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Biofilm de L. monocytogenes

EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE FORMACION DE
BIOPELICULA DE Listeria monocytogenes AISLADAS DE
CAMARAS FRIGORIFICAS

Copes J!, Brusa V2, de la Torre J?, Pellicer K!

Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, Facultad de Ciencias Veterinarias UNLP,
Buenos Aires, Argentina. 2IGEVET - Instituto de Genética Veterinaria “Ing. Fernando N.
Dulout” (UNLP-CONICET La Plata), Facultad de Ciencias Veterinarias UNLP, Buenos Aires,
Argentina.
jeopes@fcv.unlp.edu.ar

Resumen: El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad de formacién de biopeli-
culas de nueve cepas de L. monocytogenes en superficies de acero inoxidable. Se utilizaron
9 cepas de L. monocytogenes aisladas de paredes de camaras frigorificas. Cada cepa se
inoculd en tubos conteniendo caldo cerebro corazén y una seccién de acero inoxidable, los
que fueron incubados a 3 °C. Luego de 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas de incubacién
se realizo6 el recuento bacteriano de la seccion de acero. El 55,5 % de las cepas aisladas,
fueron capaces de producir biopeliculas y una cepa mostré crecimiento a todas las horas
de muestreo. A las 120 horas las biopeliculas mantuvieron la concentracién bacteriana
dentro de un mismo logaritmo (1,04 a 1,89 log UFC/cm?), esto indicaria la persistencia del
peligro en las camaras de refrigeracién. Se considera importante que todo establecimiento
tenga en plan de muestreo el aislamiento e identificacién de Listeria spp.

Palabras clave: biopelicula, Listeria monocitogenes, camaras frigorificas

EVALUATION OF THE BIOFILM FORMATION CAPACITY OF
Listeria monocytogenes STRAINS ISOLATED FROM COLD
ROOMS

Abstract: The aim of this work was to evaluate the biofilm formation of nine L.
monocytogenes strains from stainless steel surfaces. Nine strains of L. monocytogenes
isolated from abattoir cold chamber walls were used. Each strain was inoculated into tubes
containing Brain Heart Broth and a stainless-steel section, and were incubated at 3°C.
After 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 and 120 hours of incubation, the bacterial count of the steel
section was performed. Fifty-five fifty percent of the strains isolated produced biofilms and
one strain showed growth at all sampling times. At 120 hours, the biofilms maintained the
bacterial concentration within the same logarithm (1.04 to 1.89 log CFU/cm2), this would
indicate the persistence of the hazard in the cool chamber. It is considered important that
every abattoir have a sampling plan for the isolation and identification of Listeria spp.

Key Words: biofilm, Listeria monocitogenes, abattoir cold chamber
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INTRODUCCION

Listeria monocytogenes tiene la capacidad de resistir condiciones extrinsecas adversas,
como temperaturas entre 1°C y 45 °C, pH 4,4-9,4 y concentraciones NaCl de 8 a 10 % (16). Es-
tas caracteristicas junto con su resistencia a los desinfectantes le confieren una gran capacidad
de adaptacion y de formacion de biopeliculas o biofilms (20). La listeriosis es una enfermedad
transmitida por alimentos (ETA) de baja frecuencia y que en algunos casos puede revestir grave-
dad y producir la muerte (17). La dosis infectiva atin no esta claramente definida, sin embargo,
la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos informé que la ingesta
de hasta 100 células no afecta la salud de los consumidores sanos (9). Los grupos de riesgo son
mujeres embarazadas (produce abortos, natimortos y nacimientos prematuros) y pacientes in-
munodeprimidos (tratamientos contra el cancer, trasplantados, personas enfermas de sida y los
ancianos) en los cuales se presenta con un cuadro invasivo con infeccion sistémica, septicemia
y encefalitis conduciendo a la muerte o en su defecto puede dejar secuelas neurolégicas (15). En
personas que no pertenecen a los grupos de riesgo, una infecciéon de L. monocytogenes causa
cuadros de gastroenteritis febriles leves similares a una gripe (14).

Desde el punto de vista de la higiene y la salud alimentaria y publica, L. monocytogenes es
un organismo que se considera prioritario en los planes de analisis de peligros y puntos criticos
de control (HACCP, Hazard Analysis and Critical Control Points) implementado en la industria
alimentaria, como asi también en los planes de prevenciéon de enfermedades de las instituciones
sanitarias (3). Debido a esto, es importante el desarrollo de sistemas experimentales que simu-
len efectivamente las condiciones del ambiente de procesamiento de alimentos, ya que dichos
estudios pueden hacer una gran contribucién al conocimiento de los factores que influyen en la
formacién de biofims tanto de L. monocytogenes como de muchos otros patégenos transmitidos
por los alimentos, y ayudar en la erradicaciéon de los mismos mediante el desarrollo de estrategias
de control efectivas para obtener un alimento inocuo (1).

Los mecanismos de resistencia de L. monocytogenes a los desinfectantes, son la capacidad
de adaptacién y la formacién de biopeliculas. Para lograr un exitoso control del microorganismo,
es condicién indispensable cumplir con exactitud los protocolos de limpieza y desinfeccion (13). La
capacidad de Listeria spp. para formar biopelicula sobre superficies tales como acero inoxidable,
plastico, tefléon y vidrio han sido previamente informada (1, 6, 11, 20).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad de formacién de biopeliculas de
nueve cepas de L. monocytogenes en superficies de acero inoxidable.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas. Se utilizaron 9 cepas de L. monocytogenes aisladas de acero inoxidable
que recubre las paredes de camaras frigorificas, que contenian medias reses bovinas (10). Las
cepas fueron conservadas en tubos crioviales a -70 °C.

Preparacion de los bioensayos: Cada una de las cepas aisladas se inocularon en 8 tubos
que contenian 10 ml de caldo cerebro corazén (Lab. Britania, Argentina) y una seccion de acero
inoxidable (Al) estéril. A los 72 tubos se les adicion6 un mililitro de inéculo (103-104 ufc/ml) y
se incub6 a 3 °C durante 120 horas. A las 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas de incubacién
se extrajo la superficie y se procedi6 al recuento bacteriano (6). La superficie incubada trasladé
a un tubo con 10 ml de solucion fisiolégica y se le realizaron 4 lavados de 15 segundos con un
agitador vortex Vicking modelo 6005 (Vicking, Buenos Aires, Argentina). Se extrajo la superficie
con una pinza Kocher y se realiz6 un hisopado en una cara. Antes de la inoculaciéon en medio
sélido, el hisopo fue mezclado con 5 ml de solucién fisiolégica durante 1 minuto. Se inoculé 0,1
ml en superficie en agar recuento en placa (Britania, Buenos Aires, Argentina) y se incub6 a
35 °C durante 48 horas. Para el recuento se utilizé la siguiente formula: Nimero de UFC/cm? x
la cantidad de ml de diluyente/superficie del area hisopada.

El analisis estadistico se realiz6 con el analisis de la Varianza (ANOVA) y el test de compa-
racion de medios, Fisher LSD, con niveles de significacién de 0,05 y 0,01. Para el analisis esta-
distico de los datos se utiliz6 el programa Infostat (Universidad Nacional de Coérdoba). Se empled
un nivel de significacién de p<0.05.
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RESULTADOS

Cinco de las cepas identificadas como Lama 1502-1503-1504-1505-1508, fueron capaces
de producir biopeliculas en la superficie de acero inoxidable utilizada en este estudio. Las cepas
restantantes (L. monocytogenes 1501, 1506, 1509 y 1510) no desarrollaron ningun tipo de creci-
miento en la superficie de acero inoxidable durante las 120 horas de incubacion. Este resultado
muestra que el 55,5 % de las cepas aisladas, poseian la capacidad de producir biopeliculas. Las
cepas L. monocytogenes 1503 y 1505 crecieron en todos los horarios de toma de muestra. La
mayor concentraciéon bacteriana fue para la cepa 1503 fue de 1,74 log UFC/cm? y la menor con-
centracion de 1,52 log UFC/cm?.

La cepa L. monocytogenes 1508 registré recuento a partir de las 6 horas. La mayor concen-
tracion bacteriana la mostré a las 6 horas de incubacién (1,64 log UFC/cm?) el mismo también
se obtuvo a las 24, 72, 96 y 120 horas. La menor concentracién fue a las 12 y 48 horas de incu-
bacion (1,52 log UFC/cm?). En esta cepa se observo un crecimiento irregular dentro del tiempo
de incubacién (0,12 log). La cepa L. monocytogenes 1504 mostr6 a las 12 horas de incubacién,
una concentracion de 1,89 log UFC/cm?. Este fue el mayor valor obtenido durante todo el tiempo
de incubacion.

La cepa L. monocytogenes 1502 registré recuento a partir de las 72 horas. La mayor con-
centracion bacteriana la mostré a las 72, 96 y 120 horas de incubacién (1,04 log UFC/cm?2).

No se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre las cepas utilizadas.

DISCUSION

Elresultado obtenido en este trabajo fue que S cepas (55 %) de L. monocytogenes produjeron
biopeliculas en la superficie de acero inoxidable, incubada a 3 °C durante 120 horas. Este por-
centaje fue menor al 64,5 % informado por Villanueva y col. (2017) y el 100 % de Di Bonaventura
y col. (2008) (8 y 20).

En base a los datos obtenidos en este trabajo, no todas las cepas L. monocytogenes tienen
capacidad de producir biopelicula. Esta incapacidad no es limitante para que estos microorganis-
mos representen un riesgo de contaminacion de los alimentos. La capacidad de L. monocytogenes
en persistir en superficies, esta relacionada con la incapacidad de movimiento y adaptarse a los
nichos ecolégicos existentes (2, 19). Las cepas que poseen la capacidad de formar biopeliculas no
solo resisten cambios extremos en el medio ambiente (ya sea bi6tico o abiético), también tienen la
capacidad de perpetuarse en el nicho y lograr la madurez de la biopelicula, condicién necesaria,
para dispersar “bloques” de bacterias en el medio ambiente (5, (18).

Con respecto al comportamiento observado en las biopeliculas estudiadas en este traba-
jo, no mostraron una alta concentracién bacteriana (1,89 log UFC/cm?2). Un punto importante
observado en el periodo de incubaciéon fue que a las 120 horas las biopeliculas mantuvieron la
concentracién bacteriana dentro de un mismo logaritmo (1,04 a 1,89 log UFC/cm?2), esto indicaria
la persistencia del peligro en las camaras de refrigeracion.

Por ultimo y a modo de conclusion general, se considera importante que todo establecimien-
to tenga en plan de muestreo el aislamiento e identificacién de Listeria spp. Esto seria de gran
ayuda ya que, si se obtiene un aislamiento del microorganismo hay una alta probabilidad que la
bacteria haya formado un biopelicula y pueda esparcirse y contaminar el producto. También, es
determinante para evaluar la efectividad de los POES implementados en la planta, ya que deberan
modificarse para lograr el control de L. monocytogenes.
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Tesina

ESTUDIO DE LA SUSCEPTIBILIDAD A DELTAMETRINA Y
CARBARIL EN POBLACIONES DE Triatoma infestans
PROVENIENTES DE LA LOCALIDAD DE SAN ANTONIO,
DEPARTAMENTO BELGRANO DE LA PROVINCIA DE SAN LUIS

Celi DGL

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, también llamada tripanosomiasis americana, es una enfermedad
potencialmente mortal causada por el parasito protozoo Trypanosoma cruzi. La zona endémica
de la enfermedad se distribuye en 21 paises de América Latina, donde se transmite a los seres
humanos principalmente por las heces de insectos triatomineos conocidos como vinchucas,
chinches o con otros nombres, segin la zona geografica. La infeccién también se puede adquirir
mediante transfusiéon de sangre, transmisién congénita (de la madre infectada a su hijo) y érganos
donados, aunque estos modos de transmisiéon son menos frecuentes.

Uno de los métodos mas utilizados para la prevencion de esta enfermedad, es el control vec-
torial mediante el uso de insecticidas sintéticos de alta eficacia como, por ejemplo, la deltametrina.

En el presente trabajo se investigé el uso de carbaril como insecticida individual y asociado
a deltametrina como método de control vectorial. Es importante aclarar que se tomaron como
referencia teoérica y de contenidos al proyecto de Investigacion y Vinculacién Tecnologica deno-
minado “Caracterizacion de la susceptibilidad a deltametrina, amitraz y carbaril en poblaciones
de Triatoma infestans provenientes de distintas zonas geograficas de Argentina” perteneciente a
la Universidad Catoélica de Cuyo, Sede San Luis, dirigido por el Dr. Martin Dadé.

En el mismo se profundizé el uso racional de insecticidas investigando el uso de carbaril
como método alternativo para el control de distintas poblaciones de vinchucas.

CAPITULO 1
MANEJO Y ACONDICIONAMIENTO DEL VECTOR

Triatoma infestans, conocida comunmente como vinchuca es una de las 137 especies reco-
nocidas de triatomineos. Su importancia radica en ser el vector mas importante de la enfermedad
de Chagas en Argentina debido a su habito doméstico y peridoméstico.

El ambito doméstico son las viviendas precarias, especialmente las construidas con adobe,
en donde el insecto puede ocultarse facilmente de dia y alimentarse con sangre de los habitantes
de noche. El ambito peridoméstico son los corrales de animales criados por los habitantes, tales
como cabras, ovejas, gallinas, gansos y cerdos.

Un habitat preferido por las vinchucas son los corrales de aves, donde se alimentan facil-
mente a pesar que el valor nutricional de la sangre de ave sea menor a la de un mamifero.® **
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1.1)BIOLOGIA
CLASIFICACION CIENTIFICA:

Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Suborden: Heteroptera
Familia: Reduviidae
Subfamilia: Triatominae
Género: Triatoma

Especie: T. infestans

Adulto, Hembra de T. infestans.

1.2) DESARROLLO Y CICLO DE VIDA

Las vinchucas son insectos hematoéfagos, nacen de huevos, cuya postura comienza con
los primeros calores y se prolonga durante todo el verano y parte del otonio(Figura 2). La hembra
deposita cientos de huevos en lugares ocultos, que eclosionan entre los quince y cincuenta dias.
Desde el nacimiento hasta la forma adulta, los triatominos pasan por cinco estadios inmaduros
denominados ninfas, cuya apariencia es similar a la de los adultos, pero mas pequenos y sin alas.
Al ir pasando de estadio en estadio, la ninfa debe desprenderse de un exoesqueleto rigido. Este
proceso, denominado muda, le permite al insecto ir aumentando de tamafno. En la tiltima muda
-después del quinto estadio- aparecen las alas, el insecto adopta el aspecto definitivo y adquiere
la madurez sexual, con lo que el ciclo biologico vuelve a empezar. Este proceso de desarrollo dura
alrededor de ocho meses y la vida de una vinchuca, desde que nace hasta que muere, puede llegar
a alcanzar unos quince meses.!?

"~ CICLO DE VIDA DE LAS VINCHUCAS
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Figura 2: Ciclo de vida de la vinchuca, vector de la enfermedad de Chagas-Mazza.
Fuente: http:/ /www.msal.gob.ar/chagas/index.php/informacion-para- ciudadanos/las-vinchucas oren (P ccess
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Todos los estados son hematofagos y conviven en el mismo habitat. las ninfas requieren una
sola alimentacién a replecion para estimular la muda.

Los triatominos pueden pasar hasta 200 dias sin ingerir alimento, pero durante este tiempo
no podran desarrollarse.

Son mas activos a la noche, donde utilizan distintas claves quimicas CO, y termales (calor)
para ubicar su fuente de alimento al atardecer y buscar escondite al amanecer.*°

En América Latina, el parasito T. cruzi se transmite principalmente por contacto con las
heces o la orina infectadas de triatominos que se alimentan de sangre; pican en zonas expuestas
de la piel, como la cara, y defecan/orinan cerca de la picadura. Los parasitos penetran en el or-
ganismo cuando la persona picada se frota instintivamente y empuja las heces o la orina hacia
la picadura, los ojos, la boca o alguna lesiéon cutanea abierta.

T. cruzi también puede transmitirse por consumo de alimentos contaminados con el parasito;
por ejemplo, por contacto con heces u orina de triatominos o marsupiales; transfusiéon de sangre
o productos sanguineos de donantes infectados; por la transmisién de la madre infectada a su
hijo durante el embarazo o el parto; por el trasplante de 6rganos provenientes de una persona
infectada y por accidentes de laboratorio.

1.3) COMPORTAMIENTO DE LOS TRIATOMINOS

Entre los comportamientos habituales del triatomino o vinchuca podemos encontrar:

Son de habito nocturno. Normalmente cuando los hospedadores duermen, las vinchucas
salen a alimentarse de su sangre. En el dia se esconde en lugares oscuros.

Las podemos encontrar en lugares proximos al hombre y a sus animales. Vuelan poco.

Sus habitats predilectos estan debajo de colchones, en la ropa de cama, techos de paja
y rajaduras de pared. Y también detras de los objetos que cubren la pared como papel, nylon,
calendarios, fotos, cuadros.

Puede resistir prolongados periodos de ayuno, sin alimentarse a veces por meses. Esto tiene
importancia ya que la vinchuca puede permanecer en las casas temporalmente deshabitadas.
Cuando un nuevo morador las utiliza, las colonias de vinchucas se recomponen en nuimero y
densidad a expensas de la sangre de los nuevos habitantes.

Podemos ver en las paredes marcas caracteristicas que son producto de su materia fecal
chorreada (Figura 3). Lo que nos va a permitir saber si hay en la actualidad o ha existido una
infestacion pasada. Esto va a ser un buen indicador de su presencia aunque no se observen en
el lugar o no se localicen sus escondites.

Figura 3: Materia fecal corrida en paredes
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1.4)ESTADO DE LA CUESTION

El avance en los programas de control vectorial en los tltimos tiempos ha producido una
enorme reduccion del namero de casos agudos y endémicas de América Latina. El nimero esti-
mado de muertes anuales en el mundo disminuy6 de 45.000, en la década de 1980, a 23.000 en
la de 1990, y a 7.000 actualmente. El numero estimado de personas con infeccién por T. cruzi
paso6 de 30 millones, en 1990, a entre 6 y 7 millones en 2015.

Sin embargo, de nada sirve el acceso a uno de los dos Unicos farmacos existentes para
la enfermedad, si los esfuerzos logrados en el control vectorial no tienen continuidad. La lucha
contra la enfermedad de Chagas camina con dos piernas que deben ser robustas: el acceso al
diagnéstico y al tratamiento y el control vectorial. Una pierna no puede arrastrar a la otra. Si las
dos no caminan a buen ritmo, la lucha se queda parada, y los avances se vuelven inttiles.

CAPITULO 2
CONTROL QUIMICO DE Triatoma infestans

Las herramientas utilizadas para reducir la incidencia de la enfermedad de Chagas fueron el
control quimico de los vectores, el analisis de sangre de donantes en zonas endémicas, el control
de la transmision congénita y el tratamiento de individuos infectados y casos agudos. 2

Histoéricamente, el control del vector se realizo mediante el rociado de casas/ranchos y sus
peridomicilios con insecticidas con acciéon residual.

En los afnos 50s se utilizaron insecticidas organoclorados como el DDT, el beta-hexacloro-
ciclohexano en el sur de latinoamérica y el gamma-hexaclorociclohexano o Lindano, en el norte.
A fines de los 60s se comenzo6 a utilizar insecticidas anticolinesterasicos como los organofosfora-
dos y carbamatos. Y a principios de los 80s comenzo el uso de piretroides , que fueron y son las
herramientas mas importantes en el control de triatominos debido a sus favorables propiedades
toxicologicas.®?

El uso prolongado de piretroides en las campanas de control de T.Infestans trajo aparejada
la seleccion de individuos resistentes de las poblaciones tratadas, y las fallas de control a campo.
Las primeras evidencias de aparicion de resistencia a insecticidas fue detectada en poblaciones
de Brasil y numerosos focos fueron detectados en Argentina en los afnios subsiguientes.

2.1)TOCOCINETICA DE INSECTICIDAS EN INSECTOS

La interaccion entre el insecticida y el insecto es un proceso complejo. Varios pasos pueden
distinguirse;

Absorcion y penetracion: La via de ingreso mas importante del insecticida en el caso del
control quimico de T. Infestans, es la cuticular; la cual posee diferentes capas de polaridad creciente.

Distribucion: una vez que el insecticida ingreso al insecto es distribuido por medio de la
hemolinfa a todo el organismo del insecto, ya sea libre o unido a proteinas.? Un incremento del
secuestro puede ocurrir cuando enzimas o proteinas del insecto se unen a los insecticidas, trans-
firiendose y alejandose del sitio donde ejercen su accion toxica.

Biotransformacion: Los insecticidas lipofilicos sufren diferentes transformaciones quimicas
mediadas por enzimas que los transforman en compuestos mas polares facilmente excretados
del organismo.

4
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2.2)DEFINICION Y EVOLUCION DE RESISTENCIA
La resistencia es un cambio genético de una poblacién en respuesta a la seleccion por sus-
tancias téxicas, que imposibilita el control en el campo.

2.2.1)RESISTENCIA A INSECTICIDAS

El control insatisfactorio puede explicarse por varias causas biolégicas, genéticas y ambien-
tales, asi como por la evolucion de la resistencia a los insecticidas.Este es un proceso poblacional,
consecuencia de dos factores principales: la presencia de individuos con capacidad hereditaria
para resistir el insecticida (es decir, individuos de baja susceptibilidad) y la presiéon de seleccion
a través del insecticida.?? Para una dosis determinada de compuesto que es aplicada sobre la po-
blacién, una pequeina proporcion de individuos de baja susceptibilidad sobrevive y se reproduce
con éxito. Ante la repetida aplicacion del compuesto,el aumento de la proporcion de insectos to-
lerantes al insecticida resulta en el desarrollo de una poblacion resistente, es decir una poblacion
que ha adquirido la capacidad de tolerar niveles de toxico que serian letales para la mayoria de
los individuos de una poblacién normal de la misma especie.?®* Como resultado visible se observan
fallas de un insecticida para controlar un a poblacion, a pesar de su efectividad en el pasado.?!

Los primeros estudios realizados en Argentina detectaron focos de baja resistencia a delta-
metrina en algunos departamentos de las provincias de San Luis, La Rioja, Mendoza, Catamarca
y Salta; que no comprometen la efectividad del control quimico en el campo.?? En el 2002 las
autoridades del Ministerio de Salud de Argentina informaron que la campana de intervencion con
insecticidas piretroides en el norte de Salta no habia sido efectiva.

El fracaso en el control quimico representa un problema sanitario de gran importancia porque
el aumento en la cantidad de insectos vectores de la enfermedad del Chagas esta directamente
vinculado con un aumento en el niumero de personas infectadas.

CAPITULO 3
SALUD PUBLICA
3.1) LEY NACIONAL

Existen dos leyes a nivel nacional las cuales incluyen dentro de ellas la enfermedad del
Chagas Mazza; Ley Nacional 26.281 (B.O. N° 05/09/07) y Ley 26.279. '

En la Ley Nacional 26.281 (B.O. N° 05/09/07) declara de caracter prioritario la prevencion
y la transmision de las formas de transmision.

“Declarase de interés nacional y asignase caracter prioritario, dentro de la politica nacional
de salud del Ministerio de Salud, a la prevencion y control de todas las formas de transmisién de
la enfermedad de Chagas, hasta su definitiva erradicacién de todo el territorio nacional”.

Sancionada: Agosto 8 de 2007 Promulgada de Hecho: Septiembre 4 de 2007 “La Ley 26.279
trata de patologias en el recién nacido, donde incluye la enfermedad del Chagas”.

3.2)PREVENCION Y CONTROL

Para lograr disminuir los contagios de la enfermedad del “Mal de Chagas” es importante la
prevencion y dentro de esta la educacion sobre los vectores de esta enfermedad.

Hacer controles a embarazadas y a los bancos de sangre. Detectar personas infectadas para
realizarles un tratamiento. “Controlar la proliferacién de vinculas y los espacios donde habitan”.

Cuando hablamos de controlar la proliferacion de vinchucas y de los lugares donde habitan,
estamos hablando del saneamiento de los sitios en los que se puede reproducir y permanecer.

El control quimico se lleva adelante en las viviendas que tienen vinchucas; y consiste en la
aplicacion de insecticidas que eliminan las vinchucas. En cada provincia existe un Programa Provin-
cial de Control del Chagas, el que garantice la distribucién en forma gratuita de los insecticidas, los
insumos necesarios para hacer los analisis y los medicamentos para tratar la infeccion por T.cruzi.
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CAPITULO 4
JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DEL TEMA

En las zonas endémicas de la enfermedad, la via vectorial es la de mayor importancia. En
América Latina, cada afio se registran 30.000 nuevas infecciones causadas por esta via. Cabe des-
tacar, que el 31% de estas infecciones se registran en Argentina y Bolivia. En América del Sur, T.
infestans, representa el principal vector de la Enfermedad de Chagas. Esta condicion esta susten-
tada fundamentalmente por su adaptacion al ambiente humano. El ciclo biologico de desarrollo de
T. infestans se ve favorecido cuando las condiciones de la vivienda o estructuras del peridomicilio
(gallineros, corrales, galpones, etc.) son rudimentarias. La principal estrategia para el control de T.
infestans es el rociado con insecticidas piretroides en los domicilios y peridomicilios de las zonas
endémicas de la enfermedad.

El uso masivo de estos insecticidas provocé un retroceso notable en la distribucion de los
principales triatominos transmisores de T. cruzi, pero también, propicié la aparicién de pobla-
ciones de vinchucas resistentes a piretroides. El fenémeno de resistencia a insecticidas se define
como la facultad de tolerar niveles de exposiciéon a una molécula determinada que en condiciones
normales provocaria la muerte de la mayoria de los individuos.??

4.1)HIPOTESIS

Las poblaciones T. infestans extraidas de la localidad de San Antonio, departamento Bel-
grano, son susceptibles a insecticidas con mecanismos de accion distinto al de los piretroides
como carbaril.

4.2)OBJETO O ASUNTO DE INVESTIGACION
El objetivo general fue establecer una estrategia efectiva para controlar las poblaciones de
T. Infestans a partir del uso de insecticidas alternativos a la deltametrina.

4.3)OBJETIVOS

4.3.1)OBJETIVOS PRINCIPALES

Se investigd y comparo6 la susceptibilidad a los insecticidas deltametrina y carbaril de vin-
chucas pertenecientes a la colonia de la localidad de San Antonio, departamento Belgrano de la
provincia de San Luis y la colonia de referencia provista por el CeReVe.

Se determiné la actividad sinérgica de la combinacion de los insecticidas deltametrina y
carbaril en las poblaciones de vinchucas antes mencionadas.

4.3.2)OBJETIVOS SECUNDARIOS
Se recolectaron colonias de T. infestans provenientes de la localidad San Antonio, departa-
mento Belgrano de la provincia de San Luis, utilizando la técnica de hora/hombre para su estudio.
Se buscaron otras alternativas de insecticidas con capacidad de eliminar ejemplares de T.
infestans provenientes de la localidad de San Antonio, departamento Belgrano de la provincia
de San Luis.

4.4) PROPUESTA METODOLOGICA

Se realiz6 la recoleccion de poblaciones de T. infestans: para la captura de los vectores se
utilizo la técnica de captura hora/hombre, que consiste en investigar en forma sistematica, prolija
y completa, el peridomicilio (cocinas, corrales, gallineros, etc.) de las viviendas por un hombre
durante una hora para determinar la presencia de ejemplares T. infestansy proceder a su captura.

*Luego se formo la colonia con los triatominos capturados: las vinchucas capturadas fue-
ron remitidas al laboratorio de Artrépodos y Vectores (LabArVec), Facultad de Ciencias Médicas,
Universidad Nacional de La Plata. Los insectos fueron colocados en contenedores de plastico de
15 cm de diametro; y la cria de los mismos se realiz6 en condiciones controladas de temperatura
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(28+1 °C), de humedad (50-70 %) y un fotoperiodo de 12:12 horas (luz: oscuridad). Los ejemplares
de T. infestans fueron alimentados con sangre de gallinas una vez por semana.

* Se evalud la susceptibilidad a deltametrina y carbaril en ninfas de T. infestans: lo que
se buscaba era determinar la Dosis Letal50 (DL, ); es decir la dosis necesaria de deltametrina y
carbaril necesaria para matar al 50% de la poblacion de vinchucas en estudio. Para el calculo
de la misma, se siguio el protocolo de la Organizacién Mundial de la Salud !; y fueron utilizadas
ninfas de V estadio de T. infestans con 12-15 dias de ayuno post-ecdisis. Se coloco en forma tépica
de 1 pL del principio activo (deltametrina o carbaril) el cual estaba disuelto en acetona, sobre el
dorso del abdomen de las ninfas. Para la elaboracién de las curvas dosis-respuesta, se evaluaron
dosis crecientes de los dos insecticidas teniendo en cuenta que al menos cuatro de estas dosis
causan entre 10 y 90 % de mortalidad entre las ninfas. Luego de ser aplicado el principio activo,
los insectos fueron dispuestos en recipientes rotulados registrando el estado de los insectos a las
24,48, 72y 168 h.

* El programa POLO Plus nos permitié calcular las DL, de deltametrina y amitraz en las
poblaciones capturadas y, que luego se compararon con las DL50 obtenidas en una poblacién de
referencia susceptible a piretroides: DL, (ninfas capturadas) / DL, (ninfas de referencia). La sus-
ceptibilidad a la deltametrina o carbaril por parte de las poblaciones comparadas se consideran
distintas cuando el resultado sea diferente de 1.

* Se determind el efecto sinérgico de la combinacién de carbaril con deltametrina: para
este bioensayo, 1 h antes de la administracién de deltametrina por via tépica, los insectos fueron
tratados con la maxima dosis evaluada de carbaril que no provoque mortalidad entre los insec-
tos. Luego de transcurrido ese tiempo, la metodologia de trabajo fue similar a la descripta en la
seccion anterior. De esta manera se determiné la actividad del carbaril sobre el efecto letal de la
deltametrina. Para conocer el efecto sinérgico de la deltametrina sobre la actividad letal del car-
baril la metodologia fue similar a la antes mencionada, en este caso se utilizé la dosis maxima de
deltametrina que no provocara mortalidad entre los insectos y se combiné con distintas dosis de
carbaril.

* Para cuantificar el efecto sinérgico de ambos insecticidas se comparo la DL_, obtenida por
el insecticida solo con la DL, de la combinacion de ambos insecticidas: DL, insecticida solo/

sndwes DL, combinacion de insecticidas.
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Tabla 1: Actividad letal de la deltametrina y carbaril en ninfas de T. Infestans de referencia y de
la colonia del departamento belgrano, San Luis.

DLso (ngfi (IC

Farmaco Colonias N= Pendiente
95%)c
Deltametrina Susceptibles 30 74.1 (48.6-165.7) 1.6
San Luis 30 36.9 (25.9-59.4) 1.4
Carbaril Susceptibles 30 684.8 (523.3-864.8) 2.3
San Luis 30 576.1 (225.4-978.7) 1.9
379
Deltametrina Susceptible 30 1.9
(22.2-82.2)
+ Carbaril
232
San Luis 30 1=
(Glssl=2kin)
. 571.6
Carbaril + Susceptibles 30 2:2
. (426.6-726.9)
Deltametrina
452.8
San Luis 30 2.0
(311.6-592.1)

N= Numero de individuos.

DL, (ng/i)=Dosis necesaria para matar el 50% de los insectos (nanogramos por insecto). - IC 95%= Intervalo de confianza
al 95%.

En la Tabla 1 se observan los valores registrados para cada colonia con cada uno de los dos insecticidas estudiados. Para
ambos insecticidas se puede destacar la similitud en las pendientes obtenidas con los insectos de ambas colonias. En
el caso de la deltametrina los valores fueron de 1.6 y 1.4 para la colonia de referencia y la de San Luis, respectivamente.
Mientras que, para el carbaril los valores fueron de 1.9 y 2.3 para la colonia de referencia y la de San Luis, respectiva-
mente. En cuanto a la potencia demostrada por ambos insecticidas, se observa en la Tabla 1 que el mas potente en ambas
colonias fue la deltametrina con valores de DL50 de 74 y 37 nanogramos de insecticida por insecto para la colonia de
referencia y San Luis, respectivamente. En cuanto al carbaril, en la colonia de referencia se necesité6 una dosis 9 veces
mayor a la de deltametrina para conseguir el mismo efecto, mientras que, para la colonia de San Luis se necesitaron 16
veces mas de carbaril que de deltametrina para eliminar al 50% de los insectos.

Tabla 2: Comparacion de la actividad letal de la deltametrina y carbaril de ninfas de T. Infestans.

DLsp (ng/i)e (IC

Farmaco Colonias Na Pendiente
95%)e
Deltametrina Susceptibles 30 74.1 (48.6-165.7) 1.6
San Luis 30 36.9 (25.9-59.4) 1.4
Carbaril Susceptibles 30 684.8 (523.3-864.8) 23
San Luis 30 576.1 (225.4-978.7) 1.9
379
Deltametrina Susceptible 30 1.9
(2252 = 82:2)
+ Carbaril
S
San Luis 30 1.5
(16.3-33.2)
571.6
Carbaril + Susceptibles 30 e
(426.6-726.9)
Deltametrina
452.8
San Luis 30 20
(311.6-592.1)
[- DL50 (ng/i)=Dosis necesaria para matar el 50% de los insectos (nanogramos por insecto). [I- IC 95%= Intervalo de

confianza al 95%.
[1- Cociente entre: DL50 poblacion San Luis / DL50 poblacion referencia.
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En la Tabla 2 se observan los valores de las comparaciones entre las DL50 de ambas colonias. Se registr6 una diferencia
significativa entre las DL50 de ambas colonias para la deltametrina (0.5 (0.25-0.96)), registrandose una mayor suscepti-
bilidad hacia este insecticida por parte de los insectos pertenecientes a la colonia San Luis. Para el carbaril no se obtuvo
una diferencia significativa entre las DL50 de ambas colonias en estudio (0.8 (0.57-1.23). Este resultado indica una
respuesta similar hacia el carbaril por parte de los insectos de ambas colonias.

Tabla 3: Estudio de la actividad sinérgica de la combinacion del piretroide deltametrina con el
insecticida carbaril.

DLsg (ngh)b (lC GSS{]e

Farmaco Colonia
95%)c
74 1
Susceptibles
(48.6-165.7)
Deltametrina
36.9
San Luis
(25.9-59.4)
1.9
379
Susceptibles (121-3.5%%
Deltametrina + (22.2 -82.2)
Carbaril
232 1l
San Luis
(16.3 - 33.2) (0.9-2.6)
684.8
Susceptible
(523.3-864.8)
Carbaril
576.8
San Luis
(225.4-978
.9)
5716 11
Susceptible
Carbaril + (426.6-726.9) (0.8-1.7)
Deltametrina 452.8 i
San Luis
(311.6-592.1) (0.8-1.9)

[1- DL50 (ng/i)=Dosis necesaria para matar el 50% de los insectos (nanogramos por insecto). [I- IC 95%= Intervalo de
confianza al 95%.
[1- GS50=Grado de sinergismo: DL50 insecticida / DL50 insecticida + PBO.

* Diferencia estadisticamente significativa.

En la Tabla 3 se observa el grado de sinergismo de la combinacién de ambos insecticidas.
Solamente en la colonia de referencia la presencia del carbaril, en una dosis subletal, logré ejercer
un efecto sinérgico sobre la actividad letal de la deltametrina (GSS0: 1.9 (1.1-3.5). La presencia
del piretroide en dosis subletales no demostroé tener efecto sobre la eficacia letal del carbaril. Este
comportamiento fue observado en ambas colonias de insectos en estudio (Tabla 3).
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Tabla 4: Estudio de la velocidad del efecto téxico de la deltametrina y el carbaril en ninfas de T.
Infestans.

DLs {ngli)®
(IC 95%)¢
Insecticida Colonia 24 438 72 96
74.1 74.1
s 486 741 74.1
185- 7 (486 —1657) (486—1657) R
Deltametrina _ —~165.7)
36.9 36.9 36.9 36.9
CSL (25.9-59.4) (25.9-59 4) (25.9-59 4) (25.9-9. 4)
17845
1007 .6 684.7
6847
CS (7793 — (523 4-64
(1424 3-226 (523 .4-864.8)
1303.7) 8)
Carbaril 8.6)
1293.8
8815 576.8 576.8(22
CsL (1003.9-166
48) (663.1-1156.8) (2254-9789) 54-78.9)
379 379 37.9
CS 379(222-822)
Deltametrina (222-822) (222-822) (22.2-822)
+ Carbaril 232 232 232
CSL 23.2(16.3-33.2)
(16.3-33.2) (16.3-33.2) (16.3-33.2)
14455
5716 5716 716
CS (1152.1-182
(426.6-726.9) (426.6-726.9) (426.6-726.9)
Carbaril + 1.3)
Deltametnna 1084 4 696.5
452 8
CSL ( 850.3— (5054 — 52.8(311.6-592.1)
(311.6-592.1)
1366.1) 913.3)

[0- DL50 (ng/i)=Dosis necesaria para matar el 50% de los insectos (nanogramos por insecto).
[1- IC 95%= Intervalo de confianza al 95%.

Otro objetivo que se propuso para el presente trabajo fue el de determinar la velocidad del
efecto mortal de ambos insecticidas en las ninfas de T. infestans (Tabla 4). De esta manera se
determiné que la mortalidad maxima de la deltametrina se alcanzo6 a las 24 horas de haber sido
topicada en las vinchucas. Este comportamiento del insecticida se observo en ambas colonias.
En el caso del carbaril, en ambas colonias de insectos, su maxima actividad letal fue observada
a las 72 horas de haber sido topicado (Tabla 4).

Cuando ambos insecticidas fueron combinados se observo que la presencia del carbaril
no modificé la velocidad de actividad letal de la deltametrina, siendo maxima a las 24h de haber
sido topicada. Esta actividad fue constatada en ambas colonias. Por el contrario, la presencia de
deltametrina modific6 la velocidad de la actividad letal del carbaril en la colonia de referencia (72
vs 48 h en ausencia y presencia de deltametrina, respectivamente).
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Grafico 1: Efecto sinérgico del Carbaril + Deltametrina en la colonia de San Luis.
La curva roja representa la actividad en conjunto del carbaril con la deltametrina; mientras que
la curva azul representa la respuesta del Carbaril solo.
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Grafico 2: Efecto sinérgico del Carbaril + Deltametrina en la colonia susceptible.
La curva roja representa la actividad en conjunto del carbaril con la deltametrina; mientras que
la curva azul representa la respuesta del Carbaril solo.
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Grafico 3: Efecto sinérgico del Deltametrina + Carbaril en la colonia de San Luis.
La curva roja representa la actividad en conjunto de la deltametrina con carbaril; mientras que
la curva azul representa la respuesta de la deltametrina sola.

RESULTADO

La actividad triatomicida se llevo a cabo mediante ensayos de topicacion. A partir de esta
técnica se determiné la DLS0 de las poblaciones de vinchucas en estudio.

En cuanto a la potencia, el mas potente en ambas colonias fue la deltametrina con valores
de DL50 de 74 ng colonia referencia y 37 ng colonia San Luis. En cuanto al carbaril, la colonia
de referencia necesit6 una dosis 9 veces mayor a la de deltametrina para conseguir el mismo
efecto, mientras que, para la colonia de San Luis se necesitaron 16 veces mas de carbaril que de
deltametrina para eliminar al 50% de los insectos.

Se registré una diferencia significativa entre las DL50 de ambas colonias para la deltame-
trina, registrandose una mayor susceptibilidad por parte de la colonia San Luis. Para el carbaril
no se obtuvo una diferencia significativa entre las DL50 de ambas colonias .

Solamente en la colonia de referencia la presencia del carbaril, en una dosis subletal, logré
ejercer un efecto sinérgico sobre la actividad letal de la deltametrina. La presencia del piretroide
en dosis subletales no demostroé tener efecto sobre la eficacia letal del carbaril. En ambas colonias
de insectos en estudio.

Se determiné que la mortalidad maxima de la deltametrina se alcanz6 a las 24 horas de
haber sido topicada en las vinchucas. En el caso del carbaril, su maxima actividad letal fue ob-
servada a las 72 horas .

Cuando ambos insecticidas fueron combinados se observo que la presencia del carbaril
no modificé la velocidad de actividad letal de la deltametrina, siendo maxima a las 24h de haber
sido topicada. Por el contrario, la presencia de deltametrina modific6 la velocidad de la actividad
letal del carbaril en la colonia de referencia (72 vs 48 h en ausencia y presencia de deltametrina,
respectivamente).

DISCUSION

En este trabajo, mediante ensayos de topicacion, se demostré actividad triatomicida de los
insecticidas carbaril y deltametrina. Cabe destacar, que esta actividad letal se corrobor6 en ninfas
de laboratorio provenientes de una colonia de referencia y en la primera generacién de laboratorio
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de ninfas capturadas en el departamento Belgrano de la provincia de San Luis. La comparacion
de la actividad letal de ambos insecticidas nos permitié determinar una mayor susceptibilidad a
la deltametrina por parte de las ninfas del departamento Belgrano de la provincia de San Luis.
Este dato no es para nada menor ya que, permite descartar un proceso de resistencia a la del-
tametrina por parte de estas vinchucas. La presencia de estos insectos en la localidad podria
responder, principalmente, a una falta de control activo del vector por parte de las autoridades
pertinentes (ausencia de procesos de rociado con insecticidas triatomicidas en los Gltimos afios).
El hecho de que las ninfas capturadas sean auin mas susceptibles a la deltametrina que las ninfas
de referencia, da cuenta de una ausencia del proceso de seleccion llevado a cabo por parte del
insecticida. En el caso del carbaril, en ambas colonias de vinchucas el insecticida registré6 una
eficacia letal similar.

En cuanto a la potencia demostrada por ambos insecticidas para el efecto letal estudiado, se
observé en ambas colonias de insectos, una mayor potencia de la deltametrina en comparacién con
la actividad insecticida demostrada por el carbaril. Este resultado esta acorde con lo demostrado
en un trabajo llevado a cabo abejas (Apis mellifera), en dicha investigacién los autores reportaron
una mayor potencia por parte de la deltametrina en comparacién con el carbaril (DL50 de 0.05
y 1.33 ug/larva para la deltametrina y el carbaril, respectivamente). 32

Otro dato destacado entre los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, es la
diferencia entre ambos insecticidas en el tiempo necesario para observar la mayor actividad letal
en las ninfas. En el caso de la deltametrina su mayor letalidad fue observada luego de 24 h de
haber sido topicada sobre las ninfas, mientras que, en el caso del carbaril su maxima toxicidad
en las ninfas fue observada luego de las 72 h de haber sido topicado en las vinchucas. Cabe se-
nalar que esta actividad letal lenta del carbaril fue reportada con otros insecticidas. Por ejemplo,
en Blatella germanica (cucaracha) se describi6é un accionar lento del fipronil en machos adultos
topicados, las DL50 de 10 poblaciones distintas de cucarachas disminuyeron desde las 24 hasta
las 72 h postopicacion, tiempo a partir del cual la toxicidad del insecticida se mantuvo constan-
te.’? En el caso del neonicotinoide imidacloprid se comunicaron datos similares, en Apis mellifera
se constat6é un aumento de la toxicidad del insecticida entre las 48 y 72 h post administracién,
y se mantuvo constante su actividad letal.? Este tipo de toxicidad lenta puede estar relacionado
con el tiempo que le pueden demandar a la molécula los procesos que debe sufrir el insecticida
antes de llegar a su diana farmacolégica (procesos de absorcion y distribucion), y/o también, la
actividad letal lenta puede asociarse con eventos de metabolizacién de la molécula que deben
registrarse en el interior del insecto.

En cuanto a la actividad sinérgica el hecho de que solo en una de las colonias se haya evi-
denciado este tipo de actividad, y que haya sido un valor bajo de sinergismo, pone de manifiesto
que, pese a que ambos insecticidas poseen mecanismos de acciéon distintos, sus toxicidades no
fueron acumulativas.

CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacion se puso de manifiesto la susceptibilidad hacia la deltame-
trina de las ninfas de T. infestans provenientes del departamento Belgrano de la provincia de San
Luis. Este resultado demuestra que las vinchucas de esta zona geografica pueden ser controladas
con deltametrina, y que no es necesario una rotaciéon de insecticidas con mecanismos de accion
diferentes.

En cuanto al carbaril, la susceptibilidad hacia el insecticida demostrada por ambas colonias
de vinchucas evaluadas en el presente trabajo, pone de manifiesto que podria ser una alternativa
plausible para el control de vinchucas resistentes a piretroides.
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Tesina

LA CITOLOGIA COMO HERRAMIENTA DIAGNOSTICA INICIAL
EN EL ESTUDIO DE MASAS CUTANEAS EN CANINOS
REVISION BIBLIOGRAFICA

Coria Carreno M.

1.RESUMEN: La presente revisiéon tuvo como objetivo recopilar informacién de
rigor cientifico que interpele acerca de la citologia como técnica diagnoéstica ini-
cial de masas cutaneas en caninos, las diferentes técnicas de realizacion, sus
aplicaciones y limitaciones. En la clinica diaria veterinaria las masas cutaneas en
caninos, son una de las patologias mas frecuentes consultadas por los tutores de
los canes. En la primera parte del trabajo, se detalla la anatomia y fisiologia de
la piel del canino, donde se encuentran habitualmente las diferentes patologias
que encierran las masas cutaneas. Estas masas son lesiones que no se diferen-
cian macroscopicamente, pero que debemos prestar especial atencion al tipo de
patologia, por lo tanto se abordaron las diferencias citologicas determinantes
que existen entre las patologias inflamatorias, hiperplasicas o neopléasicas, y en
este ultimo caso, su estirpe celular y los diferentes criterios de malignidad. Se
anexaron al trabajo dos casos clinicos analizados e interpretados por la autora
del presente trabajo en el laboratorio de la UCCuyo, utilizando las técnicas de
puncién y aspiraciéon con aguja fina, para su correcto diagnoéstico, técnicas
explicitadas con la observacion de la lesion a través de estudio detallado de las
células presentes.

2. INTRODUCCION

La presente revision abordara el estudio de la citologia como método diagnéstico inicial para
la interpretacién de masas cutaneas que se pueden encontrar en los canes en la clinica a diario.

Uno de los principales motivos de consulta en las veterinarias esta relacionado con pacien-
tes que presentan masas o tumoraciones en los tejidos cutaneos y/o subcutaneos, generalmente
bien delimitados y circunscriptos. Las mismas pueden tener diverso origen y etiologia, desde
hematomas o abscesos, pasando por angioedemas, hasta neoplasias o paraneoplasias. De este
grupo, las neoplasias de piel tienen un papel preponderante en frecuencia e importancia, a la
vez que generan gran preocupacién para los propietarios de los animales y constituyen un reto
diagnéstico para el profesional actuante.

Es por todo esto que, la citologia dentro del diagnostico veterinario se considera una he-
rramienta Util por sus multiples ventajas en comparacion con la histopatologia, a saber: es una
técnica poco invasiva y requiere de minima o ninguna sedacién o anestesia; por lo tanto, resulta
segura para el paciente. Permite una rapida evaluacion (resultados en horas). del proceso sub-
yacente. La citologia en el protocolo de diagnostico de masas cutaneas aporta informacién in-
teresante para diferenciar inicialmente entre un nodulo de caracter inflamatorio, hiperplasico o
neoplasico, siempre con las limitaciones logicas de que la muestra obtenida sea adecuada y que la
interpretacion sea realizada de manera correcta, lo que le permite al clinico veterinario establecer
un plan de accion temprano tomando en cuenta tratamiento, pronostico, etc. Ademas, desemboca
en un procedimiento facil y rapido ya que no requiere de equipo avanzado y por la informacion
que se obtiene de ella, de bajo costo. De esta manera la citopatologia es util como herramienta
de aproximacién diagnoéstica de primera linea y en ningtiin caso reemplaza a la histopatologia.

Por otro lado, es igual de importante considerar que la informacién que se obtiene de las
citologias tiene que ir siempre unida al historial del paciente y a una anamnesis detallada asi
como al resto de las pruebas realizadas. Asi, para evitar errores diagnoésticos, nunca debe ser
interpretada de forma aislada de la informaciéon obtenida mediante otras pruebas, ni de los signos
clinicos del paciente. Sélo de esta forma la informacion que nos aporta sera adecuada, objetiva
y representativa. s
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Sin embargo, la citologia no es una técnica exenta de limitaciones. A menudo esta limitada
a determinar clasificaciones generales de diagnosticos en lugar de diagnésticos especificos como
lo haria la histopatologia. En primer lugar, no muestra la arquitectura tisular, esencial para el
diagnoéstico y pronostico de muchos procesos neoplasicos; ademas no proporciona datos sobre
margenes, estroma ni grado de invasion, fundamentales para definir el pronéstico oncolégico. En
segundo lugar, algunas lesiones, generalmente de naturaleza mesenquimatosa, exfolian células de
forma limitada y en ocasiones no se obtiene el suficiente material para emitir un diagnostico. Por
ultimo, las muestras obtenidas pueden no ser representativas de toda la lesion, ya que muchas,
por su naturaleza y tamafo, son heterogéneas y la muestra obtenida de un determinado punto
puede no reflejar la total naturaleza de la lesién.

3- CUERPO DEL TRABAJO
3.1 PIEL
3.1.1 DEFINICION

La piel es el 6rgano mas grande de los animales domeésticos, la cual cumple un grupo de
funciones como son la proteccion contra los rayos ultra violeta, agresiones mecanicas, quimicas,
toxicas, la funcion de sensibilidad siendo este el mayor 6rgano sensorial del cuerpo, cumple
funciéon de termorregulaciéon evitando la pérdida del calor gracias al pelaje y tejido subcutaneo,
muchas funciones metabédlicas como la sintesis de vitamina D, entre otros (1).

La piel o integumento (derivado del latin, tejado)., es un 6rgano dinamico que representa el
sistema organico mas extenso y visible del cuerpo, es una barrera anatémica y fisiologica entre el
animal y su medio; es un 6rgano de estimulacién tactil y de comunicacién. El facil acceso a este
organo permite que sea examinado directamente y que se constituya en un espécimen valioso de
informacién, en el cual juega un papel importante el conocimiento de sus aspectos anatémicos,
histolégicos y fisiologicos para comprender los estados normales y patolégicos que lo pueden
afectar (2).

Los propietarios, que llevan a sus mascotas a las clinicas para examenes periédicos, a me-
nudo son debido al alto niimero de procesos patologicos que aparecen en piel como las infecciones
bacterianas, las ectoparasitosis, las alergias, las infecciones micéticas y las neoplasias.

Esquema de los principales componentes del tegumento. 1:epidermis,2:dermis papilar,3:dermis
reticular,4:hipodermis,5 glandula sudoripara ecrina,6: células adiposas, 7: foliculo piloso, 8: glan-
dula sebacea, 9: glandula sudoripara apocrina, 10:corptsculo de pacini, 11: musculo erector, 12:
vasos sanguineos, 13: terminal nerviosa sensorial, 14: papilas dérmicas, 15:crestas epidérmicas,
16: epidermis delgada (3).

Tomada de: - Megias Manuel, Molist Pilar, Pombal Manuel A. Atlas de Histologia Vegetal y Animal, version 2016. Facultad
de Biologia, Universidad de Vigo, Espana.
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3.1.2 DESARROLLO

El sistema tegumentario proviene del ectodermo y el mesodermo. El revestimiento epitelial y
sus derivados, foliculos pilosos, glandulas sudoriparas, sebaceas y tejido nervioso se originan del
ectodermo. El tejido conjuntivo y los elementos vasculares son aportados por el mesodermo (1).

3.1.3 ESTRUCTURA

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo y tiene porciones con pelo y sin pelo. Consiste en
epidermis, dermis, subcutis y anexos (foliculos pilosos y glandulas sebaceas, sudoriparas y otras)..
La estructura histolégica varia mucho segun el sitio anatémico y entre las diferentes especies de
animales. La piel con abundante manto piloso, es mas gruesa en la cara dorsal del cuerpo y en
la cara lateral de las extremidades y es mas fina en la cara ventral del cuerpo y la cara medial
de los muslos. La piel con pelo tiene una epidermis mas fina, mientras que la piel sin pelo de la
nariz y las almohadillas tiene una epidermis mas gruesa. El tegumento de los animales grandes
es generalmente mas gruesa que la de los animales pequenos. El subcutis, que consta de 16bulos
de tejido adiposo y fascia, conecta las capas mas superficiales (epidermis y dermis). con la fascia
y la musculatura subyacentes (4).

La piel consta de 3 tejidos diferentes que se mencionaran a continuacién:(1).

3.1.3.1 EPIDERMIS

La epidermis es un epitelio escamoso plano estratificado y queratinizado que cubre la tota-
lidad de la superficie corporal. Es la capa con mayor numero de células y con una gran dinamica
de recambio. Es de un espesor variable en algunas zona es lisa y en otras forma pliegues o arru-
gas que reflejan el perfil de la capa subyacente, su origen embrionario procede del ectodermo y
endodermo (1).

Compuesta de 4 capas diferentes:

La capa mas externa de la epidermis es el estrato coérneo, que consta de muchas laminas
de células cornificadas aplanadas denominadas corneocitos. La queratina es una proteina fibro-
sa intracelular que es en parte responsable de la dureza de la epidermis, lo que permite que la
epidermis forme una barrera protectora. La siguiente capa es el estrato granuloso, que consta de
células que contienen granulos de queratohialina baséfilos (4).

En lo profundo del estrato granuloso se encuentra el estrato espinoso, una capa de células
de forma poliédrica unidas entre si por desmosomas. Durante la fijacién y el procesamiento para
el examen microscopico, las células del estrato espinoso se contraen, excepto las uniones desmo-
sémicas. Estos sitios de union crean la apariencia de "espinas" o puentes intercelulares, lo que
lleva al nombre de esta capa (4).La capa mas interna de la epidermis es la capa germinal o estrato
basal, que consta de una sola capa de células cuboideas que descansan sobre una membrana
basal. Entremezclados dentro de la capa de células basales se encuentran los melanocitos, las
células de Langerhans y las células de Merkel (4).

3.1.3.1.1 ESTRATO CORNEO

El estrato corneo es la capa mas superficial de la epidermis y esta en contacto directo con el
ambiente externo. Las células poliédricas planas, que forman esta capa compacta experimentan
cambios estructurales y bioquimicos y estan compuestas principalmente de filagrina y queratina.
El estrato corneo mas superficial de la piel se compone de un aproximado (1).

1. Queratinocitos 85 %

2. Células de Largerhans 5-8 %
3. Melanocitos 5 %

4. Células de Merkel 3-5 %.
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3.1.3.1.2 ESTRATO GRANULOSO

Comprende a las células ya muertas. En la capa granular, las células sintetizan la querato-
hialina, sustancia precursora de la queratina, la cual se acumula en granulos en el citoplasma,
caracteristica que da nombre a esta capa (1)..

3.1.3.1.3 ESTRATO ESPINOSO

Son células poliédricas compuesta de queratinocitos poligonales, que se hallan dispuestas en
varias capas, y se aplanan conforme avanzan hacia la superficie, estan unidas por puentes inter-
celulares o desmosomas; en la piel nasal y en los pulpejos puede llegar a 19 capas de células (1)..

3.1.3.1.4 ESTRATO BASAL

Esta constituido por una fila de células que descansa sobre la lamina basal. Estas son de
forma cuboidea o cilindrica con citoplasma basoéfilo, son mitéticamente activas como las células
del estrato espinoso, pero en la piel normal no se observan mitosis, los queratinocitos son parte
de esta capa (1)..

3.1.3.1.5 ESTRATO LUCIDO

Se observa solo en las regiones sin pelo, en especial en las almohadillas plantares y en la
piel nasal, situado entre el estrato granuloso y el estrato cérneo; estd compuesto por varias ca-
pas de células claras queratinizadas que carecen de nucleo y de organelas citoplasmaticas; su
citoplasma contiene queratina, fosfolipidos y eleidina (1).

En la epidermis hay una poblaciéon elevada de melanocitos, que dan color y proteccion a
los animales de los rayos ultravioleta (1).

3.1.3.2. DERMIS

La dermis es la estructura mas importante de la piel, ayuda con el soporte de la piel y le
proporciona resistencia y elasticidad. Es un tejido vascularizado que sirve de soporte, alimento a
la epidermis, ademas es una estructura termorreguladora y sensorial importante, que contribuye
al almacenamiento de agua en el cuerpo (1).

Los foliculos pilosos, glandulas sebaceas y sudoriparas se encuentran a distintos niveles
de la dermis (1).

Por convencién, la dermis generalmente se subdivide en capas superficiales y profundas
que se mezclan sin una linea clara de demarcaciéon. La dermis superficial se adapta al contorno
de la epidermis y generalmente sostiene la porcion superior del foliculo piloso y las glandulas
sebaceas. Esta compuesto por finas fibras de colageno y es mas grueso en la piel de caballos y
ganado que en la piel de perros y gatos. La dermis profunda sostiene la porcién inferior del foli-
culo piloso y las glandulas apocrinas y esta compuesta por haces de colageno mas grandes que
los de la dermis superficial. Las fibras musculares lisas del musculo erector pili unen la vaina de
tejido conectivo del foliculo piloso a la epidermis y son responsables de hacer que el cabello se
mantenga erguido. Las fibras del musculo esquelético del muisculo cutaneo se extienden hacia la
dermis inferior y son responsables del movimiento voluntario de la piel. En la dermis normal se
pueden encontrar mastocitos, linfocitos, células plasmaticas, macréfagos y, en raras ocasiones,
eosindfilos y neutréfilos. Estas células son células derivadas de la médula 6sea y llegan a través
del sistema vascular sanguineo; por lo tanto, se concentran tipicamente alrededor de pequefnos
vasos sanguineos superficiales (4).

La piel es un 6rgano sensorial importante que contiene millones de terminaciones nerviosas
microscopicas que perciben picazén (prurito)., dolor, temperatura, presion y tacto (4).

Histologicamente, se divide en dos capas:

La capa papilar: Recibe este nombre por la presencia de proyecciones hacia el interior de
la epidermis, estas proyecciones se denominan papilas dérmicas y se alteran con los procesos
interpapilares de la dermis. En las papilas se encuentran las asas capilares (sistema circulatorio).,
también contiene terminaciones nerviosas, receptores sensoriales y vasos linfaticos (1).
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La capa reticular: Esta capa es mas gruesa que la papilar, y recibe este nombre por el
entramado o reticula de fibras colagenas que forman gruesos haces entrelazados con haces de
fibras elasticas. Esta estructura es la que proporciona elasticidad y capacidad de adaptacion a
movimientos y cambios de volumen (1).

Células de la dermis: Las células del tejido conectivo son escasas y comprenden fibroblastos,
macrofagos, mastocitos, linfocitos, células plasmaticas, eosinéfilos y monocitos. Los fibroblastos
sintetizan y liberan precursores de colageno, elastina y proteoglicanos para construir la matriz
celular (1)..

Matriz extracelular: El espacio libre entre los elementos celulares y fibrosos esta rellena-
do con un fluido gelatinoso en el que las células se pueden mover libremente. Es una sustancia
compuesta principalmente por proteoglucanos, que debido a su gran capacidad de absorciéon de
agua, forman una materia pegajosa y gelatinosa, que no sélo sirve como elemento de unién entre
el resto de elementos tanto celulares como fibrosos, sino que influencia la migracién, la cemen-
tacion y la diferenciacion celular (1).

3.1.3.3 ANEXOS DE LA PIEL

Pelo: En los animales domésticos, el pelo recubre totalmente el cuerpo exceptuando las al-
mohadillas plantares, glande del pene, uniones mucocutaneas y los pezones de algunas especies.
El pelo es una estructura flexible y queratinizada producida por el foliculo piloso (1).

El eje del pelo es la parte distal o libre, que se encuentra sobre la superficie de la piel. La
parte que se encuentra dentro del foliculo piloso es la raiz del pelo, que presenta una protube-
rancia terminal, el bulbo del pelo sujeto a una papila dérmica (1).

Glandulas sebaceas: Son glandulas holécrinas que producen lipidos que ayudan a mantener
el manto hidrolipidico de la piel. Se encuentran localizadas en toda la piel, excepto en palmas y
plantas. Su conducto excretor desemboca en el foliculo piloso. Presentan una secrecion holécrina,
es decir que su secrecion consiste en la excrecién de todo el contenido celula (1).

Glandulas sudoriparas: Tomando como base la morfologia y caracteristicas funcionales,
las glandulas sudoriparas de dividen en 2 grupos:(1).

Ecrinas: Tienen como funcién controlar la temperatura. Se encuentran localizadas en todo el
cuerpo, habiendo una mayor cantidad en palmas y plantas. Son las responsables de la produccion
de sudor, cuya composicién es: aguay sales (CINa, amoniaco, acido urico, urea y acido lactico) (1).

Apécrinas: Son glandulas simples saculares o tubulares con una parte secretora arrollada
y un conducto recto. Tienen funciones odoriferas (1).

Se encuentran localizadas en regiones genitales y axilas. Producen una secrecién que se
contamina facilmente con bacterias y produce el olor corporal caracteristico, es mas desarrollado
en animales domésticos (1).

Unas: Es una estructura especializada que es continuacion directa de la dermis y epider-
mis. Cada falange distal presenta una estructura dorsal denominada cresta ungueal, la dermis
se continua a partir de estas estructura. Estos érganos estan presentes y bien desarrollados en
los caninos, estan formados por queratina endurecida y adoptan forma encorvadas en ambas
direcciones que recubre las falanges distales, esas formaciones cornificadas presentan una placa
cornea que se extiende y encorva con un extremo distal) (1).

A pesar de que las ufias parecen diferentes de la piel, son un érgano cutaneo en el que se
puede distinguir una capa epidérmica, una capa dérmica, y una capa subcutanea. El extremo
6seo del dedo tiene forma cénica constituyendo una estructura sélida para la una (1).

3.1.3.4 TEJIDO SUBCUTANEO O HIPODERMIS

La hipodermis esta formada por el tejido adiposo, compuesto por adipocitos, vasos sangui-
neos y tejido conectivo. Esta capa esta formada de tejido conectivo laxo y muchas de sus fibras
se fijan a las de la dermis, fijando asi la piel a las estructuras subyacentes (fascia, periostio o
pericondrio) (1).El subcutis une la dermis al musculo o hueso subyacente (con algunas excep-
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ciones regionales donde el subcutis puede estar ausente, como el labio, la mejilla, el parpado, el
oido externo y el ano) (4).El tejido adiposo aisla de las variaciones de temperatura y, en el caso de
las almohadillas, sirve para absorber los impactos. El tejido adiposo también almacena calorias
en forma de triglicéridos (4).

El espesor de la hipodermis es muy variable dependiendo del sitio anatémico, el peso cor-
poral, el sexo o la edad. El tejido subcutaneo sirve de almacén de energia, aislante térmico y de
protector mecanico frente a golpes (1).

Vasos sanguineos, vasos linfaticos y nervios.
La piel posee un soporte vascular muy desarrollado, las arterias cutaneas ascienden desde
la regién subcutanea y se ramifica para formar 3 redes:

Plexo profundo y subcutaneo, que a su vez da ramas para el plexo medio o cutaneo, que
produce ramas para formar el plexo superficial y subpapilar en la base de la dermis, abastecien-
do la papila dérmica y las glandulas sudoriparas, a nivel del istmo folicular, abasteciendo las
glandulas sebaceas, musculo piloerector y el segmento medio del foliculo piloso. Las venas que
drenan la piel corren paralelas a las arterias (1).

Los vasos linfaticos estan en la dermis profunda, y proporcionan un drenaje eficiente de la
piel. Los nervios discurren a lo largo de los vasos sanguineos y también presentan una distribucion
en tres plexos. También rodean los foliculos pilosos, los musculos pilosos, glandulas sebaceas
y sudoriparas. En la epidermis se encuentran fibras nerviosas libres, y otras forman estructu-
ras organicas mas complejas como los 6rganos lamelares de Vater-Pacini y los corpuisculos de
Meissner. Los nervios tienen funciones perceptivas y motoras (1).

3.2 DEFINICION MASAS CUTANEAS

Las masas cutaneas son lesiones de distinta etiologia que no se diferencian externamente
unas de otras, sin embargo, con la observacion in situ de la lesién a través del estudio detallado
de las células presentes, los posibles agentes implicados y la respuesta inmune generada, se podra
discernir si se trata de procesos inflamatorios, infecciosos o neoplasicos y establecer su estirpe
celular (epitelial, conjuntiva, células redondas). (5)., esto permitira establecer un diagnéstico
provisorio, determinar un pronéstico y formular un plan terapéutico o diagnéstico (6).

El estudio citolégico es una técnica esencial en el diagnéstico de masas cutaneas y subcu-
taneas.

Se define tumor como cualquier masa o protuberancia de un tejido que puede ser o no
neoplasico, el significado de la palabra epitelial describe a células que cubren la membrana basal
de cualquier cavidad, conducto o saco interno, el término cutaneo hace referencia a la piel que
cubre el cuerpo de un individuo; por lo tanto, un tumor epitelial cutaneo es la presentacion de
cualquier masa en la zona epitelial y en cualquier lugar de la piel (7).

Incluye cualquier crecimiento anémalo de caracter neoplasico o no, que afecta a poblacio-
nes celulares de la epidermis, dermis y anexos cutaneos. Segun estudios realizados, los tumores
cutaneos y subcutaneos son los mas frecuentes en la especie canina, cuya incidencia se sitaa
alrededor de 40-45 % del total de neoplasias en esta especie, lo que supone 450 casos por cada
100000 animales. Los tumores cutaneos malignos crecen rapidamente y pueden emigrar a otras
partes del cuerpo (proceso conocido como metastasis)., danando otros 6érganos e incluso causando
la muerte del animal (8).

Torres y Botero plantean que las neoplasias cutaneas son las mas frecuentes en la especie
canina y pueden tener su origen en las células epiteliales, mesenquimatosas, linfohistiociticas y
células melanociticas o bien raramente ser metastasis de neoplasias de otras localizaciones, que
ademas afecta a poblaciones celulares de la epidermis, dermis y tejido celular subcutaneo (8).

Se llaman tumores cutaneos a los que se presentan en la piel propiamente dicha (en la
epidermis o en la dermis). y se llaman tumores subcutaneos a los que se presentan inmediata-
mente debajo de la piel. Diversos estudios demostraron que los tumores cutaneos y subcutaneos
suponen, al menos, un tercio de todas las neoformaciones en caninos. (8).
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Como caracteristicas generales podemos destacar que aparecen con mayor frecuencia en
animales mayores de seis aflos y hay ciertas razas especialmente predispuestas como el Boxer,
Scottish Terrier, Bull Mastiff, Basset Hound, Weimaraner, el Kerry Blue Terrier y el Norwegian
Elkhound. Es muy probable que existan diferencias en la incidencia y prevalencia de las distin-
tas formas neoplasicas entre paises y regiones, tanto por la influencia ambiental como por las
oscilaciones que se producen en las prevalencias de las distintas razas en el tiempo y segin los
paises (8).

Dietz y Weisner, en 1982, mencionaron al mastocitoma como el tumor mas comun con
16,1% y el histiocitoma en segundo lugar con el 14 %. Madewell y Theilen en 1987 reportaron
36 % de tumores de origen epitelial, de los cuales 5,6 % fueron carcinoma de células escamosas,
3,1 % tumores de células basales y un total de tumores de origen mesenquimatico de 63.7 % (1).

Withrow y Vail, 2007, en una compilacién de estudios mencionan los 10 tumores mas co-
munes en piel de una poblacion de 6,282 perros los cuales presentaron tumoraciones no linfoi-
des, el 18.8 % fueron mastocitoma, 10.1 % adenoma/carcinoma hepatoide, 7.1 % lipoma, 7.1 %
hiperplasia/adenoma sebaceo, 6.7 % histiocitoma, 6.2 % carcinoma de células escamosas, 6.2 %
melanoma, 6.1 % fibrosarcoma, 4.6 % tumores de células basales, 4.4 % hemangiopericitoma (1).

En un articulo Ghisleni et al (9). comparo la citologia con la histopatologia para la evalua-
cion de tumores cutaneos y subcutaneos en perros y gatos. Determinaron que la citologia tiene
una sensibilidad para las neoplasias de un 89.3 % y una especificidad del 97. 9 %; asi como un
valor predictivo positivo de 99,4 % y un valor predictivo negativo de 68.7 %. Chalita MC et al (9).
demostraron al evaluar tumores de piel y de tejidos blandos que la citologia posee una sensibilidad
de 89 %, una especificidad de 100 %, valores predictivos positivos y negativos de 100 % y 96 %
respectivamente, y una eficacia del 97 % con respecto a la histopatologia (9).

Analizaron la PAAF como prueba diagnéstica determinando los indicadores estadisticos
para evaluar el desempeno de este procedimiento para diagnosticar lesiones malignas en el tejido
mamario, cutaneo y subcutaneo. Los citodiagnésticos de las lesiones de tejido mamario, cutaneo
y subcutaneo en este estudio revelaron sensibilidades del 100, 66.67 y 100 %, respectivamente;
asi como especificidades de 100, 69.23 y 100 %, respectivamente) (9).

En los resultados analizados de las muestras tomadas; observaron que los tumores cuta-
neos tuvieron la mayor frecuencia de presentacion 52.3 (22/42) y 51.4 % (18/35) en la evaluacion
histopatolégica y citologica respectivamente. La clasificacién histolégica de las tumoraciones revelo
que las lesiones mas frecuentes fueron inflamacion cutanea 19.04 % (8/42)., con diagnoéstico de
perifoliculitis granulomatosa, forunculosis, dermatitis piogranulomatosa crénica. Las lesiones
se caracterizaron histolégicamente por presentar infiltracion piogranulomatosa (neutrofilos e
histiocitos). principalmente alrededor de los foliculos pilosos y por la presencia de neutréfilos y
macrofagos en la evaluacion de la PAAF (9).

Los tumores mamarios ocuparon el segundo lugar en frecuencia de presentacién, con un
porcentaje del 30.9 % (13/42). en la evaluacién histopatologica (9).

Los tumores subcutaneos ocuparon el tercer lugar con un porcentaje de 16.66 (7/42). y
17.14 % (6/35). en la evaluacion histopatolégica. La lesion subcutanea mas frecuente fue la in-
flamacion 4.76 % (2/42) (9).

Luego de su evaluacion histopatolégica los tumores estudiados se dividieron en cuatro
categorias: lesiones benignas, lesiones malignas, inflamacién y otros (9).

Al realizar la comparacién entre la PAAF y la histopatologia para el diagnéstico de malignidad
en cada tipo de tejido, se encontro que: la sensibilidad, la especificidad, los valores predictivos
positivo y negativo, al igual que la validez fue de 100 % para los tumores mamarios y subcutaneos;
mientras que para los cutaneos, se obtuvieron valores de sensibilidad y especificidad de 66,67
y 69,23 % respectivamente (9).

3.3 DEFINICION DE CITOLOGIA

La Citologia es la evaluacién microscopica de las células. En gran parte de los casos, la
citologia puede ser Util para establecer un diagnostico provisorio, determinar un pronéstico y
formular un plan terapéutico o diagnostico (6). 3
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3.4 REFERENCIA HISTORICA DE LA CITOLOGIA

Los procedimientos de diagnoéstico citologico son casi tan antiguos como el descubrimiento
de las células como elementos basicos de todo organismo vivo y la elaboracion de la teoria celu-
lar. Sin embargo, este método diagnostico no se desarrollé6 de manera plena hasta la década de
los 70 del siglo pasado tanto en medicina humana como en medicina veterinaria. La Facultad
de Veterinaria de la Universidad de California fue pionera en el uso de la biopsia por puncion
aspiracion con aguja fina (PAAF)., en Medicina Veterinaria ha evolucionado, esencialmente, como
una extension de la hematologia, usando métodos similares de preparacion de los frotis y de tin-
cién. Los doctores Cowell y Tyler publicaron en 1979 un manual para el diagnéstico citologico,
del que ya han salido dos ediciones mas, una en 1989 y la ultima en 1999 (10). El papel de la
citologia como herramienta diagnoéstica en la medicina veterinaria esta en constante desarrollo
y expansion, ya que a lo largo de los ultimos diez a veinte afos los clinicos veterinarios han in-
crementado el uso de esta herramienta diagnéstica, y a medida que los citopatélogos han adqui-
rido mayor experiencia, gracias a una amplia variedad de lesiones, de muestras y enfermedades
identificadas, la confiabilidad y precision de los diagnésticos han ido aumentando (11). Ademas
de lo anteriormente expuesto, es un método confiable para obtener un diagnéstico tisular, lo me-
nos invasivamente posible, con la citologia el clinico se enfrenta a la responsabilidad no solo de
recoger una muestra representativa adecuada, sino también a interpretar las laminas que han
pasado un proceso de tincion.

Existen cuatro métodos de toma de muestra en citologia; Puncién por aspiracion de aguja
fina, Impronta, Raspado e Hisopado (10).

3.5 VENTAJAS

Las ventajas de la citologia son numerosas y justifican su utilidad como técnica diagnosti-
ca que debe emplearse de forma rutinaria en la clinica. En primer lugar, constituye una técnica
simple y de ejecucién rapida, lo que minimiza el estrés del animal. Requiere un material minimo
disponible en todos los centros veterinarios. Por ello es una prueba econémica y al alcance de
cualquier propietario. Por otro lado, es muy poco invasiva, de forma que se minimizan los riesgos
de infeccién, hemorragia o diseminaciéon de un posible proceso neoplasico; ademas, es una téc-
nica poco dolorosa., por lo que, en la mayoria de los casos, no requiere sedacién ni anestesia del
paciente, de forma que los riesgos para el mismo disminuyen aiin mas. Estas ventajas permiten
que sea posible repetir la técnica cuantas veces sea necesario, lo que ampliara su capacidad
diagnoéstica. El procesado de la muestra se realizara casi de forma inmediata y por ultimo pue-
de ser interpretada por el clinico, con un proceso de aprendizaje basico, lo que permite obtener
resultados fiables rapidamente, acelerando, de esta forma, el proceso diagnéstico o la toma de
decisiones terapéuticas (12).

3.5 DESVENTAJAS (LIMITACIONES)

El objetivo basico que debe cubrir el estudio citologico es diferenciar la naturaleza neoplasica
o inflamatoria de la lesion estudiada y/o determinar el procedimiento diagnéstico que debemos
utilizar como paso siguiente en la busqueda del diagnéstico definitivo.

En general se considera que, en aproximadamente un 65 % de los casos, esta técnica nos
permitira saber si estamos ante un tejido normal, inflamatorio, hiperplasico o neoplasico y de-
terminar su malignidad. Con toda esta informacién se descartaran muchos diferenciales y, en
ocasiones, conseguiremos llegar a un diagnéstico definitivo (por ejemplo ante linfomas, mastoci-
tomas, melanomas.). (13).

Alas grandes ventajas que presenta esta técnica (rapidez, sencillez, poco coste econoémico).,hay
que anadirle unas ciertas limitaciones por tratarse de un examen de células “descamadas” o as-
piradas de forma individual, perdiéndose la estructura arquitectonica general del tejido de origen
y, a veces, el material celular es limitado. Por tanto, el éxito de una citologia depende fundamen-
talmente de que la toma de muestras, fijacién, extension y tincion se realicen correctamente. (13).

Este hecho supone una limitacién sobre todo a la hora de evaluar procesos de naturaleza

- neoplasica, ya que no obtendremos informacion respecto ciertos hallazgos de alto valor pronés-
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tico como son el patron de crecimiento, el tipo de crecimiento respecto a los tejidos adyacentes
(expansivo/infiltrativo). y a la presencia o no de imagenes de embolizacién tumoral vascular. Por
esos motivos, la citologia aporta una informacién suficiente y valiosa pero debe ser un comple-
mento a la biopsia e histologia y nunca sustituirlo. (13).

La citologia es la técnica mas empleada para su diagnéstico inicial. El examen citolégico de
muestras de tejido es una técnica rapida y sencilla que requiere un equipamiento minimo, facil
de llevar a cabo en el escenario de la practica general, aunque casi siempre se tendra que recurrir
a la histopatologia para confirmar 100 % un diagnéstico (13).

A menudo no es necesario un diagnéstico definitivo para el tratamiento. Cuando se requiera
un diagnoéstico definitivo y no pueda obtenerse por citologia, ésta suele resultar util para selec-
cionar el préximo paso a seguir (cultivo, biopsia, radiografia...).. Una preparaciéon donde solo se
observen células inflamatorias, por ejemplo, contenga microorganismos o no, indica la utilidad
de un cultivo posterior, mientras que la observacion exclusiva de células tisulares implica una
biopsia y no un cultivo (13).

3.6 INDICACIONES DEL ESTUDIO CITOLOGICO

La citologia es una herramienta cada vez mas utilizada y reconocida en el diagnéstico ve-
terinario, y ha conseguido un sélido asentamiento en muchos paises donde se utiliza de forma
rutinaria en clinica. Es asi porque aporta informacion que el veterinario demanda de forma rapida,
muy deseable a la hora de instaurar tratamiento, sencilla, barata, indolora y muy versatil, ya que
todas las células del organismo pueden someterse a estudio. Es por ello basicamente practica y
eficaz. Debido a la cantidad de lesiones que aparecen en la piel y tejido subcutaneo la citologia
en estas patologias como un diagnéstico inicial, puede ser definitivo en ocasiones, y reducir la
lista de diagnésticos diferenciales posibles e incluso ahorrar en tiempo, coste y la realizacién de
otras pruebas adicionales (5).

La presencia de estas lesiones es un problema frecuente, facilmente detectable por los pro-
pietarios o los veterinarios y, por lo tanto, uno de los motivos de consulta mas habituales en la
clinica de pequenos animales (14).

Las escasas dificultades y riesgos de la técnica de obtencion de muestras en estas lesiones
facilmente accesibles permiten que el diagnéstico citolégico alcance su maxima aplicacién en es-
tas localizaciones. Aunque el estudio citolégico no puede sustituir al diagnostico histopatologico,
es posible conseguir diagnésticos presuntivos o, incluso, definitivos, que faciliten la emisién de
pronosticos fiables y la toma de decisiones terapéuticas (14).

3.7.RECOGIDA Y MANEJO DE LAS MUESTRAS

En la mayoria de las ocasiones, la obtencién de muestras citolégicas de masas cutaneas o
subcutaneas se realiza mediante PAAF o PAF. La eleccién de una u otra técnica depende de las
caracteristicas de la lesién. La PAF esta especialmente indicada en lesiones que exfolian células
con facilidad y en aquellas en las que existe una mayor probabilidad de contaminacién sanguinea.
La realizacién de una PAAF es conveniente en masas de origen conjuntivo, en las que existe una
mayor dificultad para obtener material representativo (14).

En cualquier caso, la puncion puede realizarse facilmente. So6lo los pacientes mas agresivos
0 nerviosos requieren una inmovilizacion manual; en la mayoria de los casos, los animales no
reaccionan negativamente a la toma de muestras. Se requiere una minima asepsia, el rasurado de
la zona o la aplicacion de limpiezas de tipo quirurgico. Las muestras deben obtenerse de diferentes
puntos de la masa, evitando las zonas mas centrales (sobre todo en lesiones de gran tamafo, cuyo
centro suele experimentar cambios necroéticos). y las areas ulceradas. Es necesario interrumpir
la toma de muestras cuando se detecte el primer indicio de hemorragia, para evitar una excesiva
contaminacién sanguinea. En las lesiones quisticas puede aprovecharse la puncion para proceder
a su vaciado y, si es necesario, remitir una muestra para realizar estudios microbiologicos. (14).

Con el material obtenido se realiza una extension, generalmente aplicando las técnicas de
squash o “aplastamiento”. S6lo en muestras muy hemorragicas puede realizarse una extension
con el sistema del frotis sanguineo. Si se obtiene gran cantidad de liquido, la muestra debe pro-
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cesarse de forma similar a cualquier otro liquido organico y aplicar técnicas de concentracién si
la celularidad es reducida. (14).

La realizacién de otras técnicas para obtener muestras es poco frecuente. Sélo en lesiones
muy ulcerativas o en aquellas planas y secas puede valorarse la necesidad de emplear un raspa-
do. En el primer caso es conveniente asegurarse previamente de que se han eliminado los restos
mas superficiales contaminados e inflamados de forma secundaria. (14).

3.8.TECNICAS EN CITOLOGIA

El correcto estudio citologico depende de la calidad de las muestras, asi para el examen
citolégico se usan diferentes técnicas: Frotis directo, aspiracion con aguja fina (AAF)., improntas,
raspados e hisopados.

Una técnica no excluye a otra, asi frente a la misma muestra se pueden realizar distintas
técnicas (195).

3.8.1.FROTIS

Se utiliza cuando la muestra es liquida: sangre, médula 6sea, liquidos orgéanicos, etc. Se
deja una pequena gota en un extremo del portaobjetos y con otro formando un angulo aproxi-
madamente de 45°, se acerca al borde de la muestra que por capilaridad se extiende a lo largo
del porta de forma suave y rapida sin paradas, dejando una extensién en monocapa lo mas fina
posible. La zona del extremo final sera donde se realice mejor el estudio celular (5-15) C. Fernan-
dez Algarra. La citologia aplicada al diagnéstico veterinario).

Otra variedad es la técnica del squash, apropiada cuando la muestra obtenida es mas densa.
En este caso después de depositar una gota sobre la superficie del portaobjetos, colocamos otro
encima del anterior coincidiendo con la muestra y con los ejes longitudinales perpendiculares entre
si deslizando con un movimiento rapido el porta superior sobre el inferior, volviendo a obtener
una extension en monocapa. En las ocasiones en las que se sospeche de una escasa celularidad,
para concentrar y poder localizar mejor las células presentes, se debe realizar la centrifugacion
del liquido y eliminar después el sobrenadante, quedandose s6lo un pequeno volumen de sedi-
mento donde se encontraran concentradas las células que interesan, a continuacion se realiza
la técnica de squash indicada anteriormente (5, 15).

3.8.2 IMPRONTA

Consiste en posicionar suavemente el portaobjetos sobre superficies sé6lidas, exudativas o
ulceradas. Es importante rasurar la zona para eliminar el pelo, limpiar con agua jabonosa y se-
car con papel absorbente, eliminando asi costras, detritus y suciedad acumulada que interfiere
en el estudio celular. Las improntas también se utilizan sobre nédulos y tumores después de su
eliminacion quirtirgica. Se hace un corte en la masa dejando libre una superficie lisa sobre la
que después de eliminar el exceso de sangre se realiza la impronta. Igualmente se puede utilizar
la técnica del raspado sobre esta superficie obteniendo una mayor exfoliacién de células (15).

3.8.3 RASPADOS

Utilizando una hoja de bisturi; esta indicado sobre superficies cutaneas y habitualmente
se emplea frente a la busqueda de ectoparasitos, en este caso se anade una pequena cantidad de
aceite de parafina en el filo de la hoja de bisturi al realizar el raspado para facilitar la obtenciéon
de muestra. También se utiliza sobre tulceras, erosiones, o en nédulos y tumores después de su
eliminaciéon quirurgica para determinar la estirpe de células que los integran. La muestra ob-
tenida se deposita sobre el portaobjetos extendiéndolo para dejar una capa lo mas fina posible,
evitando los grumos (15).

3.8.4 HISOPADOS
Se emplea en superficies de dificil acceso y profundas: canal auditivo, vagina, mucosa bucal,
fistulas, region interdigital, etc. Se contacta el hisopo con la zona para impregnarlo de material y
su@ues posteriormente se rueda suavemente sobre la superficie de un porta repitiéndolo varias veces. Si

34 Veterinaria Cuyana Ao 16:25-61, 2022 ISSN Impresa 1850-0900 en linea 1850356X




el area a estudio aparece muy seca se puede humedecer el escobillon con suero fisioloégico antes
de la recogida (5-195).

Toma de muestra por hisopado-Tomado de: Palacios Paniagua R. , Garcia Lopez C. Manual ci-
tologico de células neoplasicas cutaneas en pequenas especies. Managua, Nicaragua. 2018 (10).

3.8.5 PAAF (PUNCION POR ASPIRACION DE AGUJA FINA)

Es una técnica de punciéon guiada sobre la masa palpable, sujetandola con los dedos,
realizando movimientos repetidos de ingreso y egreso en la misma direccién, se hace presion
negativa con el émbolo, varias veces, moviendo ligeramente la aguja en la masa (6-10)., se saca
la aguja, se desacopla la jeringa, se introduce aire dentro de la misma y volvemos a colocar la
aguja para expeler el material en el portaobjetos (6-10). Es importante destacar que aunque no
se vea muestra en la jeringa no significa que no se obtenga material, pueden existir células en el
cilindro de la aguja. Repitiendo esta operacion varias veces se obtiene material en forma de gotas
que se extenderan suavemente con otro porta utilizando la técnica del squash para conseguir una
monocapa. (5-15). Supone un minimo riesgo para el paciente. Se puede aplicar tanto a masas
externas como a organos internos (6-10).

Esta técnica se emplea frecuentemente sobre una gran variedad de estructuras como né-
dulos, masas cutaneas, ganglios linfaticos, quistes, vesiculas, sobre 6rganos internos de forma
ecoguiada, aspirados de médula 6sea, etc (15). Se utiliza una aguja de 21-25G y una jeringa de
3 — 5 ml para esta técnica.

Es, sin duda, la técnica mas utilizada. Supone un minimo riesgo para el paciente. Apenas
se produce dolor o infecciones secundarias (7-16).

La PAAF es una técnica altamente sensible y especifica, con la que se obtienen valores
predictivos elevados para el diagnéstico de lesiones tumorales malignas en caninos y una confia-
bilidad de hasta el 84,40 % en observadores inexperto. Su estudio confirmé que la PAAF es un
método sencillo, barato, rapido y confiable, que representa una ayuda de gran utilidad para el
diagnéstico de tumores cutaneos, subcutaneos y mamarios (9).
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Técnica de aspiracion de PAAF. La masa se estabiliza con una mano mientras se introduce la
aguja en el centro. La mano que sujeta la jeringuilla se utiliza para tirar del émbolo, creando una
presion negativa (cortesia de los archivos de ensefianza de la Oklahoma Satate University) (17).

f
/
}/

Aspiracién por aguja fina de una masa sélida. Después de introducir la aguja en la masa(A).,
se aplica una presién negativa en la jeringa mediante la retirada rapida del émbolo (B)., habi-
tualmente de la mitad a las tres cuartas partes del volumen del cuerpo de la jeringa. La aguja se
redirige varias veces mientras se mantiene la presion negativa si se puede realizar esta operacion
sin sacar la aguja del interior de la masa. Antes de retirar la aguja de la masa, se suelta el émbolo,

finalizando la presion negativa en la jeringa (C).
Tomado de: Sanchez Picado Sergio. Estudio comparativo entre la citologia y la histopatologia en la evaluacién de masas
nodulares en pequenas especies.[Tesis de grado|. Universidad Nacional de Costa Rica-Costa Rica.

3.8.6 PAF (PUNCION CON AGUJA FINA)

Es una modificacién de la anterior basada en el principio de capilaridad y en la que no es
necesario aplicar presion negativa con el émbolo. Es ttil sobre tejidos con alta vascularizacion
y visceras (higado, rifién, bazo o tiroides).. Las células se introducen en el cono de la aguja por
capilaridad, de manera que permite disminuir el riesgo de hemodilucién al no aplicar presion
negativa (5). En funcién de la cantidad de material obtenido o de la contaminacién hematica es-
cogeremos uno u otro para una misma lesion.

3.9. PREPARACION DE LA EXTENSION Y TIPO DE TINCION

La forma de realizar la extension es primordial para obtener muestras de buena calidad en
las que sea posible realizar un diagnostico citolégico correcto. Una buena extension debe asegurar
una monocapa celular que pueda tenirse uniformemente (14).

En general, se pretende conseguir una extension en forma de llama que ocupe un maximo
de 2/3 del portaobjetos; de esta forma se evita una excesiva dispersion de células o que éstas
se dispongan en los bordes, lo que provoca su deformacién y no permite una correcta tincion.

snGwe=a extension debe realizarse con un movimiento continuo para evitar la formacién de cumulos
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celulares, y sin aplicar una presién excesiva para favorecer la integridad celular. (14).

Aunque existen varias técnicas de extension, la mas adecuada para muestras por PAAF o PAF
es la denominada squash o por “aplastamiento”, que consiste en colocar un segundo portaobjetos
sobre la gota de muestra, en posicion horizontal y, en el momento en que se establece el contacto,
proceder a deslizar el segundo portaobjetos sobre el primero con un movimiento suave, rapido
y continuo. En muestras muy contaminadas con sangre puede realizarse la técnica aplicada en
frotis sanguineos, acercando el borde corto del segundo portaobjetos a la muestra desde delante
de la misma, manteniendo un angulo aproximado de 30-40°, para proceder a su deslizamiento
desde el momento en que contacte con la gota de material (14,17).
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Técnica de frotis por aplastamiento. (A). Se coloca la muestra sobre un extremo de la lamina; (B).
La muestra es aplastada de forma suave con otra lamina;(C).. La de arriba es deslizada hacia

delante;(D). Se obtiene un extremo del frotis con forma de pluma(Meinkoth y Cowll,2002).
Tomado de: Sanchez Picado Sergio. Estudio comparativo entre la citologia y la histopatologia en la evaluacion de masas
nodulares en pequenias especies. [Tesis de grado]. Universidad Nacional de Costa Rica - Costa rica. 2005.
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Técnica utilizada para realizar frotis sanguineos. (A). La muestra es colocada en un extremo
de una lamina y se utiliza otra para realizar el fotis;(B). La lamina superior es llevada hacia atras
en un angulo de 45° hasta hacer contacto con un tercio de la muestra;(C). La lamina superior es
deslizada rapidamente hacia delante;(D). Al final se obtiene un frotis con un extremo en forma

de pluma.
Tomado de: Sanchez Picado Sergio. Estudio comparativo entre la citologia y la histopatologia en la evaluacion de masas
nodulares en pequenas especies. [Tesis de grado]. Universidad Nacional de Costa Rica - Costa rica. 2005.

3.10 FIJACION Y TINCION DE LAS MUESTRAS

En general, es suficiente con fijar las extensiones al aire para favorecer la adherencia ce-
lular al portaobjetos y evitar su pérdida durante la tincién. En caso de que la tincioén se retrase
pueden fijarse con metanol (2-3 gotas durante 2 minutos). o con el primer paso de las tinciones
rapidas (14).

La tincién constituye el siguiente paso que va a definir la calidad de la muestra. Por ello,
deben tomarse todas las precauciones para que sea correcta. Existen numerosas técnicas de
tincién. Es importante que el clinico se familiarice con una de ellas y la emplee como referencia.
Las técnicas Romanowsky (Giemsa,Wright, May-Grinwald-Giemsa). son las mas empleadas en
citologia. Estas técnicas emplean una combinacién de azul de metileno y eosina, que tifien, res-
pectivamente, el nucleo, el citoplasma y los granulos. Todas ellas proporcionan una excelente
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tincioén del citoplasma y una tincién correcta del ntucleo, por lo que permiten, en general, una
evaluacion citolégica adecuada.

Las técnicas de tincion rapida carecen de azur de metileno, por lo que tifien los granulos
con dificultad. Son muy utiles para el clinico por su rapidez, son adecuadas para una evaluacion
preliminar y suelen ser validas para la mayor parte de las muestras, pero, comparadas con otras
técnicas, es mas dificil realizar un examen citolégico detallado, sobre todo cuando la observacion
y definicion de granulos es fundamental (médula 6sea, mastocitomas).. En laboratorios especiali-
zados pueden aplicarse otras tinciones no rutinarias, quimicas y/o inmunolégicas, que permiten
establecer diagnoésticos a niveles semejantes a los establecidos en muestras histolégicas (14).

3.10.1 TIPOS DE TINCION

Los dos tipos de tincién mas frecuentes son las tinciones tipo Romanowsky (tincion de
Wright, tincién de Giemsa, Diff-Quik). y la tinciéon de Papanicolaou y sus derivados, como el tri-
cromico de Sano. Las tinciones de Papanicolaou y sus derivados necesitan una fijacion humeda
de la muestra. Estos procedimientos no son necesarios y, en realidad, no son aconsejables si las
muestras van a ser teftiidas con tinciones de Romanowsky (1).

Las tinciones tipo Romanowsky son baratas, de facil disponibilidad para el veterinario clini-
co, tiflen los organismos y los citoplasmas celulares de forma excelente. Aunque con las tinciones
tipo Romanowsky el detalle del nticleo y el nucléolo no se percibe tan bien como con las tinciones
tipo papanicolaou, el detalle nuclear y nucleolar apreciado es suficiente para diferenciar entre
neoplasia e inflamacion y para evaluar células neoplasicas en busca de evidencia citologica de
potencial maligno(criterios de malignidad) (1).

Es necesario usar siempre colorantes en buen estado y filtrados, evitando la exposicion de
las muestras y los colorantes al polvo y a otros contaminantes ambientales (14).Los problemas
mas frecuentes relacionados con la tincién son: una tincién excesiva por un tiempo prolongado de
exposicion; una tincion débil por el empleo de colorantes en mal estado o una exposicion dema-
siado corta; una tincion irregular en muestras gruesas, donde las zonas de mayor acumulacién
captan todo el colorante y dejan sin tefiir las zonas con menor ntimero de células y, finalmente,
la presencia de precipitados por emplear colorantes contaminados (14).

Lo mas indicado en muestras con claros defectos de tincién es repetir la toma de muestras
(14). Si esto no es posible, se pueden intentar métodos de correccién. De esta forma se pueden
decolorar las muestras excesivamente tefiidas con 2-3 gotas del fijador o de metanol. (14).

Las muestras débilmente tefiidas pueden volver a introducirse en el colorante, pero, en este
caso, es necesario hacerlo de forma progresiva, comprobando cada pocos segundos el estado de
la tincion para evitar el efecto contrario.

3.10.1 TINCION

El método de coloracion de Giemsa es un método simple, rapido y muy econémico para
usar en el consultorio clinico. Por la calidad de la coloraciéon es usado por los especialistas en
diagnostico citolégico veterinario.

Procedimiento de la coloracion de Giemsa:

1. Fijar la muestra al aire, durante 30 a 60 minutos dependiendo del espesor de la misma.

2. Cubrir con metanol durante y esperar 4-5 minutos.

3. Enjuagar con agua destilada o agua corriente.

4. Cubrir las muestras con solucién de Giemsa recién diluida a 1/10(se toma

1 parte de la solucién de Giemsa y se le agregan 9 partes de agua destilada, dejar actuar
durante 15 a 30 a minutos.

5. Lavar las muestras con agua destilada para eliminar los restos de colorante.

6. Colocar las muestras en posicién vertical para dejar secar las muestras al aire.

Una vez realizados los primeros pasos, ya con la lamina seca se observa al microscopio para
su interpretacion. Del cuidado puesto en los pasos descriptos dependera la obtencion de una
muestra con cantidad suficiente de células para realizar la evaluacion microscopica. (18,19, 20).
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3.11 INTERPRETACION

Protocolo de interpretacion citologica:

La interpretacion de muestras citolégicas debe realizarse con microscopios de buena cali-
dad que dispongan, al menos, de objetivos de 10x, 40x y 100x aumentos. La interpretacion debe
realizarse siguiendo un protocolo que permita elegir las mejores zonas para realizar un estudio
citolégico detallado (14).

La clave de la interpretacion citologica es realizarla exclusivamente sobre muestras de buena
calidad, que se definen como citologias en las que predominan las células intactas, bien tefnidas
y bien distribuidas, en las que se diferencia perfectamente el ntcleo del citoplasma (14).Como
norma general de interpretacion citologica, hay que considerar que el diagnéstico viene definido
por el conjunto de la poblacién; no es necesario tratar de identificar todas las células y no se
puede emitir un diagnostico basado en las caracteristicas de una Unica célula (14).

Una de las principales complicaciones de la interpretacion citolégica es la evaluacién de
muestras hemodiluidas. Un cierto grado de contaminacién sanguinea es inevitable, pero si
es excesivo puede suceder que soélo se observan hematies y leucocitos, sin que destaquen las
células tisulares. Ademas, una excesiva hemodiluciéon puede conducir a importantes errores
de interpretacion, ya que puede ser dificil determinar si la sangre es realmente contaminante
o si, por el contrario, es consecuencia de la naturaleza de la lesion (hematomas, neoplasias
vasculares) (14).

Para diferenciar si la sangre es contaminante o propia de la lesién se debe valorar:(14).

-La presencia de plaquetas significa contaminacién, ya que la hemorragia es reciente. (14).

-La presencia de eritrofagocitosis implica que la hemorragia es crénica y, por lo tanto, no
se ha producido durante la toma de muestras. En ocasiones, no se observa el hematie intacto
dentro del macréfago, sino restos de pigmento procedentes de la degradacion de la hemoglobina
(hematoidina, hemosiderina). que aparecen de color azulado, marrén o en forma de cristales de
color dorado (14).

-La morfologia de los leucocitos: los leucocitos procedentes de contaminacién sanguinea
conservan la morfologia observada en los frotis sanguineos. Si los neutroéfilos, linfocitos o mono-
citos proceden de la lesion que se esta evaluando suelen mostrar caracteristicas de degeneracion,
activacion o capacidad fagocitica (14).

La interpretacion de muestras citolégicas requiere conocimientos sobre la normal morfologia
celular y tisular, reconocer las limitaciones de la citologia, y experiencia. La correlacién de los
hallazgos citolégicos con la informacion clinica y del laboratorio como asi también los conocimien-
tos acerca de la ubicacion, apariencia general y comportamiento de la lesién permiten obtener
la maxima informacion util posible de una muestra y ayudan a evitar la interpretacion de mas.
Es util intentar categorizar la muestra citolégica como inflamatoria o no inflamatoria, distinguir
entre hiperplasia y neoplasia, diferenciar entre tumores benignos y malignos y distinguir entre
hemorragia y contaminacion con sangre (6).

La interpretaciéon de una citologia requiere conocimientos de la morfologia normal celular y
experiencia que se adquieren con muchas horas de microscopio. Es importante saber reconocer
las limitaciones del observador y las de la citologia. (21).

El estudio citolégico de muestras representativas de buena calidad permite la diferencia-
cion entre lesiones inflamatorias, lesiones no inflamatorias no tumorales de origen quistico y
lesiones tumorales. Ademas, su evaluaciéon en profundidad puede establecer el tipo u origen de
la inflamacién o el tipo y grado de malignidad de una lesién neoplasica. Determinados caracte-
res celulares permiten, ademas, establecer criterios para emitir diagnésticos mas especificos de
varios tipos de neoplasia (14).

En procesos neoplasicos, un citélogo experimentado puede diagnosticar varias neoplasias
especificas en forma definitiva realizar un diagnéstico tentativo de neoplasia en varios tipos de
tumores, identificar sitios de metastasis tumoral y monitorear la recurrencia de tumores luego
de aplicar terapias contra el cancer (6).
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3.11.1 CONSIDERACIONES EN LA INTERPRETACION DE UNA EXTENSION
CITOLOGICA

Para que la interpretacion de una citologia aporte la mayor cantidad de informacién posi-
ble, siempre debe ir acompafada de un historial clinico completo del paciente y una descripcion
detallada de la lesién indicando: (13).

- Fecha de aparicién

- Localizacion

- Ritmo de crecimiento

- Tamano

- Consistencia, adherencia, encapsulacion

- Color

- Caracter recidivante de la misma

- Presencia o ausencia de adenopatias regionales.

Por otro lado es muy importante una correcta toma de muestras y/o extension de la misma.
En este sentido la experiencia y practica del clinico es fundamental a la hora de que las exten-
siones citolégicas y las muestras sean lo suficientemente representativas para que el estudio sea
util y aporte el mayor grado de informacion posible (13).

En el caso de las masas o lesiones de apariencia neoplasica tenemos que tener en cuenta
varios puntos:

- Pueden haber areas diferentes en un mismo tumor, ya sea respecto la complejidad en la
arquitectura o referente al grado de malignidad/benignidad, por ejemplo el tumor de mama en
perras (13).

- Muchos tumores, sobre todo los de crecimiento rapido, presentan focos de necrosis de
los cuales no vamos a obtener células intactas y tampoco informacién. (13).

- Muchas neoplasias llevan asociados procesos inflamatorios por lo que, la ausencia de células
tisulares con signos de malignidad, no implica descartar esta posibilidad si la historia clinica del
paciente y la apariencia macroscéopica de la lesion puedan sugerir que sea una neoplasia. (13).

- Existe la posibilidad de una presentacion multicéntrica de tumores. Muchas veces corres-
ponderan a un mismo tipo de tumor aunque también puede darse el caso de que dichas masas
correspondan a neoplasias de diferente naturaleza y grado de malignidad. (13).

- La citologia, frecuentemente, no nos dara un diagnostico definitivo de tumor. Por ejemplo,
en algunos tumores sélidos, las células neoplasicas pueden no ser exfoliadas suficientemente como
para proveer bastantes células para el diagnéstico. Esto puede ocurrir con cualquier tumor que
produce cantidades considerables de componentes estromales, como un fibroma o un osteoma (13).

- La citologia no se puede utilizar para la gradacién de la mayoria de los tumores ya que,
ésta es altamente dependiente de la consideracion de la relaciéon de las células neoplasicas con
los tejidos normales que las rodean, asi como otros factores como el indice mitotico, el grado de
inflamacion y necrosis; todo ello puede ser dificil o imposible de evaluar solamente con el examen
citolégico (13).

3.11.2 TIPOS DE LESIONES TISULARES

Los tres grandes grupos de lesiones tisulares son: inflamacion, hiperplasia y neoplasia y,
la principal distincién que hay que hacer al interpretar una muestra citolégica, es la que existe
entre inflamacion y neoplasia. (13).

3.11.2.1 CITOLOGIA DE LAS LESIONES INFLAMATORIAS:

Se caracterizan por la presencia de un gran numero de neutrofilos, linfocitos, monocitos,
macrofagos, eosinédfilos o células plasmaticas, que en diferentes proporciones caracterizan los
diferentes tipos de inflamacién desde el punto de vista citolégico (13, 21).

[0 Inflamacién aguda: mas del 70 % de las células inflamatorias son neutroéfilos (6-13,14).
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0 Inflamacion subaguda: un 30-50 % de las células inflamatorias son monocitos, macroé-
fagos y linfocitos (6-13).

0 Inflamacion cronica: mas del 50 % de las células inflamatorias son monocitos y macroé-
fagos (6-13).

[ Inflamacién purulenta: mas del 85 % de las células inflamatorias son neutroéfilos (6-13).

0 Inflamacién granulomatosa: presencia de abundantes células epitelioides y células gi-
gantes (6-13).

0 Inflamacién piogranulomatosa: inflamacién purulenta con un componente de células
epiteloides y gigantes (6-13).

[ Inflamacién eosinofilica: los eosinoéfilos superan el 10 % de las células inflamatorias (6-13).

al -

Célula multinucleada gigante en una lesion inflamatoria de tipo granulomatoso.
Tomado de: Fernandez C., Jiménez de la Puerta J.C. , Aguilar A. Citologia cutanea veterinaria. Rev A.V.E.P.A. 2003,
vol.23(2).: p75-87.

Neutrofilos degenerados en una infeccién purulenta con abundante poblacion bacteriana.
Tomado de Fernandez C., Jiménez de la Puerta J.C. , Aguilar A. Citologia cutanea veterinaria. Rev A.V.E.P.A. 2003,
vol.23(2).: p75-87.

3.11.2.2 CITOLOGIA DE LAS HIPERPLASIAS

Las células hiperplasicas son practicamente idénticas a las normales, por tanto, su diag-
nostico resulta complicado (13-21).

La hiperplasia, la metaplasia y la displasia se pueden producir como respuesta a irritaciones,
inflamaciones, alteraciones en el sefialamiento celular (por ejemplo: desequilibrios hormonales).
o como consecuencia de destrucciones o regeneraciones tisulares. Debido a su asociacién a la
inflamacion, las células inflamatorias con frecuencia se encuentran presentes en las muestras (6).

Las células de tejidos hiperplasicos generalmente parecen mas inmaduras pero, por lo
demas, se asemejan a las células normales. Entre las caracteristicas citologicas de las células
hiperplasicas se encuentran grandes nucleos con cromatina poco condensada y nucléolos promi-
nentes. El citoplasma es, con frecuencia, basofilico. Las células hiperplasicas tienen una relacion
nucleo—citoplasma (N:C). (tamano del nticleo comparado con cantidad de citoplasma presente).
relativamente constante. Esta es una caracteristica importante para distinguir la hiperplasia de
la neoplasia (6).Las reacciones inflamatorias a veces producen hiperplasia en los tejidos que las
rodean.

Estas células hiperplasicas son células normales pero aparecen mas inmaduras, teniendo
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un nucleo mayor y algtin nucléolo, por lo que para diferenciar una hiperplasia de una neoplasia
requiere un analisis histolégico.

3.11.2.3 CITOLOGIA DE LAS NEOPLASIAS

Una neoplasia es un crecimiento descontrolado de las células que se produce por la altera-
cién de los mecanismos que controlan el ciclo celular, se caracteriza por la divisién anormal de
las células neoplasicas, son independientes de estimulos externos de crecimiento y factores inhi-
bitorios, y son menos susceptibles a sefiales apoptéticas, dando como resultado un desequilibrio
entre la division celular y la muerte celular y un aumento del tamafio tumoral (22).

Las caracteristicas citologicas de células neoplasicas varian seguiin la célula de origen. En
general, las células neoplasicas son mas grandes, mas pleomoérficas y tienen una mayor y mas
variable relacion N:C en comparacion con las células normales de ese mismo tejido (6).

Es util proceder en tres etapas respondiendo a tres preguntas: (13-21)

1-¢el tumor o masa es realmente una neoplasia?

Para determinar si la lesion es una neoplasia o si se trata de otro tipo de lesién, existen unos
indicadores generales como la escasez o ausencia de células inflamatorias, la hipercelularidad
o el pleomorfismo celular. No obstante, la respuesta a esta primera cuestiéon no siempre es facil
sobre todo en aquellas muestras que contengan células inflamatorias y a la vez células tisulares
modificadas ya que esto puede ser indicativo de neoplasia con inflamacién secundaria o bien
puede sugerir inflamacién acompanada de displasia celular (6-13-14).

2- Si es una neoplasia ¢es maligna?

Se ha establecido que se deben encontrar al menos tres criterios de malignidad. Sin embargo
a veces no es tan sencillo pues procesos reactivos secundarios a fuertes reacciones inflamatorias
pueden aparecer con importantes anomalias o atipias celulares, y por otro lado, tumores malignos
bien diferenciados pueden presentarse con escasas atipias y menos de tres criterios de malignidad.
Hay que diferenciar un tumor de cambios displasicos o hiperplasicos no neoplasicos, teniendo en
cuenta que la benignidad es un diagnostico histolégico, no citolégico (13).

En ausencia de inflamacién, un tejido con caracteristicas citologicas de malignidad puede
ser considerado maligno pero una muestra con escasas modificaciones no debe asumirse como
benigna (13).

3- ¢Cual es el origen de la neoplasia?

En citologia diagnéstica se pueden distinguir basicamente tres origenes celulares: epitelial,
conjuntivo (mesenquimatoso). o de células redondas. En este punto se trata de intentar identificar
el tipo exacto de tumor (13).

3.12 LA CITOLOGIA EN EL DIAGNOSTICO DEL CANCER EN PEQUENOS ANI-
MALES

El cancer es un importante problema, cada vez mas frecuente, en la salud de gatos y perros.
La mayoria de los canceres de origen natural se originan a partir de la transformaciéon de un
Unico precursor o célula madre. Aunque los acontecimientos que conducen a esta transforma-
cion neoplasica no se conocen completamente, se sabe que el cambio principal esta relacionado
con el desorden de los mecanismos genéticos normales que controlan el crecimiento o division
celular y la diferenciacion celular. El cancer es, por lo tanto, una enfermedad genética de células
somaticas, caracterizado basicamente por: (13).

- La proliferaciéon de células cancerigenas es descontrolada y tiene lugar de forma indepen-
diente a la necesidad de nuevas células.

- El proceso de la diferenciacion celular esta dafiado en células cancerigenas; con frecuencia
son “inmaduras” (13).
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Diagrama de decisiéon para el diagnostico citolégico ( 13-23).
Tomado de: M. Dobson, J., Duncan X. Lascelles, B. Manual BSAVA de oncologia en pequefos animales, 3% edicion. Edi-
ciones S., 2014. Barcelona.).

3.13 CLASIFICACION DE LAS NEOPLASIAS
3.13.1 SEGUN SU COMPORTAMIENTO CLINICO:
3.13.1.1 BENIGNAS

Presentan un comportamiento no agresivo, tienen una estructura semejante a la célula del
tejido de procedencia, se caracterizan por lesiones localizadas, sin diseminacion a otros lugares y
capaces de remocién quirurgica; generalmente terminan en el sufijo oma para su nomenclatura,
con ciertas excepciones. (22).

En las neoplasias benignas, las células aparecen de tamano y forma uniforme, con nucleolos
pequenos y de aspecto regular. (21).

Segun las neoplasias o hiperplasias benignas se caracterizan por una poblacién uniforme
de células. Deberia haber un tamano y forma citoplasmatica y nuclear uniformes, una relacion
uniforme de nuclear a citoplasmatica (N: C)., y si los nucléolos estan presentes son de tamano,
forma y nuimero constantes entre las células individuales. (22).

3.13.1.2 MALIGNAS

A los que se hace referencia como canceres, con comportamiento agresivo e invasivo y des-
truccion de tejidos adyacentes con capacidad de diseminacién a otras estructuras (metastasis).
(22).Las neoplasias malignas tienen caracteristicas nucleares consideradas anormales e indican
una poblacién celular que esta creciendo de manera rapida e incontrolable (22).
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Ejemplos de células epiteliales y mesenquimaticas de caracter benigno y maligno.
Tomado de: Megias Manuel, Molist Pilar, Pombal Manuel A. Atlas de Histologia Vegetal y Animal, version 2016. Facultad
de Biologia, Universidad de Vigo, Espana.

3.13.2 SEGUN LA CELULARIDAD

Las neoplasias se dividen citolégicamente en tumores de células redondas, mesenquimales,
y epiteliales, en funcién a su célula de origen. (22).

Con mucha frecuencia podemos encontrar neoplasia con inflamacién secundaria. (21).

También es posible que no se pueda identificar el tumor, por lo que se debera proceder cui-
dadosamente en dar un tumor como benigno cuando la célula no ha sido bien reconocida. (21).

La evaluacion del tipo de célula tumoral se basa en el tamafo, forma y caracteristicas de
exfoliacién, es decir, si se trata de células que exfolian en racimos, grupos, sueltas, etc. (4-21).

Hay diferentes criterios para evaluar la malignidad celular: nucleares y citoplasmaticos. Los
citoplasmaticos también pueden presentarse en alteraciones no neoplasicas como en procesos
inflamatorios, por lo que se debera prestar especial atencion en los criterios de malignidad nu-
cleares, como son variaciones en el tamafno del ntuicleo, aspecto de la cromatina, nimero, tamafno
y forma de los nucléolos o incremento de figuras mitéticas (4-21).

La multinucleacion se considera signo de malignidad si los nuicleos son anémalos y la pre-
sencia de mitosis alteradas se asocia también con neoplasias malignas (21).

En general, las células neoplasicas son mayores y mas pleomorficas que las células nor-
males del mismo tipo, suelen tener mayor relacién nucleo citoplasma y presentarse en distintos
estados de maduracién (17-21).

3.13.2.1- NEOPLASIA EPITELIAL

Se encuentran células epiteliales, de origen glandular, con citoplasma vacuolizado, al tener
una funciéon productora y secretora, y no glandular, de superficie (células basales, escamosas y
queratinocitos). En general son células grandes que se presentan en agrupaciones o clusters de
moderada/alta celularidad (5); de morfologia redondeada u ovalada de las células(13), dispuestas
en sabana; formando acinos, las de origen glandular, y en hileras las no glandulares; con bordes
citoplasmaticos unidos por desmosomas o uniones intercelulares, y de facil exfoliacion (5). El pa-
tron cromatico varia desde homogéneo hasta granular, pudiendo observarse la presencia de uno
o mas nucléolos destacados que pueden llegar a ser grandes y de tamafnos diferentes conforme
el potencial de malignidad aumenta. Mediante técnicas de tincion rutinarias, el citoplasma suele
presentar una tincion azuréfila mas o menos intensa y, dado el origen glandular de las células
en muchas ocasiones, su apariencia puede ser granular y/o globular como reflejo del cimulo de
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material de secrecién. En estos nidos es donde mejor podemos apreciar las variaciones respecto al
tamafio y forma de las células, nucleos y nucléolos para asi evaluar la malignidad del tumor (13).

Las células epiteliales recubren las cavidades oral y nasal, y los tractos gastrointestinal,
urogenital y respiratorio. En la piel y el tejido glandular también se encuentran células epiteliales
secretoras y no secretoras. Por tanto, los adenomas o los carcinomas/ adenocarcinomas pueden
surgir de todas estas localizaciones. Las células epiteliales pueden ser redondas, cuboidales o
columnares, y tienen bordes comunes contiguos. (24). Normalmente son redondas o poliédricas,
con abundante citoplasma y con los margenes del mismo bien definidos. Las células epiteliales
columnares o cuboidales se encuentran en los tractos respiratorio y gastrointestinal (24).

Las caracteristicas del citoplasma varian mucho con respecto al color, granularidad y gra-
do de vacuolizacion, dependiendo de la localizacién, y la funcién de las células. La presencia de
una formacién de acino o productor de secrecion sugiere que las células epiteliales son de origen
glandular (24). Normalmente, el nucleo, es redondo con un patrén de la cromatina reticulado
fino (que se vuelve gruesa a medida que incrementa el potencial de malignidad)..Normalmente se
encuentran uno o mas nucléolos( los nucléolos también se pueden ver en las células epiteliales
hiperplasicas o displasicas, especialmente las que tienen capacidad secretora. Estos se vuelven
mas grandes y mas irregulares en su forma, a medida que las células sufren, una transformacion
maligna (24)..En las de origen no glandular, la relacién nucleocitoplasmatica (N:C). va disminu-
yendo cuanto mas superficiales son, y adquieren al mismo tiempo bordes angulosos y nucleo
picnotico, que llegan a perder en los queratinocitos, donde muestran una imagen muy semejante
a una fase de estro vaginal (5).

Las células epiteliales se vuelven displasicas en respuesta a inflamacion o irritacion loca-
lizadas. Los cambios displasicos incluyen: variaciones en el tamano y forma de la célula, ntcleo
y nucléolo; incremento de la ratio N:C, y cromatina nuclear gruesa. Estos cambios pueden ase-
mejarse a los asociados con neoplasia (24).

Los tumores de origen epitelial que se encuentran habitualmente incluyen adenomas/
adenocarcinomas de glandulas sebaceas, adenomas/adenocarcinomas perianales, carcinomas de
células de transicién de la vejiga, tumores de células basales, tumores de glandulas mamarias y
tumores de otros tejidos epiteliales glandulares, por ejemplo, adenocarcinoma prostatico (17-24).

J 2
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Estirpe celular epitelial. Grupo de células epiteliales.
Tomado de: Martinez de Merlo Elena. Atlas de citologia clinica del perro y del gato. 2016, Servet, Espana.

3.13.2.2. NEOPLASIA MESENQUIMATOSA

Las caracteristicas citologicas basicas que sugieren un origen mesenquimatoso para una
poblacion celular son la morfologia ovalada o fusiforme de las células y de sus nucleos, junto al
hecho de que no suelen dar lugar a la formacién de clusters celulares (las células casi siempre
son aisladas). Las muestras de estas neoplasias suelen ser escasamente celulares. Asimismo, el
citoplasma esta poco delimitado y suele tefirse de coloracion débilmente rosacea sin presentar
la apariencia granular/globular tipica de las células epiteliales (13).
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Los tumores mesenquimales(normalmente denominados tumores de células fusiformes). se
derivan del tejido conectivo. Los aspirados con aguja fina de estos tumores suelen ser hipocelula-
res, porque las células estan envueltas en una matriz extracelular (por ejemplo osteoide[hueso],
condroide [cartilago], o colageno[tejido fibroso]). Los aspirados de células son, por tanto, escasos,
aunque puede haber algunos racimos (24).

Normalmente, las células mesenquimales bien diferenciadas son de tamano pequeno a
mediano, con colas citoplasmaticas que dejan una estela opuesta al nucleo. Los bordes citoplas-
maticos estan poco definidos, y el ntcleo es oval o eliptico con un patrén de la cromatina liso o
fino. A medida que aumenta el potencial de malignidad, el nticleo se hace mas grande y las células
se redondean y/o adquieren una apariencia estelada( en forma de estrella)., con proyecciones
citoplasmaticas cortas y en punta, mas que colas citoplasmaticas largas. La cromatina nuclear
se vuelve gruesa y los nucléolos se hacen mas prominentes (24).

Las células mesenquimales se vuelven displasicas en respuesta a inflamaciones o irritaciones
locales y pueden ser muy dificiles de diferenciar de las células neoplasicas (24).

Los fibroblastos repartidos de forma individual pueden ser observados en los aspirados
de, tedricamente cualquier tejido. Los fibroblastos reactivos pueden presentarse en cantidades
significativas en aspirados de areas de inflamacién o reparacién tisular (granulacion en el tejido
de la lesion).. Los fibroblastos reactivos pueden mostrar muchos de los criterios citolégicos de
malignidad, por lo que se deben extremar las precauciones al evaluar las células mesenquima-
tosas si hay una respuesta inflamatoria significativa (17).

Los frotis altamente celulares que contienen de forma predominante una poblaciéon de cé-
lulas mesenquimatosas puras suelen indicar una neoplasia mesenquimatosa (17-24).

Los tumores mesenquimales mas habitules incluyen el lipoma/ liposarcoma, condroma/
condrosarcoma, osteoma/osteosarcoma, fibroma/fibrosarcoma, hemangioma/hemangiosarcoma,
hemangiopericitoma, neurofibroma/neurofibrosarcoma y mixoma/mixosarcoma. (24).

Los aspirados de tejidos mesenquimatosos normales son poco celulares debido a la natura-
leza fuertemente cohesiva del tejido conectivo. Los tumores mesenquimatosos benignos tienden a
exfoliar muy pocas células, por lo que la obtencion de muestras de calidad diagnéstica puede ser
dificil. Por el contrario, los tumores mesenquimatosos malignos pueden proporcionar aspirados
muy celulares (6-17).

Para evaluar la malignidad del tumor nos debemos fijar en los criterios generales de ma-
lignidad. En todo caso, hay que tener en cuenta que citolégicamente es muy dificil identificar el
tipo concreto de sarcoma de que se trate (13).

Igualmente, en muchas ocasiones también resulta dificil diferenciar mediante citologia la
naturaleza verdaderamente neoplasica de una poblaciéon de células fusiformes, de una poblacion
fibroblastica correspondiente a un tejido inflamatorio de granulacion, siendo necesaria la reali-
zacion de un estudio histopatolégico que determine definitivamente el diagnéstico de neoplasia
esenquimatosa (13).

Células fusiformes o mesenquimales (UPH veterinary, 2016).
Tomado de: Palacios Paniagua R. , Garcia Lopez C. Manual citolégico de células neoplasicas cutaneas en pequefnas es-
oren s pecies. Managua, Nicaragua. 2018.
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3.13.2.3 NEOPLASIA DE CELULAS REDONDAS

Se denomina asi ya que, la morfologia redondeada de las células, es el principal rasgo iden-
tificativo de las mismas. Estos tumores tienden a exfoliar muchas células, de pequefio o media-
no tamano y, normalmente, de forma aislada, sin formar clusters celulares. Estas presentan el
nucleo redondo o arrifnonado y bordes citoplasmaticos nitidos. Se debe distinguir entre aquellos
tumores de células redondas pequenas con nucleos redondos u ovales con cromatina densa y
escaso citoplasma (10-15 pm) y los tumores de células grandes con las misma estructura pero
de mayor volumen (>20 pm) y mas citoplasma (claro, vacuolado, pigmentado).

Esta clasificacion es un término descriptivo que agrupa un elevado ntmero de distintas
neoplasias con un variado comportamiento clinico (13).

Para identificar especialmente el tipo concreto de tumor, o al menos restringir la lista de
posibles diagnésticos diferenciales y acercarse mas al definitivo, se debera tener en cuenta, junto
a los hallazgos citolégicos de las células, el historial clinico del paciente, ya que, la edad del en-
fermo y la localizacién anatémica de la lesion establecen criterios diferenciales importantes (13).
Dentro de este grupo de tumores se incluyen linfomas, tumores venéreo trasmisibles, histiocito-
ma, mastocitomas, plasmocitomas, y melanomas. Las células en los melanomas y mastocitomas
contienen granulos (10).

De todas las neoplasias que pueden clasificarse dentro de este grupo, la mas facil de reconocer
es el mastocitoma, ya que los mastocitos se caracterizan por la presencia de granulos azuroéfilos
intracitoplasmaticos que, en caso de realizar una tinciéon con la técnica de Giemsa, muestran
metacromasia ya que estos granulos se tifien de color rojizo. Este tumor, ademas, suele presentar
como hallazgo identificativo una infiltracion de leucocitos polimorfonucleares eosinéfilos (13).

Los tumores de células redondas normalmente son de origen hematopoyético. Las células
se exfolian aisladas o formando pequenos grupos (24).

Pueden ser identificados con precision mediante la citologia; ésto se debe a sus propiedades
especificas citoplasmasticas, nucleares y de tincion (24).

Las células discretas son un grupo que comparte ciertas caracteristicas citologicas debidas
al hecho de que estan presentes de forma individual en los tejidos, no adheridas a otras células
o matriz de tejido conectivo. La mayoria son de origen hematégeno. Un patron celular discreto en
un tejido que no sea tejido linfoide normal indica, normalmente, la presencia de un tumor de un
grupo denominado tumores de células discretas (o tumor de células redondas).. Su reconocimiento
es importante porque a este grupo se incluyen algunas de las neoplasias que se encuentran con
mayor frecuencia en la clinica de pequenos animales. (17).

- .
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Citologia morfologica de células redondas (Albanese, 2017).

Tomado de: Palacios Paniagua R., Garcia Lopez C. Manual citolégico de células neoplasicas cutaneas en pequenas espe-
cies. Managua, Nicaragua.2018.

TIPOS DE TUMORES CUTANEOS COMUNES EN PEQUEﬁAS ESPECIES

En los animales domésticos, dentro de los tumores existen células de diferentes formas, en sus
agrupaciones por ejemplo las células adiposas, tienen una forma poligonal, las células fibrosas, son
fusiformes, las células redondas como su mismo nombre lo dice, entre otras formas celulares (10).
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A). Redonda B). Ovoide C). Columnar D). Fusiforme E).Cuboidal F). Poligonal G). Forma de estrella
H). Forma de pera(10).

Tomado de: Palacios Paniagua R., Garcia Léopez C. Manual citolégico de células neoplasicas cutaneas en pequenas espe-
cies. Managua, Nicaragua. 2018.

3.14 CLASIFICACION DE LOS TUMORES CUTANEOS
La clasificacion mas practica y comunmente aceptada se basa en sus caracteristicas cito-
légicas, segun la cual se contempla tres grupos de neoplasias cutaneas:

3.14.1 NEOPLASIAS DE CELULAS EPITELIALES

* Papiloma

» Epitelioma intracutaneo cornificante o queratoacantoma

* Carcinoma de células basales

* Carcinoma de células escamosas

* Neoplasias de glandulas sebaceas/ Neoplasias de glandulas hepatoides (glandulas seba-
ceas especializadas).

* Neoplasias de células basales

* Neoplasias de glandulas sudoriparas: tumores de glandulas apécrinas y tumores de glan-
dulas ceruminosas (25).

3.14.2 NEOPLASIAS DE CELULAS MESENQUIMATOSAS
* Fibroma/Fibrosarcoma
* Sarcomas de tejidos blandos
* Nevus colagenoso
* Lipoma/ liposarcoma
* Schwanoma
* Hemangioma/Hemangiosarcoma
* Hemangiopericitoma
* Melanoma
* Mixoma/Mixosarcoma (25).

3.14.3 NEOPLASIAS DE CELULAS REDONDAS
* Histiocitoma
* Linfoma ( epiteliotropico y no epiteliotrépico).
* Mastocitoma
* Plasmocitoma
* Histiocitosis cutanea
* Tumor venéreo transmisible (25).
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3.15 PRINCIPALES CRITERIOS DE MALIGNIDAD CITOLOGICOS

Ala hora de interpretar correctamente las citologias cutaneas se deben diferenciar entre las
muestras procedentes de los tejidos normales, procesos hiperplasicos, inflamatorios o de etiolo-
gia neoplasica, tanto benignos como malignos. Por ello es fundamental reconocer los principales
criterios de malignidad citolégicos que pueden exhibir las células y en funcién de su presencia,
cantidad e intensidad, o en caso contrario, de su ausencia, poder clasificar las citologias en cada
una de las anteriores categorias.

Los criterios de malignidad afectan a las células, afectan a diferentes niveles: nuclear, cito-
plasmatico y poblacional, siendo los primeros los mas importantes a la hora de diagnosticar una
neoplasia maligna, ya que las alteraciones que pueden aparecer en las estructuras nucleares no
se ven influenciadas por la presencia de procesos inflamatorios.

3.16.1 A NIVEL POBLACIONAL

Fundamentalmente queda reflejado en la presencia de heterogeneidad entre las células de
la misma estirpe, existiendo por tanto una pérdida de homogeneidad con respecto al tamano y a
la morfologia, asi como también observandose un aumento de la celularidad en aquellas pobla-
ciones que presentan poca tendencia a la exfoliaciéon, como es el caso del tejido conjuntivo. Se
incluyen principalmente:

-Anisocitosis: Indica una variacion significativa en el tamano de las células dentro de la mis-
ma estirpe celular. Aqui es importante excluir a las células epiteliales que procedan de diferentes
estratos y que aparezcan conjuntamente en la misma preparacion, ya que por su diferente esta-
dio de maduracién pueden presentar diferente tamano y volumen celular sin que esto signifique
algun tipo de alteracion maligna (26).

-Pleomorfismo: Indica diferente morfologia entre las células del mismo grupo. En este punto
también hay que excluir a las células epiteliales pertenecientes a distintos estratos epidérmicos,
valga como ejemplo las diferencias existentes entre las células basales y las células queratiniza-
das superficiales (26).

-Hipercelularidad: Referido a aquellas poblaciones celulares que habitualmente tienen poca
tendencia a exfoliar en las muestras debido a que estan incluidas en una matriz extracelular
proteica como son las células de estirpe conjuntiva. Asi la presencia incrementada de cualquier
tipo de célula conjuntiva en las preparaciones, hace necesario realizar un estudio detallado de
la existencia de otros criterios de malignidad fundamentalmente a nivel nuclear y citoplasmatico
en esa poblacion (26).

3.16.2 A NIVEL CITOPLASMATICO

Destacando la presencia de vacuolizacion citoplasmatica y/o perinuclear que sugiere toxi-
cidad; incremento de la basofilia; pérdida o disminucion de estructuras propias de determinada
estirpe celular, lo que indica una pobre diferenciacién celular que se aleja de su patrén citolégico
normal, como por ejemplo la ausencia de pigmento de melanina en los melanomas amelanicos o
la falta, disminuciéon y heterogeneidad de los granulos intracitoplasmaticos en los mastocitomas
de II y III grado (26).

Conviene establecer que los criterios de malignidad mencionados hasta ahora y referidos
a nivel poblacional y citoplasmatico, también pueden observarse ante procesos inflamatorios,
degenerativos o con presencia de necrosis celular, por lo que su existencia debe interpretarse
dentro del contexto, ambiente celular e historial del paciente, sin que estén relacionados siempre
y de forma sistematica con neoplasias malignas (26).

- Citoplasmaticos

* Vacuolizacion citoplasmatica: presencia de vacuolas claras de contorno normalmente
bien definido y pequefio tamano en el citoplasma, incluso de distribucion anémala en el mismo.

* En la intensidad Incremento o variabilidad de tincién del citoplasma.

e Variaciéon en la cantidad de citoplasma que conlleva alteraciones en el cociente
nucleo:citoplasma .
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- Indirectos: contexto evocador de malignidad (hemorragia, necrosis, fagocitosis de material
celular).

Los criterios de malignidad nucleares son mas fiables a la hora de determinar la malignidad
de una poblacion celular tisular, ya que muchos de los criterios de malignidad citoplasmaticos
también pueden apreciarse en casos de neoplasias benignas o alteraciones fisiolégicas de las
células asociadas a procesos de naturaleza hiperplasica y/o displasica (13).

Una vez evaluada la citologia, teniendo en cuenta los criterios de malignidad y la naturaleza
de las células observadas, nos podemos encontrar con:(13).

- Estudio citolégico no compatible con una lesiéon neoplasica inicialmente, aunque no se
descarta definitivamente la posibilidad de tumor: s6lo se observan células inflamatorias. Hablamos
de una citologia negativa (13).

- Estudio citologico compatible con una lesién neoplasica: solamente observamos una po-
blacioén de células tisulares (no inflamatorias). (13).

- Estudio citologico compatible con proceso inflamatorio con cambios displasicos tisulares.
Hablaremos de citologia sospechosa cuando se encuentren menos de tres criterios de malignidad
(13).

3.16.3 A NIVEL NUCLEAR

Los criterios de malignidad detectados a nivel nuclear son los mas importantes a la hora
de evaluar el grado de malignidad celular, ya que no se ven afectados por procesos inflamatorios
que pudieran presentarse conjuntamente.

-Anisocariosis: indicando una marcada diferencia y variacién de tamafo nuclear entre las
células exfoliadas y pertenecientes a la misma poblaciéon noble (citologia cutanea).

-Macrocariosis o cariomegalia: cuando el nticleo adquiere un volumen y tamafo muy su-
perior al de su patrén normal.

-Relacion nucleo:citoplasma (N:C).: este indice refleja la superficie ocupada por el citoplas-
ma con relaciéon al nucleo, asi un indice N:C bajo (1:3 a 1:8), indica un citoplasma amplio y un
volumen nuclear pequeiio en comparacién; sin embargo, un indice N:C alto refleja un volumen
nuclear grande con respecto al citoplasma. Este criterio de malignidad es importante fundamen-
talmente cuando se refiere a nucleos de gran tamano, ya que hay células cuyo patrén normal
presenta un indice N:C alto sin que ello esté asociado con un signo de malignidad, como es el
caso de la poblacién de origen linfoide (linfocitos adultos, células plasmaticas). células de epitelio
basal, etc (26).

-Patrén de cromatina grueso: en estos casos la cromatina nuclear aparece mas espesa, en
forma de grumos y con una mayor afinidad basoéfila, lo que se relaciona con inmadurez, volumen
nucleolar, tanto en el nimero como en el tamafio, ademas de la existencia de formas irregulares
y anisonucleolosis o presencia de diferente tamano entre los nucléolos del mismo nucleo. Estas
alteraciones sugieren una elevada malignidad y estan directamente relacionadas con una mayor
sintesis de ARN y aumento de la actividad celular, hecho caracteristico de las células neoplasicas
(26).

-Presencia de multinucleacién: es propio de las células neoplasicas malignas donde se pierde
la secuencia normal del ciclo celular y no se produce la divisién celular después de la nuclear.
Este criterio adquiere mayor importancia cuando en la misma célula existe un nimero impar de
nucleos y /o cuando éstos presentan morfologia irregular y diferencia de tamano entre si. Como
excepcion hay que mencionar la existencia de células que en condiciones normales pueden pre-
sentar bi/multinucleacién, asi los osteoclastos o macréfagos 6seos y las células multinucleadas
gigantes o células epitelioides se caracterizan por ser células multinucleadas; los megacariocitos
que experimentan endocitosis sin divisién del citoplasma; los hepatocitos y las células mesote-
liales, que pueden aparecer binucleadas, entre otros (26).

-Incremento del indice mitético: la presencia de figuras mitéticas en las muestras recogidas
debe siempre considerarse como sospechoso de un proceso neoplasico, ya que en condiciones
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normales no debe observarse. Sin embargo, hay que indicar que ante procesos de elevada reac-
tividad celular y citofagia, propio de lesiones inflamatorias, pueden detectarse mitosis. También
en 6rganos donde la actividad celular es alta, la observaciéon de figuras mitéticas se considera
normal, como por ejemplo en la médula 6sea, el tejido linfoide o en casos de hematopoyesis ex-
tramedular esplénica y hepatica (26).

-Presencia de mitosis aberrantes: Referido a formas atipicas de mitosis explosivas, gigantes,
multipolares, con distribucion anémala de los cromosomas.

Después de estudiar la presencia de criterios de malignidad, ¢cuando puede considerarse
una neoplasia maligna? ¢Qué cantidad de criterios de malignidad son suficientes para diagnos-
ticar una neoplasia? Se suele considerar que la deteccién de tres o mas criterios de malignidad
a nivel nuclear o de cuatro a nivel general es indicativo de una neoplasia maligna. Sin embargo,
siempre hay que tener en cuenta una serie de factores importantes como son: (26).

La existencia de una adecuada representacion celular.

La presencia de inflamacion o degeneracién asociada puede provocar displasias en las cé-
lulas y ser interpretadas erréneamente como malignas.

Neoplasias que no exhiben elevados criterios de malignidad o que no se diferencian apenas
de los tumores benignos y sin embargo presentan un comportamiento agresivo (26).

En estos casos debe realizarse un estudio anatomopatolégico para confirmar su naturaleza
maligna (26).

oY

E : E Aumento del volumen nuclear con
Célula multinucleada con nucléolos

prominentes en sarcoma felino. morfologia fusiforme v angular, signos de
intensa malignidad en fibrosarcoma canino.

Criterios de malignidad nuclear: anisocitosos, anisocariosis y macronucleolos
en fibrosarcoma felino posvacunal. oren (P ccess
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Pleomorfismo, anisocariosis, elevada celularidad y alta basofilia en adenocarcinoma felino.
Tomado de: Fernandez C., Jiménez de la Puerta J.C. , Aguilar A. Citologia cutanea veterinaria. Rev A.V.E.P.A. 2003,
vol.23(2).: p75-87

El reconocimiento de mas de tres criterios de malignidad en el nticleo en un alto porcentaje
de las células, es una evidencia fuerte de malignidad. Cuando uno o dos criterios son reconoci-
dos en algunas células, el tumor puede ser benigno o maligno, donde se sugiere la toma de una
biopsia (27).

Fe

Izquierda: El frotis se tiné con tincion Wright. Se observan tres mastocitos con sus caracteristi-
cos granulos citoplasmaticos de color purpura. También hay varios eosinéfilos y una moderada
cantidad de eritrocitos. Este mastocitoma aparece relativamente bien diferenciado (100x)..
Derecha: Histiocitoma en canino. Se encuentra presente una poblacién de células grandes, redon-
das e individuales. Los nuicleos son redondos y tienen cromatina punteada. Existe una moderada
variaciéon en el tamano nuclear. No se evidencian nucléolos. Existe una cantidad moderada de
citoplasma palido. Tincién de Wright (100x).

Tomado de: Radin M.J., Wellman M.L. Interpretacion en Citologia Canina y Felina. Buenos Aires: Purina; 1998.
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6. ANEXOS:

Caso de estudio 1:

“Cholo” canino macho, mestizo, 12 anos de edad, que presenta una masa redonda de 4 cm x 4
cm, no adherida a la musculatura subyacente.

Caso de estudio 2:

“Flaca”, Canino hembra, geronte, raza galgo espafnol, que presenta una tumoraciéon en glandula
mamaria de la regién inguinal.
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Imagen ilustrativa de los portaobjetos y la jeringa utilizados para la toma de muestras.

Técnica “Puncion con Aguja Fina” (PAF). utilizada para la obtenciéon de muestras citologicas.
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Realizacion de frotis de muestra tomada mediante puncién con aguja fina (PAF)..

ISSN Impresa 1850-0900 en linea 1850356X Veterinaria Cuyana Afio 16:25-61, 2022 55



PAF de “Cholo” tehido con metanol- giemsa.

Se observa una célula mesenquimatica fusiforme con citoplasma poco definido, nticleo excéntrico
(*). y otra célula con las mismas caracteristicas binucleada. (**).

PAF de “Cholo” tehiido con metanol-giemsa. En el centro de la imagen (*). se aprecia una célula
fusiforme binucleada.
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PAF de “cholo”. Signos de malignidad. Se observa un fibroblasto multinucleado, nucléolos multiples
(*).. En la preparacion ademas, predomina la anisocitosos (diferentes tamanos). y poiquilocitosis
(diferentes formas).

PAF de “Flaca” tehiido con metanol- giemsa. Se aprecian varias células inflamatorias —neutréfilos- (
flecha negra). y un macrofago fagocitando bacterias —cocos- (flecha roja)..

ISSN Impresa 1850-0900 en linea 1850356X Veterinaria Cuyana Afio 16:25-61, 2022 57



Citologia caracteristica de un proceso inflamatorio séptico que acompana regularmente a las
neoplasias.
Imagenes recogidas de citologias externas:

Marcada anisocitosis, anisocariosis, poiquilocitosis, multinucleosis, multiples nucléolos y una
relacion Nucleo:Citoplasma aumentada(osteosarcoma)..

Macréfago(osteoclasto) y osteocitos (osteosarcoma).
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Se aprecian osteocitos con citoplasmas bien marcados anisocitosis, multinucleosis, megacariosis
y nucléolos multiples (osteosarcoma).

4. CONCLUSION

En la clinica es muy frecuente la consulta acerca de masas cutaneas en animales pequenos,
por tanto el médico veterinario se enfrenta a la tarea de llegar a un fiable diagnéstico para prose-
guir con una terapéutica adecuada y eficiente. Es por esto que el profesional actuante se sirve de
la citologia como herramienta de aproximacion diagnéstica inicial, por sus nobles propiedades,
ya que es rapida, econoémica, poco invasiva, a la vez que potencia la calidad de la atencién clinica.

En esta revision se busco, recopilé y comparé exhaustivamente bibliografia de rigor cienti-
fico sobre todo lo referido al diagnéstico citolégico en masas cutaneas caninas para ampliar los
campos del conocimiento en el tema.

Es imperioso recalcar que la citologia debe considerarse un paso intermedio entre el estudio
clinico y el histopatoléogico, a la vez que constituye un dato fundamental para poder establecer un
prondstico, disefiar un protocolo terapéutico, monitorear el curso de la enfermedad y los efectos
de la terapia. Si el estudio citolégico es compatible con la existencia de un proceso inflamatorio,
puede informar sobre su curso e incluso, su etiologia; si se establece la existencia de una neopla-
sia, la citologia puede permitir definir el origen celular de un tumor y si tiene un comportamiento
benigno o por el contrario maligno, en caso de hallar criterios de malignidad. En muy pocas oca-
siones, el examen citolégico, es la Ginica prueba necesaria para diagnosticar una neoplasia; en
otros, puede proporcionar datos suficientes para sospechar de su existencia y en consecuencia
establecer cuales son las pruebas diagnosticas posteriores para confirmar esta presuncion.

En base a todo lo recopilado, analizado y aplicado, la principal recomendacién para los
clinicos veterinarios es la utilizacion de la puncién con y sin aspiracion con aguja fina, antes de
continuar con otros métodos diagnosticos para la obtencion de muestras de las masas cutaneas
que se presentan a consulta y asi poder conocer en primera instancia algunas de las caracteris-
ticas de la misma.

La citologia es una de las técnicas en las que podemos apoyarnos para llegar a un diagnosti-
co, obtener una linea de informacion muy orientativa sobre la enfermedad en curso. En ocasiones
es incluso la primera y la mejor opcion frente al resto de las técnicas, pudiendo ella sola resultar
suficiente para establecer el diagnostico definitivo. Es debido fundamentalmente a la informa- o
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cion que aporta unido a la sencillez de obtencion, su amplia versatilidad, rapidez y que no es
necesaria anestesia, cualidades que hacen que no podemos dudar ante la opcion de realizar una
citologia cuando ésta sea necesaria. Por ello es que resulta extremadamente importante utilizarla
de manera habitual y referirnos a ella como una herramienta de gran importancia diagnoéstica.
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Tesina

PREVALENCIA DE HEMOPARASITOS EN CANINOS CON SIGNOS
CLINICOS EN LA CIUDAD DE VILLA MERCEDES (SAN LUIS)

Funes, FE

RESUMEN: Las hemoparasitosis son un conjunto de enfermedades de gran relevancia
en la medicina veterinaria como también en salud publica, ya que tienen gran potencial
zoonético y producen cuadros hemdticos que afectan la salud del individuo (6). El presente
trabajo tuvo como fin, determinar la prevalencia de los principales Hemopardsitos en cani-
nos que asisten a clinicas veterinarias con signos clinicos, de la ciudad de Villa Mercedes
(San Luis). Se busco identificar, especificamente, Hepatozoon sp, Ehrlichia sp, Babesia
sp, y Mycoplasma sp en frotis sanguineos de sangre periférica y cefdlica; con el objetivo
de describir diversas variables de los pacientes y determinar la prevalencia y carga de
los principales vectores. El estudio exploratorio fue de tipo hematoldgico. Fue efectuado en
50 perros que llegaron con signos de fiebre, anemia, mialgia del tren posterior y anorexia;
durante el periodo Marzo-Mayo de 2021, en dos clinicas veterinarias de la Ciudad de Villa
Mercedes. Se encontré una alta prevalencia de hemopardsitos, prevaleciendo Haemobar-
tonella spp en un 80%, con baja prevalencia de Hepatozoon spp y Anaplasma/Ehrlichia
spp. No hubo presencia de Babeiosis. Los signos clinicos que se presentaron con mayor
frecuencia fueron: Anemia 32%, Fiebre 28% y Fiebre/anemia 20% y, son los individuos
de menor edad y de razas puras mds susceptibles a infecciones por hemopardsitos. La
prevalencia fue significativamente alta en animales domésticos que habitan en el exte-
rior con respecto a aquellos que residen en el interior y, un 56% de los caninos positivos,
presentaron ectopardsitos, con una carga media de garrapatas y pulgas. Los resultados
confirman la hipétesis de que la infeccién con hemopardsitos, se encuentra relacionada al
ambiente donde el animal habita. Teniendo en cuenta las prevalencias encontradas, seria
de suma relevancia concientizar a la comunidad y trabajar desde la prevencién. En este
sentido, el rol del médico veterinario es fundamental.

INTRODUCCION

El objetivo de la siguiente tesis es realizar un proyecto de investigaciéon basados en los
conocimientos adquiridos en la formacién de grado de la carrera de Medicina Veterinaria. El
objetivo general es utilizar el método cientifico para obtener conocimientos veridicos. Con ello
adquirir mayor capacidad, competencia, aptitud, practica de laboratorio y clinica, llegando asi al
diagnostico y tratamiento correcto y eficiente.

Las hemoparasitosis son un conjunto de enfermedades de gran importancia en la medicina
veterinaria, como también en salud publica. Tienen gran potencial zoonético. Son organismos
que pueden ser transmitidos a los animales domésticos por vectores mecanicos y biolégicos.
Generalmente ingresan a la sangre de personas o animales a través de insectos, garrapatas o
mosquitos, y su presencia en los animales domésticos produce cuadros hematicos que afectan
la salud del individuo (6).

Este estudio se orienta a establecer la prevalencia de dos hemo protozoos: Hepatozoon canis
y Piroplasmas (Babesia canis - Rangelia vitalii) y; dos hemo bacterias (Mycoplasma haemocanis o
mycoplasma canis) productora de la Haemobartonella y, las rickettsias Ehrlichia canis causante
de la Ehrlichiosis monocitica canina y la Anaplasma platys que produce la Anaplasmosis trom-
bocitopenia ciclica infecciosa canina.

Se analizaron muestras de caninos con signos clinicos procedentes de clinicas veterinarias
privadas de la ciudad de Villa Mercedes, departamento General Pedernera, Provincia de San Luis.

La distribucion geografica de los hemoparasitos es mundial aunque tienen una mayor
frecuencia en paises tropicales o subtropicales, en razén de las condiciones de humedad, tempe-
ratura y luminosidad de estas latitudes del planeta, las cuales permiten la supervivencia de los
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ectoparasitos y su difusién como agentes vectores. Entre los agentes vectores mas importantes
se destacan las garrapatas (4).

En la provincia de San Luis un estudio reciente (16) reportd que en la canera de la ciudad
de San Luis los animales tenian una 100% de prevalencia de garrapatas, siendo la especie pre-
dominante Rhipicephalus sanguinius en el 98% de los casos y 2% a Amblyomma tigrinum (Fotos
1 y 2 respectivamente).

Foto N°1: Riphicephalus sanguineus (hembra a la izquierda y macho a la derecha)

Foto N°2: Amblyoma tigrinum (hembra a la izquierda y macho a la derecha)

En Argentina las enfermedades mencionadas han sido subdiagnosticadas. En los tltimos
anos la medicina veterinaria ha tenido mas presente estas ultimas, los profesionales se han ca-
pacitado mejorando el diagnoéstico, por lo que en los centros médicos se estan diagnosticando
diariamente y lideran los porcentajes de consultas (18,22).

En particular en la ciudad de Villa Mercedes, en los Gltimos anos, ha aumentado la inci-
dencia de gran parte de estas patologias, especialmente sobre Hepatozoon y Ehrlichia, pero sin
conocer la prevalencia de las mismas (2,3,19). Diagnésticos de casos de Haemobartonella y de
Babesiosis también han sido reportados en la rutina de las clinicas de Villa Mercedes (1).

PROBLEMA DE INVESTIGACION

m cCual es la prevalencia de Hemoparasitos en animales domésticos que asisten a clinicas
veterinarias de la Ciudad de Villa Mercedes, San Luis?
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mcCuales son los signos clinicos que presentan con mayor frecuencia, los pacientes con
hemoparasitos?

m cCuales son los individuos mas susceptibles a infecciones por hemoparasitos?

m¢Los individuos presentan alta carga de garrapatas?

HIPOTESIS

La infeccion con hemoparasitos se encuentra relacionada al ambiente donde vive el animal
y las condiciones sanitarias del mismo y de los animales convivientes. Por las caracteristicas
geograficas de la ciudad de Villa Mercedes, en cuanto a sus amplitudes térmicas elevadas, es un
ambiente propicio para favorecer el ciclo de los vectores de los hemoparasitos (garrapatas y pul-
gas), por lo que se presume en primavera y verano diagnosticar un mayor numero de pacientes
positivos a hemoparasitos.

ASUNTO DE INVESTIGACION

El presente trabajo tiene como fin, implementar el frotis sanguineos como método diagnostico
de los principales hemoparasitos (hemoprotozoarios y hemobacterias) en perros, ademas de calcu-
lar la prevalencia de los agentes patégenos estudiados en los pacientes que posean los siguientes
sintomas clinicos: fiebre, anemia, mialgia de miembros posteriores o anorexia, que llegan a la
consultas en clinicas veterinarias elegidas, por tener diferente ubicacion geografica en la ciudad.

OBJETIVOS
PRINCIPAL

m Determinar la prevalencia de los principales Hemoparasitos en caninos que asisten a
clinicas veterinarias con signos clinicos, de la ciudad de Villa Mercedes, San Luis.

SECUNDARIOS
m Identificar Hepatozoon sp, Ehrlichia sp, Babesia sp, y Mycoplasma sp

en frotis sanguineos de sangre periférica y cefalica.

m Describir y determinar diversas variables (raza canina, edad, sexo, habitat, signos clinicos,
entre otros) de los pacientes que asisten a clinicas veterinarias de la ciudad de Villa Mercedes,
San Luis.

m Determinar la prevalencia y carga de los principales vectores (garrapatas y pulgas)

MARCO TEORICO

Los hemoparasitos, son organismos intracelulares obligatorios de las células sangui-
neas provenientes de diferentes agentes etiologicos: protozoos y bacterias. Se transmiten a los
animales domésticos por vectores mecanicos y biolégicos, afectando de manera significativa
la salud de las mascotas y otros individuos. La detecciéon temprana y el diagnéstico de estas
enfermedades pueden significar una oportunidad para implementar tratamiento médico, me-
jorando el prondéstico (6).

La distribucién geografica de los hemoparasitos es mundial aunque tienen una mayor
frecuencia en paises tropicales o subtropicales, en razén de las condiciones de humedad, tempe-
ratura y luminosidad de estas latitudes del planeta, las cuales permiten la supervivencia de los
ectoparasitos y su difusiéon como agentes vectores principalmente las garrapatas.

En esta tesis se propone establecer la prevalencia de dos hemo protozoos Hepatozoon canis
y Piroplasmas (Babesia canis - Rangelia vitalii) y dos hemo bacterias (el Mycoplasma haemocanis
o mycoplasma canis) productora de la Haemobartonella y las rickettsias Ehrlichia sp canis pro-
ductora de la Ehrlichiosis monocitica canina y la Anaplasma platys produce la Trombocitopenia
ciclica infecciosa canina.
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En paralelo, se tuvo en cuenta la presencia (carga parasitaria) en los pacientes con sintomas,
de su principal vector: garrapata y pulga.

Durante el desarrollo del estudio, no fueron tenidos en cuenta otros hemoparasitos que
aparecieron en los frotis sanguineos. Como consecuencia del avance de la linea de frontera epi-
demiologica (debido al cambio climatico) son diagnosticados con mayor frecuencia en nuestro
pais, ya que son transmitidas por mosquitos de distintos géneros y otras moscas con gran poder
de adaptacion.

Tal es el caso de los hemoflagelados productores de la Trypanosomiasis (Trypanosoma evansi)
(5) transmitidos por la mosca brava (Stomoxyis calcitrans) y el tabano; y de las microfilarias de la
Dirofilariosis canina (Dirofilaria immitis) también llamada comtnmente “enfermedad del gusano
del corazon” (29) cuya transmisién ocurre a través de mosquitos de los géneros Culex, Anopheles
y Aedes.

Otra hemoparasitosis canina transmitida través de la picadura de mosquitos del género
Phlebotomus, es la Leishmaniasis en sus dos presentaciones; la visceral producida por Leish-
mania infantum (chagasi) y la cutanea o tegumentaria producida por la Leishmania tropica y L.
braziliensis (viannia), sin embargo como esta enfermedad no utiliza frotis sanguineos para su
diagnéstico, no se considera de relevancia para el presente trabajo.

Se da como sobreentendido, que la zona estudiada tiene un clima semiarido. Y a pesar del
cambio climatico antes descrito, dichas enfermedades no se encuentran presente en la magnitud
e importancia, como si ocurre en otras regiones, por ejemplo, el litoral Argentino.

HEPATOZOONOSIS

La hepatozoonosis canina es una enfermedad emergente causada por un parasito proto-
zoario cosmopolita, que afecta a los caninos que ingieren garrapatas contaminadas con ooquistes
esporulados de Hepatozoon, aunque la bibliografia también menciona otros posibles vectores
como las pulgas y piojos (10,20).

La primera descripcién en Argentina fue comunicada en el afno 1999 en la ciudad de Buenos
Aires, y en la provincia de San Luis en el afio 2011 (2).

Es una enfermedad parasitaria sistémica, causada por un protozoo cosmopolita del Phylum
Apicomplexa género Hepatozoon spp. Existen dos especies principales que afectan a los caninos:
el Hepatozoon americanum (HA) y el Hepatozoon canis (HC) los cuales no se los puede distinguir
morfolégicamente. El HC es considerado el patégeno mas comun en las Hepatozoonosis caninas
diagnosticadas. El ciclo bioloégico comienza cuando la garrapata vector Rhipicephalus sangui-
neus, huésped definitivo, dada su reproduccion sexual en la misma, ingiere los macrogamontes
y microgamontes presentes dentro de los monocitos y neutrofilos sanguineos del huésped inter-
mediario, el perro. Una vez en el intestino de la garrapata, se desarrolla la reproducciéon sexual
dando origen a multiples cigotos, los cuales no migran a las glandulas salivales o boca de la
misma, confirmando que el perro debe ingerir para infectarse.

Dentro del perro, las formas libres de HC migran a varios tejidos corporales, dentro de los
monocitos y neutréfilos, como bazo, médula 6sea, pulmones, higado y musculo y se produce en
los mismos una multiplicacién activa, y la consiguiente diseminacién hematoégena que se con-
sidera la responsable de los signos clinicos (depresion, anorexia, fiebre, mialgias generalizadas,
caquexia, anemia y muerte) presentados por el paciente (18,20). A veces se presenta asociada a
otras patologias (24).

El curso de esta enfermedad es usualmente prolongado con periodos de remisién aparente
y posteriores recaidas (6). Son mas susceptibles los caninos jovenes e inmunosuprimidos (30),
pudiendo encontrarse ademas asociado a otros hemoparasitos (12). Luego de 3 meses de que un
perro consume la garrapata infectada, el protozoo se libera en intestino, migra por sangre y linfa
a diferentes 6rganos y a sangre periférica. En el canino se produce una fase asexual que genera
gamontes, los que al ser succionados por otras garrapatas que se alimenten de sangre del perro
infectado, adquieren al protozoo cerrandose asi el ciclo del parasito (6).

La observacion de un frotis de sangre teiido con May-Grunwald- Giemsa, muestra la pre-
sencia de estructuras en forma de cigarro ligeramente baséfilo-transparente de un tamafo entre
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6 y 11 um en neutréfilos y/o monocitos. Estas estructuras son compatibles con gamontes de
Hepatozoon sp. (Foto N° 3).

Foto N° 3: Gamontes de Hepatozoon canis en el interior de los globulos blancos (Tincién May-
Grunwald-Giemsa)

EHRLICHIOSIS Y ANAPLASMOSIS

Ehrlichiosis y anaplasmosis son enfermedades causadas por bacterias intracelulares obli-
gados de los géneros Ehrlichiay Anaplasma (8,9,13). Ambos géneros son bacterias gram negativas
pequenas, pleomoérficas, pertenecientes a la familia Anaplasmataceae (orden Rickettsiales). Estas
bacterias son principalmente transmitidas por garrapatas. Un niimero limitado de estos organismos
también se han identificado en las personas provocando importantes enfermedades emergentes.

En los caninos, Ehrlichia canisy Anaplasma platys, causan la ehrlichiosis monocitica canina
y trombocitopenia ciclica infecciosa canina, respectivamente (9). Estas enfermedades pueden ser
transmitidas mediante transfusiones de sangre, pero la via de transmision mas frecuente es la
picadura de la garrapata parda comun del perro, Rhipicephalus sanguineus. Estas dos infeccio-
nes, mas comunes en las regiones tropicales y subtropicales fueron reportadas por primera vez
en caninos de nuestro pais en el afio 2013 (13).

Ehrlichia canis no esta considerado agente zoonoético, mientras que A. platys ha sido detec-
tado microscépicamente en plaquetas de pacientes inmunosuprimidos (pero sin confirmacién por
métodos moleculares) de Venezuela, asi como en un veterinario con sindrome febril. Ademas, en
humanos ha sido reportado en la provincia de Jujuy casos sospechosos de ehrlichiosis monocitica
humana producida por Ehrlichia chaffeensis (o un agente antigénicamente similar) (8).

En nuestro pais este grupo de agentes recién se estan comenzando a estudiar mediante
métodos moleculares especificos. Mediante PCR se pueden analizar la garrapata y los extendi-
dos sanguineos del periodo agudo de la enfermedad para diagnosticar los géneros Ehrlichia y
Anaplasma de la Fam. Anaplasmataceae mediante una amplificaciéon de un fragmento de ARNr
(fragmento 16s ARNr).

Actualmente esta confirmada molecularmente la presencia de E. canis causando enfermedad
clinica en caninos del area metropolitana de Buenos Aires (9), en la provincia de San Luis (con
PCR débilmente positivo en los extendidos sanguineos y negativa en la garrapata analizada) (3)
y en la provincia de Entre Rios (25). Mediante métodos seroldgicos ha sido detectada en caninos
de la ciudad de Mendoza.
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Respecto al vector, R. sanguineus esta conformado por dos linajes que presentan distinta
competencia vectorial. El linaje tropical es el implicado en la transmisiéon de E. canis 'y se en-
cuentra distribuido desde México hasta el norte de Argentina. Coincidentemente, E. canis s6lo
ha sido detectada en R. sanguineus linaje tropical en el norte de nuestro pais. En este sentido, la
ocurrencia de casos clinicos caninos fuera del area de distribucion de R. sanguineus linaje tropical
plantea la cuestién del mecanismo de transmision que esta ocurriendo en estas areas del pais.

La observacion directa de extendidos sanguineos, coloreados con May-Grunwald-Giemsa
revela la presencia de inclusiones intracitoplasmaticas (mérulas) en un pequefno porcentaje de
los leucocitos (Foto N° 4). Las moérulas aparecen como inclusiones o punteado de color oscuro
azul o purpura, y se encuentran principalmente en monocitos o neutréfilos, aunque pueden ser
detectados ocasionalmente en otros tipos de células. Hay que tener en cuenta en el momento de
hacer el diagnéstico que estas estructuras desaparecen de la sangre dentro de horas después de
comenzar la terapia con antibiotico, ya que se logra reducir a los glébulos blancos.

Foto N° 4: Ehrlichiosis y anaplasmosis: inclusiones intracitoplasmaticas (mérulas) en glébulos
blancos (Tincion May-Grunwald-Giemsa).

PIROPLASMOSIS O BABESISOS (RANGELIOSIS)

La piroplasmosis canina es una enfermedad producida por varias especies de protozoarios
apicomplexa del orden Piroplasmida que afecta a los canidos de todos los continentes. Varias
especies pueden infectar al perro, diferenciadas por localizaciéon geografica, especie de garrapata
con capacidad vectorial y variaciones antigénicas y moleculares (15).

El perro presenta esta infecciéon (causada por Rangelia vitaliiy Babesia gibsoniy Babesia
canis) mucho mas frecuentemente que el gato (24). B. canis a su vez posee distintas subespecie
de acuerdo a su patogenicidad (B. canis canis, B. canis rossiy B. canis vogeli).

Babesia gibsoni en la actualidad se ha cambiado el nombre por el de Theileria annae gra-
cias a varios estudios de ADN, lo que explica que los animales infectados por este parasito no
respondieran al tratamiento habitual y tuvieran un pronoéstico desfavorable (24). La enfermedad
que ella produce se llama entonces Theileriosis.

Esta enfermedad es provocada por un protozoario cuyos merozoitos se observan dentro de
los eritrocitos, leucocitos y en las células endoteliales de los capilares de diversos 6rganos, pero
también pueden encontrarse libres en el plasma sanguineo. Los merozoitos son morfolégicamente
indistinguibles de los de otras especies de piroplasmas grandes (>2,5 um) que afectan a los perros
(Ej. Babesia vogeli). Muchos de los cambios clinico-patolégicos asociados a la infeccién son simi-
lares a los descritos en otras enfermedades transmitidas por vectores que afectan a los eritrocitos
o leucocitos de los caninos. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes comprenden fiebre, ane-
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mia, ictericia, esplenomegalia, linfadenomegalia, hemorragia gastrointestinal, debilidad, apatia y
sangrado nasal, oral y/o de la punta, margenes y superficie externa del pabellon auricular (14).

En nuestro pais, en relacion al primer reporte en un perro proveniente de Misiones, ha
comenzado a difundirse la presencia de casos con sintomatologia compatible (24).

Los hallazgos de laboratorio suelen corresponderse con anemia extravascular hemolitica
inmunomediada. La anemia comienza como normocitica y normocrémica y evoluciona hacia ma-
crocitica e hipocréomica en la medida que la enfermedad progresa. La anisocitosis con policromasia,
reticulocitosis y eritroblastosis, junto a la presencia de cuerpos de Howell-Jolly, son los hallazgos
comunes observados en el extendido sanguineo de perros infectados con R. vitalii e indican el ca-
racter regenerativo de la anemia. Puede observarse también esferocitosis, aglutinacion de glébulos
rojos y eritrofagocitosis. El recuento total de leucocitos puede ser normal o presentar leucopenia
o leucocitosis. En este ultimo caso, la leucocitosis se suele producir debido a un aumento en el
numero de neutroéfilos (células en banda y metamielocitos), linfocitos y monocitos. Puede haber
trombocitopenia leve a moderada. La trombocitopenia no es el ilnico mecanismo responsable de
las hemorragias que se observan en los perros infectados con R.vitalii, teniendo una importancia
mayor en este sentido, la infeccion y destruccion que sufren las células endoteliales de los capilares
sanguineos por este parasito. Dentro de los hallazgos en la bioquimica sérica, suelen observarse
alteraciones de las enzimas hepaticas a causa de la hipoxia que sufre el higado durante la anemia.
La urea y creatinina suelen estar dentro de parametros normales. Un aumento de la bilirrubina
sérica debido a la hemolisis extravascular es un hallazgo significativo en estos casos. La orina de
estos animales suele ser oscura debido a la presencia de urobilinégeno y bilirrubina (8).

La transmisién se da por la picadura de garrapatas (Riphicephalus), aunque existen otros
vectores. Se han dado casos de infeccién a través de la transfusién de sangre y por via trans-
placentaria, esto es, de las perras a sus camadas (24). También puede contagiarse por agujas
hipodérmicas y elementos quirtirgicos (8).

La patogenia de la enfermedad depende: de la cantidad de parasitos presentes, la subespecie,
el estado sanitario y la edad del animal y la presencia de otras enfermedades concomitantes (8).

El periodo de incubacién de las babesias oscila entre 4 y 21 dias. La enfermedad puede
presentarse en forma hiperaguda, aguda, cronica o subclinica (8,17).

Segun Cordero del Campillo “son formas pequenas a grandes, que van de redondeadas o
subesféricas, a piriformes, formando, cuando se presentan por parejas, un angulo agudo en el
interior del glébulo rojo” (12). (Foto N° 5), aunque a veces se pueden observar los merozoitos libres

fuera de los eritrocitos (24).
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Foto N° 5: Piroplasmosis canina (Babesia canis o Rangeliosis) (Tincién May-Grunwald-Giemsa).
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HAEMOBARTONELLOSIS CANINA (Mycoplasma haemocanis)

La haemobartonelisiso o bartonelosis o micoplasmosis canina es una enfermedad infecciosa
producida por Mycoplasma haemocanis cuya presentacion siempre se considerd acotada a los
perros con inmunosupresion, infecciones coexistentes o, lo mas importante, a perros esplenec-
tomizados. A diferencia de las infecciones por micoplasmas que afectan a gatos, cerdos y ovejas,
que se presentan como graves e inclusive fatales y que afectan a animales no-esplenectomizados

Estos micoplasmas hemotroficos son parasitos epieritrocitarios obligados, incultivables in
vitro, y sélo pueden replicarse en el laboratorio recurriendo a especies animales susceptibles a
las que se haya esplenectomizado.

Mycoplasma haemofelis (forma grande de Haemobartonella felis o cepa Ohio), Candidatus
Mycoplasma haemominutum (forma pequena de Haemobartonella felis o cepa California) y Can-
didatus Mycoplasma turicensis afectan al gato, mientras que Mycoplasma haemocanis (antes
Haemobartonella canis) y Candidatus Mycoplasma haemoparvum afectan al perro.

En Argentina, esta enfermedad es mas frecuente y es mas reportada en felinos que caninos.
Se considera que la infeccién en los caninos esta sub-diagnosticada, debido a que, se necesita
principalmente de la extirpaciéon del bazo para que la signologia sea evidente y poder hallar asi,
las bacterias en el frotis sanguineo; ademas de que la signologia es inespecifica y a que hay escasa
informacién de la enfermedad en caninos.

Sin embargo hay algunos estudios (28) donde reportaron una prevalencia del 76 % al de-
tectar estructuras compatibles con micoplasmas hemotréficos en extendidos sanguineos con
un alto porcentaje de ellos sin sintomatologia relevante de la enfermedad, pero si presentaban
anemias leves.

Si bien en estos estudios no se realizaron técnicas de biologia molecular para confirmar si
estas estructuras se correspondian con micoplasmas hemotroficos, la respuesta efectiva a los
tratamientos especificos basados en doxicilina, que resultaron en la negativizacion de los exten-
didos y la normalizacién de los valores hematolégicos analizados, constituyen un dato importante
para reforzar el diagnoéstico presuntivo, como también ocurre en los casos ya diagnosticados en
Villa Mercedes (1).

En los caninos las manifestaciones clinicas son variables, con predominio de las infecciones
subclinicas (21). Afecta las células de la serie roja, adosandose a la superficie de estos donde se
multiplica por fisién binaria produciendo una hemolisis intra y extravascular, causando un cuadro
de anemia regenerativa (7). La enfermedad se presenta con distintas etapas de manifestaciones
clinicas: Fase Preparasitémica, la cual dura de 2 a 21 dias: En esta etapa no se muestran signos
ni parasitos. Fase aguda, se pueden observar signos como: depresion, debilidad, anorexia, pérdida
de peso, palidez de las mucosas, esplenomegalia, fiebre, orina de color amarillo amarronada y
mucosas ictéricas. En casos severos puede ocurrir la muerte. En la forma crénica puede haber
incremento del apetito y pica. Fase de recuperacién: anemias leves y signos clinicos inaparentes.
Fase de portador, esta puede durar hasta 2 afnos: son clinicamente normales (7).

Puede transmitirse por vectores como pulgas (Ctenocephalides canis o felis) y garrapatas
(Rhipicephalus sanguineus). También por medio de transfusiéon de sangre procedente de un animal
infectado a uno no infectado y por forma iatrogénica por uso de jeringas usadas (7).

Se puede diagnosticar por varias pruebas, entre las cuales encontramos:

Frotis sanguineo teniido con Wright o Giemsa, observando el Mycoplasma en los glébulos
rojos (12) (Foto N°6). Midiendo menos de 1 pm de diametro y muy pleomérficos (como cocos,
bastones o anillos; solos o en cadena).

PCR diagnéstico directo, detectando el parasito. Inmunofluorescencia Indirecta. Detectando
los anticuerpos (7).
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Foto N° 6: Frotis sanguineo tefiido con Giemsa se observa en aumento100x el micoplasma dentro
de glébulos rojos.

ESTADO DE LA CUESTION

Moyano y Rossanigo en el afio 2015, realizaron un “Estudio de prevalencia de hepatozoon
spp. en caninos de la ciudad de Juana Koslay (San Luis)”. Muestrearon 61 caninos de los cuales
seis, fueron positivos a la presencia de gamontes de Hepatozoon en frotis de sangre periférica y
venosa. Lo cual indicaria que se trata de una enfermedad presente y con alta prevalencia en la
region.

Aubert, Rossanigo, Crosa, Serrano, De Salvo y Cicuttin, en su investigacion “Un caso de
ehrlichiosis en un perro de la provincia de San Luis” realizado en el afio 2016, concluyen que
hasta ese momento en San Luis, no se contaba con bibliografia sobre antecedentes en la detec-
cion de ehrlichias o anaplasmas en mamiferos o garrapatas. En este sentido, la ocurrencia de
casos clinicos caninos fuera del area de distribucién de R. sanguineus linaje tropical, da cuenta
del mecanismo de transmision que esta ocurriendo en estas areas del pais.

Reta, en el anno 2017 en su tesis “Estudio exploratorio de babesiosis canina en la canera de
la municipalidad de la ciudad de San Luis” no obtuvo ningtin resultado positivo de las 80 mues-
tras tomadas a caninos, ya que los animales de la canera reciben tratamiento antiparasitario
con Ivermectina en los meses de primavera/verano, y su accién frente a la garrapata, el principal
vector, es efectiva.

Por ultimo, el estudio “Deteccion de estructuras compatibles con micoplasmas hemotrofi-
cos en extendidos sanguineos de perros de la ciudad de Rosario” realizado en 2013 por Tartara,
Pereyra, Salvado y, Gonzalez Beltran; donde estudiaron a 100 perros que acudieron a consulta,
en el 76% de los perros se detectaron estructuras compatibles con haemobartonella aunque en
cantidades variables; en el 40% de esos animales con cantidad moderada (32 %) o alta (8 %), o
de facil deteccion.

METODOLOGIA

El estudio exploratorio de hemoparasitos es de tipo hematolégico, ha sido efectuado en 50
perros que llegaron con signos de fiebre, anemia, mialgia del tren posterior y anorexia; durante
el periodo Marzo-Mayo de 2021, en dos clinicas veterinarias de la Ciudad de Villa Mercedes.

La toma de muestras se llevo a cabo en “Clinica veterinaria El Ranquel” ubicada en calle
Santiago Betbeder N° 730 y en la “Clinica Veterinaria Aubert-Crossa”, ubicada Belgrano N° 180,
ambas en la ciudad de Villa Mercedes.

Para la evaluaciéon de prevalencia de las hemoparasitosis y vectores estudiados (definida
como la proporcion de individuos de un grupo o una poblacién que presentan un parasito en un
momento o en un periodo determinado) se consensud, ante la ausencia de una referencia biblio-
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grafica, cuatro niveles: Muy Alta Prevalencia > 80 %, Alta Prevalencia entre 50-79,9 %, Mediana
Prevalencia entre 20-49,9 % y Baja Prevalencia < 20 %.

Para determinar la carga de ectoparasitos, se realizé observacion general del animal para
poder estimar la cantidad de parasitos presentes y en base a una estimacién visual, se le asigné
un valor expresado por cruces (11). Donde:

X mmmmmmmee escasamente parasitado------------------ 10 unidades
XX —mmmmmmmme e medianamente parasitado ---------------- 50 unidades
XXX —mmmmmmmmmme - abundantemente parasitado----------- < 100 unidades

TOMA DE MUESTRA

Durante el estudio, se realizaron 5 (cinco) frotis sanguineos por perro, previo consentimiento
del propietario, de manera oral y escrita (ver anexo 1).

Las muestras se obtuvieron de la puncién en la cara interna del pabelléon auricular del
animal doméstico, previamente desinfectado con alcohol y algodén. La gota de sangre se coloco
en el extremo de un portaobjeto y se realizé la extension con la ayuda de otro portaobjeto, que
se sostuvo de tal manera que formara un angulo de 60° y se dej6 secar al aire. Los materiales
utilizados fueron descartables, estériles y de tinico uso.

Estos frotis fueron fijados con etanol y teitiidos con soluciéon de May Grinwald-Giemsa, y
luego observados en microscopio 6ptico de 20x y 100x. Todo el procesamiento y analisis de mues-
tras se realizaron en el laboratorio de la Estacion Experimental Agropecuaria Villa Mercedes, San
Luis (ver anexo 2).

Para la recoleccion de datos, se confeccion6 una planilla de casos, a fin de registrar de cada
paciente muestreado, diversas variables: raza canina, edad, sexo, habitat, signos clinicos, pre-
sencia de ectoparasitos e identificacion de los mismos. Con el fin de establecer si existe relacion
entre estas variables y la presencia de Hemoparasitos. Se asigné un numero, respetando el de
identificacion del frotis de la muestra.

A cada canino se le realiz6 un examen clinico simple que incluy6: Temperatura rectal, revi-
sién de mucosas, TLLC (tiempo de llenado capilar), revision de ganglios palpables y explorables,
y la presencia de garrapatas y pulgas en ese momento.

Por ultimo, se procedi6 a la sistematizacién y analisis de los datos recabados con el pro-
grama "Microsoft Office Excel”.

RESULTADOS

Los datos obtenidos de la investigacién, se presentan en los siguientes graficos. Que con-
tienen la informacién del comportamiento de las variables estudiadas.

En la planilla de casos compuesta por 50 caninos (N=50), 28 machos (56 %) y 22 hembras
(44 %) (Grafico 1); cuyas edades estuvieron comprendidas entre los 6 meses y 14 anos.

WALCHD HEM BRO

Grafico 1: Distribuciuil uc 1a 1HIUSSUa UT atuciuu ar STau
El 60% de la muestra correspondi6 a perros de razas y el 40% mestizos (N=50) (Grafico 2).
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MESTIZO RAZA

Grafico 2: Distribucion de la muestra de acuerdo a la raza

A raiz del muestreo realizado, se encontré alta prevalencia de hemoparasitosis. E1 50% (25)
de los caninos con signos clinicos, resultaron positivos (N=50) (Grafico 3). Con respecto a los
hemoparasitos especificos estudiados, prevalecié altamente Haemobartonella spp, (Foto 17 y 18)
afectando al 80 % de los caninos (20), con baja prevalencia de Hepatozoon canis 12% (3) (Foto
20) y por ultimo, Anaplasma/ Ehrlichia spp 8% (2) (Foto 19). No se encontraron positivos para
Babesia spp (n=25) (Grafico 4).

Megativo Postive
Grafico 3: Distribucion de muestra de acuerdo al resultado de la tincion.
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Grafico 4: Distribucion en funcion al tipo de Hemoparasito.
En cuanto al rango etario de los infectados, los caninos de menor edad fueron aquellos que
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presentaron mayor afectacién: 12 perros menores a 3 anos (45 %), 9 (36 %) entre 3y 8 anos y, 4
(19 %) mayores a 8 anos (n=25) (Grafico 5).
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Grafico 5: Distribucion de positivos de acuerdo a la edad.
No se encontro asociacion entre el sexo y resultados positivos a Hemoparasitos. Sin embar-

go, en relacion a la variable habitat, la mayoria de los afectados habitan en el exterior (72 %), en
comparacion a los caninos que se encuentran en el interior (28 %) (n=25) (Grafico 6).
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Grafico 6: Distribucion de i)déiti\_fo_s- de acuerdo al habitat.

En lo que respecta a la tipologia racial, hubo mayor predominancia de Hemoparasitosis en
caninos de raza (60%), con respecto a aquellos que no lo eran (40%) (n=25) (Grafico 7).
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Grafico 7: Distribucion de positivos de acuerdo a la raza.

Un 56 % de los caninos positivos presenté ectoparasitos (n=25) (Grafico 8). De los cuales o=@
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en el 20 % se observo que se encontraban escasamente parasitados, el 32 % medianamente pa-
rasitados y el 4 %, abundantemente parasitados (n=14) (Grafico 9). En el 44 % restante, no se
detectaron ectoparasitos (Grafico 8).
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Grafico 8: Distribucion de los positivos de acuerdo a la presencia de ectoparasitos.
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Grafico 9: Distribucion de acuerdo a la cantidad aproximada de garrapatas.

Los signos clinicos que predominaron en los caninos positivos a hemoparasitos fueron:
anemia 32 %, fiebre 28 %, fiebre/anemia 20 %, anorexia/anemia 12 %, fiebre con mialgia 4 % y
por ultimo, anorexia/vémito 4 % (n=25) (Grafico 10).
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Grafico 10: Distribucién de signos clinicos.
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DISCUSION
La tasa de prevalencia de hemoparasitos en caninos con signos clinicos, que asisten a
clinicas veterinarias de la Ciudad de Villa Mercedes (San Luis) fue alta y similar a la encontrada
por otros autores de la provincia.

De los hemoparasitos estudiados, prevalecié Haemobartonella spp en un 80 %, con baja
prevalencia de Hepatozoon spp y Anaplasma/ Ehrlichia spp. Estos resultados coinciden con Tar-
tara y col. (28) donde un 76 % de los caninos estudiados, presentaron estructuras compatibles
con haemobartonella.

Moyano y Rossanigo (19) obtuvieron una prevalencia de 9,8 % para Hepatozoon spp, similar
al presente estudio en el que se encontré una prevalencia del 12 %. Esto indicaria que se trata
de una enfermedad presente en la region, ya que el guarismo observado en ambos estudios es
considerablemente alto, teniendo en cuenta el reducido numero de muestras con respecto a la
poblacién canina del area de influencia (19).

No hubo presencia de Babeiosis en consonancia con Reta en su estudio exploratorio tam-
bién realizado, en la ciudad de San Luis (21), a pesar que Aubert y Crosa (1) han tenido casos no
reportados en una publicacion cientifica.

Con respecto a Anaplasma/ Ehrlichia spp, se encontré un 8 % de casos clinicos caninos,
fuera del area de distribuciéon de R. sanguineus linaje tropical. Lo que sustenta la hipétesis de
que el mecanismo de transmisién esta ocurriendo en estas areas del pais, en concordancia con
lo expresado por Aubert y col. (3).

Los signos clinicos que presentaron con mayor frecuencia los pacientes son: anemia 32 %,
fiebre 28 % y fiebre/anemia 20 %. Coincidiendo en ambos sintomas con Moyano y Rossanigo,
pero al mismo tiempo diferenciandose, ya que el 33,4 % de los positivos presentaron ademas
signologia como caquexia generalizada, mialgias, adenomegalia, anorexia y anemia (19). Tartara
y col. (28) reportaron que los caninos presentaban anemias leves, a pesar del alto porcentaje de
ellos sin sintomatologia relevante de la enfermedad.

Los individuos mas susceptibles a infecciones por hemoparasitos son los caninos de menor
edad y de razas puras. Estos resultados coinciden con lo expresado por Vicent y Macintire, que
sostienen que los caninos jovenes e inmunosuprimidos son mas propensos a padecer la enfer-
medad (30).

La prevalencia fue significativamente alta en animales domésticos que habitan en el exterior
con respecto a aquellos que residen en el interior. Lo cual daria cuenta de la asociaciéon entre el
contagio de garrapatas y los habitos de crianza de la mascota, ya que en el exterior se encuentran
mas expuestos a ectoparasitos.

Finalmente, en un 56 % de los caninos positivos se observaron ectoparasitos, con una carga
media de garrapatas y pulgas, coincidiendo con Linares (18) y Vezzani y col. (29) que obtuvieron
una parasitemia moderada en los caninos evaluados.

CONCLUSION

Se encontré una alta prevalencia de hemoparasitos en caninos con signos clinicos, que
asisten a clinicas veterinarias de la Ciudad de Villa Mercedes (San Luis).

Los resultados confirman la hipétesis de que la infeccion con hemoparasitos, se encuentra
relacionada al ambiente donde el animal habita. Por las caracteristicas climaticas de la ciudad
de Villa Mercedes (amplitudes térmicas elevadas) se diagnostica un mayor numero de pacientes
positivos a hemoparasitos. Tratandose entonces de un ambiente propicio para favorecer el ciclo
de los vectores de los hemoparasitos. Con respecto a la negatividad, especificamente de Babesia,
producto quizas del pequefio tamano de la muestra, se sugiere realizar futuras investigaciones a
fin de profundizar en la tematica y obtener resultados con mayor fiabilidad.

Teniendo en cuenta las prevalencias encontradas en la investigacion realizada, seria de suma
relevancia concientizar a la comunidad y trabajar desde la prevencioén, a fin de erradicar uno de
los principales vectores de enfermedad: la garrapata. Afectando de manera significativa no solo
a la salud de las mascotas, sino que ademas, puede propiciar la transmisién de patégenos a los
humanos, constituyéndose como agente zoonotico.
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La educacién para la promocion de la salud es vital, para disipar las preocupaciones de
la poblaciéon, prevenir estas enfermedades y promover la tenencia responsable de animales de
compania. En este sentido, el rol del médico veterinario es fundamental.
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ANEXOS ANEXO 1: PLANILLA CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Consentimiento de toma de muestra para tesis de grado “Prevalencia de

hemoparasitos en caninos con signos clinicos en la ciudad de Villa

Mercedes (San Luis)".

La privacidad de los datos sera resguardada y seran utilizados unicamente

con fines cientificos. Tomo conocimiento y acepto las condiciones y el

procedimiento a realizar, previamente explicados.

Fecha

Nombre de
propietario o
tutor

Mascota

Numero de
contacto

Firma
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ANEXO 2: FOTOGRAFIAS DE MUESTREO Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS.

Fotografia N° 7: Haemobartonella spp en plaqueta sanguinea.

Fotografia N° 8: Haemobartonella spp en glébulo rojo.
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Fotografia N° 9: Anaplasma/ Ehrlichia spp en monocito.

Fotografia n°® 10: Hepatozoon spp en glébulo blanco.
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Tesina

EFICACIA TERAPEUTICA DE CUATRO
ANTIPARASITARIOS CONTRA Oestrus ovis EN CORDEROS
INFESTADOS NATURALMENTE

Gerbaudo VM, Musetto MA

RESUMEN: La mosca Oestrus ovis (Diptera, Oestridae), es un pardsito que en sus etapas
larvales, habita en los pasajes nasales y senos paranasales de ovejas y cabras (miasis
cavitarias). Es reconocida en todo el pais alcanzando en algunas regiones prevalencias
superiores al 90 %. Las larvas (L1, L2 y L3), producen signos clinicos, como descarga nasal
seromucosa o purulenta, estornudos frecuentes, incoordinacion y disnea. Esta enferme-
dad puede ocasionar pérdidas econémicas, sino se aplica terapéutica correspondiente.
Es considerada, una zoonosis ya que en humano produce una miasis ocular. Este trabajo
tiene, como objetivo comparar la eficacia de 4 antiparasitarios como son el closantel, do-
ramectina, ivermectina, y moxidectina en el control de larvas de Oestrus ovis en corderos
de aproximadamente un ano de edad naturalmente infestados, en un establecimiento de
la provincia de San Luis (Argentina). Se eligieron al azar 18 corderos, de los cuales se
sacrificaron tres para confirmar con certeza la infestacién natural, estimar la prevalencia
y magnitud del parasitismo promedio de la majada (animales centinelas). Los 15 ovinos
restantes, se distribuyeron al azar en 5 grupos de 3 animales cada uno. En el dia de inicio
de la investigacién (dia 0), cada grupo recibié un tratamiento diferente: grupo (G1), tratado
con ivermectina inyectable al 1% en dosis de 1ml/ 50 kg por via subcutdnea; grupo (G2),
tratado con moxidectina al 1% en dosis de 1ml/50kg; grupo (G3) tratado con doramectina
al 1% en dosis de 1ml/ 50kg; grupo (G4) con closantel 12,5% en dosis de 1ml/25kg y grupo
(G5) testigo no tratado, inyectado con solucién salina (1ml/50kg). Los animales de los 5
grupos restantes, fueron sacrificados el dia 14 post tratamiento para determinar la eficacia
de cada droga en funcién del porcentaje de reducciéon de las larvas compardndolo con el
(G5) testigo. La prevalencia promedio de los grupos no tratados (centinela y G5 testigo), fue
del 83,5%, encontrando larvas en estadio L2 y L3 vivas en los senos frontales anteriores
y posteriores. La eficacia, en cada uno de los cuatro antiparasitarios evaluados fue del
100%. Se concluye que la salicilanilidas y las lactonas macrociclicas evaluadas son una
excelente herramienta para el control de esta miasis cavitarias en pequernios rumiantes.

INTRODUCCION
PRODUCCION DE RUMIANTES MENORES
OVINOS Y CAPRINOS EN ARGENTINA

La Republica Argentina es reconocida a nivel mundial cémo exportadora de carne, granos
y lana (23). Antiguamente el stock ovino era de 80.000.000 millones de cabezas, pero luego por
diversas causas internas como externas, ese stock fue disminuyendo por ejemplo: por precios
desfavorables, pérdidas paulatinas de canales de comercializacion, problemas climaticos, deser-
tificacion, abigeato, problemas reproductivos y sanitarios, entre otros; esto llevé un resultado de
aproximadamente 11.000.000 millones de cabezas de ganado ovino (13). Mencionando que la
zona con la mayor cantidad de ovinos se encuentra localizada en la regién Patagénica Argentina.

Uno de los factores, que influye en la produccion animal es la salud de los mismos, y se
podria definir como el estado de la poblacién animal que alcanza un bienestar, en las funciones
productivas. Los desequilibrios se producen por la accién de algan agente (bacterias, virus, para-
sitos, hongos, etc.), en un animal susceptible, (depende de la raza, sexo, edad, condicion corporal,
estado fisiologico), el ambiente posee componentes fisicos (clima, hidrografia) biologicos (flora y
fauna) y socio- econémicos (comunidad, higiene ambiental), si se rompe el equilibrio en algiin
elemento, trae como resultado la aparicion de una enfermedad (3). Muchas veces, es el hombre
que al trasladar las producciones es el causante de romper este equilibrio (19). La pérdida de la
salud en una majada produciria algunos efectos como son:

e Pérdida de peso, con influencia negativa en la reproduccion.
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e Menos rinde al gancho, por ende menos precio de la res.

e Menos kilos de lana y menor precio por lanas coloreadas, quebradizas, etcétera.
e Bajos porcentajes de destete.

e Mayor porcentaje de reposicién de reproductores.

e Ineficiencia en el uso de los forrajes.

IMPORTANCIA Y DISTRIBUCION DE LA OESTROSIS

Es una enfermedad de distribucion mundial, causada por la mosca Oestrus ouvis, el cual es
un parasito obligado, de la cavidad nasal y de los senos paranasales.(14) Trabajos de investigacion,
demuestran su prevalencia en paises del norte de Europa, Africa, Brasil, Venezuela, Norteamérica
y Centroamérica, Medio Oriente y Australia (15).

La infestacion por Oestrus ovis, es mas grande durante los meses de primavera y verano,
variando mucho con las condiciones climaticas (22). Los efectos producidos por esta infestacion,
suelen ser desestimados ya que muchos profesionales o criadores se han acostumbrado a convivir
con esta problematica (2 y 8). EL hospedador natural del Oestrus es el ovino, pudiendo parasitar
ocasionalmente a cabras, bufalos, ciervos, bighorn sheep (ovis canadienses), European Ibes y
huéspedes no caracteristicos como perros y humanos (10 y 11).

Esta problematica es comun en las majadas de nuestro pais, alcanzando en algunas regiones
una prevalencia del 92 %, es por ello que nuestro ensayo pretende ayudar a diferenciar cuales
son las mejores alternativas de control antiparasitarios de las miasis producidas por Oestrus
ovis (20). Este, tiene como objeto analizar cabezas de corderos recién faenados, los cuales fueron
previamente seleccionados y los mismos se distribuyeron al azar en 6 grupos de 3 animales cada
uno, en donde cuatro grupos recibieron un tratamiento con diferentes antiparasitarios, dejando
un grupo testigo para estimar la prevalencia y un grupo control.

PROBLEMA DE INVESTIGACION

¢Cual es la eficacia de los antiparasitarios tradicionales, especialmente los formulados con
lactonas macrociclicas?

¢Cuales de los cuatro antiparasitarios usados en la terapéutica veterinaria es el que posee
mayor eficacia en el control de esta miasis?

HIPOTESIS

Los corderos menores de un ano de edad, en el establecimiento “Colonia San José”, en la
localidad de La Toma, San Luis, presentan una alta prevalencia de parasitos, productores de
miasis cavitarias, en el periodo de recopilacién de datos en el mes de mayo 2021.

Las lactonas macrociclicas, desarrolladas en la década del ‘80, tienen una alta prevalencia
en el control de esta parasitosis en comparacién a las salicilanilidas originadas en los *70, emplea-
dos en la terapéutica veterinaria en corderos menores de un ano de edad, en el establecimiento
“Colonia San José” La Toma, San Luis, en el periodo de mayo 2021.

OBJETO O ASUNTO DE INVESTIGACION

Este trabajo, buscara determinar mediante la observacion de la cavidad nasal y los senos
paranasales de las cabezas de corderos tratados con antiparasitarios, la respuesta obtenida al
tratamiento y la eficacia del mejor antiparasitario en el establecimiento "Colonia San José" La
Toma (San Luis).

OBJETIVOS
PRINCIPAL

Determinar el control antiparasitario de 4 formulaciones quimicas mas utilizadas en la
clinica veterinaria en corderos que se encuentran en el establecimiento “Colonia San José” en La
Toma (San Luis).
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SECUNDARIO

Determinar la prevalencia de la oestrosis, en corderos infestados naturalmente en el tltimo
periodo estival.

Identificar la mejoria en los signos clinicos de los corderos tratados con los 4 antiparasitarios.

MARCO TEORICO

El término miasis ha sido definido como " la infestacién de animales vertebrados vivos con
larvas de moscas, que se alimentan por cierto periodo del tejido muerto o vivo del hospedador, de
las sustancias liquidas del cuerpo, o del alimento ingerido" (1 y 5). La nutricién larval no es sélo
mecanica, sino que esta relacionada ademas, a un proceso bioquimico y gran liberacion de éxido
de nitrogeno (2). Las miasis del lanar se pueden dividir por su ubicacién en: cutaneas y cavitarias.
La miasis de tipo cavitaria es ocasionada por las larvas de la mosca Oestrus ouvis.

CLASIFICACION TAXONOMICA
Phylum: Artropoda
Clase: Insecta
Orden: Diptera
Suborden: Cyclorrapha
Género: Oestrus
Especie: Ovis

Esta enfermedad, producida por Oestrus ovis, es conocida popularmente como gusano de la
cabeza, moscardén de la oveja, miasis de la nariz, rinitis parasitaria, enfermedad del oestrus. (4)

Este parasito tiene un ciclo biolégico (Figura 1) que requiere entre 2 y 12 meses, depen-
diendo de la estacién del afo y de las condiciones climaticas, siendo la temperatura ambiental la
reguladora durante la fase parasita y las fases libres (21).

Las hembras de la mosca Oestrus ovis depositan entre 30 a 50 larvas en cada puesta, atrai-
das por el olor, color oscuro de la nariz y la concentracion del CO, (24).

Las L1, es depositada cerca de las fosas nasales del huésped, el tamano aproximado es
de lmm a 3mm y su coloracion es blanca ligeramente amarillenta, estas larvas ascienden por
el canal nasal hasta los senos paranasales. Este estadio puede durar entre menos de 10 dias a
mas de 25 dias bajo temperaturas favorables. Estas, larvas pueden continuar desarrollandose a
L2 o entrar en hipobiosis (22).

Fase
Parasitaria

Fase
| Parasitaria

\ Menes de 38
Adulto =% ne

Pupacién de 17 a 70 dias
Figura 1: Ciclo del Oestrus ovis (extraido de Suarez y col. 2007)
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Las L2, pueden medir entre 2mm a 12mm pudiendo presentar una tonalidad blanquecina
variando entre amarillento, anaranjado o marrén oscuro. Estas larvas se desarrollan en los senos
del huésped e inducen una fuerte reaccién celular elevando los mastocitos y eosinéfilos (2 y 25).

Las L3, (Foto 1) pueden alcanzar una longitud de 22mm a 28 mmy lcm de ancho. Logrando
su madurez entre 3,5 a 10 meses. Durante este estadio van cambiando su coloracion del blanco-
crema al marrén oscuro y presentando lineas dorsales negras. Cuando llega a la coloracién os-
cura estaran pronto a ser expulsada por el hospedar y luego pupar en el suelo. Esta expulsion,
se produce por los dafios que provoca la L3 en la mucosa, generando irritacion, inflamacion y
obstruccién, ocasionando la descarga nasal, estornudos y disnea (22).

Foto 1: Estadios larvales del Oestrus ovis.

ANTIPARASITARIOS

El control terapéutico de estas larvas, en la actualidad se basa en el empleo de 2 familias
de drogas: las salicilanilidas y las lactonas macrociclicas (7).

Entre las salicilanilidas tienen una alta eficacia el rafoxanide y el closantel (7).

El closantel posee la ventaja de tener un efecto prolongado de hasta 6-8 semanas, debido a
su ligazon con las proteinas plasmaticas. La eficacia observada luego de 60 dias de tratamiento
resulté ser del 97 %.

Entre las lactonas macrociclicas podemos mencionar las avermectinas (ivermectina y do-
ramectina) y las milbemycidas (moxidectina) (7 y 8).

CLOSANTEL

Mecanismo de accioén:

Es un compuesto hidrégeno ionéforo, con capacidad de desacoplar la oxidacién y la fosfori-
lacion a nivel mitocondrial. Activa la enzima ATPasa que afecta a la cadena respiratoria y produce
grandes cambios en el metabolismo energético de los parasitos, provocando su muerte.

No debe sacrificarse a los animales para consumo humano, tratados con este producto antes
de los 28 dias transcurridos desde su aplicacion (12). El sobre uso de este antiparasitario predis-
pone al desarrollo de resistencia, en lo posible se debe alternar con otras formulaciones quimicas.

LACTONAS MACROCICLICAS: IVERMECTINA

Mecanismo de accién:

1. Aumenta la liberacion del acido gammaaminobutirico (GABA), un neurotransmisor inhi-
bitorio de los estimulos nerviosos en la placa neuromuscular, tiene cierta afinidad por los canales
iénicos de las células nerviosas y musculares, sobre todo los del cloro.

2. Aumenta la permeabilidad de la membrana y provoca alteraciones nerviosas en el para-
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sito, como la hiperpolarizacion celular que le ocasionan la muerte.
3. Interfiere en la reproduccion de los artrépodos.

La resistencia de las larvas a la ivermectina es relativamente baja. Se recomienda dosis
Unicas y repetir los tratamientos con base en la prevalencia de parasitos en el lugar y la posibi-
lidad de reinfestacion.

El tiempo de retiro para la forma inyectable es de 35 dias en ovinos (17).

Trabajos de control efectuados con doramectina inyectable en ovinos, mostraron eficacia
superiores al 90 % y 97 % para dosis de 200- 300 mcg/ kg respectivamente (25).

ESTADO DE LA CUESTION

La oestrosis es una miasis ampliamente extendida en el mundo causada por la mosca Oes-
trus ovis, parasito obligado de la cavidad nasal y de los senos paranasales de ovinos y caprinos.
(14) Como ocurre con otros parasitos de sangre fria, este parasito es altamente dependiente de
causas externas para iniciar y mantener el desarrollo del ciclo reproductivo (6).

Numerosos trabajos de investigacion han demostrado la elevada prevalencia de la Oestro-
sis Ovina en numerosas areas de todo el mundo. Se ha reportado en paises del norte de Europa
y Africa, también se lo ha encontrado en Brasil, Venezuela, Norteamericana, América central,
Medio Oriente y Australia (15).

La intensidad de la infestacién es mayor durante los meses de primavera- verano y no se
recuperaron larvas cuando la temperatura estuvo por debajo de los -9 °C (22).

Esta miasis es comun en las majadas de Argentina, alcanzando en algunas regiones una
prevalencia del 92 %. En las provincias del centro del pais (Cérdoba y San Luis) esta parasitosis
es una limitante importante. También ha sido frecuentemente diagnosticada en varias provincias
patagoénicas, en especial en los meses estivales y con elevada humedad ambiental (20).

Las alteraciones causadas por este parasito, inician en el momento de la postura de las
larvas, ya que la mosca irrita a los animales, que dejan de alimentarse para protegerse de sus
ataques, escondiendo sus hocicos dentro de sus vellones o los de sus companeros (26).

La tasa de mortalidad producida por esta afeccién no es elevada, pero presenta alta mor-
bilidad y sus efectos son a largo plazo. Afectando la produccién ovina, cémo por ejemplo, menor
rendimiento al gancho, disminucién de la fertilidad, menos kilogramos de lana, menor cantidad
de corderos al destete, entre otras (12).

Los tratamientos antiparasitarios se realizan 2 o 3 veces al afo, fundamentalmente cuando
hay poblaciones elevadas de larvas y las ovejas presentan signos caracteristicos. Las drogas mas
utilizadas son de la familia salicilanilidas y lactonas macrociclicas (11).

Oestrosis ovis es considerada una zoonosis, porque en el hombre puede llegar a producir
una oftalmomiasis (5). Debido a que este comparte el medio ambiente con las ovejas, es por ello
que los mas afectados son los habitantes de zonas rurales y veterinarios (9 y10).

MATERIALES Y METODOS

La experiencia se realiz6 en un establecimiento agropecuario ubicado en el departamento
Coronel Pringles, en la localidad de La Toma (San Luis, Argentina), en el cual se presenta esta
patologia desde hace varios afios, observandose signos clinicos variados.

Para este ensayo, se emplearon corderos machos de 1 afio de edad, de raza mestiza (cruzas
Hampshire, Merino y Corriedale) (Foto 2).

Se realiz6 una visita al establecimiento mencionado en los meses de verano 2021 con el
objeto de observar la presencia de la mosca, la condicién sanitaria de los animales, la visualiza-
cioén de algunos de los signos clinicos como son las descargas nasales, estornudos, la condicion
corporal, y el comportamiento con respecto a la presencia de la mosca de Oestrus ovis.

El dia 15 mayo del corriente afio, se seleccionaron los animales, bajo los parametros de
sus signos clinicos y sintomatologia, que nos llevaba a tener sospecha que podia deberse a una
parasitosis causada por Oestrus ovis.

Se seleccionaron 18 corderos los cuales fueron identificados con pinturas de distintos co-,,.3....
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Foto 2: Majada de los animales utilizados en el estudio.

lores. En el mismo dia se eligieron corderos (G6) los cuales fueron sacrificados, quitandoles la
cabeza, con el objeto de identificar en el laboratorio, las larvas de Oestrus ovis, se recolectaron
en un frasco con alcohol al 70 % (identificando los distintos estadios), confirmando la infestacion
natural, estimandose la prevalencia y magnitud del parasitismo promedio de la majada.

El resto de los corderos (15 animales), fueron repartidos al azar en cuatro grupos, cada uno
identificado con pinturas de colores diferentes, en el dia de comienzo del ensayo (dia O) cada grupo
recibi6é un tratamiento antiparasitario diferente y se procedio de la siguiente manera:

e Grupo G1: tratado con ivermectina (IVM) inyectable al 1% a una dosis de 200mcgr/kg
(1ml/S0kg) por via SC. Nombre comercial (NC) Ivomec 1% Iny. (Lab. Merial) (Pintura color pla-
teado).

e Grupo G2: tratado con doramectina (DRM) inyectable al 1% a una dosis de 200 mcgr/kg
(1ml/50kg) por via SC. Nombre comercial (NC) Dectomax (Lab. Zoetis). (pintura color cobre).

e Grupo G3: tratado con moxidectina (MXD) al 1% a una dosis de 1ml/50kg. Nombre co-
mercial (NC) Cydectin Alfa al 1% (Lab. Zoetis) (pintura color negra).

e Grupo G4: tratado con closantel (CLO) inyectable al 12,5% a una dosis de 10mg/kg (1
ml/10kg) por via SC. Nombre comercial (NC) Closantel (Lab. InmunoVet) (pintura color rojo).

e Grupo GS5: testigo o control (TEST) no tratado inyectado con solucién salina (1ml/50kg).

# lvomec

Inyectable

Zoetis

Foto 3: Marcas comerciales de los antiparasitarios utilizados en el estudio.
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Durante el desarrollo del ensayo, todos los grupos tratados con los antiparasitarios per-
manecieron juntos pastoreando en praderas y se suplementaron con maiz y centeno. Todos los
animales de los G1, G2, G3, G4 y G5 fueron sacrificados el dia 14 post tratamiento (29 de mayo
del 2021). Cabe aclarar que todos los animales faenados fueron destinados a consumo familiar.

La metodologia y recuperacién de las larvas de las cavidades nasales, los cornetes, la placa
cribiforme del etmoide y los senos nasales se realizaron tres cortes transversales de la cabeza con
el empleo de una sierra manual (Foto 4): el ler corte se hizo 2 a 3 centimetros por delante de la
apofisis cornuales (cuernos) el cual permitié observar los senos frontales anteriores y posteriores,
el 2do corte se realiz6 1 a 2 centimetros por delante de las é6rbitas oculares, lo que permiti6 exa-
minar los senos frontales anteriores, los maxilares, los lagrimales, los palatinos y el etmoide y el
3er corte transversal que se practico fue a nivel de la mitad de la cavidad nasal, y para concluir
se decidié hacer un corte sagital de la ultima porcién de la nariz, lo que facilité la visualizacién
de los meatos y cornetes nasales. Para observar mas detalladamente el interior de las cavidades
se empled una lupa que facilito la localizacién de las larvas.

Para la identificacion de los diversos estadios larvales se utilizo6 la clave descrita por Cepeda
y Palacios, 1999 (foto 1).

OSaaTel
425%

Foto 4: Cortes transversales para la recuperacién de larvas en senos y cornetes de los cuatro
grupos con tratamiento.

La eficacia de las drogas utilizadas se calcul6 en funcién del porcentaje de reduccién de las
larvas vivas a través de la férmula:

% eficacia = (Larvas G4 — Larvas G1, G2 o G3 / Larvas G4) X 100

RESULTADOS
La observacion previa de los sintomas de los animales del ensayo permitié detectar una leve
descarga nasal de tipo mucoso en algunos corderos, que no les producia dificultad para respirar
Las necropsias realizadas en los 3 animales antes del ensayo en los animales centinela y
en el G5 TEST control no tratado demostraron una prevalencia del 100 % y 67% respectivamente

(promedio 83,5%), encontrando larvas en estadio L2 y L3 vivas todas en los senos frontales (Tabla

1) (Foto 5). -
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Tabla 1: Cantidad de larvas halladas en los animales centinela pre ensayo y en el G5 TEST.

Centinela G1 TEST

Larvas Larvas
Corderos L1 L2 L3 L1 L2 L3
1 - 1 1 - - 1

- - 1 - - 0
3 - - 1 - - 1

Foto 5: Larvas de Oestrus ovis recuperadas en los animales no tratados.

La tabla 2 resume la distribucién de la totalidad de los diferentes estadios larvarios vivos
encontrados en las vias nasales y en los senos en cada grupo. En los grupos tratados con los
diferentes antiparasitarios no se encontraron larvas vivas ni muertas luego del sacrificio a los
14 dias post tratamiento, mientras que en el G5 TEST tuvo una carga larval promedio de 0,67
larvas/animal. La eficacia en cada uno de los cuatro antiparasitarios evaluados fue del 100 %.

Tabla 2: Cantidad de larvas halladas en los animales de los distintos grupos.

Larvas Media
Grupos larval % eficacia
L1 | L2 | L3 animal
G1 Ivermectina (IVM) 0 0 0 0 100
G2 Doramectina (DRM) 00| O 0 100
G3 Moxidectina (MXD) 00| O 0 100
G4 Closantel (CLO) 00| O 0 100
G5 Testigo (TEST) 00| 2 0,67 100
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Esta miasis es comun en las majadas de toda Argentina, alcanzando en algunas regiones
una prevalencia del 92 %. La alta prevalencia encontrada en este estudio superior al 83,5 % en
promedio coincide con numerosos trabajos realizados sobre pequefios rumiantes en el pais y
en la region. Estos reportes demostraron una alta prevalencia en los meses de verano tanto en
ovinos (Suarez y col. 2002 y Tolosa y col. 1997) como en caprinos (Bedotti y Sanchez Rodriguez
2002 y Rossanigo y col. 2014).

Esta alta prevalencia no produciria alta mortalidad en el rebafio pero si la presencia de
sintomatologia resumida en descargas seromucosa por ollares y dificultad respiratoria como
consecuencia de la sinusitis crénica.

Este trabajo, demostré claramente como la edad de los animales tiene una asociacién
positiva con el nimero de larvas presentes en los animales ya que los mas viejos tendrian mas
oportunidades de ser infestados durante su periodo de vida y desarrollar inmunidad posterior
(Petryna 2014).El parasitismo promedio de los animales no tratados (grupo control y centinela)
fue de 0,67 larvas L2+L3/cordero (rango de O a 2) carga larvaria bastante inferior a las 25 larvas
encontradas en ovejas por Tolosa y col. (1977), las 10,7 y 7,9 larvas reportadas en cabras adultas
por Rossanigo y col. 2011 y 2004 respectivamente.

Sin embargo Suarez y col. (2002) reportaron 6.1 larvas totales con 3 L1, 1.4 L2 y 1.6 L3
durante el periodo primavera-estival y de 17.9 larvas totales con 16.9 L1, 0.5 L2 y 0.4 L3 durante
el periodo otofnio-inverno trabajando con corderos recién destetados.

Una herramienta que nos ayudé en la deteccién y diagnéstico, fue realizar la necropsia de
los animales empleados en nuestra investigacion, en donde se fue siguiendo un procedimiento de
cortes transversales y sagital para el recupero de larvas de las cavidades nasales, cornetes, placa
cribiforme, etmoides y los senos nasales descripta por Rossanigo y col. 2004.

Con respecto al objetivo principal de este trabajo, las cuatro drogas se mostraron seguras y
altamente eficientes en el control de los diferentes estadios larvarios de Oestrus ouvis, ya que tuvieron
una eficacia similar del 100 %. Estos resultado coinciden con otros trabajos realizados en ovinos
y caprinos en nuestra region. Trabajando con ovejas Tolosa y col. (1997) reportaron a los 14-15
dias postratamiento, que la doramectina a razén de 0.2 y 0.3 mg/kg, mostré una eficacia contra
larvas L1 del 95.1% y 96.8% respectivamente. Por su parte Rossanigo y col (2004) trabajando con
cabras adultas lograron una eficacia del 100%, 96,1 % y 97,4 % para ivermectina, doramectina
y closantel respectivamente. En Francia, Dorchies et al. (1997) llevé a cabo numerosos ensayos
con ivermectina en ese pais y también en el sudoeste de Francia se evalué la doramectina bajo
condiciones naturales de infestacion y el mismo tipo de disefio experimental. Se obtuvo una efi-
cacia del 100% a la dosis de 0.2 mg/kg vivo (Dorchies et al., 1999). Anos anteriores evaluando la
ivermectina inyectable reporté una eficacia del 100%.

Se concluye, que a pesar de la corta edad los corderos jévenes poseen una alta prevalencia
del parasitismo por Oestrus ovis pero con cargas muy bajas de larvas mas desarrolladas (L2 y L3)
y que la salicilanilida (closantel) y las lactonas macrociclicas evaluadas (ivermectina, doramectina
y moxidectina) tuvieron una excelente eficacia (100 %) en el control de esta miasis cavitaria en
pequenos rumiantes.

Como medida de advertencia se debe tener recaudos en cuando a las contraindicaciones y
tiempo de consumo al momento de la utilizacion de la carne o consumo de leche.

Por ultimo, planteamos la necesidad de desarrollar en el futuro estrategias de lucha en el
otoflo de la Oestrus ovis basadas en: a) facilitar informacion, de algunas campanas regionales a los
productores y profesionales veterinarios, b) conocimiento biolégico del agente etiolégico en areas
afectadas y c) planteamiento de programas de desparasitaciones del ganado durante todo el afio.
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