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Editorial

No podemos menos que estar contentos, esta alegria es fruto del

trabajo de la Universidad Catolica de Cuyo que sumo el apoyo de
diversas instituciones de San Luis y del resto de la Argentina. La Carrera de
Veterinaria es una realidad en la Facultad de Veterinaria de la Universidad
Catdlica de Cuyo, con sede en San Luis, Argentina a partir del afio 2008.
Nuestro agradecimiento esta dirigido a todos (personas e instituciones) los
que de una forma u otra han hecho posible este logro.

Por la resolucion 456/07 la Comision Nacional de Evaluacion y Acredi-
tacion Universitaria (CONEAU) ha aprobado el plan de estudios, hecho por
demas importante ya que es la primer carrera de veterinaria de todo el pais
en que la CONEAU aprueba su curricula. Ahora comienza el mayor desafio,
lograr la educacion de calidad que pretendemos y asi posicionar a la Facultad
de Veterinaria de la UCCuyo como una de las mas importantes facultades
de nuestro pais.

Esperamos que los futuros profesionales veterinarios cuyanos puedan
aplicar sus conocimientos en beneficio de toda la region y la nacion.

Prof. Dr. Nestor Oscar Stanchi Dr. Javier Vera Frassinelli
Decano Vice Rector
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Articulos de Investigacion

Research articles

Resumen

Se estudio el comportamiento farmacocinético del rico-
bendazole (RBZ) tras su administracion intravenosa (i.v),
intrarruminal (i.r) y subcutanea (s.c) en ovinos. El RBZ se
administro como solucion experimental al 10% por la via
i.v, como suspension experimental al 10% por viai.ry por
via s.c como solucion comercial al 10% (Sintyotal-R®).
En todos los casos la dosis administrada fue 5 mg.kg™.
Los datos de concentracion plasmatica fueron analizados
mediante el método no compartimental y la discriminacion
del orden y la magnitud del proceso de absorcion tras la
administracion i.r se realizo por construccion de curvas
de cantidades acumulativas de farmaco ingresado a la cir-
culacion general mediante el método de Loo-Riegelman.
Tras su administracion i.r, el orden de absorcion se asimilo
a un proceso de orden cero, pero la fraccion de la dosis
biodisponible fue de alrededor del 30% mientras que tras
su administracion s.c el RBZ se absorbio rapidamente y
casi en su totalidad. Estos resultados muestran un mejor
comportamiento farmacocinético de la formulacion inyec-
table con respecto a la clasica suspension administrada
porlaviai.r

Palabras clave  ricobendazole, farmacocinética, biodis-

ponibilidad, ovinos

EFECTO DE LA VIA DE ADMINISTRACION
SOBRE LA CINETICA DE ABSORCION DE
RICOBENDAZOLE EN OVINOS

ADMINISTRATION ROUTE EFFECT ON THE
ABSORPTION KINETIC OF THE
RICOBENDAZOLE IN SHEEP

E. A. Formentini !, N. Mestorino 2, E. Reg-
giardo !, M. Marti Diaz ', S. H. Reutemann
1. J. O. Errecalde 2

I Catedra de Farmacologia. Facultad de Ciencias
Veterinarias. Universidad Nacional del Litoral, > Catedra
de Farmacologia, Farmacotecnia y Terapéutica. Facultad

de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La
Plata. INCAM, Verdnica-Cafiuelas,
Buenos Aires, Argentina

Abstract

The pharmacokinetic behavior of ricobendazole (RBZ) was
studied after its intravenous (i.v), intrarruminal (i.r) and
subcutaneous (s.c) administration in sheep. Ricobendazole
was administered as experimental 10 % solution by i.v
route, as experimental 10 % suspension by i.r route and
by s.c route as 10% commercial solution (Sintyotal-R®).
In all the cases the administered dose was 5 mg.kg™. The
plasma concentration profiles were analyzed by means
non-compartmental methodology, and the discrimination
of the rate and the order of absorption after i.r administra-
tion were performed by construction of cumulative curves
of drug entered into the general circulation by means of
the Loo-Riegelman method. After i.r administration the
order of absorption was best explained as a zero order
process, the bioavailability being around 30 %, while
after s.c administration t RBZ absorption was fast and
bioavailability almost complete. These results shown a best
pharmacokinetic behavior of the injectable formulation
in comparison with the classic suspension administered
by i.r route.

Key Words  ricobendazole, pharmacokinetics, bio-

availability, sheep
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INTRODUCCION

El ricobendazole (RBZ), también conocido
como albendazole sulfoxido (ABZSO) es el meta-
bolito activo del albendazole (ABZ), ambos a su
vez, son miembros del grupo de antihelminticos
benzoimidazolicos (BZDs). Este grupo de farmacos
es ampliamente usado para el tratamiento de las
infecciones parasitarias en humanos y animales.

Los benzoimidazoles se caracterizan por ser
bases deébiles (pK, 6.8-7.8) con escasa solubilidad
acuosa, lo cual representa una limitante para su for-
mulacién. Por esa razoén, para ser utilizados en las
especies rumiantes, estos compuestos se formulan
como suspensiones para ser administradas por via
oral o intrarruminal (i.r) (1).

Tal como fuera propuesto por Marriner (2), el
rumen se comporta como un reservorio fisioldgico
de los agentes BZDs, los que al ser liberados lenta-
mente hacia el tracto digestivo posterior prolongan
el proceso de absorcion.

Al mismo tiempo, estudios posteriores de-
mostraron que la velocidad de pasaje de la ingesta
a través de la cavidad ruminal y por ende de las
particulas de los BZDs puede ser modificada por el
ayuno previo al tratamiento (3). De manera similar, el
tipo, cantidad y calidad de la dieta ingerida durante
el tratamiento puede influir significativamente en
la permanencia del antihelmintico en el organismo
hospedador (4).

Los multiples factores que influyen sobre la
biodisponibilidad y la permanencia de los agentes
BZDs administrados por via oral estimularon el de-
sarrollo de soluciones inyectables y asi poder evitar
la incidencia de la dieta y de la fisiologia digestiva,
como también facilitar la administracion de los men-
cionados agentes terapéuticos.

El RBZ ha demostrado tener una excelente
potencia y un amplio espectro de actividad sobre
Fasciola hepatica, tenias, helmintos pulmonares y
gastrointestinales luego de su administracion en
forma de solucion por via parenteral (5).

En el afio 1995 el RBZ fue introducido en el
mercado Latino Americano como solucion inyectable
para ser administrado por via subcutanea (s.c) a
bovinos. Esta via de administracion evita el rumen
y de esa manera todos los factores relacionados
con la fisiologia digestiva, capaces de influir sobre
la biodisponibilidad y el tiempo de permanencia del
farmaco en el animal hospedador.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el
comportamiento farmacocinético del RBZ y su meta-
bolito, ABZSO2, en ovinos; evaluando el efecto que
diferentes formulaciones y vias de administracion

tienen sobre la cinética de absorcion, la biodispo-
nibilidad y el tiempo de permanencia del RBZ en el
organismo.

Materiales y métodos

Animales experimentales

Se utilizaron cinco ovinos hembra raza co-
rriedale sanos y libres de parasitos con un peso
comprendido entre los 40 y 50 kg. Durante la fase
experimental los animales permanecieron en corra-
les consumiendo heno de alfalfa de buena calidad y
teniendo libre acceso al consumo de agua.

Administracion

El medicamento estudiado fue el metabolito
activo de ABZ, también conocido como albendazole
sulféxido (ABZSO) o ricobendazole (RBZ), el que
fue administrado por las vias i.v., s.c. e i.r. segun un
diseno de cross-over con tres fases, tres grupos de
tratamiento y un periodo de espera de una semana
entre cada fase experimental.

El RBZ fue administrado a la dosis de 5 mg.kg™
en tres formas farmacéuticas:

- Como solucién experimental al 10% formu-
lada en un vehiculo acuoso para su administracion
i.v.

- Como solucion comercial al 10% (Syntio-
tal-R® Biogénesis Argentina) para su administracion
s.C.

- Como suspension experimental al 10%
formulada en un vehiculo a base de carboximetilce-
lulosa para su administracion i.r.

Las administraciones por via i.v se realizaron
en la vena yugular derecha previa depilacién e hi-
giene de la zona. Las administraciones por via i.r se
realizaron en la zona del ijar en el flanco izquierdo y
las administraciones por via s.c se realizaron en la
region de la tabla del cuello del lado derecho.

Toma de muestras

Las muestras de sangre fueron obtenidas por
puncién directa de la vena yugular, mediante jerin-
gas heparinizadas, previamente a la administracion
del RBZ por las diferentes vias de administracion y
a los siguientes tiempos post administracion: 1, 5,
15, 30, 45 y 60 minutos; y 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24,
30, 36, 48 y 60 h. El plasma fue separado mediante
centrifugacion dentro de la hora de la extraccion y
almacenado a —20 °C hasta su posterior analisis
cromatografico.

Veterinaria Cuyana



Procedimiento analitico

Para la deteccion y cuantificacion de RBZ y
ABZSO2 se utilizdé un equipo cromatografico com-
puesto por una bomba isocratica GILSON Modelo
307 (Gilson Inc.), una columna de fase reversa
Konik-TECH, SPHERISORB ODS2, 5 mm 25/0.4
y un detector GILSON UV/VIS-155 de longitud de
onda variable siendo la maxima absorbancia para
los analitos de 292 nm. Las condiciones operativas
usadas fueron las descriptas por Marriner et al., (2)
utilizando mebendazole (MBZ) como estandar in-
terno. La fase moévil se compuso de una mezcla de
metanol: agua en proporcion 80:20 + 1mL de acido
perclérico (1.1% p/v) por mL de solucion preparada.
El flujo de la fase movil fue de 1 mL/minuto. Con estas
condiciones operativas los tiempos de retencion para
ABZSO02, RBZ y MBZ fueron de 2.30 min, 3.03 min
y 4.26 min respectivamente.

Las moléculas de RBZ, ABZSO2 y MBZ fueron
extraidas de la matriz plasmatica utilizando la técnica
reportada por Galtier et al., (6) modificada. Un mL
de plasma problema fue enriquecido con 1 mg de
MBZ como estandar interno. A esta muestra se le
adicionaron 10 mL de acetato de etilo calidad HPLC.
Luego de agitar en vortex durante 15 min, se retir6 el
sobrenadante y se lo evaporé a seco bajo atmésfera
de nitrogeno. El residuo seco se disolvié en 0.25 mL
de fase movil y se lo inyecté posteriormente en el
equipo cromatografico.

La cuantificacion del RBZ y del ABZSO2 se
realizé mediante el método del estandar interno
en donde la concentraciéon de estos en la muestra
plasmatica fue estimada sobre la base de la rela-
cion entre sus areas y la del estandar interno. Los
calculos de las areas de los analitos y del estandar
interno, las rectas de calibracion entre las relacio-
nes analito/estandar interno y la estimacion de las
concentraciones de RBZ y ABZSO2 en las muestras
experimentales fueron realizadas con el programa
PC-Crom version 280.

Analisis farmacocinético

Analisis farmacocinético del RBZ

El analisis de los perfiles de concentracién
plasmatica de RBZ obtenidos tras la administracion
i.v fue realizado por el método no compartimental.

El area bajo la curva concentracion plasmatica
versus tiempo desde tiempo cero hasta el tiempo
correspondiente a la ultima concentracion plasma-
tica medida (ABC(O_t)) fue estimada de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

n=1
ABC(p) = Z % (€ +Cit)
i=0
donde £ es un tiempo al que se observa una
concentracion plasmatica (C) y t+1 es el tiempo al
que se observa la concentracion plasmatica siguiente
(C+1).
El area bajo la curva concentracion plasmatica
versus tiempo extrapolada al infinito (ABC(O_»)) fue
estimada con la siguiente relacion:

C
ABC( = ABC \+—=
0-=) RS

donde C, es la ultima concentracion plasma-
tica medida y », es la constante de eliminacion de
primer orden aparente estimada a partir de la fase
terminal.

El porcentaje correspondiente al ABC estima-
da desde C, hasta el infinito fue calculada en base a
la siguiente ecuacion:
ABC —ABC

(0-0) (0-1) <100

ABCy_)

ABC(% ext)=

El tiempo medio de residencia fue calculado
mediante la siguiente ecuacion:
ABMCy_y)

ABC(y_y,)

TMR =

donde (ABMC(O_»)) es el area bajo el momento
de la curva concentracion plasmatica versus tiempo
que fue estimada de la siguiente manera:

n=1
t . —t. C. t C

ABMC(, = Y L (Cit, +C, ;) ¥ —2 24 —Z

(0 ) IZO: 2 ( it i+1 l+1) XZ 7\,2

donde f, corresponde al tiempo en el que se
observa C,. El Volumen de distribucion al estado
de equilibrio estacionario (V, ) fue estimado de la
siguiente manera:
Dosis x ABMC y_,)

ABC ()

(ss)

Vag )=

El volumen de distribucion estimado durante
la fase terminal de disposicion plasmatica o volumen
de area (V,, .) se calcul6 empleando la siguiente

o (area)
ecuacion:

Dosis

V - -
d(area) ABC(O,OO) 7‘2

El aclaramiento corporal o clearance total (C/,)
fue estimado segun la siguiente relacion:
Dosis

BT ABCy_,)

La semivida de eliminacion (t fue estima-

da de la siguiente manera:

1/2(el))
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; ~0.693
1/2(@) 77%
donde 0.693 es el logaritmo natural de 2.
El tiempo medio de absorcion (TMA) fue cal-
culado mediante el siguiente procedimiento:

TMA =TMR, —TMR,

donde TMR_ y TMR, son los tiempos medios
de residencia estimados tras las administraciones
extravascular e intravascular respectivamente. La
constante de primer orden de absorcion aparente
(k,) fue calculada segun la siguiente relacion:

1

ka TMA

La constante de primer orden de absorcion
real (k,,) fue estimada a partir de la siguiente ecua-
cion (ver apéndice):

kg =k, xF

donde F es la fraccion de la dosis adminis-

trada que ingreso a la circulacion general y que fue
calculada segun la siguiente relacion:

ABC
F= (O—w)v
ABC_y,
donde ABC,, . Y ABC,, . son las areas bajo

la curva concentracién plasmatica versus tiempo
estimadas a partir de las administraciones extravas-
cular e intravascular respectivamente. El tiempo de
maxima concentracion plasmatica (T, ) y la maxima
concentracion plasmatica (C__ ) fueron estimados
por inspeccion visual de los datos de concentracién

plasmatica.

Cinética de absorcion de RBZ tras su

administracion intrarruminal

Dado que tras la administracion intravascular,
los datos de concentracion plasmatica log. trans-
formados versus tiempo mostraron la presencia de
una fase de distribucion, el orden y la velocidad de
absorcion del RBZ fue discriminado mediante la
construccion de curvas acumulativas de RBZ ingre-
sado a la circulacién sistémica en funcién del tiempo
utilizando el método descrito por Loo-Riegelman (7),
el que necesita de los valores de las constantes de
primer orden aparente de eliminacion (k, ), distribu-
cion (k,,) y redistribucion (k,,) asociados a un modelo
abierto de dos compartimientos. Estos fueron esti-
mados mediante el ajuste individual de los datos de
concentracion plasmatica de RBZ obtenidos luego de
su administracion intravascular mediante el empleo

del siguiente sistema de ecuaciones diferenciales:

X
71:‘(1% +hky )X1+k1 X,
&,
—2 =k X, -k, X
P p X~y Ap
X
Cp=-—"
Vae)

donde dX,/dt y dX,/dt son las variaciones de
las cantidades de medicamento sobre la diferencial
del tiempo en los compartimientos central y periférico
respectivamente, X, y X, son las cantidades de me-
dicamento presentes en los compartimientos central
y periféricoy V, €S el volumen del compartimiento
central. El esquema de ponderacion que logré una
distribucion homogénea y al azar de las residuales
con respecto a la abscisa fue 1/y2.

Las graficas de absorcidon acumulativa de
RBZ fueron construidas mediante el método de Loo-
Rielgelman segun la siguiente ecuacion:

Xa0-0)=Cp0) Vae) Tho Vae) 4BC (o-0) + Xp()

donde Xa(o_t) es la cantidad de medicamento
acumulativa ingresado al organismo desde el tiempo
cero hasta un tiempo dado, Cp(t) es la concentracion
plasmatica observada a un tiempo determinado,
Vd(c) es el volumen del compartimiento central es-
timado mediante analisis compartimental, k, es la
constante de primer orden de eliminacion desde el
compartimiento central y Xp(o es la cantidad de me-
dicamento presente en el compartimiento periférico
a un tiempo determinado. Las graficas de absorcion
acumulativa de RBZ expresadas como porcentaje de
la dosis administrada (%X, ,) fueron construidas de
la siguiente manera:

XA(O—t) y

T K e

100

donde X, es la cantidad total de medica-
mento absorbido estimada individualmente segun
la siguiente ecuacion:

XA(O—cx:) = ABC(p_) Cp

Analisis farmacocinético de ABZ-

SO02

Los perfiles plasmaticos de ABZSO2 fueron
analizados mediante estimacién de las ABCs por
medio del método trapezoidal, T__ y C__ fueron

max

8
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obtenidos mediante inspeccion visual de los men-
cionados perfiles. La relaciéon entre las ABCs de
ABZS02 y RBZ (S0O2/SO0) fue calculada por medio
de la siguiente relacion:

ABC(y_..\ABZS02
ABC(y_.)RBZ

S02/S0 =

Analisis estadistico

Con el objeto de realizar el estudio estadistico
mediante la aplicacién de un test paramétrico se
tested la distribucion normal de los datos mediante
el test de Kolmogorov-Smirnov. Previa comparacion
de los valores de Cly, V., V,.reay Crax ABC, TMR,
TMA, k,, t, ..y F, estos fueron logotransformados.
En el caso de los datos transformados, la homo-
cedasticidad de la varianza entre los grupos fue
verificada por el test de Bartllet. Cuando las dife-
rencias entre las varianzas no fueron significativas
la comparacion de las diferencias entre las medias
de cada tratamiento se realizé empleando el test de
t de comparacion de medias o de Student de dos
colas para muestras pareadas. Los valores de T__,
», ¥t 266l fueron comparados sin transformacion por
medio del test no paramétrico Mann-Whitney. Para

100 ——iv
- —A—ir
E
) —O0—scC
Z 10
(]

8
®
N &
@8 1
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c
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S
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Figura 1. Perfiles de concentracion plasmatica de ricobendazole
(RBZ) obtenidos tras su administracion a ovinos por las vias
intravenosa (i.v), intrarruminal (i.r) y subcutanea (s.c) a la dosis
de 10 mg/kg. Las concentraciones plasmaticas estan expresadas
como valores promedio y desvio estandar.

ambos procedimientos el limite de significacion (p)
fue fijado en 0.05.

Resultados

Analisis farmacocinético del RBZ

Los perfiles de concentracion plasmatica de
RBZ obtenidos tras las administraciones i.v, s.c e
i.r se presentan en la Figura 1. Los valores de las
concentraciones plasmaticas estan expresados por
su valor promedio y desvio estandar.

Los resultados del analisis no compartimental
de los perfiles de concentracion plasmaticas de RBZ
y ABZSO2 se presentan en la Tabla I.

La fraccion biodisponible de la dosis de RBZ
tras la administracion i.r fue significativamente menor
a la observada tras la administracion s.c, la que fue
casi completa. Al mismo tiempo el pico de maxima
concentracion plasmatica fue mas elevado y se
alcanzé mas tempranamente tras la administracion
s.c que tras la administracion i.r. Esto se corres-
ponde con la rapida absorcion observada tras la
administracion s.c con respecto a la observada tras
la administracion i.r.

En la Figura 2 se presentan los datos experi-
mentales de concentracién plasmatica de RBZ ob-
tenidos tras la administracion intravascular (valores

100 1

10

0.1 4

RBZ
conentracion plasmaticas (ug/ml)

0.01 T T 1
0 500 1000 1500

Tiempo (minutos)

Figura 2. Perfil de concentracion plasmatica (valores promedios
y desvios estandar) de ricobendazole (RBZ) obtenido tras su
administracion a ovinos por la via intravenosa (i.v) a la dosis
de 10 mg/kg. Los valores estimados por el ajuste de los datos
mediante analisis de regresion no lineal ponderada de minimos
cuadrados con un modelo de dos compartimientos abierto estan
representados con una linea llena.
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Tabla I. Parametros farmacocinéticos que describen la disposicion plasmatica de RBZ tras la administracién en ovejas por via
intravenosa de una solucion experimental al 10% en DMSO, por via subcutanea como solucion comercial al 10% (Sintyotal-R®) y
por la via intrarruminal como suspension experimental al 10% a la dosis de 5 mg.kg™'. Los valores estan expresados como promedio
+ desvio estandar.

Parametros Intravenoso Subcutaneo Intrarruminal
Clg (ml/minkg) 2.90 * 0.080

Viyss) (MI/kg) 1069 * 166

Vy(area) (MI/kg) 1147 £ 96.2

& (min™") 0.0028 + 0.00040  0.0020 * 0.00032 0.0021 = 0.00074
b2 (en) (min) 255 + 40.1 344 * 651 361 £ 120
ABC (ug.min/mi) 17231 4738 1706 * 235 554 £ 182*
ABC (% ext) 209*136* 316 = 1.31* 7.02+ 366*
MRT (min) 395 % 265* 628 + 70.1* 877 = 152*
tnax (Min) 192 £ 65.7 % 432 + 107*
Crax (Hg/mI) 217 £ 0.18* 047 £ 010*
TMA (min) 233 £ 951 % 482 + 148*
Ky (min™) 0.0049 * 0.0019

Kot (min™) 0.0048 * 0.0019

t12 (absy (MiN) 163 £ 63.5

ko (ug/kg/min) 1.85 £ 0.74
Tabs (Min) 846 £ 150
F 989 11.9 321 % 10.3

Cl,: clearance corporal; V : volumen de distribucion al estado de equilibrio; V - volumen de drea; 1:

exponente de la fase de disposicion lenta y t, el

es su correspondiente semivida;, ABC: darea bajo la curva

concentracion plasmdtica versus tiempo extrapolada al infinito; ABC (% ext): ABC parcial calculada desde la
ultima concentracion mensurable hasta el infinito, expresada como porcentaje del ABC total; MRT: tiempo medio

de residencia; t . tiempo al que se observa la mdxima concentracion plasmatica; C

max”

- mdxima concentracion

max’

plasmatica observada; TMA: tiempo medio de absorcion, k : constante de primer orden de desaparicion del
RBZ desde el sitio de absorcion; k,,: constante de absorcion de primer orden; t - semivida de absorcion; k :

0r

1/2 (abs)"

constante de absorcion de orden cero; T , : tiempo estimado del proceso de absorcion de orden cero; F: fraccién
absorbida o biodisponible de la dosis administrada; *: valor estadisticamente diferente a los demas, p < 0.05.

promedio y desvio estandar) junto con el promedio de
los valores mejores estimados mediante el andlisis
compartimental. En |la Tabla |l se presentan los para-
metros farmacocinéticos promedio y desvio estandar
asociados al modelo compartimental.

Las curvas individuales de absorcion acumu-
lativa de RBZ tras la administracion i.r se presentan
en la Figura 3. La curva de absorcion acumulativa
expresada como % de la cantidad absorbida de la
dosis total se presenta en la Figura 4.

Estas graficas ponen de manifiesto la existen-
cia de un proceso de absorciéon de orden y magnitud
complejos que se caracteriza por una absorcion
a débito constante con un pico que se produce
aproximadamente a las 4 horas (240 min) de la
administracion.

Analisis farmacocinético del ABZ-
S02

Los perfiles de concentracion plasmatica de
ABZSO2 obtenidos tras las administraciones i.v, s.c
e i.r se presentan en la Figura 5. Los parametros
farmacocinéticos (promedio + desvio estandar) de
ABZSO2 obtenidos tras la administracion i.v, s.c, e
i.r de RBZ se presentan en la Tabla Ill. Los valores
de T__ y C__ no presentaron diferencias entre las
vias i.vy s.cy en el caso de la administracion i.r el
valor de C__ fue menor y se presenté mas tardia-
mente. Los valores de las ABCs resultantes de la
administracién de RBZ por las vias i.v, s.c e i.r fueron
diferentes entre si, siendo el valor mas grande para
el ABC obtenida tras la administracion s.c y el menor
para la obtenida tras la administracion i.r. La relacién
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Tabla II. Parametros farmacocinéticos que explican la disposicion
plasmatica de RBZ en ovejas tras la administracion intravenosa
de una solucion experimental al 10% en DMSO. Los mismos
fueron estimados a partir de los datos individuales de concentra-
cidn plasmatica mediante regresion lineal ponderada de minimos
cuadrados utilizando un modelo de bicompartimental abierto. Los
valores estan expresados como promedio + desvio estandar.

Parametros Intravenoso

Vg (mLkg) 383 + 33

k1o (min™) 0.0075 + 0.0003
K1z (min™) 0.313 + 0.102

ko1 (min'™) 0.158 = 0.016

V. volumen del compartimiento central; k,, k,, k, -
constantes de primer orden aparente de eliminacion
desde el compartimiento central, distribucion y

redistribucion respectivamente.

SO2/RBZ presento valores similares en las vias s.c
e i.r mientras que presentd un valor mas bajo en la
administracion i.v.

DISCUSION

El RBZ administrado por via i.v en ovinos
presenta un patron de disposicion plasmatica muy
similar al observado tras su administracion i.v a bo-
vinos (8), en donde se observa una marcada fase
de distribucion, tal como se presenta en la Figura
2. El estudio comparativo de la cinética i.v de este
farmaco en ambas especies mostré que aunque
existen diferencias a favor de los ovinos a nivel de
los valores de V,, estas no son relevantes desde un
punto de vista bioldgico (9).

Los V, (Ve Y Viarea)) SON Mayores a 600 ml/
kg, lo que sugiere la existencia de un reservorio de
farmaco en el organismo. Parte de esta hipotesis
ha sido corroborada por el efecto de dilucion del
farmaco que ejercen los volumenes de liquidos
presentes en el tubo digestivo de los rumiantes, los
cuales representan aproximadamente el 12 al 15%
del peso corporal (10). Estos, al presentar valores
de pH inferiores al plasma favorecen el atrapamiento
ionico de las bases débiles como el RBZ (pK_ 6.8) el
que se concentra en el lumen del tuvo digestivo (11),
dando lugar a los elevados valores de V.

La capacidad de eliminacion global del or-
ganismo del ovino para con el RBZ fue estimada y
expresada como el coeficiente de extraccion global
0 E (12) calculado como la relacion entre el Cl, y el
débito cardiaco Q (volumen ventricular), este ultimo
estimado por alometria (ver apéndice). En este caso,
el valor de E representa solamente el 3.1% £ 0.9%

RBZ absorbido (ug/kg)

0 T T T T T T T 1

400 600 800 1000 1200 1400 1600

Tiempo (minutos)

Figura 3. Curvas individuales de absorcion acumulativa en funcion del
tiempo de ricobendazole (RBZ) en ovinos tras su administracion por
via intrarruminal (i.r) en forma de suspension experimental al 10%. Las
curvas fueron construidas con el método de Loo-Riegelman.

RBS % abzorbido

LSRN I R ITR TR Sy

Figura 4. Curva de absorcion acumulativa de RBZ (promedios
y desvios estandar) en funcion del tiempo tras su administracion
por via intrarruminal (i.r) en ovinos. Los valores acumulados
se expresan como porcentaje de la totalidad de la dosis biodis-
ponible.
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Figura 5. Perfiles de concentracion plasmatica de albendazo-
le sulfona (TCBZSO2) obtenidos tras la administracion de
ricobendazole (RBZ) a ovinos por las vias intravenosa (i.v),
intrarruminal (i.r) y subcutdnea (s.c) a la dosis de 10 mg/kg.
Las concentraciones plasmaticas estan expresadas como valores
promedio y desvios estandar.

de Q lo que guarda relacion con el valor de E del
RBZ reportado para bovinos (9, 13), lo que coincide
con un farmaco que puede ser clasificado como de
bajo coeficiente de extraccion (14).

La implicancia farmacocinética de este ha-
llazgo esta determinada por el hecho que siendo
el valor del C/, el resultante de la sumatoria de las
depuraciones parciales llevadas a cabo en todos los

tejidos u 6rganos (higado, riflones o el metabolismo
en la luz del tubo digestivo por nombrar algunos),
entonces es l6gico asumir que el valor del coeficiente
de extraccion hepatico o E, debe ser menor al valor
de E global.

Diversos estudios “in vitro” han demostrado
que la biotransformacion de los compuestos BZDs
puede llevarse a cabo en los fluidos digestivos, don-
de el RBZ puede ser oxidado de manera irreversible
a su metabolito inactivo el ABZSO2. Sin embargo
a partir de los resultados reportados por Lanusse
y col. (15, 16) la cantidad de ABZSO2 formado a
partir de RBZ en fluidos intestinales y ruminales no
es relevante para inferir una pérdida considerable
por metabolismo en la luz del tubo digestivo. De la
misma manera, el metabolismo “in vitro” del RBZ por
la fraccion microsémica de los enterocitos muestra
una escasa capacidad de formar ABZSO2 a partir
de RBZ (17, 18).

Considerando que el E, presenta un valor
menor al E global, se podria suponer que tras una
administracion oral, en donde la totalidad de la dosis
administrada se absorbiera e ingresara integramente
a la circulacion portal, la maxima fraccién biodisponi-
ble (F,,) seria mayor al 97% de la dosis administrada
(ver apéndice).

Lo expuesto se corrobora por los hallazgos re-
portados por Formentiniy col. (19) en donde luego de
la administracion intraabomasal del RBZ en forma de
solucion comercial inyectable al 10% (Sintyotal-R®
Biogénesis Argentina) se reportan valores de F ma-
yores del 90%. La explicacion de este hallazgo se
basa en que la dosis administrada se encontré en

Tabla I11. Comparacion de los parametros farmacocinéticos de ABZSO2 en ovinos calculados a partir de los datos de concentracion
plasmatica obtenidos luego de la administracion de RBZ como solucion experimental al 10% en DMSO por via i.v., como solucién
comercial al 10% (Sintyotal-R®) por via s.c. y como suspension experimental al 10% por la via i.r. a la dosis de 5 mg.kg'. Los

valores estan expresados como promedio + desvio estandar.

Parametros Intravenoso Subcutaneo Intrarruminal
ABC (ug.min/ml) 546+ 43 % 841 +120* 188 + 50 *
ABC (% ext) 512+ 1.02* 368 £095% 1.38 +1.92*
tmax (Min) 384+ 54 576 + 100 840 + 224 *
Crnax (ug/ml) 0.60% 0.03 0.76 = 0.30 0.18 £ 0.05*
& (min™ 0.0021 £ 0.00033 0.0020 * 0.00031 0.0018 * 0.00025
t2 (eny (Min) 325+ 60 343 + 55 366 * 62
SO2/RBZ 031+ 0.03 0.50 * 007 0.40 * 006

SO2/RBZ: relacion entre las ABCs de ABZSOZ2 y RBZ; (*): valor estadisticamente diferente a los
demas: p < 0.05. Los demds simbolos se hallan explicados al pié de la Tabla 1.
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solucién y en condiciones para ser absorbida en su
totalidad desde el duodeno. Los elevados valores de
F permiten inferir que las pérdidas producidas por
efecto de primer pasaje entérico y hepatico fueron
de poca magnitud.

En base a lo expuesto podemos decir que
los bajos valores de F de RBZ obtenidos tras la
administracion intrarruminal son debidos fundamen-
talmente a factores extrahepaticos como adsorcion
de la molécula al material particulado de la dieta (20),
eliminacion de particulas sin disolucion u oxidacion
irreversible del RBZ a ABZSO2 por accion de la flora
digestiva entre otros.

La ausencia de factores asociados a la fi-
siologia digestiva y la presencia del farmaco en
solucion constituirian una posible explicacién de los
elevados valores de F de RBZ (98.9 £ 11.9%) tras
su administracion subcutanea. Los elevados valores
de C__ (2.17 £0.18 ug/mL) y sutemprano T__ (192
+ 65.7 min) indican la rapidez con la que se produce
la absorcién. En cambio, tras la administracioni.r, los
bajos valores de C__ (0.47 +0.10 ug/mL), la tardia
aparicion del T__ (432 + 107 min) y la inspeccion
visual de los perfiles de concentracion plasmatica
versus tiempo, en donde las concentraciones plas-
maticas tienden a alcanzar un estado de “plateau”
0 meseta permiten inferir un proceso de absorcion
asimilable al de orden cero.

En el caso de la administracién i.r es impor-
tante remarcar la diferencia hallada entre los valo-
resde T__ y T, locual demuestra que cuando la
absorcién se asimila a un proceso de orden cero, el
T ., observado no siempre tiene relacion con el final
aparente del proceso de absorcion.

Las curvas individuales de absorcion acumu-
lativa de RBZ construidas segun el método de Loo-
Riegelman (Figura 3) muestran que en cada uno de
los animales las cantidades acumulativas de RBZ
absorbido se incrementan en forma casi lineal hasta
alcanzar un estado estacionario después de los 800
min post administracién. Esto puede asociarse con la
finalizacién aparente del proceso de absorcion lo que
también guarda relacion con el tiempo de absorcion
estimado mediante el método no compartimental
(864 + 53 min).

En la Figura 4 se observa que las cantidades
de RBZ absorbidas y expresadas como porcentaje
de la fraccién de la dosis biodisponible presentan
un pico a los 240 min. Considerando que los ani-
males recibieron su racién de fardo de alfalfa tres
horas luego de haber comenzado la experiencia,
este fendmeno se correlaciona con un aumento de
la motilidad ruminal y un mayor pasaje de farmaco
al tracto digestivo posterior desde donde este es

absorbido.

Farmacocinética del ABZS02

Como este experimento se realizé utilizando
los mismos animales en cada una de las fases, po-
demos asumir que el volumen aparente de distribu-
cion del ABZSO2 permanecié invariable cualquiera
sea la via de administracién utilizada para el RBZ.
De esta manera, la relacién entre los valores de las
ABCs de RBZ y ABZSO2 puede ser utilizada para
estimar en forma relativa la cantidad de metabolito
formado en cada una de las vias de administracion
empleadas. A pesar de la gran diferencia entre los
valores de F observados, la razon entre los valores
de las ABCs de ABZS0O2 y RBZ (SO2/RBZ) obte-
nidas en las vias de administracién s.c e i.r fueron
similares, lo que sugiere que no hubo una cantidad
adicional de ABZSO2 producido como consecuencia
de un efecto de primer pasaje hepatico tras la via de
administracion i.r.

CONCLUSION

ElI RBZ se comporté en ovinos como una droga
de bajo E, exhibiendo grandes valores de V, lo que
determina un comportamiento farmacocinético ca-
racterizado por una lenta eliminacion del organismo
y una gran capacidad para difundir hacia el espacio
extravascular.

La administracién parenteral del RBZ presento
una fraccion biodisponible cercana a la totalidad de la
dosis administrada mientras que la administracioni.r
de una suspension presentoé una fraccion biodisponi-
ble de alrededor del 30% de la dosis administrada.

El perfil de concentraciones plasmaticas, tras
la administracion s.c, caracterizado por una elevada
C... Y una temprana aparicion del T__ se asocia a
un proceso de absorcion veloz en contraposicion a
los bajos valores de C__ vy tardia aparicion del T__,
obtenidos luego de la administracion i.r, los que
pueden asociarse a un proceso de absorcion lento
asimilable al orden cero.

Por tratarse de una droga que presenta bajo
coeficiente de extraccion, a partir de los resultados
obtenidos podemos inferir que la principal causa de
los bajos valores de F obtenidos tras la administra-
cion i.r de RBZ es debida a un efecto de pérdida de
farmaco por el tubo digestivo mas que a un efecto
de primer pasaje.

Queda claro en este estudio que la administra-
cion i.r presento ciertas ventajas, como proporcionar
una absorcion lenta y sostenida asimilable a un
proceso de orden cero. Pero al mismo tiempo pone
de manifiesto la existencia de factores que pueden
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ser de indole fisioldgico y nutricional como posible
causa de la baja fraccion de la dosis administrada
que ingreso a la circulacion sistémica.

Estos hallazgos ponen de manifiesto un
aparente mejor comportamiento farmacocinético
de la solucion inyectable de RBZ con respecto a la
suspension administrada por via i.r, lo que podria
ser explicado por el hecho de que la administracion
s.c evita las pérdidas de medicamento debido a
factores relacionados a la fisiologia digestiva de los
rumiantes.
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APENDICE

El significado de la constante de absorcion
aparente de primer grado (k,) estimada por el método
de los residuales o por el método no compartimental
cuando en el sitio de absorcion se produce en forma
paralela un proceso de pérdida de medicamento
fue explicado por Notari y col., (21) y se ilustra en el
siguiente esquema:

k0 ko

P—A4->C

donde P es el medicamento perdido, A es el
medicamento en el sitio de absorcion y C es el medi-
camento en el compartimiento central, k, y k,, fueron
explicadas anteriormente. De lo anterior se deduce
que K, es igual a k, cuando la pérdida desde el sitio
de absorcion es nula, lo que equivale a k, = 0.

Considerando que los procesos operativos
siguen una cinética de orden uno, entonces se de-
duce que el valor de k , es una funcion lineal de F
tal como se presenta a continuacion:

ky =k, xF

El débito cardiaco o Q puede ser estimado
por aproximacion alométrica, (22) segun la siguiente
ecuacion:

Q=186.w 01

donde w es el peso del animal expresado en
kg y el valor de Q se expresa como mL/min/kg.

Segun el método de estimacion reportado por

Benet & Zech (23), tanto el C/, como el Q,, son utiles
para predecir la maxima fraccion biodisponible (F__ )
que podria obtenerse tras una administracion oral.
C H
Fmax =l-——=1-E
On

donde los simbolos fueron explicados ante-
riormente. Este método es util solamente en el caso
en que el higado fuera el unico responsable de las
pérdidas de medicamento antes de su ingreso a la
circulacion sistémica.
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Resumen

La recuperacion espermdtica postmorten asi como
la criopreservacion y almacenado de esperma-
tozoides epididimales son técnicas importantes
para preservar gametas y obtener reservas de
material genético en animales valiosos o en vias
de extincion. Los bancos de material genético son
potencialmente capaces de mejorar la posibilidad
de conservacion de animales en vias de extincion ya
que permiten utilizar material genético luego de la
muerte de los animales. Es asi que la recuperacion
de espermatozoides epididimales es sumamente
util en especial en relacion a las dificultades que
implica la recoleccion de semen en animales sil-
vestres. Sin embargo existen variados factores que
influencian este procedimiento. La viabilidad de los
espermatozoides epididimales depende de diversos
factores incluyendo el tiempo transcurrido desde
la muerte hasta la recuperacion y procesado de
los espermatozoides. En este trabajo se analizan
los resultados obtenidos en relacion al manejo y
almacenado de los epididimos asi como a la re-
cuperacion espermatica epididimal en diferentes
especies. Se discuten los factores que influencian
la calidad de los espermatozoides epididimales y
las metodologias utilizadas para mejorar la calidad
de las células recuperadas.

espermatozoide-epididimo-criopreser-
vacion

Abstract

Post-mortem spermatozoa recovery and Freeze-
storage of epididymal sperm are important tech-
niques for the preservation of gametes in animals
and obtaining germplasm reserves from gene-
tically valuable animals or endangerd species.
Genome resource banks are potentially capable of
improving the propagation of endangered species
in order that allows introduction of an exchange of
genetic material after an animal has died. In the
same way post-mortem seminal recovery from the
cauda epididymis is useful, particularly in view of
the difficulties involved in semen collection from
wild animals. However, there are many factors
that influence the outcome of this technique.
Viability of epididymal spermatozoa is variable
and depends on several factors; including the
interval from death until spermatozoa recovery
and processing. In this paper result obtained from
epididymis handling conditions and epididymal
spermatozoa recovery in several species are
reviewed. Factors influencing the epididymal
spermatozoa quality and methods used for im-
provement are discussed.

Key Words spermatozoon -epidydimis- cryopreservation
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INTRODUCCION

La muerte inesperada de animales de alto
valor genético ya sea zootécnico, o de interés para
los zooldgicos (animales en vias de extincion) asi
como la dificultad para obtener semen fresco en
especies silvestres ha impulsado el desarrollo y la
aplicacién de técnicas de reproduccion asistida que
permiten preservar la biodiversidad animal. Es asi
que los investigadores han dirigido sus esfuerzos a
la preservacion tanto de gametas como de células
somaticas con el fin de crear bancos de material
genético para ser usado en el futuro.

La obtencion de espermatozoides epididima-
les (EE), potencialmente fértiles, almacenados en la
cola del epididimo puede ser la unica opcion para
preservar el material genético de un macho de alto
valor reproductivo, luego de la muerte o castracion
por motivos médicos. Este hecho es especialmen-
te relevante en animales en vias de extincion. La
recuperacion post-orquiectomia o post-mortem de
gametas a partir de los 6rganos reproductivos y la
posterior criopreservacion de las mismas, es una
herramienta sumamente interesante tanto para res-
guardar el material genético como para crear bancos
de reserva de este material.

Desarrollo biotecnolégico

Hace 76 afios, Walton 1930 recupero esper-
matozoides vivos de vasos deferentes de conejos. A
partir de alli, se han realizado estudios sobre recu-
peracion y criopreservacion espermatica epididimal
en ratones (Any col 1999; Sato y col 2004,), ciervos
(Yonai y col 1998; Hishinuma y col 2003), equinos
(Bruemmer y col 2002), ovinos (Kaabi y col 2003),
caninos y felinos (Hay y col 1993, Pope y col 1998,
Baterman y col 2000, Pefay col 2000; Pushetty col
2000; Stilley y col 2000,). El avance de la biotecno-
logia ha demostrado que los conocimientos sobre
recuperacion y criopreservacion de EE en especies
domésticas pueden ser de suma importancia como
modelo experimental para ser utilizados en anima-
les silvestres en vias de extincion. De esta manera
aumentarian las posibilidades de preservacion de
material genético sumandose al esfuerzo mundial
para evitar las pérdidas de especies en el planeta..
(Diaz y col 2000).

Desde las primeras observaciones realizadas
por Walton hasta la actualidad, se han realizado di-
versos estudios para determinar silos EE pueden ser
usados para producir embriones viables y nacimiento
de crias vivas. lwamatsu y col 1971, comunicaron
fertilizaciones exitosas de ovocitos de raton utili-
zando EE. Fuller y col 1996 informaron la obtencion
de fetos normales de ratones luego de FIV con EE

refrigerados a 43C inmediatamente después de la
coleccion. Los mismos investigadores obtuvieron
crias vivas de ratas mediante el uso de EE y, mas
recientemente, a partir de espermatozoides recupe-
rados de epididimos (EPI) de ratones congelados y
descongelados (Songsaseny col 1997). También en
caprinos, se logro la produccion de embriones hasta
la etapa de blastocisto utilizando EE mediante FIV
como asi también, el nacimiento de crias vivas por
inseminacion artificial (IA) (Song y col 1988, Blash y
col 2000). Por otra parte en bovinos, Graffy col 1996,
obtuvieron prefieces implementando FIV realizada
con EE y, més recientemente, Foote 2000, logré el
nacimiento de crias vivas mediante |IA de EE. Asi
mismo en equinos, Barker y col 1957 obtuvieron
nacimientos de potrillos por |IA con espermatozoides
de EPI criopreservados y descongelados. Por ultimo,
en cebras, Meintjes y col 1997, comunicaron el uso
de EE en FIV logrando el desarrollo de embriones
hasta la etapa de blastocito.

Si bien se han realizado muchos trabajos so-
bre la recuperacion de espermatozoides de la cola
del epididimo (Hay y col 1993; Stilley y col 2000),
existen escasas comunicaciones en relacion al efecto
que poseen sobre la viabilidad espermatica las dife-
rentes condiciones de almacenado de los EPI (Sa-
vignone y col 2004; Tittarelli y col 2006). El tiempo,
la temperatura y el medio utilizado en el transporte
de los EPI pueden causar cambios que alteren la via-
bilidad de las células espermaticas. Estas variables
deben ser tenidas en cuenta ya que ante la muerte
repentina de un animal, la Unica opcién para salvar
las células reproductivas puede ser el transporte de
los testiculos y EPI a un laboratorio equipado para la
recuperacion y criopreservacion espermatica.

Aguado y col 1994, evaluaron la viabilidad
de espermatozoides ovinos recuperados de EPI
almacenados a temperatura ambiente por 0, 3, 6,
9, 12 y 24 horas. Estos autores obtuvieron mayor
viabilidad espermatica (precongelado y al descon-
gelado) cuando la recuperacion se realizé dentro
de las 3 horas post-mortem. Por otra parte, bajo
condiciones similares, Garde 1994 y col no encon-
traron diferencias en la capacidad fecundante de los
espermatozoides de carnero obtenidos dentro de las
primeras 24 horas luego de la muerte. Sin embargo,
se evidencié un marcado descenso de la viabilidad
espermatica al prolongar el periodo de almacenado.
En ciervos (Cervus elaphus) y muflones (Ovis mu-
simon) se demostré que almacenando los EPI por
mas de 40 horas a temperatura ambiente, tanto la
viabilidad como la capacidad fecundante descendia
al aumentar el intervalo de tiempo entre la muerte del
animal y la recuperaciéon espermatica (Garde y col
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1994,). Al comparar las dos especies mencionadas
se observo una marcada diferencia en la capacidad
de penetracion de ovocitos de hamster, siendo signifi-
cativamente mas bajo el indice de penetracién en los
espermatozoides de ciervos. En estos estudios, no
se analiz6 el efecto de la temperatura sobre la calidad
de los espermatozoides obtenidos. Sin embargo,
Foote 2000, comunicd que los espermatozoides
de toros permanecieron viables al ser usados en |A
aun después de haberlos almacenado por 60 horas
a 5°C. Kikuchi y col 1998 en cerdos y Kishikawa y
col 1999 en ratones, sugieren que, ante la muerte
repentina de un animal, cuando no es posible recu-
perary criopreservar inmediatamente las células, el
almacenado temporal de los EPI a 4°C puede ayudar
a conservar las gametas. De igual manera, Kaabi y
col 2003 comunicaron que la capacidad fecundan-
te de espermatozoides ovinos criopreservados y
descongelados obtenidos de EPI almacenados a
5°C por 24 horas fue similar a los espermatozoides
criopreservados y descongelados de eyaculado. Sus
informes indican que la refrigeracion del epididimo
permite obtener mejor calidad de espermatozoides
comparados con el almacenado de estos 6rganos
a temperatura ambiente. El almacenado de los EPI
a 4°C evita un rapido descenso de la motilidad de
los espermatozoides en ratones (Kishikawa y col
1999) y ciervos (Hishinuma y col 2003).Los mejores
resultados obtenidos en diferentes pruebas de con-
trastacion, especialmente en la motilidad, cuando se
almacenan EPI refrigerados podrian ser explicados
por la disminucién del metabolismo celular de los
espermatozoides almacenados a 4°C o 5°C (Sala-
mon y col 2000). En relacion a estas observaciones,
Sankai y col 2001, encontraron que la motilidad de
espermatozoides de ratones disminuia con el au-
mento de la temperatura de almacenado, sugiriendo
que estos cambios se relacionan con la variacién en
la actividad metabdlica celular.

Stilley y col 2000 comprobaron en caninos
que a temperatura ambiente (22°C) se produce
autdlisis de los tejidos a las 54 horas post-mortem y
que la motilidad disminuye en los espermatozoides
recuperados a las 24 horas. Ademas, observaron
que cuando los EPI se almacenan refrigerados a
4°C se obtienen células espermaticas vivas hasta
el séptimo dia.

Por otra parte Kikuchiy col 1998 comunicaron
que la motilidad de espermatozoides porcinos alma-
cenados a 4°C por 1 6 2 dias baja significativamente
comparada con la de los espermatozoides no refri-
gerados tomados como control. Este hecho podia
relacionarse con la sensibilidad de los espermatozoi-
des porcinos a las bajas temperaturas, habiéndose

comunicado que a temperaturas menores a 15°C
ocurre cambio de fase en las membranas espermati-
cas (Itoy col 1948). Mas recientemente se establecio
como critica, en porcinos, una temperatura inferior a
12°C (Althouse y col 1998). Yu y col 2002 observa-
ron que la motilidad de EE caninos almacenados a
4°C bajo significativamente (de 50% a 30%) dentro
de las primeras 5 horas de almacenado, aunque no
hubo disminucion significativa de la integridad de
membrana ni en la integridad acrosomal dentro de
las 48 horas de refrigeracion. Estos resultados evi-
denciarian que existen diferencias entre las distintas
especies en el mantenimiento de la viabilidad de los
EE almacenados post-mortem en los EPI.

Trabajos preliminares realizados en chinchillas
(Savignone y col 2004) comunican mejores para-
metros espermaticos al recuperar espermatozoides
de EPI almacenados a 4°C durante 24 hen TYH o
MRA® comparados con los almacenados en SF. Los
espermatozoides recuperados de EPl almacenados
en SF tuvieron menor motilidad, vigor y endésmosis
positiva comparados con los almacenados en TYH
o MRA®. Asi mismo, los espermatozoides recupe-
rados de EPI almacenados en TYH tuvieron mayor
motilidad, vigor, endésmosis positiva y acrosomas
intactos comparados con los recuperados de EPI
almacenados en MRA®. Estudios realizados en ca-
ninos y felinos mostraron que todos los parametros
evaluados fueron significativamente inferiores a las
72 h comparados con los resultados obtenidos al
recuperar a las 24 h.(Tittarelli y col 2006) En cani-
nos los EE almacenados en TYH tuvieron mayor
porcentaje de acrosomas normales comparados con
los espermatozoides de epididimos almacenados en
SF. En felinos, se observé mayor motilidad, integridad
de membrana y vigor en los espermatozoides de
epididimos almacenados en TYH con respecto a los
espermatozoides almacenados en SF. Estas diferen-
cias entre especies de la viabilidad espermatica al al-
macenar los epididimos en distintos medios podrian
asociarse al diferente tamafo y espesor de la pared
de los epididimos de chinchillas, gatos y perros (Kitt
y col 1985). Si bien los EE son almacenados dentro
del epididimo, de manera que durante el refrigerado
estarian protegidos del shock térmico directo (Sankai
y col 2001, Yu y col 2002), la incorporacién de un
medio de almacenado mejoraria la proteccion de los
espermatozoides al shock térmico. Las bajas tempe-
raturas a las que son sometidos los espermatozoides
pueden producir shock de frio con los consecuentes
danos irreversibles en las células. La yema de huevo
utilizada en los diluyentes de semen, brinda un efecto
protector de las células debido a los fosfolipidos y
proteinas de baja densidad que posee. Es asi que
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almacenar los epididimos en un medio con yema de
huevo podria mejorar la proteccién del shock de frio
que el érgano ejerce sobre los espermatozoides y
aumentar la viabilidad de los mismos al ser recupera-
dos luego de un periodo de almacenado (Savignone
y col 2004, Tittarelli y col 2006).

Por otra parte el medio de almacenado actua-
ria previniendo la deshidratacién del epididimo mejo-
rando la conservacién del mismo y de esta manera
conservando las caracteristicas del medio interno del
organo lo cual resultaria en una mejor conservacion
de los EE (Sankai y col 2001). La autdlisis posmor-
tem consecutiva a la hipoxia produce cambios en la
permeabilidad selectiva de la membrana celular, por
lo tanto, el mantenimiento de la integridad celular del
epididimo, almacén de las células espermaticas, per-
mitiria recuperar mayor cantidad de espermatozoides
viables. De esta manera, un medio de almacenado
que permita preservar los tejidos epididimales vy
enlentecer la muerte celular favoreceria en forma
indirecta |la sobrevida de los espermatozoides dentro
del epididimo.

CONCLUSIONES

Los avances ocurridos en este tipo de biotec-
nologia hacen posible que ante la muerte repentina
o castracion inevitable, la recuperacion espermatica
epididimal y la criopreservacion de gametas permita
resguardar el material genético animal. Ademas, aun
cuando no sea posible recuperar y criopreservar in-
mediatamente las gametas, el almacenado temporal
de los EPI a 4°C al menos en solucion fisioldgica
durante 24 6 48 horas, permite recuperar esperma-
tozoides viables en un laboratorio de Andrologia
equipado para la recuperacion y criopreservacion
espermatica. Estos hechos hacen posible recupe-
rar material valioso que de otra forma se perderia,
posibilitando las conservacion de especies en el
planeta.
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Resumen

Muchas de las enfermedades infecciosas emergentes,
incluyendo aquellas causadas por agentes del biote-
rrorismo, son zoonosis. Desde que las zoonosis pueden
infectar al hombre y los animales, las comunidades
médicas y veterinarias deben trabajar juntas en los
campos clinicos, de salud publica y de investigacion.
En el campo clinico, el ingreso de ambas profesiones
mejoraria la relacion costo beneficio de los propieta-
rios de mascotas, particularmente aquellos propieta-
rios inmunocomprometidos. En la salud pubica, los
sistemas de vigilancia son importantes en controlar
las zoonosis como la producida por el virus de la in-
Sfluenza aviar, el virus del oeste del Nilo y los patogenos
alimentarios. La medicina comparada es el estudio de
los procesos de enfermedad a través de las especies,
incluyendo a los seres humanos. Las investigaciones
en medicina comparada de médicos y veterinarios
debe ser promovida y recomendada para estudiar la
interaccion hospedador pardsito en las zoonosis. Los
esfuerzos deben dirigirse a incrementar nuestro enten-
dimiento sobre como las zoonosis expanden su rango
de hospedadores y poder asi mejorar la prevencion y
las estrategias para su control.

Zoonosis- medicina humana- veterinaria

Laura H. Kahn*

CONFRONTANDO LAS ZOONOSIS: RELACION
ENTRE LA MEDICINA HUMANA Y VETERINARIA

CONFRONTING ZOONOSES, LINKING HUMAN
AND VETERINARY MEDICINE

*Princeton University, Princeton, New Jersey, USA

Abstract

Many of the emerging infectious diseases, in-
cluding those caused by bioterrorist agents, are
zoonoses. Since zoonosis can infect both animals
and humans, the medical and veterinary commu-
nities should work closely together in clinical,
public health, and research settings. In the cli-
nical setting, input from both professions would
improve assessments of the risk-benefit ratios
of pet ownership, particularly for pet owners
who are immunocompromised. In public health,
human and animal disease surveillance systems
are important in tracking and controlling zoonosis
such as avian influenza virus, West Nile virus,
and foodborne pathogens. Comparative medicine
is the study of disease processes across species,
including humans. Physician and veterinarian
comparative medicine research teams should
be promoted and encouraged to study zoonotic
agent-host interactions. These efforts would in-
crease our understanding of how zoonosis expand
their host range and would, ultimately, improve
prevention and control strategies.
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INTRODUCCION

Las zoonosis son enfermedades que pueden
transmitirse de los animales salvajes y domésticos
a los humanos y pueden constituir amenazas a la
salud publica mundial. Debido a que estas enferme-
dades provienen de los animales, la prevencion y las
estrategias del control necesitan ser innovadoras y
requiere los esfuerzos combinados de muchos cam-
pos. Por ejemplo, se necesitan colaboraciones mas
intimas entre veterinarios, médicos y profesionales
de salud publica en 3 areas: la salud individual, sa-
lud de la poblacion y la investigacion de la medicina
comparativa. En la salud individual, evaluando el
potencial de transmision de la enfermedad zoo-
noética de los animales a los humanos debe incluir
tanto a médicos y veterinarios, sobre todo para los
pacientes en riesgo alto como aquellos que estan
inmunocomprometidos. En salud de la poblacion, los
enfermedades zoonoticas deben evaluarse sus ries-
gos a través de sistemas de vigilancia que incluyan
al animal doméstico y silvestres y a las poblaciones
humanas que ayudarian a conducir a medidas de
control eficaces. Puesto que médicos y veterinarios
serian los profesionales importantes en reconocer e
informar brotes, reforzar las comunicaciones entre
los epidemidlogos hospitalarios, veterinarios y los
oficiales de salud publica locales no sélo ayudarian
expeditivamente en la respuesta local, sino también
ayudar en identificar si enfermedades raras o brotes
que involucren a los animales y humanos son even-
tos relacionados o separados. En investigacion, la
colaboracion entre médicos y veterinarios en me-
dicina comparativa mejoraria nuestra comprension
de las interacciones de agente hospedador en las
ZOONOoSsis.

Colaboracion en salud
individual

En el nivel de salud individual, las enferme-
dades zoonoticas son una preocupacion para todos
los que viven o trabajan con animales. Este riesgo
es especialmente problematico para las personas
duefios de mascotas que estan inmunocomprome-
tidos. Grant y Olsen encontraron que los médicos
generalmente no estan comodos discutiendo el papel
de animales en la transmision de las zoonosis y que
preferirian que kis veterinarios jueguen ese papel
(1). Sin embargo, la mayoria de los pacientes no ve
a los veterinarios como una fuente de informacion
para salud humana. Los autores encontraron que en
solo el 21% de pacientes con HIV preguntaron a sus
veterinarios por los riesgos de salud de las mascotas
de su propiedad (1).

Los riesgos zoondticos de los animales de
compafiia no se limitan a quellos que viven con HIV.
Un paciente que estaba tomando infliximab para la
artritis reumatoidea croénica se infecté con Crypto-
coccus neoformans después de limpiar la jaula de
una cacatla una semana antes de la hospitalizacién
(2). La infeccién con el Virus de coriomeningitis linfo-
citaria humana (LCMV) esta asociada con roedores
usados como mascotas y también causa infecciones
serias en personas inmunocomprometidas (3). Es-
tos riesgos se extienden mas all4 de los duefios de
mascotas y pueden involucrar a los destinatarios de
los duefos animales que donan érganos. Por ejem-
plo, el LCMV ha sido responsable de las muertes
de 3 destinatarios de trasplante de 6rganos que los
recibieron de donantes que habian poseido como
mascotas roedores infectados (3).

Los animales domésticos exéticos o raros pue-
den proponer un riesgo a la salud. La salmonellosis
se desarroll6 en 4 nifios, 1 madre y una mujer de 80
afos después de la exposiciéon a tortugas peque-
fnas tenidas como mascotas (4). La salmonellosis
también ha sido asociada con roedores mascotas.
Por ejemplo, durante el verano de 2004, dos nifios
jovenes se enfermaron gravemente de salmonellosis
poco tiempo después que de sus familias compraran
roedores mascotas (5). Una busqueda nacional en
PulseNet (el Banco de datos Nacional de Salmo-
nella) de diciembre de 2003 a octubre de 2004 se
encontraron 28 casos humanos con aislamiento de
Salmonella enterica serovar Typhimurium. De los 22
pacientes que fueron entrevistados, 13 (59%) habian
estado expuestos a roedores durante los 8 dias antes
del ataque de la enfermedad (5).

Los animales domésticos exoéticos pueden
introducir patégenos previamente desconocidos en
el continente. Por ejemplo, la erupcién del la viruela
de los monos en el medio oeste de Estados Unidos
en el 2003 se origind después que roedores africa-
nos importados infectaron a perros de la pradera
(marmotas) (6). Los laboratorios confirmaron que
35 personas desarrollaron viruela de los monos (6).
Nadie murid, pero la erupcion requirié la vacuna-
cion de 30 personas con la vacuna de la viruela de
los monos, 23 debido a la exposicién profesional
potencial (6).

Los riesgos profesionales para la exposicion
a las enfermedades zoondticas son una preocupa-
cién para personas como granjeros, carniceros y
empleados de tiendas de mascotas que trabajen
con animales. Por ejemplo el Streptococcus suis
puede causar meningitis u ocasionalmente sepsis
fulminante en criadores de cerdos (7,8) la infeccion
por Campylobacter es un riesgo profesional para
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empaquetadores en pollerias, y Streptobacillus
moniliformis pueden ser un riesgo profesional para
los empleados de tienda de animales domésticos
(9, 10).

Estos ejemplos ilustran que vivir y trabajar con
animales pueden impactar a la salud humana a nivel
individual. Los veterinarios que tratan animales que
se infectan abruptamente deben evaluar el riesgo
zoondético potencial y deben informar a los duefios
de los animales adecuadamente. Desde el punto de
vista médico legal los veterinarios estan obligados
a hacerlo, pero no se aclara hasta qué punto deben
informar a los duefios animales y si deben asegu-
rarse que busquen la atencion médica que varia y
depende de las circunstancias (11). La severidad del
riesgo de enfermedad zoondtica asi como el nivel
de comprension por el duefio del animal en cues-
tion necesitaria ser considerado (11). Por ejemplo,
el veterinario puede aconsejarles meramente a las
personas potencialmente expuestas que busquen
atencion médica o puede instar vigorosamente y
asegurarse que la persona reciba atencion médica
inmediatamente. Sin embargo, el rol del veterinario
en evaluar el riesgo potencial para la transmision de
una enfermedad zoonética podria extenderse mas
alla de este nivel.

Podrian pesarse las proporciones de riesgo
beneficio en una exposicion animal continuada y ser
discutidas por veterinarios y médicos. Los papeles en
estas relaciones del veterinario/médico necesitarian
ser establecidas de entrada para que los veterinarios
no estuvieran en el riesgo de parecer que practican
medicina humana. Por ejemplo, los veterinarios
podrian proporcionar una valoracion del estado de
salud de un animal a un médico cuyo paciente es
inmunocomprometido y aconsejar conservar o no
su animal de compania. Desde que la propiedad un
animal de compafiia tiene beneficios psicolégicos y
fisiologicos, este tipo de colaboracidn y cooperacion
entre las 2 profesiones seria inestimable a los pa-
cientes. El veterinario proporcionaria evaluaciones
regulares al animal de compafia asegurando que su
estado de salud sea supervisada estrechamente. En
la escena profesional, la supervisiéon veterinaria re-
gular de todos los animales involucrados en la salud
no puede ser posible; sin embargo, si un trabajador
fuera inmunocomprometido, entonces una valoracion
cuidadosa debe hacerse sobre su continuacion en
esa linea de trabajo. La accion veterinaria podria ser
util en estas decisiones dificiles. Talleres de trabajo
conjunto entre médicos y médicos veterinarios en los
riesgos de zoonosis a salud humana podrian ayudar
a forjar lazos y facilitar oportunidades de establecer
estos tipos de esfuerzos colaboradores.

Colaboraciones de Salud
de la poblacion

El reconocimiento de si las erupciones hu-
manas y animales fueran simultaneas brindaria
informacion importante, identificando los patégenos
causales y el desarrollo de estrategias de manejo.
Por ejemplo, los médicos que trataban a los pacien-
tes en la Ciudad de Nueva York en 1999 infectados
con el virus del Nilo Oriental (WNV) podrian haber
sido beneficiados si hubieran sabido que durante el
mes anterior y concurrentemente, los veterinarios en
el area circundante habian estado viendo docenas
de cuervos agonizantes con sintomas neurologicos
similares a aquéllos de los humanos afectados (12).
Dependiendo del estado, la vigilancia de la enfer-
medad animal puede fragmentarse. Por ejemplo, en
Nueva York, la rabia humana y animal son respon-
sabilidad de secciones de salud locales y estatales,
el ganado es vigilado por la agencia de agricultura
estatal y la fauna es responsabilidad de la agencia
medioambiental estatal (12).

Ninguna agencia local o estatal asumio la
plena responsabilidad por la fauna muerta en la in-
vestigacion en 1999 en Nueva York, ya que no estaba
inicialmente clara cual era la agencia responsable
(12). Esta situacion impedia comunicaciones entre
los veterinarios, oficiales de salud publica, y los
médicos que estaban involucrados en la respuesta
del brote a nivel local. Como en una emergencia la
medida a corto plazo seria que los veterinarios pu-
diesen expresar sus preocupaciones directamente
al epidemidlogo del hospital, entonces estos podrian
estar al acecho de un posible impacto humano de
una enfermedad desconocida que estaba causando
amplios sintomas neurolégicos y muerte en pajaros
salvajes. Tal comunicacion rapida, directa entre
veterinarios y médicos epidemiodlogos podria ser
particularmente importante en estados en los que
las agencias de salud publicas locales o no existen
0 no estan involucrados en enfermedades zoondticas
informadas o en investigacion.

En algunos estados, la informacion de una
enfermedad animal y su respuesta son funciones a
nivel estatado y esta separada de la salud publica
humana. Las agencias estatales con secciones de
agricultura, ambiente, o de salud animal son los
destinatarios primarios usuales de los informes de
enfermedad animal. Sin embargo, estas agencias
no pueden tener los recursos para dirigir prevencién
de la enfermedad animal y actividades de manejo
a nivel local. Ademas, en el caso de secciones
de agricultura, su mision, histéricamente, ha sido
promover la agricultura, no necesariamente para
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controlar enfermedades infecciosas en todos los
tipos de animales. Un mecanismo para mejorar la
comunicacién y colaboracién por las agencias es-
tatales, como entre el estado y la salud animal y los
veterinarios de salud publica, seria importante que
los veterinarios preferencialmente informar a mas a
las agencias estatales “centradas en el animal”.

Ademas de trabajar con oficiales estatales
durante los brotes de zoonosis serias, los veterinarios
deben comunicar también y deben colaborar con
oficiales de salud publica local. Durante la erupcion
del WNYV (virus del oeste del Nilo) en 1999, los diag-
nosticos presuntos para los casos humanos iniciales
incluyeron el sindrome de Guillain-Barré, encefalitis,
meningitis y pneumonia por aspiraciéon (14). Los
oficiales de salud publica asumieron que la causa
de la erupcion era la Encefalitis de San Luis (SLE)
hasta que una patdloga veterinaria en el Parque
zoolbgico de Bronx relaciond las erupciones anima-
les y humanas (12). Ella consider6 que la corneja
(especie de cuervo) y otros pajaros ordinariamente
resistentes al SLE estaban enfermando, por lo que
el agente SLE no era probablemente la causa. Su
trabajo ayudd a la fase para el descubrimiento de
WNV en el Hemisferio Occidental (12).

Al nivel de la poblacién, los patégenos zoon6-
ticos causan brotes de enfermedades alimenticias,
de origen hidrico, y mediada por artropodos. Estos
patégenos incluyen Salmonella, Escherichia coli
0157:H7, Cryptosporidium, virus de fiebre amarilla,
y Borrelia burgdorferi (15). Muchos de los agentes
del bioterrorismo en la categoria A, B, y C, como el
Bacillus anthacis, Yersinia pestis, Francisella tula-
rensis, Coxiella burnetii, y virus de Nipah, causan
zoonosis (16,17).

La magnitud del problema de las zoonosis
ilustra por qué los esfuerzos de la medicina, medicina
veterinaria y la salud publica necesitan superpo-
nerse. Taylor y otros identificaron a 1.415 agentes
infecciosos y encontraron que 868 (61%) podrian
transmitirse entre los animales y humanos (18).
Ellos encontraron que las enfermedades zoondticas
eran dos veces mas probables de estar asociadas
como emergentes o0 como infecciones recientemente
descubiertas que los patégenos no zoonéticos. Los
virus y protozoarios probablemente eran los pato-
genos zoonodticos mas probables. En particular los
virus ARN, muy probablemente seran identificados
como emergentes (19). Estos agentes incluyen el
WNV, el virus de influenza de aviaria, el hantavirus
y el coronavirus asociado al sindrome respiratorio
agudo severo.

La union de vigilancia de brotes de enfer-
medades zoondticas animales y humanas ya esta

brindando beneficios mundialmente. Por ejemplo, el
reconocimiento del primer caso humano de influenza
aviaria H5N1 en Hong Kong en 1997 fue facilitado
por la vigilancia de patos, gansos y pollos en China
del sur durante las décadas precedentes (20). En el
frente doméstico, en 1999, los Centers for Disease
Control and Prevention crearon ArboNET, un sistema
de vigilancia cooperativo que supervisa la difusion
geografica de WNV en humanos, mosquitos, pajaros
y otros animales en respuesta al brote de la enferme-
dad WNV (21). ArboNET ha mantenido un sistema
inestimable rastreando la cobertura de la enfermedad
y severidad en los Estados Unidos, identificando la
actividad inicial del WNV, y justificando continuar con
el apoyo para el control del mosquito (22). Deben
continuarse estos tipos de sistemas de vigilancia y
deben extenderse para incluir otras serias enferme-
dades zoondticas como la peste y la tularemia.

Colaboraciones de
Investigacion en medicina
comparativa

La necesidad de médicos y veterinarios de
trabajar para controlar las zoonosis se extiende mas
alla del marco de salud individual y de poblacion jun-
tas y debe incluir colaboraciones en investigacion en
medicina comparativa. La medicina comparativa es el
estudio del anatémico, fisioldgico y el patofisoldgico
a través de las especies, incluyendo a los humanos.
Se presta considerable atencion a las enfermedades
infecciosas, especificamente el estudio de interac-
ciones del hospedaodor-agente.

Como una disciplina académica, la medicina
comparativa no es nueva; la primera referencia en
ella se establecio en 1862 en Francia (25). El campo
tiene una historia ilustre. En 1893, Theobald Smith,
médico, y F.L. Kilbourne, un veterinario, publicaron
el papel que establece al agente infeccioso, la Ba-
besia bigemina, como la responsable de la fiebre
del ganado, que fuera transmitido por un vector
artrépodo (25). Su trabajo ayudo a la fase para el
descubrimiento de Walter Reed de la transmision
de la fiebre amarilla (25). Otro equipo del médicos
y veterinarios, los Drs. Rolf Zinkernagel y Peter C.
Doherty, ganaron el 1996 Premio de Nobel en fisio-
logia/medicina por su descubrimientos de como el
sistema inmune distingue células normales de las
células infectadas por un virus (26).

Estos 2 ejemplos ilustran que la medicina y
la medicina veterinaria son complementarias; son
sinérgicas generando nuevas visiones cientificas
para las especies. En esencia, las 2 disciplinas per-
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sonifican la filosofia de la medicina comparativa. Y
todavia, como sociedades necesitan crecen, tener
cientificos, trabajar entender y controlar zoonosis
emergentes juntos, la evidencia sugiere que la
préxima generacion de cientificos médicos y veteri-
narios médicos no estaran colaborando entre si. La
investigacién en medicina biomédica y comparativa
esta perdiendo su apelacion como una carrera entre
médicos y veterinarios.

En el lado del médico, la disminucion de mé-
dicos cientificos es evidenciado a través de varias
tendencias. Las facultades y escuelas médicas
comprenden ahora 25% menos médicos cientificos
que hace 20 afios (28).

Para los veterinarios cientificos, la situacion
es considerada terrible. El informe de la Academia
Nacional de Ciencias (NAS) en 2004 encontr6 que
los miembros de la Asociacion Médicos Veterinarios
americana, < 1% fueron certificados en laboratorio
de medicina animal y < 2% fueron certificados en
patologia (29).

Las razones para la falta de interés en investi-
gacion son similares para los estudiantes médicos y
veterinarios: un énfasis en el cuidado clinico, deuda
educativa, y una falta de mentores y oportunidades
de investigacion (30,31). Las escuelas médicas dan
énfasis al cuidado primario ahoray quieren el servicio
insuficiente y mientras ciertamente importante, este
cambio en prioridades ha estado en el gasto de ani-
mar carreras de la investigacion biomédicas.

Las escuelas veterinarias han cambiado su
enfoque de la investigacion de la medicina compara-
tiva y medicina del ganado a la medicina animal de
mascotas para cubrir la demanda social (32). Sin
embargo, similar a la situacién con las escuelas
médicas, este cambio ha causado menor nimero
de estudiantes veterinarios que siguen carreras de
investigacion. Ademas, los programas de medicina
comparativos han estado cambiando de una inves-
tigacion para limitar la orientacién de veterinarios
en el desenvolvimiento de la investigacion a ser
principalmente consejeros para los animales del
laboratorio (32). Este cambio en orientacion de la
medicina comparativa ha descorazonado a muchos
estudiantes veterinarios de seguir carreras en inves-
tigacion y ha impedido la investigacién en zoonosis
de diversos animales hospedadores.

¢ Qué puede hacerse? Aunque el NIH ha
empezado un mapa de ruta para mejorar la investi-
gacion biomédica en el siglo 21, en ninguna parte se
hace mencion del plan de la medicina comparativa
y la importancia de rol del veterinario que encajaria
ciertamente en sus metas de promover investigacion
interdisciplinaria y las nuevas sendas al descubrim-

iento (33). Un informe de NAS reconoce la necesi-
dad por la iniciativa del mapa de ruta de dirigirse
a este problema y recomienda crear investigacion
veterinaria integrada a través del una interagencia
unida para los programas colaboradores del NIH
(34). Animar a la graduacién de mas veterinarios
que sigan carreras en investigacion son criticos si
las sociedades seran desarrolladas.

DISCUSION

Desde que las enfermedades zoondticas son
de los animales que pueden infectar a los humanos,
los veterinarios, los médicos y los oficiales de salud
publica necesitan trabajar mas estrechamente unidos
para controlar, prevenir y entenderlos. En la salud
individual, la entrada en colaboracion de veterinarios
y médicos ayudaria a evaluar las zoonosis potencia-
les de un paciente y su riesgo de enfermar ante una
exposicion animal. Para los pacientes inmunocom-
prometidos de alto riesgo, estos esfuerzos de cola-
boracién podrian ser tremendamente importantes, no
solo para su bienestar personal sino también para
su subsistencia.

Con respecto a salud de la poblacion, la
declaracion de la informacion de las enfermedades
animales varia considerablemente del estado. Algu-
nos estados tienen una agencia responsable para
toda enfermedad animal, mientras otros se reparten
los informes entre las varias agencias. Sin embargo,
en muchos estados, la vigilancia de la enfermedad
animal parece ser principalmente una funcién a nivel
estatal. En algunas declaraciones, se esperan de
agencias de salud publicas locales recibir informa-
cion de enfermedades zoonéticas directamente de
los veterinarios. Si el control de las enfermedades
zoonoticas debera sera mejorada, se necesitara ma-
yor comunicacion y colaboracion entre veterinarios,
médicos y oficiales de salud publica al nivel local.
Un informe de la NAS recomienda un mecanismo
nivelado federal para promover colaboraciéon mayor
entre todos los jugadores involucrados en salud ani-
mal (13); los mecanismos similares también podrian
ser considerados en estados.

Unir los esfuerzos de la vigilancia de la en-
fermedad que han demostrando ser sumamente
util en el rastreo de zoonosis que incluyen redes
electronicas de informacion para la vigilancia,
para la Resistencia de Antimicrobianos Nacional, y
para la vigilancia poblacion basado de patégenos
alimenticios (36, 37). Estos programas deberian
establecerse y verse apoyados y nuevos programas
de vigilancia para otras zoonosis deben seriamente
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ser desarrolladas. Las escuelas de salud médicas,
veterinarias y publicas deben ofrecer cursos en
riesgo zoondtico a salud humana que integra todas
las 3 perspectivas.

La sociedad se beneficiaria si mas proyectos
de investigacién compartiva de medicina fueran
dirigidos por médicos y veterinarios para investigar
interacciones de agente-hospedador en las zoono-
sis. Entre las muchas maneras de promover estos
proyectos es patrocinar fondos de investigacion
multiagencias de medicina comparativas y mas
entrenamiento concedida a los veterinarios intere-
sados en carreras en investigacion. Estos esfuerzos
aumentarian nuestra comprension de como las zoo-
nosis expanden su rango del hospedador y habria,
finalmente, mejores prevenciones y estrategias de
control.
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La presentacion del presente trabajo
tiene como objetivo una revision y
planificacion diagnostica de la otitis
externa canina. De etiologia variada
v con diferentes formas de presenta-
cion, exigen, en la practica diaria,
una permanente actualizacion y buis-
queda de recursos terapéuticos a fin
de aliviar y/o curar a los pacientes.-
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Abstract

Key Words

The presentation of the present work
has as objective to make a revision
on the physiopathology and planning
diagnoses of the canine external otitis
in, the whose consequences, varied
etiologies, and presentation forms
demand, actually daily one, a per-
manent update and knowledge of the
techniques you diagnosis more suit-
able and modern than they allow us
to define the problem clearly, for soon
from a correct use of the therapeutic
resources, to manage to alleviate and
or to cure to the patients.
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INTRODUCCION

La otitis canina representa un desafio al cual nos
enfrentamos a diario los que practicamos la clinica de
pequefios animales, dado la multiplicidad de causas y
factores que propician su aparicion indiscutiblemente
debemos estar muy atentos durante el examen fisico el
cual debe responder a los principios generales de toda
evaluacién y solicitar los métodos complementarios
orientados hacia las diferentes etiologias que dan inicio a
la enfermedad otica.

La otitis externa (OE) se define como la inflamacion de
la piel del conducto auditivo externo, pudiendo presentarse
enun 5 a20% de los pacientes caninos. E1 50% de los casos
son cronicos y la membrana timpanica puede encontrarse
lesionada posibilitando la extension de la infeccion dentro
del oido medio (3).

En ocasiones, también esta involucrado el pabellon
auricular. Desafortunadamente muchos casos de OE no
se resuelven y cada vez se hacen mas refractarios a los
tratamientos pudiendo transformarse en una otitis cronica
,enfermedad complicada, provocada muchas veces por
una etiologia multifactorial en cuyo caso se hace impres-
cindible realizar una evaluacion metodica y completa del
paciente que derivard en la implementacion de medidas
terapéuticas especificas y seguras.

PREVALENCIAY GRUPO DE RIESGO

Tanto la raza como la edad tienen poca incidencia en la
enfermedad, aunque la edad de presentacion mas frecuente
es entre los 5 y 8 afios y respecto a las razas el Ovejero
Aleman es uno de los mas afectados.

Por causas anatomicas, estrechez del conducto auditivo
externo (CAE), orejas péndulas y mucho pelo a la entrada
del conducto la presentacion en Cocker, Caniches y Peki-
neses son frecuentes. Los perros de caza, Pointer, Bracco,
Terriers, también estan predispuestos a la enfermedad
sobre todo los que rescatan las presas en el agua al man-
tener mojado el CAE o bien por que estan predispuestos
a la presencia de cuerpos extrafios.

Esta poblacion padece con mas frecuencia enfermeda-
des por hipersensibilidad y trastornos de la queratinizacién
por lo tanto la alta incidencia de enfermedades auriculares
puede estar reflejando la prevalencia de enfermedades
generalizadas de la piel que padece este grupo etario. No
parece existir predileccion de sexo para esta enfermedad

).
ESTRUCTURA DEL OIDO EXTERNO

Un breve repaso de la anatomia del oido nos permitira
realizar facilitar el examen fisico y de esta forma optimizar
el diagndstico.

Los componentes anatdmicos basicos del oido canino
son:

Auricula o pabellén auricular

Conducto auditivo o meato auditivo externo

Membrana timpanica

El oido externo (OE) esta formado por tres cartilagos
clasicos: auricular, anular y escutiforme.

- El cartilago auricular es una lamina delgada y
facilmente plegable en su extremidad distal y mas gruesa
y menos plegable en su extremo proximal, donde presenta
la base muy convexa terminandose en una especie de tubo
espiralado.

- El cartilago anular es una lamina triangular en-
rollada sobre ella misma, constituyendo un tubo largo y
estrecho que penetra en el interior de la base del cartilago
auricular, por un lado, y se fija por el otro extremo sobre
el tubo o6seo.

- El cartilago escutiforme es cuadrado descansando
en posicion medial respecto al cartilago auricular dentro
de los musculos auriculares que se insertan en la cabeza

Los cartilagos anular y auricular forman el conducto
auditivo externo y el cartilago auricular se expande para
formar el pabellon de la oreja. El pabellon de la oreja
cumple con la funciéon de localizar y recoger las ondas
de sonido y transmitirlas a la membrana timpanica sin
embargo también tiene una funcién mimica y en menor
medida de defensa.La oreja se mueve por la accion de tres
grupos de musculos (rostral, ventral y caudal), inervados
por ramas del nervio facial. La inervacion sensitiva del
pabellon auricular y del CAE proviene de 4 nervios: tri-
gémino, facial, vago y segundo cervical

La forma y el tamafio del OE presentan importantes
variaciones entre las diferentes razas caninas, en especial
el cartilago auricular dandole a las orejas distintas carac-
teristicas.

El CAE canino tiene entre 2 y 10 cm de longitud y
entre 5 y 10 mm de ancho segun la edad, tamafio y raza
del perro y finaliza en la parte proximal de la membrana
timpanica. Posee una porcidn inicial vertical que se puede
extender hasta 2,5 cm. Tiene una direccion ventral y lige-
ramente rostral antes de curvarse para formar un conducto
horizontal mas corto, que tiene direccion medial y forma
la porcion horizontal del CAE.

La porcion vertical y 1a mayor parte de la horizontal son
cartilaginosas, pero la porcion mas profunda es 6sea.

El conducto auditivo (CA) esta recubierto por piel,
ligeramente modificada con respecto al tegumento que
contiene glandulas sebaceas y ceruminosas, y foliculos
pilosos. Las ceruminosas son glandulas sudoriparas tubula-
res apocrinas modificadas. Las secreciones combinadas de
las glandulas sebaceas y ceruminosas forman el cerumen
conjuntamente con las células de descamacion.

Este cumple dos funciones protege al CAE al inmovili-
zar los objetos extraflos y mantiene la membrana timpanica
htmeda y flexible(4, 6).
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FISIOPATOLOGIA

La inflamacion dentro del CAE por cualquier etiologia
redunda en alteraciones del canal, en ocasiones haciéndose
cronica, las glandulas se agrandan (hiperplasia) y produ-
cen un exceso de cerumen. Se produce un engrosamiento
epidérmico y dérmico (fibrosis) los pliegues del canal
engrosados reducen de manera efectiva el diametro de
aquel que llega a estenosarse por completo.

La calcificacion del cartilago auricular es un evento
terminal la inflamacion cronica.

La otitis media a menudo proviene de la extension de
una otitis externa a través de una ruptura en la membrana
timpénica. La otitis media primaria puede presentarse a
partir de los polipos o neoplasias dentro del oido medio
o bien infecciones que llegan a través de la trompa de
Eustaquio (7). Rara vez la causa es hematogena.

CLASIFICACION

Por tradicion se han clasificado las OE como de
naturaleza reactiva o infecciosa aunque esta tipificacion
no es adecuada para describir la etiopatogenia de la en-
fermedad por lo tanto es preferible clasificar los casos de
OE basandose sobre los factores causales identificados,
las alteraciones patoldgicas y a la infeccion bacteriana
secundaria detectada.

Otra clasificacion es de acuerdo a su evolucion en
agudas, subagudas y cronicas, siendo en estas ultimas
las mas frecuentes las purulentas, las indurativas y las
ulcerosas.

Muchos son los factores que contribuyen al desarrollo
de OE.

Llamaremos primarios a aquellos especificos que in-
ducen en forma directa a la OE; predisponentes a aquellos
que colocan al paciente en riesgo de padecer la enfermedad
y perpetuantes a aquellos que impiden la resolucion del
problema (1).

ANAMNESIS

Debemos partir del principio que la anamnesis debe
involucrar un detallado y completo interrogatorio de todos
los sistemas y aparatos asi como una historia biopatografi-
ca de enfermedades pasadas, planes de vacunacion, higiene
y desparasitacion.

Cada dia adquiere mayor relevancia la informacion
que se obtiene a través de la misma en especial cuando se
trata de casos cronicos.

Los datos especificos deben cubrir un amplio espectro
obteniendo informacion acerca de: habitos de vida, evolu-
cion del proceso, lugar de inicio de las lesiones, exposicion
a climas extremos, contacto con otros animales, antece-
dentes de prurito, o enfermedades dermatologicas, des-
equilibrios metabdlicos, trastornos por hipersensibilidad,
tratamientos previos, antecedentes familiares, frecuencia
de los bafos, sustancias usadas en los mismos, caida del

pelo, frecuencia, duracion y caracteristicas de los ciclos
estrales y de prefieces y pseudogestaciones (5).

El signo mas comun y temprano de OE es el prurito
aural o las sacudidas de la cabeza. A medida que progresa la
otitis se genera un exudado leve a marcado.Muchas veces
es necesario definir si el prurito o la secrecion fue el signo
mas primitivo. Cuando la causa primaria es una reaccion
de hipersensibilidad, el canal auricular parece normal o
tiene eritema restringido al pabellon.

Los cuerpos extrafios a menudo comienzan con prurito
antes de la aparicion de un exudado.

Las parasitosis a menudo se inician con prurito pero
son mas variables.

Los defectos de queratinizacion,alteraciones glandu-
lares, virosis y enfermedades autoinmunes suelen cursar
con secreciones ceruminosas o escamosas antes de que
aparezca el prurito .El olor puede ser descubierto en el
curso temprano de la afeccion. Muchos casos, anterior-
mente diagnosticados como oido de nadador, en realidad
son perros atopicos.

EXAMEN DEL CAE

La enfermedad otica es una de las dolencias caninas
observadas con mayor frecuencia en la préctica veterinaria.
Entre el 15 y el 20% de los pacientes caninos tienen alguna
clase de enfermedad otica desde eritema leve hasta otitis
media grave. Debemos observar la simetria de los pabello-
nes, integridad de los mismos, su temperatura y estructura
al igual que la presencia de colectas de sangre o pus.

La piel normal del CA debe tener una coloracién rosa-
da con pequefios vasos sanguineos superficiales visibles.
La superficie debe ser brillante a causa de las pequeias
cantidades de cerumen que recubren el epitelio. Es comtin
hallar pelos a la entrada del CAE.

El CA canino exhibe una curvatura suave de alrededor
de 75 grados entre la porcion vertical y la horizontal.

Si es necesario se tranquiliza el animal. El CAE se
puede inspeccionar a simple vista o con lentes de mag-
nificencia ayudado con una linterna de punto o bien con
el otoscopio.

Se debe efectuar una traccion suave del pabellon auri-
cular en direccion ventral; en esta maniobra el CA se en-
dereza porque el cartilago subyacente es normal y blando.
El cono del otoscopio se debe hacer avanzar dentro de la
porcién horizontal a medida que se alinea el CA (2, 8).

EXAMEN FiSICO

Eritema, tumefaccion, descamacion, costras, alope-
cia, pelos quebrados, actitud cefélica esquiva y dolor a
la palpacion del cartilago auricular junto con los otohe-
matomas y dermatitis hiimeda son algunos de los signos
mas comunes.

La palpacion del canal auditivo nos permite determinar
el espesor, firmeza, y flexibilidad de los canales vertical
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Tabla 1 Factores predisponentes

CONFORMACION

ANATOMIA DEL CAE

HUMEDAD EXCESIVA

DEFECTOS
TERAPEUTICOS

OTOPATIA
OBSTRUCTIVA

ENFERMEDAD
SISTEMICA

y horizontal, asi como la presencia de dolor. Los canales
mas gruesos, firmes y rigidos se asocian con cambios
proliferativos y sugieren un prondstico mas reservado. Los
canales calcificados rara vez se normalizan o se tratan con
éxito mediante terapia médica. El dolor a la palpacion de
la articulaciéon temporomandibular y region de la ampolla
timpanica denota la presencia de otitis media.

El eritema de la zona céncava del pabellén con una
parte convexa normal, es muy sugestivo de atopia o con
menor probabilidad de alergia alimentaria.

EXAMEN CITOLOGICO DE LOS
EXUDADOS

La evaluacion citologico de los exudados de los oi-
dos (Tincién 15 — Laboratorio Biopur - Argentina) nos
brinda informacion inmediata sobre la respuesta infla-
matoria, presencia de ectoparasitos, levaduras y tipo de
microorganismos presentes en el canal auditivo (cocos o
bacilos) y si realizamos la tincion de Gram de la muestra
diferenciaremos el tipo de bacteria si son Gram positivo
o negativo (8).

Canales estendticos

Pelos en los canales

Orgjas péndulas

Pabellones auriculares concavos pilosos

Labrador Retrievers
Cocker Spaniels
Ovejero Aleman
Shar Pei

Caniche

Airedale Terrier

Oido del nadador
Climas de humedad elevada

Traumatismos por hisopados
Topicos irritantes

Infecciones por alteracion de la microflora normal

Neoplasias

Pélipos

Atresia congénita
Inflamacion proliferativa
Tumefaccion extraluminal

Inmunosupresion/virus
Debilidad
Estados catabolicos negativos

CULTIVO Y ANTIBIOGRAMA

Es el procedimiento indicado aunque eventualmente lo
reservamos para los casos cronicos en los que se requiere
la identificacion del germen y evaluar su sensibilidad a los
antibidticos por la sospecha de posibles resistencias y para
cuando existe la sospecha de otitis media. En opinion de
los autores seria una alternativa para utilizar en pacientes
crénicos y no en todos los casos de otitis, en la mayoria
de los cuales con la utilizacién de la citologia y tincién
de Gram los datos que se obtienen son suficientes para
instaurar una terapéutica adecuada.

EXAMEN OTOSCOPICO

Se emplea para detectar cuerpos extrafios, determinar si
hay otitis media y valorar que tipo de lesiones, exudados y
cambios patologicos progresivos han ocurrido. También se
debe determinar el grado de estenosis porque las alteracio-
nes del tamafio luminar pueden contribuir a supervisar el
tratamiento.El tipo de secrecion puede ser un indicio sobre
los factores primarios o perpetuantes intervinientes.

Los detritos que parecen granos de café secos son tipi-
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Tabla 2. Causas primarias
CAUSAS

PRIMARIAS
PARASITOS

MICROORGANISMOS

Otodectes cynotis
Demodicosis

Sarna sarcoptica

Sarna notoédrica

Otobius megnini
Eutrombicula aldreddugesi

Dermatofitosis
Sporothrix schenckii

HIPERSENSIBILIDADES

DESORDENES DE LA
QUERATINIZACION

ALTERACIONES
GLANDULARES

ENFERMEDADES
AUTOINMUNES

VIROSIS

cos de otocariasis. La secrecion marréon humeda tiende a re-
lacionarse con cocos y levaduras. Los exudados purulentos
cremosos o amarillos son mas comunes en las infecciones
con gramnegativos, los detritos céreos grasientos, amari-
llos a pardos son tipicos de la otitis ceruminosa a veces
observada con la Malassezia. Las secreciones ceruminosas
a menudo aparecen en los desordenes alérgicos cronicos
glandulares y de la queratinizacion (3).

En los ultimos afios se ha puesto a punto en nuestro
pais una técnica diagnostica innovadora como lo es la
otoendoscopia, que permite, fundamentalmente por la
amplificacion y nitidez de las imagenes que se logran,
visualizar claramente las estructuras normales y los cam-
bios patologicos del oido externo y fundamentalmente las
alteraciones que se pueden producir a nivel de la membrana
timpanica (2, 9, 10).

Respecto a la otitis media se puede diagnosticar me-
diante el otoscopio, observando la ruptura de la membrana
timpanica o bien la convexidad de la misma y el cambio
de coloracion de rosa a morado. Generalmente la ruptura
o perforacion del timpano es indicativo de otitis media

Si no contamos con un otoscopio podemos hacer uso

Atopia

Alergia alimentaria

Contacto

Reacciones medicamentosas

Dermatitis alérgica por picadura de pulgas

Seborrea idiopatica primaria
Hipotiroidismo

Desequilibrio de hormonas sexuales
Produccion anormal de cerumen
Cuerpos extraios

Pelos que impiden la aeracion

Hiperplasia apocrina

Hiper o hipoplasia sebacea
Alteracion del volumen secretorio
Secreciones modificadas

Lupus eritematoso
Pénfigo foliaceo
Pénfigo eritematoso

Virus de moquillo canino

de la aguja de Spreull o un instrumento similar de punta
roma . Sila membrana timpanica esta rota oiremos un ruido
que se produce al chocar el metal con la pared opuesta de
la bulla. A través de la radiografia simple o contrastada
evaluamos el contenido de la bulla timpanica que normal-
mente es radio licida, transformandose en radio densa por
su contenido purulento. Ademas, en la otitis media las
paredes de la bulla se encuentran engrosadas.

Para lograr el contraste se inyectaba en el CAE una
solucion aceitosa (lipiodol). Si la membrana timpanica
se halla rota la imagen radiografica muestra el pasaje de
la sustancia opaca a la cavidad timpanica. Esta técnica se
halla superada por el uso de otoendoscopia.

TRATAMIENTO

Aunque el tratamiento no se corresponde con el objeti-
vo de este articulo, creemos que es oportuno comentar que
consideramos que deberia basarse en un método simple y
logico, que se podria resumir en los siguientes pasos:

1. Limpieza del/los oido/s con soluciones no oto-
toxicas y de ser posible bajo sedacion o anestesia general
segun la gravedad del caso.
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Tabla 3. Factores perpetuantes

FACTORES
PERPETUANTES
BACTERIAS

LEVADURAS

CAMBIOS
PATOLOGICOS
PROGRESIVOS

OTITIS MEDIA

2. Tratamiento local con las soluciones topicas
adecuadas para cada caso, basandonos inicialmente en
los resultados del examen clinico general, la otoscopia y
el examen citoldgico de los exudados.

3. Tratamiento con antibidticos sistémicos y/o glu-
cocorticoides orales en los casos que asi lo requieran.

4.  Tratamiento de las posibles complicaciones:
estenosis del conducto auditivo externo y otitis media.

5. Cirugia, para disminuir el dolor y permitir un
mejor drenaje del conducto auditivo externo.
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LEPTOSPIROSIS HUMANA: ESTUDIO
EPIDEMIOLOGICO Y AISLAMIENTOS DE
CEPAS DE CANINOS A RAIZ DE UN CASO FATAL

HUMAN LEPTOSPIROSIS: EPIDEMIOLOGIC
STUDY AND ISOLATION OF A STRAIN OF
FATAL CASE FROM DOGS

R Caminoa!, D Passaro', V Schamunn', JC Garcia?,
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"Laboratorio Central de Salud Publica Provincia de Buenos Aires,
“Hospital de Magdalena, *Zoonosis de municipalidad de Magdalena.

La Leptospirosis es una zoonosis de
gran difusion en el mundo producida por
bacterias del género Leptospira. Dichas
bacterias pertenecen taxonomicamente
al orden Spirochaetales y presentan tres
caracteristicas esenciales: disposicion
helicoidal del citoplasma alrededor de
un filamento axial, extrema flexibilidad
vy gran movilidad. El hombre es un hos-
pedador accidental y final de la cadena
epidemiologica pues la transmision
directa de persona a persona es rara.
Las manifestaciones clinicas en los in-
dividuos afectados varian desde casos
inaparentes hasta casos mortales. La
enfermedad cursa con fiebre repentina,
cefaleas escalofrios, mialgias, especial-
mente en las pantorrillas y muslos, con
inyeccion conjuntival. Este cuadro puede
agravarse, dando insuficiencia hepatore-
nal, trastornos meningeos y respiratorios,
hemorragias y muerte. El objetivo de este
trabajo es informar las acciones realiza-
das y los resultados obtenidos a partir de
un caso fatal ocurrido en la localidad de
Magdalena, Provincia de Buenos Aires,
Argentina en el verano del 2004.

Leptospirosis-humano-canino

Abstract Leptospirosis is a zoonosis of great

diffusion in the world taken place by
bacterias of the gender Leptospira. This
bacterias belong taxonomically to the
order Spirochaetales and they present
three essential characteristics: helical
disposition of the cytoplasm around a
filament axial, extreme flexibility and
great mobility. The man is an accidental
and final host of the epidemic chain
because person’s direct transmission
to person is strange. The clinical ma-
nifestations in the affected individuals
vary from cases with no clinical signs
until mortal cases. The illness studies
with sudden fever, migraines chills,
muscular pain, especially in the calves
and thighs, with conjunctival injection.
This signs can be increased, giving
inadequacy hepatorenal, dysfunctions
meninges and breathing, hemorrhage
and death. The objective of this work
is to inform the carried out actions and
the results obtained starting from a fatal
case happened in Magdalena's town,
Buenos Aires Province, Argentina in
the summer of the 2004.

Key Words Leptospirosis-human-dog
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INTRODUCCION

La Leptospirosis es una zoonosis de gran
difusién en el mundo producida por bacterias del
género Leptospira. Dichas bacterias pertenecen
taxonomicamente al orden Spirochaetales y pre-
sentan tres caracteristicas esenciales: disposicion
helicoidal del citoplasma alrededor de un filamento
axial, extrema flexibilidad y gran movilidad. Estos
movimientos son de 4 tipos: rotacion, traslacion,
flexion y perforacion en medios semisolidos. Esta
propiedad seria la responsable de la penetracién
de las Leptospiras a través de la piel y mucosas.
Debido a su extrema delgadez (0,1um de espesor)
atraviesan los filtros de membrana esterilizables con
tamario de poro de 0,22 ym.

El género Leptospira en la actualidad se divide
en varias especies: L. interrogans, L. borgpetersenii,
L. noguchii, , L.santarosai, L. alexanderi, L. kirschne-
ri, L. meyeri, L. fainei, L. Weilii, L. inadai, L. biflexa,
L. wolbachii, L. parva (16,17,18,19), pero desde el
punto de vista serolégico se mantiene la clasificacion
en 2 especies: L. interrogans agrupa a todas las Lep-
tospiras patdégenasy L. biflexa que relne a todas las
formas no patdgenas de vida libre o acuicola.

La especie L.interrogans esta formada por 25
serogrupos que contienen a mas de 250 serovares
(1). Algunos serogrupos de Leptospiras estan asocia-
dos a determinadas especies animales (Canicola a
perros; Pomona, a cerdos, Icterohaemorrhagiae a las
ratas y sejroe a bovinos). Aunque cada uno de estos
serogrupos pueden infectar a otros hospedadores.

El hombre es un hospedador accidental y final
de la cadena epidemioldgica pues la transmision
directa de persona a persona es rara. Las manifes-
taciones clinicas en los individuos afectados varian
desde casos inaparentes hasta casos mortales. La
enfermedad cursa con fiebre repentina, cefaleas es-
calofrios, mialgias, especialmente en las pantorrillas
y muslos, con inyeccion conjuntival. Este cuadro
puede agravarse, dando insuficiencia hepatorenal,
trastornos meningeos y respiratorios, hemorragias
y muerte.

Los datos de laboratorio indican eritrosedi-
mentacién acelerada superior a 50 mm durante la
primera hora, neutrofilia y discreta plaquetopenia,
entre otros.

El diagndstico final se realiza con la ayuda del
laboratorio especifico que incluye: aislamiento del
agente con técnicas y medios de cultivo especiales,
y serologia especifica para Leptospirosis.

En Argentina las comunicaciones sobre ais-
lamientos no son frecuentes. En el periodo 1934-
1996 se aislaron a partir de muestras de animales
y humanas cepas pertenecientes a los serogrupos

Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona, Ballum,
Grippotyphosa, Bataviae, Sejroe, Pyrogenes, Ta-
rassoviy otras L. interrogans no identificadas. En el
mismo periodo se aislaron numerosas cepas de la
especie biflexa de fuentes ambientales (4).

La transmision se realiza a través del contacto
con orina o elementos contaminados con ella (agua,
barro, alimentos, vegetales) de animales infectados.
Las Leptospiras se reproducen en los riflones de los
animales, se eliminan con la orina contaminando el
medio desde donde otros animales susceptibles se
infectan.

La reactividad seroldgica en perros urbanos
de distintas localidades de la Republica Argentina,
indica valores que oscilan entre el 10 y el 60% (3,
4,5, 6,9, 11). En esta especie pocos animales son
diagnosticados clinicamente porque la infeccion pasa
inadvertida por sus duefios. Estos desconocen que
poseen perros eliminadores de Leptospiras y sélo el
analisis de laboratorio puede demostrarlo.

El objetivo de este trabajo es informar las
acciones realizadas y los resultados obtenidos a
partir de un caso fatal ocurrido en la localidad de
Magdalena, provincia de Buenos Aires, Argentina
en el verano del 2004.

MATERIALES Y METODOS

A principios de enero del afio 2004 se recibe
en el Departamento Infectocontagiosos del Labo-
ratorio Central de Salud Publica de la Provincia de
Buenos Aires, una muestra de suero, proveniente
del Hospital Municipal de Magdalena. La muestra
correspondia a un individuo masculino de 28 afios de
edad, con diagnostico clinico de Leptospirosis.

El paciente domiciliado en la zona urbana de
la localidad de Magdalena, obit6 a las pocas horas
de habérsele realizado la extraccion.

En nuestro laboratorio se realizaron los anali-
sis correspondientes y se confirmo serolégicamente
la presuncion diagnostica.

Magdalena es una localidad distante a 50 km
al sur de la ciudad de La Plata, capital de la provincia
de Buenos Aires sobre la ruta provincial n® 11. Posee
una poblacion de 16.495 habitantes (6), la actividad
econdmica principal es agricola ganadera, con una
tasa de prevalencia de Leptospirosis humana de
6,06/100.000 en la poblacién total y de 13,5/100.000
en la poblacién masculina (10).

Para realizar el estudio del caso se planifica-
ron las tareas epidemiolégicas conjuntas con el De-
partamento de Zoonosis de la mencionada localidad:
se confeccion6 una ficha epidemioldgica con datos
de la enfermedad para casos humanos y otra para
los datos de los canidos conviventes en la casa del
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occiso. Se buscaron rastros, presencia o evidencia
de roedores en el domicilio del enfermo y lugares
donde habia concurrido durante los ultimos 15 dias
al inicio de los sintomas.

Se obtuvieron muestras de suero de 39
familiares y vecinos asintomaticos. Del total de las
personas examinadas a 23 se les pudo realizar una
segunda extraccion sanguinea para lo obtencién de
suero (a los 7 dias de realizada la primer toma de
muestra). Se extrajeron muestras simples de sueros
de 69 caninos y 2 muestras de orina de perro para el
cultivo en un intento de aislamiento de Leptospiras
(los sueros se mantuvieron a -19 °C hasta la reali-
zacion de las pruebas seroldgicas.)

Las pruebas seroldgicas realizadas fueron:

a) Antigeno termoresistente (Ag TR)

Este antigeno se realizé cultivando una cepa
de Leptospira interrogans sv pomona, Pomona en
500 ml de medio Tween Albumina 80 (EMJH) por
10 dias a 30 °C. Se agreg6 formol al 1% y se cen-
trifugd a 10.000 revoluciones. Luego de 2 lavados
con solucién salina buferada (PBS) se recolecto en
20 ml de la misma solucion. Esta concentracion de
leptospiras muertas por formol, se calenté a bafo
Maria de 100 °C durante 30 min con agitacién manual
continua. Una vez a temperatura ambiente, se llevo
a una concentracion del tubo n° 10 de la escala de
Mc Farland con PBS. Se mantuvo a 4 °C hasta su
utilizacion (7).

Para realizar la prueba se coloco sobre un
espejo 25 yl de suero problema con 25 pl del Ag TR,
se homogenizo con un palillo plastico realizando una
aureola de 25 mm de diametro. Con movimientos
continuos rotatorios se mantuvo la reaccion durante
4 minutos, realizando la lectura a ojo desnudo.

Una reaccion positiva se manifestd con la
formacién de grumos en la mezcla suero-antigeno.
El liquido sobrenadante quedd claro y la agitacion
suave por balanceo del espejo no rompid los grumos
formados en el borde de la gota. La reaccion negativa
fue aquella en que la suspension suero-antigeno
gqueda con aspecto levemente lechoso y la agitacion
suave no revela la presencia de grumos. Como testi-
go se utilizé paralelamente la misma prueba con un
suero positivo y otro negativo.

b) Prueba de microaglutinacién con anti-
genos vivos (MAT)

Se enfrenté cada suero a una bateria de an-
tigenos de Leptospiras consistente en cultivos vivos
de Leptospiras sembrados en medio EMJH, con un

desarrollo de 7 a 15 dias, se utilizd la microtécnica,
utilizando microplacas descartables en PST de 96
pocillos fondo en U (1).

La dilucién de los sueros en PBS fue de 1/50
para sueros humanos y 1/100 para los sueros cani-
nos. A los sueros reactivos se le realizaron dilucio-
nes en PBS en progresiéon geométrica de 2. Cada
reaccion fue acompafada con un testigo negativo de
cada antigeno de L. interrogans empleado. Luego
de homogeneizar la mezcla de antigeno-suero, se
incubd durante 60 min a 37 °C en una incubadora
para 8 placas. La lectura se realiz6é colocando 3 pl
de la mezcla Antigeno-Suero sobre portaobjeto y
se observd con microscopio binocular con 160x y
condensador de fondo oscuro humedo. Se considerd
reactiva positiva aquella reaccion que aglutinaba el
50% o mas de leptospiras respecto al testigo nega-
tivo (200 leptospiras por campo).

Los antigenos empleados para enfrentar los
sueros humanos fueron con las siguientes sero-
grupos (cepas entre paréntesis): australis (Ballico),
ballum (Castellon 3), Icterohaemorragie, (RGA),
canicola (Hound Utrech IV), pomona (Pomona),
grippotyphosa (Moskva V), bataviae (swart), wolffi
(3705 o Hardjoprajitno), pyrogenes, (Salinem), vy
tarassovi (Perepelicin).

Serogrupo Serovar Cepa
AUSTRALIS Australis Ballico
BALUM Castellonis Castellon 3
BATAVIAE Bataviae swart
CANICOLA Canicola Hound Utrech 4
GRIPPOTYPHOSA Grippotyphosa Moskva 5
ICTEROHAEMORRHAGIAE  Icterohaemorrhagiae | RGA
POMONA Pomona Pomona
PYROGENES Pyrogenes Salinem
SEJROE Wolffi 3705
TARASSOVI Tarassovi Perepelicin

Para los sueros caninos se utilizaron los
antigenos: Ballum, Canicola, Icterohaemorragiae,
Pomona, Pyrogenes y Tarassovi (3).

Para los urocultivos se eligieron dos caninos
que tuvieron el mayor titulo a la MAT. Uno pertene-
ciente al enfermo y otro a un vecino. La extraccion
de la orina se realizd por punciéon vesical, previo
rasurado, desinfeccion de la zona post umbilical, en
la linea media del abdomen, con jeringa de 5 mly
aguja 50/8 estériles.

Se tomaron 3 ml de orina e inmediatamente se
colocaron 0,5 ml en un frasco ampolla virolado con
tapa de goma conteniendo 5 ml de medio Fletcher.
Se mantuvo a temperatura ambiente hasta la llegada
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al laboratorio, 24 h después de la extraccion. Se sem-
braron alicuotas de 0,5 ml a 3 tubos conteniendo 7 ml
de medio EMJH con 200 pg/ml de 5-Fluorouracilo (5
FU) y a otros 3 tubos con medio Fletcher se incuba-
ron a 30 °C hasta la observacion de desarrollo. Estas
se realizan semanalmente en fresco tomando 30 pl,
entre portaobjetos y cubre objetos con condensador
de fondo oscuro hiumedo y un aumento de 25 x de
objetivo y 10x de ocular.

Inmediatamente de la observacién del desa-
rrollo se repicaron en medio EMJH y se enviaron
para su tipificacion al Laboratorio del Departamento
de Leptospirosis de DILACOT- SENASA.

RESULTADOS

El paciente fallecido mostré sintomas compa-
tibles con leptospirosis: cefaleas, ictericia, mialgias
generalizadas, fiebre superior a 39 °C, neumonia
e insuficiencia respiratoria. En los lugares frecuen-
tados por el mismo no se evidenciaron rastros de
roedores.

Muestras humanas

Se estudiaron 40 personas, salvo el caso guia,
todos sin evidencia de sintomas clinicos. Del total
estudiado, en 23 (57,5 %) se les pudo realizar una
segunda muestra serolégica a los 7 dias. En el primer
analisis resultaron positivas 5 muestras (12,5%) a la
prueba con el antigeno TRy 4 (10%) a la MAT. En el
analisis de la segunda muestra de la paciente con
suero MAT negativay el TR positivo, la misma resultd
positiva a ambas pruebas. (ver Grafico 1)

Muestras serolégicas caninas

Se realizaron dos estudios

Grupo 1: Muestras de caninos que convivian
con el enfermo con muestras de caninos de los veci-
nos del caso: Se estudiaron 19 caninos obteniéndose
12/19 (63,15%) de seroreactividad (Cuadro 1).

Grupo 2: Muestras de caninos del resto de la
poblacion de Magdalena):

Se extrajo sangre a 51 perros obteniéndose
6/51 (11,76%) de seroreactividad (Cuadro 1).

Urocultivos

Observacion directa de las 2 orinas con fondo
oscuro: se pudo apreciar escasa cantidad de elemen-
tos leptospiriformes méviles en ambas muestras.

Cultivos de orina: en ambos cultivos de orina
se aprecio un desarrollo de leptospiras a los 25y 30
dias de incubacion respectivamente. Ambas cepas
pertenecen al serogrupo Canicola.

DISCUSION

La leptospirosis humana rural se asocia al
contacto con la orina del ganado durante las acti-
vidades propias del manejo animal, al contacto con
la orina de los roedores, y la inmersion en aguas
contaminadas, en cambio las fuentes de contami-
nacién en las zonas urbanas son, las inundaciones,
los roedores y el contacto accidental con orina de
perros infectados, entre otras (11). En este estudio
se trataria de un brote humano con punto de partida
en la contaminacion accidental con orina de caninos
que convivian estrechamente con la familia.

De los cinco familiares del enfermo, tres (su
esposa y dos de sus hijos de 1y 3,5 afios de edad
fueron reactivcos serolégicamente pero asintoma-
ticos. La esposa acostumbra estar descalza y los
nifos juegan en el patio de cemento, muchas veces
también descalzos donde los perros depositan sus
deyecciones. Es de hacer notar que el menor de un
afio gateaba en el mismo patio.

A los tres pacientes positivos al TR, se les
administré ampicillina por via oral durante 7 dias.

El caso guia de 28 afios de edad fallecié con
sintomas y titulo compatibles con Leptospirosis a los
5 dias de iniciados los sintomas.

A pesar de que otros caninos del barrio fueron
eliminadores de Leptospiras no ocasionan enfermos
aparentes.

Se logro aislar dos cepas a partir de orina de
caninos pertenecientes al serogrupo Canicola.

Todos los perros serolégicamente reactivos,
fueron tratados con oxitetraciclina 25 mg/kg en un
intento de evitar la diseminacioén de leptospiras por
la orina.

Una vez mas se demuestra que la precocidad
en el diagndstico de la enfermedad permite realizar
el estudio del foco, determinar el origen del mismo,
encontrar otros pacientes infectados, y realizar me-
didas preventivas y de educacién para la salud para
evitar la ocurrencia de otros enfermos.
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Tabla I Prueba de MAT en perros de Magdalena: Grupos 1y 2

reactivos % | No reactivos %
Machos | 6/1060 3/27 11,11
Hembras | 6/9 66,66 3/24 12,5
Total 12/19 63,15 |6/51 11,76

Grafico 2. Caninos de Magdalena. Grupo 1.

Grafico I Prueba de MAT en pacientes humanos de Magdalena
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Tabla II. Caninos Magdalena Grupo 1

Positivos/examinados (%)

Grupo

etareo Machos Hembras Total

<1 0/0 1/1 (100) 1/1 (100)

1 1/1 (100) Y2 (50) 2/3 (66.66)

2al 1/3 (33.33) 1/1 (100) 2/4 (50)

4ab 2/4 ( 50) 0/1 5/7 (71.42)

6a7 0/0 0/1 0/1

8a13 0/0 0/0 0/1

Sin Datos [ 2/2 (100) 0/0 2/2 (100)

Total 6/10 (60) 6/9 (66,66) 2/2 (100)
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Vacunacion animal

Parte 1: desarrollo, produccién y utilizacién de vacunas
Parte 2: aspectos cientificos, econémicos, reglamentarios y
socio-¢éticos

P.-P. Pastoret, M. Lombard & A.A. Schudel (edits)

Revista cientifica y técnica Volumen 26 (1), abril de 2007 & Volumen 26
(2), agosto de 2007

La vacunacion, cuando esta disponible, es el medio mas rentable para prevenir y
controlar, incluso erradicar, enfermedades infecciosas. En los tltimos afos se ha
utilizado con otros fines en el bienestar y la produccién animales, por ejemplo la
inmunocastracion. Las vacunas son mas que la mera lucha contra enfermedades
infecciosas. La vacunacion ayudara a cumplir los objetivos enunciados en la De-
claracion del Milenio (2005), considerando la revolucion ganadera que se avecina.
La percepcion y desaprobacion del gran publico de medidas de profilaxis veterina-
ria, como el sacrificio masivo de rebafios para controlar enfermedades epizooéticas,
contribuyen a plantear la vacunacion como alternativa. También los progresos de la
vacunologia veterinaria, como la elaboracion de vacunas con marcador serologico.
Este nimero de la Revista cientifica y técnica de la OIE aspira a proporcionar
informacion general de utilidad, en lugar de prolijas descripciones técnicas de
enfermedades o vacunas concretas.

Directrices FAO/OMS/OIE sobre vigilancia, gestion,
prevencion y control de la TRIQUINELOSIS

por J. Dupouy-Camet & K.D. Murrell (edits)

FAO/WHO/OIE
/ W Guidelines
La triquinelosis es una enfermedad parasitaria que constituye una amenaza para &5 AN for the
la salud publica. Hasta fechas recientes se pensaba que no tardaria en dejar de R \ surveillance,
plantear problemas en ese ambito, pero cada vez esta mas claro que sigue siendo : ] a1\ management,
peligrosa desde el punto de vista de la inocuidad de los alimentos, sobre todo en e x |  Prevention

and control
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zonas que no disponen de muchos recursos. Aunque el paradigma clasico respecto
a la triquinelosis humana afirma que la funcién del hombre como huésped es la de
una “via muerta”, que contrae Trichinella spiralis por ingestion de carne de cerdo
infestada, este patron epidemiologico caracteristico se ha alterado sustancialmente
en los ultimos afios. Se sabe ahora que hay por lo menos ocho especies de Trichine-
lla, y que el ser humano puede resultar infectado por carnes diversas, entre otras la
de caballo, caza, aves e incluso reptiles. Aunque el ciclo doméstico (con inter-
vencion de cerdos domésticos) sigue constituyendo una de las grandes fuentes de
peligro, ha aumentado sobremanera la intervencion de cerdos salvajes y animales
domésticos no porcinos, cosa que ha obligado a revisar las ideas clasicas sobre
epidemiologia, vigilancia y control de la triquinelosis.
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