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Articulo Original

Estudio ultraestructural de las fibras del
Sistema Elastico en el vinculo del
Gallus gallus dom. 1. adult.

Pérez Carrascosa, V. *; Cotta Pereira, G.**; Calvo Marin, J. **; Fila Varela, D.****

RESUMEN

Utilizando la téenica preconizada por Cotta-Pereira
v cols. (1976) se pudicron distinguir en los vinculos de
animales adultos, los tres tipos de fibras del Sistema
Elastico.

De este modo se observaron las fibras elasticas
constituidas por material amortfo central envuelto por
microfibrillas de 10 a 12 nm. de diametro. Las fibras
oxitalamicas constituidas solamente por haces de
microfibrillas de aspecto tubular de 10 a 12 nm. de
diametro. Las fibras clauninicas de  caracteristicas
intermedias, constituidas por haces de microfibrillas
con escaso material amorfo electrodenso.

Lapresenciade fibroblastos con un sistema vacuolar
bien desarrollado, asi como la intima relacion entre los
distintos tipos de fibras del sistema clastico en el
vinculo, indicarian que estas células son responsables
de sintetizar los componentes de dichas fibras.

La presencia de fibras oxitalamicas v elauninicas
representan fases ontogénicas de la formacion de las
fibras clasticas, esto indicaria que la clastogénesis es un
proceso continuo durante toda la vida del animal.

Palabras Clave: Sistema Elistico, fibras clisticas, fibras
clavwninicas, fibras oxitaldnicas.

SUMARY

Using the technique advocated by Cotta-Pereira et
al. (1976), it was possible to distinguish in the vincula
of adult animals the three types of fibers of the Elastic
System.

In this hand, were observed that the clastic fibers
made up of central amorphous material enveloped by
10 to 12 nm. diameter microfibrils. The oxitalan fibers
consist only of bundles of microfibrils of tubular
appearence, also 10 to 12 nm. in diameter. The elaunin
fibers, with caracteristic intermediate, made up of
bundles of microfibrils with scarce intermingled
electrodense amorphous material.

The presence of fibroblasts with a well developed
vacuolar system, as a close relationship between the
different types of fibers of the elastic system in the
vinculum, indicated that these cells are responsible for
the synthetization of the components of such fibers. The
presence of oxytalan and elaunin fibers representing
ontogenic phases in the formation of elastic fibers is
assumed to indicate that the elastogenesis is acontinued
process throughout the life of the animal.

Keywords: Elastic Sistem, clastic fibers, elaunin fibers,
oxitalan fibers.

INTRODUCCION

Los vinculos son haces de tejido
conjuntivo que se localizan sobre la
superficie dorsal del tendon flexor

digital profundo. Estan constituidos
por fibras clasticas y colagenas
densamente agrupadas.

Las fibras clasticas han sido
reconocidas histologicamente

desde hace muchos anos (Unna,
1891; Weigert, 1898; Verhoeff, 1908).
Estudios ultraestructurales de-
muestran que las fibras elasticas
estan  constituidas  por dos

‘Profesor Adjunto, Dpto. de Morfologia y Desarrollo, Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay.
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sustancias quimicas separables
(Rossy Bornstein, 1969; Ross, 1973).
En las fibras elasticas maduras, el
centro estd compuesto de material
amorfo,homogéneo, querepresenta
cerca del 90 % de las mismas
(Geenlee y cols., 1966; Ross vy
Bornstein, 1971; Kanai y Kaufman,
1972; Ross, 1973; Cotta-Pereira y
cols., 1976; Spickery cols., 1975), en
el cual fue identificada la proteina
elastina (Ross y Bornstein, 1969). El
otro componente circunda el
material amorfo central y esta
formado porhacesdemicrofibrillas.

Junto con las fibras elasticas
pueden encontrarse otras, que
aunque no poseen elastina o la
presentan en pequena cantidad,
constituyen parte de un Sistema
Elastico de fibras conjuntivas.

Las fibras oxitalamicas fueron
observadas inicialmente por
Fullmer (1958), su ultraestructura
revela que estan constituida por
haces de microfibrillas (Carmichael
y Fullmer, 1966) de 10 a 12 nm. de
diametro, semejante al de las
microfibrillas de las fibras elasticas
(Rodrigoy Cols., 1973; Cotta-Percira
y cols., 1976 a, 1978, 1979). El otro
elemento del Sistema Elastico lo
constituyen las fibras elauninicas
descriptas por Gawlik (1965). La
ultraestructura de éstas revela un
material amorfo disperso entre las
microfibrillas (Cotta-Pereiray cols.,
1975,1976 a; Rodrigo y cols., 1973).

En el presente trabajo, se
pretendeestudiarlostipos de fibras
que presenta el Sistema Elastico en
el vinculo del Gallus gallus dom. 1.
adulto por el método de
microscopia electronica.

MATERIALES Y METODOS
Se sacrificaron por deca-

pitacion ocho Gallus gallus dom.
adultos de la raza Leghorn, de los

que fueron retirados los dedos. Se
obtuvo por diseccion fragmentos
de la region mediana del vinculo,
los que fueron fijados durante 2
horas ensolucionde glutaraldheido
al 3 % y acido tanico al 0,25 % en
tampoén Millonig 0,1 M, pH 7,3
(Futaesaku y cols., 1972; Cotta-
Perciray cols., 1976 b). Después los
fragmentos fueron lavados en
solucion tampoén y postfijados en
tetroxidode osmioal 1% en tampon
Millonig 0,1 M Ph 7,3, durante 1
hora. Posteriormente, el material
fue deshidratado en soluciones
crecientes de etanol, y, después de
tres cambios de 6xidode propileno,
se procedi6 a la inclusion en Epon
812 a 60 °C durante 48 horas. En la
inclusion los fragmentos fueron
orientados con el fin de obtener
cortes longitudinales y trans-

ot

SR

Fig. 1. Electromicrografia de la region mediana del vinculo mostrando fibras

colorcados conazul de toluidinaen
carbonato de sodio y examinados
al microscopio optico para la
orientacion de los cortes ultrafinos
(60-90 nm). Estos ultimos, fueron
recogidos en rejillas con reticula de
200 a 400 cuadriculos, contrastados
con acctato de uranilo y citrato de
plomo, y examinados en
microscopioelectréonico ZEISS, E.M.
9B. con posterior obtencion de
clectromicrografias.

RESULTADOS

En los cortes longitudinales de
la parte mediana del vinculo se
observo la presencia de gran
cantidad de fibras elasticas
orientadas principalmente en
sentido longitudinal, de diferentes
diametrosy longitud variable. Cada

- Y
. &
e

S

clasticas maduras cortadas longitudinalmente. EI material amorfo aparece en
negro. La fibra se presenta ramificada. Fibrillas de coldgeno se observan entre las
ramificaciones de la fibra eldstica (estrella).  Aumento: * 36.000.

versales. En ultramicrétomo
SORVALL modelo Parter-Blum
MT2-B se obtuvieron cortes
semifinos (1 um), los que fueron
colocados en laminas de vidrio,

VI = IR TN A IR T A
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fibra mostré un constituyente
principal central y electrodenso,
ocasionalmente se observaron
algunas microfibrillas periféricas.
Se evidencié la presencia de



Fig. 2. Electromicrografia de la reion mediana del vinculo mostrando fibras
clasticas cortadas transversalimente con el material amorfo en negro y su relacion
con prolongaciones citopldsmaticas de fibroblastos (asteriscos negros) y con
fibrillas de coligeno (estrella). Se observan 2 fibras clisticas unidas por un puente
de material amorfo (asterisco blanco). Aumento: * 18.000.

ramificaciones (Fig. 1).

En las regiones situadas entre
las numerosas y espesas  fibras
clasticas observamos fibrillas de
colagenoy prolongacionescelulares
pertenecientes a fibroblastos (Fig. 1
y 2).

Ademas de las fibras elasticas y
de las fibrillas de colageno, se
visualizaron haces de microfibrillas
quecorresponden ultraestructural-
mente a las fibras oxitalamicas (Fig
3), las que miden de 10 a 12 nm. de
diametro. En corte transversal
presentabanunaregioncentral poco
densa, rodeada por una region
clectrodensa, dando apariencia
tubular.  También fueron
observados haces de microfibrillas
con material electrodenso
entremezclado, de caracteristicas
ultraestructurales similares a las
descriptas para las fibras
elauninicas (Fig 3).

DISCUSION

La microscopia electrénica

mostré que las fibras que
constituyen la mayor parte del
vinculo del animal adulto,
corresponden al patron estructural
de las fibras eldsticas. La
identificacion se hizo con la técnica

Articulo Origina
(/

preconizada po ‘\Qgtt
cols. (1976), en \elocual se” usa ~
glutaraldehido -acid Q tanico como
fijador. Se observé qir.e8#s fibra
estan constituidas por un Traterial
amorfo central electrodenso,
envueltas por microfibrillasde 10 a
12 nm. de diametro.

Se observaron fibras oxitalami-
cas formadas por haces de
microfibrillas, de 10 a 12 nm de
didmetro como fueron descriptas
por Cotta-Pereira y cols. (1976), las
que aparecen en corte transversal
con una zona central poco
coloreada, y otra periférica
electrodensa, lo que les da una
apariencia tubular. Estos datos
concuerdan con los de Fahrenbach
ycols. (1966), Greenlee y cols. (1966),
Jones y Barson (1971) y Cleary y
cols. (1981), no siendo esta la
caracteristica observada por
Kewley y cols. (1978). Feroze (1982)
menciond que laapariencia tubular
en el corte transversal de las
microfibrillas se deberia al hecho
que, en los cortes ultrafinos

A

Fig. 3. Electromicrografia de la region mediana del vinculo mostrando un

fibraeldstica madura constituida principalmente por amorfo que aparece en negro

(asterisco). También puede observarse una fibra oxitaldmica formada por
microfibrillas (estrella negra) y una fibra elauninica que presenta material amorfo
disperso entre las microfibrillas (estrella blanca). Awmento: * 17.000.
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contrastados con uranilo y plomo,
estos se depositaran en la periferia
de la microfibrilla, permaneciendo
el centro claro. Ya Cleary y cols.
(1981) informaron que las
microfibrillas se constituyen, en
realidad, de una region central
proteica envuelta por varias
cadenasde glucoproteinas dispues-
tas en espiral. Estos dos componen-
tes de las microfibrillas, de
caracteristicas tintoriales diferentes,
tratados con uranilo y plomo,
mostraron una parte central claray
otra periférica oscura. Mayores
informaciones son necesarias para
queseafirmen opiniones contrarias.

De acuerdo con lo descrito por
Cotta-Pereira y cols (1976), usando
latécnicadel glutaraldehidoy dcido
tanico, las fibras elauninicas se
revelaron como haces de
microfibrillas y material amorfo
electrodenso entremezclado.

Los fibroblastos presentes en el
vinculo son, aparentemente las
células capaces de sintetizar los
componentes de las fibras elasticas.
Lapresenciade unsistema vacuolar
citoplasmatico bien desarrollado
especialmente el reticulo endoplas-
mico rugoso con fino material en su
interior. El aparato de Golgi,
evidencia la actividad biosintética
de esta célula. A esto podemos
agregar la intima relacion entre los
diferentes tipos de fibras v estas
células, por medio de prolon-
gaciones citoplasmadticas o
invaginaciones de la membrana
celular, hecho observado por
Schwarz (1964) y Fahrenbachy cols.
(1966). Debido a que estos tres tipos
de fibras presentes enel vinculo del
animal adulto, representan las fases
ontogénicas en el desarrollo de las
fibras eldsticas (Fahrenbach y cols.,
1966; Jones y Barson, 1971 y Albert,
1972) se podria sugerir que la
elastogénesis es un proceso

continuo y que se produce durante
todala vida delanimal, aunque con
diferentes ritmos. Este hecho
también fue observado por
Braverman y Foferko (1982) en la
dermis humana.
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Posibilidades del dot-ELISA para el
diagndstico de la fascioliasis bovina*

Castro, E.**; Freyre, A.**; Falcon, D.**, Molinari, C.**

RESUMEN

Se evalud la técnica de dot-ELISA para la deteccion
de anticuerpos contra Fasciola hiepatica en 57 sueros de
vacas y novillos raza Hereford, de frigorifico,
empleando comoantigenolos productos de secrecion/
excrecion del parasito adulto.

Veinte vacunos que presentaban solo ejemplares
adultos de F. liepatica y sin lesion hepatica presentaron
titulos Moniezia entre 1:32 y 1:256. Quince bovinos sin
F. hepatica, quiste hidatico, Paramphistomuum, nédulos
de Oesophagostomum, ni nematodes gastrointestinales
reaccionaron negativamente, al igual que 5 bovinos
infestados s6lo con Paramphistomum y 5 bovinos que
presentaban larvas enquistadas de Oesophagostonum.
Cinco de 12 vacunos con infestaciones tinicas a quiste
hidético hepatico, reaccionaron positivamente con el
antigeno de F. licpatica, tal vez debido a la presencia de
anticuerpos residuales contra F. iepatica o a epitope(s)
comunes entre ambos pardsitos. Seensayaron 12 sueros
de terneros con infestacion de nematodes
gastrointestinales adultos de Hacmonchus sp. y Ostertagia
sp., 7 de los cuales reaccionaron al dot-ELISA y contra
quiste hidatico, no pudiéndose arrojar conclusiones
validas al respecto.

La repetibilidad del método fue buena. Sélo hubo
variacion de los titulos a diluciones dobles. El uso de
dipsticks resulté mas practico que la utilizacion de
discos individuales de nitrocelulosa.La reaccion del
dot-ELISA para F. hepatica en el vacuno seria de
especificidad muy variable de acuerdoa las condiciones
y los resultados de este estudio en particular. Esta
caracteristica es pasible de ser mejorada. Ello es deseable
portratarse de unareaccion de facil ejecucion y excelente
sensibilidad, que merece ser puesta a punto en el
futuro.

Palabras clave: Bovinos, inmunodiagndstico, Fasciola
hepatica

SUMMARY

The dot-ELISA technique was evaluated for
detection of F. liepatica antibodies in 57 Hereford cattle
sera at slaughterhouse. Secretion/excretion products
of adult parasites were used as antigens.

20 steers parasitized with only adult specimens of
F. hepatica had antibody titers of 1:32 to 1:256. 15 steers
free of F. hepatica, hydatic cyst, Paramphistomum,
Moniczia,  Ocsophagostomum  nodules  and
gastrointestinal nematodes, and 5 steers with only
Oesophagostomum nodules, did not react in the dot-
ELISA.50f 12 steer sera withonly hydatid cystinfections
reacted positive with F. iepatica antigen, maybe due a
presence of residuals antibodies or a commonly
epitope(s). It was assayed 12 sera from calves infected
with gastrointestinal nematodes (Haemonchus sp. and
Ostertagia sp.) and 7 reacted positivility to the dot-
ELISA reactionand against hidatid cyst. Itcan not offer

reliable conclusion.

Repetibility of the assay was good. Dipsticks were
more practical than individual nitrocellulose disks.

The specificity of the dot-ELISA for F. hepatica in
cattle was quite variable in the conditions of the present
study. This caracteristic can be improved, something
worth trying on account that the assay can be easily
performed and has excellent sensitivity.

Key words: cattle, immunodiagnosis, Fasciola hepatica

* Proyecto financiado por la International Foundation for Science, Estocolmo, Suecia (Proyecto B/1910-1)
**Instituto de Parasitologia, Facultad de Veterinaria, Avda. Alberto Lasplaces 1550. Montevideo, Uruguay.
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INTRODUCCION

El tradicional analisis copro-
parasitario para la deteccion de
huevos de Fasciola hiepatica adolece
de algunos inconvenientes:

1)nodetecta lainfeccion durante
el periodo prepatente

2) su sensibilidad no es muy
buena y depende, ademas, del
laboratorista

3) es una técnica tediosa y no
automatizable.

Por ello, desde hace algunos
anos se estan evaluando métodos
alternativos de diagndstico de la
fascioliasis por medio de la
deteccion de anticuerpos circulan-
tes. Estos métodos seroinmuno-
légicos pueden suplementar el
diagnéstico coproparasitario ruti-
nario, y ser también de utilidad en
estudios epidemioldgicos.

La técnica enzimatica de
inmunoensayo (ELISA) ha sido
ampliamente usada para el
diagnostico de laboratorio de la
fascioliasis natural v experimental
en ovinos (12, 28) y bovinos
(1,4,8,9,25). Para aumentar la
sensibilidad y especificidad del test
se fracciona el antigeno (11,16). En
la deteccion de la fascioliasis ovina,
se obtienen resultados alentadores
al utilizarse los productos metabo-
licos de F. hepatica (2,28). La mayor
sensibilidad, especificidad y
precocidad de estos ultimos queda
demostrada al compararse su
comportamiento, mediante la
técnica de ELISA, con un extracto
soluble de ejemplares adultos en la
deteccion de anticuerpos especifi-
cos, durante la infestacion natural
de bovinos (22).

Con el fin de desarrollar una
técnica inmunodiagndstica mas
sencillay econémica, y aumentar la

Comunicacion Corta

reproducibilidad evitando asi el
“efecto edge” (6,5,13), se
sustituyeron las microplacas por
membranas denitrocelulosa (10,17,
18). Se usaron discos aislados de
nitrocelulosa y placas de
membranas de nitrocelulosa
descartables, estas ultimas fueron
mas practicas, perode costoelevado
(18).

Posteriormente se ensayo el
“dipstick”, fijando los discos de
nitrocelulosa a tiras de plastico con
una goma insoluble enagua, el cual
permite testar, al mismo tiempo, un
suero frente a diversos antigenos
(19).

Hastaelmomento, el dot-ELISA
ha sido usado en parasitologia
veterinaria para la deteccion de
anticuerpos contra Babesia canis (24),
Amblyomaamericanun enbovinos y
Dermacentor andersoni en bovinos y
conejos (26, 27), Sarcocystis muris
(23), contra F. hepatica (3, 29),
Anaplasma marginale (15), y para el
diagnostico de la leishmaniasis
canina visceral*.

El objetivo del presente trabajo
fue indagar, primariamente, las
posibilidades diagnosticas de la
técnica de dot-ELISA para el
diagnostico de la fascioliasis en el
vacuno.

a) Determinar la minima
dilucion indicativa de infestacion a
F. lepatica en el test de dot-ELISA
en vacunos.

b) Adquirir una nocién acerca
de los titulos habituales de
anticuerpos en la infestacion
natural.

¢) Determinar la especificidad
de la reaccion en presencia de
quistes hidaticos, larvas enquis-
tadas de Ocsophagostomun, y formas
adultas de Paramphistomum,
Ostertagia y Haemonchus.

* Comunicacion personal M. Portus.

MATERIALY METODOS
1) Animales

Se utilizaron muestras de suero
de vacas y novillos raza Hereford
obtenidas en frigorifico, y de
terneros raza Hereford de campo.

A) Frigorifico

Se seleccionaron 5 grupos de
animalesdeacuerdoalainspeccion
y palpacion de visceras, al corte de
parénquima hepatico y pulmonar,
y al estudio coprolégico (método
de Mc Master), practicindose la
técnica de dot-ELISA en el suero
proveniente de los siguientes
vacunos:

© a)sin la presencia de F. hepatica,
quiste hidatico, Paramphistonim,
Moniezia, larvas enquistadas de
Oesophagostomum, ni ejemplares
adultos de nematodes gastro-
intestinales (15 sueros). (Controles
negativos).

b) presentando tnicamente F.
hepatica en los canaliculos biliares,
pero sin lesion hepdtica macros-
cépica como supuesto de no
infestacion previa (20 sueros).
(Controles positivos).

¢) presentando unicamente
quistes hidaticos en higado (12
sSueros).

d) presentando unicamente
formas larvarias de Ocsopha-
gostomum (nédulos intestinales) (5
sueros).

e) presentando tnicamente
cjemplares adultos de Param-
phistonium (5 sueros).

B) Campo

La presencia de parasitos
gastrointestinales se debié estudiar
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en terneros de campo, en virtud de
que la mayoria de los animales que
van a faena son categorias
resistentes (mayores de 4 anos) o
fueron dosificados previamente. Se
seleccionaron 12 terneros raza
Hereford de 18 meses cde edad
provenientes de un establecimiento
sinantecedentes de infeccion por F.
hepatica. Serealiz6 contaje de huevos
segun el método de Mc Master
modificado, utilizando sélo aque-
llos sueros provenientes de anima-
les con contajes superiores a 200
h.p.g..Sedetermindel género para-
sitario por coprocultivo segun el
método de Roberts-O’Sullivan (21).
Para confirmar la ausencia de
quiste hidatico se realizé la técnica
de dot-ELISA usando como
antigeno liquido hidatico. Para
descartar infecciones patentes por
Paramphistomum se realizo
sedimentacion simple.

2) Antigeno

Se utiliz6 como antigeno los
productos de secrecion-excrecion
obtenidos de ejemplares adultosde
F. hepatica segun la técnica decrita
por Dawes (7) y modificada por
Arriaga et al. (3). La determinacion
proteica se realiz6 segtin el método
de Lowry et al. (14), obteniéndose
1,37 mg de proteina por ml. La
concentraciéon éptima de antigeno
se determindé confrontando
soluciones a 0,53 y 0,85 mg/ml de
proteina a dilucion constante de
conjugado (1:100) contra suero sin
diluir y diluciones dobles de suero
a partir de 1:2. La concentracion de
trabajo fue de 0,53 mg/ml de
proteina.

Seutilizé unsolo lote deantigeno
y esta preparacion se conservo en
alicuotas a -20"C hasta su uso.

3) Sueros control

10

Como sueros control positivos,
se utilizé6 un pool de sueros
provenientes de novillos y vacas
que presentaron unicamente
ejemplares adultos de F. liepatica en
la faena. Los 6rganos de estos
animales no presentaron quiste
hidatico, Paramphistomum, Mo-
niczia, larvas enquistadas de
Oesophagostomum ni ejemplares
adultos de nematodes gastroin-
testinales.

Como sueros control negativos,
se utilizé un pool de sueros de
animales que no presentaron
ninguno de los parasitos anteriores
en la faena.

Se hicieron alicuotas de los dos
pool anteriores, las que se
almacenaron a -20"C. En todas las
determinaciones del test de dot-
ELISA se incluyeron alicuotas de
ambos pools.

4) Bloqueo. Diluciones desuero
y conjugado

Como agente bloqueante se
utilizo leche bovina en polvo al 5%
en tampon fosfato-NaCl isotonico
(pH 7,4), conteniendo 0,05% de
Tween 20. La membrana se incub6
a 37°C por 30 min.

Tanto las diluciones de suero
como de conjugado se hicieron con
tampon fosfato-NaClisoténico (pH
7,4) conteniendo 0,05 de Tween y
lechebovinaenpolvoal 1%. Ambos
se incubaron a 37°C por 20 min.

Se utiliz6 un preparado
comercial de antilgG bovina
obtenida en cabra, conjugada con
peroxidasa (Chemicon, USA). La
dilucion 6ptimade trabajose obtuvo
enfrentando diluciones dobles de
conjugado a partir de 1:50 hasta
1:1600 con una concentracion
antigénica constante de 0,53 mg/
ml de proteina, y diluciones dobles
de suero a partir de 1:2.
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5) Substrato

Como substrato de la enzima se
us6 el 4-cloro-1-naftol (Sigma
Chemie Gmgh) segin Hawkes et
al. (10). Se prepardé una solucion
madrede30mgen 10mldemetanol
absoluto y se almacendé a 4°C hasta
una semana. Antes de su uso se
diluyeron 2mldeesta solucionen8
ml de tampoén fosfatos-NaCl
isotonico y se le agregaron 6
microlitros de perdxido de
hidrégeno al30%. Lamembranade
nitrocelulosa fue incubada con esta
soluciéon entre 10 y 15 min a
temperatura ambiente y en
oscuridad.

6) Discos y dipsticks

Se ensay6 el uso de discos de 3
mm de didmetro colocados en
pocillos de placas de microtitu-
lacion. También se ensayaron
“dipsticks” (19) consistentes en
discos de nitrocelulosa pegados a
tiras de plasticorigido enangulode
90". Esta variacion de la técnica de
Pappas (19) se hizocon el finde que
losdiscos quedaran completamente
sumergidos en 100 microlitros de
reactivo. Una vez fijado el antigeno,
algunos se usaron en el momento, y
otros fueron conservados a menos
20°C por 30 dias.

Para facilitar la manipulacion
de los “dipsticks” en la placa de
microtitulacion, para una secuencia
de diluciones de un mismo suero,
se adhirieron 12 “dipsticks” a una
varilla de aluminio con cemento de
contacto. Tanto para el uso de los
discos de nitrocelulosa como de los
“dipsticks” se utilizaron las mismas
variables.

7) Procedimiento de rutina

Como procedimiento de rutina



se utilizé el protocolo para el
diagndstico de la leishmaniasis
canina de Portus et al¥, pero una
vez depositado el antigeno, se seco
la membrana a 56'C durante 15
min.

- Adsorcion del antigeno a la
membrana. (1)

- Bloqueo con fosfato-NaCl-
T'ween 20 al 0,05%-leche bovina en
polvo al 5%. Incubacién a 37°C por
30 min.(1001).

- El suero se testd sin diluir y a
diluciones dobles a partir de 1:2
hasta 1:512 en fosfato-NaCl-Tween
20 al 0,05%-leche bovina en polvo
al 1%. Incubacion a 37" por 20 min..
(1001)

- 3 lavados de 5 min. cada uno
con fosfato-NaCl-Tween 20 al
0,05%. (2001)

- Incubacién de conjugado a la
dilucion 1:100 en tampon, a 37° por
20 min. (1001)

- 3 lavados de 5 min. cada uno
con fosfato-NaCl-Tween 20 al
0,05%. (2001)

- Incubacién de la solucion
substrato en la oscuridad entre 10-
15 min. (1001). La reaccion se corta
con agua de canilla.

Cada test incluy o los siguientes
controles:

a. Control del conjugado: el
antigeno fue incubado sin suero,
s6lo con tampoén fosfato-NaCl
isotonico-Tween 20al0,05% vy leche
bovina en polvo al 1" conjugado y
susbstrato. i

b. Control del substrato: el
antigeno fue incubado sin suero y
sin conjugado, solo con tampon
fosfato-NaClisotonico-Tween 20 al
0,05%y lechebovinaenpolvoal 1%
y substrato.

c. Control positivoy

d) Control negativo (Ver 3)
(Sueros control).

Comunicacion Corta

Cuadro 1

Resultados de 57 sueros vacunos ensayados por la técnica
de dot-ELISA para F. hepatica

Técnica de dot-ELISA

Playa de faena Total  [Reaccionantes Reaccionantes
(+) )
Sin F. hepatica, ni otros parasitos| 15 0 15
Con F. liepatica 20 20 0
Con quiste hidatico, solamente 12 5 7
Con Paramphistonum, solamente 12 0 5
Con larvas enquistadas de
Oesophagostomum, solamente B 0 5
TOTAL 57 25 32
8) Lectura los sueros.
En la lectura se visualizé una RESULTADOS

intensa mancha azul (reaccion
positiva), una mancha tenue
(reaccion sospechosa),y sinmancha
(reaccion negativa). Se tomé como
titulo para el dot-ELISA la mayor
dilucion de suero que mostré una
mancha intensa. Una diferencia del
cudadruple en el titulo de
anticuerpos se considerd que
reflejaba unamodificacion real; una
diferenciadel doble no se considero
significativa.

9) Analisis estadistico

Se estudio la repetibilidad del
test y su poder discriminante. Se
tomaron seis muestras, 3 sueros
controles positivos y 3 sueros
controles negativos, con cinco
lecturas cada una. Para cada grupo
(seronegativos y seropositivos), se
testaron las diferencias de medias
(ANOVA). La asociacion entre los
resultados de la autopsia y los
resultados del dot-ELISA, se testo
con Chi cuadrado utilizando todos

*Comunicacion personal M. Portus.
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1) Discos y dipsticks

No se observaron diferencias en
el resultado de la prueba al utilizar
los dos sistemas. Si bien la
preparacion del “dipsticks” es
engorrosa, resulté mas practica
durante elensayo que la utilizacion
de los discos aislados.

2) Resultados obtenidos con los
sueros

Los resultados obtenidos con
todos los sueros estudiados se
exhiben en el Cuadro 1, no
incluyéndose los 12 sueros de
terneros infestados con nematodes
gastrointestinales. Se consideran
titulos indicativos de infeccion 1:32
y mayores. Enlafiguralse muestra
la distribucion de los titulos de
aquellos 43 sueros que presentaron
alguna reaccion.

- Los sueros de bovinos que no
tenian F. /iepaticaniotras parasitosis

11




no reaccionaron por encima de la
dilucion 1:8.

- Los sueros de bovinos
infestados solo con F. liepatica
presentaron titulos de 1:32 a 1:256.

- Los sueros de bovinos
infestados sélo con quiste hiddtico
presentaron titulos de 1:2 a 1:128.

- Los sueros de bovinos que solo
presentaron formas larvarias de
Oesophagostoniuim, y los que presen-
taron Paramphistonuim, se compor-
taron de forma similar que los
sueros provenientesde vacunos que
no presentaron ninguna parasitosis.

- De los 12 sueros de terneros
infestados por parasitos gastrointes-
tinales adultos (Hacmonchus placei y
Ostertagia ostertagi), 7 de ellos
presentaron titulos entre 1:8 y 1:64.
Cabe destacar que estos sueros que
reaccionaron positivamente y 2 de
los sueros queno reaccionaron, fue-
ron positivos a la reaccion de dot-
ELISA usando como antigeno
liquido hidatico.

3) Especificidad

Laespecificidad del método fue

N° de Sueros
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. . Sin F. hepatica ni otros parasitos
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[:] _Con quiste hiditico. solamente

S Con Paramphistomurm, solamente

D Con larvas enquistadas de
+ Oesophagostomum, solamente

|
1/64 1/128 1/256
Diluciones de Suero

1/32

Fig. 1 Distribucion de los titulos de 43 sueros vacunos que reaccionaron por la

técnica de dot- ELISA para F. liepatica
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muy variable: no existieron
reacciones cruzadas frente a otro
trematode (Paramphistomuni sp.)ni
frente a la presencia de larvas
enquistadas de O. radiatum.

Ninguno de los 15 sueros de
bovinos no infestados con F.
hepatica, quiste hidatico, larvas de
Ovesophagostomum, parasitosis
multiple por gastrointestinales
adultos, Paraphistomum, Moniezia,
reaccionaron positivamente en el
dot-ELISA. Siete sueros no
mostraron reaccion a ninguna
diluciéon, y sélo uno de ellos
reacciono sin diluir. Los 8 sueros
restantes mostraron unacoloracion
tenue; 1 a la dilucion 1:2,4a1:4y 3
a 1:8.

Cincode 12 animales infestados
solo con quiste hidatico presentaron
una reaccion francamente positiva
en el dot-ELISA, con titulos entre
1:32y 1:128. Tres no reaccionaron a
ninguna dilucién, y otros 4
presentaron coloraciones tenues
hastaladiluciéon 1:4 comportandose
como los sueros de los bovinos que
no presentaban ninguna parasitosis;
pero 5 de ellos presentaron una
reaccion francamente positiva, 2
sueros aladilucion 1:32 otros 2 ala
dilucién 1:64 y 1 a la dilucién 1:128.

Con respecto a los sueros
bovinos que soélo presentaban
Paraphistomum: 3 reaccionaron
tenuemente, 1 de ellos reaccion6 a
suero sin diluir y los otros 2 a la
dilucion 1:8. Los 2 restantes no
reaccionaron.

De los 5 sueros de bovinos que
so6lo presentaban larvas de
Oesophagostonium sélo 2 reacciona-
ron tenuemente, 1 a la dilucién 1:2
y el otro a la dilucién 1:4, no
reaccionando los 3 restantes.

Los resultados obtenidos de los
12 sueros de terneros que
presentaban infeccién multiple por
parasitos gastrointestinales adultos



fueron invalidados por presentar
también quiste hidatico.

4) Sensibilidad

Todos los sueros de bovinos
infestados con F. |epatica
reaccionaron positivamente, no
ocurriendo falsos resultados
negativos. Tres de ellos
reaccionaron aladilucion 1:32,10 a
ladilucién 1:64, 6 aladilucién 1:128
y 1 a la dilucién 1:256.

5) Repetibilidad

Hubo variacion de los titulos,
solamente en diluciones dobles. En
el cuadro 2 se expresan los
resultados del estudio de 3 sueros
positivos y 3 sueros negativos al
test de dot-ELISA con 5 lecturas
cada uno.

6) Analisis estadistico

Lostitulosdeanticuerpos fueron
transformados logaritmicamente.
Los resultados del estudio de
ANOVA para cada uno de los
gruposseropositivoy seronegativo,
muestra un F de 1.165 (p=0.0090) y
un F de 10.588 (p=0.0027)
respectivamente. Desde el punto
de vistapracticoy con el objetivode
estimar larepetibilidad del método
es importante centrar la atencién
enlas varianzas residuales enambos
grupos seropositivos y seronega-
tivos (0.1378 y 0.1376 respectiva-
mente). Las desviaciones tipicas
para cada uno de ellos fue de 0.37.
Elintervalo de confianza a unnivel
de 0.95 estda dado por el
antilogaritmo de 2 desviaciones
tipicas por debajo y por encima del
valor medio de cada muestra
(antilog. (2 x 0.37) = 2.09), estando
en este caso, entre una dilucién ala
mitad y una dilucion al doble.

: Comunicacion Corta

Cuadro 2

Titulos de 6 sueros ensayados 5 veces por el test de dot-ELISA
Lecturas

Sueros + | 1° 2 3 4" S
1 1/64 1732 1/32 1/32 1/64
2 1/64 1/64 1/128 1/128 1/128
3 1/128 1/64 1/64 1/128 1/64

Sueros -
4 1/4 1/2 1/2 1/2 1/4
5 1/4 1/4 1/4 1/8 1/8
6 1/2 1/1 1/1 1/2 1/2

Los valores promedio (Ln) y las
desviaciones tipicas obtenidos para
los resultados de los sueros
positivos fueron de-4.2719y 0.5091
respectivamente, y para los sueros
negativos fueronde-0.9407 y 0.5836
respectivamente. Las lecturas para
los resultados negativos son algo
mas dispersas que para los
resultados positivos. Lasmediasson
diferentes con un valor de t= -
16.4106, con un nivel de
significacion de 1.3323 E-15. Entre
los valores observados como
positivos y los valores observados
como negativos, existe unintervalo
bien definido donde no hay
observaciones, lo que hace que no
haya clasificaciones erradas.

El cuadro 1 muestra los
resultados obtenidos de los sueros
clasificados segun los datos
obtenidos de frigorifico y los
resultados obtenidos segun el dot-
ELISA. La sensibilidad observada
fue de 100% con un intervalo de
confianza entre 86-100%, a nivel
95%. En virtud de que en los
resultados obtenidos no se
contemplaron las proporciones de
las distintas enfermedades, se
calcularon entonces intervalos de
confianza (95) para especificidades
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parciales en presencia de cada
agente parasitario y en suausencia,
obteniéndose lo siguiente:

a) Oesophagostomum entre 54.9-
100%

b) Paramphistomum entre 59.4-
100%

¢) Quiste hidatico entre 45.8-
79.2% (promedio 58%)

d) Ausencia de los distintos
agentes parasitarios estudiados
entre 81.9-100%

El test de Chi cuadrado para
estudiar la asociacion entre los
resultados obtenidos en frigorifico
y los resultados del test diagnéstico
se realizo sobre los sueros de
animales sin ninguna parasitosis,
solocon F. liepatica, y sélo con quiste
hidatico (Cuadro 1)

De acuerdo al resultado
obtenido (X*=39.45, p<0.0001), se
acepta asociacion entre ambos
resultados.

DISCUSION

El formato de los “dipsticks”
utilizado fue diferente al sugerido
por Pappas et al. (19), con el fin de
que quedaran completamente
sumergidos en 100 microlitros de
reactivo, puesto que seria muy

13
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oneroso utilizar 300 microlitros de
una dilucion de conjugado 1/100.
Sin embargo, el formato sugerido
por estos autores es mas resistente
y tienen la ventaja de poder utilizar
varios antigenos diferentes al
mismo tiempo.

Lareactividad delos “dipsticks”
que fueron congelados se mantuvo,
coincidiendoconlo comunicado por
Zimmerman et al. (29) quienes
almacenaron el antigeno en discos
de nitrocelulosa hasta por un ano.
Ello permite acortar el tiempo de
ejecucion de la reaccion en por lo
menos 45 minutos.

Es posible optimizar la
practicidad del método. Asi,
inspirados en el procedimiento de
rutina de Portus et al (*) se usara
una plancha de poliestireno de 96
tubos huecos pararealizar la técnica
mas facilmente. Con esto se evitara
el uso de discos aislados de
nitrocelulosa y de “dipsticks”, asi
como también los problemas de
ruido de fondo que se presentan
cuando se realizan todos los pasos
con posterior filtracion por vacio.
De esta forma se pueden ensayar 2
diluciones de 40 sueros o titular 10
sueros, utilizdindose un rectangulo
demembranade aproximadamente
8x 10 cm. Eltiempo de ejecucion de
la prueba se puede acortar
significativamente, al conservarlos
rectangulos de la membrana de
nitrocelulosa con el antigeno fijado
y bloqueado.

De acuerdo al resultado del test
de X? se acepta la asociacion entre
los resultados obtenidos de playa
de faena (como criterio verdadero
de clasificaciéon) y los resultados
obtenidos del dot-ELISA. La
especificidad del método fue muy
variable: no existieron reacciones
cruzadas frente a otro trematode
(Paramphistonuon sp) ni frente a la

presencia de larvas enquistadas de
O. radiatum. Se prefiri6 no dar
datos porcentuales debido a la
insuficiente cantidad de sueros
ensayados.

Cinco de 12 animales con quiste
hidatico reaccionaron positiva-
mente en el dot-ELISA pudiéndose
deber a la presencia de epitope(s)
comunesoaanticuerposresiduales
contra F. hiepatica. Al utilizar sueros
provenientes de animales de
frigorifico se desconoce sisufrieron
onoinfestaciones recientes tratadas
oinfestaciones patentes. Respectoa
O. ostertagi'y H. placei no se pueden
arrojar conclusiones en virtud de
que los sueros que reaccionaron
contra F. liepatica también reacciona-
ron contra quiste hidatico. De
acuerdoaestosresultados se podria
convalidar la hipotesis de que es
posible que haya epitope(s) comu-
nes con quiste hidatico. Sin embar-
go, ¢s prematuro descartar la
posibilidad de epitope(s) comunes
con alguno de estos parasitos
gastrointestinales.

Los sueros control negativos
pudieron haber presentado anti-
cuerpos residuales de infecciones
parasitarias anteriores a la facna.
No obstante, con el antigeno
utilizado y los titulos considerados
reactivos para F. lhepdtica no se
detectaron tales anticuerpos. Con
ello se reafirma la validez de los
sueros control negativos utilizados
en el contexto del presente estudio.
Las reacciones menores o iguales a
1:8 en los grupos de sueros de
animales sin F. icpatica tal vez se
deban a anticuerpos inespecificos.
Estudios anteriores que utilizaron
antigeno de secrecién/excrecion
para la deteccion de la fascioliasis
ovina (Zimmerman et al. 1985,
Arriagaetal. 1989), no se ocuparon
de este problema. Sin embargo, la

*Comunicacion personal M. Portus
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sensibilidad fue muy buena ya que
de los 20 sueros de animales que
solo presentaban F. liepatica, todos
reaccionaron, y el titulo menor fue
dei1:32.

Elhechode queeltestde Bartlett
haya dado homogeneidad de
varianzas implica que la variacion
en las lecturas no se ve afectada por
los titulos de anticuerpos, siendo el
método igualmente preciso para
muestras seropositivas como para
muestras seronegativas. Por lo
tanto, de acuerdo al resultado de la
ANOVA, se puede decir que el mé-
todo es confiable y repetible para
cualquier nivel de anticuerpos. La
repetibilidad del test obtenidaen el
presente estudio coincide con la ha-
llada por Pappas (20) y Tenter (23).

No se pueden arrojar conclu-
siones validas en cuanto a la
comparacion con otras técnicas de
ELISA (1, 2, 4, 8, 16, 23, 26) que
emplean distintas fracciones
antigénicas y cantidades variables
deantigeno paramediranticuerpos
enanimales con cargas parasitarias
variables y muchas veces descono-
cidas. No existen, que sepamos,
comunicaciones sobreelempleodel
dot-ELISA parael diagnosticodela
distomatosis en el vacuno.

CONCLUSIONES

La reaccion de dot-ELISA para
F. hepatica en el vacuno, utilizando
antigenos de secrecion/excrecion
resultd de especificidad muy
variable. Afortunadamente, esta
caracteristica es pasible de ser
mejorada, utilizando fracciones
antigénicas no comunes con
Haemonchus, Ostertagia o quiste
hidatico, o bien absorbiendo sueros
previamente con preparaciones
antigénicas de estos parasitos.

La alta sensibilidad de este



sistema diagnostico, su gran
capacidad de automatizacion (un
minimo de 10 reacciones en 85
minutos), facilidad de ejecucioén, la
no exigencia de instrumentos de
laboratorio, y lanecesidad de contar
con un método que suplemente el
tradicional analisis coproparasi-
tario para F. hiepatica, ameritan la
puesta a punto de la técnica de dot-
ELISA en el futuro.
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Practica Veterinaria

INTRODUCCION

En un establecimiento agricola
ganadero, ubicado en el depto. de
Rio Negro, paraje Averias Chico, 8"
Seccién Policial, se constaté la
aparicion de bovinos adultos
afectados por el sindrome de
Tristeza Parasitaria Bovina (TPB).

El mismo esta ubicado en un
area enzoéotica para Boophilus
microplus y por desarrollarse alli un
seguimiento veterinariodesde hace
14 anos, se cuenta con referencias y
datos anamnésicos respecto a los
problemas sanitarios que han ido
apareciendo y a los cuales se les ha
tratado de encontrar solucién
viable.

Con este marco de referencia, el
presente articulo pretende relatar
los resultados obtenidos en cuanto
al control de los hemoparasitos y
garrapata, aplicando unaestrategia
de trabajo discutida y disenada
conjuntamente con los colegas dela
Division de Parasitologia, DILAVE
“Miguel C. Rubino”.

Caracterizacion parasitaria
del establecimiento

Al inicio de las actividades en
ese predio (1982), se encontré un
alto porcentaje de ganado vacuno
parasitado por garrapata, con
aparicion erratica de casos de TPB
causando pérdidas econdmicas
significativas para el productor.

Serealizé una vigilanciaintegral

Estrategias de control del sindrom
Tristeza en un establecimiento gan

de la situacion de estos parasitos,
recurriendo al servicio de la
Division de Parasitologia, DILAVE
“Miguel C.Rubino”. Estos estudios
se basaron principalmente en la
tipificacion de la garrapata (B.
microplus), analisis de concentra-
cion de banos, manejo del mismo,
diagnosticoserologicode prevalen-
cia e incidencia de los hemopara-
sitos, asi como seguimiento de los
casosclinicos. Elbanoen uso presen-
taba defectos tales como reflujo del
especifico en la zambullida, sin

Fuentes, J. ].*

parasitosis y de reducir el perjuicio
economico.

Alternativa planteada de
prevencién/control

Dicho esquema, principalmente
se baso en:

1) disminuir las poblaciones de
garrapatas. Se modificé la
estructura del banadero existente,
se cubicd, se determind qué
producto usar y por ultimo se
establecio una frecuencia logica de

Cuadro 1
Categoria B. bovis B. bigemina Anaplasma spp
Vacas = 50% 25%
Novillos 9% 82% 9%
Vaquillonas 7% 100% 14%

techo, grietas en el fondo, ubicacion
incorrecta. Los tratamientos se
realizaban tinicamente cuando era
evidente la presenciade garrapatas.

Durante el primer invierno, se
actué ante un brote clinico
provocado por Anaplasmamarginale,
presentandose los animales
enfermos, vacas de cria, alternada-
mente en el tiempo (goteo).

Al principio laserologia presen-
t6 los resultados del cuadro 1.

Ante este espectro parasitario
fuedisenado un esquemade trabajo,
alosefectosde podercontrolarestas

balneaciones a todo el ganado,
poniendo énfasis en comenzar
temprano (agosto) con el objeto de
bloquear la primer generacion de
garrapata.

2) proteger gradualmentea todo
elganadocontralaTPB (estabilidad
enzootica artificial). Se inmunizé
anualmente a toda la ternerada,
buscando de este modo un efecto
acumulativo en el rodeo. Se utilizo
la hemovacuna elaborada por la
DILAVE “Miguel C. Rubino”. Esta
actividad fue factible desde el punto
de vista practico y economico.

* Ejercicio independiente, Municipio 567/003, Las Piedras
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3) estricto control en el aisla-
miento del establecimiento respecto
alos predios linderos, mediante re-
visacion y reparacion de los alam-
brados perimetrales evitando el
pasaje de animales entre
establecimientos.

Evoluciéon del estado
parasitario del ganado

Durante5anosdedicha practica
se logro erradicar ¢l problema,
manifestindosce con la presencia
nula de garrapata y desaparicion
de los casos de TPB.

En una segunda ctapa, dada la
buenasituacion sanitariaalcanzada
se resolvio suspender la premuni-
cion y disminuir la frecuencia de
balneaciones.Estas acciones se
acompanaron conelencarede otras
actividades empresariales produc-
tivas, que en cierto modo llevarona
desatender el esquema de trabajo
vigente. Los tratamientos acaricidas
realizados fueron insuficientes, que-
dandodiseminadoseneltiempo, lo
que perjudico la frecuencia logica
entre bainos. A fines de otono y
durante el invierno del ano 1994,
comienzanaaparecer nuevamente,
casos clinicos que hacen sospechar
la presencia de hemoparasitos.

Los animales afectados surgie-
ron en goteo, con marcada ictericia
ydebilidad unidoauncuadro febril.
La enfermedad sc presenté en dos
rodeos de vacas prenadas (300) que
pastoreaban en dos potreros linde-
ros entre si, de las cuales muricron
14, encontrandosc garrapatas en
diferentes estadios evolutivos.

Se encaré un tratamiento de
sindrome TPB, utilizando diazo-
aminobenceno diaceturato y oxite-
traciclina por via intramuscular a
los animales que iban apareciendo
afectados. Sibien esta metodologia
permitié un cierto control de los
casos clinicos, para nada fue
satisfactorio, va que ocurrian
desfasajes entre ¢l encuentro del

*OTC 50, Compania Cibeles
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enfermo y la institucion oportuna
del tratamiento. En muchos casos
ocurrio recuperacion pero en estos
surgieron abortos, que se sumaron
al problemacomo factorde pérdida.
De acuerdo a los resultados de
laboratorio, el agente causal de este
brote fue A. marginale, y del estudio
serologicode la totalidad del rodeo
afectado, se constato que el tnico
parasito presente cra anaplasma
(40%%), no existiendo reaccion
correspondiente a babesias.

Alternativa de solucion en brote

Evaluando pérdidas v costo
terapcutico, considerando que
afortunadamente ¢l darca afectada
solo comprendia dos potreros, con
300 vientres vacunos y de comun
acuerdo con la administracion del
establecimiento, se decidio atacar
al cnemigo antes de que se
manifestara. Se instruyoal personal
de campo para que inyectara en
forma masiva al ganado de los
potreros problema, con oxite-
traciclina* siguiendo las indica-
ciones del fabricante. Se intento
tratar de bloquear el dano
provocado por el parasito en el
periodo de incubacion, antes de la
aparicion de sintomas clinicos
visibles que ya auguraban una
respuesta magra al tratamiento. Il
resultado fue la detencion
inmediata del brote.

Discusion y Conclusiones

Las dos alternativas de control
aplicadas en este caso concreto, han
logrado el éxito esperado. Dichos
logros ameritan la intencion de
transmitir una experiencia de
campo.Conrespectoalaalternativa
prevencion-control, lamentable-
mente no se cuenta con los datos
actualizados de pérdiday costosde
los tratamientos, pero se destaca la
minimizacion global del riesgo. Si
consideramos losdatosdelbrotede
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1994, con 14 muertes (USS 180/

vaca, total estimado US$ 2500) v si
calculamosel costo de hemovacuna
paralatotalidad del rodeo afectado
(300 vacas US$2,5/dosis, total
estimado US$ 750 apreciamos en
principio el beneficio de esta
actividad.

De la serologia se infiere que
han sido crradicadas las babesias,
va que en el comienzo se presento
comounasituacionde inestabilidad
enzooticayvalos [2anos se encontro
serologia  negativa  a
hemoparasitos.

La detencion de aparicion de
nuevos casos tuvo un costo
aproximado de US$ 180. Si se
confronta con ¢l valor del ganado
afectado, equivaldria a la muerte
de un animal, sensiblemente
inferiora la cifra esperada, ademas
de la tranquilidad que otorgo esta
actividad (mancjo, disponibilidad
de personal, pérdida por la
recuperacion del estado general de
los convalecientes).

De esta experiencia, se concluye
queesimportante evaluar objetiva-
mente los problemas sanitarios para
establecer esquemas de control
(fortalecimiento de la relacion
Laboratorio-Veterinariode campo).

LLa no existencia de planes
zonales de lucha contra el B.
microplus, relativiza la efectividad
de los esquemas de control
adoptados en forma individual.
ista afirmacion se debe a que si
bienscaplico racionalmente unplan
estratégico de control, existio una
reinfeccion que puede haber tenido
origen enotroestablecimiento de la
zona. Por lo que es importante el
encare de lucha en forma
multipredial.

Agradecimiento: a los Dres.
HerculanoCardozo, Armando Nari
y Maria A. Solari.
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I. INTRODUCCION

En un futuro proximo, el libre
movimiento de animales vy
productos de origen animal sera un
principio basico de los tratados y
acuerdos que conforman los
grandesbloques econémicos, como
la Unién Europea (UE), el Tratado
de Libre Comercio de América del
Norte (NAFTA), ¢l Mercado Co-
mundel Conosur (MERCOSUR), el
Pacto Andino, el Mercado Comun
de Centro América, la Comunidad
l:conomicadel Caribe (CARICOM),
cte.

Un gran mercado libre vy
dinamico es un requisito esencial
para el desarrollo de un sistema
balanceado de produccion de
alimentos en explotaciones gana-
deras modernas, competitivas y
cficientes, destinadas a proveer los
alimentos para el desarrollo y el
consumo humano.

Cada bloque econémico debera
disponer de unsistema de comercio
externode animalesy productosde
origen animal conectado con los
demas paises del mundo, en un
escenario que caracterizaalmundo
contemporaneo, de comercio global
altamente competitivo y diver-
sificado, que tendera a moderar las
fluctuaciones que ocurren en la

produccionanimaly a satisfacer las
demandas de las poblaciones en
cantidad, calidad vy
competitivos.

La armonizacion del mercado
intereintrarregional y del consumo
domcéstico paraalcanzarunamayor
equidad social, es una meta que los
bloques econdmicos regionales
deberan conquistar en el medio y
largo plazo, ya que existen
diferencias considerables en los
sistemas de produccion incluida la
salud animal, comercializacion y
distribucion, asi como en los
intereses de los productores
agrariosy los consumidores. Eneste
ambito es necesario acelerar vy
concretar las decisiones politicas
para hacer posible el desarrollo y
ejecucion de programas sanitarios
integrados y sostenibles contri-
buyan a disminuir y evitar los
riesgos de introducir y propagar
enfermedades animales de alta
peligrosidad y amejorary mantener
los altos estandares de salud animal
que han adquirido muchos paises
del mundo.

Laganaderiade América Latina
y el Caribe tiene una hetero-
geneidad notable enlas estructuras,
sistemas y formas de produccion y
comercializacion. Por consiguiente
los factores especificos de riesgo

precios
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son también diferentes y las
acciones sanitarias que puedan
aplicarsc y resultar eficientes en
algunos sistemas y estructuras de
produccion no resuelven el
problema en otros o resultan, por
razones de costo, de dificil
aplicacion.

La aceptaciéon de un programa
sanitario por parte del sector
productivo agropecuario posee
tanta 0 mas importancia que la
definicion tecnolégica del plan. En
este sentido las acciones progra-
madas deben demostrar un
beneficio econémico real para la
actividad pecuaria y adecuar su
aplicacion a las costumbres y
caracteristicas de la formacion del
productor rural.

Los servicios veterinarios deben
analizar las implicaciones econd-
micas que generaran los programas
sanitarios para empresarios,
productores rurales, campesinos y
para el pais. La decision politica y
estratégica sobre un programa
sanitariodebebasarse en unanalisis
metodico de los aspectos sociales,
econémicos, epidemiologicos y
tecnologicos.

El analisis de las caracteristicas
sociales, econémicas y tecnologicas
de las explotaciones ganaderas se
utiliza para lograr un diagnostico
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adecuado de los impactos de orden
socio-econdémico. La estrecha
relacion entre las caracteristicas
econdmicas y sociales de las formas
deproduccion ganaderay elambito
geografico y social en que estas se
establecen, determinan la estruc-
turacién de ecosistemas en los que
losagentes infecciosos y parasitarios
ysuinterrelacion con los huéspedes
son caracteristicos. Cada forma de
produccién tiene, entonces, un perfil
sanitario que le es propio y que
depende de las caracteristicas
estructurales de la organizacion de
la cria y manejo del ganado y sus
relaciones comerciales.

En Américadel Surenel casode
la fiebre aftosa se ha demostrado
que sus modalidades de compor-
tamiento estan relacionadas con las
formas que presentalaorganizacion
productivo-econémica de la
ganaderia predominanteenundrea
0 region.

La intima relacion epidemio-
légica y comercial entre paises
vecinos ha sido determinante para
considerar que acciones aisladas,
de un solo pais, dificilmente se
verian coronadas por el éxito de
lograr la erradicacion de una
enfermedad con las caracteristicas
de la fiebre aftosa.

Fue y es, entonces,
imprescindible, establecer la
regionalizacion de la lucha
antiaftosa cuando se tienen como
metas el control avanzado y luego
la erradicacion de esta virosis. Los
programas nacionales debian ser
complementados por unacoordina-
cion e integracion entre paises.

Durante la Reunion Hemisférica
sobre Fiebre Aftosa y Comercio
Internacional de Animales vy
Productos de Origen Ani-
mal,celebrada en 1978 en Buenos
Aires, Argentina, por iniciativa del
Centro Panamericano de Fiebre
Aftosa,los Ministros de Agricultura
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de los paises de las Américas
declararon de la mayor prioridad
la creacion de areas libres de ficbre
aftosa en los paises de América del
Sur.

En 1980 en la VII Reunion
Ordinaria de la COSALFA en Rio
de Janeiro se establecio para los
paises de Américadel Surafectados
por fiebre aftosa el principio de la
regionalizacion con “elcompromiso
de desarrollar programas cuyo
objetivo a corto plazo sca lograr la
ausencia de la enfermedad en
importantes areas, como parte de
un proceso que debe encaminarse
hacia la erradicacion de la fiebre
aftosa en el continente”.

Esas areas libres deberian estar
situadas en regiones de vasta ¢
intensa produccion pecuaria y con
un gran potencial de crecimiento
productivo,econémicoy comercial.
Serian, ademads, ejemplos propul-
sores de expansion de los
programas de erradicacion para
diferentes areas de Américadel Sur.

Un area libre de enfermedad,
puedecomprender un pais, un arca
definida dentro de un pais o un
areca comprendida por dos o mas
paises limitrofes o vecinos. El
Convenio de Erradicacion de la
Fiebre Aftosa en la Cuenca del Rio
de la Plata es un ejemplo de
extraordinario valor y efectividad
en la afirmacion del concepto de
regionalizacion.

Unodelos principiosaprobados
por la Ronda Uruguaya del GATT
fue el de la regionalizacion. Se
reconocieron los beneficios de la
regionalizacion y la existencia de
diferencias espaciales en la
distribucion de las enfermedades
dentro de los territorios de un pafs,
permitiendo diferenciar areas
segunla prevalenciay otros factores
de riesgo. Las enfermedades no
respetan fronteras o limites politicos
sino que son otros, los factores de
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importancia en su distribucion y
diseminacion, como los huéspedes,
la densidad de la poblacion
ganadera, manejo y los flujos
comerciales y otros factores de
riesgo.

Los medios de transporte
contempordaneos son variados,
numerosos, veloces y capaces de
transportar en corto tiempo
enormes cargas de productos y
mercancias asi como movilizar
miles deseres humanosy animales.
La frecuencia y rapidez del
transporte de seres humanos,
animales y productos de origen
animal y mercaderias aumenta los
desafios relacionados con la
introduccion de agentes exoticos,
uno de los cuales es la fiebre aftosa
para un nimero creciente de paises
-en la actualidad, 95- que se
encuentran libres de fiebre aftosa o
que no han registrado la
enfermedad en los ultimos anos.
Aunlos paises conaftosaenzodtica,
deben protegerse de laintroduccion
de otros serotipos o cepas “nuevas
o emergentes” de virus exoticos,
diferentes a las autoctonas.

II. ACUERDO GENERAL DE
ARANCELES 'Y COMERCIO
(GATT=GENERALAGREEMENT
FOR TARIFFS AND TRADE) Y LA
ORGANIZACION MUNDIAL DE
COMERCIO (OMC)

EI GATT se inicio en 1947 con la
firma del acuerdo original por 23
paises y en 1994 lo integraban 125
paises signatarios. Han habidosiete
rondas de negociaciones, siendo la
altima la Ronda Uruguay que
comenzo en 1986 en Punta del Este,
Uruguay cuyo acuerdo final fue
firmado el 15 de Abril de 1994 en
Marruecos, luego de siete anos de
negociaciones. Esteacuerdose puso
enejecucion el 1° de enero de 1995.

El GATT tenia como objetivo



reducir y eliminar las barreras al
comercio, inversiony serviciosentre
los paises integrantes del Acuerdo.

LanuevaOrganizacion Mundial
de comercio (OMC), creada por el
Acuerdo para sustituir al GATT
tiene como objetivo propender a la
expansiondel comercioy garantizar
que los acuerdos se adopten como
“un todo unico”. La OMC debe
facilitar la aplicacion, administra-
ciony funcionamientodel Acuerdo,
sea el foro para las negociaciones
entre paises miembros acercade las
relaciones comerciales multila-
terales y administrar el entendi-
miento relativo a las normas y
procedimientos por los que se rige
la solucion de diferencias.

La Ronda Uruguay incluyo por
primera vez en las negociaciones el
tema de la agricultura. Hasta
entonces la produccion vy
comercializacion de alimentos
habia sido considerada un asunto
deseguridad nacional innegociable.
En la actualidad muchos paises
desean exportar y/o importar
alimentos y hay
distorsiones y restricciones que
necesitan ajustes y armonizaciones.
Ademds de la eliminacién de
barreras tradicionales como las
cuotas y aranceles que limitan,
cohiben o impiden el comercio, el
Acuerdodelaultimaronda, tratara
de controlar la aplicacion y uso de
barreras no arancelarias como es el
caso de las aplicaciones de estan-
dares técnicos y medidas sanitarias
y fitosanitarias injustificables que
han sido usadas con frecuencia con
propositos proteccionistas.

El desafio para la agricultura es
liberalizar el comercio con riesgos
minimos de introduccion de
cenfermedades animales y pestes
agricolas. Debe buscarse un
equilibrio, entrelaliberalizacion del

numerosas
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comercio de los animales y
productos de la agropecuaria y el
derecho de las naciones para
autoprotegerse contra la intro-
duccion de males que afecten la
agricultura y la salud publica.

Elacuerdo reconoce ese derecho
e introduce un conjunto de
principios destinados a fomentar y
liberalizar el comerciomanteniendo
los estandares de seguridad
sanitaria y fitosanitaria con base en
los principios y conocimientos
cientificos.

Enelcircuitolibrede fiebre aftosa
la tradicion entre paises que
comercian activamente animales,
productos de origen animal y
productos agricolas ha sido basada,
desde el punto de vista sanitario, en
el Smoot-Hawley TARIFF ACT de
la seccion 1306 (a) del 17 de Junio de
1930 de E.E.U.U. que prohibia el
comercio de animales y productos
de origen animal no tratados
procedentes de paises afectados por
la fiebre aftosa y/o la peste bovina.
La estrategia politica de defensa
sanitaria exigia la declaracion de un
pais como “libre de enfermedad” o
como “infectado” aplicindose el
criterio de pais como una unidad.
Se basaba en el riesgo cero; sin
embargo lacondicion deriesgo cero
es inalcanzable. Cientificamente
nunca se puede probar indefini-
damente un negativo; la probabili-
dad ceroes unaconstruccion teérica,
yno practica, uncamino dicotémico
del todo o nada, del si o no. Se
trataba de evitar el riesgo sin
evaluarlo ni administrarlo.

El TARIFF ACT de 1930
restringia la capacidad para
reconocer zonas libres de una
enfermedad dentro de las fronteras
de un pais. Canada y EEUU
liberalizaron hace mas de dos
décadas laimportacion de animales
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en pie y material genético
disponiendo para ello de la
aplicacion de un eficiente diagnos-
tico y de medidas cuarentenarias
estrictas en el pais de origen
(exportador) y en estaciones
cuarentenarias deseguridad desus
propios paises. Los acuerdos del
GATT y NAFTA exigieron la
modificacion de este instrumento
legal de gran poder en la historia
del comercio mundial agrope-
cuario, para adecuarlo al
cumplimientodelos acuerdosa fin
de introducir el concepto de
regionalizaciony el reconocimiento
deareaslibres y debajaprevalencia
de enfermedades y pestes dentro
de un pais o una region.

Se reconoce como principio
fundamental que las medidas
sanitarias destinadas a proteger la
salud humana y animal y las
medidas fitosanitarias de preser-
vacion vegetal deben basarse en la
ciencia.

La informacion usada para
evaluar la aceptabilidad de una
importacion debe estar basada en
los conocimientos e informacién
cientificay es obligacion considerar
la nueva informacién y conoci-
mientos cientificos que surjan en el
proceso de aceptacion de una
importacion, de una manera
flexible y bien documentada.

La documentacion debe ser
transparente, es decir precisa,
entendible y veraz para todas las
partes involucradas en la
negociacion. Esta nueva apertura
del comercio internacional en el
sectoragriculturaimpone compar-
tirlosdocumentos y conocimientos
para la toma de decisiones sobre la
aceptabilidad o rechazo de una
exportacion propuesta.

El Acuerdo promueve la
armonizacion a través del amplio
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usodeestandares internacionales y
la creacion de un sistema de ajuste
yliquidacionde disputas que surjan
entre los paises miembros.

Estan contenidos en el Acuerdo
las previsiones siguientes:

1. Derechos basicos.

Las medidas para proteger la
salud de los animales v plantas
deben:

a) estar basadas cn la ciencia

b) ser transparentes en su
desarrollo e instrumentacion, v

¢) no discriminar arbitraria o
injustificadamente entre productos
y mercaderias similares de la otra
parte cuando son idénticas o
predominan condiciones similares
y presentan riesgos similares o
idénticos.

2. Valoracion o evaluacion del
riesgo.

Serequiere unanalisisdel riesgo
basada en metodologias v datos
cientificos a fin de identificar,
cuantificar y documentar un riesgo
determinado. El andlisis del riesgo
requiere:

a) determinar la magnitud
del riesgo

b) establecer cémo se
controla o administra el riesgo

¢) utilizar metodologias,
técnicas y estandares inter-
nacionales.

3. Equivalencia.

Debe demostrarse con docu-
mentacién cientifica que un
procedimiento o sistema sanitario
provee el grado de
proteccion que c¢l sistema o
procedimiento aplicado en el pais
importador. En este caso los paises

mismo
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OMC
aceptarlocomocequivalentey el pais
exportador debe  demostrar
objetivamente esa equivalencia.

micembros de la deben

4. Estandares internacionales.

El acuerdo recomienda a los
paises que, siempre que sea posible,
deben basar sus medidas sanitarias
y fitosanitarias sobre estindares
internacionales. Estos estandares
deben ser desarrollados por la
Oficina Internacional de Epizootias
(OIE) para el area de salud animal
v por la Convencion Internacional
de Proteccion de las Plantas (CIPP)
paralasalud vegetal y porel Codex
Alimentarius paralasnormas sobre
alimentos y practicas equitativas
en el comercio de alimentos.
Siempre que sea posible deben
usarse los estandares y guias
internacionales. La meta es la
busqueda de la armonizacion de
sanitarios v
fitosanitarios entre los paises
miembros de la Organizacion
Mundial de Comercio. Si bien los

los  estandares

paises no tienen obligacion de
utilizar los estandares internacio-
nalesdeberan, encasodenohacerlo,
justificar su actitud. El uso de los
estandares internacionales trata de
reducirlas variaciones innecesarias
o impropias entre los estandares
téenicos de salud, los cuales a me-
nudo causan disputas comerciales.

5. Regionalizacion

La Ronda Uruguayv del GATT
insta a los paiscs a reconocer arcas
libres de enfermedades o pestes, asi
como areas de baja prevalencia de
las mismas. Es un reconocimientoa
las fronteras cpidemiologicas. Las
para
reconocer drcas libres y de baja

cevidencias  necesarias
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prevalencia se basan en la
evaluacion o valoracion del riesgo.
Ll pais exportador debe demostrar
que un darea es libre y tiene
condiciones de mantenerse libre.
El proceso de valoracion del
ricsgo debe ser transparente v
cientifico, incluyendocriterios para
evaluar la infraestructura veteri-
naria del pais exportador, su
capacidad de prevenir v controlar
enfermedades; los sistemas de
informacion v vigilancia cpidemio-
logica v constante monitoreo; la
legislacion v
exportacion ¢ importacion de

reglamentos de

animales. Estas evaluaciones son
necesarias para contribuir a la
verificacion de un drea libre o de
baja prevalencia y asegurar al pais
importador que la integridad del
area cespecificada puede ser
adcecuadamente mantenida v
preservada.

L.os paises que tengan una
infracstructura veterinaria mas
desarrollada v eficiente, seran los
mas beneficiados poreste principio
de regionalizacion, mientras que
los que tenganservicios veterinarios
ineficientes estaran en situacion de
desventaja en la competitividad
comercial.

[.os EEUU a través del Servicio
de Inspeccion de Salud Animal v
Vegetal (APHIS- Animal & Plant
Health Inspection Service) ha
propuesto un enfoque de descarte
de lanocion de area libre o no libre,
reemplazandolo por el conceptode
niveles de riesgo. APHIS ha
identificado seis grados de riesgo
conun rango de: Riesgo Cero (RO)
como ¢l mas bajo nivel de riesgo,
R1, R2, R3, R4 con graduales
aumentos de riesgo y RU, el mas
alto nivel. APHIS ha enunciado los
factores de riesgo considerados en
cldesarrollodel perfilde estasclases
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o grados de riesgo, los cuales
incluyen:

1) Proximidad del darea o arcas
infectadas;

2) incidencia historica de la
enfermedad dentro del drea;

3) regulaciones v practicas de
las vacunaciones dentro del area;

4) tipo de separacion fisica de
areas de mas alto riesgo;

5) tipo de importacion de
animales v productos animales
desde drcas de mas alto riesgo;

6) vigilancia de enfermedades
dentro del arca;

7) politicas de control de
enfermedades v recursos de la
infraestructura veterinaria y otros
recursos para la prevencion vy
control de la
animales;

enfermedades

8) demografia, poblacionanimal
cinfraestructura (cientifica, téenica
y de servicios) dentro del arca.

Este enfoque del APHIS,
EEUU dec

categorias de riesgo o estados de

reconocimiento de

salud animal es consistente con los
conceptos de regionalizacion de la
Ronda Uruguay del GATT vy del
NAFTA que requicren que los
paises reconozcan no solamente
“arcas libresde enfermedades” sino
también “arcas de baja prevalencia
de enfermedades”.

6. Transparencia

El Acuerdo incorpora previ-
siones destinadasaalentar lamayor
transparencia en ¢l proceso de
legislacion doméstico relacionado
con el comercio. Se requiere que los
paises provean notificacion
adelantada de mancra que otros
paises puedan acceder a la
informacion y documentacion
relativas a los procedimientos,

decisiones vy otras informaciones
vinculadas al establecimiento de
medidas sanitarias y fitosanitarias.

Este principio de transparencia,
exige a los paises notificar con
antelacion la instrumentacion de
nuevas regulaciones que afectaran
al comercio, con excepcion de las
situaciones de emergencia. Este
plazo da tiempo a los paises a
comentary provee unaoportunidad
oapertura paraclandlisisdel riesgo
y otros aspectos del comercio que
las medidas propuestas pudieran
afectar.

7. Comisiones Sanitarias y
Fitosanitarias

El Acuerdo convoca a la
formacion de Comisiones Sanitarias
v Fitosanitarias cuya funcion
principales vigilar (inspeccionar) v
hacer ¢l monitoreo de la
instrumentacion del acuerdo.

Estas Comisiones juegan un
papel vital en:

1) facilitar las consultas en
problemas sanitarios y fitosani-
tarios especificos que surjan en el
comercio,

2) promover la cooperaciéon
téenica,

3) resolver los problemas que se
presenten sobre los estandares
sanitarios v fitosanitarios.

8. Consultas sobre ajustes o
liquidacion de disputas

Las disputas deben tratar de
resolverse en la primera instancia
con conversaciones entre dos o mas
paisesinvolucradosenel diferendo.
Si no hay acuerdo la negociacion
prosigue, en un segundo paso que
corresponde a la consulta a
Comisiones sanitarias y fitosa-
nitarias que deben basar sus
informes en cvidencias v
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conocimientos cientificos, en
estandares internacionales y en los
principios de la OMC. Las
Comisiones de expertos tienen
caracter asesor y no es obligatorio
aceptar sus recomendaciones, no
obstante su papel es fundamental
en la liquidacion de disputas. Si la
disputa no se resuelve en el nivel
técnico de las Comisiones, el pais
que ha presentado la queja puede
elevarla, invocando el proceso de
liquidacion o ajuste formal de la
OMC. El desafio formal se eleva y
se define en el Organo de Solucion
de Diferencias de la Organizacion
Mundial del Comercio.

I11. CODEX ALIMENTARIUS

ElCodex Alimentarius (CA) fue
establecido en 1963 y actualmente
esta integrado por 138 paises
miembros. El Programa Comuin es
ejecutado en forma conjunta por la
FAOy laOrganizacion Mundial de
la Salud (OMS) y su Comision del
Codex Alimentarius.

El CA tiene como proposito
promover la coordinacion de las
Normas Alimentarias, proteger la
Salud de los consumidores y velar
por las practicas leales en el
comercioalimentario. La proteccion
de los alimentos es una de las
acciones esenciales que deben
desarrollar los paises para mejorar
la nutricion humana y facilitar el
comercio internacional de los
alimentos en forma mads segura y
confiable.

El componente de Salud del
Codex Alimentarius ha sido
incorporado en el Acto Final de la
Organizacion Mundial de Comercio
(OMC) del Acuerdo sobre
Aplicacionde Medidas Sanitariasy
Fitosanitarias (Acuerdo SPS), en el
que se citen especificamente
normas, directrices y recomen-
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daciones del Codex para proteger
la Salud humana de los peligros
transmitidos por los Alimentos.
En marzo de 1995 se celebro en
la Sede de la OMS, Ginebra, una
consulta mixta FAO/OMS de
Expertos en la Aplicacion del
Andlisis de Riesgos sobre asuntos
de Normas Alimentarias. Seacordo
unmodelodeevaluacionderiesgos
en relacion con la inocuidad de los
alimentos constituidos por cuatro
componentes:
1) identificacion de los peligos,
2)caracterizacionde los peligros,
3) evaluacion de la exposicion,
4) caracterizacion de los riesgos.
En este inicio del analisis del
riesgo se trataron los productos
biolégicos y quimicos que hay en
los alimentos.
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