

senta p
= 0,02. Los principales paráme

tros reproductivos con relación a la con

dición serológica de las vacas se presen

tan en el cuadro 4.

3.3. Enfermedades asociadas y

tasa de refugos

3.3.1. EnfermedadesAsociadas

Si bien se estableció la incidencia de

las principales patologías registradas en

las vacas durante sus lactancias, sólo se

reportan como de interés -por su frecuen

cia- aquellas asociadas con el parto. El

análisis incluye las observaciones obte

nidas de un total de 331 partos, corres

pondientes a 122 vacas negativas y 209

positivas.

Las alteraciones presentaron una fre

cuencia general de 7,6% y se distribuye

ron en tres grupos: Retención de

Placenta, Distocia y Mastitis Aguda

Posparto (cuadro 5). Aquellos proble
mas que determinaron la muerte de ani

males no se incluyen, ya que se encuen

tran considerados dentro de las muertes

en la sección de refugos.

3.3.2. Tasa de Refugos

En un primer análisis se incluyen
como refugos todas aquellas vacas que,
estando presentes al inicio del ensayo,

no concluyeron el período de seguimien-

Cuadro 5 .Frecuencia de alteraciones Posparto con relación a la condición serológica de las vacas.

Grupo de Vacas N° Ret Placenta Distocia Mastitis Total

Seronegativo 122 6 2 1 9

Seropositivo 209 8 6 2 16

Total 331 14 8 3 25
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to. En este sentido amplio se encuentran

tanto animales que murieron o que fueron

eliminados del tambo por diferentes mo

tivos. El número de refugos se presentó

superior en el lote seropositivo, pero la

prueba de Chi cuadrado evidenció la au

sencia de asociación significativa entre

los refugos verificados en cada grupo de

vacas (p=0,18) (cuadro 6). Si bien no

existieron variaciones de significación

respecto a los refugos, las causas -

especialmente la infertilidad- no se pre

sentaron similares entre ambos grupos

(cuadro 7).

3.4. Perfiles metabólicos e

inmunitarios

3.4.1. Perfiles Metabólicos de las

Vacas

Los principales parámetros metabóli

cos fueron estudiados en un total de 144

vacas en ordeñe (64 seronegativas y 80

seropositivas) de un mismo estableci

miento. En la totalidad de los paráme
tros analizados no se verificó ninguna
diferencia significativa entre los grupos

negativo y positivo (cuadro 8).

Cuadro 6. Número de vacas refugadas con relación a su condición serológica.

Condición del ganado Seronegativas Seropositivas Total

Permanencia en el rodeo 88 99 187

Refugadas 17 30 47

Total 105 129 234

Chi-cuadrado = 1,80 p < 0,18.

Cuadro 7. Motivos de Refugo según la condición serológica de las vacas.

fuerte Infert Ubre Palas Otras Edad

Seronegativo 0 17

Seropositivo 30

Total 14 11 47

Cuadro 8. Parámetros serológicos analizados en el perfil metabólico de ambos grupos de vacas.

Calcio

Fósforo

Globulinas

Lípidos

Proteínas

Reí. Ca/P

Urea

8,87 ±0,49

4,48 ± 0,69

3,76 ±0,42

3,99 ±0,98

6,66 ± 0,45

2,05 ±0,31

0,226 ±0,05

ns

ns

ns

ns

ns

ns

4,33 ± 0,59

3,85 ± 0,54

3,87 ±0,70

6,78 ±0,51

2,14 + 0,32

0,230 ± 0,04

ns

ns

ns

ns

ns

ns
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3.4.2. Inmunoglobulinas Séricas en

las Terneras

En la técnica del sulfito de sodio, de

las 97 muestras analizadas, los resulta

dos de precipitación frente a las tres

diluciones de Na2S03 son expresados en
el cuadro 9. En la misma se observa que

tan solo dos animales se diagnosticaron
como serológicamente inmunodeficientes

y ambos pertenecieron al grupo de terne

ras seronegativas.

Desde el punto de vista estadístico, la

prueba de Chi cuadrado confirmó la inexis

tencia de asociación entre Inmunoglobu
linas séricas evaluadas cualitativamente

mediante sulfito de sodio y la condición

serológica de las terneras al nacimiento

(Chi-cuadrado= 2,15 p= 0,341).

En la técnica de la inmunodifusión

radial, la determinación de las concen

traciones de IgG fue efectuada mediante

IDR sobre las mismas terneras que se

evaluaron cualitativamente mediante

sulfito de sodio. Las terneras negativas

presentaron concentraciones de 4795 ±

1965 mg/dl, mientras que las positivas

presentaron concentraciones algo supe

riores: 5184 ± 1507. Los dos animales

evidenciados como inmunodeficientes

con el sulfito también lo fueron en esta

prueba, con concentraciones séricas

< 800 mg/dl. El resto de los animales

presentaron niveles normales de IgG, y

no existieron diferencias significativas
entre ambos grupos.

3.5. Aspectos epidemiológicos
de la enfermedad

3.5.1. Relación entre la condición

Serológica de lasmadres y sus crías

La condición serológica de las terne

ras al nacimiento fue evaluada frente a la

constatada en sus madres un mes antes

del parto. Sobre un total de 138 terneras

estudiadas, 70 descendían de madres

seropositivas y 68 de seronegativas. La

serología de las crías luego del nacimien

to y del consumo de calostro en relación

con la condición materna se presenta en

elcuadro 10.

En el análisis estadístico, la prueba
de chi-cuadrado mostró una asociación

altamente significativa entre la serología
materna y de la cría (chi-cuadrado

=

39.86, p < 0,0005). Sin embargo, se debe

destacar que un 25,7% de terneras hijas
de madres positivas no evidenciaron pre

sencia de anticuerpos pasivos luego del

nacimiento. Por otra parte, el 20% de las

terneras hijas de vacas seronegativas
resultaron positivas a la IDGA.

3.5.2. Transmisión Vertical de la

Enfermedad

De las 138 terneras incluidas en el

ensayo, 7(5%) se mantuvieron seroposi
tivas desde el nacimiento hasta el año de

edad, lo que indica una persistencia se-

Cuadro 9. Prueba del Sulfito de Sodio en ambos grupos de terneras.

GRUPO N* 18% 16% 14%

Seronegativo 49 2 5 42

Seropositivo 48 0 4 44

TOTAL 97 2 9 86

Cuadro 10. Relación entre la condición serológica de las terneras respecto a sus madres.

Condición Serológica Madre Positiva Madre Negativa Total

Ternera positiva 52 14 66

Ternera negativa 18 54 72

TOTAL 70 68 138
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rológica originada por una infección ac

tiva. En 5 casos las madres fueron sero

positivas, y en los 2 restantes seronega

tivas. Ello significaría que, al menos en

algunos de estos casos, se trató de

infecciones horizontales previas a la baja

natural de los anticuerpos calostrales

pasivos.

3.5.3. Persistencia de los

AnticuerposPasivos Calostrales

El seguimiento de 51 terneras que

fueron seropositivas al momento de la

primera muestra, y que luego se

negativizaron, permitió establecerel tiem

po de persistencia de los anticuerpos

calostrales. Utilizando la técnica de IDGA,

los anticuerpos pasivos decrecieron con

la edad de los animales, no siendo detec

tados más allá del 8o mes de vida. La

relación entre la edad y la presencia de

anticuerpos maternos se establece en el

cuadro 11.

3.5.4. Nuevas Infecciones

Transmisión Horizontal. En el trans

curso del primer año de vida, el segui
miento de las 138 terneras permitió de

tectar un total de 20 infecciones horizon

tales, caracterizadas por seroconversión

a partir de su negatividad previa. Esta

transmisión horizontal del agente de la

LBE se presentó en forma independiente
de la condición de la madre y de la cría al

momento del parto (cuadro 12).

4. DISCUSIÓN

Los resultados del presente estudio

constituyen el primer aporte nacional res

pecto al efecto de la infección subclínica

por el virus de la LBE sobre parámetros

de importancia económica. La ausencia

de relación entre producción lechera e

infección está en coincidencia con ob

servaciones previas de varios autores

(Huber y col., 1981; Wu y col., 1989;

Jacobs y col., 1991), y contrapone a lo

comunicado por Reinhardt y col. (1 988) y

Brenner y col. (1989). La pequeña dife

rencia en producción total por lactancia a

favor del grupo de vacas seropositivas,

aunque estadísticamente no significati

va, representa una circunstancia ante

riormente mencionada por Langston y

col. (1978). Ella podría estar relaciona

da, tal como lo ha observado Wu y col.

(1989), con un eventual incremento en la

susceptibilidad a la infección en indivi

duos con mayor potencial lechero.

Debido a que en el presente estudio

no se efectuaron estudios hematológi
cos a efectos de detectar a las subpobla-
ciones de seropositivas con y sin LP, no

resulta posible descartar eventuales dife

rencias en su desempeño, tal como fuera

observado por Pollari y col. (1992) y Da y

col. (1993). Nuevos ensayos deberán ser

emprendidos para incluir estas interro

gantes sobre el posible detrimento pro

ductivo en individuos con LP. Ello abre un

Cuadro 11. Número y porcentaje de terneras con anticuerpos calostrales anti-LBE en función

de la edad.

Mes de vida 1 2 3 4 5 6 7 8

na con anticuerpos 51 49 41 31 13 3 2 0

%
"

100 96 80 61 25 6 4 0

Cuadro 12. Nuevas infecciones: Condición serológica de las madres y de las terneras al momento

del nacimiento.

Serología Materna Ternera Positiva Ternera Negativa Total

Positiva 6 2 8

Negativa 6 6 12

TOTAL 12 8 20
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importante campo de investigación, ya

que dichos animales representan, ade

más, el factor de riesgo más importante

para la transmisión de la enfermedad.

La ausencia de variaciones en proteí

nas y tenor butirométrico por efecto de la

infección por el vLB, coincide con los

resultados obtenidos por otros investiga

dores (Jacobs y col. ,1991 y Heald y col.

1992). Ello se contrapone con lo informa

do por Wu y col. (1 989), quienes determi

naron una significativa disminución en el

porcentaje de grasa asociado a la infec

ción y a la LP.

Respecto al RCS, los resultados no

condicen con los comunicados por Rusov

y col. (1989), Scott y col. (1990), y

Jacobs y col. (1995). Ello constituye una

observación importante en razón del sis

tema de bonificación por calidad vigente

en Uruguay para el pago de la leche. Si la

enfermedad produjera un eventual incre

mento en el RCS en las vacas positivas,
muchos productores del país con eleva

da prevalencia de la enfermedad en sus

rodeos, podrían sufrir perjuicios econó

micos por calidad. La ausencia de tal

asociación permite eliminar a la LBE

como uno de los posibles factores que

expliquen el problema de elevados RCS.

El efecto negativo de la infección so

bre el intervalo interparto (IIP) constituye
una constatación que, si bien ya ha sido

formulada por otros autores (24,41), no

deja de llamar la atención. La diferencia

fue de elevada significación estadística y

representa promedialmente un IIP prácti
camente un mes mayor en el grupo de

animales seropositivos. Este incremento

es casi el doble del observado por Heald

y col. (1 992), quienes también verificaron

diferencias significativas en el IIP entre

ambos grupos de vacas.

El incremento del IIP en las vacas

seropositivas no puede ser atribuido a un

enlentecimiento en el retorno al servicio

-anestro posparto-, debido a que el inter

valo parto-primer servicio fue práctica
mente idéntico en ambos grupos (92 vs.

94 días para las negativas y positivas,

respectivamente). Por tanto, el motivo

principal se relacionaría con la disminu

ción en el índice de concepción, que en

el presente estudio se presentó en el

límite de la significación estadística

(p=0.052).

Probablemente deban profundizarse

los estudios sobre los aspectos especí

ficamente reproductivos, a fin de corrobo

rar los presentes resultados y extraer

conclusiones definitivas al respecto.

La incidencia de enfermedades aso

ciadas al parto se presentó en porcenta

jes bajos y en forma independiente de la

situación serológica de las vacas. Ello

indicaría que la enfermedad no posee

ningún efecto de predisposición frente a

las patologías puerperales analizadas en

el estudio.

En los establecimientos y animales

en seguimiento el índice general de refugo

fue bajo con relación a lo observado en

otros países. La inexistencia de asocia

ción entre refugo e infección coincide con

lo comunicado por Huber y col. (1981),
Heald y col. (1 992) y Jacobs y col. (1 995),

en contraposición con lo observado por

Thurmond y col. (1985), Brenner y col.

(1 989) y Pollari y col. (1 993). Con respec
to a las causas específicas de refugo, se

debe destacar que la más importante fue

la muerte, seguida por el descarte debido

a la edad, circunstancia que se presentó
similar entre vacas positivas y negativas.
No obstante, importa señalarque el refugo

por infertilidad fue mucho más frecuente

en las seropositivas, aunque el número

de observaciones efectuadas no permite

plantear generalizaciones.

Por otra parte, debe tenerse en cuen

ta que la condición serológica de las

vacas y el refugo pueden ser indepen
dientes una de la otra, pero contener un

factor en común que influencie tanto la

susceptibilidad a la infección como el

refugo (Heald y col. ,1992).

La ausencia de efectos detectables

de la infección por el vLBE sobre los

parámetros productivos analizados cons

tituye un resultado a destacar. El mismo

representa la primera información gene

rada a nivel nacional sobre el tema y

aporta un elemento de juicio de interés

que puede ser manejado tanto a nivel de

predio como por parte de quienes tienen

la responsabilidad de establecer las nor

mas de control sanitario.
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En el presente ensayo no se ha en

contrado relación entre la infección por el

VLB y los principales parámetros séricos

relacionados con el metabolismo de va

cas en producción, lo que confirma ob

servaciones previas de otros investigado
res (25). Tampoco se han detectado alte

raciones en los niveles de IgG séricas en

las terneras en relación con su condición

serológica. Ello debe ser atribuido a que

en dicha categoría, la inmensa mayoría
de los casos positivos son debidos a la

absorción de anticuerpos colaterales ma

ternos en ausencia de infección t222364852)

El estudio confirma que la condición

serológica de la madre posee una fuerte

influencia sobre la observada en las crías

luego del nacimiento, circunstancia uná

nimemente observada por los investiga
dores c17182025). Sin embargo, cabe resal

tar que el 25% de las terneras hijas de

vacas positivas no evidenciaron la pre

sencia de anticuerpos séricos de origen

materno, lo que indica que no necesaria

mente en esos casos todas las terneras

resultan positivas. El porcentaje se pre

senta similar al comunicado en Chile por

Villouta y col. (1990). Sin embargo, es

más llamativa y difícil de explicar la

seropositividad evidenciada en el 20% de

las terneras hijas de vacas seronegativas,
circunstancia que ya ha sido discutida

por otros autores (12). Si bien puede existir

algún caso de error de identificación y

registro, éstos no podían adquirir tal

magnitud en los establecimientos estu

diados. Otra posible explicación es la

absorción de anticuerpos calostrales lue

go de que las terneras se retiraron de sus

madres y pasaron a tomar mezcla de

calostro y leche de varias vacas. Estos

casos se relacionarían con una perma

nencia al pie de la madre inferior a las 36-

48 h y a una prolongada capacidad intes

tinal de absorción de anticuerpos.

El ensayo permitió corroborar la pro

longada persistencia (varios meses) de

los anticuerpos pasivos en las terneras,
en ausencia de infección. Los anticuerpos
van declinando progresivamente, y al

quinto mes desaparecieron en el 75% de

los animales. Sin embargo, algunos de

ellos se mantienen seropositivos hasta

el séptimo mes. Tal circunstancia confir

ma la recomendación formulada por los

investigadores respecto a no interpretar
como infectados a animales seropositivos
menores de 8-10 meses de edad

(2,6,17,25,35,36)

Se sospecha infección vertical o

intrauterina al menos en 5 de las terneras

nacidas de madres seropositivas; de lo

contrario, se trataría de infecciones ad

quiridas luego del nacimiento, mientras

todavía se mantenían presentes

anticuerpos de naturaleza calostral.

Mediante las técnicas utilizadas en este

ensayo no fue posible diferenciar ambas

situaciones, y en próximos estudios se

recurrirá a técnicas que pongan directa

mente en evidencia la presencia del

provirus, como es el caso de PCR (28|34).

5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el estu

dio permiten establecer las primeras res

puestas de la investigación nacional res

pecto al eventual impacto económico de

la LBE, en establecimientos lecheros

comerciales. La ausencia de repercusio
nes de la infección subclíníca sobre los

parámetros productivos permite orientar

las investigaciones hacia otros aspectos
fundamentales de la enfermedad. En tal

sentido se recomienda profundizar las

investigaciones en los aspectos relacio

nados con el desempeño reproductivo de
los rodeos infectados, en un enfoque
global de los problemas de infertilidad.

Las variaciones observadas en el IIP y

servicios/concepción constituyen aspec
tos fundamentales y que deberán ser

considerados prioritariamente. Asimis

mo, también sería conveniente evaluar el

desempeño de las dos subpoblaciones

seropositivas, a los efectos de evitar

enmascarar los posibles impactos nega
tivos de los animales con LP cuando se

analizan junto al resto de los

seropositivos. La inclusión de técnicas

biomoleculares, como el PCR, posibilita
rá además detectar y cuantificar al

provirus y establecer los grupos de ries

go más importantes dentro de los ro

deos.
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Para realizar las investigaciones pro

puestas, se deberá organizar un grupo de

estudio multidisciplinario e interinstitu

cional, que perseguirá un mayor conoci

miento epidemiológico de la enfermedad

y permitirá ofrecer respuestas concretas

sobre los reales efectos de la misma en

los establecimientos afectados.
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RESUMEN

Fasciola hepática, vulgarmente conocida como

«Saguaypé», es el agente de la fasciolosis, una de las

zoonosis más importantes en el Uruguay. Las pérdidas
ocasionadas por las infecciones en ovinos y bovinos han

sido estimadas en el orden de los 30 millones de dólares

anuales.

Las técnicas diagnósticas existentes (que utilizan mé

todos coproparasitológicos) son poco sensibles y detectan

la parasitosis en la fase crónica. Por lo tanto, a pesar de que
existen drogas fasciolicidas efectivas, el tratamiento se

realiza en forma empírica en los períodos de mayor inci

dencia, lo que resulta muchas veces en gastos inútiles,

dado que ya se ha producido el daño hepático.

Los trabajos de investigación realizados en el marco

delpresente proyecto han culminado en el desarrollo de las

pruebas inmunodiagnósticas ELISA, como técnica de

referencia, y DOT-BLOT, de aplicación masiva y a campo.

Asimismo, los antígenos de Fasciola hepática se purifica
ron mediantes técnicas de afinidad negativa con el propó

sito se disminuir la reacción cruzada con otras parasitosis.

Las pruebas inmunodiagnósticas desarrolladas permi
ten identificar los bovinos infectados con Fasciola hepática
dos semanas post-infección, lo que permite identificar

infección activa temprana y de esta forma facilitar la

implementación de medidas de control eficientes por parte

de los productores.

1. INTRODUCCIÓN

La producción de carne, lana, leche y

cueros, derivados de la actividad ganadera
ovina y bovina, cumple un rol clave en la

economía del Uruguay.

La importancia económica de la infec

ción de Fasciola hepática en la producción

pecuaria ha sido cuantificada en varios

países, constatándose una reducción del

5.5% en la producción de leche y un 12 y

15% en la producción de carne ovina y

bovina respectivamente; así como también

importantes trastornos reproductivos y

pérdidas por decomisos de hígados (2, 8).

Uruguay posee un stock de más de 15

millones de ovinos y 10 millones de bovi

nos, aproximadamente, explotados en un

régimen de pastoreo mixto, más importan
tes y de mayor impacto económico en

nuestro país. La infección animal se en

cuentra distribuida en forma endémica en

todo el territorio nacional (9,10). Los datos
de prevalencia en bovinos oscilan entre 50

y 60% (10,12). A partir de datos parciales
de nuestro país (11) se estima que esta

enfermedad causa enormes pérdidas eco-
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nómicas, cuyo monto total se acerca a

US$ 30 millones anuales. Las pérdidas
no se dan sólo por las visceras decomi

sadas (muchos kilos de proteína no con

sumidos) sino además porque causa dis

minución de la producción. A las pérdi
das por decomiso y baja producción se

deberían agregar unos US$ 3 millones

anuales por compra de fasciolicidas.

En la actualidad el diagnóstico veteri

nario de fasciolosis se realiza utilizando

métodos coproparasitológicos (conteo
de huevos en las heces, que se eviden

cian a partir de 12 semanas post-infec-

ción). Dicha técnica tiene varios inconve

nientes o desventajas: es poco sensible

y diagnostica solamente el estado cróni

ca de la enfermedad en animales con alta

carga parasitaria (20), lo que lleva mu

chas veces a la utilización de drogas

costosas cuando la mayoría de los da

ños tisulares ya se han producido. Los

exámenes coproparasitarios requieren de

infraestructura (equipos de laboratorio) y

de gente entrenada. Las pruebas de diag

nóstico serológico pueden ser mucho

más sensibles que las pruebas

parasitológicas.

Estudios realizados en Bolivia han

arrojado que las cifras de prevalencia
determinadas con pruebas serológicas

han aumentado hasta un 85% con res

pecto a cuando se emplean métodos

coproparasitarios.

Los resultados obtenidos dentro del

marco de este proyecto, han demostra

do que 2 semanas post-infección es

posible detectar bovinos infectados con

Fasciola hepática utilizando pruebas

serológicas.

Este hallazgo es de gran importancia
dado que demuestra que es factible diag
nosticar y tomar las medidas necesarias

antes de que el parásito dañe al hígado.

Durante el desarrollo de este proyec

to también se confirmó que lo más im

portante en el desarrollo de una prueba

inmunodiagnóstica es la fuente de

antígeno.

EPIDEMIOLOGÍA Y CONTROL DE Fasciola hepática EN URUGUAY

Fasciola hepática es considerada en el mundo como una de las enfermedades parasitarias

más importantes de los rumiantes domésticos. Se ha estimado que un 25%de la población
total de ovinos y bovinos del mundo pastorean en áreas dons Fasciola hepática está presente

y el medió es facprable para su mantenimiento y dispersión.

Los daños más notorios provocados por muerte de animales son sólo una fracción de las

pérdidas económicas que produce el estado; subclínico y crónico de la enfermedad, que se

manifiesta en: reducción en la producción de carne, lana, y leche, decomisos de hígado,
infecciones secundarias por bacterias, interferencias en la fertilidad y gastos derivados de su

tratamiento antihelmíntico.

En el Uruguay, la elevada tasa de prevalencia (57%); la utilización de grandes áreas con;

pastoreo conjunto con ovino y el uso corriente de fasciolicidas como agentes químicos para
el control de la enfermedad, en un marco de acelerado crecimiento de subsectores con

características diferentes a la ganadería extensiva (feéd-lot/lechería), motivaron la formación

de grupos especilizados en el tratamiento del tema.

El parásito y su ciclo biológico

Su biología es más complicada que la de los nemátodos gastrointestinales. En su ciclo

biológico pueden reconocerse por lo menos cuatro subpobiaciones, con la intervención de dos i

tipos de huéspedes, capaces de aumentar las poblaciones parasitarias a través de la

producción de huevos (huésped definitivo) y cercarías (huésped intermediario). Las

subpobiaciones de Fasciola hepática serán afectadas por distintos factores según la etapa
de la vida en que se encuentren:
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En el huésped definitivo. Esta etapa se extiende desde que el huésped ingiere la metacercaria

hasta la producción de huevos por el parásito adulto, en el bovino dura de 8 a 14 semanas y está

afectado proel estado inmunitario y por el número de metacercarias que ingiere.

Vida Libré I. Los huevos salen con las materias fecales al medio ambiente donde se desarrolla

a miracidio. Esta etapa es regulada por la temperatura y humedad.

En el huésped intermedio. El miracidio penetra en un caracol del género Límhnaea y

evoluciona a esporoscito, redia y cercaría en 4 a 10 semanas. Esta evolución depende del

caracol,el grado de infección, humedad y temperatura.

Vida Libre II. Se produce luego de la expulsión de las cercanas por el caracol y su

enguistamiento en formas infestantes denominadas metacercarias. La factibilidad de la

Fasciola hepática complete su ciclo, está dada por la sobrevivencia de las metacercarias y su

coincidencia con el huésped definitivo.

Todos estos factores actúan regulando las poblaciones de Fasciola hepática y determinan los

distintos aspectos epidemiológicos de la enfermedad.

2. OBJETIVOS

El objetivo general del proyecto es el

desarrollo de una prueba inmunológica

para el diagnóstico de Fasciola hepática

en .bovinos, de aplicación a campo. El

trabajo planteó los siguientes objetivos

específicos:

a. Obtención de antígenos (ags),

estandarización de su producción y

determinación de la mejor época de

recolección del parásito.

b. Identificar y caracterizar primariamen

te ags de valor diagnóstico, mediante

las técnicas de ELISA y

Electroinmunotransferencia(Westem-

Blot). Esto implica:

*

estandarizar las técnicas de ELISA

y Western-Blot, como técnicas de

referencia.

*

Utilizar dichas técnicas en bovinos y

conejos natural y experimentalmente

infectados.

*

Identificar y estudiar el rol de los

epítopes de fosforilcolina, glucídicos

y polipeptídicos contenidos en los

antígenos de Fasciola hepática.

*

Estudiar las posibles reacciones

cruzadas con otras parasitosis bovi

nas comunes en nuestro país.

c. Estudiar la cinética de la respuesta

inmune-humoral en conejos infecta

dos y reinfectados con Fasciola hepá

tica y dosificados con fasciolicidas.

Se trata de ver la cantidad o título de

anticuerpos (acs) detectables que in

duce la infección, reinfección y qué
sucede con el título de acs luego de la

dosificación con fasciolicida, es decir

cuándo comienza a bajar el título o

cantidad de acs. Esto se hizo en

conejos porque es más económico.

d. Purificar los ags de Fasciola hepática
con el propósito de disminuir al míni

mo las reacciones cruzadas con otros

parásitos que infectan normalmente a

los bovinos en las condiciones de cría

de nuestro país. Las reacciones cru

zadas van en desmedro de la especi
ficidad de cualquier técnica de diag
nóstico.

e. Seleccionar y estandarizar pruebas

inmunodiagnósticas para fasciolosis

en rumiantes de aplicación masiva.

f. Evaluar la capacidad diagnóstica de

dichos antígenos mediante las técni

cas seleccionadas (punto 5) en ani

males infectados natural y experimen
talmente.

En la ejecución del proyecto se man

tuvo estrecha colaboración con técnicos

de la Facultad de Veterinaria, el Departa
mento de Parasitología del DILAVE (Di
rección de Laboratorios Veterinarios,

MGAP) y del Laboratorio de Desarrollos

Biotecnológico de Reactivos de
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Inmunodiagnóstico de la Cátedra de

Inmunología de la Facultad de Química.

3. METODOLOGÍA

3.1. Estandarización de la

producción de ags de Fasciola

hepática

3.1.1. Recolección de Fasciola

hepática parásito

Se recolectaron parásitos en frigorífi

co durante todos los meses del año; se

concurrió con periodicidad semanal. Se

extrajeron antígenos de Excreción/Se

creción (E/S) y de superficie únicamente

con los parásitos que llegaban vivos al

laboratorio y estaban enteros.

3.1.2. Estudios sobre condiciones de

transporte delparásito desde el

frigorífico al laboratorio

Los parásitos se extrajeron de híga

dos de bovinos en playa de faena y se

transportaron en PBS y en bilis bovina a

temperatura ambiente y a 37°C.

3.1 .3. Identificadordel inhibidor

Identificación del inhibidor de

proteasas más conveniente para utilizar

durante la preparación de antígenos.

3.1.4. Producción de antígenos

Producción de antígenos de Fasciola

hepática (E/S y de superficie).

3.2. Enzyme Linked Inmuno

SorbentAssay (ELISA)

3.2.1. Estandarización de la técnica

de ELISA para Fasciola hepática utili

zando antígenos de E/S y de superficie.

a. Se determinó mediante la técnica de

Saturación con Peroxidasa la con

centración de antígeno que satura

cada pocilio en la microplaca. En

base al valor de saturación obtenido

se encontró la concentración de

antígeno que diferencia mejor positivo

de negativo, utilizando la técnica de

damero.

b. Se estudió el comportamiento de va

rias soluciones bloqueantes a efectos

de elegir la que funcionara mejor en el

sistema Fasciola hepática.

TÉCNICAS INMUNO ENZIMATICAS

Tanto la técnica de Enzume Linked tmmuno Sorbet Assay (Elisa) como de Dot-blot, tienen el

mismo principio: el antígeno se pega (sensibilización) en placas de poliestireno de 96 hoyos o

nitrocélulosa respectivamente. Luego se bloquean los espacios libres de antígeno con una

proteína neutra, se incuban los sueros problema y luego se lava para remover jos anticuerpos

que no están unidos específicamente al antígeno.

Posteriormente se je agrega anti-inmunoglobulina bovina conjugada a peroxidasa y sé lava

nuevamente para remover los anticuerpos conjugados que no se pegaron específicamente a los

anticuerpos bovinos.

Por último se le agrega substrato y en los hoyos o lugares de la nitrocélulosa que sí existe

enzima (peroxidasa conjugada a la anti-inmunoglobüiina bovina) está degradada el substrato y

se desarrolla color. En los hoyos o lugares donde el suero bovino no contenía anticuerpos anti

Fasciola hepática, no hay desarrollo de color.
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c. Se evaluaron distintas diluciones de

sueros de bovinos y conejos para

determinar la dilución óptima a utilizar

en la técnica.

3.2.2. Evaluación de la reactividad

Evaluación en los sueros animales

(vacunos y conejos) infectados natural y

experimentalmente con Fasciola hepáti

ca, con antígenos del mismo parásito

(E/S y de superficie) mediante la técnica

de ELISA.

3.3. Técnica de

electroinmunotransferencia

(Western-blot)

3.3.1. Estandarización de la técnica

deWestern-blotpara Fasciola

hepática

Utilizando antígenos de E/S. Se estu

dió el comportamiento de 5 agentes

bloqueantes, la dilución de sueros a usar

y la concentración a utilizar para los

conjugados de fosfatasa.

3.3.2. Identificación de fracciones

antigénicas deposible valor

diagnóstico

Se estudiaron las bandas de reac

ción de sueros de bovinos infectados con

Fasciola hepática enfrentados a ags de

E/S. También se estudió el comporta
miento de sueros de conejos experimen
talmente infectados con Fasciola hepáti
ca frente a ags de E/S. En ambos casos

se utilizaron conjugados de fosfatasa

específicos, preparados en laboratorio.

3.3.3. Determinación de la presencia
e importancia de epitopes glucídicos

Se realizaron pruebas con antígenos
de E/S de Fasciola hepática y de super

ficie de Paramphistomum spp. para de

terminar la presencia de epitopes glucídi
cos en los mismos. Para ello, los antíge
nos se trataron previamente con perioda-
to de sodio. Dicho tratamiento se realizó

antes y después del bloqueo. Los sueros

bovinos y de conejo (de infección experi

mental) se enfrentaron paralelamente a

los antígenos tratados y no tratados.

Posteriormente se compararon las ban

das de reacción con los antígenos con y

sin tratamiento.

3.3.4. Determinación de la presencia
e importancia de los eptiopes

lipidióos

Las distintas preparaciones

antigénicas se pasaron por una columna

de heparina con el propósito de retener la

mayoría del contenido lipídico de dichos

antígenos. Luego ambos antígenos an

tes y después del pasaje por la columna

fueron probados por las técnicas de ELISA

y Western Blot.

3.3.5. Estudios de reacción cruzada

Se comenzaron los estudios de reac

ción cruzada con otras parasitosis co

munes en rumiantes. Se estudió el com

portamiento de sueros de bovinos y co

nejos infectados experimentalmente con

metacercarias de Fasciola hepática fren

te a antígenos de superficie de

Paramphistomum spp., mediante las téc

nicas de ELISA y Western blot. Se com

pararon los resultados con los de los

antígenos de Fasciola hepática. También

se estudiaron mediante la técnica de

ELISA el comportamiento de sueros de

bovinos de distintos grupos: bovinos con

Quiste Hidátíco, animales provenientes
de un área con problemas de paramfisto-
miasis y sin la presencia del huésped
intermediario Limnea viatrix.

3.3.6. Purificación de los antígenos
de superficie

Los antígenos de Fasciola hepática
fueron purificados por afinidad negativa.
Dichos antígenos fueron pasados por una
columna de sefarosa activada con

bromuro de cianógeno al cual se acopló
la fracción gamaglobulina de suero de

conejo hiperinmune a Paramphistomum
spp. El antígeno de superficie de

Paramphistomum spp. se purificó de la

misma manera pero la columna tenía

acoplado suero hiperinmune a Fasciola

hepática. Con el propósito de reducir la
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reacción cruzada observada con sueros

de bovinos infectados con quiste hidático,
en un segundo paso, ambos antígenos
fueron repurificados por afinidad negativa
con suero hiperinmune a quiste hidático.

De aquí en más ambos antígenos doble

mente purificados se indicarán con 2x.

3.4. Técnica de Dot-Blot

Las tiras de nitrocélulosa (NC) se

sensibilizaron con gotas de 3 ?l a una

concentración de 50 |ig/|al de ambos

antígenos 2x. La gota del antígeno de

superficie de Fasciola hepática se colo

có en el extremo superior y la de

Paramphistomum spp en el extremo infe

rior. Las tiras de NC se secaron a 37 °C

durante 1 hora, luego se sumergieron en

una solución de 5% de leche de soja en

polvo en PBS y se dejan a temperatura
ambiente en agitación durante 1 hora,

para saturar los lugares restantes. Una

vez secas se almacenan a -20°C hasta

su uso.

Los sueros a estudiar y controles se

utilizaron a una dilución de 1/50 y una tira

de NC sensibilizada con ambos ags y

lavada se sumergía en ellos. Luego se

incuban en agitación durante 1 hora a

temperatura ambiente. Los anticuerpos
no unidos específicamente se remueven

mediante 3 lavados, como se mencionó.

Como segundo anticuerpo se utilizó con

jugado a peroxidasa anti-lgG bovina. El

conjugado no pegado se remueve me

diante 3 lavados y luego se utiliza un

cromógeno. Después de 5 minutos a

temperatura ambiente en agitación y a

oscuras, la reacción enzimática se de

tiene lavando las tiras de NC con agua de

canilla (cuadro 1).

4. RESULTADOS

4.1. Estandarización de la

producción de ags de E/S

(Excreción/Secreción)
somáticos y de superficie de

Fasciola hepática y

Paramphistomus spp.

Luego de estudio sobre forma y medio

de transporte más adecuado y de identi

ficar el inhibidor de proteasas más conve

niente para utilizar durante la prepara

ción del antígeno, se obtuvieron patrones
electroforéticos reproducibles bajo las

siguientes condiciones:

4.1.1. Recolección deparásitos

Se ha determinado que la época más

apropiada para la recolección de parási
tos es durante los meses de agosto a

diciembre. En estos estudios se consi

deraron las siguientes variables: máxima

oferta de metacercarias y épocas tradicio

nales del uso de fasciolicidas, vitalidad de

las fasciolas, patrón electroforétíco.

4.1.2. Medio y temperatura de

transporte

Habiéndose estudiado el medio, la

temperatura y el envase para el transpor
te, se determinó que lo más indicado es

transportar los parásitos en bilis a 37°C,
en bolsas de nylon cerradas.

4.1.3. Inhibidores

Se identificó el E-64 a una concentra

ción de 30 jiM como el inhibidor de

proteasas más adecuado.

Los ags producidos sin inhibidor de

proteasas se degradaron, lo que se evi

denció al comparar los patrones electro

foréticos.
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Cuadro 1. Sueros bovinos estudiados.

N° Grupo N° Bovinos Descripción

1 Fasciola hepática in

fectados y libres de

Paramphistomum

spp. y Echinococcus

granulosus

67 Terneros de 6 meses de edad (n=9) infectados experimen

talmente con 500 metacercarias de Fasciola hepática y 58

bovinos naturalmente infectados criados en pasturas don

de el huésped intermediario de Paramphistomum spp. no

existía. Se verificó la presencia de F. hepática y de

E.granulosus en frigorífico.

2
NEGATIVO: Libres de

Fasciola hepática,

Paramphistomum

spp. y Echinococcus

granulosus

40 Terneros (n=5) y adultos (n=4) nacidos y criados en boxes

y controlados mensualmente de no tener huevos de

F. hepática en heces. Bovinos adultos (n=31) de un área

libre de los huéspedes intermediarios de F. hepática y

Paramphistomum spp., en playa de faena se verificó que no

existían ninguno de los 2 trematodes ni quistes hidáticos.

3
Infectados con E.

granulosus y libres de

F. hepática y

Paramphistomum spp.

28 Recolectados en frigorífico de una tropa con 42% de preva

lencia de quiste hidático y se confirmó en faena de que

estaban libres de F. hepática y Paramphistomum spp.

4 Infectados con E.

granulosus y libres de

Paramphistomum spp.

35 Se seleccionaron al azar de una tropa de 151 bovinos con

prevalencias de 42% de E.granulosus y 63% de F. hepática.
En faena se confirmó que tuvieran quiste hidático y que los

hígados no tuvieran F. hepática ni sus cicatrices.

5 Infectados con E.

granulosus y F. hepáti
ca y libres de

Paramphistomum spp.

93 Fueron seleccionados al azar de una tropa de 300 bovinos

con 18% de quistes hidáticos y 18 % de F. hepática. En

faena en 27 bovinos (grupo 5a) se comprobó la presencia
de F. hepática y la ausencia de quistes hidáticos. En los 66

restantes (grupo 5b) se encontraron quistes y F. hepática.

6 Infectados con

Paramphistomum spp.

y libres de F. hepática

y E. granulosus.

11 Fueron seleccionados al azar de un rodeo pastando en

campos libres del huésped intermediario de F. hepática y

el establecimiento libre de E. granulosus.

7 Infección mixta con F

hepática y

Paramphistomum spp.

24 Seleccionados al azar de un establecimiento que tenía los

huéspedes intermediarios de ambos trematodes y las

infecciones fueron confirmadas por el hallazgo de huevos

en heces.

4.1.4. La producción de ags se

estandarizó y se utilizaron

únicamente los lotes que mostraban

elmismo patrón electroforético

En un principio se seleccionó el ag de

E/S en vez del somático porque los dis

tintos lotes del ag de E/S eran más

uniformes. En una segunda etapa se

estudió la posibilidad de utilizar como ag

para todas las pruebas los ags de super
ficie. Al no haber diferencia en las distin

tas pruebas se optó por el ag de superfi
cie, dado que éste rinde 100 veces más.
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4.2. IDENTIFICACIÓN DE

FRACCIONES ANTIGÉNICAS

DE POSIBLE VALOR

DIAGNOSTICO

4.2. 1. Resultados Western-blot

Los sueros de bovinos infectados na

turalmente, permitieron identificar tres

grupos de bandas de reacción: por enci

ma de 97 kda., entre 66 y 31 kda. y por

debajo de 21 kda.. Se identificó una

tríada de bandas de reacción por encima

de 97 kda. enfrentando antígenos de E/S

con los sueros de bovinos y conejos
infectados experimentalmente entre la

semana 2 y 8 post-infección (SPI). Esta

tríada de bandas de reacción identifica

das con ags de E/S podría ser útil para el

diagnóstico de fasciolosis temprana, dado

que son reconocidos entre 2 y 8 SPI.

En ambos antígenos y en ambas es

pecies otras bandas por debajo de 66 kda

que aparecen 5-6 SPI y se mantienen a lo

largo de la infección (22 SPI en conejos

y 12 SPI en bovinos) podrían utilizarse

como marcadores de infección más avan

zada. Ninguna de las bandas menciona

das anteriormente fue identificada por los

sueros controles negativos.

4.2.2. Resultados ELISA (Enzyme
Linked Inmuno SorbentAssay)

El ELISA se desarrolló para utilizar en

el laboratorio como técnica de referen

cia. Se determinó que la concentración

óptima de antígeno a ser utilizado para la

sensibilización de las placas correspon

de a 10 u.g/ml (100 jLil/pocillo) en PBS pH
7.2 para todas las preparaciones

antigénicas utilizadas, incubándolas 2 h

a 37°C y 14 h a 4°C.

El agente bloqueante más apropiado

para el sistema Fasciola hepática y

Paramphistomum spp. es la leche de

soja al 5% en PBS, 150 uJ/pocillo durante

1 h a 37°C.

La dilución óptima de los sueros bovi

nos para la técnica es 1/1000 y de los

sueros de conejos 1/200, utilizando como

diluyente 5% de leche de soja en PBS-

Tween 20 al 0.05%, incubando durante

1h a 37°C. La incubación del segundo

anticuerpo (conjugado anti-lgG bovina o

de conejo) es de 1h a 37°C debiéndose

determinar la dilución óptima para cada

lote.

Los conejos infectados con 50

metacercarias vía oral mostraron niveles

de anticuerpos anti- Fasciola hepática a

partir de 2 SPI, con un máximo a las 6

SPI. A partir de las 14 SPI el nivel de acs

comienza a descender lentamente.

El estudio de los sueros bovinos de

infección experimental (500 metacerca

rias vía oral) mostró que los sueros co

rrespondientes a las semanas 2-3 SPI

presentan concentraciones de acs im

portantes, estableciéndose un nivel es

table (meseta) a partir de las semanas 5-

6, que se mantiene a lo largo de la

infección.

4.3. Cinética de la respuesta
inmune humoral en conejos

El ELISA de titulación de los sueros

de los conejos de los cuatro grupos per

mitió observar que 2 semanas después
de los tratamientos con fasciolicida, el

título de anticuerpos caía bruscamente.

En el grupo de conejos infectados y

reinfectados, también se observó que 1

semana post reinfección (SPR) se co

menzaba a notar el efecto booster llegan
do al máximo 12 SPR (sube el título).
Mientras, en el grupo de conejos infecta

dos, tratados con fasciolicida y

reinfectados, el efecto «booster» (efecto
refuerzo: sube el titulo de Acs luego de

una segunda dosis de antígeno) se ve

recién a las 3 SPR, posiblemente debido

al efecto residual del fasciolicida.

Estos hallazgos, una vez confirmados
mediante la realización de esta misma

experiencia en los huéspedes naturales

de Fasciola hepática (bovinos u ovinos)
podrían servir para evaluar el resultado de

los tratamientos con fasciolicida.
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4.4. Determinación de la

presencia y rol de los epitopes

glucídicos

No se observaron diferencias relevan

tes en el tratamiento de los antígenos
antes y después de la etapa de bloqueo,

por lo que se optó por el segundo méto

do.

Las pruebas realizadas con sueros de

conejos infectados experimentalmente
mostraron disminución en la intensidad

de las bandas cuando los ags de Fasciola

hepática son tratados con periodato.

En el caso del ag somático de

Paramphistomum spp., el tratamiento

con periodato eliminó la mayor parte de

las bandas que reaccionaban con los

sueros de conejos con fasciolosis expe

rimental.

El estudio de epitopes glucídicos me

diante la técnica de ELISA mostró, en

general, que el tratamiento del antígeno
de E/S con periodato de sodio, es signi
ficativo tanto para los sueros positivos
como para los negativos (p>0.05). Sin

embargo, el tratamiento para eliminar

epitopes glucídicos en el antígeno somá

tico, es poco significativo (p<0.05) para
los sueros positivos, no así para los

negativos.

En el estudio con la técnica de

Western-blot, el tratamiento con periodato

permitió observar que las bandas que se

presentaban como comunes en las pre

paraciones de Fasciola hepática y

Paramphistomum spp. no reaccionan con

los sueros, mientras que las presentes
únicamente en los ags de Fasciola hepá
tica sólo disminuyen su intensidad.

4.5. Rol de los epitopes lipidíeos

El pasaje de los ags por la columna de

heparina (retención de lípidos) mostró

que las preparaciones antigénicas tienen

poco contenido lipídico.

4.6. Estudio de reacciones

cruzadas con otras parasitosis

Cuando se realizó la prueba de

Western-blot con antígeno somático de

Paramphistomum spp. se observó en

bovinos las mismas tres bandas de 66

kda que en el caso de los antígenos de

Fasciola hepática, no así las de 97 kda.

En conejos no se observan bandas de

reactividad compartidas entre los dos

parásitos.

Mediante la prueba de ELISA con ag

de superficie de Fasciola hepática, tam

bién se comprobó que ambos parásitos

comparten epitopes dado que los sueros

de bovinos de áreas con problemas de

paramfistomíasis y sin Limnea viatrix,

huésped intermediario de Fasciola hepá
tica, dieron positivos en un 98%.

Asimismo, se observó reacción cru

zada con los sueros de bovinos infecta

dos con quiste hidático.

4.7. Purificación de los

antígenos de superficie

Debido a que las infecciones de quis
te hidático y Paramphistomum spp. son

tan comunes en nuestros bovinos y a la

reactividad cruzada observada (mencio
nada en el numeral 6), se decidió purificar

por afinidad negativa los antígenos a uti

lizar.

Al utilizar el antígeno de Fasciola

hepática depletado de epitopes compar
tidos con Paramphistomum spp. (agFh.1)
la reactividad cruzada disminuyó de 62%

a 38%.

Al depletar el ag Fh.1 de los epitopes
compartidos con quiste hidático (ag Fh

2) disminuyó de 68% a 39%.

La sensibilidad del ELISA con ag Fh 2

es de 97% y la especificidad de 74%.



48 Maissonave, J. eí al.

4.8. Resultados obtenidos con la

prueba inmunodiagnóstica de

aplicación a campo desarrollada

(DOT-BLOT)

En una primera etapa se realizaron

estudios para poner a punto una prueba
de LÁTEX. Los resultados obtenidos no

fueron satisfactorios por lo que se pasó
en una segunda etapa al desarrollo de

una prueba de DOT BLOT, para el diag
nóstico a campo de infecciones con

Fasciola hepática en bovinos.

El desarrollo de una mancha marrón

indica una reacción positiva. La prueba
de dot inmunoperoxidasa (DI) tiene una

sensibilidad de 82% y una especificidad
de 90%>, con un intervalo de confianza de

95%, tiene una buena repetibilidad (kappa

0.74) y una buena correlación con la

prueba de ELISA de referencia (kappa

0.62).

Es una prueba rápida que se realiza

en 2 horas 15 minutos a temperatura

ambiente, simple y de bajo costo, todas

características convenientes para una

prueba a ser utilizada en el campo.

5. CONCLUSIONES

Se desarrolló y estandarizó una prue

ba de aplicación a campo, DOT-BLOT,

para el diagnóstico de fasciolosis en

bovinos, la cual tiene una alta repetibilidad

y correlación con la técnica de ELISA de

referencia (figural).

La técnica de DOT-BLOT desarro

llada tiene las siguientes ventajas:

a. Permite identificar en forma temprana

(2 SPI) bovinos infectados con

Fasciola hepática.

b. No requiere de equipos sofisticados

dado que:

- la dilución del suero problema se

leccionada (1/50) es factible de rea

lizar en condiciones de campo (1

gota de suero y 49 de diluyente).

- todas las incubaciones necesarias

se realizan a temperatura ambiente.

- los resultados son detectables a

simple vista y se pueden archivar.

c. Es una prueba de bajo costo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

F. hepática Ag.

Paramphistomum spp.Ag.

Figura 1 . Reacciones de la técnica de Dot immunoperoxidasa.

Controles (tiras 1 a 5): 1 = Suero control positivo para Fasciola hepática (F. hepática infectado y libre de

Paramphistomum spp. & Echinococcus granulosus). 2 = Suero control Negativo (Libre de F. hepática,

Paramphistomum spp. & Echinococcus granulosus). 3
= Suero control positivo para E. granulosus (Infectado con

E. granulosus y libre de F. hepática & Paramphistomum spp. ). 4 = Control positivo de Paramphistomum spp.

(Infectado con Paramphistomum spp. y libre de F hepática & E. granulosus). 5 = Suero control de infección mixta

(infectado con F. hepática & Paramphistomum spp. y libre de E granulosus).

Sueros estudiados (tiras 6 a 1 3), un representante de cada grupo: 6
= (grupo 1

,
infectado con F. hepática);

7 = (grupo 2 negativo); 8
= (Grupo 3 infectado con E. granulosus); 9 = (grupo 4 infectado con E granulosus); 10

= (grupo 5a infectado con F. hepática & E granulosus); 1 1 = (grupo 5b infectado con F. hepática & E granulosus);

12 = (grupo 6 infectado con Paramphsitomum spp.); 13 = (Grupo 7 infección mixta por Paramphistomum spp. &

F hepática).
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Los sueros de bovinos que den un

resultado dudoso con la técnica de DOT-

BLOT se deben remitir al laboratorio para

ser estudiados mediante las técnicas de

referencia ELISA y Western-blot.

El objetivo de la investigación fue de

sarrollar una técnica de diagnóstico para

Fasciola hepática de aplicación a campo

(DOT-BLOT). Una de las ventajas de esta

técnica es que se podría incluir el

antígeno de Paramphistomum spp., lo

cual brindaría información sobe el estado

sanitario de los animales con respecto a

otra parasitosis común de nuestros bovi

nos. Al igual que en el caso de fasciolosis,
los sueros de animales dudosos deben

remitirse al laboratorio para ser procesa

dos mediante las técnicas de referencia

ELISA y Western-blot.

Los resultados preliminares arrojados

por el estudio de la cinética de la res

puesta inmune humoral de conejos infec

tados, dosificados con fasciolicida y

reinfectados con Fasciola hepática po

drían verse confirmados si se continúan

las investigaciones en los huéspedes
naturales.

Los estudios de la cinética de la res

puesta inmune humoral en los huéspe
des naturales podrían contribuirá evaluar

los tratamientos con fasciolicidas y per

mitir de futuro implementar medidas de

control y prevención más adecuadas y

eficaces.
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1. INTRODUCCIÓN

La magnitud de las pérdidas económi

cas debidas a los hemoparásitos, ha

sido estimada entre US$ 6 y 9 anuales

porvacuno (Guglielmone, A. etal., 1991).
Si bien a nivel nacional estas pérdidas no

han sido cuantificadas, existe la convic

ción de que la garrapata y los hemopará
sitos que ésta transmite implican pérdi
das económicas graves (Ugarte, R. 1 992).

Se están desarrollando planes ten

dentes a reforzar las actividades de con

trol y erradicación de la garrapata

(Boophilus microplus), ejecutados por la

Dirección General de Servicios Ganade

ros, (proyecto 840, Sanidad Animal/BID),

por productores y por los profesionales
no oficiales que trabajan en el área.

La estrategia que se está siguiendo
se basa en el modelo conceptual desa

rrollado por la División de Parasitología,

según el cual se pretende disminuir las

poblaciones de garrapata en zonas endé

micas (al norte del Río Negro) y eliminar

las totalmente en las no endémicas (al

sur del Río Negro).

En el transcurso de la estrategia,

siempre será necesario disponer de mé

todos diagnósticos apropiados, a los efec

tos de mantener una vigilancia

epidemiológica adecuada. Hasta el mo

mento en que este proyecto fue plantea

do, las técnicas disponibles no satisfa

cían las necesidades existentes.

2. CARACTERIZACIÓN DEL

PROYECTO

Dados los antecedentes referidos, a

comienzos de 1992 la División de

Parasitología de la Dirección de Labora

torios Veterinarios (DILAVE) define la

necesidad de complementar el diagnós
tico de los hemoparásitos, con técnicas

más precisas y automatizables que las

convencionales.

Mundialmente, gracias al desarrollo

de la investigación en el campo de la

biología molecular, se están utilizando

metodologías con las características an

tes mencionadas. Tal es el caso de la

amplificación in vitro de ADN, PCR

(Polymerase Chain Reaction; Reacción

en Cadena de la Polimerasa) (Saiki, R.K.

eí al. 1985). Con la finalidad de cumplir
con el cometido antes planteado, fue

necesario trabajar conjuntamente con la

Unidad de Biología Molecular de INIA, en

la Estación Experimental «Las Brujas».
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La ventaja práctica del diagnóstico
realizado por PCR es que el ADN resiste

muy bien la desecación, eliminándose

por consiguiente la necesidad de mante

ner una cadena de frío para el transporte
de la muestra hasta un centro de referen

cia. La estabilidad del ADN permite asi

mismo diferir el envío de estas según las

dificultades de transporte existentes en

algunas zonas del país.

Simplificando la obtención, manteni

miento y remisión de las muestras, se

obviarían varios pasos tradicionales en la

remisión de material (tubos, disponibili
dad de anticoagulante, cadena de frío,

urgencia de traslado), avance que es

especialmente trascendente. Por otro

lado, dicha simplificación puede

extrapolarse a otras patologías donde se

realice el diagnóstico en el área de biolo

gía.

Con el desarrollo del presente proyec

to, se buscó resolver el problema ante

riormente planteado, lo cual será de gran

utilidad a la ganadería nacional. A nivel

predial, los productores también se verán

beneficiados ya que podrán conocer real

mente la situación de riesgo de sus ani

males y actuar en consecuencia,

optimizando los recursos económicos y

los esfuerzos.

BIOTECNOLOGÍA Y SANIDAD ANIMAL

El estudio del material genético de agentes infecciosos a través de técnicas de ADN

recombinante ha permitido grandes progresos en el área de diagnóstico, control epidemiológico

y fabricación de vacunas.

Conocida parte de la secuencia de ADN de un agente infeccioso, es posible detectarlo en una

muestra a través de la amplificación de ésta, utilizando la reacción en cadena de la polimerasa

(PCR). Centenares de grupos a nivel mundial se encuentran abocados a la secuenciación del

ADN de agentes infecciosos y la información generada es recopilada en la base mundial dé

secuencias de ADN, el Gene-Bank. Esta base de datos es de libre acceso y por lo tanto la

capacidad de aprovecharla depende exclusivamentede contar con técnicos formados en esta i

; disciplina. El presente trabajo es un ejemplo en este sentido.

El mismo procedimiento se puede realizar con todos los agentes infecciosos de importancia
económica. La gran sensibilidad de estos métodos permiten hacer diagnóstico en muestras

obtenidas a través de técnicas poco invasivas como por ejemplo el diagnóstico de Brucelleíovís

: a partir de muestras de orina. Esto permite: controlar masivamente animales que concurran a

exposiciones, remates u otros posibles focos de diseminación de agentes infecciosos.

La ventaja práctica del diagnóstico realizado por PCR es que el ADN resiste muy bien la

desecación, efimándose por consiguiente la necesidad de:mantener una cadena de frío para el

transporte de la muestra hasta un centro de referencia. La estabilidad del ADN permite asimismo ;

diferir el envío de estas según las dificultades de transporte existentes en algunas zonas del país, i

Esto se demostró en un trabajo realizado en la Unidad de Biotecnología de INIA dónde sé :

consiguió diagnosticar ; Babesía bovis en papel con manchas de sangre de ganado Infectado

experimentalmente, luego de un año de haber sido colectadas.Asimismo, el estudio de la

secuencia de ADN permite reconocer diferencias entre cepas de acuerdo a su origen geográfico.
Esto ayuda a identificar fallas en los sistemas de control de la introducción de agentes exóticos

o que han sido erradicados.
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Al mismo tiempo, la evolución hacia la

automatización y el aumento de la capa

cidad de recuperación y procesamiento

rápido de muchas muestras, permitirá

llegar a conclusiones epidemiológicas
más rápido y acertadamente a partir de

estudios poblacionales.

Para el grupo de trabajo de la División

de Parasitología, el área de biología
molecular era totalmente nueva, por lo

que fue necesario comenzar un programa

de capacitación (adiestramiento de labo

ratorio, diversos utilitarios informáticos,

equipos sofisticados, etc.).

3. OBJETIVOS DEL

PROYECTO

Específicamente dentro del Orden

Apicomplexa, se estudiaron las espe

cies de hemoparásitos Babesia bovis y

Babesia bigemina con múltiples herra

mientas disponibles en biología
molecular. En este marco, se desarrolla

ron diversos objetivos, el principal de los

cuales fue desarrollar y poner a punto un

método de diagnóstico complementario
de babesias en vacunos y garrapata que
sea confiable y eficaz.

Paralelamente, se realizó un estudio

aplicado en el análisis de la viabilidad de

las poblaciones atenuadas en la garrapata.

4. MATERIALES Y MÉTODOS

4.1. La Reacción en Cadena de

la Polimerasa (PCR)

La Reacción en Cadena de la Polime

rasa (PCR, es su sigla en inglés) alude

al proceso in vitro de amplificación de

una o más secuencias de ADN, enten

diéndose como amplificación a la gene

ración de cadenas idénticas a la original.

El proceso se basa en dos tramos

iniciadores («primers») complementarios
a los extremos de la secuencia que se

quiere amplificar. Una vez que los iniciado

res se alinean a los extremos del tramo

referido, la polimerasa comienza a sinteti

zar el ADN que falta entre ambos tramos.

Este proceso se repite, resultando en

determinado número de cadenas nuevas.

El número de repeticiones se regula a

través de la temperatura, que incide so

bre la forma que adopta la molécula y -por

lo tanto- en la posibilidad o no que el

proceso continúe. Se usan polimerasas
termoestables.

Los iniciadores -oligonucleótidos de

alrededor de 20 nucleótídos de largo- son

los que «identifican» el tramo de ADN

que quiere amplificarse, el cual (en gene

ral) no es mayor a 3000 pares de bases.

Una cadena puede reproducirse hasta un

millón de veces, lo que facilita la determi

nación de su tamaño, secuencia de

nucleótidos, etc..

La gran ductilidad y las amplias posi
bilidades de aplicación de la técnica la

destacan como uno de los grandes avan

ces científicos a nivel mundial, en los

últimos años.

En este proyecto, la técnica sirve para
diferenciar distintos parásitos, dado que

se han identificado secuencias de ADN

características y se cuenta con sus ini

ciadores.

Cónceptualmente las actividades de

sarrolladas se pueden agrupar en:

*

definición de iniciadores específicos

para Babesia bovis y Babesia

bigemina.
*

diagnóstico en bovinos y en garrapata

(Boophilus microplus),
*

estudio de viabilidad en Boophilus

microplus de las cepas atenuadas y

*

estudios de alternativas sencillas y

prácticas para envío y procesamiento
de material.

El trabajo en el área de biología
molecular se desarrolló con el respaldo y

apoyo de la Unidad de Biotecnología del

INIA «Las Brujas». El área biológica y

aplicada se ha desarrollado en la División

de Parasitología de la Dirección de Labo

ratorios Veterinarios (DILAVE) «Miguel
C. Rubino», del Ministerio de Ganadería

y Agricultura (MGAP).
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4.2. Definición de iniciadores

(«primers»)

Se buscaron secuencias de ADN de

Babesia bovis existentes en los bancos

de genes internacionales. Se seleccionó

la secuencia BBMER60 (Carlos Suarez

eí al., 1991) que codifica para una proteí
na de membrana de merozoíto.

A partir de esa secuencia se diseñó

un par de iniciadores de 25 nucleótidos

de longitud, denominados BBMER#1 y

BBMER#2 que amplificarían un segmen

to de ADN de 1056 pares de bases.

Un trabajo similar se hizo para Babesia

bigemina, cuyos iniciadores fueron des

critos por Figueroa J., eí al .,1992.

4.3. Puesta a punto del

diagnóstico en vacunos

La identidad del fragmento amplifica
do de Babesia bovis fue corroborada,

comparando el mapa de restricción su

puesto, con el obtenido cortando el pro

ducto con determinadas enzimas de res

tricción.

Las bandas obtenidas en cada babesia

son diferentes, por lo que cada iniciador

es específico. Esto fue comprobado con

material de ADN referencia de A.

margínale, A. céntrale, Babesia bovis,

Babesia bigemina y ADN de bovinos

libres de hemoparásitos.

En el estudio de sensibilidad se deter

minó una banda visible a partir de 0,08

fentogramos de ADN y se estima que

equivale a 40 parásitos.

Sensibilidad que detecta parasitemias
de 0,0005 % de eritrocitos infectados

tanto para Babesia bovis como para

Babesia bigemina.

4.4. Puesta a punto del

diagnóstico en el vector

Para el diagnóstico de Babesia bovis

y Babesia bigemina en el vector se utili

zaron los mismos iniciadores «externos»,

diseñados para vacunos y los resultados

no fueron los mismos que se habían

obtenido a partir de sangre infectada.

Por esto se decidió modificar la meto

dología utilizando iniciadores internos

(«nested primers»). Estos nuevos pares
*

de iniciadores están comprendidos entre

los externos, y fueron específicos para

cada babesia, lográndose el objetivo plan
teado.

Se amplificó el ADN de Babesia bo-

vis/Babesia bigemina de diferentes esta

dios de garrapata infectada (adultos, hue

vos y larvas), utilizando primero los ini

ciadores «externos» y con lo producido
se reamplificó con los «internos», obte

niéndose las bandas esperadas. Como

control negativo se utilizó ADN de garra

patas (adultos, huevos y larvas) sin infec

tar, de una cepa mantenida en el DILAVE

«Miguel C. Rubino» desde 1977.

4.5. Estudio de viabilidad de las

cepas atenuadas en Boophilus

microplus

Se ha estudiado la interrupción de la

transmisión de determinadas poblacio
nes de babesias «atenuadas», que se

utilizan rutinariamente en la producción
de hemovacuna para la premunición del

ganado. Estudios anteriores indican que

no existe transmisión vertical de estas

cepas en la garrapata. Dado que estos

resultados surgen en condiciones res

tringidas (única parasitemia e infesta

ción) se hace necesario ampliar esta

información.

4.6. Obtención práctica del

material para procesar

Se confirmó la posibilidad de obtener

el material para estudiar de una forma

práctica y al alcance de cualquier perso
na que está actuando en la campaña.
Los hematozoarios en el vacuno están

presentes únicamente en el eritrocito,

por lo que el material para detectarlo es

la sangre y es necesario mantenerla en

ciertas condiciones hasta el momento

del diagnóstico. Se ha probado en diver

sos tipos de papel y en tela mantenidos

en temperatura ambiente, lográndose re

producir los resultados obtenidos con los

materiales tratados en forma tradicional.
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5. RESULTADOS 6. DIVULGACIÓN

Al momento se cuenta con la técnica

de Reacción en Cadena de la Polimerasa

(PCR) que diagnostica ADN específico
de Babesia bovis y Babesia bigemina
tanto en el bovino como en el Boophilus

microplus.

Este método es el primero a nivel

mundial con la sensibilidad y especifici
dad necesaria para verificar la transmi

sión vertical a través del vector, Boophilus

microplus, y fue presentado en el Con

greso Mundial de Veterinaria de 1994 y

publicado en el Brazilian Journal of

Parasitology.

El logro de este objetivo coloca al

Uruguay en una posición destacada ya

que es primero y único en la región en

disponer de esta metodología. También

es un aporte original a la comunidad

científica ya que hasta el momento no

había sido descrita la técnica de diag
nóstico en la garrapata.

En cuanto al estudio aplicado en el

análisis de la viabilidad de las poblacio
nes atenuadas en la garrapata, han sur

gido resultados alentadores respecto a

la interrupción del ciclo natural en la

garrapata de las cepas atenuadas. Estos

resultados minimizan la interrogante ac

tual, de los ganaderos que utilizan la

hemovacuna, los cuales muchas veces

manifiestan su temor de inmunizar el

ganado por la posibilidad de infectar

artificialmente las poblaciones de garra

pata.

Está pendiente la fijación de

parámetros de trabajo para lograr cono

cer tasa de infección, para lo cual se

necesita realizar un seguimiento de la

dinámica, con un número elevado de

muestras para poder inferir estos resulta

dos. A partir de la situación actual, se ha

diseñado un nuevo proyecto y presenta
do a ser financiado, con el objetivo de

avanzar en estas investigaciones ya que
son fundamentales para la aplicación de

éstas técnicas en el medio.

El equipo de investigación del proyec

to, participó en jornadas de intercambio,

con intervención de profesionales y miem

bros de laboratorios de la región, con el

objeto de informar acerca del trabajo,
intercambiar experiencia y programar

tareas comunes de beneficio mutuo:

*

Jornadas auspiciadas por IICA-

PROCISUR, INIA «Las Brujas» y

CICV-INTA, Buenos Aires.

*

Jornada organizada por la Universidad

de la República, Solís.

*

Vil Congreso Argentino de Ciencias

Veterinarias, 8-11 de noviembre de

1994. Bs. As, Argentina.
*

Presentación del poster «Use of the

Polymerase Chain Reactíon for the

diagnosis of Babesia bovis in cattle

and in tick Boophilus microplus-».
"

Mesa Redonda del Programa

Hemoparásitos, Red de Laboratorios

de Diagnósticos e Investigación en

América Latina, FAO, presentación de

logros.

También se redactaron cuatro artícu

los científicos, publicados en revistas

indexadas y arbitradas.

7. ACCIONES DE FUTURO

Se ha desarrollado un nuevo método

de diagnóstico de Babesia bovis en va

cuno y en vector, a través de la amplifica
ción in vitro de una secuencia de ADN de

este parásito. Dicho método puede ser

utilizado para diferenciar Babesia bovis

de Babesia bigemina así como de otros

hemoparásitos bovinos debido a su abso
luta especificidad.

La interpretación de los resultados no

es técnico-dependiente lo que disminuye
los errores de interpretación y, además,

permite una mayor capacidad de proce

samiento de muestras. A partir de estos

resultados, el grupo piensa llevar a cabo

trabajos aplicados a:
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1) estudios de epidemiología molecular

en ap oyó a las actividades de lucha

contra la garrapata (campaña sani

taria),

2) identificar a nivel de establecimiento

los animales enfermos en etapa

prepatente y

3) estudiar el comportamiento de las

cepas atenuadas utilizadas en

hemovacunas (transmisión vertical

en la garrapata).

Destacamos que este proyecto dio

lugar a otro, financiado por IAEA (1996-

1998) donde se acondicionó el laborato

rio para el diagnóstico de PCR y se aplico

en la investigación de la viabilidad de

diferentes babesias (virulentas y atenua

das) en la garrapata. El resultado de

estas investigaciones contribuye en me

jorar la utilización de las hemovacunas

en la ganadería.

Este proyecto ha sido pionero y los

resultados representan un importante

aporte a la comunidad, siendo únicos en

la región. La División de Parasitología
continúa sirviendo de apoyo y referencia

para los profesionales involucrados en

éstos temas, con especial énfasis en el

diagnóstico aplicado. Este rol ha sido

especialmente destacado por la FAO.
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