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RREESSOOLLUUCCIIÓÓNN    NNºº  035/2023 

    GGEENNEERRAALL  PPIICCOO,, 02 de Marzo de 2023.- 

VISTO:   
La evaluación positiva enviada por las/los integrantes del Comité Científico de la Facultad de 

Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa, respecto del Proyecto de Investigación: 
“Identificación de áreas de riesgo de transmisión de la Equinococosis quística /Hidatidosis en las Provincias 
de La Pampa y Rio Negro y desarrollo de capacidades diagnósticas en salud animal”, y  

 
CONSIDERANDO: 
 
  Que el Proyecto de Investigación enunciado en el visto estará bajo la dirección del Dr. Edmundo 
LARRIEU y la co-dirección del Dr. Leonardo MOLINA, participando en carácter de Investigadores/as el 
M.V. Claudio CALVO, la Mg. Mariela GARCIA CACHAU, la Esp. Cecilia LAPUYADE, la Esp. Tamara 
CORNEJO, la Esp. Natalia CAZAUX, la Dra. Mónica BOERIS, la Dra. Ana Inés PORTU, la Dra. María 
Guillermina BILBAO, el M.V. Marcos MORENO, el M.V. Franco LUCERO ARTEAGA, la Dra. Florencia 
D`FRANCISCO y la M.V. Noelia KAPPES (Ministerio de Salud de La Pampa), en carácter de Asistentes de 
Investigación las profesionales M.V. Vanina BENITEZ, M.V. Clara CARIATORE y M.V. Daiana FEDERICI y 
las estudiantes de la carrera Medicina Veterinaria Pilar MEGLIA y Fernanda Candela MONSALVE. 
 
  Que tendrá una duración de  veinticuatro (24) meses, a partir del 01 de Enero de 2023 y hasta el 
31 de Diciembre de 2024. 
 
  Que de acuerdo a la presentación el citado proyecto es de Investigación Aplicada. 
 
  Que participan en su desarrollo las Cátedras Epidemiología y Salud Pública, Parasitología y 
Enfermedades Parasitarias, el Instituto de Zoonosis, el Centro de Producción de Animales de 
Experimentación y el Centro de Investigación y Desarrollo de Fármacos (CIDEF), todos pertenecientes a la 
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa. 
 
           Que también participarán el Instituto Nacional de Microbiología “Anlis-Malbrán”, el Ministerio de 
Salud de la Provincia de La Pampa, el Ministerio de Salud de la Provincia de Rio Negro, el Instituto 
CONICET “César Milstein” y el Laboratorio de Parasitología de la Facultad de Medicina, UN del Comahue. 
 

Que el citado proyecto ha sido presentado de acuerdo con las normas vigentes y aprobado por el 
Comité Científico de la Facultad. 

 
  Que el Artículo 5º Anexo I de la Resolución Nº 100/99 y su modificatoria Nº 88/02 del Consejo 
Superior, estipula que: “Todo Programa y todo Proyecto de Investigación que obtenga dos (2) evaluaciones 
externas favorables será acreditado mediante resolución del Consejo Directivo de cada Facultad a la que 
pertenezca”. 
 
  Que cuenta con dos (2) evaluaciones externas satisfactorias, de acuerdo con lo previsto en la 
Resolución Nº 100/99 y Nº 88/02 del Consejo Superior de la Universidad Nacional de La Pampa. 
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  Que las evaluaciones fueron realizadas por el Dr. Guillermo Maria DENEGRI y la Dra. Maria Celina 
ELISSONDO, ambos pertenecientes al Centro Científico Tecnológico Conicet de Mar del Plata. 
 

Que dicho proyecto cuenta con la aprobación del formulario del protocolo institucional para el 
cuidado y uso de animales de experimentación bajo la responsabilidad el consejo asesor institucional para 
el uso y cuidado de animales de experimentación (CAICUAE) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la 
Universidad Nacional de La Pampa.  
 
 Que en Sesión Ordinaria del Consejo Directivo del día 02 de Marzo de 2023, puesta la acreditación 
del Proyecto de Investigación a consideración de los/as Sres/as. Consejeros/as, se aprueba por 
unanimidad. 
 
POR ELLO: 
 

EL CONSEJO DIRECTIVO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS 
 

R E S U E L V E: 
 
ARTICULO 1º: Acreditar como Proyecto de Investigación de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la 
Universidad Nacional de La Pampa, el proyecto denominado: “Identificación de áreas de riesgo de 
transmisión de la Equinococosis quística /Hidatidosis en las Provincias de La Pampa y Rio Negro y 
desarrollo de capacidades diagnósticas en salud animal” bajo la dirección del Dr. Edmundo LARRIEU y la 
co-dirección del Dr. Leonardo MOLINA, participando en carácter de Investigadores/as el M.V. Claudio 
CALVO, la Mg. Mariela GARCIA CACHAU, la Esp. Cecilia LAPUYADE, la Esp. Tamara CORNEJO, la Esp. 
Natalia CAZAUX, la Dra. Mónica BOERIS, la Dra. Ana Inés PORTU, la Dra. María Guillermina BILBAO, el 
M.V. Marcos MORENO, el M.V. Franco LUCERO ARTEAGA, la Dra. Florencia D`FRANCISCO y la M.V. 
Noelia KAPPES (Ministerio de Salud de La Pampa), en carácter de Asistentes de Investigación las 
profesionales M.V. Vanina BENITEZ, M.V. Clara CARIATORE y M.V. Daiana FEDERICI y las estudiantes 
de la carrera Medicina Veterinaria Pilar MEGLIA y Fernanda Candela MONSALVE, el cual tiene noventa y 
ocho (98) folios y se adjunta como Anexo I de la presente Resolución. 
 
ARTICULO 2º: Aprobar el protocolo de bioseguridad denominado “Infección experimental de jerbos 
(Meriones unguiculatus) con protoescólices provenientes de metacestodes de Echinococcus granulosus. 
(CePAE – CIDEF-FCV UNLPam)”, el cual se adjunta en el Anexo II de la presente Resolución e incluye las 
diferentes reglamentaciones obligatorias para llevar a delante dicho procedimiento, las cuales forman parte 
de los Anexos III, IV y V del presente acto resolutivo. 
 
ARTÍCULO 3º: Encomendar a la Dra. María Guillermina BILBAO, responsable de llevar a cabo el protocolo 
de bioseguridad, de formar al equipo del Proyecto de Investigación en cuanto a los procedimientos 
especificados en el mismo. 
 
 



 

“2023: 40 años de restauración democrática” 
“50° aniversario de la Nacionalización de la Universidad de La Pampa” 

  

  

  

  

  

CCoorrrreessppoonnddee  aa  RReessoolluucciióónn  NNºº  035/2023 

 
//3.- 
 
ARTICULO 4º: El proyecto tendrá una duración de veinticuatro (24) meses, a partir del 01 de Enero de 
2023 y hasta el 31 de Diciembre de 2024. 
 
ARTICULO 5º: Justificar los gastos que se produzcan de pasajes, viáticos, combustibles, aparatos, 
material de laboratorio, etc., del citado proyecto. 
 
ARTÍCULO 6º: Regístrese, comuníquese. Tomen conocimiento los/as interesados/as, Secretaría de 
Investigación y Posgrado. Cumplido, archívese.  
 
 
 
 
 
 
 

Presidente 
Consejo Directivo 

Facultad de Ciencias Veterinarias 
UNLPam 
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PAMPA 

Facultad de CIENCIAS VETERINARIAS 

 
1. IDENTIFICACIÓN del PROYECTO 

 
1.1. TÍTULO: Identificación de áreas de riesgo de transmisión de la Equinococosis quistica 
/Hidatidosis en las Provincias de La Pampa y Rio Negro y desarrollo de capacidades 
diagnósticas en salud animal 

 
1.2. TIPO de INVESTIGACIÓN:  Aplicada  

 
1.3. CAMPO de APLICACIÓN PRINCIPAL:  Salud Pública (1206-1212) 

 
1.4. CAMPOS de APLICACIÓN POSIBLES: 1210. 

 
1.5. ÁREA DE CONOCIMIENTO: Agropecuarias y del Ambiente 

 
1.6. SUBÁREA DE CONOCIMIENTO: Ciencias Veterinarias 

 
2. INSTITUCIONES y PERSONAL que INTERVIENEN en el PROYECTO 

 

2.1. ÁREAS: Cátedra Epidemiología y Salud Pública, Facultad Ciencias Veterinarias, UNLPam; 
Cátedra Parasitología y Enfermedades Parasitarias, Facultad Ciencias Veterinarias, UNLPam; 
Instituto de Zoonosis Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLPam; Centro de Producción de 
Animales de Experimentación, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLPam; CIDEF, Facultad de 
Ciencias Veterinarias, UNLPam 

            
2.2. OTRAS INSTITUCIONES 

 Cooperación técnica con Instituto Nacional de Microbiología “Anlis-Malbrán” 

 Ministerio de Salud, Provincia de La Pampa:  

 Ministerio de Salud de la Provincia de Rio Negro 

 Instituto CONICET “César Milstein” 

 Laboratorio de parasitología, Facultad de Medicina, UN del Comahue 

 
2.3. EQUIPO de TRABAJO: 
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Apellido y Nombre CUIL 
Título 

Académico 

 

Categ. 

Invest. 

 

Respon-

sabilidad 

Cátedra 

o 

Institución 

Cargo 

y 

Dedicación 

Tiempo 

dedicac. 

Hs./Sem 

 

Larrieu, Edmundo 20-10704921-6 Dr II D 
Instituto de Zoonosis, FCV 

UNLPAM 
Prof Consulto 5 

Molina, Leonardo 20-25329502-4 Dr V CD 
Epidemiología y Salud 

Pública FCV UNLPAM 
ADJ EX 4 

Calvo, Claudio 20-14295600/5 MV III I 

Parasitología y 

Enfermedades Parasitarias 

FCV UNLPam 

ADJ EX 10 

Garcia Cachau, Mariela 27-21673895-6 Mg III I 
Epidemiología y Salud 

Pública FCV UNLPAM 
ADJ EX 4 

Lapuyade, Cecilia 23-32073668-4 Esp - I 

Parasitología y 

Enfermedades Parasitarias 

FCV UNLPam 

AY1º S 5 

Cornejo, Tamara 
 

27-29628068-8 
Esp - I 

Epidemiología y Salud 

Pública FCV UNLPAM 
AY1º S 5 

Cazaux, Natalia 27-36314900-1 Esp. IV I 

Parasitología y 

Enfermedades Parasitarias 

FCV UNLPam 

JTP S 5 

Boeris, Mónica 27-14928079-6 Dra III I 
Bioterio/Física Biológica 

FCV UNLPam 
ADJ S 2 

Portu, Ana 27-31892745-1 Dra - I 
Bacteriología y micología 

FCV UNLPam 
JTP SE 2 

Bilbao, Guillermina 27-28004454-2 Dra IV I 
Física Biológica/ CIDEF 

FCV UNLPam/ CONICET 
ADJ S 2 

Moreno, Marcos  20-26507929-7 MV 
 

I 
Epidemiología y Salud 

Pública FCV UNLPAM 
JTP SE 2 

Lucero Arteaga, Franco 20-36221849-8 MV 
 

I 

Centro de Producción de 

Animales de 

Experimentación/Virología 

e Inmunología Básica FCV 

UNLPam 

AY1º SE 4 

Kappes, Noelia 27-27828175-8 MV 
 

I 
Ministerio de Salud de La 

Pampa  
2 

Meglia, Pilar 27-37556177-3 Estudiante 
 

AI FCV UNLPAM 
 

2 

Monsalve, Fernanda C. 27-40111261-3 Estudiante  AI FCV UNLPam  2 

Benitez, Vanina 23-39378593-4 MV 
 

AI Graduada 
 

5 

D’Francisco, Florencia 27-34536795-6 MV  I 
Fisiología Animal FCV 

UNLPam 
 5 

Cariatore, Clara 27-33532172-9 MV 
 

AI 

Graduada/Residente de 

Salud Pública Veterinaria 

Rio Negro 
 

5 

Federici, Daiana 28-34778104-0 MV (UNR) 
 

AI 

Graduada/Residente de 

Salud Pública Veterinaria 

Rio Negro 
 

5 

D: Director, CD: Co-Director, A: Asesor, I: Investigador, AI: Asistente de Investigación. 

 

3. DURACIÓN ESTIMADA del PROYECTO:   

FECHA de INICIO:   01 / 01 /2023           FINALIZACIÓN: 31 / 12/ 2024 

 

4. RESUMEN DEL PROYECTO:  

La Hidatidosis o Equinococosis quística (EQ) es una zoonosis parasitaria, endémica en 
Argentina en regiones donde las condiciones sociales, culturales y ambientales generan un 
ambiente epidemiológico que favorecen el ciclo de Echinococcus granulosus En la Provincia de 
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La Pampa existen reportes de alta prevalencia en bovinos, aunque no existen estudios 
actualizados de prevalencia en perros, su distribución geográfica y los factores de riesgo que 
podrían significar transmisión a las personas, especialmente en el oeste pampeano, región 

históricamente con mayor prevalencia. El objetivo de la investigación es identificar la prevalencia 
de infección en perros de establecimientos ganaderos y evaluar otros factores de riesgo en la 
Provincia de La Pampa. y generar capacidades diagnósticas de las que hoy se carece en la 

Facultad de Ciencias Veterinarias como soporte de la investigación y como apoyo futuro a los 
programas de control de la Patagonia. La información se obtendrá mediante encuestas con 

coproELISA en establecimientos ganaderos, mediante ELISA en ovinos y mediante diagnóstico 
macroscópico en salas de faena de rumiantes menores incluyendo identificación de cepas. El 

avance del proyecto requiere del desarrollo de capacidades en la UNLPAM de procesamiento de 

materia fecal canina fresca, copro ELISA y PCR para confirmación, además de generar técnicas 
para obtención de ejemplares de E. granulosus adultos requeridos por los laboratorios de 
referencia para la producción de antígenos- 

 
4.1 Palabras Clave: equinococosis, diagnóstico, ovejas, perros 

 

4.2 Abstract en Ingles 

Hydatidosis or Cystic Echinococcosis (CE) is a parasitic zoonosis, endemic in Argentina in 

regions where social, cultural and environmental conditions generate an epidemiological 
environment that favors the cycle of Echinococcus granulosus In the Province of La Pampa there 
are reports of high prevalence in cattle , although there are no updated studies on prevalence in 

dogs, their geographical distribution and the risk factors that could mean transmission to people, 
especially in the west of the Pampas, a region historically with the highest prevalence. The 
objective of the research is to identify the prevalence of infection in dogs from livestock 

establishments and to evaluate other risk factors in the Province of La Pampa and generate 
diagnostic capabilities that are currently lacking in the Faculty of Veterinary Sciences as support 
for research and as future support for control programs in Patagonia. The information will be 

obtained through surveys with coproELISA in livestock establishments, through ELISA in sheep 
and through macroscopic diagnosis in small ruminant slaughter rooms, including identification of 
strains. The progress of the project requires the development of capacities in the UNLPAM for the 

processing of fresh canine fecal matter, copro ELISA and PCR for confirmation, in addition to 
generating techniques for obtaining specimens of adult E. granulosus required by the reference 
laboratories for the production of antigens 

 
4.3 Keywords: echinococcosis, diagnoses, sheep, dogs 

 
5. INTRODUCCIÓN y ANTECEDENTES 
 

5.1. INTRODUCCIÓN, MANEJO DE FUENTES BIBLIOGRÁFICAS Y DESCRIPCIÓN DE LA 
SITUACIÓN ACTUAL DEL PROBLEMA  
 
INTRODUCCION 

La equinococosis quística (EQ) o hidatidosis es una zoonosis parasitaria producida por un 
cestodo de la familia Taenidae, género Echinococcus, especie granulosus (EG), descripto en 
1786. Requiere de dos hospederos mamíferos para completar su ciclo de vida. Un hospedero 

definitivo, (carnívoro, especialmente el perro) donde se desarrolla la faz adulta o estrobilar y un 
hospedero intermediario en donde se desarrolla la faz larvaria o metacestode (Craig et al, 2015; 

2017). 
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Cuando huevos de EG son ingeridos por hospederos susceptibles (especialmente el ovino) 
llegan al estómago en donde sufren la disgregación del embriósfero y la activación de la 
oncósfera. Esta exhibe intrincados movimientos rítmicos del cuerpo y los ganchos y penetran a 

través de las microvellosidades intestinales pasando a los sistemas linfáticos y venosos para ir a 
instalarse definitivamente en alguna víscera, preferentemente hígado o pulmón.  
La forma larval o metacestode que se desarrolla es típicamente unilocular, pleomórfica, llena de 

fluido y con una compleja estructura consistente en una membrana germinal interna, compuesta 
por células de núcleo circular u ovalado y una membrana cuticular, acelular y elástica (externa), 

rodeada por una membrana adventicia y fibrosa producida por el hospedador.  
Existe una gran diversidad de cepas de EG, algunas de las cuales se encuentran presente en 

Argentina: cepa ovina G1, cepa ovina tasmania G2, cepa vaca G5, cepa camello G6 y cepa 

porcina G7 (Cucher et al, 2016). 
Es una de las enfermedades zoonóticas de mayor prevalencia en Argentina, Uruguay, Chile, 
Perú y el sur del Brasil.  Produce elevados costos para la ganadería en función del valor de las 

vísceras decomisadas y pérdidas en la producción de lana, leche y carne; y para los sistemas de 
salud en razón de los costos de internación y tratamiento de las personas (Larrieu y Zanini, 2012; 
Pavletic et al, 2017). 

Uno de los aspectos más relevantes de la biología de EG es la consideración de su periodo 
prepatogénico y patogénico en el perro. 
Cuando el perro ingiere vísceras crudas con quistes hidatídicos (o si es inoculado 

experimentalmente), a los 17 a 20 días se encuentra formado el primer proglótide, a los 20 a 28 
días es visible el segundo proglótide y, finalmente el primer proglótide maduro (infectante) es 
eliminado con la materia fecal entre los 47 – 52 días. Ello implica que los primeros 45 días post 

infección, el perro no transmite EQ. 
El perro continuará eliminado proglótides maduras durante aproximadamente 180 días, 
deponiendo huevos cada 15 días y material parasitario incluyendo antígenos metabólicos, 

cuticulares y restos parasitarios con la materia fecal. 
Un perro puede ser portador de cientos de EG. Sin embargo, no causan enfermedad clínica ni 

otros efectos, aun en casos de infección severa (Eckert et al, 2001) 
En la Provincia de Rio Negro el programa logró fuertes disminuciones en la prevalencia de la 
infección en perros y humanos, aunque se mantiene un nivel endémico en el ovino que asegura 

el mantenimiento del ciclo de la enfermedad, con la consiguiente aparición de casos nuevos en 
niños (3). 
Históricamente, la línea sur de Rio Negro ha sido la zona con mayores niveles de transmisión, 

por sus características de zonas de producción ovina, condiciones sociales y un ambiente 
favorable a la sobrevida del parasito. 
Si bien el programa de control logro avances importantes con una fuerte disminución en el 

número de casos, fue en forma disímil en distintos parajes y áreas nucleadas del área endémica. 
Por ello, en los parajes rurales en donde los riesgos para las personas se mantenían elevados, 
se ajustaron las estrategias para aumentar sobre ellas la presión de control incluyendo nuevas 

herramientas, tal como la vacunación de lanares, cuya potencialidad para cortar el ciclo de la 
enfermedad ha sido evaluado en un proyecto anterior (Mujica et al, 2021). 
Por su parte, en diciembre de 2019 comenzó un brote de un novel coronavirus de origen 

zoonótico, denominado SARS-COV.2 o COVID-19, que alcanzo dimensiones de pandemia el 11 
de marzo de 2020. Ya el 3 de marzo había ingresado a la Argentina, mientras que el 9 de marzo 
se produjo el primer caso en la Provincia de Rio Negro. En esta provincia, al 30 de junio de 2020 

ya se identifican 823 casos con 41 defunciones y para el 10 de diciembre se mantenían 2122 
casos activos con 30079 casos recuperados, habiéndose producido 848 fallecidos. La ocupación 
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de camas en terapia intensiva era del 76%, luego de haberse mantenido una gran cantidad de 
días con cifras del 95% (Crowley et al, 2020). 
La ocurrencia de casos dio lugar a sucesivas estrategias de intervención. Entre todas las 

medidas, las vinculadas a Intervenciones no farmacéuticas o INF basadas en Atención Primaria 
de la Salud y Una Salud con participación integrada entre agentes sanitarios del Primer Nivel de 
Atención, salud pública veterinaria y áreas medicas de los Departamentos de Actividades para el 

área y sus Centros de Atención Primaria de la Salud y servicios de epidemiologia resultaron 
centrales para la contención de la epidemia, hasta la disponibilidad de vacunas que se encuentra 

actualmente en fase de amplio desarrollo y cobertura. Es un interrogante el efecto que tiene el 
desarrollo de la pandemia en la prevalencia de otras enfermedades.  

 

BIOSEGURIDAD 

EQ es una zoonosis parasitaria. Por ende, el manejo de la enfermedad, con especial referencia a 
la manipulación de parásitos adultos, manejo y contacto con animales infectados con la forma 

adulta de EG y manipulación y manejo de materia fecal proveniente de dichos animales es un 
punto clave en cualquier trabajo con EG debiendo mantenerse estrictas precauciones de 
seguridad. 

- Inactivación de huevos de EG adultos: los huevos de EG son inactivados a temperaturas de 
65° durante 30 minutos y en 1 minuto a 100°. En frío, son inactivados en freezer a -80° en 2 días 

o a -70° 4 días o a -20° durante 90 días. Ello incluye su aplicación a materia fecal o trozos de 
intestino delgado o carcasas de animales como zorros (Eckert et al, 2001). 
- Descontaminación ambiental: Después de pruebas con test de arecolina o para el 

confinamiento de animales infectados se deben aplicar medidas específicas de bioseguridad. El 
test de arecolina debe ser aplicado en áreas cerradas con piso de concreto que pueda ser 
fácilmente limpiada y desinfectada o sobre carpetas plásticas que puedan ser incineradas 

(Eckert et al, 2001). 
- Precaución en laboratorio o el afectado a tareas de campo: El personal de laboratorio en 
contacto con material no esterilizado o inactivado debe asegurar el uso de ropas descartables 

(mamelucos, guantes, botas) evitando el uso de ropas que requieran envío a lavadero. En caso 
de necropsias de animales de laboratorio o de otro tipo, el procesado de los intestinos deberá 
efectuarse sobre material plástico que pueda ser eliminado mediante incineración. Los 

instrumentos utilizados deberán ser esterilizados en autoclave. Los animales experimentalmente 
infectados deberán mantenerse idealmente solo hasta el periodo prepatente, aunque con fines 
de obtención de especímenes para la elaboración de antígenos para copro ELISA o PCR se 

requiere su mantenimiento hasta periodo patente, el cual deberá ser el mínimo necesario que 
permita la obtención de huevos de EG. 
 

DESCRIPCION DE LA SITUACION ACTUAL: 

 Para la caracterización de la infección en ovinos y caprinos el método utilizado tradicionalmente 

para el diagnóstico es la identificación post mortem de la presencia de quistes hidatídicos, siendo 
importante conocer la edad de los animales para la interpretación epidemiológica de los datos. 
Sus limitaciones incluyen no ser sensible para la detección de quistes en animales jóvenes (que 

son los de mayor interés para la vigilancia en un programa de control) y errores diagnósticos en 
animales adultos (quistes supurados, degenerados y calcificados). Otra limitación importante es 
que en muchas zonas endémicas no existen mataderos donde se puedan llevar a cabo estos 

estudios o el beneficio casero (de traspatio) es una práctica muy común en la población, 
particularmente en las crianzas de ovinos y caprinos de manera familiar o en pequeña escala 
(pequeños ganaderos); por lo tanto, no es posible obtener en todos los casos una información 

representativa y real de la situación de la enfermedad en ovinos. 
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 Alternativamente, se pueden utilizar técnicas serológicas que están disponibles con una 
sensibilidad y especificidad aceptable (Gatti y col, 2007), siendo en especial útiles en animales 
recientemente infectados (la respuesta humoral en los corderos se detecta en los 10 días 

posteriores a la infección (Lamberti y col, 2014). Si se aplica a corderos puede ser útil para 
evaluar si la transmisión está presente o ausente: un diagnóstico positivo en al menos un cordero 
significa que hay perros infectados con EG en el sitio y por lo tanto el medio ambiente está 

contaminado. Actualmente el Instituto Cesar Milstein ha ajustado una técnica en base a 
anticuerpos monoclonales (Poggio, comunicación personal, en revisión en One Health) que 

puede estar disponible. 
 Desde la aparición de coproELISA (Allan et al, 1992; 2006), es la técnica de elección para 

diagnóstico de situación de EQ en el huésped definitivo y para la vigilancia epidemiológica en 

programas de control (Craig et al, 2017). La sensibilidad (78%/100%) y especificidad (85%) es 
razonable con fines de diagnóstico de situación (Craig et al, 2017), pudiendo arrojar resultados 
falsos negativos cuando la carga de parásitos es baja, dando además falsos positivos por 

reacciones cruzadas con otras tenias tal como Taenia hydatigena (Allan and Craig, 2006; Craig 
et al, 2017). 
 En los últimos años varios coproELISA han sido estandarizados para su uso en los programas 

de control vigentes en las zonas endémicas de América del Sur (Guarnera et al, 2000; Pierangeli 
et al, 2010; Morel et al, 2013) e incluidos en los sistemas de vigilancia de los países (Larrieu and 
Zanini, 2012; Pavletic et al, 2017). 

 Eventualmente, puede mejorarse la especificidad del sistema incorporando pruebas de 
confirmación, tal como WB o PCR (Guarnera et al, 2000; Cabrera et al, 2002; Abassi et al, 2003; 
Stefanic et al, 2004; Craig et al, 2017) lo que permite ajustar la estimación de la prevalencia 

 Los sistemas de vigilancia de la EQ en humanos, por su parte, no solamente permiten 
diagnosticar la situación en las personas, sino que, en la medida en que se utilizan estudios 
transversales sistemáticos en población asintomática, permiten un diagnóstico precoz y un 

tratamiento oportuno de los casos, resultando por ende medidas costo efectivas (Larrieu et al, 
2011; 2019). 

 La ultrasonografía (US) es actualmente la prueba de elección. Con una elevada sensibilidad 
(100%) y especificidad (95%) (Del Carpio et al, 2000) en su uso como prueba de tamizaje, ha 
demostrado que puede ser aplicada a la vigilancia epidemiológica en los programas de control, 

pudiendo detectar transmisión en el pasado reciente si es utilizada en población joven, como por 
ejemplo escolares de 6 a 14 años de edad (Larrieu et al, 2011, 2019). 
En este contexto, la Facultad e Ciencias Veterinarias ha generado proyectos de investigación 

como soporte a actividades de vigilancia y control en la Patagonia. Sin embargo carece de 
capacidades actuales de diagnóstico que permitan dar soporte a los programas de control. 
 

5.2. RESULTADOS ALCANZADOS POR LOS INTEGRANTES DEL PROYECTO DENTRO 
DEL ÁREA DE CONOCIMIENTO DE ESTE y INVESTIGACIÓNES DE LOS INTEGRANTES 
RELACIONADOS AL PROYECTO (desde el año 2000): 

1.  Prevalence of human cystic echinococcosis in the towns of Ñorquinco and Ramos Mexia 

in Rio Negro Province, Argentina, and direct risk factors for infection. Uchiumi L, Mujica G, Araya 
D, Salvitti JC, Sobrino M, Moguillansky S, Solari A, Blanco P, Barrera F, Lamunier J, Arezo M, 

Seleiman M, Yadon ZE, Tamarozzi F, Casulli A, Larrieu E. Parasit Vectors. 2021 May 
19;14(1):262. doi: 10.1186/s13071-021-04753-y. 
2.        The Diagnosis, Treatment, Surveillance and Control of Cystic Echinococcosis in the 

Province of Rio Negro: The “One-Health” Model. Guillermo Mujica, Leonardo Uchiumi, Daniel 
Araya, Juan Carlos Salvitti, Jose Luis Labanchi Mariano Sobrino, Edu ardo Herrero, Oscar 
Panomarenko, Patricia Blanco, Gabriel Talmon, Hebe Tissot, Claudia Grizmado, Marcos Arezo, 
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Marcos Seleiman, Carlos Hugo Mercapide and Edmundo Larrieu. Parasitologia 2021, 1, 177–
187. https://doi.org/10.3390/parasitologia1040019 
3.  Integration of animal health and public health surveillance sources to exhaustively inform 

the risk of zoonosis: An application to echinococcosis in Rio Negro, Argentina. Lawson A, Boaz R 
3rd, Corberán-Vallet A, Arezo M, Larrieu E, Vigilato MA, Del Rio Vilas VJ. PLoS Negl Trop Dis. 
2020 Aug 25;14(8):e0008545. doi: 10.1371/journal.pntd.0008545. eCollection 2020 Aug. 

4.      Identification of potential 'hot spots' of cystic echinococcosis transmission in the province of 
Río Negro, Argentina.  Arezo M, Mujica G, Uchiumi L, Santillán G, Herrero E, Labanchi JL, Araya 

D, Salvitti JC, Cabrera M, Grizmado C, Calabro A, Talmon G, Sepulveda L, Galvan JM, Volpe M, 
Bastin V, Seleiman M, Panomarenko O, Tissot H, Sobrino M, Crowley P, Daffner J, Larrieu E. 

Acta Trop. 2020 Apr;204:105341. doi: 10.1016/j.actatropica.2020.105341. Epub 2020 Jan 15. 

5.  First inter-laboratory comparison of Echinococcus granulosus sensu lato diagnosis in 
Latin America.  Jercic MI, Santillan G, Elola S, Quispe Paredes W, Conza Blanco LB, Morel N, 
Villegas R, Molina Flores B, Gavidia CM, Cabrera M, Dos Santos AG, Sanchez-Vazquez MJ, 

Maxwell MJ, Vigilato MA, Larrieu E, Del Rio Vilas VJ. Rev Panam Salud Publica. 2019 Dec 
9;43:e89. doi: 10.26633/RPSP.2019.89. eCollection 2019. 
6.  Control of cystic echinococcosis: Background and prospects.  Larrieu E, Gavidia CM, 

Lightowlers MW. Zoonoses Public Health. 2019 Dec;66(8):889-899. doi: 10.1111/zph.12649. 
Epub 2019 Sep 17. 
7.  Pilot field trial of the EG95 vaccine against ovine cystic echinococcosis in Rio Negro, 

Argentina: 8 years of work.  Larrieu E, Mujica G, Araya D, Labanchi JL, Arezo M, Herrero E, 
Santillán G, Vizcaychipi K, Uchiumi L, Salvitti JC, Grizmado C, Calabro A, Talmon G, Sepulveda 
L, Galvan JM, Cabrera M, Seleiman M, Crowley P, Cespedes G, García Cachau M, Gino L, 

Molina L, Daffner J, Gauci CG, Donadeu M, Lightowlers MW. Acta Trop. 2019 Mar;191:1-7. doi: 
10.1016/j.actatropica.2018.12.025. Epub 2018 Dec 18. 
8.  Epidemiology, diagnosis, treatment and follow-up of cystic echinococcosis in 

asymptomatic carriers.  Larrieu E, Uchiumi L, Salvitti JC, Sobrino M, Panomarenko O, Tissot H, 
Mercapide CH, Sustercic J, Arezo M, Mujica G, Herrero E, Labanchi JL, Grizmado C, Araya D, 

Talmon G, Galvan JM, Sepulveda L, Seleiman M, Cornejo T, Echenique H, Del Carpio M. Trans 
R Soc Trop Med Hyg. 2019 Feb 1;113(2):74-80. doi: 10.1093/trstmh/try112. 
9.  Cystic echinococcosis in South America: a call for action.  Pavletic CF, Larrieu E, 

Guarnera EA, Casas N, Irabedra P, Ferreira C, Sayes J, Gavidia CM, Caldas E, Lise MLZ, 
Maxwell M, Arezo M, Navarro AM, Vigilato MAN, Cosivi O, Espinal M, Vilas VJDR. Rev Panam 
Salud Publica. 2017 Aug 21;41:e42. doi: 10.26633/RPSP.2017.42. 

10.  Pilot field trial of the EG95 vaccine against ovine cystic echinococcosis in Rio Negro, 
Argentina: Humoral response to the vaccine.  Larrieu E, Poggio TV, Mujica G, Gauci CG, 
Labanchi JL, Herrero E, Araya D, Grizmado C, Calabro A, Talmon G, Crowley P, Santillán G, 

Vizcaychipi K, Seleiman M, Sepulveda L, Arezo M, Cachau MG, Lamberti R, Molina L, Gino L, 
Donadeu M, Lightowlers MW. Parasitol Int. 2017 Jun;66(3):258-261. doi: 
10.1016/j.parint.2017.01.020. Epub 2017 Feb 4. 

11.  The Economic Impact of Cystic Echinococcosis in Rio Negro Province, Argentina.  
Bingham GM, Larrieu E, Uchiumi L, Mercapide C, Mujica G, Del Carpio M, Hererro E, Salvitti JC, 
Norby B, Budke CM. Am J Trop Med Hyg. 2016 Mar;94(3):615-25. doi: 10.4269/ajtmh.15-0304. 

Epub 2016 Jan 19. 
12.  Pilot Field Trial of the EG95 Vaccine Against Ovine Cystic Echinococcosis in Rio Negro, 
Argentina: Second Study of Impact.  Larrieu E, Mujica G, Gauci CG, Vizcaychipi K, Seleiman M, 

Herrero E, Labanchi JL, Araya D, Sepúlveda L, Grizmado C, Calabro A, Talmon G, Poggio TV, 
Crowley P, Cespedes G, Santillán G, García Cachau M, Lamberti R, Gino L, Donadeu M, 



Corresponde al Anexo de la Resolución Nº 035/23 C.D. 
 

 

10 
 

Lightowlers MW. PLoS Negl Trop Dis. 2015 Oct 30;9(10):e0004134. doi: 
10.1371/journal.pntd.0004134. eCollection 2015. 
13.  Hydatidosis: Ultrasonographyc screening in the Río Negro Province 25 years after the 

first screening Salviti JC, Sobrino M, Del Carpio M, Mercapide C, Uchiumi L, Moguilensky J, 
Moguilansky S, Frider B, Larrieu E. Acta Gastroenterol Latinoam. 2015 Mar;45(1):51-5. Spanish.  
14.  Humoral response and evolution of Echinococcus infection in experimentally infected 

sheep.  Lamberti R, Cavagion L, Gatti A, Calvo C, Gino L, Puches VV, Alvarez AR, Alvarez E, 
Cachau MG, Morete M, Larrieu E. Rev Bras Parasitol Vet. 2014 Apr-Jun;23(2):237-40. doi: 

10.1590/s1984-29612014030. 
15.  Cystic echinococcosis in dogs and children in the province of Río Negro, Argentina.  

Larrieu E, Seleiman M, Herrero E, Mujica G, Labanchi JL, Araya D, Grizmado C, Sepúlveda L, 

Calabro A, Talmón G, Crowley P, Albarracín S, Arezo M, Volpe M, Avila A, Pérez A, Uchiumi L, 
Salvitti JC, Santillan G. Rev Argent Microbiol. 2014 Apr-Jun;46(2):91-7. doi: 10.1016/S0325-
7541(14)70054-9 Spanish.  

16.  A community-based study to examine the epidemiology of human cystic echinococcosis 
in Rio Negro Province, Argentina.  Bingham GM, Budke CM, Larrieu E, Del Carpio M, Mujica G, 
Slater MR, Moguillansky S. Acta Trop. 2014 Aug;136:81-8. doi: 

10.1016/j.actatropica.2014.04.005. Epub 2014 Apr 15. 
17.  Pilot field trial of the EG95 vaccine against ovine cystic echinococcosis in Rio Negro, 
Argentina: early impact and preliminary data.  Larrieu E, Herrero E, Mujica G, Labanchi JL, Araya 

D, Grizmado C, Calabro A, Talmon G, Ruesta G, Perez A, Gatti A, Santillán G, Cabrera M, 
Arezzo M, Seleiman M, Cavagión L, Cachau MG, Alvarez Rojas CA, Gino L, Gauci CG, Heath 
DD, Lamberti R, Lightowlers MW. Acta Trop. 2013 Aug;127(2):143-51. doi: 

10.1016/j.actatropica.2013.04.009. Epub 2013 Apr 28. 
19.  Critical analysis of cystic echinococcosis control programs and praziquantel use in South 
America, 1974-2010. Larrieu E, Zanini F. Rev Panam Salud Pública. 2012 Jan;31(1):81-7. doi: 

10.1590/s1020-498920120001000 
20.  Early diagnosis, treatment and follow-up of cystic echinococcosis in remote rural areas in 

Patagonia: impact of ultrasound training of non-specialists. Del Carpio M, Mercapide CH, Salvitti 
JC, Uchiumi L, Sustercic J, Panomarenko H, Moguilensky J, Herrero E, Talmon G, Volpe M, 
Araya D, Mujica G, Calabro A, Mancini S, Chiosso C, Labanchi JL, Saad R, Goblirsch S, Brunetti 

E, Larrieu E. PLoS Negl Trop Dis. 2012 Jan;6(1):e1444. doi: 10.1371/journal.pntd.0001444. Epub 
2012 Jan 10.  
21.  Cystic echinococcosis: chronic, complex, and still neglected.  Brunetti E, Garcia HH, 

Junghanss T; International CE Workshop in Lima, Peru, 2009. PLoS Negl Trop Dis. 2011 
Jul;5(7):e1146. doi: 10.1371/journal.pntd.0001146. Epub 2011 Jul 26. 
22.  Programme for ultrasound diagnoses and treatment with albendazole of cystic 

echinococcosis in asymptomatic carriers: 10 years of follow-up of cases. Larrieu E, Del Carpio M, 
Mercapide CH, Salvitti JC, Sustercic J, Moguilensky J, Panomarenko H, Uchiumi L, Herrero E, 
Talmon G, Volpe M, Araya D, Mujica G, Mancini S, Labanchi JL, Odriozola M. Acta Trop. 2011 

Jan;117(1):1-5. doi: 10.1016/j.actatropica.2010.08.006. Epub 2010 Sep 9. 
23.  Treatment of liver hydatidosis: how to treat an asymptomatic carrier? Frider B, Larrieu E. 
World J Gastroenterol. 2010 Sep 7;16(33):4123-9. doi: 10.3748/wjg.v16.i33.4123. 

24.  Pathophysiology and immune response in sheep experimentally infected with 
Echinococcus granulosus. Larrieu E, Alvarez AR, Gatti A, Mancini S, Bigatti R, Araya D, Vespoli 
V, García Vinet J, García Cacheau M, Alvarez E, Cavagion L. Medicina (B Aires). 

2009;69(3):341-6. Spanish.  



Corresponde al Anexo de la Resolución Nº 035/23 C.D. 
 

 

11 
 

25.  Ovine echinococcosis I. Immunological diagnosis by enzyme immunoassay. Gatti A, 
Alvarez AR, Araya D, Mancini S, Herrero E, Santillan G, Larrieu E. Vet Parasitol. 2007 Jan 
31;143(2):112-21. doi: 10.1016/j.vetpar.2006.08.022. Epub 2006 Sep 18. 

26.  Epidemiological surveillance of cystic echinococcosis in dogs, sheep farms and humans 
in the Rio Negro Province. Pérez A, Costa MT, Cantoni G, Mancini S, Mercapide C, Herrero E, 
Volpe M, Araya D, Talmon G, Chiosso C, Vázquez G, Del Carpio M, Santillan G, Larrieu E. 

Medicina (B Aires). 2006;66(3):193-200. Spanish.  
27.  Control of cystic echinococcosis/hydatidosis: 1863-2002.  Craig PS, Larrieu E. Adv 

Parasitol. 2006;61:443-508. doi: 10.1016/S0065-308X(05)61011-1. 
28.  Diagnosis of cystic echinococcosis on sheep farms in the south of Argentina: areas with 

a control program. Cavagión L, Perez A, Santillan G, Zanini F, Jensen O, Saldía L, Diaz M, 

Cantoni G, Herrero E, Costa MT, Volpe M, Araya D, Rubianes NA, Aguado C, Meglia G, 
Guarnera E, Larrieu E. Vet Parasitol. 2005 Mar 10;128(1-2):73-81. doi: 
10.1016/j.vetpar.2004.11.006. Epub 2004 Dec 30. 

29.  Ultrasonographic diagnosis and medical treatment of human cystic echinococcosis in 
asymptomatic school age carriers: 5 years of follow-up. Larrieu E, Del Carpio M, Salvitti JC, 
Mercapide C, Sustersic J, Panomarenko H, Costa M, Bigatti R, Labanchi J, Herrero E, Cantoni G, 

Perez A, Odriozola M. Acta Trop. 2004 Jun;91(1):5-13. doi: 10.1016/j.actatropica.2004.02.006. 
30.  A case-control study of the risk factors for cystic echinococcosis among the children of 
Rio Negro province, Argentina. Larrieu EJ, Costa MT, del Carpio M, Moguillansky S, Bianchi G, 
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31.  Human cystic echinococcosis: contributions to the natural history of the disease.  
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32.  Evaluation of the losses produced by hydatidosis and cost/benefit analysis of different 
strategic interventions of control in the Province of Rio Negro, Argentina. Larrieu E, Mercapide C, 
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33.  Ovine Echinococcus granulosus transmission dynamics in the province of Rio Negro, 
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Talmon G, Romeo S, Thakur A. Bol Chil Parasitol. 2000 Jul-Dec;55(3-4):49-53. doi: 
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10.4067/s0365-94021999000300013. 
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6. DESCRIPCIÓN del PROYECTO 

 

6.1. PROBLEMA CIENTÍFICO, OBJETIVOS, HIPÓTESIS Y RESULTADOS ESPERADOS DEL 
PROYECTO 

En la Provincia de La Pampa existen evidencias que EQ es endémica (Larrieu et al, 1996; 
Lamberti et al, 1999), con especial referencia a la zona oeste. Sin embargo, los informes 
científicos son de vieja data y no se cuenta con reportes modernos de prevalencia y distribución 

de EQ en distintos ambientes de la Provincia de La Pampa. 
Es reconocido que EQ como enfermedad zoonótica en Argentina está especialmente asociada a 
sistemas de producción ovina o caprina, en tanto en estos sistemas productivos se favorecen 

prácticas que permiten la transmisión de EQ tal como la faena de animales pequeños para 
consumo con entrega de vísceras a los perros.  
Estudios recientes efectuados por SENASA muestran elevada prevalencia en ganado bovino, 

pero no asociado a casos en las personas. 
Asimismo, la Provincia de La Pampa y la Facultad en particular carecen de tecnologías y 
profesionales formados para el diagnóstico de la equinococosis animal tanto para fines de 

investigación como de soporte para el programa de control de La Pampa. Un problema agregado 
es que actualmente no hay en Argentina elaboración de antígenos para diagnóstico, por 
limitaciones en la obtención de ejemplares de E granulosus que se requieren para para la 

elaboración. 
En relación a COVID 19, no se conoce el impacto de la pandemia en áreas con programas 

sistemáticos de control como el caso de Rio Negro. 
 

HIPÓTESIS      

En ciertas áreas de la provincia de La Pampa relacionadas con la producción ovina y caprina EQ 
es endémica. 
La aparición de COVID 19 llevo a aplicar todos los recursos humanos y materiales disponibles en 

la red hospitalaria y de atención primaria a su contención, ello podría haber generado el 
abandono de otros programas de control de enfermedades  produciendo un aumento en la 
prevalencia de la infección por Echinococcus granulosus en el perro. 

La Provincia de La Pampa carece de capacidad diagnostica en EQ, en un contexto nacional de 
limitaciones severas para la elaboración de los antígenos requeridos para las pruebas “in house”. 

 

OBJETIVO GENERAL 

Contribuir a la vigilancia epidemiológica y el control de la EQ en la región patagónica mediante 

actividades de campo y del desarrollo de un centro de diagnóstico de EQ en animales como 
soporte estratégico de programas de vigilancia y control de la Provincia de La Pampa y de otras 
provincias como la de Rio Negro, donde la EQ es endémica, estableciendo asociaciones con 
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otros laboratorios e institutos especializados del país tal como el Laboratorio de Parasitología de 
la Universidad Nacional del Comahue, el Centro CONICET Cesar Milstein y el Instituto Nacional 
de Microbiología Carlos Malbrán. 

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 
1. Generar la capacidad de producción de EG adultos requeridos para la elaboración de antígenos que 

puedan ser utilizados en el diagnóstico de la EQ en perros. 

2. Generar la capacidad de procesar muestras de materia fecal canina para la obtención de sueros 

sobrenadantes que puedan ser posteriormente procesados mediante la técnica de coproELISA. 

3. Generar la capacidad de efectuar análisis de coproELISA en muestras de la provincia de La Pampa o 

de otras provincias endémicas. 
4. Generar la capacidad de efectuar análisis de coproPCR para la confirmación de muestras positivas a 

coproELISA. 

5. Utilizar las capacidades desarrolladas como apoyo a la educación de grado, posgrado y a líneas de 

investigación operativa. 

6. Identificar la prevalencia de la infección y la dispersión de EQ en cabras, ovinos y perros, con especial 

referencia al oeste pampeano. 

7. Identificar la prevalencia de la infección de EQ en perros y establecimientos ganaderos de áreas 

programa de hospitales con programa de control identificando a) Coberturas de desparasitación 2020/21; 

b) Ocurrencia de casos de COVID 19; c) Asociación posterior con casos de EQ en niños de 0 a 14 años; 
d) Información de registros de años anteriores del programa de prevalencia canina y en niños.  

 

METODOLOGÍA, MODELOS y TÉCNICAS. 

Los protocolos siguientes están planteados secuencialmente en función de los pasos requeridos 

para alcanzar las capacidades planteadas. 
 

PROTOCOLO DE OBTENCION DE PROTOESCOLICES A PARTIR DE QUISTES 

HIDATIDICOS  

Normalmente los quistes se encuentran en los órganos filtro, hígado y pulmón (vísceras rojas) 

son de color blanquecinos de tamaño entre 1 hasta 5 o más centímetros de diámetro con forma 
de pelota. Generalmente se encuentran en animales adultos. 
Estos quistes serán destinados para elaboración de conjugados para realizar técnicas 

diagnósticas para vigilancia.  
Toma de muestra: colocar los órganos o la parte de los órganos con quistes en continentes 
plásticos (en lo posible) evitando la ruptura de los mismos, importante es que no queden al 

alcance de las mascotas. 
Los continentes ideales pueden ser baldes o frascos plásticos con tapa y que se puedan sellar 
(tipo envases de miel grandes). 

Aquellos que cuenten con solución fisiológica los pueden colocar en la misma hasta ser 
recogidos o enviados al receptor.  
Rotular Envase: colocando fecha de extracción, establecimiento de origen y órgano que contiene 

el quiste (aclarar si es ovino, caprino o bovino). 
Avisar inmediatamente a los receptores involucrados para coordinar el retiro o la remisión. 
En caso de que sean transportados, tratar de garantizar el cerramiento de los frascos (se puede 

reforzar el cierre de la tapa con cinta adhesiva) para evitar el vuelco y/o ruptura de los quistes, 
envolver el frasco con papel absorbente tipo servilleta de papel o diario. 
Se recomienda mantener en lugares frescos, ideal mantener y transportar refrigerados y sin 

contacto con luz solar. 
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PROTOCOLO DE INFECCION EXPERIMENTAL DE MERIONES (Meriones unguiculatus) 

PARA OBTENCION DE EQ 

Se utilizarán 6 meriones de 4 semanas de edad. 
Los animales serán experimentalmente infectados por vía oral con aproximadamente 3000 

protoescólices concentrados en 0.5 ml de solución fisiológica y bajo una leve anestesia con éter. 
Los protoescólices se obtendrán de necropsias de ovinos o caprinos naturalmente infectados 
faenados en mataderos de la Provincia de La Pampa o de la Provincia de Río Negro. 

Una alícuota de protoescólices y de la membrana germinal se conservará en alcohol 70 para su 
envío al Instituto Nacional de Microbiología Carlos Malbrán o al Laboratorio de parasitología de la 
Universidad Nacional del Comahue.  

Los meriones serán alojados en jaulas ubicadas en el bioterio de la Facultad de Ciencias 
Veterinarias de la UNLPAM. 

Serán alimentados con alimento concentrado comercial y agua ad libitum.  
Los animales serán inyectados en forma subcutánea con una dosis de 2 mg / metilprednisolona 
acetato (MTPA) cada tercer día desde dos días antes de la infección a 42 días después de la 

infección. 
Para la infección experimental, quistes hidatídicos en estado hialino serán punzados para la 
extracción del líquido hidatídico con una jeringa de 10 ml y aguja 20 x 1". Las membranas serán 

lavadas con solución fisiológica y raspadas para despegar los protoescólices restantes. 
El líquido se colocará en un tubo Falcon de 50 ml, donde se espera que sedimente para retirar el 
sobrenadante.  

Se evaluará la viabilidad de los protoescólices con el colorante vital eosina en solución acuosa al 
0.1% y también por observación al microscopio de las células flamígeras y de los movimientos 
contráctiles de los protoescólices. 

Desde la ubicación de los meriones en jaulas la materia fecal será recogida y guardada en 
bolsas rojas para su disposición final a cargo de la empresa que retira los residuos patológicos 
de la Facultad.  

Desde la llegada de los meriones a las jaulas, hasta el día 30 post infección el manejo general de 
la bioseguridad será el normal para el manejo de animales de laboratorio, no requiriendo de 
medidas especiales de bioseguridad. El personal responsable del manejo utilizara las medidas 

normales de bioseguridad en lo referente a ropas de protección e higiene general. 
Desde el día 30 hasta el día 50 las medidas de bioseguridad deberán asegurar la protección de 

los operadores, la esterilización de los materiales usados para la recolección de la materia fecal 
y la desinfección de las jaulas. 
El día 50 se procederá al sacrificio de los 2 primeros meriones de acuerdo a normas.  

En el sacrificio, se extirpará el intestino delgado, dividiéndose en tres porciones iguales 
(proximal, media y distal), abierto longitudinalmente y colocado en placas de Petri con solución 
salina. Se raspará la mucosa y el contenido será examinado bajo el microscopio en cámara con 

flujo laminar. Los parásitos serán contados y examinados cuidadosamente para determinar su 
movilidad y etapas de desarrollo. De resultar los EG maduros se procederá al sacrificio de los 
restantes. 

Los EG serán guardados en solución fisiológica para su envío a los laboratorios del Instituto 
Nacional de Microbiología y el Laboratorio de parasitología de la Universidad Nacional del 
Comahue. 

 

PROTOCOLO DE OBTENCION DE MUESTRAS EN PERROS  

Los Procedimientos para la toma de muestras de heces caninas incluyen: 
Muestra: la unidad muestral es una porción de heces de canes que está dispersa en el suelo de 
una unidad epidemiológica (UE=vivienda rural).  
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Obtención de la muestra: la muestra puede ser indistintamente materia fecal recién emitida, 
líquida, sólida o semisólida, la cual deberá ser recogida evitando la contaminación excesiva con 
tierra, pastos u otros contaminantes del suelo. Si no hay heces frescas, se recogerán muestras 

sólidas emitidas en los días anteriores al día de la visita de recolección.  
Volumen de la muestra: cuando se recogen heces frescas se toma el equivalente a dos cucharas 
soperas colmadas. Si se toman heces secas se recoge toda la deposición. En caso de que fuera 

muy voluminosa es necesario fraccionarla, tomando partes de diferentes sitios del conjunto. 
Envase de la muestra: las muestras se recogen en envases de plástico secos y limpios con tapa 

a rosca. No se adiciona ningún conservante. 
Transporte de la muestra: las muestras se colectarán siempre individualmente. Todas las 

muestras se incluyen en una bolsa mayor que las contenga. La identificación de cada bolsa debe 

ser completa. Para el transporte se coloca la bolsa en una caja de telgopor. Con el fin de cumplir 
con las normas de bioseguridad en el transporte de muestras, esta caja debe estar incluida 
dentro de otra de mayor tamaño, separadas por abundante papel absorbente. La última caja 

debe tener claramente identificada la parte de arriba y la indicación de no volcarla. 
Conservación de las muestras: si las muestras no pueden ser enviadas inmediatamente al 
laboratorio de referencia, se mantendrán refrigeradas a la menor temperatura disponible. Se 

pondrán en un freezer (una semana a -70ºC o dos semanas a -20ºC) afuera de las cajas de 
telgopor pero contenidas adentro de las bolsas que reúnen independientemente a cada unidad 
epidemiológica.  Es importante considerar la correcta conservación de las muestras ya que el frío 

es crítico, puesto que evita o interrumpe la actividad enzimática de la materia fecal que degrada 
a los antígenos parasitarios. 
Los lugares de muestreo serán georreferenciados. 

 

PROTOCOLO DE PROCESADO DE MATERIA FECAL PARA COPROELISA 

Tomar muestras de materia fecal de perros recién emitida o seca (de varios días de deposición, 
aunque preferentemente lo más fresca posible). El número de muestras a obtenerse de cada 
establecimiento ganadero o unidad epidemiológica deberá ser protocolizado en relación al 

número de perros existentes en el predio. 
Colocar las muestras en doble bolsa de nylon o en frascos tipo recolector de orina. Rotular las 
muestras. Colocar el rótulo entre ambas bolsas si se usa este método. Completar una planilla 

global de datos de recolección. Conservar en la heladera o en lugar fresco hasta que se envían 
al laboratorio.  
Una vez recibidas en el laboratorio, congelar a – 80º C durante 48 hs, o a – 70º C por 4 días. 

En laboratorio 1) colocar una porción de aproximadamente 1.5 a 2.0 ml de MF con una cuchara 
de plástico descartable para cada muestra, en un tubo de centrífuga de plástico con tapa a 
rosca. En caso de que la muestra sea demasiado seca, ésta puede dejarse hidratando con el 

buffer de extracción desde la noche anterior. 2) Agregar al tubo con MF igual volumen de buffer 
PBS 0.15 M con 0.3% de Tween 20 a temperatura ambiente. Agitar enérgicamente o bien con 

vórtex durante 30 segundos como mínimo. Centrifugar los tubos a 3500 rpm durante 30 minutos 
a temperatura ambiente. Separar el sobrenadante en tubos tipo Eppendorf, descartando el pellet. 
Rotular con el número de muestra y guardar a –20ºC hasta su procesamiento. Los extractos 

pueden conservarse hasta 4 a 6 meses en estas condiciones. 3) En todo momento respetar 
normas de bioseguridad por tratarse de muestras potencialmente patógenas. 
 

TEST DE COPROANTÍGENO POR ELISA: 

Se utilizará la técnica descripta por Allan et al (1992) con algunas modificaciones de Pierangeli et 
al., según se describe a continuación. 
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Día 1: 

1) Preparar la dilución del antisuero de conejo anti E. granulosus en la concentración óptima 

establecida en buffer carbonato/ bicarbonato 0.05 M pH 9.6. (Dilución para LOTE 6 en uso 1/200: 
laca). 

 de la dilución del 

antisuero. Cubrir con papel film y llevar en cámara húmeda a 4ºC toda la noche. 
Día 2: 

3) Rotular las placas, si es necesario remarcar algunos números de columna. 

4) Volcar el contenido de la placa y hacer 3 lavados con 200 l por pocillo de buffer PBS 0.15 M 

pH 7.2 con 0.1% de Tween 20 cada vez (pipeta multicanal). Cada lavado dura 5 minutos, volcar 

la placa y absorber el exceso de líquido con papel absorbente cada vez. 

5) Sacar del freezer del box de procesamiento de muestras el suero fetal bovino (SFB), los 
controles positivos y negativos y los extractos de las muestras a analizar. 

6) Bloquear la placa con 100 microlitros por pocillo de buffer PBS 0.15 M con 0.3% de Tween 20. 
Cubrir con papel film y dejar reposar 1 hora a temperatura ambiente. 
7) Armar el cuadrito con la disposición de las muestras en cada placa. 

8) Lavar como en el paso 4. 
9) A cada pocillo agregar 50 microlitros de SFB inactivado (alicuotado en freezer a –20ºC) y 50 
microlitros del extracto de MF canina (micropipeta individual violeta). En cada placa incluir 

blancos (SFB sin muestra), controles negativos y positivos, por duplicado. Agregar 50 microlitros 
de buffer PBS 0.15 M con 0.3% de Tween 20 a los blancos. Cubrir con papel film e incubar 
durante 1 hora a 37ºC en cámara húmeda. 10) Lavar como en el paso 4. 

11) Sacar del freezer a -20°C el eppendorf en uso del conjugado. 
12) Realizar la dilución del conjugado marcado con peroxidasa en la concentración óptima 
establecida, con buffer PBS 0.15 M Tween 0.1%. Agregar 100 microlitros por celda. Incubar 1 

hora en cámara húmeda a 37ºC. 
13) 15 minutos antes de finalizar la incubación con el conjugado preparar la solución de trabajo 
del sustrato ABTS y conservar en la oscuridad hasta su utilización. 

14) Pegar la planilla de la placa en el cuaderno de registro de Coproantígeno. 
15) Lavar como en el paso 4. 

por 10 a 15 

minutos a 37ºC en cámara húmeda en la oscuridad. Al cabo de este tiempo, verificar el 
desarrollo de color en la placa. Puede dejarse más tiempo en caso de observase color verde 

muy tenue. 
illo de ácido fluorhídrico 0.1 M pH 3.5. 

18) Leer y registrar las absorbancias en lector para ELISA a 405 nm 

- Los resultados negativos no requieren confirmación 
- Todos los resultados positivos deben ser confirmados, repitiendo la determinación en una 
nueva placa. 

- Dos resultados POSITIVOS confirman la presencia de coproantígeno. 
- En caso de discordancia (POS/NEG), realizar una 3ª determinación (desempate). 
 

PROTOCOLO DIAGNOSTICO EN OVINOS Y CAPRINOS 

En animales vivos de zonas de producción ovina y caprina se obtendrá 10 cc. de sangre de la 

vena yugular, de animales sujetados en posición de pie y con la cabeza fijada lateralmente, 
utilizándose agujas 25/8 y jeringas plásticas descartables. 
Los tubos serán rotulados con el número de identificación del animal y la fecha de obtención. 
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El suero se extraerá mediante centrifugación, se conservará refrigerado a 5º/8 ºC hasta su 
remisión a laboratorio (48 hs. máximo) en donde se mantendrá en freezer a –20 ºC hasta su 
procesado. 

Las muestras de suero serán procesadas mediante ELISA con antígenos recombinantes en el 
Laboratorio del Instituto Cesar Milstein. 
También se efectuarán necropsias en caprinos y ovinos faenados en mataderos provinciales. 

Los quistes hidatídicos detectados serán conservados en alcohol 70 para determinación de 
cepas en el Laboratorio de Parasitología de la Facultad de Medicina de la UNCOMA. 

 

PROTOCOLO DE PROCESADO MEDIANTE PCR PARA LA CONFIRMACION DE 

COPROELISA POSITIVOS 

Las técnicas en uso en la Argentina se encuentran estandarizadas y validadas tanto en el 
Instituto Nacional de Microbiología Carlos Malbrán (Cabrera et al, 2002; Jercic et al, 2019) como 

en el laboratorio de parasitología de la Universidad del Comahue. 
 

ÁREA DE TRABAJO Y PROCEDIMIENTOS ESTADISTICOS 

 Las tareas se efectuarán en la Provincia de La Pampa, en áreas de producción ovina y caprina 
con especial referencia al oeste pampeano y en áreas de la Provincia de Rio Negro con 
programa sistemático de control, con especial referencia al este de la Provincia.9. 

El análisis estadístico de los resultados se efectuará con EPIDAT 3.1 estimándose proporciones 
y sus intervalos de confianza del 95%. Chi cuadrado de asociación con un nivel de significación 
de p = 0.05 para comparar prevalencias, así como se estimarán los OR. 

Los lugares de muestreo serán georreferenciados, incorporándose la información a un Sistema 
de Información Geográfico (SIG) desarrollado en QGIS 3.4.6, asociándose la geolocalización al 

área programa de salud. 
 

6.3 CONTRIBUCIÓN AL CONOCIMIENTO CIENTÍFICO Y/O TECNOLÓGICO Y A LA 

RESOLUCIÓN DE LOS PROBLEMAS 

La identificación de la dispersión y la prevalencia de EQ, permitirá a las autoridades sanitarias 
direccionar programas de vigilancia, prevención y control de la EQ con un enfoque racional, 

ajustando las acciones en función de la identificación de áreas de riesgo. 

Asimismo, la producción de EG adultos permitirá a los laboratorios nacionales de referencia la 

producción de reactivos para diagnóstico. 
 

FORMACION DE RECURSOS HUMANOS 

El proyecto contribuirá a la formación de los RRHH de los componentes del equipo de 
investigación, en aspectos de metodología de investigación en general y en particular en el 
desarrollo de procesos de inoculación experimental y manejo en bioterio. 

Muy especialmente se formarán RRHH de laboratorio para el diagnóstico de la hidatidosis 
mediante PCR y ELISA y en parasitología para el manejo y procesado de muestras ambientales 
y de quistes hidatídicos. 

En particular se espera la formación de a) un profesional de la Cátedra de Epidemiología con el 
título de doctorado y b) una estudiante de la especialización en SPVET desarrolle su Tesina a 

partir de este proyecto. 
 

6.4 CRONOGRAMA ANUAL de ACTIVIDADES 

Obtención de quistes y meriones                   enero a marzo 2023 
Inoculación y recuperación de parásitos        abril a julio 2023 
Capacitación de laboratoristas                        marzo a junio 2023 
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Muestreo en el ambiente de MF                     marzo a noviembre 2023 
 marzo a noviembre 2024                        
Muestreo serológico ovino y caprino  marzo a noviembre 2023                                               

marzo a noviembre 2024                        
Procesado de MF y coproELISA                   marzo a noviembre  2023,  
                                                                       marzo a noviembre 2024              

PCR                                                                marzo a noviembre 2023 
                                                                       marzo a noviembre  2024 

Informe final                                                  diciembre 2024 
Publicación de resultados                              diciembre 2024 

 

7 INFRAESTRUCTURA Y PRESUPUESTO 

 

7.1 INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTO, SERVICIOS Y OTROS BIENES         

REQUERIDOS POR EL PROYECTO YA EXISTENTES EN ESTA INSTITUCIÓN: 

Infraestructura de la Cátedra Parasitología y Enfermedades Parasitarias, del Centro de 

Producción de Animales de Experimentación y del Laboratorio de Biología Molecular de la 
Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLPam. 
 

7.2 INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTO, SERVICIOS Y OTROS BIENES NECESARIOS 

PARA EL PROYECTO Y NO DISPONIBLES EN ESTA FACULTAD 

- Laboratorio de Zoonosis del Ministerio de Salud de Rio Negro 

- Laboratorios de la Cátedra de Parasitología de la Facultad de Medicina de la 
Universidad Nacional del Comahue 

 

7.3 JUSTIFICACIÓN DE LA ADQUISICIÓN  O  FACTIBILIDAD  DE  ACCESO  EN  

CONDICIONES  DE  PRESTAMO O USO DE LOS BIENES  NO EXISTENTES EN ESTA 

INSTITUCIÓN 

 

7.4 ESPECIFICAR OTRAS FUENTES DE FINANCIACIÓN: 

Programa de control de Zoonosis de la Provincia de La Pampa y de la Provincia de Rio Negro 

 

7.5 PRESUPUESTO ESTIMADO PARA EL PROYECTO PRESENTADO 

Básicamente el presupuesto está dirigido a material para toma de muestras, financiar la 
capacidad analítica para los análisis serológicos de ELISA (drogas y reactivos) y el trabajo en 

terreno de investigadores (considerando que el área de trabajo incluye zonas rurales de La 
Pampa y de Rio  Negromataderos ubicados en Santa Isabel, lo que requiere de varias salidas a 
terreno para toma de muestras, además de la publicación de resultados y presentación a 

congresos). 
También el mantenimiento de los animales de experimentación y equipamiento de bioseguridad 
 

      Total, solicitado: $ 91.000,00 

Insumos (reactivos Lab., agujas y jeringas,  

material recolección materia fecal) 

$ 70.000,00 

 

Bibliografía $ 1.000,00 

 

Viajes y viáticos salidas a campo y muestreo         

      

$ 15.000,00 
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Viajes y viáticos congresos:        $ 5.000,00 

 

El 50% se requerirá el primer año, 25% los siguientes dos años 
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ANEXO II 
 

Infección experimental de jerbos (Meriones unguiculatus) con protoescólices provenientes de 

metacestodes de Echinococcus granulosus. 

CePAE – CIDEF - FCV UNLPam 

 

Proyecto de investigación: “Identificación de áreas de riesgo de transmisión de la 

Equinococosis quística /Hidatidosis en las Provincias de La Pampa y Rio Negro y desarrollo de 

capacidades diagnósticas en salud animal” 

 

Protocolo de bioseguridad 

Para la elaboración de este protocolo, se siguieron las recomendaciones de la 
Organización Mundial de la Salud (WHO/OIE Manual on Echinococcosis in Humans and 
Animals: a Public Health Problem of Global Concern, ISBN 92-9044-522-X), publicado en 2002, y 
las Ordenanzas municipales Nro. 246/96 y Nro. 58/97. Consideramos su lectura un requisito 
indispensable para las personas profesionales en áreas de la salud que llevarán adelante el 
trabajo de laboratorio y que están implicadas en este proyecto. 
 

Materiales e insumos: 

 Autoclave para esterilización por calor húmedo. 

 Lavarropas con temperatura y tiempo programable. 

 Lupa binocular. 

 Freezer de -20 °C. 

 Heladera.  

 Material de cirugía. 

 Recipientes para esterilizar por calor húmedo. 

 Bolsas rojas, 60 cm x 75 cm, diámetro ≥ 100 µm. 

 Precintos de seguridad, resistentes y combustibles. 

 Hipoclorito de sodio (NaOCl 100 %). 

 Etanol 96 %. 

 Etanol 70%. 

 Formaldehído 38 %. 

 Solución salina al 0,9 %. 

 Guantes. 

 Barbijos. 

 Gafas de seguridad. 

 Máscaras de seguridad. 

 Camisolines. 

 Cofias. 

 Cubrecalzados. 

 Jeringas y agujas. 

 Droga inmunosupresora. 

 Jaulas para animales de experimentación. 

 Viruta. 

 Alimento balanceado. 

 Bebederos. 

 Cánulas de inoculación. 
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 Contenedores rígidos para descartes corto-punzantes. 

Recepción de metacestodes obtenidos de frigoríficos. 

1) Los quistes hidatídicos deberán llegar a las instalaciones del CePAE en un recipiente primario 

debidamente rotulado e identificado, detallando los siguientes aspectos: Remitente, lugar y fecha 

de obtención, origen de la muestra, temperatura de traslado. El recipiente primario deberá estar 

contenido en un segundo recipiente para evitar derrames. 

2) Se desinfectarán las paredes externas del recipiente primario con etanol 70 % y se 

almacenará a 2 - 8 °C hasta su ulterior procesamiento. 

3) Previo a la manipulación de los metacestodes, las mesadas de acero inoxidable, el material 

de cirugía, y demás superficies serán desinfectadas con etanol 70 %. 

4) Al momento de la manipulación de los metacestodes para la extracción de protoescólices, las 

personas profesionales de laboratorio deberán emplear guantes, gafas de seguridad, barbijo, 

cofia, guardapolvo, camisolín y cubrecalzados.  

5) Luego de realizar la infección experimental de roedores, el remanente del material biológico 

proveniente de los metacestodes se inactivará en etanol 40 % o superior, y se almacenará a -20 

°C por al menos 1 semana. Posteriormente, se enviará a incinerar con un seguimiento estricto 

(ver “Gestión de residuos patológicos”, Tipo A). 

6) Sobre la mesada de trabajo se dispondrán recipientes con solución de hipoclorito de sodio 

(NaOCl) 3,75 % para colocar el instrumental de acero inoxidable y material de vidrio al finalizar 

su uso. Se dejarán sumergidos al menos 5 min antes de proceder a la esterilización por calor 

húmedo para su posterior reutilización. 

7) El material de plástico descartable se colocará en solución de NaOCl 3,75 % y se enviará a 

incinerar (ver “Gestión de residuos patológicos”, Tipo A). 

8) Las bandejas y las mesadas de acero inoxidable se desinfectarán con solución de NaOCl 

3,75 % por 1 h. 

9) Los pisos pueden recubrirse con láminas plásticas desechables, cuya desinfección con 

NaOCl 3,75 % o superior se realizará por al menos 2 h y luego se enviará a incineración (ver 

“Gestión de residuos patológicos”, Tipo A). 

10) Los elementos de protección individuales deberán ser esterilizados por calor húmedo en 

autoclave y luego desechados para su incineración, en caso de ser descartables, o lavados en 

lavadora a 60°C durante 1h en caso de ser reutilizables. 

 

Manipulación de jerbos post-infección: 

Los jerbos experimentalmente infectados serán confinados en cajas en grupos de 3 

individuos prepúberes al inicio del protocolo, machos y hembras indistintamente. El desarrollo de 

los portoescólices a tenias sexualmente maduros conlleva 4-6 semanas. Si bien durante las 

primeras 3 semanas no se requiere de un manejo diferencial, para garantizar la seguridad de las 

personas y del medio, la reposición de las camas se llevará a cabo con una frecuencia semanal. 

Se individualizará la materia fecal por jaula y se inspeccionará la presencia de huevos. El 

descarte se almacenará en doble bolsa roja precintada y se enviará a incineración con un 

seguimiento estricto (ver “Gestión de residuos patológicos”, Tipo B). Las personas profesionales 

responsables que llevarán adelante esta tarea utilizarán guardapolvo, cofia, gafas de seguridad, 

barbijo, camisolín y cubre-calzados. En el mismo recinto se dispondrá de una batea plástica con 



Corresponde al Anexo de la Resolución Nº 035/23 C.D. 
 

 

23 
 

solución de NaOCl 3,75 % para decontaminación semanal de jaulas y bebederos. Durante el 

período de postinfección experimental de jerbos, toda manipulación de animales, viruta y materia 

fecal, quedará reducido a un único recinto. Las superficies de trabajo y el piso se limpiarán 

previamente con NaOCl 3,75 %, y al terminar la manipulación con una solución de NaOCl más 

concentrada durante 2 a 3 h. En la mesada se dispondrán recipientes con NaOCl 3,75 % para 

decontaminación de material en contacto con animales, que se esterilizarán por calor húmedo en 

caso de ser reutilizables, o se enviarán a incinerar en caso de ser descartables.  

 

Necropsia de jerbos presuntamente infectados para obtención de parásitos maduros de E. 

granulosus  

1) Sobre la mesada de trabajo se dispondrán recipientes con solución de NaOCl 3,75 % para 

colocar el instrumental de acero inoxidable y material de vidrio al finalizar su uso. Se dejarán 

sumergidos al menos 5 min antes de proceder a la esterilización por calor húmedo para su 

posterior reutilización. 

2) El material de plástico descartable se colocará en solución de NaOCl 3,75 % y se enviará a 

incinerar (ver “Gestión de residuos patológicos”, Tipo A). 

3) Las bandejas y las mesadas de acero inoxidable se desinfectarán con solución de NaOCl 

3,75 % por 1 h. 

4) Los pisos pueden recubrirse con láminas plásticas desechables, cuya desinfección con 

NaOCl 3,75 % o superior se realizará por al menos 2 h y luego se enviará a incineración (ver 

“Gestión de residuos patológicos”, Tipo A). 

5) Los elementos de protección individuales deberán ser esterilizados por calor húmedo en 

autoclave y luego desechados para su incineración, en caso de ser descartables, o lavados en 

lavadora a 60°C durante 1 h en caso de ser reutilizables. 

6) Las carcasas e intestinos de los jerbos se enviarán a incinerar con seguimiento estricto (ver 

“Gestión de residuos patológicos”, Tipo B).  

 

Gestión de residuos patológicos  

La gestión de residuos patológicos se encuentra bajo la supervisión del Departamento de 

Saneamiento Ambiental, Dirección de Gestión Ambiental, Secretaría de Ambiente y Servicios 

Públicos, Municipalidad de General Pico (Teléfono corporativo de contacto: 02302 - 53 - 4133). 

Las disposiciones se rigen por las Ordenanzas municipales Nro. 246/96 y Nro. 58/97.  

La Facultad de Ciencias Veterinarias se encuentra inscripta en un Registro Municipal de 

Generadores de Residuos Patológicos con el N° 8. Posee una frecuencia de recolección de 

residuos semanal. Para ello, los residuos deben almacenarse en doble bolsa roja con precinto de 

seguridad inviolable, resistente y combustible y rotuladas con la leyenda “Residuos Patológicos”. 

Las actividades realizadas en este proyecto generarán dos tipos de residuos patológicos: los 

que previamente serán inactivados/esterilizados antes de descartarse en bolsa roja (Tipo A), y 

los que, hasta que no se adquieran instrumentos específicos, deberán descartarse sin 

esterilización previa (Tipo B). Este último tipo de residuos patológicos (Tipo B) serán 

almacenados en doble bolsa roja desde el momento de su generación. Por instrumentos 

específicos, nos referimos a autoclave para esterilizar viruta de descarte y freezer (-20 °C) para 

almacenamiento prolongado de residuos patológicos. 
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ANEXO III 

WHO/OIE Manual on Echinococcosis in Humans and Animals: a Public Health Problem 

of Global Concern 
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ANEXO IV 
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ANEXO V 
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