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Parvovirosis Canina: situacion actual y proteccion de las
vacunas contra las nuevas variantes virales circulantes en
la region

Canine Parvovirus: Current Status and Protection of Vaccines
Against New Viral Variants Circulating in the Region

Puentes Palombo, R.!

RESUMEN

Parvovirus canino (CPV) tipo 2 es uno de los principales agen-
tes causantes de diarreas en cachorros en varias partes del mun-
do. En los ultimos afios ha habido un interés trascendente por
esta enfermedad debido a que luego del descubrimiento de la
misma, a fines de la década del 70, se han encontrado nuevas
variantes del virus (CPV-2a, CPV-2b, CPV-2¢). En Uruguay
esta enfermedad es una de las principales virosis en cachorros y
las principales variantes circulantes son los genotipos CPV-2a
y CPV-2c. Se ha observado que los sintomas clinicos produci-
dos por la infeccion con las nuevas variantes virales son leve-
mente diferentes a los producidos por el genotipo original (CPV-
2). La forma de controlar CPV es a través de la vacunacion de
los animales susceptibles. Actualmente, la proteccion que con-
fieren las vacunas comerciales contra las nuevas variantes es
discutida. Algunos autores afirman que las vacunas con CPV-2
protegen eficazmente la enfermedad producida por las nuevas
variantes. Sin embargo, otros trabajos demuestran lo contrario.
El objetivo de esta revision es recopilar la bibliografia actual
existente de modo de facilitar la interpretacion de la situacion de
la Parvovirosis canina en el Uruguay y la region.

Palabras clave: Parvovirus canino, CPV-2c, diagndstico,
Uruguay

SUMMARY

Canine Parvovirus (CPV) type 2 is one of the main causative
agents of diarrhea in puppies in different parts of the world. In
recent years there has been an important concern about this
disease because after its discovery, in the late 70’s, new virus
variants (CPV-2a, CPV-2b, and CPV-2c¢) have been found. This
disease is associated with a major viral pathogen in puppies; in
Uruguay the main circulating variants are CPV-2a and CPV-2c.
It has been observed that the clinical symptoms produced by
infection with the new viral variants are slightly different from
those produced by the original (CPV-2). The way to control
CPV is through vaccination of susceptible animals. Currently,
the ability of new vaccines to confer protection against new
variants is discussed. Some authors assert that the CPV-2 vac-
cines effectively protect against the disease caused by new
variants. Nevertheless, other studies demonstrate the contra-
ry. The goal of this review is to gather existing current literatu-
re, in order to facilitate interpretation of the situation of canine
parvovirus in Uruguay and the region.

Key words: canine parvovirus, CPV-2c, diagnosis, Uruguay.

EVOLUCION VIRAL

Parvovirus canino (CPV) es un pequeiio virus (26 nm de diame-
tro), desnudo, con una simple hebra de ADN de aproximada-
mente 5200 nucledtidos que esta envuelta por una capside ico-
saédrica conformada por dos proteinas, VP1 y VP2 (Strassheim
y col., 1994). CPV emergid en el aiio 1978 y fue denominado
CPV-2 para distinguirlo del Virus Diminuto Canino (MVC o
CPV-1), responsable de muertes neonatales en cachorros (Car-
michael, 1994). El origen de CPV-2 es todavia incierto, aunque
la hipdtesis es que derivd del virus de la Panleucopenia felina
(FPV) o de los FPV-like provenientes de carnivoros salvajes
(Fig. 1). CPV-2 pertenece a la familia Parvoviridae, la misma
que se encuentra el FPV (Truyen, 1999). CPV-2 ha sufrido una
rapida evolucion a lo largo del tiempo y en pocos afios han
aparecido nuevas variantes virales, denominadas CPV-2a y
CPV-2b. Estos nuevos virus han reemplazando completamente
al original tipo 2 (CPV-2) a tal punto que no se detecta mas este
genotipo en la poblacién canina, mientras que CPV-2a y

CPV-2b estan distribuido por todo el mundo (Hoelzer y Pa-
rrish, 2010). Mas recientemente, en la década del 2000, una
nueva variante antigénica emergié en Europa denominandose
CPV-2c¢ (Buonavoglia y col., 2001). Este nuevo mutante tiene
una sustitucion aminoacidica, Asp-426’!Glu, que ocurre en un
residuo de la proteina de la capside viral (VP2), considerada
muy importante del punto de vista antigénico. Esta variante
(CPV-2/Glu426), primeramente observada en Italia, actualmen-
te ha sido detectada en muchos paises en el mundo (Hoelzer y
Parrish, 2010). Estas nuevas variantes difieren del CPV-2 origi-
nal en al menos cinco o seis aminoacidos en la proteina VP2 de
la capside viral. Estas mutaciones afectan residuos importantes
de esta proteina incluyendo regiones altamente antigénicas (Mar-
tella y col., 2006). Por otro lado, las diferencias antigénicas
observadas entre las variantes (CPV-2a, CPV-2b y CPV-2¢) son
la consecuencia del cambio en solo un aminoacido (Asn en 2a,
Asp en 2b y Glu en 2¢) también en el residuo 426 de la VP2.
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Figura 1. Evolucion de Parvovirus canino (CPV). Relaciéon
genética, rangos de hospederos y aflo de aparicion
del virus de la Panleucopenia Felina (FPV), CPV y
parvovirus relacionados. El virus original causante
de la Parvovirosis canina (CPV-2) se extinguio, y
fue reemplazado por las nuevas variantes CPV-2a,
CPV-2b y CPV-2c. Extraido de Hoelzer y Parrish
(2010).

VARIANTES CIRCULANTES DE CPV-2 EN EL
URUGUAY YLA REGION

En cuanto a la distribucién de las nuevas variantes a nivel mun-
dial, CPV-2a, CPV-2b y CPV-2¢ circulan con diferentes fre-
cuencias en los paises de acuerdo a la region geografica analiza-
da. En Uruguay la enfermedad esta presente desde hace varias
décadas. El diagndstico estd basado principalmente en la anam-
nesis y los sintomas clinicos. En un trabajo realizado con 30
muestras provenientes de distintos departamentos (Montevi-
deo, Canelones, San José y Lavalleja) la principal variante viral
detectada fue CPV-2c¢ (Pérez y col., 2007). Por otro lado tam-
bién se han realizado aislamientos y caracterizacion de CPV-2¢
en cultivos celulares a partir de animales enfermos (Puentes y
col.,2011; Blanc y col., 2011). Recientemente Pérez y col (2011)
encontraron una mayor proporcion de CPV-2a en muestras pro-
venientes de casos clinicos ocurridos en caninos en el afio 2010.
Por lo tanto hasta el momento las dos variantes que han sido
detectadas con mayor frecuencia en casos clinicos en el Uru-
guay son CPV-2ay CPV-2c. En referencia a algunos paises de la
region, en Argentina Calderdn y col (2011) encontraron la va-
riante CPV-2¢ en mayor proporcidon de muestras positivas ana-
lizadas provenientes de distintas partes de ese pais. Al analizar
la secuencia completa de la VP2 de distintos aislamientos se
pudo observar que, a nivel nucleotidico, muestras Argentinas de
CPV-2¢ tienen un 99,3% a 99,9% de identidad con relacién a
cepas internacionales de CPV-2c, mientras que la identidad a

nivel de aminoacidos es de 99 ,7% a 100% (Calderdén y col.,
2012). Esto demuestra que existe un bajo grado de variabilidad
en las secuencias analizadas de muestras provenientes de Ar-
gentina en relacion a cepas internacionales. Sin embargo, los
mismos autores encontraron sustituciones a nivel de aminoaci-
dos relevantes en algunas muestras localizadas en regiones ex-
puestas de la VP2 que pueden ser importantes. Por su parte en
Brasil, se han detectado las variantes CPV-2a, CPV-2b y CPV-
2c en diferentes proporciones en casos clinicos de las ciudades
de Rio de Janeiro y Porto Alegre en los tltimos afios (Streck y
col., 2009, Castro y col., 2011).

PATOGENICIDAD Y CUADRO CLINICO ASOCIADO
ALAS NUEVAS VARIANTES DE CPV-2

Varios trabajos han descrito los hallazgos clinicos y hematold-
gicos en perros infectados naturalmente (Hirasawa y col., 1987)
o experimentalmente (Macartney y col., 1984) con la cepa ori-
ginal CPV-2. Sin embargo son escasas y algo contradictorias las
investigaciones que comparan la patogenicidad de las nuevas
variantes virales en relacion a CPV-2. CPV infecta los perros a
través de la ruta oronasal y alcanza la mucosa intestinal luego de
una diseminacion inicial por tejidos linfoides. La viremia puede
ser intensa y persistir por varias semanas, mismo que el virus
haya desaparecido del contenido intestinal (Decaro y col., 2007).
Los sintomas clasicos producidos por esta enfermedad mas alla
de la variante viral presente, estan relacionados en mayor o
menor medida a cuadros de anorexia, letargia, vomitos y dia-
rreas mucoides a hemorragicas (Moon y col., 2008). Si compa-
ramos la enfermedad producida por las nuevas variantes en rela-
cion al genotipo original, se ha visto que los genotipos CPV-2a
y CPV-2b comtinmente causan una enfermedad mas severa que
CPV-2 (Decaro y col., 2005a). Se ha demostrado ademas que
estas nuevas variantes, son eliminadas en mayor cantidad en
materia fecal que el genotipo original (CPV-2) (Carmichael,
1994). Por otro lado, en relacion a las diferencias en cuanto a la
patogenicidad entre las nuevas variantes, mediante la técnica de
Real Time PCR, se ha investigado la distribucion de ADN viral
en diferentes tejidos en perros infectados naturalmente con
CPV-2a, CPV-2b y CPV-2c. En todos los tejidos analizados?, se
pudo detectar el genoma viral de los tres genotipos, demostran-
dose una amplia distribucion del virus en el organismo y con un
comportamiento similar entre las variantes estudiadas. La ma-
yor carga viral fue detectada en tejidos linfoides con maxima
cantidad en tonsilas de perros infectados con CPV-2¢ y en bazo
de perros infectados con CPV-2b. Alta cantidad de virus tam-
bién fue detectado en médula 6sea en perros infectados con
CPV-2a. Por otro lado, en la vejiga fue donde se encontro la
menor cantidad de ADN viral y, sorpresivamente, los autores
encontraron ADN viral en tejido nervioso (cerebro, cerebelo y
bulbo cerebral). Finalmente, en la materia fecal el numero de
copias de ADN fue menor que en los 6rganos internos (Decaro
y col., 2007). Este trabajo si bien fue realizado con pocos ani-
males, no encontraron diferencias importantes entre la infec-
cidon con CPV-2a, 2b o 2c¢. En contrapartida, en perros infecta-
dos experimentalmente, Moon y col. (2008) si encontraron que

“Se analizaron los siguientes tejidos: Cerebro, cerebelo, bulbo cerebral, tonsilas,
nédulos retrofaringeos, timo, pulmén, miocardio, médula dsea, higado, bazo,
vejiga, nédulos mesentéricos, jejuno, colon, recto, materia fecal.
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la variante CPV-2a es mas patogénica que CPV-2b. En este sen-
tido, también se ha visto que la variante CPV-2¢ produce sinto-
mas algo diferentes de las causadas por las variantes CPV-2a/2b
(por ejemplo diarrea mucoide en lugar de hemorragica) (Decaro
y col., 2005a). En lo que respecta a la patogenicidad de las
nuevas variantes en infecciones de células in vitro, Puentes y
col. (2011) encontraron que la variante CPV-2¢ produjo menos
efecto citopatico (CPE) en cultivos celulares de la linea CRFK
que en cultivos primarios obtenidos a partir de corazoén fetal
canino (FCH). La cepa CPV-2 de referencia no mostrd diferen-
cias en cuando al CPE producido entre estos dos cultivos celu-
lares. Todos estos trabajos, si bien representan informacion re-
levante para la comprension de la patogenicidad de las nuevas
variantes virales de CPV en perros, tienen la limitante del esca-
so numero de animales estudiados y de que algunos de ellos han
sido evaluados en infecciones experimentales o in vitro. Por lo
tanto, aun no son suficientes las investigaciones existentes, para
comprender con exactitud la patogenicidad de las nuevas va-
riantes virales de Parvovirus canino, comparando con el genoti-
po original de la enfermedad (CPV-2). Sin embargo, parece ser
que del punto de vista clinico actualmente existe una mayor
patogenicidad y severidad de la enfermedad en los animales diag-
nosticados por veterinarios. Si bien esta apreciacion clinica es
importante no se tiene informacion suficiente sobre los posi-
bles cuadros clinicos leves producidos por CPV-2¢ que no lle-
gan al consultorio y se recuperan sin atencion veterinaria. Final-
mente, existe una percepcion clinica que solo los cachorros son
susceptibles a la infeccion inducida por CPV-2. En este sentido,
se han descrito brotes de esta enfermedad asociado a enteritis y
mortalidad en perros adultos, pero la incidencia probablemente
sea muy baja (Decaro y col., 2008).

ESTRATEGIASACTUALMENTE UTILIZADAS PARA
EL DIAGNOSTICO VIRAL

Si bien la anamnesis y los sintomas clinicos son fundamentales
para realizar el diagndstico, existen distintos patéogenos que
pueden causar cuadros similares en perros. Por lo tanto es con-
veniente la realizacion del diagndstico definitivo utilizando una
técnica de laboratorio. Varios métodos han sido desarrollados
para el diagndstico de CPV-2: aislamiento viral, Hemoaglutina-
cion, SAT (Slide agglutination test), ELISA, SNAP (test comer-
cial basado en el método del ELISA) e Inmunocromatografia,
son métodos muy utilizados para el diagndstico a partir de ma-
teria fecal de animales enfermos (Desario y col., 2005;
Marulappa y Kapil, 2009; Schmitz y col., 2009; Puentes y col.,
2010, 2011). Sin embargo, la sensibilidad de algunas de estas
técnicas es relativamente baja (Esfandiari y Klingeborn, 2000;
Desario y col., 2005; Schmitz y col., 2009). Schmitz y col.
(2009), demostraron que los tests rapidos para el diagndstico
en material fecal (ej. SNAP test), tienen una alta especificidad
pero pobre sensibilidad, al comparar con técnicas mas sensi-
bles. Actualmente otros métodos basados en la deteccion de
ADN viral pueden ser utilizados para el diagnostico virologico.
Se ha demostrado que la Reaccion en cadena de la Polimerasa
(PCR), la Real Time PCR y la MGB (Minor groove binder),
tienen alta sensibilidad para la deteccion de CPV-2 (Decaro y
col., 2005b, 2005c¢). Con la Real Time PCR y la MGB, es posi-
ble ademas cuantificar el ADN viral presente en la material fecal

de perros infectados y es una técnica con alta especificidad,
realizandose en un tiempo menor que la PCR convencional con
gel de agarosa (Decaro y col., 2005b, 2005¢). En un estudio
realizado, de un total de 89 muestras analizadas de perros con
diarrea, se encontr6 que la Real Time PCR fue capaz de diagnos-
ticar el mayor nimero de animales positivos a CPV-2 (n=73),
seguidas por PCR (n=68), aislamiento viral (n=54), Hemagluti-
nacion (n=50) e inmunocromatografia (n=41) (Desario y col.,
2005). Si bien estos resultados demuestran que la Real Time
PCR es actualmente el mejor método para diagnosticar CPV-2,
no es una técnica realizable a nivel de clinicas veterinarias, lo
que dificulta su utilizacidén de rutina por veterinarios. Actual-
mente una de las técnicas mas utilizada para el diagndstico rapi-
do anivel de clinicas veterinarias es la Inmunocromatografia. Es
un método simple que puede ser realizado por veterinarios y
por los propios dueflos de las mascotas para confirmar la sos-
pecha clinica de la enfermedad (Esfandiari y Klingeborn, 2000).
Sin embargo se sabe que en estados tardios de la infeccion los
altos niveles de anticuerpos en el lumen intestinal pueden se-
cuestrar la mayoria de los viriones, por lo que los test que se
basan en la unién antigeno-anticuerpo (ej. Inmunocromatogra-
fia, hemoaglutinacion y ELISA) pueden dar resultados falsos
negativos (Desario y col., 2005). En este sentido, Puentes y
col. (2010), encontraron baja concordancia en un estudio reali-
zado donde se compar6 el diagnostico clinico realizado por ve-
terinarios con el diagndstico por las técnicas de Inmunocroma-
tografia y Hemoaglutinacion. Estos hallazgos advierten sobre
las posibles diferencias que se pueden encontrar entre la clinica
y estas técnicas actualmente disponibles, debiéndose ser caute-
loso en la interpretacion de resultados obtenidos para esta en-
fermedad.

RESPUESTAINMUNE PROTECTORAY STATUS
INMUNITARIO DE LA POBLACION CANINA EN EL
URUGUAY

La respuesta inmune protectora contra Parvovirus es predomi-
nantemente humoral, siendo los anticuerpos capaces de neutra-
lizar la mayoria de las particulas virales. La importancia de los
anticuerpos en la proteccion contra la infeccion ha sido demos-
trada por la efectividad de la inmunidad materna mediada por
anticuerpos que confiere eficientemente proteccion contra Par-
vovirus en las primeras semanas de crecimiento del cachorro.
Por lo que la enfermedad ocurre predominantemente en anima-
les jovenes luego que los anticuerpos maternos han disminuido
(Pollock y Carmichael, 1982). La respuesta inmune humoral
adquirida por los animales inmunizados naturalmente o por va-
cunacion deberia estimular preferentemente la produccion de
Inmunoglobulinas A (IgA) a nivel local. Se ha visto que existe
una relacion directa entre titulos de IgA entéricos y la recupera-
cion de la enfermedad (Rice y col., 1982). Esto concuerda con
observaciones de Bienenstock y Befus (1980), quienes descri-
ben una resistencia inmunoldgica a la infeccion con CPV anivel
de mucosas en ausencia inclusive de titulos séricos de anticuer-
pos. Finalmente, en relacion a la proteccion cruzada in vitro
conferida por los anticuerpos contra las distintas variantes vi-
rales, se ha encontrado diferencias significativas entre la res-
puesta contra virus homoélogos y virus heterélogos (Cavalli y
col., 2008). Por otro lado, en lo que respecta a la inmunidad
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mediada por células, se ha visto que claramente juega un rol
importante y tiene que ver fundamentalmente con la recupera-
cion de la enfermedad (Hoelzer y Parrish, 2010).

En la practica, en cuanto a los titulos de anticuerpos que prote-
gen contra CPV, se ha descrito que titulos hemoaglutinantes
iguales o mayores a 1/80 protegen contra la infeccidon. Sin em-
bargo algunos autores han observado que perros con titulos
hemoaglutinantes de 1/160, y que fueron infectados experimen-
talmente con CPV-2b, tienen una replicacion activa de virus
luego del desafio. Estos resultados demuestran que la infeccion
con CPV puede ocurrir incluso en presencia de titulos mayores
oigual a 1/80, usualmente considerados protectores (Elia y col.,
2005) y que quizas la hemoaglutinacion no sea la técnica mas
adecuada para evaluar la respuesta humoral en perros infecta-
dos con el virus (Cavalli y col., 2008). No existen suficientes
trabajos cientificos en Uruguay que demuestren los niveles de
anticuerpos y el riesgo de contraer infeccion de la poblacion
canina vacunada y/o no vacunada. En un estudio realizado re-
cientemente con 142 sueros de animales adultos provenientes
de la ciudad de Montevideo, y sin antecedentes de vacunacion,
se encontré que un 89,4% y un 91% de los animales fueron
seropositivos a CPV-2 y CPV-2¢ respectivamente, con titulos
hemoaglutinantes promedios de 1/930 y 1/1370 (Eliopulos y
col., 2010). Por un lado, este trabajo demuestra el alto porcen-
taje de inmunizacion natural que ocurre con CPV en estos ani-
males. Si bien ya no se detecta la variante CPV-2 en la naturale-
za existen reacciones cruzadas entre esta y las nuevas variantes
lo que explica el alto porcentaje encontrado en ese estudio. Por
otro lado, si consideramos como titulos protectores por hema-
glutinacion aquellos mayores o igual a 1/80, la poblacién estu-
diada estaria, en promedio, ampliamente protegidos contra la
enfermedad.

EFICACIADE LAS VACUNAS EXISTENTES CONTRA
LAS NUEVAS VARIANTES VIRALES

La respuesta inmune contra CPV generada por una vacuna pue-
de estar influenciada por varios factores. Dentro de los que
tiene que ver con la vacuna en si, la viabilidad del virus y el
titulo viral en la misma, el grado de atenuacion del patogeno, las
propiedades antigénicas de las cepas vacunales y la ruta de ad-
ministracion, son factores importantes (De Cramer y col., 2010).
En el Uruguay, no se realizan controles de potencia en las vacu-
nas comerciales que verifiquen la inmunogenicidad de las mis-
mas y la capacidad de inducir una respuesta inmune protectora.
Franco y Puentes (2011), evaluaron la capacidad infectante in
vitro de las vacunas a virus atenuado que se comercializan en el
Uruguay, encontrando que 8 de 10 vacunas analizadas tenian al
menos el virus viable capaz de replicarse en cultivos celulares.
Esto no quiere decir que las vacunas funcionen, pero significa
que en un principio el virus se encuentra en condiciones de
replicarse en células y potencialmente inducir una respuesta
inmune. Por otro lado, factores inherentes al animal como ser el
estado nutricional, sanitario y la presencia de los anticuerpos
maternos, también pueden condicionar el desarrollo de una ade-
cuada respuesta inmune. La edad para realizar la primera vacu-
nacion en cachorros contra CPV y la interferencia de los anti-
cuerpos maternales ha sido discutida en numerosas publicacio-
nes (Pollock y Carmichael, 1982; lida y col., 1990; Pratelli y

col., 2000; Day, 2007). Lo cierto es que se ha demostrado que
en ausencia de la inhibicién de los anticuerpos maternos los
cachorros son capaces de montar una respuesta inmune protec-
tora a muy temprana edad (Day, 2007). Se ha visto que titulos
de anticuerpos hemoaglutinantes maternos > 1:20, son capaces
de interferir con la respuesta inmune luego de la administracion
de la vacuna en el cachorro pero no son capaces de prevenir la
infeccion por cepas de campo. En contraste, titulos e» 1:64 son
considerados suficientes para proteger contra ambos (infeccion
por la vacunacion y enfermedad). Por lo tanto, estos titulos
pueden interferir con la inmunizacion y dejar los cachorros sus-
ceptibles a la infeccion (Pollock y Carmichael, 1982). Se ha
visto que esta «ventana de interferencia» esta entre los 40 y 69
dias de edad en los cachorros (lida y col., 1990). Sin embargo,
este periodo puede variar en caso que los animales se expongan
a cepas virulentas de campo de CPV. Un estudio demostro que
los titulos de anticuerpos maternos declinan mas rapidamente
si el cachorro es desafiado con el virus (Macartney y col., 1988).
Por este motivo, es que se aconseja vacunar a los cachorros a los
30 dias de edad, a fin de acortar esta ventana de susceptibilidad.
Ademas, mas recientemente, De Cramer y col. (2010), realiza-
ron un experimento con 86 perros y demostraron que la mayo-
ria de los animales (80%) con presencia de distintas concentra-
ciones de anticuerpos maternos seroconvirtieron favorablemen-
te cuando inmunizados a las 30 dias de edad. Estos resultados
son algo contradictorios a los desarrollados por Pollock y
Carmichael (1982), comentado anteriormente. En lo que se re-
fiere a la proteccion cruzada de las vacunas actuales contra las
nuevas variantes de virus, existen controversias entre distintos
trabajos cientificos. Es importante recordar que el genotipo ori-
ginal de Parvovirus canino (CPV-2) ya no se detecta en infeccio-
nes naturales aunque es todavia utilizado en la gran mayoria de
las vacunas comercializadas en Uruguay y gran parte del mun-
do. Experimentos realizados por Pratelli y col (2001), demos-
traron que cachorros inmunizados con vacunas con CPV-2 tu-
vieron titulos de anticuerpos neutralizantes significativamente
mas altos contra el virus homo6logo (CPV-2) que contra el virus
heterélogo (CPV-2b). Por otra parte, cachorros inmunizados
con vacunas con CPV-2b tuvieron similares titulos de anticuer-
pos neutralizantes para ambos virus. Sin embargo a pesar de
todo, segun estos autores, el problema puede no ser tan critico,
teniendo en cuenta que los titulos de anticuerpos heterdlogos,
alcanzarian para proteger los cachorros inmunizados con vacu-
nas CPV-2. Por otra parte, Ohshima y col. (2008) encontraron
que anticuerpos producidos por perros inmunizados con vacu-
nas con cepa CPV-2, no reaccionaron eficientemente con recien-
tes aislamientos de CPV (CPV-2a/2b), cuando fueron compara-
dos con los sueros de animales vacunados con las cepas homo-
logas. Lo que induciria a pensar de que la respuesta frente a
virus heter6logos, no son adecuadas y pueden exponer los ani-
males a la infeccion a las nuevas variantes. En este sentido,
existen evidencias de animales enfermos que tenian historia de
vacunacion con cepas CPV-2, en los cuales se detecto la presen-
cia de CPV-2c¢ en materia fecal (Pérez y col., 2007; Puentes y
col., 2011, Calderén y col., 2011). Contrario a estos resultados,
algunos autores afirman que animales inmunizados experimen-
talmente con vacunas conteniendo la cepa CPV-2, estan prote-
gidos del desafio con cepas CPV-2b y CPV-2¢ (Spibey y col.,
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2008; Siedek y col., 2011). Por lo tanto, como se puede obser-
var, aun no son suficiente concordantes los experimentos, para
decir a ciencia cierta, si realmente es necesaria la actualizacion
de las cepas utilizadas en las vacunas contra CPV.

CONSIDERACIONES FINALES

Parvovirus canino es una de las principales virosis de los cacho-
rros en varias partes del mundo, incluyendo Uruguay. La seve-
ridad del cuadro clinico, acompafiado de la falta de tratamientos
eficaces y del surgimiento de nuevas variantes virales, han lle-
vado a que en la ultima década muchos grupos de investigacién
hayan profundizado los conocimientos sobre esta virosis. Ac-

tualmente la discusion principal a nivel veterinario, se centra en
la efectividad de las vacunas disponibles, sobre la proteccion
que las mismas confieren contra las nuevas variantes virales
existentes. En el Uruguay, si bien no son suficientes las investi-
gaciones que puedan responder a estos cuestionamientos, en los
ultimos afios se han consolidado algunos grupos de investiga-
cion que han generado conocimientos que sin duda han produci-
do un avance para el pais en esta area. La cooperacidon de los
colegas veterinarios aportando datos sobre la casuistica y faci-
litando el estudio de los casos clinicos, sera clave para avanzar
los conocimientos sobre esta enfermedad en el Uruguay en un
futuro.
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Analisis del descenso de anticuerpos en el periparto y su
impacto en el diagnostico serologico de l1a Leucosis

Enzootica Bovina

Antibody Decrease During the Peripartum Period: its Impact
on Enzootic Bovine Leukosis Diagnosis

Rama, G2 Pritsch, O.?3, Adrien, M.L."?, Moratorio, G.>°, Meikle, A.!

RESUMEN

En el presente trabajo se analizd la presencia de anticuerpos
especificos anti-VLB durante el periodo de periparto en vacas
Holando en produccion. Para ello se realizo el diagndstico sero-
l6gico de LEB a un grupo de vacas prefiadas mediante un ELISA
comercial. A partir de los resultados obtenidos se seleccionaron
tres grupos de cinco vacas cada uno caracterizados como nega-
tivo, positivo leve y positivo fuerte. Los animales se sangraron
cada 20 dias desde el dia -50 al +50 (O=parto). Las muestras
fueron procesadas por ELISA y las densidades opticas se anali-
zaron por ANOVA de medidas repetidas en el tiempo. El grupo
positivo fuerte permanecioé con diagnostico positivo en todas
las observaciones del ensayo. El grupo negativo también perma-
necid negativo. Sin embargo, en el grupo de positivos leves las
densidades opticas del ELISA descendieron entre 40% y 60%
de los niveles iniciales y todos los animales pasaron de un diag-
nostico positivo en el preparto a negativo alrededor del parto.
Se demostrd la existencia de un descenso en los anticuerpos
especificos anti-VLB alrededor del parto, que en el grupo de
positivos leves implico falsos negativos desde el dia—20 al +60,
indicando que debe evitarse tomar muestras para diagndstico
seroldgico de LEB en este periodo.

Palabras clave: Leucosis Enzodtica Bovina, diagndstico, ELISA,
anticuerpo, periparto

SUMMARY

The goal of this work was to characterize the evolution of spe-
cific anti-BLV antibody titers during the peripartum period in
dairy Holstein cows. The experimental design involved 3 groups
of 5 cows each characterized as negative, slight positive and
strong positive. All animals were bled every 20 days, from -50
to +50 days (0 = calving), and serum samples were analyzed by
a commercial ELISA test. The strong positive group remained
with a positive diagnosis along all test observations, as the
negative group remained as negative. However, in the slight
positive group the ELISA optical densities decreased between
40% and 60% of the initial levels and all the animals that were
initially positive became negative in the peripartum period.
Overall these results show that in the peripartum the physiolo-
gical decrease in specific anti-BLV antibodies in the slight posi-
tive group may produce false negative results from day -20 to
+60, indicating that sample extraction should be avoided for
serologic diagnosis of EBL during this period.

Key words: EnzooticBovine Leukosis, diagnosis, ELISA,
antibody, peripartum

INTRODUCCION

La Leucosis Enzodtica Bovina (LEB) es una enfermedad infec-
ciosa de caracter cronico producida por un retrovirus denomi-
nado Virus de la Leucosis Bovina (VLB). Este virus es un miem-
bro oncogénico del género Deltaretrovirus de la familia Retrovi-
ridae, infecta preferencialmente a los linfocitos B y causa una
transformacion maligna que puede concluir en una leucemia cro-
nica o linfosarcoma (Ferrer, 1980). La mayoria de los animales
infectados (60%) no presentan signos de infeccidon y se vuelven
portadores asintomaticos del virus de por vida. Aproximada-
mente un tercio de los bovinos infectados desarrolla una linfoci-
tosis persistente caracterizada por una expansion policlonal no
maligna de los linfocitos B y s6lo entre 5% a 10% de los anima-
les infectados desarrolla linfoma o linfosarcoma maligno (Kett-
mann y col., 1994; Burny y col., 1988; Llames y col., 2001).

La LEB tiene un impacto significativo desde el punto de vista
sanitario y econdmico, la alteracion del sistema inmune provo-

cado por la infeccion viral puede aumentar la incidencia de otras
patologias afectando a la produccion de leche y originando pér-
didas directas por mortandad (Trainin y col., 2005). En ausen-
cia de vacunas efectivas, numerosos paises han implementado
campaiias de control y/o erradicacion de esta enfermedad. Por
ejemplo, la Unidn Europea luego de muchos afios ha logrado que
12 de los 15 paises originales del bloque se encuentren actual-
mente libres de LEB (Rodriguez y col., 2011). Asimismo, puede
detectarse el ADN proviral integrado en el genoma de linfocitos
infectados con VLB en productos carnicos y lacteos presentes
en el mercado (Felmer y col., 2006), por lo que la exigencia libre
de Leucosis para la exportacion de ganado en pie establecida
por algunos mercados podria potencialmente extenderse a estos
productos.

La deteccion de anticuerpos (Ac) especificos contra las protei-
nas virales gp51 y p24 en suero bovino, mediante inmunodifu-
sion en gel agar (IDGA) y mas recientemente por ensayo por
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inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA), constituyen los pro-
cedimientos de rutina mas utilizados para la identificacion de
animales infectados asintomaticos (Martin y col., 2000; Tro-
noy col., 2001; Rola y Kuzmak, 2002; Gutierrez y col., 2009).
Recientemente hemos demostrado que el IDGA detecta 72 % de
los positivos detectados por ELISA (Rama y col., 2010). En
tanto, existen metodologias mas sensibles como la reaccidon en
cadena de la polimerasa (PCR), aunque implican mayor equipa-
miento y son mas laboriosas (Fechner y col., 1996; Martin y
col., 2000; Trono y col., 2001; Felmer y col., 2006; Camargos y
col., 2007; Rama y col. 2010).

Generalmente, los métodos diagndsticos serologicos comercia-
les utilizan una Unica dilucidén de suero y frecuentemente no
contemplan, al momento de extraer la muestra, las variaciones
de la concentracion total de Ac circulantes relacionada con el
estado fisioldgico o reproductivo del animal. En el modelo bovi-
no, se conoce desde hace mas de 50 afios que los niveles de
varias globulinas séricas disminuyen en sangre durante el peri-
parto (Larson y Kendall, 1957). En particular, durante la calos-
trogénesis existe un descenso en la concentracion de inmunoglo-
bulinas (Ig) totales (principalmente IgG) en la sangre circulante
maternal, ya que la mayoria de las inmunoglobulinas presentes
en el calostro no son sintetizadas en la glandula mamaria sino
que provienen directamente de la sangre materna (Larson, 1958).
Este descenso de la concentracion de Ac totales podria aumen-
tar la presencia de falsos negativos en el periparto (Ferrer, 1979,
Burridge y col., 1982; Hiibner y col., 1996, Erverman y
Jackson, 1997).

Por otro lado, los Ac maternos presentes en el calostro atravie-
san el epitelio intestinal del ternero pasando directamente a su
circulacion sanguinea, por lo que el diagndstico dentro de los
primeros 6 meses de edad puede aumentar la deteccion de falsos
positivos y sobreestimar la transmisidn viral por via vertical
(Thurmond y col., 1982; Johnson y col., 1987, Lazausset y
col., 1990).

La investigacidn respecto de la dindmica de los titulos de Ac
contra VLB en el periparto es escasa. Se ha reportado la detec-
cion de un mayor porcentaje de falsos negativos utilizando IDGA
como método de diagndstico en vacas que se encuentran cerca-
nas al parto (Burridge y col., 1982; Hiibner y col., 1996, Tekes
1994), por lo que se ha propuesto que para el diagndstico de la
infeccidon por VLB se utilicen métodos seroldgicos en un perio-
do comprendido entre 2 semanas antes y un mes después del
parto. Tekes (1994) reporté que esto no ocurre cuando el
ELISA es utilizado como método de diagndstico.

La hipdtesis de trabajo plantea que en el periparto el descenso
de la concentracidn total de Ac en la sangre materna podria
llevar al diagndstico de falsos negativos en animales infectados,
aun utilizando un kif de diagnostico de ELISA comercial (VMRD)
aprobado por el Departamento de Agricultura de Estados Uni-
dos (USDA) y que es utilizado en nuestro pais. Para testear la
hipétesis, nos proponemos como objetivo analizar la concen-
tracion de Ac especificos anti-VLB en funcién del tiempo du-
rante el periodo de periparto en vacas Holando en produc-
cion con diagnosticos positivos y negativos realizados en el
preparto.

MATERIALES Y METODOS

Diseifio experimental

Se realiz6 un primer diagnostico seroldgico de LEB a un grupo
de 60 vacas de raza Holando pertenecientes a un tambo del
departamento de Paysandi mediante el uso de un ki de ELISA
comercial diseflado para detectar Ac especificos anti-VLB. De
acuerdo a lo recomendado por el fabricante del ki, el punto de
corte entre resultados negativos y positivos se determind para
cada placa mediante el andlisis por triplicado de la densidad
optica (D.O.) de un control positivo diluido y estandarizado
para tal fin.

De este grupo se seleccionaron cinco vacas seroldgicamente ne-
gativas (con valores de D.O. por debajo del punto de corte),
cinco vacas positivas fuertes (con valores de D.O. mayores al
doble del punto de corte) y cinco vacas positivas leves (con
valores de D.O. menores al doble del punto de corte). Por otro
lado, estas 15 vacas también fueron seleccionadas segun fecha
de parto prevista (otofio 2009).

A este grupo de 15 vacas se les extrajo sangre mediante veno-
puncidn coccigea en tubos BD Vacutainer® (BectonDickinson,
NJ, USA) cada 20 dias, se abarco un rango desde el dia 50
previo al parto hasta el dia 50 posterior al parto. Las muestras
de sangre se almacenaron a 4 °C y se centrifugaron durante
10 min a 2000 rpm antes de las 48 h de la colecta. El suero
sealmacend a -20 °C hasta su procesamiento. El total de las
muestras (n=90) correspondientes a los 15 animales se analiza-
ron en una misma placa de ELISA perteneciente a un kit comer-
cial para Ac contra VLB para suero bovino.

Para estudiar el efecto en la D.O. en funcién de la variacion de la
concentracion de Ac especificos contra VLB se realizaron dos
diluciones seriadas (relacion 1:2) de un suero positivo fuerte
(con alta D.0O.) a partir de la dilucion 1/25 hasta 1/1600.

ELISA.

Se utilizé un kit comercial para la deteccion de Ac contra VLB
para suero bovino con 98% de sensibilidad y 100% de especifi-
cidad (Laboratorio VMRD, cod. 5505.20, WA, USA), aproba-
do por el USDA. Las muestras se procesaron de acuerdo a las
indicaciones del fabricante, utilizando 50 pul de suero diluido a
1/25. La lectura se realizé en un espectrofotdmetro de rango
visible a 620 nm (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Se utili-
zaron los tres controles positivos del kif comercial por placa,
que poseen una baja concentracion de Ac contra el virus estable-
ciéndose la linea de corte para cada placa a partir del promedio
de sus D.O.

Analisis estadistico

Los datos de D.O. se procesaron con un analisis de medidas
repetidas en el tiempo (procedimiento mixto, software SAS,
SAS Institute Inc. 2000, Cary, NC, USA). El periodo se incluyo
como variable categérica y se definieron periodos respecto al
parto con una duracién aproximada de 20 dias: periodo -40 (dia
-50 al -31), periodo -20 (dia -30 al -18), periodo -10 (dia -17 al
0), periodo 10 (dia 1 al 20), periodo 30 (dia 21 al 40) y periodo
50 (dia 41 al 70). El modelo estadistico incluyé como efectos
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fijos el periodo, la categoria (positivos fuertes, positivos leves
y negativos) y sus interacciones. Se considerd P<0.05 como
significativo y valores entre P>0.05 y P<0.10 como tendencia.

RESULTADOS

En la Figura 1 se observan los valores de absorbancia de los
cinco animales de cada grupo normalizados mediante el cociente
de la D.O. con el valor establecido como linea de corte para esa
placa de ELISA.

Por otro lado, se determin6 por ELISA la variacion de la D.O. en
funcién de la concentracion de Ac especificos anti-VLB a partir
de dos diluciones seriadas de un suero positivo fuerte. En la
Figura 2 se representa la curva de titulacion obtenida en la cual
la D.O. disminuye de forma logaritmica en relacion a la dilucion
del suero.

Se analizaron por ELISA los sueros provenientes de los tres
grupos de animales obtenidos en diferentes tiempos, antes y
después del parto (Figura 3). La categoria y el periodo afecta-
ron la D.O (P<0.001 ambos). Para los animales positivos fuer-
tes los valores de D.O. disminuyeron del dia -40 y -20 al dia -
10, previos al parto (P<0.01, Figura 3A); la D.O. aument6 del
dia -10 al 30 y 50 posparto (P<0.05). Para los animales positi-
vos leves se detecta una disminucion de la D.O desde el dia -40
que no es recuperada en todo en ensayo. Se observé una tenden-
cia a disminuir entre el dia -20 al -10 (P=0.10) y una tendencia
al aumento del dia -10 al 50 posparto, aunque no a niveles
comparables al dia -40 (Figura 3B). La D.O. de los animales
negativos disminuy6 del dia -40 al -10 (P<0.05), no existiendo
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Figura 1. Caracterizacion seroldgica por ELISA de cada uno de
los grupos de animales: Negativos, Positivos Leves,
Positivos Fuertes. En el eje de la izquierda se expresan
los valores de absorbancia obtenidos por medida
espectrofotométrica de las placas de ELISA, y en el
eje de la derecha como Unidades Arbitrarias que
corresponden al cociente de la absorbancia para cada
una de las muestras, dividida la absorbancia de los
controles positivos utilizados por el kit para
determinar el punto de corte que discrimina entre
positivos y negativos.

mas diferencias entre los demas dias. En el Cuadro 1 se mues-
tran los resultados de D.O. normalizados de cada animal perte-
neciente a los tres grupos en los distintos periodos relativos al
parto.

Enla Figura 4 se muestran los resultados individuales para cada
uno de los cinco animales que integraban el grupo de positivos
leves. La D.O. de los mismos disminuy6 a medida quese acerca-
ba el momento del parto. Es importante destacar que en este
descenso del titulo de Ac especificos para VLB cercano al par-
to, los animales positivos leves presentaron valores por debajo
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Figura 2. Valores de absorbancia promedio en funcién de dos
curvas de dilucion seriada de un mismo suero positivo
a VLB (el valor 0,04 corresponde a una dilucion del
suero 1/25, las diluciones consecutivas se hacen en
una relacion 1:2.; rango de dilucién 1/25 — 1/1600).
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Figura 3. Estudio seriado en el tiempo de la respuesta de
anticuerpos anti-VLB para el promedio del periodo
del grupo positivo fuerte (A) y positivo leve (B). (a
vs b vs ¢cP£0.05, x vs y P£0.1) En ordenadas UA,
Unidades Arbitrarias de absorbancia (+SEM) y en
abscisas Dias, siendo 0 el dia del parto.
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Cuadro 1. Densidades Opticas normalizadas al control positivo del kit VMRD para el diagnodstico de la Leucosis Enzootica Bovina
durante el periparto, para todos los animales del ensayo (negativos, positivos leves y positivos). Los periodos se
definieron con una duracién aproximada de 20 dias: periodo -40 (dia -50 al -31), periodo -20 (dia -30 al -18), periodo -
10 (dia -17 al 0), periodo 10 (dia 1 al 20), periodo 30 (dia 21 al 40) y periodo 50 (dia 41 al 70).

Periodos respecto al parto
Grupo Identificacién -40 -20 -10 10 30 50
Negativos 543 0,789 0,416 0,488 0,605 0,628 0,580
Negativos 319 0,564 0,443 0,435 0,445 0,492 0,424
Negativos 324 0,768 0,713 0,778 0,375 0,451 0,571
Negativos 526 0,411 0,712 0,490 0,563 0,486 0,643
Negativos 353 0,844 0,457 0,683 0,587 0,834 0,407
Positivos Leves 139 1,381 1,100 0,846 0,912 0,990 1,152
Positivos Leves 259 1,152 0,568 0,624 0,640 0,765 0,731
Positivos Leves 264 1,032 0,661 0,662 0,761 0,852 0,731
Positivos Leves 350 1,111 0,584 0,454 0,706 0,744 0,881
Positivos Leves 223 1,339 0,857 0,681 0,818 0,815 0,821
Positivos 221 2,580 2,844 3,241 3,466 3,420 3,407
Positivos 328 3,477 3,881 3,819 3,898 3,676 4,015
Positivos 416 3,833 3,941 3,771 3,927 4,063 4,036
Positivos 505 4,052 4,006 3,410 3,879 3,460 4,156
Positivos 529 3,717 3,792 3,327 4,047 3,775 3,645

del punto de corte fijado para este ensayo. Por lo tanto, pasa-
ron de un diagndstico serologico positivo a un resultado negati-
vo. La caida de la D.O. alrededor del parto varié entre un rango
de disminucion del 40 al 60 %. Solo uno (# 139) de los cinco
animales positivos leves presentd D.O. comparables a un diag-
nostico positivo al mes posparto, el resto mantuvo D.O. nega-
tivas hasta aprox. los 50 dias posparto (Figura 4).

DISCUSION

Este es el primer reporte que demuestra que en el periodo alre-
dedor del parto los titulos de Ac especificos anti-VLB determi-
nados por el kit ELISA VMRD(utilizado en nuestro pais), se
modifican en forma importante. Los animales con altos titulos
de Ac anti-VLB mostraron una tendencia a disminuir sus titulos
en el periparto pero continuaron siendo positivos. Sin embargo,
aquellos animales que fueron diagnosticados por ELISA como
positivos leves, presentando titulos bajos de Ac especificos
anti-VLB, resultaron seronegativos por ELISA en el periodo del
periparto. Estos resultados concuerdan con lo que se observa
en la curva de titulacion en donde la misma variacién en la con-
centracion de Ac especificos anti-VLB en un animal positivo
fuerte y uno leve no significa el mismo valor en términos de
D.O. Los animales positivos fuertes presentan concentraciones
de Ac (D.O. cercanos a uno) que se encuentran sobre o proximas
a los valores de saturacion del sistema. En los animales positi-
vos leves, la disminucion en la concentracion de Ac debido al
parto, represent6 un mayor descenso del valor de D.O. que los

positivos fuertes, y en estos ejemplos alcanzd valores por de-
bajo de la linea de corte establecida por el kit.

La produccion eficiente de leche requiere que la vaca lechera
pase por una gestacion y un parto cada afio. La transicion desde
el estado de prefiez sin lactancia al estado de no-prefiez con
lactancia involucra un cambio dramdtico para la vaca (Goff y
Horst, 1997). Usualmente las vacas se secan al séptimomes de
gestacion, lo cual genera una involucion de la glandula mamaria
donde el epitelio secretorio mamario sufre apoptosis y la glan-
dula es remodelada y renovada preparandose para un nuevo
ciclo de lactancia (Strange y col., 1995).

La actividad del sistema inmune de la vaca estd fuertemente
deprimida alrededor del parto. Se ha descrito la existencia de
una leucopenia transitoria después del parto causado por un
importante pasaje de neutrofilos hacia el tracto reproductivo.
Estos neutréfilos presentan una capacidad fagocitica anti-bac-
teriana aumentada pero una actividad bactericida (estallido
respiratorio) disminuida (Kehrli y col., 1989a; Detilleux y col.,
1995). La capacidad de los linfocitos para responder a mitoge-
nos y la produccidn de Ac se ve también afectada alrededor del
parto (Kehrli y col., 1989b). Atin desconocemos el mecanismo
fino que determina la depresion del sistema inmunoldgico en el
periparto pero se acepta que factores enddcrinos y nutriciona-
les estarian fuertemente involucrados (Goff 'y Horst, 1997; Van-
groenweghe y col., 2005; Lamote y col., 2006). Por otro lado,
también ha sido demostrado que el tratamiento con corticoides
y prolactina en combinacion con insulina estimula la expresion
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Figura 4. Estudio seriado en el tiempo de la respuesta de anticuerpos anti-VLB para cada uno de los animales caracterizados como
positivos leves: 139, 259, 264, 223 y 350. En ordenadas UA, Unidades Arbitrarias de absorbancia y en abscisas Dias,

siendo 0 el dia del parto.

de VLB en ensayos con lineas celulares en cultivo (Niermann y
Buehring, 1997) y ambas hormonas aumentan alrededor del par-
to.

Asimismo, también ha sido demostrado que los niveles de IgG e
IgM totales en el suero caen alrededor del parto y que la con-
centracion presente en el calostro, es equivalente a la concentra-
cién que desaparece de la sangre circulante en el momento de la
calostrogénesis (Dixon, y col., 1961; Larson, 1958). En un tra-
bajo reciente Herr y col (2011) han reportado una disminucién
dramadtica de los niveles séricos totales de IgG e IgM en el pe-
riodo entre la semana 8 previa al parto y la cuarta semana post-

parto. El nivel de IgG se recuperd en la cuarta semana posterior
al parto y el grado de reduccion de la IgG sérica total se correla-
ciond significativamente con secrecidon de IgG en el calostro.
Por otra parte, una correlacion directa entre los niveles de IgG y
el recuento de linfocitos también fue detectada. Esto podria
explicar también la alta incidencia de enfermedades infecciosas
durante este periodo (Herr y col., 2011). La disminucidn de los
titulos de Ac especificos anti-VLB se podria explicar entonces
por el pasaje de los mismos desde la sangre hacia el calostro, y/
o por el estado de inmunosupresiéon generado en la vaca en el
periodo del periparto.
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En un trabajo reciente, Gutiérrez y col. (2011) analizan la pro-
gresion de la infeccion por VLB desde el nacimiento hasta la
primera lactancia en un rodeo con mas de 85% de prevalencia.
Reportan que aun realizando medidas para evitar la transmision
via sanguinea no encontraron cambios en la prevalencia después
de 3 afios. Esto indicaria que otras vias de transmision podrian
jugar un rol en condiciones naturales. En particular encuentran
que la poblacion pasa de aproximadamente 10% de prevalencia
antes del primer parto a mas de 60% posterior al mismo. Estos
resultados permitirian plantear que la inmunosupresion genera-
da en el periparto podria activar infecciones virales controladas
por los animales y no detectadas por los métodos diagndsticos
usualmente empleados.

En suma, el diagnéstico de VLB por ELISA debe realizarse te-
niendo en cuenta el estado reproductivo del animal en el mo-
mento de obtener la muestra. El diagndstico en los momentos
cercanos al parto aumenta la probabilidad de falsos negativos y
por este motivo algunos autores proponen no utilizar métodos
seroldgicos en un periodo comprendido entre dos semanas an-
tes y un mes después del parto (Burridge y col., 1982; Hiibner
y col., 1996). Acorde a nuestros resultados este intervalo al
menos para este kir comercial debe ser mayor, ya que no debe-
rian realizarse diagndsticos para LEB desde los 40 dias antes
del parto, hasta los 50 dias posparto, o incluso mas, debido a

que cuatro de los cinco animales positivos leves no habian recu-
perado los niveles de D.O. a los casi dos meses posparto. Sin
embargo, la realidad nacional marca que debido a la planifica-
cion de la sanidad de los tambos (momentos puntuales o unicos
en la toma de muestra para el diagndstico de enfermedades in-
fecciosas a todo el rodeo), como al manejo reproductivo de los
rodeos lecheros en nuestro pais (partos todo el afio), producto-
res y técnicos frecuentemente no visualizan que un resultado
negativo no implica que ese animal sea verdaderamente negati-
vo.

Como perspectiva consideramos que seria importante estudiar
la evolucion de la carga proviral de la madre durante el peripar-
to, ya que debido a la inmunosupresion existente en este perio-
do el animal podria perder la capacidad de controlar al virus,
reactivando la infeccion y originando como consecuencia un
aumento de su carga proviral.
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Resistencia antimicrobiana: ;Quo Vadis?

Antimicrobial resistence: ;Quo Vadis?

Errecalde, J.O.!

El hombre, en su lucha frente a la enfermedad, ha elegido un rival formidable. Las bacterias tienen 3500 millones de afios
de experiencia sobre el planeta contra dos millones de afios en el caso de la especie humana. Nos llevan una buena

ventaja, ;no es cierto?

Los antimicrobianos son sustancias naturales o sintéticas capa-
ces de detener el crecimiento o directamente matar microorga-
nismos. Debemos tomar conciencia de que tienen que ser utili-
zados prudentemente. No enfrentamos a un rival facil.

El primer antibiotico natural fue la penicilina, que es el ejemplo
excluyente, al representar el primer escalon de un grupo enorme
de drogas de gran actividad y uso extendido y el inicio de una
nueva etapa en la historia de la humanidad. Posteriormente a la
penicilina, sulfamidas y tirotricina, en la década del 40 aparecen
estreptomicina, cloranfenicol y clortetraciclina. En la década
del 50 eritromicina y vancomicina. En la del 60, gentamicina,
ampicilina, cefalotina y amikacina. En la del 70, cefalexina, car-
benicilina, cefoxitina y cefaclor. En la del 80, cefotaxima, moxa-
lactam, combinacion acido clavulanico-amoxicilina, combinacion
imipenem-cilastatina, aztreonam. En los 90 aparecen las fluoro-
quinolonas, nuevos macrélidos, y nuevas cefalosporinas y agen-
tes antivirales mas efectivos. Luego del 2000 registramos la
aparicion de quinolonas de espectro ampliado. Esto es solamen-
te una muestra parcial que incluye agentes representativos.

Por supuesto que todos estos descubrimientos estuvieron esti-
mulados por algo. Ese algo fue una mezcla de componentes
formada por la inquietud de los investigadores y de la industria
por una parte, pero innegablemente, por la aparicion de diver-
sos niveles de resistencias bacterianas por el otro. Esto dio
lugar a una competencia entre los microorganismos, generando
resistencias y seleccionandose en pro de éstas y el hombre, por
su parte, imaginando, diseflando, tamizando, en la busqueda de
nuevos compuestos mas eficaces y mas seguros para la lucha
antimicrobiana. Si bien el hombre no cede en su lucha, los mi-
croorganismos tampoco, y estos ultimos van sacando ventaja,
lenta e inexorablemente.

A la luz de los conocimientos actuales podemos decir que ante
la llegada de un nuevo antibidtico a la clinica, es muy probable
que ya existan variedades bacterianas capaces de resistir a su
accion, o que éstas aparezcan y se seleccionen con velocidad
variable. Serd nuestra obligacion que la emergencia de resisten-
cia se demore todo lo posible.

(NECESITAMOS DELLABORATORIO PARA
INSTAURAR UN TRATAMIENTO
ANTIMICROBIANO?

Se trata de un tema extremadamente conflictivo. Frente a la
instauracion de una terapia antimicrobiana tenemos dos alterna-
tivas: por un lado el aislamiento, identificacion y prueba de
susceptibilidad del/los gérmenes actuantes y por el otro, el tra-

tamiento a ciegas (que como veremos mas adelante no es algo
malo si se lo hace con el criterio necesario).

Es evidente la ventaja que aportan las pruebas de laboratorio
cuando estan bien interpretadas. Saber de qué microorganismo
se trata, a qué antibidtico es susceptible, y atin mas, cual es la
concentracion inhibitoria minima para el agente que se esta pen-
sando seleccionar para el tratamiento, representan innegable-
mente enormes ventajas. Pero lejos de ser la solucion del pro-
blema solamente sirven para ayudar en el disefio del plan tera-
péutico adecuado.

Si no tenemos resultados de laboratorio para hacer un trata-
miento antimicrobiano las cosas cambian respecto de lo ante-
riormente descripto. Estamos en franca inferioridad de condi-
ciones. Sin embargo, eso no significa que, sin resultados de la-
boratorio, un tratamiento deba ser necesariamente irracional.
Antes de aplicar el medicamento habra que considerar: ;Cual es
la sintomatologia clinica? ;Cual es el foco infeccioso? ;Qué nos
indica la historia del establecimiento en cuanto a frecuencia de
infecciones con esa sintomatologia en esa especie animal? ;Dis-
ponemos de pruebas de laboratorio previas? ;Qué datos existen
en los registros del establecimiento? ;Cuales son los datos que
aporta la persona a cargo de los animales? ;Existe una posibili-
dad concreta de presencia de flora mixta? ;Cual es la historia de
uso de antimicrobianos en el establecimiento? Sus éxitos? ;Sus
fracasos? (El o los animales enfermos son inmunocompetentes?
(Existe otra patologia concomitante? ;Se esta llevando a cabo
alguna otra terapia simultaneamente? Estas son solamente algu-
nas de las preguntas que el profesional actuante necesariamente
deberd hacerse antes de pensar en la eleccidon de un agente anti-
microbiano, su dosis, esquema de dosificacion y tiempo de tra-
tamiento.

Si la terapia no puede basarse en pruebas de laboratorio (y esto
es algo que muy frecuentemente ocurre en diversas regiones del
mundo), el criterio clinico se vuelve esencial y, combinado con
el conocimiento de las caracteristicas farmacocinéticas y farma-
codinamicas del medicamento elegido, atin pueden conducir al
éxito terapéutico.

JEXISTEN RIESGOS POR PRESENCIA DE RESIDUOS
DEANTIMICROBIANOS ENALIMENTOS?

Clasicamente la presencia de antimicrobianos en alimentos se
ha asociado a distintos problemas, a saber:

a. Alérgicos.
b. Toxicos.
c. Asociados a las resistencias bacterianas.
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Los problemas alérgicos son conocidos y afectan a la poblacion
sensibilizada. En general las bajas concentraciones de antibioti-
cos alergénicos (i.c. beta lactdmicos) no alcanzan para sensibili-
zar pacientes (aunque puede haber excepciones) pero si para
desencadenar reacciones que, en general, no son graves aunque,
eventualmente, pueden llegar a serlo (anafilaxia).

Los problemas toxicoldgicos, por su parte, son bastante difici-
les de probar dadas las bajas concentraciones residuales de es-
tas drogas. Los aminoglucosidos, por ejemplo, son productos
toxicos. Su ototoxicidad y nefrotoxicidad han sido clasicamente
descriptas. Sin embargo, insistimos, a concentraciones residua-
les es posible que no existan riesgos toxicoldgicos para este
grupo de drogas. Por cierto que si se envian a consumo rifiones
de animales tratados las concentraciones de droga seran mas
clevadas, dada la facilidad con que los aminoglucdsidos se acu-
mulan en este 6rgano. De todas maneras y, alin en este caso, serad
dificil que el consumo de un rifidén en estas condiciones pueda
generar problemas toxicologicos, dada la baja posibilidad de que
un paciente contintie consumiendo rifiones con residuos eleva-
dos de aminoglucoésidos en forma continuada por un tiempo
prolongado.

El que si es capaz de dar lugar a problemas toxicos es el cloran-
fenicol y en este caso a dosis probablemente muy bajas. El
cloranfenicol es capaz de producir dos tipos de manifestaciones
toxicologicas: Una mielodepresion dosis dependiente que se
presenta en el curso de un tratamiento con la droga y en segundo
lugar, menos frecuente pero mucho mas grave, una anemia aplas-
tica que es dosis independiente, que desarrolla en individuos
susceptibles y que es irreversible una vez instalada. Los deriva-
dos fenicoles tianfenicol y florfenicol, si bien pueden generar
algun tipo de mielodepresion dosis dependiente que cede al su-
primir el tratamiento o bajar la dosis, no son capaces de produ-
cir la anemia apldastica. Esta es la razén por la que el cloranfeni-
col ha sido prohibido en algunos paises y que no haya ocurrido
lo mismo con los otros fenicoles.

Como mencionaramos al inicio de esta seccion, la resistencia
bacteriana ha sido asociada largamente a la presencia de resi-
duos de antibioticos en alimentos humanos. Sin embargo, y pen-
sando logicamente, las concentraciones residuales de antibioti-
cos presentes en alimentos provenientes de animales tratados
dificilmente sean capaces de seleccionar bacterias resistentes,
dado que a tan bajas concentraciones los antibidticos no pueden
actuar sobre microorganismos resistentes ni sensibles. Espe-
cialmente cuando esas concentraciones se encuentran por deba-
jo del NMEL (nivel de no efecto microbioldgico).

La resistencia bacteriana es un problema gravisimo que repre-
senta una preocupacion mundial, que se produce por multiples
causas, que probablemente sea inevitable y con la que tenemos
que lidiar en forma multidisciplinaria a efectos de limitar su
emergencia y paliar sus efectos al maximo.

El riesgo mas grande para la salud de los consumidores de ali-
mentos de origen animal, vinculado con la utilizacion de anti-
bidticos en animales, no esta dado por los residuos de antimi-
crobianos en el alimento consumido, sino por el desarrollo de
resistencias en bacterias de los mismos animales. Estas resis-
tencias pueden, por supuesto, dar lugar a fallos terapéuticos en
tratamientos veterinarios, pero también al riesgo de transferen-

cia de bacterias resistentes de los animales al hombre, o de genes
portadores de informacion que codifica resistencia de bacterias
de animales a bacterias humanas.

LOS MECANISMOS Y LA EPIDEMIOLOGIA DE LA
RESISTENCIA MICROBIANA

La base del desarrollo de la resistencia bacteriana estad en la
seleccion de cepas resistentes que producen ciertas concentra-
ciones de antibiotico. El antibidtico no induce resistencia, sola-
mente selecciona. Es una interferencia en el proceso de selec-
cién natural. Donde antes se seleccionaban las bacterias mas
aptas para la supervivencia en el sitio del organismo de que se
trate, en presencia del antibacteriano, sobreviviran solamente
aquellas variantes capaces de resistir a las concentraciones de
antibiotico presentes en ese lugar. El antibidtico se convierte en
el primer factor de seleccidon.

Luego de la introduccion en la clinica de cada nueva droga, es un
proceso probablemente inevitable, que en un plazo variable de
tiempo, aparezcan variantes resistentes de la bacteria contra la que
se pretende luchar con el nuevo agente. Esto se ha ido cumpliendo
inexorablemente con la mayoria de los antimicrobianos. Esto no
implica que, con el uso criterioso y racional de los antimicrobianos,
no se pueda limitar al maximo la emergencia de resistencias.

La resistencia de una bacteria no es la misma para todos los
miembros de la poblacion. Para individuos indiferenciables mor-
folégica o bioquimicamente, puede haber variedades con sus-
ceptibilidades totalmente diferentes. Muy susceptibles, o muy
resistentes, que son muy dificiles de erradicar, ain administran-
do el antibacteriano en concentraciones elevadas. Pero cuando
se hace un aislamiento de una determinada infeccion, se supone
que se trata de una cepa bastante pura, que es la que produce el
proceso morboso. Al estudiar su susceptibilidad a un determi-
nado agente antiinfeccioso a través de su CIM, podremos, al
correlacionar este parametro con sus variables farmacocinéti-
cas, estimar su eficacia «in vivoy. Cuando las concentraciones
que el antimicrobiano puede alcanzar en el organismo no supe-
ran la CIM sustancialmente y durante tiempos prolongados,
aunque vinculados al tipo de agente de que se trate, la bacteria
tiene todas las posibilidades para sobrevivir y la podemos defi-
nir como resistente. En cambio, cuando ocurre lo opuesto, la
bacteria es definida como susceptible.

Esto es lo que ocurre con las resistencias adquiridas, aquellas en
que el antibacteriano actiia, como se ha explicado, seleccionan-
do entre microorganismo resistentes y susceptibles. Pero hay
otro tipo de resistencias, las denominadas resistencias intrinse-
cas, aquellas que son parte constitutiva de la bacteria. Por ejem-
plo las diferencias, de membrana entre bacterias Gram positivas
y Gram negativas, hacen que los antibioticos beta lactamicos no
encuentren el receptor adecuado para fijarse y ejercer su efecto
en las ultimas.

Sin embargo es la resistencia adquirida la que nos interesa y
sobre ella nos vamos a extender mas. El origen de la resistencia
adquirida es genético. El puntapié inicial de la resistencia es una
mutacion que permite que la bacteria se haga resistente. Sobre
esta mutacion actua luego la seleccion ejercida por el antibioti-
co. Mayor importancia aun tiene el mecanismo de la transferen-
cia de material genético.
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En términos generales, las resistencias no parecieran tan difun-
didas en bacterias Gram positivas como en los Gram negativos,
en los que el fendémeno es muy grave.

La transmisibilidad de los factores de resistencia puede dar lu-
gar a un problema aun mayor: la multi-resistencia. Estos micro-
organismos no solamente son resistentes a una serie de drogas,
sino que pueden transferir esa capacidad, por lo que se trans-
forman en reservorios de resistencia. La multirresistencia es el
mayor problema que la terapia antimicrobiana enfrenta en este
momento.

LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA

Las bacterias pueden volverse resistentes a los antimicrobia-
nos, pero, jpor qué mecanismos? Asi como el primer mecanis-
mo de accidon de un agente infeccioso conocido fue el de las
sulfamidas, el primer mecanismo de resistencia conocido tam-
bién fue el de los microorganismos a estas drogas. Si bien son
varios los mecanismos de resistencia a las sulfas que actualmen-
te se conocen, podemos decir que la hiperproduccion de acido
paraaminoibenzoico fue el primero en determinarse, siendo el
mas conocido. Ademas de la hiperproduccion metabdlica, otros
mecanismos incluyen:

-Inactivacion enzimatica de los antibioticos.
-Impermeabilidad de la membrana o pared celular bacteriana.
-Expulsién por mecanismos activos del antibidtico.

-Modificacion del receptor del antibiotico en la bacteria.

LALLEGADADE LAS BACTERIASANIMALESALA
POBLACION HUMANA

Escherichia coli multirresistentes, Salmonella typhimurium
multirresistentes, enterococos vancomicina resistentes, Cam-
pylobacter quinolonas resistentes, son microorganismos que
habrian emergido, por lo menos en parte de explotaciones agro-
pecuarias. Este hecho se debe sumar al conocimiento de la enor-
me capacidad de intercambio genético existente en el intestino
representado por los microorganismos sapréfitos que lo pue-
blan, que, como bien se sabe, bajo presion antibiotica se vuel-
ven extremadamente peligrosos. Esto ha generado una perma-
nente discusion sobre el tema de la transferencia de resistencias
de los animales al hombre. En esta discusion el punto central es
la utilizacion de antibioticos a dosis por debajo de las terapéu-
ticas para la prevencion de enfermedades o, simplemente para
el aprovechamiento de los efectos «productivos» de los antimi-
crobianos. Sin embargo, este fenomeno de transferencia no es
facil de demostrar, y menos atn, de medir.

EL USO RACIONAL DE LOS ANTIMICROBIANOS

Indiscutiblemente el uso racional de los antimicrobianos es la
herramienta fundamental para evitar entrar en la época post-
antibiotica. La resistencia a los antimicrobianos es un problema
que genera preocupacion internacional. Las tres organizaciones
internacionales que tienen responsabilidades sobre este tema, la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO), la Organizacién Internacional de Epizoo-
tias (OIE) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), han

mostrado, reiteradamente, su interés en el tema y han produci-
do documentos aportando recomendaciones para la utilizacion
adecuada de este tipo de farmacos.

Estas organizaciones, hasta la fecha han coincidido en una serie
de recomendaciones, reflejadas en publicaciones que abarcan las
siguientes areas:

* Responsabilidad de las autoridades regulatorias y otras con
poder de decision.

* Calidad de manufactura.
* Marketing, distribucidn y ventas de este tipo de productos.
* Agentes promotores del crecimiento.

* Monitorizacion de resistencia y utilizacion de antimicrobia-
nos.

* Uso prudente de antimicrobianos.

» Uso profilactico de antimicrobianos.
* Entrenamiento y educacion.

* Investigacion.

Ademas de la organizacion de grupos de trabajo, publicacion de
documentos y difusién de material bibliogréfico para conoci-
miento de técnicos y publico en general, estas organizaciones
internacionales siguen adelante con su politica de aportar solu-
ciones a este tema que, como hemos dicho, es una preocupacion
mundial.

El uso racional de antimicrobianos es una inquietud de nuestro
grupo de trabajo desde hace muchos afios. Hemos publicado
diversos documentos y realizado una serie de comunicaciones y
conferencias apuntando a la mejora de los criterios de utiliza-
ciéon de antimicrobianos en los animales y en el hombre. La
utilizacidn racional de este tipo de medicamentos en estableci-
mientos productores de leche a efectos de optimizar sus accio-
nes previniendo efectos en la salud publica debe ser una priori-
dad. Para esto, hemos insistido, a través de diversos documen-
tos y reuniones de entrenamiento, en que se deben poner en
practica planes de administracion adecuados, respetandose los
periodos de retirada correspondientes a cada formulacion (Erre-
calde, 1994, 1996; Mestorino, 2001). Hemos propuesto la uti-
lizacién de sistemas de HACCP (andlisis de riesgos y control de
puntos criticos) para la correcta utilizaciéon de estos agentes
evitando la presencia de residuos indeseables (Errecalde, 2000a).
Hemos insistido en la importancia de la calidad de elaboracion y
control de antimicrobianos para una terapéutica exitosa y la
defensa de la salud publica, considerando que la implementa-
ciéon de procedimientos armonizados en el registro (tal como
OIE viene trabajando en América a través del programa CAME-
VET), buenas practicas de manufactura (GMP) en la elabora-
ciéon de medicamentos y buenas practicas de laboratorio en el
desarrollo y control de los mismos son esenciales y se debe
seguir avanzando en ese sentido (Errecalde, 1995, 1998, 2003).

La terapéutica racional es un terreno dindmico, en que el avance
del conocimiento va volviendo obsoletas las viejas recetas qui-
mioterapicas. Clasicamente, se ha medicado con antibidticos
siguiendo planes de administracidn o regimenes de dosificacion,
que permitian mantener concentraciones de droga en plasma y
tejidos en forma continuada, durante un periodo suficiente para
la total curacion de la dolencia. La curacidon se obtiene por muer-
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te bacteriana de una gran parte de la poblacién y eliminacion de
los miembros sobrevivientes por activa participacion del orga-
nismo. De alli que sea tan importante el estado de inmunocom-
petencia del paciente para la curacion. Pacientes inmunodepri-
midos necesitan especial cuidado, dado que los quimioterapi-
cos, en este caso, actiian sin la ayuda de las defensas del orga-
nismo. Es importante considerar algunas cosas:

Terapia por encima de la concentracion inhibitoria mini-
ma (CIM). La concentracion inhibitoria minima ha sido el indi-
cador mas utilizado, en terapia antimicrobiana, durante déca-
das. Se la define como la concentracién mas baja de droga que
previene el crecimiento visible de microorganismos. Es intuiti-
vamente facil de concebir que, si un antibidtico se mantiene en
el organismo en concentraciones por encima de la CIM para
determinada cepa de un microorganismo, sera capaz de inhibir
el desarrollo de esa bacteria con comodidad. Este concepto ha
iluminado el avance de la ciencia durante mucho tiempo. Aun-
que ultimamente, nuevos conceptos cambian las bases de algu-
nos de los conocimientos que veniamos manejando, la CIM con-
tinta siendo un parametro fundamental, sin cuyo conocimiento
no tendriamos posibilidades de éxito en terapia antibacteriana.

Los efectos persistentes, conjuntamente con la capacidad de
muerte bacteriana («killing»), han sido definidos como los me-
jores parametros para establecer el 6ptimo plan de administra-
cién de un antimicrobiano (Andes y Craig, 1998). Entre estos
pardmetros podemos citar el efecto post-antibidtico (PAE), que
es el tiempo necesario para que un cultivo bacteriano que estu-
Vo en contacto con un antibidtico a concentraciones por encima
de la CIM y que por lavado o dilucién deja de estar en contacto
con el antibidtico reinicie el crecimiento.

Parametros farmacocinéticos. Desde hace tiempo que se tie-
ne muy en claro la importancia del conocimiento de la farmaco-
cinética de los medicamentos para una terapia eficaz. El uso
racional de los mismos se basa, en forma central, en el conoci-
miento de su farmacocinética, lo que, coordinado con el conoci-
miento de farmacodinamia y toxicidad, de las caracteristicas del
paciente y la enfermedad, permitird una terapia 6ptima. El com-
portamiento farmacocinético de un determinado compuesto se
caracteriza a través de una serie de parametros. Entre los para-
metros farmacocinéticos que mas vinculacion tienen con la efi-
cacia antibacteriana, no podemos dejar de mencionar la biodis-
ponibilidad, semivida de absorcion, drea bajo la curva concen-
tracion versus tiempo, concentracion maxima obtenida en plas-
ma y tiempo al que esa concentracion se alcanza, semivida de
eliminacidn y aclaramiento (clearance) desde plasma (en general
a través de rifion).

Parametros farmacocinético-farmacodinamicos (Pk-Pd). En
los ultimos afios, se ha avanzado en el conocimiento de la rela-
cidn Pk-Pd. A través de ese andlisis, algunos parametros farma-
cocinéticos se correlacionan con parametros farmacodinamicos,
a efectos de obtener predictores mas robustos de eficacia tera-
péutica.

Los parametros Pk-Pd mas utilizados son: el drea bajo la curva
concentracion tiempo dividida por la concentracion inhibitoria
minima (AUC/CIM), la maxima concentracion plasmatica divi-
dida por la CIM (Cmax/CIM) y el tiempo en que la concentra-
cidn del antibidtico excede la CIM (T>CIM). Estos parametros

son actualmente considerados como determinantes en la eficacia
«in vivo» de los agentes antimicrobianos (Craig, 1998). Cada
vez se dispone de mas datos sobre experimentos «in vitro» y en
modelos animales que corroboran la importancia de los parame-
tros farmacocinético-farmacodinamicos para diferentes antimi-
crobianos y su capacidad para permitirnos tratar efectivamente
infecciones por gérmenes con susceptibilidades menores y pre-
venir la emergencia de resistencias (Craig, 2001).

A la luz de los nuevos conocimientos aparecen tres tipos de
drogas antimicrobianas: a. aquellas que muestran una actividad
fuertemente dependiente de la concentracion, b. aquellas que no
muestran esa dependencia y c. aquellas que son solamente bac-
teriostaticas (Vogelman y Craig, 1986).

Los parametros Pk-Pd pueden ser utilizados para evitar la emer-
gencia de resistencias. Es interesante mencionar que de los re-
sultados obtenidos en trabajos llevados a cabo en modelos ani-
males y estudios clinicos en seres humanos, se concluye que la
magnitud de los pardmetros Pk/Pd no difieren mayormente cuan-
do se salta entre especies. Esto no deberia sorprendernos, ya
que los receptores para los antimicrobianos se encuentran en la
bacteria, que es la misma en humanos o animales. Hay datos que
nos sugieren que la magnitud de los parametros Pk/Pd son simi-
lares para diferentes regimenes de dosificacion, para diferentes
drogas dentro de la misma clase y en diferentes sitios de infec-
cién (Leggett y col., 1991).

En el caso de penicilinas y cefalosporinas, el tiempo en que las
concentraciones plasmaticas deben estar por encima de la CIM
en un intervalo interdosis es del 40% al 50% para una eficacia
por encima del 85%. Para los macrélidos ocurriria lo mismo
(Craig, 2001).

Los aminoglucdsidos, por su parte, son drogas cuya eficacia
depende netamente de las concentraciones alcanzadas.

(SE DEBE SUSPENDER EL USO DE
ANTIMICROBIANOS COMO PROMOTORES DEL
CRECIMIENTO?

Desde hace tiempo se ha instalado una discusion internacional
sobre la conveniencia y la factibilidad de dejar de utilizar anti-
bidticos con fines de promocion del crecimiento. Estos medica-
mentos son utilizados en dosificaciones bajas, subterapéuticas,
en alimentos animales, a los efectos de mejorar la calidad del
producto final (una menor proporciéon de grasa y una mayor
proporcion de proteinas). Otro beneficio de la utilizacion de
estas drogas en la dieta es el control de patdgenos zoondticos,
como Salmonella, Campylobacter, E. coli y enterococos. Por
otra parte, hay quienes argumentan que la utilizacion de cual-
quier antibidtico en estas condiciones favorece la seleccion de
resistencia en bacterias patdgenas, limitando en consecuencia
su utilizacion en casos clinicos.

Muchas han sido las teorias que tratan de explicar el efecto de
los antibidticos como promotores del crecimiento. Lo que es
indudable es que su efecto estd vinculado a la intensificacion de
la explotacion productiva. Se ha pensado en que estos medica-
mentos pueden suprimir parte de la poblacion bacteriana intes-
tinal que pueden llegar a consumir hasta un 6% de la energia
neta en cerdos (Jensen, 1998). Controlando la poblacion bacte-
riana, probablemente la pérdida energética sea menor. Thomke
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y Elwinger (1998), sugieren que las citokinas liberadas durante
el proceso inmune estimulan la liberacion de hormonas catabo-
licas que reducirian la masa muscular. Obviamente, una reduc-
cion de las infecciones intestinales actuaria en contrario. El efecto
de los antimicrobianos sobre bacterias anaerobias puede ser otra
explicacion (los anaerobios son raramente buscados), esto po-
dria prevenir enfermedades como las enteritis necrotizantes e
incluso, al suprimir bacterias capaces de producir exotoxinas,
evitar los efectos de éstas.

Independientemente de la teoria que se quiera utilizar, parece
innegable que el resultado de la utilizacion de promotores del
crecimiento redundara en aumentos diarios de peso en el rango
de 1% a 10% con carnes de mejor calidad.

El que se trate de un tema tan conflictivo, explica, de alguna
manera, las diferencias en la utilizacidn de este tipo de drogas en
areas desarrolladas del mundo, asi podemos comprobar que,
mientras en los EE.UU. utilizan extensivamente una gran canti-
dad de antimicrobianos como promotores del crecimiento, Sue-
cia, no utiliza actualmente antibidticos con los mismos propd-
sitos. En 1995 el Parlamento sueco prohibi6 la utilizaciéon de
antibidticos con fines de promocion del crecimiento. Si bien con
un costo en pérdidas productivas importantes, y con mayores
costos en instalaciones y manejo, Suecia ha demostrado que se
puede producir carne en forma moderna sin utilizar promotores
del crecimiento antibacterianos. EI Animal Health Institute of
America (AHI, 1998), por su parte, considera que, sin la utili-
zacioén de antimicrobianos como promotores del crecimiento,
los EEUU necesitarian 452 millones de pollos, 23 millones de
bovinos y 12 millones de cerdos extra, para alcanzar los niveles
de produccién que se alcanzan con las practicas actuales. En
parrafos anteriores mencionamos la experiencia llevada cabo en
Dinamarca (documento WHO), en que se suspendid la utiliza-
cién de antimicrobianos para la promocién del crecimiento en
cerdos y aves. La conclusion de ese documento fue que, en
condiciones similares a las de Dinamarca, el uso de antimicro-
bianos con el unico propdsito de promocidn del crecimiento
podria ser discontinuado, sin demasiados complicados efectos
colaterales. Aqui debemos remarcar las palabras «en condicio-
nes similares a las de Dinamarca», dado que esas condiciones
son, en realidad bastante dificiles de cumplimentar, especial-
mente en los paises del tercer mundo. Las medidas profilacticas
implementadas en Dinamarca, permitieron que el programa fue-
ra exitoso con pérdidas minimas en produccidn porcina y prac-
ticamente sin pérdidas en explotaciones avicolas. Las pérdidas,
segun el informe serian completamente compensadas por el au-
mento de confianza del consumidor en los productos produci-
dos bajo el nuevo sistema y por el valor agregado de las expor-
taciones danesas. Los expertos concluyen que la experiencia
danesa es extrapolable a otros paises en similares condiciones
de desarrollo agropecuario. Esto significa: elevada intensidad,
bioseguridad, alojamiento cerrado y muy elevado estandar sani-
tario. Es extremadamente discutible la ultima conclusiéon del
trabajo, en que asegura que: «a la vista de los resultados obteni-
dos en Dinamarca, es poco probable que una accioén similar en
paises en desarrollo pueda disminuir la produccion total de car-
ne». Nosotros pensamos que, desde el punto de vista sanitario,
muchas explotaciones tercermundistas no estan en condiciones
minimas de resistir un proyecto como el mencionado. Por otra

parte, parece logico pensar que debemos luchar contra las resis-
tencias bacterianas con las armas mas adecuadas, pero que esa
lucha no deberia basarse en una pérdida de productividad en
regiones del globo en que cada gramo de alimento es esencial
para paliar el hambre. Por lo tanto, en las actuales condiciones,
debera dedicarse mucho al desarrollo econdémico, técnico y cul-
tural de ciertas partes del globo, antes de pretender enrolarlos
en programas de mejoramiento de la calidad alimentaria que obe-
dezcan a politicas de mejora de la salud publica global.

(CUALES SON LAS ALTERNATIVAS AL USO DE
ANTIBIOTICOS COMO PROMOTORES DEL
CRECIMIENTO?

Cuando se considera la prohibicidn del uso de antimicrobianos
como promotores del crecimiento, se deberia considerar parale-
lamente cuales son las posibles medidas a tomar como alternati-
vas.

Una alternativa ldgica seria la de desarrollar drogas con meca-
nismos de accidn similares, lo que no seria mas que el descubri-
miento de nuevos antimicrobianos con mecanismos de accidén
diferentes de los criticamente importantes en clinica médica
humana. Una ruta mas compleja seria el mejoramiento de la
sanidad animal. Esto es algo elemental. Fue descripto por Pres-
cott y Bagot (1993), que los promotores del crecimiento fun-
cionan mejor cuanto peores sean las condiciones sanitarias. Pero
el mejoramiento de la salud animal no es algo facil de conseguir,
especialmente cuando las condiciones econdmicas y sanitarias
generales correspondientes al pais no se condicen con ello.

Una de las alternativas que se manejan corrientemente son las
enzimas, que adicionadas a las dietas de pollos y cerdos, mejo-
ran el nivel de digestion de ciertos componentes, incrementado
sustancialmente el nivel de aprovechamiento de los nutrientes.

Los probidticos estan siendo utilizados de manera variable des-
de hace tiempo ya. Los probidticos son microorganismos que se
incluyen en la dieta o son administrados por otras vias. Consis-
ten en microorganismos o mezclas de los mismos que se com-
portan de manera «amistosa» con el organismo. Sus mecanis-
mos de accion estan en discusion, pero, resumidamente se po-
dria decir que podrian seguir una o mas de las siguientes accio-
nes: a. Actuar en funcion del principio de exclusion competiti-
va, en que una bacteria a grupo de ellas coloniza el intestino de
un paciente, con lo que evita que un patégeno pueda ocupar lo
que ya esta ocupado. b. Actuar estimulando el sistema inmune
del paciente. c. Actuar influenciando el metabolismo intestinal,
haciéndolo mas eficiente.

Pese a sus tedricas ventajas y a varias demostraciones de efica-
cia, la actividad de los probioticos sigue generando dudas en la
comunidad cientifica.

Las medidas de manejo que se puedan implementar siempre
repercutirdn favorablemente en la productividad. En Australia
se ha trabajado sobre el sistema llamado «todo adentro, todo
afueray, lo que significa que cuando se establece un movimiento
en la granja, este es total y no quedan animales en la misma,
evitando infecciones cruzadas. Si bien esto es generalmente apli-
cado en explotaciones avicolas, en explotaciones porcinas se
trata de algo mas complicado y novedoso, que seguramente una
vez implementado generara beneficios.
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Los planes de vacunacion, por su parte, tampoco pueden ser
discutidos y, mas alla de los costos involucrados, sus resulta-
dos sueles ser satisfactorios.

Sin embargo, pareciera que, por el momento, no aparece una
opcidn realista para suplantar a los antibacterianos como pro-
motores del crecimiento.

LA HIGIENE COMO BARRERA PARA LA
PREVENCION DE LA DISEMINACION DE
RESISTENCIAS

Hemos aclarado anteriormente que las resistencias microbianas
de origen no-humano llegan al hombre directamente a través de
bacterias que han emergido como resistentes en animales que
han sido tratados con antibidticos, o a través de determinantes
genéticos de resistencia que, en algin punto de la cadena ali-
mentaria, saltan y son tomados por bacterias patéogenas para el
hombre. En todos los casos es necesario un intimo contacto de
las bacterias animales y las humanas. Si bien hemos insistido
cuando se habl¢ de la epidemiologia de la resistencia de la mul-
tiplicidad de vias a través de las cuales las bacterias humanas y
animales pueden entrar en contacto, debemos dejar claro aqui,
que la via del contacto con alimentos es fundamental. Es por
ello que insistiremos en que el manejo higiénico de los alimen-
tos, base fundamental de la prevencion de las enfermedades
transmitidas por alimentos, es crucial en este tema.

La Organizacion Mundial de la Salud ha trabajado fuertemente
y desde hace tiempo sobre esto, habiendo elaborado las «Reglas
de Oro» para la preparacion higiénica de los alimentos. Por
tratarse de reglas de extrema trascendencia, las resumimos:

a. Elegir alimentos tratados con fines higiénicos. La pasteuriza-
cion de la leche es un ejemplo practicamente universal. Aquellos
alimentos que poseen gran valor alimentario cuando estan cru-
dos, como algunas verduras, deben ser cuidadosamente lavadas
antes de ser consumidas.

b. Cocinar bien los alimentos.
c. Consumir inmediatamente todos los alimentos cocinados.
d. Guardar cuidadosamente los alimentos cocinados.

e. Recalentar bien los alimentos ya cocinados.

f. Evitar el contacto entre alimentos crudos y cocinados.
g. Lavarse las manos a menudo.

h. Mantener escrupulosamente limpias todas las superficies de
la cocina.

h. Mantener todos los alimentos fuera del alcance de insectos,
roedores y otros animales.

i. Utilizar agua pura.

Si estas reglas fueran respetadas en forma generalizada, proba-
blemente representarian un golpe muy duro a la transmision de
resistencias bacterianas de los animales al hombre. Lo que ocu-
rre es que no solamente hay que tener un determinado grado de
instruccidon para poder aplicarlas, sino que en ciertas regiones
del globo hablar de «mantener limpia la cocina» es absurdo por-
que no hay, en el lugar que se habita, un ambiente a ser utilizado
como cocina.

ELFUTURO

Pareciera evidente que para evitar entrar a la «era post-antibid-
tica», no van a ser las prohibiciones de utilizacion la llave. Las
prohibiciones no haran mas que reducir la productividad a nive-
les alarmantes en regiones del planeta que las necesitan eleva-
das, aumentar el mercado negro y las fabricaciones ilegales y
carentes de todo control, el contrabando y la pérdida de control
sobre el flujo de antimicrobianos en el mundo, lo que, paradéji-
camente, puede impactar negativamente en los niveles de resis-
tencias bacterianas.

El uso racional de los antimicrobianos, por veterinarios bien
formados en el tema cuando eso es posible, o por técnicos en-
trenados en su uso, en otros casos, con instrucciones concretas
para la utilizacion de productos farmacéuticos de elevada cali-
dad, es la Unica y clara salida para el problema que nos ocupa.
Para ello, se deberan destinar recursos a la investigacion basica
y aplicada, especialmente vinculada a aspectos de la farmacoci-
néticay la farmacodinamia de los antibacterianos, a la investiga-
cién clinica de sus efectos y, especialmente a la educacion y
entrenamiento de todos aquellos involucrados en la elaboracion,
comercializacion, utilizacion, fiscalizacidn y control de los
productos fabricados en base a antibidticos.

24

Veterinaria (Montevideo) 48 (185) 19-25 (2012)



Resistencia antimicrobiana: ;Quo Vadis?

Referencias bibliograficas

Andes D, Craig W. (1998). In vitro activities of amoxicillin and
amoxicillin-clavulanate against Streptococcus
pneumoniae: application to breakpoint determination.
Antimicrob Agents Chemother. 42:2375-2379.

Andes D, Craig W. (1998). Pharmacokinetics and

pharmacodynamics of outpatient intravenous
antimicrobial therapy. Infect Dis Clin N Am 112:849-
860.

Craig W. (1998). Pharmacokinetic-pharmacodynamic
parameters: rationale for antibiotic use in mice and men.
Clin Infect Dis 26:1-12.

Craig W. (2001). Does the Dose Matter? Clin Infect Dis
33(Suppl. 3):S233-237.

Dahlstrom B, Paalzow L, Segre G et al. (1978). Relationship
between morphine pharmacokinetics and analgesia. J
Pharmacokinet Biopharm 6:41-53.

Davies J. (1994). Origin, acquisition and dissemination of
resistance genes. Science 264:375-382.

Eagle H, Fleischman R, Musselman A. (1950). Effct of schedule
of administration on the therapeutic efficacy of penicillin.
Am J Med 9:280-299.

Errecalde J. (1988). Bioequivalencia, Ensayos de Farmacos «in
vitro» e «in vivo». Boletin del Centro de Estudios para
el Desarrollo de la Industria Quimico-Farmacéutica
Argentina. 29:5-10.

Errecalde J. (1994). Documento sobre productos genéricos.
Boletin Técnico. Pfizer, Sanidad Animal. Buenos Aires,
Argentina. 176:1-6.

Errecalde J. (1995). Documento sobre productos genéricos (11
Parte). Boletin Técnico. Pfizer Sanidad Animal. Buenos
Aires. Argentina. 180:1-5.

Errecalde J. (1996). Antimicrobianos en leche: Su importancia
en Salud Publica. Boehringer Ingelheim S.A. Buenos
Aires, Argentina.

Errecalde J. (2000a). El control de puntos criticos en el tambo:
Una alternativa viable en nuestro medio? Segundo Curso
de Actualizacion Profesional Fisiopatologia de la
Lactancia y Calidad de Leche. Universidad Nacional de
La Plata, INTA y CREA. Pp 99-105.

Errecalde J. (2003). La eleccion del medicamento de calidad.
Libro de resimenes de las XIV Jornadas Ganaderas de
Pergamino, Buenos Aires. Argentina. Pp. 72-76.

Kammer R. (1982). Milestones in antimicrobial therapy. In:
Morin R., Gorman M. Eds. Chemistry and Biology of
Beta Lactam Antibiotics. Academic Press. Orlando,
Florida.

Leggett J, Ebert S, Fantin B, Craig W. (1991). Comparative
dose-effect relationship at several dosing intervals for
beta-lactams, aminoglycoside and quinolone antibiotics
against Gram negative bacilli in murine thigh infection
and pneumonitis models. Scand. J. Infect. Dis. (Suppl.
74):179-184.

Mestorino ON. (2001). Control de residuos quimicos en
animales productores de leche. Primeras Jornadas
Técnicas de Ciencia y tecnologia de Carnes y Alimentos.
Montevideo, Uruguay.

O’Brien T. (1997). The global epidemic nature of antimicrobial
resistance and the need to monitor and manage it locally.
Clin Infect Dis 24(suppl. 1):82:88.

Prescott J, Baggot J, Walker R. (2002). Terapéutica
Antimicrobiana en Medicina Veterinaria. Tercera Edicion.
Intermédica. Buenos Aires.

Soussy C. (1998). Susceptibility testing of quinolones and links
between in vitro and in vivo resistance. Working paper
2. The use of quinolones in food animals and potential
impact in human health. WHO Meeting 2-5 June 1998.
Geneva Switzerland.

Vogelman B, Craig W. (1986). Kinetics of antimicrobial activity.
The Journal of Pediatrics. 108:835-840.

Weidermann B, Heisig P. (1999). Bakterielle resistanz gegenuber
chinolonen. Chemotherapie Journal 8:99-107.

Woodnut G, Berry V. (1999). Two pharmacodynamic models
for assessing the efficacy of amoxicillin-clavulanate
against experimental respiratory tract infections caused
by strains of Streptococcus pneumoniae. Antimicrob
Agents Chemother 43:29-34.

Veterinaria (Montevideo) 48 (185) 19-25 (2012)

25



26

Veterinaria (Montevideo) 48 (185) (2012)



Instrucciones para los autores

Veterinaria (Montevideo) es la revista oficial de la Sociedad de
Medicina Veterinaria del Uruguay destinada a publicar articulos en
idioma espafol sobre temas cientificos, técnicos y otras comuni-
caciones de interés a las Ciencias Veterinarias.

Los contenidos y opiniones incluidos en los articulos son respon-
sabilidad exclusiva de los autores.

NORMAS GENERALES

Los trabajos se enviaran exclusivamente por correo electronico a:
revistavet@yahoo.com

El texto debe ser en formato «DOC» o «RTF» y no debera exceder
de 20 paginas tamafo A4 (incluidas referencias), con margen de
2,5 cm a cada lado y con caracteres de 12 puntos, con interlineado
doble y numeracion de lineas.

Los cuadros (se recomienda usar la palabra cuadro y no tabla) y
figuras (se recomienda usar la palabra figura y no grafica) deben ir
al final del manuscrito (cada una en hoja aparte). Las leyendas de
los cuadros van arriba de los mismos y deben ser auto explicativas.
Las leyendas de las figuras también deben ser auto explicativas y
van aparte de las mismas, en una hoja a continuacion de la biblio-
grafia y antes de los cuadros y figuras. Los cuadros deben ser sim-
ples, con lineas de color negro. En las figuras (cuando correspon-
da) utilizar tramas en blanco y negro y no en colores.

Las fotografias o impresiones pueden ser en color o en blanco y
negro (con 300 dpi de resolucion como minimo al tamafio de 10x7
cm), en un maximo de 5 que seran adjuntadas al original, con
leyenda en hoja aparte.

El autor principal o de correspondencia debera enviar una nota
firmada por correo electronico o por fax (2409 9458) indicando
direccidon postal completa, teléfono, fax y correo electrdnico,
dejando establecido que el trabajo no se ha publicado ni se ha
remitido a ninguna otra publicacion periddica. Se aceptaran traba-
jos que hubieran sido publicados como resimenes o comunicacio-
nes cortas en congresos, simposios o jornadas.

Los trabajos recibidos seran leidos por el Editor Jefe, quien desig-
nara dos arbitros para su evaluacién, pudiendo darle los destinos
siguientes: aceptarlos, devolverlos a los autores para su adecua-
cién o rechazarlos.

El Editor Jefe clasificara los manuscritos recibidos en:

1.Trabajo Cientifico: articulo original, comunicacién corta (re-
porte o caso clinico), revision.

2.Trabajo Técnico o de Difusiéon o Nota Técnica (practica veteri-
naria, diagnostico, tecnolégico, conferencia).

Una vez publicados, los autores recibiran 10 separatas. Los traba-
jos aceptados para publicacidén pasan a ser propiedad intelectual de
la SMVU quedando los derechos de publicacion del trabajo a su
cargo. Las reproducciones parciales o totales sdlo pueden realizar-
se con la autorizacion escrita del editor.

1. Trabajos Cientificos

Es una publicacion que describe resultados originales que contiene
suficiente informaciéon como para que otro investigador pueda:
evaluar las observaciones, repetir los experimentos y comprobar
las conclusiones. Un articulo original requiere rigor cientifico,
expresado con ldgica, claridad y precision, con una extension en
funcion de los resultados y respaldado por citas bibliograficas im-
prescindibles. Existira un arbitraje de estos trabajos que seran eva-
luados por reconocidos especialistas en el tema, nacionales e in-
ternacionales. Las revisiones, si tienen un analisis critico por par-
te del autor, asi como experiencia propia, se consideran trabajos
cientificos.

2. Trabajos Técnicos

Son aquellos trabajos que no cumplen con las normas de trabajos
cientificos originales pero que su contenido es de un interés o
seriedad tal que merece su publicacion. El Editor evaluara el traba-
jo y lo clasificara segun su contenido en: Practicas Veterinarias,
Caso Clinico, Diagnéstico, Tecnoldgico, Conferencia, Educacion,
u otro segun corresponda.

Normas de redaccion para Articulos Originales
Contendran los siguientes elementos:
Titulo

Sera breve y claro, reflejando exactamente lo que el trabajo con-
tiene. Escrito en minusculas. Se debe incluir el titulo en inglés a
continuacion del titulo en espaiiol.

Nombre de Autores:

Apellido Inicial del nombre, otro/s nombres ejemplo: Vidal L',
Goémez J*

Direccion: (en pie de pagina): ejemplo: 'Departamento de Bovi-
nos, Facultad de Ciencias Veterinarias, Suipacha 698, Buenos Ai-
res, Argentina; ? Departamento de Bovinos, Facultad de Veterina-
ria, UdelaR. Se detallara solamente la direccién postal completa
del autor responsable o de correspondencia, para los demas autores
solamente el nombre de la institucion. *Autor para corresponden-
cia (incluir correo electrénico)

Resumen

Dara una idea clara y precisa del contenido del articulo, conte-
niendo: objetivos, metodologia, resultados, conclusion. No debe
exceder las 250 palabras, escrito en espafiol y en un soélo parrafo
luego del encabezado del titulo y los autores. Debe estar escrito en
tiempo pasado. A continuacidén poner las Palabras clave (maximo
cinco).

Summary

Es la traduccion al Inglés del Resumen. Incluir keywords.
Introduccién

Los autores deben suministrar antecedentes suficientes sobre el
tema para que el lector no deba recurrir a otras publicaciones
anteriores y para que comprenda la importancia o trascendencia
de la investigacion que se comunica. Deben referirse al contexto
en general (en el mundo, etc.) y en particular (en el pais), eligien-
do las informaciones mas recientes y mas relevantes. Se deben dar
los fundamentos cientificos del estudio y definir claramente cual
es el propdsito de escribir el articulo, precisando en el ultimo
parrafo los objetivos del trabajo.

Materiales y métodos

Los autores deben dar suficientes detalles para que un investigador
competente pueda repetir los experimentos y definir el disefio
experimental. Describir claramente los animales utilizados, su nu-
mero, especie, género, raza, edad. Mencionar los reactivos, drogas
o medicamentos por su nombre genérico o quimico o por marcas
comerciales patentadas. Los métodos y procedimientos deben ser
detallados y bibliograficamente referenciados. Deben precisarse
con claridad, tiempos, temperaturas, etc. En caso de procedimien-
tos con animales, se debe mencionar si los mismos fueron realiza-
dos de acuerdo a las normas de la autoridad competente (CHEA,
etc.). Los métodos de los analisis estadisticos deben sefalarse y
citarse bibliograficamente. Debe estar escrito en tiempo pasado y
en tercera persona del singular o plural segiin corresponda.
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