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EDITORIAL

Llegamos al fin del afio 2020 y la Pandemia sigue su curso, lo cual ha sido una gran “tragedia”
para nuestro Pais, incluyendo las Instituciones universitarias y por ende,nuestra prestigiosa e llustre
Universidad del Zulia (LUZ), a la cual nos debemos.

Las Autoridades de la Facultad de Ciencias Veterinarias (FCV) de LUZ se han visto afectadas
por el sinnumero de novedades que dicha Pandemia ha provocado, lo cual ha desmejorado el
buen funcionamiento de la misma. Nuestra REVISTA CIENTIFICA (RC), no ha escapado de tales
acontecimientos, razén por la cual, habiéndose ordenado bajar la frecuencia de seis numeros al
ano, a cuatro, dejando asi la frecuencia en Trimestral; y en cada numero, se disminuyo, de ocho
articulos hacia seis articulos, los problemas surgidos en la cotidianidad universitaria ha provocado
que nuestro principal 6rgano cientifico de divulgacion se haya visto interferido, lo cual ha dafado
nuestra tradicional Periodicidad.

Sin embargo, y a pesar de tantos problemas existentes en lo referente a Personal activo,
a la falta de reposicién de equipos, asi como su mantenimiento y reparacion, deficiencias en el
transporte del Personal para acudir a sus sitios de trabajo, obligando a laborar desde las casas,
y ante el mal servicio de internet existente en la Ciudad de Maracaibo; todo ello dificulta tomar
previsiones o solventar situaciones que se presentan.

La RC permanece en la lucha para continuar sacando a la luz de la Comunidad, articulos
cientificos procedentes de diversas latitudes del mundo, todas reconocidas y arbitradas por pares
cientificos de reconocida trayectoria, que no han dejado de colaborar con nuestra querida Revista.
Hasta que se pueda laborar en ello insistiremos en seguir dando a conocer las contribuciones
cientificas que muchos investigadores, nacionales e internacionales, han consignado a la
misma, como reconocimiento para que nuestro esfuerzo continue en pie, persuadidos que
dichos acontecimientos serviran de apoyo para muchos profesionales relacionados a la Medicina
Veterinaria, en todos los campos en que dicha Profesiéon se desenvuelve.

Ante este serio panorama, que siempre tenemos la esperanza de que mejorara, solo me
queda desearle a nuestros lectores, investigadores participantes, tanto constituyéndose como
colaboradores, asi como en funciones de arbitros, y demas personas afines a nuestro trabajo, las
Autoridades Universitarias de LUZ y de la FCV, del Consejo de Desarrollo Cientifico y Tecnolégico
(CONDES) de LUZ; a todos les deseamos unas felices fiestas decembrinas y que el nuevo afio
2021 que se espera, venga repleto de prosperidad, y soluciones para todos los problemas que esta
pandemia del COVID 19, ha provocado a la humanidad.

iQue el Todopoderosos nos ilumine y nos guie por el camino del éxito!

Mario José Pérez-Barrientos
Editor Jefe
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A NEW IMMUNOCHEMISTRY PROCESS THAT TRANSFORM A NON-
IMMUNOGENIC CROTAMINE-LIKE ANTIGEN FROM RATTLESNAKE
(Crotalus durissus cumanensis) VENOM, IN IMMUNOGENIC TO
PRODUCE ANTI-CROTAMINE-LIKE ANTIBODIES
UN NUEVO PROCESO INMUNOQUIMICO QUE CONVIERTE CROTAMINA DEL VENENO

DE SERPIENTE DE CASCABEL (Crotalus durissus cumanensis), UN ANTIGENO
NO-INMUNOGENICO, EN INMUNOGENICO PARA PRODUCIR ANTICUERPOS ANTI-CROTAMINA

Maria Magdalena Pulido-Mendez', Maria Eugenia Acosta? and Alexis Rodriguez-Acosta*

"Laboratory of Immunology, Experimental Medicine Institute, Universidad Central de Venezuela, Caracas, Bolivarian Republic of
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ABSTRACT

The making of antibodies in animals can be demanding due
to that several antigens, mostly of low molecular masses,
provoke imperceptible immune response or are even totally non-
immunogenic. The transformation of non-immunogenic molecules
into effective antigens represent an important immunological
tasks. The crotamine from the rattlesnake Crotalus durissus
cumanensis snake venom was purified by a Mono S HR 10/10
chromatography column and used to immunise C57/B mice, after
to be polymerised with glutaraldehyde. The murine polyclonal
antibodies directed against native crotamine-like (NCL) treated
with glutaraldehyde and their product crotamine-like polymer
(CLP) were generated by immunisation injecting CLP via lymph
node cells. These antibodies were capable of detecting CLP
in an enzyme-linked immunosorbent assay. The SDS-PAGE
of NCL and CLP showed bands of molecular masses ~ 3 kDa
and ~18 kDa, respectively. These results offer evidence that the
polyclonal antibodies recognise specific putative original and
post-polymerisation epitopes on the CLP molecule, which were
maintained following the process of polymerisation. The results
are discussed in relation to the preservation of a functional post-
polymerisation epitopes on CLP.

Key words: Crotalus durissus cumanensis; crotamine-like;
glutaraldehyde; polyclonal antibody;
polymerisation; venom

Recibido: 20/03/2020 Aceptado: 28/09/2020

RESUMEN

La produccion de anticuerpos en animales puede ser una actividad
ardua, debido a que muchos antigenos, principalmente los de baja
masa molecular, provocan una respuesta inmune imperceptible o
aun son totalmente no-inmunogénicos. La transformacion de una
molécula no inmunogénica, en un antigeno efectivo representa un
importante reto inmunolégico. La crotamina obtenida del veneno
de la serpiente de cascabel (Crotalus durissus cumanensis) fue
purificada a través de una columna de cromatografia Mono S
HR 10/10 (Biorad, EUA) y usada para inmunizar ratones de la
cepa C57/B, luego de ser polimerizada con glutaraldehido. Los
anticuerpos policlonales dirigidos contra la crotamina nativa
tratada con glutaraldehido, y su producto el polimero obtenido
de la crotamina (CLP) se lograron mediante inmunizacién via
ganglios linfaticos con polimeros de CLP. Esos anticuerpos
policlonales fueron capaces de detectar el CLP, en un ensayo de
ELISA. Los perfiles de migracion (SDS-PAGE) de la crotamina
nativa y la CLP mostraron bandas de masa molecular ~ 3 kDa y
~18 kDa, respectivamente. Estos resultados ofrecen evidencia de
que los anticuerpos policlonales reconocen epitopes especificos
originales y posteriores a la polimerizacién en la molécula de CLP,
que se mantuvieron luego del proceso de polimerizacion. Los
efectos se discuten en relacién con la preservacion de epitopes
funcionales post-polimerizacion en CLP.

Palabras clave: Crotalus durissus cumanensis; crotamina-
similar; glutaraldehido; anticuerpo policlonal;
polimerizacion; veneno
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A new immunochemistry process that transform a non-immunogenic crotamine-like antigen from rattlesnake / Pulido, M. y col.

INTRODUCTION

The study of antivenomic methodology about the immunoreac-
tivity of Crotalus antivenoms against subspecies of rattlesnakes
showed that many Crotalus antivenoms lack of recognising and
binding competent antibodies against crotamine [5]. Based on the
classical knowledge that less than 10 kilodalton (kDa) molecular
mass proteins are not good immunogenic molecules, it is though
that crotamine (~4.8 kDa in average) must be an insignificant
immunogenic in horses (Equus ferus caballus)

The transformation of non-immunogenic molecules into
effective antigens remains important immunological tasks. The
proposal of transforming derived-glutaraldehyde precipitated
crotamine into effective antigens are both basic and applied
provocative defiance. Here, it is supplied information on
glutaraldehyde molecule, mainly its mode action on proteins.
Glutaraldehyde is a di-aldehyde composed of five highly reactive
carbons, which has been isolated as oil and stored as an aqueous
solution. Its storage forms a carbohydrate, pyrans (oxines) and
polymers mixtures [4]. From the chemical point of view, it is a
very reactive product, which polymerises in water and acidic
aqueous solutions are stable. In alkaline medium, the reactivity
is higher, in this environment, at room temperature, reacts rapidly
with amino terminals of proteins and produce insoluble cross-
linked aggregates. In correspondence with the conditions here
described, yield covalently linked soluble protein oligomers and
polymers were obtained. Glutaraldehyde is well known for its
ability to react with proteins and this process is valid to a wide
range of proteins, and by slight variation in the reaction conditions,
soluble polymers in the molecular mass range from 1x10*x 100*
were produced.

Crotamine is a basic~ 42-amino-acid polypeptide with an
isoelectric point of 10.3 and a ~ 4.8 kDa molecular mass,
originally isolated from the venom of the South American
rattlesnake Crotalus durissus terrificus [11]. This toxin is regarded
as a potential cell-infiltrating vehicle competent of gathering into
replicating cells [19]. Here, it has been purified a ~3 kDa molecule
with crotamine properties from Crotalus durissus cumanensis, in
order to be used in all the experiments.

Currently, glutaraldehyde has been used for producing
insoluble protein aggregates [2, 16], and insoluble products of
some enzymes, e.g. carboxypeptidase [28], trypsin [13], papain
[17, 26] and catalase [31], maintaining its enzymatic activity.
This project intended to report the effect of molecular size on
immunogenicity of proteins, which have been investigating
procedures planned to produce high-molecular mass protein
aggregates, via intermolecular cross-bridges. To this purpose, it
was studied the reaction of glutaraldehyde with the crotamine-
like non-immunogenic protein, in order to make a crotamine-
like polymer (CLP), using a special lymph node via, to get an
immunological response.

MATERIALS AND METHODS
Reagents
Glutaraldehyde (25%), bovine serum albumin (crystalline),

acrylamide, methylene-bis-acrylamide and NNN’N’-
tetramethylene-diamine, ammonium persulphate, trichloroacetic
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acid, sodium dodecyl sulphate and Coomassie Brilliant Blue
R-250, Complete Freund’s adjuvant (CFA) and incomplete
Freund’s adjuvant (IFA) (GIBCO, USA), Trypan blue solution,
Dimethyl sulfoxide (DMSO), Goat anti-mouse IgG conjugated
with alkaline phosphatase and alkaline phosphatase substrate
(PNPP) were all purchased from Sigma/Aldrich, USA. All stock
reagents were stored as recommended by the manufacturer.

Snake and venom collection

Pool from six female and male adults of the rattlesnake
(Crotalus durissus cumanensis) (CDC) captured in Santa
Teresa del Tuy Town (Miranda State, Venezuela) and housed
at the Tropical Medicine Institute of the Universidad Central de
Venezuela (Caracas, Venezuela) were used in the experiments.
Venom was extracted by allowing the snake to bite into a Para-
film® extended over a disposable plastic cup. The venom sample
was centrifuged (Beckman Avanti 30, USA) at 5000 G for 10
minutes (min), and filtered through 0.45 micrometres (um) filter.
The venom was frozen at -90 °C (Thermo Scientific™ Revco™
UxF, USA). and then lyophilised.

Mice

C57/B inbred strains of mice (Mus musculus) between 18
and 22 grams (g), bred under specific healthy conditions were
obtained from the Animal House of the Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC)(Venezuela).

Purification of crotamine-like

Isolation and purification of (CDC) crotamine-like was carried
out by one chromatographic step. Crude venom (30 milligrams
(mg) by protein estimation) was diluted to 1.0 millilitres (mL of
50 millimol (mM) Tris—HCI buffer, pH 8.2, and then applied on a
Mono S HR 10/10 (GE Healthcare Biosciences Ltd, USA) column
equilibrated with same buffer. Attached proteins were eluted with
a 0—1 M NaCl linear gradient in equal buffer over 60 minutes (min)
at a flow rate of 1.5 mililiters (mL)/min. Proteins were monitored
at 280 nm. The chromatogram displayed 8 fractions, which were
identified agreeing to their elution (FIG. 1). Clear spastic hind-limb
paralysis action was apparent in fraction 5, which was dialysed
against water at 4° C, lyophilised and stored at -20°C (Frigidaire
FGVU21F8QF Vertical Freezer, USA) until used. This fraction
was chosen for the experimental assays.

Protein concentration

The CLP concentration was spectrophotometrically (Beckman,
USA) calculated by assuming that 1 unit of absorbance/
centimetres (cm) of path length at 280 nm corresponds to 1
milligram (mg) protein/mL [35].

Concentration of the crotamine-like under polymerisation

Equal volumes of Cdc crotamine-like (2 mL) at 5 mg/mL in
phosphate saline buffer ,(PBS) pH 7.4, were treated with con-
stant proportions (by weight) of glutaraldehyde at 2.5, 6.25 and
12.5% (2 mL); as a negative control PBS was added to the cro-
tamine-like without glutaraldehyde. Reaction procedures were
as follow: products were diluted to 5mg/mL; the crotamine-like
and the glutaraldehyde solutions were mixed on a vortex mixer



(SI™ Vortex-Genie™ 2T, Scientific Industries, USA). Mixing was
sustained for 1 min and the solutions were incubated (Shel Lab
General Purpose Incubator, Global Lab, CA, USA) at 5°C for 24
hours (h). All samples turned yellow after 10 min of addition of
glutaraldehyde. Then, the mixtures were dialysed during 24 h at
6°C, against several changes of 0.01 M PBS, pH 7.4, until yellow
colour disappeared; the yields were checked and the molecular
mass of crotamine-like and CLP solutions were determined using
a 12.5% SDS-PAGE as described below.

Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

Twenty micrograms (ug) of crotamine-like and CLP were run on
a 12.5% SDS-PAGE under non-reduced conditions. The gel was
stained with Comassie brilliant Blue R-250 for 1 h.

Testing CLP on mice

In order to know if the polymer conserved the crotamine
neurotoxic activity (posterior limb paralysis), three mice were
intravenously injected with CLP and observed for this posterior
limb paralysis. Three mice were also injected with the native
crotamine-like as positive control.

Immunisation

Five male C57/B mice were immunised with CLP by injections
at day (d) 0, in the lower hock of right limb (50 ug / 50 microliters
(1g)/50 microliters (uL) of a 1:1 emulsion of Freund’s complete
adjuvant and the CLP dissolved in PBS, pH 7.4.

One injections using incomplete Freund’s adjuvant were
given after 4 d in the same place. Afterward, with 4 d’ intervals
the immunisation was carried out for three more times with CLP
dissolved in PBS in the same location. Developed immunisation
process, mice blood was obtained by cardiac puncture, collected,
centrifuged and serum samples frozen at -20°C; at this point all
surviving mice were ethically euthanised by neck dislocation and
used to feed snakes.

ELISA test for specific antibodies

The ELISA [25] was implemented using antibodies against
both CLP and native crotamine-like, which were used as antigens
capturing and detecting antibody, respectively. The optimal activity
of these antibodies was determined comparing with a negative-
and positive-control serum samples in each plate.

Polystyrene microplate 96 wells (Nunc, USA) were sensitised
overnight at room temperature with both native crotamine-like
and CLP (10 pg/well in PBS, pH 7.4). For each step, 100 pL/
well was added unless mentioned otherwise. A normal mice
serum was used as negative control and immunised mice sera
as experimental sample (1:200). Remaining binding sites were
blocked by incubation with 1% Bovine serum albumin (BSA) in
PBS for 1 h. The total volume of the well was kept constant (100/
uL). The plates were exhaustively washed with PBS/Tween (2
min/wash), and unbound sites were blocked with 200 pL/well of
0.5% BSA diluted in PBS, pH 7.4 and 0.05% Tween 20 diluted in
milli Q water. After 2 h incubation at 37°C, the plates were emptied
by suction. Diluted anti-mouse serum (1:200) was added and the
plates were incubated for 1 h at 37°C. After thorough washing as
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described above, horse-radish (HR) peroxidase-conjugated goat
anti-mouse (10 pg/mL of PBS/Tween) was added. The plates
were incubated for 1 h at 37°C and washed with PBS/Tween.
The TMB (3,3,5,5'-tetramethyl-benzidine) was added and the
plates were incubated for 1 h in the dark at room temperature.
The enzyme reaction was blocked with 50 uL/well of 8 N H,SO,.
The absorbance at 450nm wavelength (A,,)) of the plates was
read using a microplate ELISA reader (Bio-Rad, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Several proficient reagents for cross-linking proteins have
been described [9], but in common, they have been utilised
to generate intramolecular quite than intermolecular bridges.
The information about the use of glutaraldehyde in biomedical
research is vast. Several authors have described the basis for
insoluble protein aggregates production [2,15,16]. Others had
demonstrated that insoluble derivatives of numerous enzymes
such as carboxypeptidase [28,29], trypsin [13] and catalase [31]
could preserve significant enzymatic activity. Different authors
[1, 26, 37] showed that it was possible to conjugate proteins
and enzymes and coupling proteins to diverse matrices as well
as evident cases, where soluble protein derivatives have been
described [12,14]. The great affinity could be related to a significant
success of configurational entropy after the polymerisation, which
would be the case, if the folding and assembly processes are
coupled.

In the present work, the crotamine-like from CDC venom was
chromatographic isolated generating 8 peaks, where only the
fraction 5 produced the classical spastic inferior limbs paralysis
activity in mice (FIG. 1).

Jac-
1 10000
3404
HO D —
) &3]
= 200 »“
= 8
=] D000 i
1 -
: 1504 Wi
- il 00 =
< &
000
[ E 7
V23 1s 6 )\ 8 .
000t > L - L S—
om 1o NIW “0om o - 00
Time (min)

FIGURE.1. CATION EXCHANGE CROMATOGRAPHY OF
RATTLESNAKE (Crotalus durissus cumanensis) VENOM.
Crotamine (arrow). Absorbance at 280 nm. Elution with % 0.5 M
NaCl linear gradient

To maintain natural protein conformation, guaranteeing
the solubility of the secondary polymers by preservation of
original hydrophilic amino acid residues, in the current work
was required to produce cross-linked polymers with minimum
amino acid substitution. With this objective, low glutaraldehyde
concentrations were utilised, jointly with high protein
concentrations, in order to make easy intermolecular reactivity.
It was used crotamine-like protein concentration at 1.97 + 0.02
mg/mL. In the past, many experimental studies had used high
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concentrations of glutaraldehyde, which produced an extensive
formation of derivatives, but without extensive crosslinking [2]. It
has been proposed by Lee et al. [22] that crotamine is able to
delivery molecules into mammalian cells without needing special
receptors. Several crotamine isoforms have been described
[10,21,25,27,30,32,34,36]. Crotamine hold three disulphide
bridges [5] and the main crotamine folding is similar to many
proposed as anti-bacterial defence peptides, which have been
described to belong to defensins families (a-defensin, B-defensin
and insect defensin) [7]. Although these molecules show a great
structural diversity and a broad spectrum of activity, they have in
common the ability to induce the permeation of liquids (by osmosis
or diffusion) through the bacterial cytoplasmic membranes [6,8],
as crotamine does in other cell membranes [19].

Immunoglobulins have the faculty to identify structures
exclusively present on oligomeric assemblies [18,20]. The
expression oligomers can, on the other hand, be applied to
grouping ranging from a dimer to a much higher assembly [33].
Here, it was used 12% of polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) under non-reduced conditions of both native
crotamine-like and CLP showed a molecular mass bands of ~3
and ~ 18 kDa, respectively, to show both proteins (FIG. 2).
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FIGURE. 2. SDS-PAGE ELECTROPHORESIS OF NATIVE AND
CROTAMINE POLYMER. A SDS-PAGE (12.5 %) under non-
reduced conditions of both native crotamine-like and crotamine
polymer. (Lane 1): Molecular mass markers; (Lane 2): native
crotamine-like ~3 kDa; (Lane 3) polymer ~ 18 kDa
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Due to this intrinsic heterogeneity, and because it did not have
a previous structural polymer crotamine information, the directed
design of oligomer-specific antibodies was frequently randomly
determined. They had a random probability distribution or pattern
that may be analysed statistically, but may not be predicted
specifically events. These limitations obstruct development in
the field. Nevertheless, here, it is showed that the multivalent
architecture of polymeric CLP, having multiple independent binding
sites, can be used as a discriminating binder for an antibody,
which is appropriate for the exposure of multiple epitopes, on
the oligomeric and polymeric assemblies. This was successfully
used for the immune system (through lymph node immunisation)
that could recognise and build up an immune response of specific
antibodies against CLP. As can be seen in TABLE 1, immunised
mice sera reacted only with CLP, being capable of recognising the
antigen in the ELISA assay. An immunisation was considered to
be successful when an ELISA positive test with mouse anti-CLP
mouse serum diluted at least 1:200 was obtained.

TABLE |
ELISA REACTIVITY OF NATIVE CDC CROTAMINE-LIKE AND
CLP WITH IMMUNISED MICE POLYCLONAL ANTIBODIES.
THE CONCENTRATIONS OF THE SAMPLES NATIVE AND
POLYMER CLP WERE CALCULATED TO 5ug/ML

Normal Mice serum (1:200) 0.055
BSA 0.040
No primary Ab 0.060
No Secondary Ab 0.048
Controls Medium Control 0.038
Mice serum (1:200) NCL 0.065
Immunised Mice serum (1:200) CLP 0.328

NCL: native crotamine-like. CLP: crotamine-like polymers

The polymers running above 18 kDa (crotamine-like monomers
were ~4 kDa) showed that separation on the basis of size
was achieved and fractions containing oligomers of particular
molecular mass distribution were obtained, the progression
throughout the fractions of large polymers from monomers was
revealed (FIG. 2).

It is thought that the development of a technique that allows
transforming a non-immunogenic molecule into an immunogenic
one was performed by conjunction of both methods: the making
of the glutaraldehyde polymers, but mainly because was used
an innovative immunological technique via lymph node instead
of spleen immunisation. As it is known, dendritic cells (Decs)
play a crucial role in antigen presentation to CD4+ T cells, which
open developed immune responses. Therefore, defining positive
modulators of dendritic cell activation, to improve immune
responses for low molecular masses antigens might be useful;
Decs go through a route of differentiation identified as maturing.
This advance considerably increases their ability for antigen
handling and presentation [3]. The broad-spectrum facets of Decs
progress are well empathised and comprise the redistribution
of MHC-II molecules from the intracellular sections to the cell
membrane, increased co-stimulatory molecules expression, such



as several cytokines (TNF-a and IL-12) [23,24].

It is believed that the immunisation pathway through the lymph
node, which necessarily involved dendritic cells, makes the
low molecular mass antigen well recognised and processed,
as stated above. Thus, the both events, the production of a
crotamine polymer and the intervention of dendritic cells, made
the procedure successful.

This methodology would be of great importance in the field
of immunology, not only for crotamine, but for other antigens of
very low molecular masses. Probably, this original protocol of
lymph node immunisation would permit a better immunological
recognition and higher production of IgG, representing an
alternative to the traditional protocol of splenic production, which
generates a larger quantity of IgM.

The production of polyclonal antibodies anti- CLP is not only
an original finding, as far as it is known, this is the first time that
has been developed, allowing us to have a very useful tool in
experimental processes, which could be carried out to track
crotamine with labelled antibodies. This also opens an interesting
field for the production of monoclonal antibodies, since it was
demonstrated that there was an immunisation process and
necessarily had lymphocytes recognising the antigen, which
can be fused with myeloma cells, in order to obtain hybridomas
producing monoclonal antibodies.

CONCLUSIONS

An initial aim of this project was to produce a large polymer
of CLP through polymerisation, which was capable of inducing
a humoral immune response by a protocol of lymph node
immunisation, when introduced into C57/B inbred strains of mice.
Successfully producing polyclonal antibodies immunologically
tailored to crotamine, which has no precedent. Subsequent
to constructing a large polymer through protein crosslinking,
the ultimate goals of this endeavour was to produce polyclonal
antibodies specific to CLP secreted by B-lymphocytes. In
the future, the laboratory is planning to produce monoclonal
antibodies using this immunisation protocol as a probe, in various
tissues of vertebrates, and why not in invertebrates too.
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue desarrollar una metodologia de
alta precision que permitiera detectar y cuantificar residuos
de tetraciclina en quesos aplicando la técnica analitica de
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Como resultado
se generé un método mediante el cual se detectaron residuos
de tetraciclina en matrices biolégicas complejas como el queso.
Se establecieron condiciones de temperatura (30 °C), longitud
de onda (265 nanémetros (nm)), volumen (20 microlitros (uL))
y flujo de inyeccion (1 mililitro (mL)/minutos(min)), asi como
la fase movil utilizada con metanol: acetonitrilo: acido oxalico
(74:13:13% volumen/volumen (v/v)) para la corrida en el equipo
HPLC. Se obtuvieron curvas de calibracién con coeficiente
de determinacion (R2) préximos a 1, con concentraciones
de soluciones estandar de 2,0 partes por millon (ppm), 1,5
ppm, 1,0 ppm, 0,8 ppm, 0,6 ppm, 05 ppm, para tetraciclina. El
método presentd limites de cuantificacion para tetraciclina de
0,1 miligramos/Litro (mg/L) y limite de deteccion de 0,2 mg/L,
valores que se encuentran por debajo de los limites maximos
permisibles por la norma colombiana para leches. Por otra
parte, se establecieron condiciones para realizar el proceso de
extraccién de los residuos de antibidticos en matrices bioldgicas
complejas, como buffer, tiempo y temperatura de centrifugacion,
tipo de cartucho para purificacién y reactivo de recuperacion
entre otras. Se concluye que el porcentaje de recuperacion fue
adecuado y se evidencia que el método permite la deteccién de
los residuos de antibidticos a partir de muestras bioldgicas.

Palabras clave: Cromatografia liquida de alta precision (HPLC);
queso; tetraciclina; antibacterianos
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ABSTRACT

The aim of this study was to develop a high-precision methodology
that would allow the detection and quantification of tetracycline
residues in cheeses using the Liquid Chromatography High
Efficiency (HPLC) analytical technique. As a result, a method
was generated in which tetracycline residues were detected
in complex biological matrices such as cheese. Conditions of
temperature (30 ° C), wave length (265 nanometres (nm)),
volume (20 microlitres (uL) and injection flow (1 millilitres mL /
minutes (min)) were established, as well as the mobile phase
used with methanol: acetonitrile: oxalic acid (74 : 13: 13%
volume/ volume (v/v)) for the assay on the HPLC machine.
Calibration curves with coefficient of determination (R2) close to
1 were obtained, with concentrations of standard solutions of 2.0
parts per million (ppm), 1.5 ppm, 1.0 ppm, 0.8 ppm, 0.6 ppm,
0.5 ppm, for tetracycline. The method presented quantification
limits for tetracycline of 0.1 milligrams/Litter (mg/L) and detection
limit of 0.02 mg/L, values that are below the maximum limits
allowed by the Colombian standard for milk. On the other hand,
conditions were established to carry out the extraction process
of the antibiotic residues in complex biological matrices, such as
buffer, centrifugation time and temperature, type of cartridge for
purification and recovery reagent, among others. It is concluded
that the recovery percentage was adequate, and it is evident
that the method allows the detection of antibiotic residues from
biological samples.

Key words: Cromatography high pressure liquid (HPLC); cheese;
tetracycline; anti-bacterial agents
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INTRODUCCION

El queso es un producto lacteo de gran importancia en la
nutricion humana [24]. Se estima que hay mas de 2.000 variedades
de queso, entre madurados, semi-madurados y frescos [21, 22].
El queso es obtenido del proceso de coagulacién enzimatica de
la leche de vaca (Bos taurus) cruda entera o descremada [19].

Las tetraciclinas presentan una estructura comun de
octahidronaftaceno, formado por cuatro anillos condensados, y
por su amplio espectro antimicrobiano [2], y de gran uso en las
practicas ganaderas para la prevencion y control de multiples
enfermedades infecciosas; no obstante, las tetraciclinas, al
igual que cualquier medicamento administrado a los animales
son llevados por el torrente sanguineo y sus residuos pueden
encontrarse en la leche, en cantidades que dependen de la dosis
y el intervalo entre la de administracion y el ordefio del producto
que ira para el consumo humano [1].

Uno de los principales residuos de antibidticos en alimentos
son los del grupo de las tetraciclinas [26], dado su amplio uso
para el tratamiento de enfermedades en el ganado bovino,
especialmente contra la mastitis [8]. Si bien, la concentracion de
antibidticos en la leche destinada al consumo humano es baja,
el consumo continuo de estas sustancias puede llegar a producir
reacciones alérgicas, asi como generar cepas de bacterias
resistentes. [9].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Federal Drug
Administration (FDA) han establecido normas para la ingesta
diaria admisible y los niveles maximos de residuos de antibiéticos
en los alimentos, con el fin de evitar los efectos nocivos de los
residuos de medicamentos en la leche y sus derivados. En el
caso de Colombia, se ha establecido 100 nanogramos(ng)/
gramos(g) como limite maximo para la tetraciclina [15]. El
objetivo del presente estudio fue desarrollar una metodologia
de alta precision que permitiera detectar y cuantificar residuos
de tetraciclina en quesos aplicando la técnica analitica de
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

MATERIALES Y METODOS
Reactivos y equipos

Los patrones vy reactivos empleados fueron grado
analitico: metanol, acetonitrilo, etanol, acido oxalico anhidro
(Merck), disodium dihidrogenofosfato  (NaH,PO,), acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y é&cido citrico monohidratado
(Sigma-Aldrich). La solucion de buffer Mcllvaine-Na,EDTA para
la extraccioén del antibiotico en muestras de queso fue preparada
disolviendo 1,29 gramos (g) de &cido citrico monohidratado,
2,76 g de Na,HPO4 y 0,37 g de Na,EDTA en 100 mililitros (mL)
en agua destilada, con pH ajustado a 4,0 £ 0,05 con 0,1M HCI
o 0,1M NaOH. Esta solucién fue preparada semanalmente y
almacenada en refrigeracién (Refrigerador No Frost Marca
Electrolux DW42X 2 Puertas 386 L Colombia). Las soluciones
estandar de tetraciclina 99% de pureza (Sigma-Aldrich) fueron
diluidas en agua milli-q para obtener concentraciones de 0,5;0,6;
0,8; 1,0; 1,5 y 2,0 miligramos (mg)/litros(L), se protegieron de
la luz y se mantuvieron en refrigeracion hasta por una semana
(sem).

Para la preparacion de las muestras se empled la centrifuga
Sorvall Primo R, balanza analitica Adventure Ohaus + 0.0001 g,
filtros de jeringa Whatman (Merck), Cartucho Oasis HLB polymeric
sorbent (3 mL 200 mg) (Waters, Milford, EUA. En la determinacién
del antibiotico de tetraciclina (TC) se utilizé un equipo de HPLC
Perkin Elmer series 200 de bomba binaria e inyector automatico
Coreano. La separacion fue realizada utilizando una Columna
Phenomenex Luna 5 micras (u) C18 (150 x 4,6 milimetros (mm)).
Para evidenciar la presencia del analito se utilizé un detector
de rayos ultravioleta(UV), marca Beacon Pet, modelo 2002,
fabricante Ramdal - Alemania. La fase mévil fue preparada con
metanol, acetonitrilo y acido oxalico 50 milimolar(mM) en una
proporcion de 74:13:13 volumen(v/v), filirada y desgasificada. La
temperatura de la columna fue de 30 °C con un flujo de inyeccion
de 1,0 mililitros (mL)/minutos(min).

Preparacion de la muestra

Aproximadamente 5 + 0,001 g de matriz de queso fueron
homogeneizadas con 20 mL de solucién de extraccion buffer
Mcllvaine-Na,EDTA pH 4.0 y fortificadas con 2,0 mg/mL de
solucion patrén de tetraciclina. La mezcla se agitd en un
mezclador vértex marca Fisherbrand™ ZX3 por 10 min y se llevo
a centrifugacion por 10 min a 53,936.575 G por minuto (min) a
4 °C. El sobrenadante se transfiri6é a un tubo nuevo y al precipitado
se le adicion6 20 mL buffer Mcllvaine-Na,EDTA. La mezcla fue
centrifugada en una centrifuga marca centric MF48R, modelo
2017 de Eslovenia, bajo las mismas condiciones anteriores y los
sobrenadantes fueron recolectados. Alos 30 mL del sobrenadante
se adiciond una solucidn de acido tricloroacético al 24% en un
volumen (v) igual al 10% del volumen (v) total recolectado, la
mezcla fue agitada por 1 min y mantenida a -4 °C por 15 min,
luego del cual la mezcla fue filtrada en papel Whatman con 125
mm de poro [24].

La purificacion y concentracion del analito fue realizada a
través de extraccion en fase sélida (SPE), empleando la columna
Oasis HLB (3 mL, 200 mg). Una vez acondicionada la columna
con 3 mL de metanol (velocidad de flujo 3 mL min) y 1 mL de agua
desionizada, se pasaron 5 mL de la muestra preparada a un flujo
de 5 mL/min. Posteriormente, la columna fue lavada con 3 mL
de solucién de metanol en agua desionizada al 5% y la elucion
del analito se llevé a cabo con 5 mL de metanol grado HPLC con
una velocidad de flujo de 4 mL/ min [1]. Las muestras obtenidas
fueron secadas con nitrdgeno gaseoso y reconstituidas con 2
mL de fase mdvil. Finalmente, las muestras fueron filtradas con
membranas de celulosa de 0,22 micrémetros (um) de poro y
dispuestas en viales para cromatografia.

Parametros analiticos

Los limites de deteccién y de cuantificacién se calcularon
mediante las siguientes féormulas: Limite de deteccion = (Ybl +
3 Sbl/b) * (1/ndmero de datos); Limite de cuantificacion = (Ybl
+ 3 Sbl/b) * (1/ndmero de datos), donde Ybl: Estimado de la
respuesta del blanco, Sbl: Desviacion estandar del blanco, b:
Pendiente de la curva de calibracion

Linealidad

1.- Se siguieron los lineamientos establecidos por la guia ICH
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Q2(R1). Se prepararon seis soluciones estandar de tetraciclina
con concentraciones de 0,5; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5 y 2,0 mg/L. En
total se emplearon seis réplicas para cada concentracion. A
los resultados experimentales se le aplicaron las pruebas de
analisis de varianza (ANOVA) y de t de Student para determinar
la linealidad, con un nivel de confianza del 95%, dichos datos
fueron analizados en el programa SPSS version 23.0 [12].

Precision: repetibilidad

La repetibilidad se evalué a partir del coeficiente de variacion
del factor de respuesta (ICH, 2005). Se realizaron doce réplicas
en dias diferentes para los limites superior e inferior (0,5; 1,0; 2,0
mg/L.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ante el amplio uso de las tetraciclinas como agentes
terapéuticos en el area veterinaria se han desarrollado diversos
métodos cromatograficos aplicados a matrices biolégicas como
peces [2], carne [22], leche [4,25], miel [27], huevos [10]; sin
embargo, pocos reportes puntualizan deteccién de antibiéticos
en matrices de queso [5, 18].

Para la optimizacion del presente método se tuvo en cuenta
la seleccion y concentraciéon de los solventes, la determinacion
de la longitud de onda y demas condiciones de la corrida. En
este contexto, los reportes indican que las tetraciclinas dos
longitudes de ondas de maxima absorcion (275 y 350 nm) en
detector ultravioleta [28]; sin embargo, para este estudio fueron
ensayadas longitudes de onda de 360 y 265 nm, que si bien
ambas presentaron una respuesta alta, se observaron menos
compuestos interferentes a 265 nm en los cromatogramas, de alli
que esta longitud de onda fuera seleccionada para la deteccion
optima del analito.

En la FIG. 1 se identifica la sefial correspondiente y el tiempo
de retencion con respecto al estandar de tetraciclina que fue de
5,25 min.

Respopse (mV)

b

.l |

— .r._1' H_\"—}j 1_.!' L -
{ i A
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FIGURA 1. CROMATOGRAMA DE TETRACICLINA A
265 nm. (a) Solucion patron de tetraciclina a una concentracion
de 2,0 mg/mL. (b) Muestra de queso fortificada con 2,0 mg/mLde
tetraciclina
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En cuanto a los solventes, Stolker y Brinkman [ 23 ] escriben
que debido a la presencia de dos grupos cetona en la posicidon
1y 11, las tetraciclinas pueden quelarse facilmente con iones
metalicos, inclusive puede interactuar con grupos silanol durante
la separacion por cromatografia liquida y ser adsorbidos en la
columna de fase reversa, pudiendo generar tailing [22]. En otro
estudio, para evitar la formaciéon de quelatos y su absorcion en
la columna de fase reversa se ensayo con el acido oxalico [17].

Ademas del acido oxalico, otros solventes como acetonitrilo y
metanol fueron evaluados en diferentes volumenes (v), siendo
metanol, acetonitrilo y acido oxalico 50mM (74:13:13 v/v), la
combinacion éptima de la fase movil, debido a que se presentd
la mejor resolucion, obteniendo cromatogramas con un tiempo
de ejecucion de 5,25 min. El empleo de estos tres solventes para
la deteccion de tetraciclinas ha sido reportado: la separacion
de ocho tetraciclinas con un sistema de solventes de metanol-
acetonitrilo-0,5 M &cido oxalico (pH 2,0) (1: 1: 4) [18].

Para la preparacién de la muestra se tomaron como referencia
varios protocolos de extraccion en leche [6,11,20] y en queso
[5], los cuales tiene en comun las etapas de precipitacion de
proteinas con acido tricloroacético, extraccion liquida con buffer
Mcllvaine en combinacion con EDTA o diclorometano, seguida
por una extraccion de fase sélida. Estos pasos fueron aplicados
a la metodologia del presente estudio, considerando al buffer
Mcllvaine sin combinacion con otros compuestos como Unico
solvente de extraccion, debido a que ha sido ampliamente
reportado como un solvente eficiente en la extraccion de
tetraciclinas en una diversidad de matrices bioldgicas [7].

Los procesos de purificacion reportados en la literatura refieren
que el uso de extraccion de fase solida antes de la cromatografia
puede ser ventajoso para disminuir los efectos de supresion idnica
[9]. Para este proposito, fueron evaluados los cartuchos Oasis-
HLB, debido a su alta selectividad, por ser esté un copolimero
hidrofilico-lipofilico de N-vinilpirrolidona y divinil-bencenos, en
donde N-vinilpirrolidona (hidrofilica) aumenta la humectabilidad
del polimero en agua y divinilbenceno (lipofilico) proporciona
la retencién de fase inversa necesaria para retener los analitos
[22]. El empleo de esta columna ha sido reportada por diferentes
autores [3, 14] y es recomendado para la extraccion y limpieza de
productos farmacéuticos de limpieza y cuidado personal [13, 16].

Linealidad

La curva de calibraciéon obtenida en la cuantificacion de la
molécula de referencia comprendié valores entre 0,5 y 2,0
mg/L, obteniéndose un coeficiente de correlacion de 0,99 (FIG.
2); valor que permitid6 confirmar una buena linealidad entre
la concentracion del analito y el area de sefial de respuesta,
existiendo una respuesta a cada cambio de concentracion.
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TABLA |
RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LA CURVA DE CALIBRACION DE TETRACICLINA (P<0,05)

Promedio de los

Grados de libertad Suma de cuadrados - F Valor critico de F
cuadrados medios
Regresion 7752589002 7752589002 2197,92475 1,2383E-06
Residuos 4 14108925,3 3527231,32
Total 5 7766697927
TABLA Il
00001 s0sex-584LS RESULTADOS OBTENIDOS PARA LINEALIDAD SEGUN LA
120000 R? =0.9982 PRUEBA T DE STUDENT (NIVEL DE CONFIANZA DEL 95%)
g 100000 Coeficiente de correlacion
E 20000 Hipétesis Ho: no hay correlacion
i
£ 60000 H1: hay correlacién
~$ 240000 Confianza 0,95
20000 Resultados tr,,,=119
0 tr,,=2,08
0 0,5 1 15 2 25 . . e,
Tetraciclina (mg/mL) Criterio de decision Rechazar Ho
Limites de deteccion y cuantificacion
FIGURA 2. CURVA DE CALIBRACION DE El limite de cuantificacion calculado fue de 0,1 mg/L y el limite de

TETRACICLINA (POR TRIPLICADO) EN 50 mM DE ACIDO
OXALICO

El porcentaje de recuperacion obtenido (promedio) fue de 162
+ 4,7%. El tiempo de retencion observado para la deteccion de
tetraciclina en muestras de queso fortificada fue de 5,25 min
(FIG. 2).

La prueba ANOVA mostré una diferencia significativa del area
bajo la curva por cada valor de concentracion de tetraciclina
(TABLAI). Los resultados demostraron la sensibilidad del método.
No se encontraron diferencias significativas entre las réplicas de
cada concentracion.

La prueba t de Student, con un nivel de confianza del 95% y
n-2 grados de libertad indica que hay una relacién directamente
proporcional entre la concentracion de tetraciclina y la respuesta
instrumental, para el rango establecido de 0,5-2,0 mg/L, y
teniendo en cuenta el limite de deteccién (TABLA II). Se infiere
que los errores sistematicos no afectan la linealidad del método.

deteccion fue de 0,02 mg/L (TABLA III).

TABLA 11l
LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION
PARA LA DETECCION DE TETRACICLINAS EN MUESTRAS

DE QUESO
Y Su M Factor IELZ:teifidczcién
1291,6 793,98 53017 10 0,1 mg/L
Limite de
deteccion
1291,6 793.98 53017 3 0,02 mg/L

Y, estimado del limite de deteccion del blanco, S, desviacion
del estandar blanco

Precision: repetibilidad

En la TABLA IV se presentan los resultados obtenidos teniendo
en cuenta el factor de respuesta, tomando los limites superior e
inferior, y en el punto medio del rango. El método presenta una
buena precisiéon a nivel de la repetibilidad, considerando que el
coeficiente de variacién de todos los puntos es inferior al 3%.
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TABLA IV
FACTORES DE RESPUESTA OBTENIDOS EN EL ENSAYO
DE REPETIBILIDAD

Limite Punto medio  Limite inferior
superior
Area 1 130,125,25 467,67,52 28, 288,05
Area 2 129,252,36 46,325,25 28, 279,28
Area 3 129,620,195 48,224,24 28,
797 1
Area 4 132,676,21 44,113,86 29, 157,44
Area 5 133,552,25 46,184,20 29, 162,32
Area 6 134,137,54 44,386,74 27, 811,38
Area 7 127,460,58 46,112,49 27, 442,19
Promedio 130,974,912 46,016,331 28, 419,68
DE 2,497,13 1, 405,17 658,38
cv 1,9 3,1 2,3

DE: desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion
Exactitud

En la TABLA V se muestran los resultados obtenidos en la
recuperacion de la tetraciclina en el proceso de extracciéon y
cuantificaciéon. Los resultados indican valores mas altos a los
esperados y superiores al 90%.

TABLA 'V
PORCENTAJE DE RECUPERACION OBTENIDO
EN EL ENSAYO DE EXCTITUD

Concentracion Concentracion Recuperacion
adicionada medida (%)
2.0%0,1 3.2%0,1 37147

CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones de corrida en el equipo HPLC
para obtener sefiales de residuos de tetraciclina a partir de
muestras de queso, asi como algunas condiciones para realizar
el proceso de extraccion de los residuos de antibidticos en
matrices bioldgicas complejas, como buffer, tiempo y temperatura
de centrifugacion, tipo de cartucho para purificacion y reactivo de
recuperacion.

Los porcentajes de recuperacion fueron adecuados, lo
que indica la eficiencia del método para detectar residuos de
antibidticos.
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RESUMEN

La practica veterinaria en Guatemala presenta un cambio en
el tipo de pacientes atendidos en consulta, contemplando
un incremento en la atencion de mascotas. No obstante, la
comprension de las tendencias involucradas en la consulta de
mascotas es desconocida en Guatemala. El presente estudio
explora el flujo de consultas, de propietarios y de mascotas en
una clinica veterinaria ubicada en la ciudad de Guatemala. Se
describié una base de datos compilada con el software QVET
durante los meses de abril a diciembre 2.019. Se estimo la cantidad
de propietarios por sexo bioldgico, la cantidad de mascotas por
especie, sexo y raza. Se exploré el comportamiento de consultas
en el tiempo, las proporciones de mascotas por sexo y por
especies, y la asociacion entre el sexo bioldgico del propietario
con el sexo y con la especie de la mascota. Se identificaron 1.290
propietarios (797mujeres y 493 hombres), 1.753 mascotas (931
hembras y 822 machos) siendo éstos, 1.592 de la especie Canis
lupus familiaris (842 hembras y 750 machos) y 161 de la especie
Felis silvestris catus (89 hembras y 72 machos). La cantidad de
consultas tiende a disminuir en el tiempo, en los meses hacia el
final del afio. El perro domestico de sexo hembra fue la mascota
mas comun entre los propietarios. Se evidencid asociacion
entre el sexo bioldgico del propietario y el sexo biolégico de la
mascota (Ji-cuadrado = 3.6619, df = 1, P=0,05567) y entre el
sexo bioldgico del propietario y la especie animal de la mascota
(Ji-cuadrado=3,7803 = 3.7803, df = 1, P= 0,05186. Segun los
resultados obtenidos, las mujeres estan asociadas a mascotas
hembras y a los gatos domésticos. Se discuten las implicaciones
de estas tendencias respecto a los servicios y formacion de los
veterinarios para atender la demanda de consulta de mascotas
en Guatemala.

Palabras clave: Perro; gato; especies menores; sexo bioldgico
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ABSTRACT

Veterinary practice in Guatemala presents a change in the type
of patients attended in consultation, contemplating an increase in
pet care. However, an understanding of the trends involved in pet
consultation is unknown in Guatemala. This study explores the
flow of inquiries, owners, and pets at a veterinary clinic located
in Guatemala City. A database compiled with the QVET software
from April to December 2,019 was described. The number of
owners by biological sex, the number of pets by species, sex, and
the breed was estimated. The behavior of queries over time, the
proportions of pets by sex and by species, and the association
between the biological sex of the owner with the sex and with
the species of the pet was explored. One thousand two hundred
ninty owners (797 women and 493 men), 1,753 pets (931 females
and 822 males) were identified, these being one thousand five
hundred ninety and two of the species Canis lupus familiaris (842
females and 750 males) and 161 of the species Felis silvestris
catus (89 females and 72 males). The number of consultations
tends to decrease over time, in the months towards the end
of the year. The female domestic dog is the most common pet
among owners. There is an association between the biological
sex of the owner and the biological sex of the pet (X-squared =
3.6619, df = 1, P-value = 0.05567) and between the biological
sex of the owner and the animal species of the pet (X- squared
= 3.7803, df = 1, P-value = 0.05186). According the obtained
results, women wereassociated with female pets and domestic
cats. The implications of these trends regarding the services and
training of veterinarians to meet the demand for pet consultation
in Guatemala are discussed.

Key words: Dog; cat; minor species; biological sex
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INTRODUCCION

La practica veterinaria en Guatemala presenta un cambio en
el tipo de pacientes atendidos en consulta. En la década de los
afios sesenta y setenta, la politica agraria promovio los sistemas
de produccién pecuaria, con la tendencia de formar veterinarios
con énfasis en la produccién de alimento de origen animal [6,
34]. Sin embargo, la sociedad guatemalteca recientemente mani-
fiesta interés en la salud de las mascotas, incluso, promoviendo
y legislando una Ley de Proteccion y Bienestar Animal en el afio
2.017, que obliga a los propietarios a buscar servicio veterinario
para perros (Canis lupus familiaris) y gatos (Felis silvestris catus)
en tenencia [11]. Debido a que el campo laboral de los veterina-
rios en Guatemala se expande hacia la medicina de especies
menores, es necesario el entendimiento de las tendencias para
satisfacer la demanda.

Se ha propuesto que la tenencia de mascotas es una practica
influenciada por la interaccion afectiva con animales de compa-
fifa durante la infancia [31]. Ademas, al igual que otras practicas
sociales de importancia econémica, la tenencia de mascotas pue-
de estar manipulada por programas de television, la publicidad,
material audiovisual en redes sociales o, por el simple hecho de
imitar el comportamiento de otras personas que poseen masco-
tas [5, 20]. De esta manera, las tendencias de poseer mascotas
son de interés para los profesionales de las Ciencias Veterinarias
y, de las asociaciones de veterinarios en diferentes paises. Un
ejemplo de lo anterior son las encuestas que realiza la American
Veterinary Medical Association (AVMA) para informar a los vete-
rinarios de Estados Unidos de Norteamérica (EUA) acerca de las
especies animales en mayor tenencia y los servicios demanda-
dos comunmente por los propietarios de mascotas [32, 37].

En Guatemala existen varios estudios enfocados en aspectos
médicos de perros y gatos domésticos [1, 2, 8, 17, 22]. No obs-
tante, la comprensién de las tendencias involucradas en la con-
sulta veterinaria son desconocidas en Guatemala. Por tal motivo,
el objetivo del presente estudio fue eexplorar el flujo de consul-
tas, de propietarios y de mascotas en una clinica veterinaria en
cCiudad de Guatemala. Se espera que los resultados sirvan para
informar a los veterinarios sobre la existencia de algunas tenden-
cias locales e iniciar asi, la discusion acerca del comportamiento
de los servicios veterinarios en Guatemala.

METODOS Y MATERIALES

Se obtuvo una base de datos de consultas realizadas en una cli-
nica veterinaria ubicada en la ciudad de Guatemala (14°36'46.7"
N, 90°35'54.9" W) durante los meses (mes) de abril a diciembre
del 2.019. Los datos fueron registrados con el software QVET
Edicién Elite [33] y exportados a un archivo MS Excel en forma-
to delimitado por comas. La informacién contenida corresponde
a: el nombre del propietario, el sexo bioldgico del propietario, el
nombre de la mascota, la especie animal, la raza, el sexo bioldgi-
co de la mascota y la fecha de la consulta. Se reviso la base de

datos en busca de datos duplicados, celdas vacias, y errores de
redaccion. Los datos duplicados y celdas vacias fueron borrados
y se corrigieron los errores de redaccion. La base de datos fue
importada al programa estadistico R version 3.6.0 para el andlisis
de datos [28].

Se revisaron los datos en busca de valores aberrantes y se apli-
c6 un analisis descriptivo para estimar la cantidad de propietarios
y la cantidad de mascotas segun las variables sexo: biolégico del
propietario (hombre/mujer), sexo bioldgico de la mascota (ma-
cho/hembra) y especie animal (Canis lupus familiaris/Felis silves-
tris catus). Se evalué la normalidad de los datos con una Prueba
de Shapiro para estimar valores estadisticos y asi, describir la
cantidad promedio de mascotas atendidas por dia dia (d) y por
mes y la cantidad de mascotas por propietario [10]. Ademas, se
estimé la frecuencia de las mascotas segun raza. Se exploré el
comportamiento de la cantidad de consultas por dia (d) en un
periodo de tiempo, con una grafica de serie temporal y una gra-
fica de funcién de autocorrelacion. Por otra parte, se evalud si
las proporciones de mascotas por sexo son similares en ambas
especies con una prueba de igualdad de proporciones [3]. De
manera similar, se evaluo si existe asociacion entre el sexo biolo-
gico del propietario y el sexo biologico de la mascota, y si existe
asociacion entre el sexo biolégico del propietario y la especie de
la mascota con Prueba de Ji-cuadrado [25].

RESULTADOS Y DISCUSION

La base de datos presenté 1.770 registros, correspondiendo a
217 fechas de actividad, durante 9 mes del afio 2.019. Se eli-
minaron 17 datos duplicados. Los registros contienen datos de
1.290 propietarios, de los cuales 797 son mujeres (62%) y 493
(38%) son hombres. Ademds, la base de datos contiene regis-
tros de 1.753 mascotas, con 931 hembras (53%) y 822 machos
(47%). Del total de mascotas, 1.592 (91%) pertenecen a la es-
pecie Canis lupus familiaris (842 hembras y 750 machos) y 161
(9%) son de la especie Felis silvestris catus (89 hembras y 72
machos).

Para describir la cantidad de consultas y la cantidad de mas-
cotas por propietario se utilizo el estadistico de mediana, debido
a que los datos carecieron de normalidad (W = 0,88353, P-value
= 6,872e-12) y el valor de la media aritmética significaria mayor
sesgo en la interpretacion de los resultados. La cantidad de con-
sultas cada d presentd una mediana de 7, con una moda de 3 y
un valor maximo de 43. A nivel mensual, la cantidad de mascotas
presenté una mediana de 173, con valor minimo de 73 y valor
maximo de 337. La cantidad de mascotas por propietario presen-
t6 una mediana de uno, con un valor maximo de 28. Las razas
predominantes por especie se presentan en la FIG. 1.
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FIGURA 1. FRECUENCIA DE MASCOTAS SEGUN SU ESPE-
CIE Y RAZA, ATENDIDOS EN UNA CLINICA VETERINARIA
DE CIUDAD DE GUATEMALA EN LOS MESES DE ABRIL A
DICIEMBRE DE 2019.

La cantidad de consultas presentd una tendencia en el tiempo
con disminucion en la cantidad de consultas a partir del mes de
agosto (FIG. 2). De los dias (d) de la semana (sem), el sabado
acumula la mayor cantidad de mascotas en consulta (~30%). Por
otra parte, las proporciones de perros y gatos no presentan di-
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ferencia segun el sexo biolégico de los individuos (Ji-cuadrado
= 0,31086, df = 1, P=0,5772) siendo las hembras la categoria
dominante sin importar la especie animal. Se evidencida asocia-
cion entre el sexo bioldgico del propietario y el sexo biolégico de
la mascota (Ji-cuadrado = 3,6619, df = 1, P= 0,5567) y entre el
sexo biolégico del propietario y la especie animal de la masco-
ta (Ji-cuadrado = 3,803, df = 1, P= 0,05186). En este caso, las
mujeres estarian asociadas a mascotas hembras y a los gatos
domeésticos.

Los resultados obtenidos sugieren que existen tendencias por
parte de los propietarios de mascotas en la ciudad de Guate-
mala. Los registros indican que la mayoria de los propietarios
son mujeres que poseen a un perro doméstico como mascota.
No obstante, aunque predominan las mujeres en los registros de
propietario, no se observa una tendencia similar en las mascotas
segun sexo bioldgico, debido a que las cantidades de hembras y
machos en los perros y en los gatos son similares. Lo anterior po-
dria explicarse debido a una preferencia de los propietarios hacia
la especie de la mascota, mas no, hacia el sexo bioldgico de la
misma. Estudios psicoldgicos acerca de la tenencia de mascotas
son coincidentes por los resultados, indicando que la mayoria
de los duefios de mascotas son mujeres que poseen perros do-
mésticos [24]. Ademas, la seleccién del perro doméstico podria
estar influenciada por el apoyo social que esta especie otorga a
la mujer [4], incrementando la autoestima, estimulando la activi-
dad fisica y reduciendo la negatividad social de un pais violento y
machista como Guatemala [14, 15, 26].

La cantidad de perros segun raza sugiere que la tenencia de
los propietarios esta volcada al rescate de perros vagabundos y
a la posesion de razas pequefas. El primer aspecto podria ser
explicado debido a la inexistencia de programas de control de
perros deambulantes en Guatemala [23], sumado a un interés
reciente en el bienestar animal mediante la legislacion aprobada
el a 2.017 [11]. Ademas, el rescate podria estar influenciado por
el nulo costo econémico de colectar un perro deambulante y el
sentimiento de bondad de personas que perciben algun tipo de
sufrimiento en animales callejeros [13, 16]. No obstante, la can-
tidad de perros sin raza definida en consulta recuerda la necesi-
dad de estudiar la poblacién de perros callejeros y su papel en los
casos de rabia humana en Guatemala [35].

Por otra parte, la tenencia de razas pequefias (de mayor fre-
cuencia fueron: Chihuahua, Shitzu y Schnauzer, FIG. 1) estaria
explicado por la compatibilidad de caracter de estas razas los
integrantes de una familia, su rol de juego con los nifios y a la
cantidad de recursos necesarios para su mantenimiento [19, 36].
No obstante, aunque la atencién veterinaria estaria dirigida a pe-
rros rescatados y de razas pequefias, los registros evidenciaron
una minoria de propietarios con posesion de perros de razas
grandes, siendo las mas frecuentes Golden Retriever y Labrador
Retriever. Algunos estudios presentan resultados opuestos a los
datos obtenidos, por ejemplo, en la ciudad de Nagpur, en India,
se reporta la preferencia de razas grandes como el Pastor Ale-
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man y el Gran Danés [30]. Lo anterior propone que estas tenden-
cias pueden diferir por pais, debido a que la seleccioén de la raza
de perros esta influenciada por factores sociales [18].

En el caso especifico del gato doméstico, se observa un desin-
terés en comparacion con los registros de perro doméstico, desi-
dia tanto por parte de los profesionales como de los propietarios.
Por ejemplo, menos del 5% de los gatos atendidos fueron regis-
trados con algun tipo de raza, y en total solo se registraron seis
tipos de razas diferentes (FIG. 1). En el caso del perro domestico
el 80% fueron registrados segun 64 tipos diferentes de raza. Por
consiguiente, mas del 95% de los gatos fueron registrados en la
categoria “sin raza definida” y, durante la consulta se carecié de
esta caracteristica fenotipica predisponente de algunas enferme-
dades (algo que rara vez pasa en la consulta de un perro). Ade-
mas, segun los datos del presente estudio, por cada diez perros
se atendi6 a un gato, y estos gatos estaban asociados en la ma-
yoria de las ocasiones a una mujer como propietario. Lo anterior
sugiere la necesidad de fortalecer los conocimientos en medicina
felina de estudiantes, de veterinarios graduados y asi, aumentar
el interés de la consulta veterinaria para los gatos domésticos
por medio de la educacion hacia los propietarios de mascotas
[29]. Respecto a los propietarios de mascotas, se hace necesario
indagar su percepcion sobre gato domestico en la cultura, en la
religion y en las creencias tradicionales guatemaltecas que difi-
culten su aceptacion social [38, 39, 40].

Segun los datos obtenidos, la demanda del servicio veterina-
rio efues, con el propdsito de medicina curativa, caracterizada
por consultas esporadicas. Los registros sefialan que el 80% de
propietarios visitaron una unica vez la clinica de menores con el

objetivo de un diagnostico veterinario. Solo 20% de propietarios
presentaron varias consultas veterinarias en el tiempo de estu-
dio. Lo anterior podria interpretarse como una necesidad en edu-
cacion en la tenencia responsable de mascotas en Guatemala.
Sin embargo, la accién de una sola consulta revela una tendencia
en que los propietarios esperan la resolucion veterinaria para su
mascota de una manera inmediata, lo que representa un gran
desafio para los veterinarios. Es necesario realizar estudios y en-
cuestas a los propietarios de mascotas para conocer los motivos
de esta tendencia en Guatemala [7].

Por otra parte, la cantidad de consultas diarias registradas su-
giere que existe una demanda de servicios veterinarios agrupada
en los fines de semana (sem). En los nueve mes de andlisis se
estimo que, diariamente se atienden entre tres a siete consultas
cada d, con un incremento de consultas el sabado en valores
promedios de 20 consultas. Por consiguiente, los veterinarios
deberian estar preparados para recibir mas consultas el saba-
do, evitando que la reduccion de tiempo para cada consulta y la
acumulacioén de pacientes en sala de espera afecten perjudicial-
mente en los diagndsticos y en el rendimiento de los veterinarios
[12, 27].

A escala temporal, se observa observéuna disminucion en la
cantidad de consultas hacia el segundo semestre del a en estu-
dio. Es necesario verificar este comportamiento temporal e inda-
gar posibles explicaciones para esta tendencia. Cautelosamente
se propone que la finalizacion del ciclo escolar en el mes de
octubre en Guatemala, y los dias festivos de fin de a afectarian
la demanda de servicios veterinarios. No obstante, deberia veri-
ficarse si este flujo se repite en otras clinicas veterinarias y estu-
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diar los controladores de este patrén en el tiempo.

El analisis de los datos mostrd asociacion entre el sexo bio-
l6gico del propietario con la especie y el sexo de la mascota.
Es importante sefialar que esta asociacion es significativa por
la cantidad de propietarios (1.290) y mascotas (1.753) consi-
deradas para el analisis en el supuesto que estas personas lle-
gan azarosamente a la clinica. Otros estudios comparten datos
similares, asociando a las mujeres con la tenencia de gatos o
mascotas hembras [3, 21, 32]. Esto podria ser relevante para la
atencion al cliente, ofreciendo productos y servicios orientados
a las preferencias de los propietarios. Un ejemplo de lo anterior
podrian ser los seguros veterinarios en cuotas, que permitan los
servicios veterinarios de ovariohisterectomia, control prenatal y
postnatal cuando sean necesarios, debido a que se evidencia
evidenciamos mayor cantidad de mascotas hembras con propie-
tarias mujeres. Lo anterior debe ser tomado con cautela, debido
a que es posible que un hombre sea propietario de la mascota,
pero la mujer sea quien se preocupa o tiene el tiempo para llevar
a la mascota a consulta. No obstante, se conoce que el ofreci-
miento de servicios con orientacion femenina puede influenciar
la toma de decisién respecto a la adquisicion de servicios [9].
Es necesario que las Facultades de Veterinaria y el Colegio de
Profesionales promuevan la investigacion, la formacion y la ca-
pacitacién en servicio al cliente, debido a la creciente demanda
de servicios veterinarios con énfasis en mascotas en paises con
historia reciente de reforma agraria.

CONCLUSIONES

La presente investigacion basada en un analisis documental de
1.290 propietarios y 1.753 mascotas sugiere las siguientes ten-
dencias para la practica veterinaria en ciudad de Guatemala: (1)
La mayoria de los propietarios que acuden a la clinica son mu-
jeres. (2) La mayoria de las mascotas en consulta son de la es-
pecie Canis lupus familiaris, sin raza definida. (3) Las mascotas
hembras predominan sin importar la especie animal. (4) La con-
sulta clinica de gatos domésticos esta asociada a mujeres. (5)
Las consultas de mascotas tienden a disminuir hacia los ultimos
meses del afio. (6) Se hace conveniente continuar indagando las
tendencias en clinica de menores para adaptar la preparacion
académica de los veterinarios en Guatemala.
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RESUMEN

En el sector ganadero primario venezolano se han realizado
esfuerzos para fomentar la produccion a menor costo. Sin
embargo, esta informacién no esta regularmente disponible en
la unidad de produccion (UP) y en consecuencia es muy poco
el analisis util para la gestion de la empresa ganadera, para
alcanzar mejores niveles de competitividad, con economia de
escala. En ese sentidon se realiz6 esta investigacion, con el
objetivo de tipificar las UP de acuerdo con su ubicacién en la
curva de costos medios, desde el enfoque de la economia de
escala. Para ello se aplicd un cuestionario a una muestra de
tipo irrestricto aleatoria de 54 UP de los municipios Cafada
de Urdaneta, Machiques y Rosario de Perija, estado Zulia.
Venezuela. Se procedié a tipificar las unidades por indicadores
de productividad, utilizando estadistica descriptiva. Asi
mismo, se determind que la mayoria de las fincas (70%) se
encuentran en el nivel mas bajo de produccién y en el area de
las economias de escala dados sus bajos costos unitarios. Se
obtuvo 13 grupos de UP muy diferenciados que obedecen a la
combinacién de factores de produccion e insumos utilizados, con
diferencia entre indicadores de incidencia sobre los costos. El
principio de economia de escala permite realizar inferencias y
estimaciones correspondientes a manejos mas eficientes de las
UP en sistemas ganaderos de doble propdsito (DP), permitiendo
calcular volumen de produccién 6ptima, tamafio 6ptimo y costo
unitario mas bajo, lo cual debe usarse como modelo o indicador
de produccion deseado.

Palabras clave: Ganaderia doble propoésito; costos de
produccién; economia de escala
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ABSTRACT

In the Venezuelan primary livestock sector efforts have been
made to encourage production at a lower cost. However, this
information is not regularly available in the production unit
(UP) and, consequently, there is very little useful analysis for
the management of the livestock company and to reach better
levels of competitiveness, considering the economy of scale. In
this sense, this research was carried out, with the objective of
classifying the UP according to their location in the average cost
curve, from the scale economy approach. For this a questionnaire
was applied to a sample of unrestricted random type of 54 UP
of Municipalities: Cafiada of Urdaneta, Machiques and Rosario
of Perija, Zulia State - Venezuela. It was proceeded to classify
the UP indicators, using descriptive statistics. Likewise, it was
determined that the majority of farms (70%) were in the lowest
level of production and in the area of economies of scale given
their low unit costs. It was 13 highly differentiated UP groups
that obey the combination of production factors and inputs used,
with difference between indicators of incidence on costs. The
principle of economy of scale, allows to make inferences and
estimates corresponding to more efficient management of UP in
DP livestock systems, allowing to calculate optimum production
volume, optimal size and lower unit cost, which should be used
as a model or desired production.

Key words: Cattle dual purpose farm; production costs; economy
of scale
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INTRODUCCION

La presion creciente en la eficacia de las empresas ganaderas
a nivel mundial y en las regiones tropicales, se debe al acelerado
crecimiento de la poblacién y la pobreza mundial, que genera
cada dia mayores necesidades de alimentos [1], esto a su vez
produce una presion sobre el sector ganadero para aumentar
la produccion, motivo por el cual se han adoptado paquetes
tecnolégicos que muchas veces no estan en consonancia con
las caracteristicas agroecologicas, culturales y econémicas de la
region.

El sector ganadero, histéricamente ha desempefiado un rol
importante en el desarrollo econémico venezolano, logrando
adaptarse a las exigencias del entorno cambiante, sin lograr
una produccién fisica acorde a las distintas crisis que se han
presentado a través del tiempo, asi continia manteniendo su
trascendencia debido a las necesidades de seguridad alimentaria
de la poblacion [8].

La tendencia actual orienta a la necesidad de buscar mejoras
continuas en el agronegocio, administrando eficientemente los
costos de produccion al identificar las actividades innecesarias
que generan tales erogaciones e incrementando a su vez la
calidad en las actividades de produccién y comercializacion.

En el sector ganadero primario en Venezuela se han realizado
esfuerzos sucesivos de adopciones tecnoldgicas que compensen
la produccién a menor costo, con la vision de abastecer el
mercado interno del pais, en este contexto, los sistemas de
produccion menos eficientes tienen serios problemas para
preservar su sostenibilidad econdémica [7]. Segun Zehnder y
Borga [13], existen factores como los tecnoldgicos, capacidad
empresarial y mano de obra que inciden decisivamente en la
eficiencia productiva y econémica de las unidades de produccion
(UP).

La actividad ganadera representa una importante fuente de
ingresos, proporcionando alrededor de dos quintos del valor total
de la produccién agropecuaria, y en los ultimos afos (a) se ha
producido una disminucién en sus niveles productivos [1].

Cabe destacar que gran parte de las UP de Doble Proposito
(DP) muestran un nivel tecnoldgico deficiente, observandose
bajos indices de produccién y productividad, influenciados por
el manejo ineficiente de la mano de obra, uso de la tierra y
suplementacion [8], tanto en el rubro leche como en carne.

Segun Pérez y col. [7] surgen a diario nuevas problematicas
a resolver en los sistemas de producciéon (SP) de bovinos (Bos
taurus y Bos indicus) en el pais, los principales problemas que
se presentan son la falta de planeacion e integracion de los
diferentes eslabones de la cadena productiva; aunado a esto,
también se puede mencionar la deficiente organizacion de
productores, la falta de vision empresarial y gerencial; la falla
de transferencia de tecnologia y capacitacion; la baja eficiencia
reproductiva y productiva, deficientes programas sanitarios, la
descendiente calidad de los productos; problemas financieros;
la estacionalidad de la produccion; la falta de registros y la baja
rentabilidad.

Dentro de las regiones productivas, el estado Zulia representa

especial importancia dado que aporta 65% de la produccion de
carne nacional y un 25% de la produccion de leche en el ambito
nacional, siendo la zona Sur del lago y la subregion Perija,
algunas de las zonas mas relevantes desde el punto de vista
productivo [12].

Los SP bovinos DP de la cuenca del Lago de Maracaibo, no
evaden ésta realidad de las deficiencias de informacion pertinente
a costos de produccién, sus objetivos son consolidarse como
empresas ganaderas, cuya finalidad es producir y vender leche
y carne, es decir, transformar las entradas del SP en salidas
comerciales obtenidas con manejo técnico adecuado [12].

Afirman Seré y Vaccaro [10], el sistema DP como aquel cuyas
proporciones se encuentran entre el 80 y 20% de venta de leche -
carne, respectivamente, ademas de la relevancia que implica los
sistemas ganaderos de DP del estado Zulia.

Los SP de ganaderia DP del estado Zulia [12], tradicionalmente
han aportado el 60% de la leche consumida en el pais y al menos
el 40% de la carne, con representatividad de la subregion Sur
del Lago de Maracaibo y subregion Perija como principales
responsables de ese referido aporte. Es necesario determinar la
curva de costos que representa el SP en los municipios Canada
de Urdaneta, Rosario y Machiques de Perija, como principal zona
del pais, donde las fincas bovinas de DP concentran esfuerzos
para obtener el producto final.

Por lo antes expuesto, el objetivo del presente estudio fue
tipificar las UP de acuerdo con su ubicacion en la curva de costos
medios, desde el enfoque de la economia de escala; para los
municipios Cafiada de Urdaneta, Rosario y Machiques de Perija.

MATERIALES Y METODOS
Caracteristicas agroecoloégicas del area de estudio.

Ubicacién y descripcion de la zona de estudio (tres Municipios).
Localizacion y superficie

El' municipio Rosario de Perija, posee una superficie de
3.543 kilometros (km?) y tiene 88.882 habitantes (hab). Esta
conformado por 3 parroquias: Donaldo Garcia (7.589 hab.), El
Rosario (73.993 hab.) y Sixto Zambrano (7.589 hab.) [4].

La economia del Municipio se basa fundamentalmente en la
ganaderia, aunque existe una explotacion importante de piedra
caliza para fabricar cemento, esta ubicado en la parte occidental
del Lago de Maracaibo, limita al norte, con los municipios Jesus
Enrique Losada y La Cafiada de Urdaneta; al sur, con el municipio
Machiques de Perija; al este, con el municipio La Cafada de
Urdaneta; y al oeste, con Colombia. La capital del municipio
es La Villa del Rosario, su superficie representa el 7,05% de la
superficie total del estado Zulia.

El municipio Machiques de Perija, ubicado en la costa
occidental del lago de Maracaibo, posee una superficie de 9.493
km?, siendo el Municipio mas extenso del estado Zulia. Su capital
es Machiques, la poblacién del Municipio es de 122.734 hab.,
distribuida en cuatro parroquias [4]: Libertad, Bartolomé de las
Casas, Rio Negro y San José de Perija. Se encuentra ubicado
en la parte occidental de la regidon zuliana, especificamente
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en la parte centro noroeste del Estado, limita al norte, con el
municipio Rosario de Perija; al sur, con los municipios Catatumbo
y Francisco Javier Pulgar; al este, con el Lago de Maracaibo y al
oeste, con la Republica de Colombia [2].

El municipio La Cafiada de Urdaneta, ubicado en la costa
oeste del Lago de Maracaibo, con una superficie de 2.040 km?2.
Tiene una poblacion de 82.210 hab. La capital del Municipio es
Concepcion [2].

Limita al norte, con los municipios Jesus Enrique Losada y
San Francisco; al sur, con el Lago de Maracaibo; al este, con
el Lago de Maracaibo; y al oeste, con el municipio Rosario de
Perija, el municipio La Cafada de Urdaneta representa el 4,05%
de la superficie total del estado Zulia. Esta dividido en cinco
parroquias: Concepcion, Andrés Bello, Chiquinquira, El Carmelo,
y Potreritos. Su capital es Concepcion [2].

Los municipios Cafiada de Urdaneta, Rosario y Machiques
de Perija [2], poseen caracteristica de temperaturas anuales
promedios, que varian entre 26° y 30° C. Las precipitaciones se
incrementan de norte a sur y de este a oeste, variando desde
500 milimetros (mm) en las margenes del Lago de Maracaibo
hasta 2.600 mm en la Cordillera de Perija; evaporacion hasta de
1.900mm en La Cafiada de Urdaneta, diferentes pisos térmicos
bien marcados: el calido, el templado y el frio. Caracterizada la
zona de estudio por dos zonas de vida: el bosque seco tropical
y el bosque humedo tropical; con varias asociaciones bosque
humedo pre montano, bosque muy humedo pre montano, bosque
muy humedo montano bajo.

Tipo de investigacion

El presente estudio fue descriptivo [3], especifica las
propiedades importantes de personas, grupos u otro fendmeno
que sea sometido a analisis, es decir, miden diferentes aspectos,
dimensiones o elementos del fenédmeno o fenébmenos a investigar;
al identificar los factores que inciden en los costos de produccién
de las unidades objeto de estudio; tal como se realizé en esta
investigacion con la descripcion de los factores de produccion
que inciden en los costos, en SP de DP de los municipios Cafiada
de Urdaneta, Rosario y Machiques de Perija del estado Zulia.

Diseio de investigacion

El disefio de la investigacion [9] tuvo como objetivo proporcionar
un modelo de verificacidn que permita contrastar hechos con
teorias, y su forma es la de una estrategia o plan general que
determina las operaciones necesarias para hacerlo. Se considera
como investigacion de disefio no experimental, al respecto
Hernandez y col. [3] definen que los estudios no experimentales
son aquellos donde el investigador no manipula deliberadamente
la variable. Ademas, toma datos en un solo momento, clasificando
su disefio de investigacion como transeccional.

La investigacion se consider6 de campo por cuanto la
informacién se obtuvo directamente de una situacién real de
los SP de DP, con miras a presentar resultados con el fin de
optimizar los procesos llevados a cabo en las mismas. Dentro de
esta perspectiva, Sabino [9] sefala que las investigaciones de
campo son aquellas en las cuales los datos de interés se recogen
en forma directa de la realidad, mediante el trabajo concreto del
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investigador y su equipo.

Finalmente, de acuerdo con la taxonomia de disefios de
investigacion (forma como se toman los datos), se puede
clasificar como expostfacto ya que no se manipulan ni controlan
las variables de estudio y transeccional ya que toma informacién
en un solo momento en el tiempo, asi mismo utiliza fuentes
directas y primarias de informacion [3].

Poblaciéon, muestra y muestreo

La poblacion para los municipios Cafiada de Urdaneta,
Machiques y Rosario de Perija, segun Urdaneta [12], fue 191;
661 y 517 UP, respectivamente. A partir de la actualizaciéon
de esta poblacion a la fecha tuvo disminucion importante por
diferentes factores de la realidad nacional; se calculé la muestra
y se procedio a la visita previa constatando que las UP mostraran
consistencia de datos en la informacion suministrada.

El tipo de muestreo fue irrestrictamente aleatorio. Los métodos
de muestreo aleatorio [6], son aquellos que se basan en el
principio de equiprobabilidad, es decir, aquellos en los que todos
los individuos tienen la misma probabilidad de ser elegidos para
formar parte de una muestra y consiguientemente, todas las
posibles muestras de tamafo n, tienen la misma probabilidad
de ser elegidas, Sdlo estos métodos de muestreo probabilisticos
aseguran la representatividad de la muestra extraida y son, por
tanto, los mas recomendables.

Es aleatorio simple, porque el procedimiento empleado fue
asignar un numero a cada individuo de la poblacién y se eligen
tantos sujetos como sea necesario para completar el tamafio de
muestra requerido; una vez actualizada la poblacion de utilizé el
método de la submuestra partiendo de la muestra calculada por
el mismo autor: Cafiada 16, Machiques 20 y Rosario 18 (total 54
UP):

Donde:

Sn= Sub-muestra

Nh= Poblacién por municipio
N = Poblacion total

n = Muestra calculada

El principal criterio de seleccion fue la consistencia de
informaciéon para realizar este estudio, las UP deben estar
dedicadas a la produccion ganaderia de DP con tendencia a leche
y existencia de consistencia de datos suministrados (TABLA I).
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TABLA |
CLASIFICACION DE GRUPOS

Grupo Tamafo (Hectareas)

20-28
45-56
80-106
115-121
140-196
210-217
258-278
332-350
400-420
462-497
507-562
600-630
745-770
900-962

1004-1570

Do 20 © N oA WN >

-
(62BN

Técnica e instrumento de recolecciéon de datos

Se utilizé como técnica de recoleccién de datos la encuesta y
la observacién directa [5], la encuesta se utiliza para descubrir
la incidencia, distribucion e interrelaciones relativas de variables
socioldgicas y psicolégicas, se utilizd el cuestionario como
instrumento y consiste en un conjunto de preguntas abiertas y/o
cerradas respecto a una o mas variables a medir [3].

Validez y confiabilidad del instrumento

La validez del instrumento de recoleccion de la informacion se
obtuvo mediante el juicio de expertos, el procedimiento radica en
determinar la validez de contenido de acuerdo con lo establecido
[3], quienes explican que la validez de contenido se refiere al
grado en que el instrumento refleja el dominio especifico de
contenido de la variable que se mide.

Para determinar la confiabilidad del cuestionario elaborado, se
procedié a aplicar una prueba piloto al 10% de la muestra del
estudio, las respuestas de los mismos permitieron determinar
un coeficiente de confiabilidad. En el mismo orden de ideas, el
instrumento también fue evaluado por 5 expertos en relacion
a: pertinencia de las variables, objetivos, dimensiones e
indicadores y sobre la adecuacion de la pregunta; ademas
se aplicé el coeficiente de correlacion de Spearman a datos
pareados obtenidos de una primera aplicacién del cuestionario
y una segunda aplicacion repreguntando los mismos items.
Si el coeficiente de correlacion (R ) era significativo se da por
confiable el cuestionario.

La confiablidad es un criterio fundamental para determinar
la calidad y adecuaciéon de una escala. Por tal se entiende la
capacidad de un instrumento de medicion para averiguar el
verdadero valor de la variable. Aplicando la ecuacién de Kuder-

Richarson para la escala dicotémicas.

n\ Lo -2 Pt
n—1 o’

KRzo =

t

Donde:

o,’ = variacion de las cuentas de la prueba.

n = a un numero total de items en la prueba

p, = es la proporcién de respuestas correctas al item |.
q, = proporcion de respuestas incorrectas al item I.

Dando como resultado KR, = 0,75 que indica que es un valor
aceptable.

Analisis estadistico de los datos

Para el analisis de los datos, se realizd la tabulacion de los
mismos con el empleo de tablas de doble entrada. Dentro de
estas tablas se registraron los cédigos de respuestas que emitiran
los integrantes de la poblacion objeto de estudio, luego mediante
el uso del paquete estadistico SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences, V.21 [11]), se realiz6 estadistica descriptiva, la
cual consistio en el calculo de las distribuciones de frecuencias
absolutas (FR) y relativas (%) de las respuestas arrojadas
por la poblacion de estudio, orientado a la consecucion de los
resultados que daran solucion al planteamiento del problema.

El andlisis se realizd sobre datos suministrados por los
productores referentes al ejercicio econdmico 2018, por tanto,
son expresados en Bolivares Fuertes. Para la consecucién del
objetivo, la muestra constituida por 54 fincas provenientes de
los tres Municipios en estudio con tamafios de fincas entre 20 y
1570 hectareas (has), conformada por una amplia gama de SP
donde el productor se enfrenta a diferentes combinaciones de
factores de produccion para obtener productos en leche y carne a
un determinado costo. Esta produccion y su ubicacion en la curva
de produccion esperada, dependera de la forma como combine
sus recursos en cantidad y calidad.

Tipificar las UP de acuerdo con su ubicacion en la curva de
costos medios; desde el enfoque de la economia de escala e
incidencia en los costos de produccion; se construyo al verificar
todos los datos observados y su distribucion en la grafica, en
cualquiera de sus tres etapas fase descendente-economia de
escala; fase constante-economia constante de escala y fase
ascendente-deseconomia de escala. Asi se calculd el numero de
datos en cada segmento de la curva y se contabiliza la relaciéon
porcentual en cada segmento para luego realizar la composiciéon
de costos por grupo y analizar las partidas relevantes como se
refiere enla FIG 1.

RESULTADOS Y DISCUSION

La mayoria de los investigadores en costos, comunmente
grafican la curva de costos en forma de “U”; en ese sentido, el
costo cae en la fase inicial, llega a un punto minimo, y finalmente
comienza a elevarse. Existen razones como los dos periodos (el
corto y el largo plazo). El corto plazo es el periodo que es lo
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Costos

RENDIMIENTOS
CONTANTES A ESCALA

Unidades de Produccién

FIGURA 1. CURVA DE COSTOS MEDIOS

suficientemente largo como para ajustar los insumos variables,
tales como los materiales y la mano de obra para la produccion,
pero demasiado corto para permitir que se modifiquen todos los
insumos.

En el corto plazo los factores fijos o indirectos, tales como la
maquinaria y equipos no pueden modificarse o ajustarse en su
totalidad. Por tanto, en el corto plazo, los costos de la mano de
obra y los materiales son tipicamente costos variables, mientras
que los costos de capital son fijos.

En el largo plazo todos los insumos pueden ajustarse,
incluidos la mano de obra, los materiales y el capital. Por tanto,
en el largo plazo, todos los costos son variables y ninguno es
fijo. Al tipificar las UP, a un ejercicio econdmico (un afo), fue
necesario clasificarlas con el mayor nimero de grupos (TABLA 1)
para lograr analizar diferentes indicadores técnicos y econdmicos
de incidencia en los costos de produccion, asi se logré clasificar
la muestra por tamafo en superficie (has), y se logré una
clasificacion de quince grupos desde 20 a 1570 has, con efectos
de corto plazo de periodo estudiado.

Como se observaenla FIG. 2, la fase descendente significa que
la mayoria de fincas estan con rendimientos crecientes a escala,
es decir, gastan menos (costos bajos) aqui se enmarca el 92%
de la muestra lo que representa un resultado muy importante que
define al SP DP de los Municipios en este segmento (Rosario
y Machiques de Perija), no estan en niveles adecuados de
produccién o no estan produciendo en su maxima capacidad
instalada; en este caso se evidencié una subutilizacién de los
recursos e insumos como estrategia productiva.

Se infiere la necesidad de aumentar la produccién y aumentar
los costos en proporcién menor hasta trasladarse a la segunda
etapa de la grafica o etapa de rendimientos constantes (etapa
ideal) y alli no estan ubicadas las UP.

En el tramo plano de la curva de costos medios, hay
rendimientos constantes a escala, en este segmento se ubican
las UP con manejo de costos mas eficientes y corresponden a
las fincas de los grupos 11y 12 (507 a 630 has), pertenecientes
al municipio La Cafiada de Urdaneta, las mismas representaron
el 4% de las UP de la muestra del estudio que mejor utilizaron
la combinacién de insumos y recursos para alcanzar su maxima
capacidad instalada de produccion.
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FIGURA 2. CURVA DE COSTOS MEDIOS

La fase ascendente de la curva significa fincas trabajando con
retornos decrecientes a escala. Se puede observar que el 4% de
las fincas de tamafios mayores a 650 has se encuentran en esa
situacion; con mayor produccion, pero con costos medios que
duplican el nivel mas bajo, es decir, tienen mayores volumenes
de produccion a costos mas elevados que el minimo optimo
calculado.

Por otro lado, los resultados relacionados con los costos de
produccion de mayor incidencia en ese comportamiento son:
costos los costos de mano de obra, costo de alimento concentrado
y costos de otros suplementos, los referidos indicadores presentes
en todos los grupos permiten concluir que el costo de produccién
anual mas elevado del periodo estudiado corresponde al grupo 15
(1004 a 1570 has) y el costo de produccidon mas bajo corresponde
al grupo 2 (45 a 46 has).

Los quince grupos de UP, son muy diferenciados y obedece
principalmente a la combinacion de factores de produccion e
insumos utilizados, con diferencia entre indicadores de incidencia
sobre los costos donde los mas relevantes a citar fueron: niUmero
de vacas en ordefio (VO), carga animal (CA), litros de leche por
vaca ordefio dia (L/d).

CONCLUSIONES

La investigacion permitio tipificar las UP, respetando su amplia
diversidad entre fincas y soportado en las curvas de costos a
corto y largo plazo; En el largo plazo hay diferencias importantes
entre todas las UP y una mayor concentracion en el primer tercio
de la curva, es decir, la mayoria de las UP se encuentran en los
niveles de produccion mas bajos, principalmente los municipios
Rosario y Machiques de Perija poseen las UP con menor efi-
ciencia economica, es decir, los SP ganaderos DP no alcanzan
sus mayores niveles de produccion; por lo que se infiere que no
siempre cuando se tienen costos bajos se es eficiente.

Los costos que mas incidieron en la ubicacién de las UP en las
diferentes secciones de la curva de costos son: mano de obra,
alimento concentrado y otros suplementos.



El SP ganadero DP, de mejor eficiencia en el manejo de los
costos y que se ubica en la seccion de la curva con rendimientos
constantes a escala son la UP del municipio La Cafiada de
Urdaneta. En este sentido, se infiere el componente manejo de
sus propietarios como elemento decisivo en la obtencion del
mayor nivel de produccién al menor costo.

El principio de economia de escala, permite realizar inferencias
y estimaciones correspondientes a manejos mas eficientes de las
UP en SP de DP, permitiendo calcular volumen de produccién op-
tima, tamafio 6ptimo y costo unitario mas bajo, lo cual debe usarse
como modelo o indicador de produccién deseado.
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NOTA DEL EDITOR

Tengo a bien informarle a todos los investigadores que han enviado sus
contribuciones y que hayan recibido sus correspondientes informes sobre la
evaluacion de su articulo, que el Comité Editor de la Revista, en su reunién de fecha
25/06/2008, Acordé: Que todo trabajo que haya sido evaluado y emitido su informe
correspondiente de arbitraje, no podra ser considerado para su publicacion, si las
correcciones del mismo no son devueltas en un lapso de dos meses posterior a la
emision del Informe del Editor. De insistir el autor sobre su publicacién, el mismo
debera ser rearbitrado nuevamente para corroborar la actualidad de sus resultados.

La REVISTA CIENTIFICA FCV-LUZ, le invita a incluir anuncios de simposios, congresos,
reuniones, talleres, conferencias, etc., nacionales o internacionales. Envie la informacién 90
dias antes del inicio de cada bimestre. Incluya por favor:

n
Fecha: Lugar: ’

Evento:

Nuestra direccion: Revista Cientifica. Facultad de Ciencias Veterinarias.
Universidad del Zulia. Nucleo Agropecuario. Ciudad Universitaria.
Maracaibo, Estado Zulia, Venezuela.
correo electrénico: revistafcv@gmail.com
http//www.fcv.luz.edu.ve - http://www.scielo.org.ve - http://www.redalyc.org/ - http://www.saber.ula.ve/

Esta informacion se editara y publicara sin cargo alguno
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INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

La REVISTA CIENTIFICA de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
del Zulia es una revista internacional que recibe trabajos para publicacién en las formas de
articulos cientificos originales no publicados, notas técnicas, cartas al editor y revisiones
bibliograficas requeridas por el Comité Editorial. Como excepcién a la condicién de no publi-
cado, podran considerarse articulos que en forma completa o parcial hayan sido publicados
en memorias de reuniones cientificas de limitada circulacién. Cualquier otra circunstancia
debe ser explicada a la Oficina Editorial al momento del envio. Las cartas al editor deben
contener comentarios Utiles acerca de material publicado en la REVISTA CIENTIFICA. La
meta de publicar estas cartas es contribuir al intercambio constructivo de ideas y puntos
de vista, con beneficios para la comunidad cientifica y para la REVISTA CIENTIFICA. La
aceptacion de cartas al editor dependera de la decisiéon del Comité Editorial.

Para publicaciones como articulos cientificos, notas técnicas y cartas al editor se acep-
tan como lenguajes tanto el espafiol como el inglés. Las revisiones bibliograficas seran
escritas en el idioma inglés y no se aceptan mas de dos autores, los cuales deben tener
experiencia cientifica comprobada en el tépico propuesto. Sin embargo, trabajos extensos
de edicion para corregir lenguaje no se ofrece. Por tanto, los autores deben hacer revisar
sus articulos por expertos con sélidos conocimientos de gramatica, sintaxis y estilo de la
escritura cientifica. El uso inapropiado del lenguaje puede conllevar al rechazo temporal
de un articulo. Todos los articulos recibidos seran revisados en su forma y contenido por 3
expertos reconocidos usando el método del doble ciego.

Los articulos deben abordar aspectos relacionados a las areas de la medicina veteri-
naria, produccién animal y economia agropecuaria, salud publica vinculada a las ciencias
veterinarias (zoonosis), tecnologia de alimentos y vida silvestre. La aceptacién de articulos
que aborden cualquier otro tipo de tdpicos relacionados sera discutida por el Comité Editor.
Aungue no de manera restringida, REVISTA CIENTIFICA enfatiza en la publicacién de infor-
macion cientifica generada en zonas tropicales y subtropicales, o de aplicabilidad tropical.
El contenido de los articulos debe representar una contribucion significativa al cuerpo del
conocimiento cientifico y debe reunir ademas los requerimientos siguientes:

1. Originales. Los articulos deben ser enviados con una carta de acuerdo entre los
autores. En esta carta, el autor responsable y los co-autores deben declarar que
el articulo enviado no ha sido publicado previamente, asi como su aprobacién con
respecto a la forma y contenido. La firma de todos los autores debe ser incluida. Los
manuscritos deben ser escritos en letra Arial, tamafio 12 ptos, a doble espacio y no
mas de 20 paginas, colocando en la primera pagina la informacion referente al titulo
del trabajo (espafiol, ingles), autores y la afiliacién institucional, comenzando la se-
gunda pagina con el resumen y abstract. Los cuatro margenes seran de 2 cm. Todas
las paginas deben estar numeradas consecutivamente y los nimeros de linea deben
ser impresos en cada pagina (empezando con 1 en cada pagina) para mayor facilidad
de referencia para los revisores. Se recomienda enviar el articulo al correo electrd-
nico revistafcv@gmail.com en formato Word. Recomendamos usar “. Doc” en lugar
de “. Docx”, por posibles problemas de incompatibilidad. Las tablas, figuras y anexos
deben incluirse en hojas separadas (pero en el mismo documento de Word), una por
pagina. Si el articulo es aceptado, se anexaran las figuras y/o fotos de manera inde-
pendiente.Los articulos deben ser inéditos y no haber sido enviados a otra revista.
Todos los trabajos aceptados pasan a ser propiedad de la REVISTA CIENTIFICA. Los
articulos deben contener: Titulo y resumen (espafiol e inglés), introduccién, materia-
les y métodos, resultados y discusién, conclusiones e implicaciones, agradecimiento
y referencias bibliograficas.

2. Titulo. El titulo debe describir la esencia del articulo de manera clara y concisa,
debiendo aparecer en espafiol e inglés. Debe incluirse un titulo corto para ser usado
como tope de pagina.

3. Autores. Todos los autores deben ser listados por su nombre completo en el orden
respectivo (nombres y apellidos) dejando un espacio debajo del titulo. Si trae dos
apellidos deben separase por un guién. El numero de autores es ilimitado. Excep-
ciones deben ser requeridas por escrito al Editor-Jefe por medio de una carta ex-
plicativa, especialmente cuando los autores pertenezcan a instituciones diferentes.
La afiliacién institucional de los autores debe ser sefialada mediante numerales su-
perindices, y con un asterisco superindice al autor para correspondencia. Seguido
al asterisco superindice, debera indicarse teléfono, fax y/o direccion electronica del
autor para correspondencia. No se acepta colocar en los autores de cada referencia,
los términos “y col” 6 “et al”. Deben colocarse todos los autores reales de un articulo.

4. Resumen. En espafiol e inglés con un maximo de 300 palabras y comenzando en
la segunda péagina del manuscrito. Para un apropiado uso del lenguaje y estilo, se
recomienda consultar con un experto.

5. Palabras clave. Estas son necesarias para la ubicacion del trabajo en indices in-
ternacionales y bases de datos. Incluir un maximo de 5, en espafiol e inglés en el
resumen y abstract, respectivamente. Deben ser separaradas con punto y coma.

6. Tablas. Deben citarse apropiadamente en el texto luego de ser nombradas, identifi-
cadas y enumeradas consecutivamente con nimeros romanos. El encabezamiento
debe ser conciso y descriptivo. Abreviaciones o simbolos deben ser explicadas al pie
de la tabla. El encabezamiento debe ir sobre la tabla en mayusculas, en espafiol o
inglés, dependiendo del idioma en que el trabajo fue escrito; no ambos simultanea-
mente. No se aceptan fotocopias. Las tablas deben. Haga las tablas tan simples
como sea posible. Las tablas deben ser auto-explicativas con el encabezamiento y

notas al pie, permitiendo su comprension sin necesidad de recurrir o referir el texto,
no se aceptan referencias bibliograficas en las tablas.

7. Figuras. Incluyen fotografias y gréficos. Las figuras deben citarse apropiadamente
en el texto inmediato a su sefialamiento, identificadas y enumeradas consecutiva-
mente usando numeros arabigos. El encabezamiento debe ser conciso y descriptivo,
debiendo colocarse debajo de la figura en mayusculas, en espafiol o inglés, depen-
diendo del idioma en que el trabajo fue escrito; no ambos simultdneamente. No se
aceptan fotocopias. Las fotografias deben ser identificadas en el reverso con un nd-
mero y una flecha indicando la orientacién correcta. En los casos de microfotografias,
debe indicarse la magnificacion usada. Figuras a color son normalmente impresas en
blanco y negro con la aprobacién del autor.

8. Conclusiones: Las mismas deben ser claras y precisas en ellas no se aceptan lla-
mados a Referencias Biograficas

9. Agradecimiento. Sélo se aceptan agradecimientos institucionales.

10. Referencias Bibliograficas. Deben presentarse en una lista numerada y en estricto
orden alfabético. Deben ser citadas en el texto (en orden cronolégico) usando nime-
ros arabigos entre corchetes. Estos nimeros deben parearse con los de la lista de
referencias bibliograficas. No se aceptan como referencias trabajos no publicados,
articulos de periddicos o revistas populares ni comunicaciones personales. Evite el
uso excesivo de literatura no arbitrada (e.g., libros, manuales, referencias electro-
nicas en exceso, etc.). No deben citarse resimenes, a menos que sean la Unica
referencia en relacion a un aspecto importante. Los autores son responsables del
uso correcto y presentacion de las referencias. No se permiten citas bibliograficas
en el Resumen, abstract ni en Conclusiones, en Tablas y Figuras. Los siguientes son
ejemplos recomendados:

Revistas:

[11 MARQUEZ, E.J.; BARBOZA DE M, Y., IZQUIERDO, P. Studies on the
incorporation of bovine plasma in emulsion type of meat products. J. Food Sci.
Tech. 34:337-339. 1997.

[2] ALVAREZ, R.,; VACCARO, L.; VACCARO, R.; VERDE, O.; RIOS, L.; MEJIAS,
H. Estimation of weights of dual purpose calves from body measurements. Rev.
Cientif. FCV-LUZ. IX (6): 502-507. 1999.

Libros: Deben sefialarse, después de los autores, el titulo del tema consultado en el texto
(no capitulo), seguido de En: o In: (dependiendo del idioma) y titulo del libro (en renegrido).
Luego, los nombres de los editores, si los hay, finalizando con (Ed. o Eds.).

[11  LEELAND, W.W. Steady state kinetics. In: The Enzymes. Boyer, P. (Ed.). 2nd
Ed. Academic Press, New York. 66 pp. 1970.

[2] LOOSE-MITCHELL, D.S.; STANCEL, G.M. Estrogens and progestagens. In:
The Pharmacological Basis of Therapeutics. Hardman, J.G., Limbird, L.E.;
Goodman-Gilman, A. (Eds.). 10th Ed. McGraw Hill, New York, Pp 1613-1651.
2002.

Memorias: Debe sefialarse después del nombre del evento (en renegrido), el lugar, fecha
de realizaciéon del mismo. Las paginas deben sefialarse seguidas de pp.

[11 EDDI, C. Distomatosis, epidemiological and economic aspects of this zoonosis.
Proc. Symposium on the Epidemiology of Foodborne Parasitic Zoonoses.
P:A:H:0:/W:HO Latin American Congress of Parasitology. | Uruguayan
Congress of Parasitology. Montevideo. 03/25-29. Uruguay: Pp 50-59 pp
1997.

[2] FARIA, M.H.; TONHATI, H.; NADER-FILHO, A., DUARTE, J.M.C. Milk
production and some constituents in two buffalo herds in Sdo Paulo State,
Brazil. Proceeding 5th World Buffalo Congress. Caserta, 10/13-16. Pp 30-
38.1997.

Referencias electrénicas: No se aceptan referencias electrénicas a menos que sean tra-
bajos arbitrados, boletines o comunicaciones respaldadas por instituciones cientificas. Evite
el uso excesivo de este tipo de referencias. En tales casos, estas referencias deben incluir:
autor(es), titulo del trabajo, y el afio del trabajo. Institucion(es) que la respaldan. Luego se
coloca: En Linea: o On Line: (dependiendo del idioma), seguido de la pagina web consulta-
da, y finalmente, la fecha de consulta. Ejemplo:

[1] FERNANDEZ, M.A. Manejo de la calidad de la dieta. 2005. La Mafiana
(Suplemento) Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA). Argentina.
En Linea: http://www.lamafiana.com.ar/html. 01/12/2005.

MUY IMPORTANTE: Cuando un trabajo sea devuelto a la Revista previamente corregido
por los autores, no podra ser sometido a correccién posterior a su publicacion.




GUIDE FOR AUTHORS

The REVISTA CIENTIFICA from the Faculty of Veterinary Medicine, Universidad
del Zulia is an international journal that receives submissions for publication in the form
of original and unpublished manuscripts, technical notes, letters to the editor, and those
review articles requested by the Editorial Board. Exceptions to the unpublished condition
include the complete or partial publication in scientific meeting proceedings with limited
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1. Originals. Manuscripts should be submitted together with an author agreement
letter. In such letter, the responsible author and co-authors should declare the
unpublished condition of the material and their agreement on the form and content
of the manuscript. Signatures of all, the responsible author and co-authors should be
included. Manuscripts should be written in Arial, 12-point font, with 2.0 spaced and
not more than 20 pages, It should be sent by email to revistafcv@gmail.com, placing
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printed on each page (starting with 1 on each page) to facilitate ease of reference for
the reviewers. In Word format as a unique file; we encourage to use .doc files. It is
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avoiding use of .docx files, for possible incompatibility problems. Separate figure files
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Spanish), introduction, materials and methods, results and discussion, conclusions
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4. Abstract. In Spanish and English with a maximum of 300 words and starting on the
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recommended to consult with an expert. Bibliographic references are not accepted.
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databases. Maximum of 5, in English and Spanish accordingly with abstracts,
separated with dot and semicolon.

6. Tables. These should be appropriately cited in the text and must be identified and
consecutively numbered using Roman numerals. A concise and descriptive heading
is requested. Abbreviations or symbols should be explained in a caption below the
table. Title must be above the table in capital letters. Title should be presented in both,
in Spanish or English, depending of the language in which the work was written, no
simultaneously. Xerox copies will not be accepted Keep tables as simple as possible.
Tables are self-contained with the title and footnotes providing all information to
understand the table without referring the text separated with semicolon. Tables
should be included in the text immediately after mentioning them.

7. Figures. These include both photographs and graphs. Figures should be appropriately
cited in the text and identified and consecutively numbered using Arabic numerals. A
concise and descriptive heading is requested. Title must be below the figure in capital
letters. Title should be presented in both, in Spanish or English, depending of the
language in which the work was written, no simultaneously. Xerox copies will not be
accepted. Photographs should be identified on the back by number and an arrow
indicating the correct orientation. When a microphotograph is used, the magnification
used should be indicated. Photographs and Figures should be included in the text
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8. Acknowledgment. Only institutional acknowledgments are allowed.
9. Conclusions: Clear and precise. Bibliographic references are not acepted.

10. Bibliographic references. These must be presented in a numbered list organized
in a strict alphabetical order. References should be cited in the text in chronological
order, using Arabic numbers between brackets. These numbers should be matched
with the ones on the bibliographical references list. Unpublished works, newspaper
or popular magazines articles, and personal communications are not accepted as
references. Avoid the excessive use of non-peer reviewed material (e.g., books, hand-
books). Abstract should not be cited unless it is the only available reference to an
important concept. Authors are responsible for the correct use and presentation of
Bibliographic cites, are not permitted in Abstract, Conclusions, Tables and Figures.
The following are recommended examples:

Journals:

[11 MARQUEZ, E.J.; BARBOZA DE M, Y., IZQUIERDO, P. Studies on the
incorporation of bovine plasma in emulsion type of meat products. J. Food Sci.
Tech. 34:337-339. 1997.

[2] ALVAREZ, R.; VACCARO, L.; VACCARO, R.; VERDE, O.; RIOS, L.; MEJIAS, H. Estimation
of weights of dual purpose calves from body measurements. Rev. Cientif. FCV-LUZ. IX
(6): 502-507. 1999.

Books: After the authors should be included title of the consulted topic or theme in the book
(no chapter) followed by In: and title of the book (in black letters). After that, the names of the
Editors, if there are, followed by (Ed. or Eds.).

[11 LEELAND, W.W. Steady state kinetics. In: The Enzymes. Boyer, P. (Ed.). 2nd
Ed. Academic Press, New York. 66 pp. 1970.

[2] LOOSE-MITCHELL, D.S.; STANCEL, G.M. Estrogens and progestagens. In: The
Pharmacological Basis of Therapeutics. Hardman, J.G., Limbird, L.E.; Goodman-
Gilman, A. (Eds.). 10th Ed. McGraw Hill, New York, Pp 1613-1651. 2002.

Proceedings: After the event name (in black letters) should be included the place, date
and country of the event. The pages should be finalized with “pp for total pages or Pp for
consulted pages.

[11  EDDI, C. Distomatosis, epidemiological and economic aspects of this zoonosis.
Proc. Symposium on the Epidemiology of Foodborne Parasitic Zoonoses.
P:A:H:0:/W:HO Latin American Congress of Parasitology. | Uruguayan
Congress of Parasitology. Montevideo. 03/25-29. Uruguay: Pp 50-59. 1997.

[2] FARIA, M.H.; TONHATI, H.; NADER-FILHO, A.; DUARTE, J.M.C. Milk production and
some constituents in two buffalo herds in Sdo Paulo State, Brazil. Proceeding 5th
World Buffalo Congress. Caserta, 10/13-16. Italy. 140 pp 1997.

Electronic references: Electronic references are not accepted unless these are peer
reviewed manuscripts, bulletins or communications supported by scientific institutions. Avoid
the excessive use of this type of references. For such cases, the on-line references must
include: authors, title of the work, year of the work, institution that support the work. Later On
Line: not under line followed by the consulted web and the complete consult date.

[11 FERNANDEZ, M. A. Manejo de la calidad de la dieta. 2005. La Mafiana
(Suplemento) Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA). Argentina.
En Linea: http://www.lamafiana.com.ar/html. 01/12/05

VERY IMPORTANT: When a manuscrit is returned to the Journal, previously corrected by
the authors, it won't beable to be subjected to later corrections after publishing.
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