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RESUMEN

MENDQOZA, C. A:  Cinctica  de  anticucrpos de  ouvinos  infestados
experimentalmente con I, contortus (Poblaciones Resistentes y Susceplibles a los
Bencimidazales). Tesis de Liceaciaturn Facultad de Estudios Supcriores Cuautitding
U N.OA M bajo fa direceion de Ma. Eugenio Lipez Arellano y J. Alfredo

Cuellar Ornlaz.,

El presente estudio cvalus la cinétlea de anticuerpos anti-lH, contorius

resistentes  a  las becimidazeles  (MHesbd  » 11 auceptibles o dos

beeimidazoles (Hesby Se emplearos 40 ovinos de lu raza Pelibuey de 6 meses de

edad divididdose en 4 grupos ol azar, grepo testiga Ay C con § animales cudu

uno; grupos infestados By I con 16 onimales cada wno, inccwlados par vin oral

por ovina con [HLOPDLI de # s resistente y susceptible o benvinddazoles,

respectivamente.  Se  realizaron 6 niuestreos de heees  y  suero para pruchas

coproparasitoscopicas  (Me Master) vy seroldgicas (Hemooglutinacion indirectay cade

7 dias dwrante 6 semangs. Los resultados obtenidos sedglan uan incremento en la

elitingcion de hucvos en Jos grupos B y [ con un promuedio snaxime de 10,83
de 6,490  hucvoy  por  gramo  pare  {u pobleciin  resistente v suseeptible
respectivamente, Los grupos testigo se mantweicron Hbres de o infestacion. Los
resultados  serologicos de los animales infestados con la pobluciva  reszistente
sedolan una diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) a partir de Jo 2o
semana posinfestacion alcanzamio un (itule dv enncwerpos hoeddfopns de L2,

en o que respecta o lu poblacion de . conturtus susceplible Jos t(twlos de

unticuerpes homologns se obscrvaron estadisticaments significative « 8.5 3 on Ju

2a. semana de posinfestacion con un media y desviacion estdadar de 34506 pare



el ‘grupo infestado y 2.8:0.4 pura el teatigo. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas ( P»0.05 } entre la poblucion de Herb y lo

poblacién de Hesb,



INTRODUCCION

Haemonchus contorius es wuna nematodo patogeno  de la familia

Trichostrongylidae, gque afecta principalmente ¢ la ovinocultura de Mixico en
zonas templadas y subtropicales. Actualmente se desconocen con exactitud las
pérdidas  econdmicas causadas por este ginero, sin embargo existe informacion
presentada por la American of Veterinary Parasitologyst (4), quienes describen a
fas pérdidas econdmicas como resultado de la  lona  quebradiza en  ovinos,
disminucion en lu ganancia de peso y en algunas ccasiones muerte de los

animales, principalmente de los jovenes.

En base a st morfologia éstos nemdtodos son  fdcilmente identificables,
miden aproximadamente de 10 ¢ 30 mm de longitud y en su extremo anterior,
presentan una lanceta oral lu cual le sirve pare succionur sangre, ademas
presentan dos espiculas cervicales en forme de espina de rosal en el primer
tercio de su cucerpo. Los ln(x;:hos tienen un color cremuoso uniforme, con una
bursa copulatriz grande dividida en tres lobulos, dos laterales y un lobulo dorsal

pequeio, el cual contiene un raye dorsal en forma de Y™ invertida (25, 28).

La identificacion de las hembras es en base al color blunquesino del utero
entrelazado con el intestino de color rojizo, por lo que también se les conoce
como gusanos en forma de "palo de barberia®, asimismo, fa hembra presenta una
ganguem suprovulvar de forma elongada, focalizada en la mitwd def cuerpu (23,

281



El ciclo bioldgico de H. contorius es directo y xe divide en una fase no
ﬁar!i:i(a (fuera del hospedero) y una scgunda fase pardsita (dentro del hospedero).
H. contortus presenta cinco estadios cvolutivos, de los cuales la larva uno (L1) y
la larva dos (L2), se desarrolian en ¢l ambiente externo buajo dos condiciones
climatoldgicas principales: a) temperatura, que vo de 26° a 30°C y b) humedad
del 70 al 80%, para poder legar al tercer estoadio larvarlo o lurva Infestante
(1.3), la cual reaiste temperaturus bujas «"C) » scquias, grucias a una vaina
protectora filariforme con una desviacion en el extremo posterior dindole un
aspecto de bayoneta. La L3 no se alimenta de austancias u organismos externos,

sc mantienc de sus granulaciones alimenticias de reserva (16,22,23).

Cuando el huspedero ingicre la  fuse infestante, ésta se desarrollo y se
convierte en larva cuatro (14) y larva cinco (L5), dentro de la mucosa abomasal,
causando  severas lesiones patotogicas como son padida de la continuided de la
mucoza, irritacion mecdnica, gastritis hemorrdgica, petequias y por lo tanto

alteraciones digestivas (1, 14).

es copoz de succionar 0.05 ml. de sangre al dia, dejando sangrar la herida
Ipostcrlurmenle; asimismo el dudo cousado por el estilete oral de adulto en o
mucosa abomasal; provocendo finalmente inflamacion, erosiones focales, pndida de
peso y anemia, y sobre todo que los animales infestados centinuua eliminando
huevos a través de heces, dejando que stos se desarrollen a lerva tres para que
se infesten otros animales, En algunos se¢ ha legada o presentar hemoncasis
fatal, la cual sc caracterize por la pulidez extrema de lo mucose cojuatival,
cursando con anasarca y degeneracién grasa, debido al rdpido agotamicnic (14,

28).



Debido a éstas caracteristicas y a su olta virulencia, se estin reulizando
en Meévico y en otros paises, algunas prdcticas de control para  cuitar la
infestacién de loa animalcs con M. contortusy; éstas prdcticas consisten an aplicar
la rotacién de potrcros y de combinar bovinos con ovinos, sin embargo no
siempre se lNevan a cabo, por cuestiones de manejo, espucio y economia, por lo
cual se ha optado por el uso de antihelminticas para el control de las
infestaclones parasitarias, aunque por u aplicacion inadecuads, ha generado
resistencia porasitaria hacia algunos de éstos productos, como sucede con los del

grupo perteneciente a lox bencimidazoles (7, 8.

La resistencia hacia los antihelminticos se ha definido como la capacidad
gue poseen algunos nemdlodos para  desarrollar  tolerancia  (fisiologica o
bioquimica) a los productas quimicos desparasitantes despuw’s de  algunos
tratamientos como resultedo de su alteracion genétics, la cual van a heredar

subsecuentemente (24).

Soulsby (27), cita que el primer reporte de resistencia a lox
antihelminticos fue hecho por Drudge ¢! al., en el aio de 1957, en un grupo de

ovinos infestados con nemdlodos que estuvieron en contacto con la fenotiazina,

Otras notificacioncs en la literaturn sobre resistencia antihelmintica son
mencionadas por Dash (11), Anderson (5) y Martin et al. (18), quienes reportaron

algunos  nemdtodos  como  Trichostrongylus  colubriformis, Ostertagia spp ¥

Haemonchus corlortus resistentes a productos come ol levamisol y el oxfendazol,
respectivamente, Lejambre ¢t al. (15, reporturon une polblacidn de H. contortus

resistentes al tiabendazol, morantel y levumisol.



Estudios realizados por campos - (8), cn Hueyiamalco, Pue., en Mocochd,
Tab., . ¥  Tizimin, Yuc., en Méico reportan la resistencia wdquirida a [os

bencimidazoles por una poblacion de H, contort lo cual representa un grave

problema puara la ovinocultura de éstas zonas, puesto que los bencimidazoles son

de los compuestos mds comunmente usades en la practica de lo desparasitacién

28),

ontorius, ha fuvorecido el

La resistencia antihelmintice adquirida por H.
curso  del daio  causado por éste  aemdtodo, posiblemente mds  virulento e
Inmunogénico. La respuesta inmune humorel, representa una base de importancia
en infestaciones con . contortus, en ouinos adultos x principalmente en o2
jovenes. Soulsby (29) y Nguyen (21}, mencionan que los animales jovenes (menores

de 6 meses de edad) son mas suserptibles o padecer caferimedudes por su sistema

inmunc aun inmaduro.

Uno de los fensmenos inmunoldgicos mds estudiados sobre H. contortes, cs
el flamado  “fenomene  Jde  autocuracion”, el cuol  se  presenia con  relativg
frecuencia en diversos [Tugares de! mundo y definido por Stewart (29) comu un
incremento  de anticuerpos homdlogos anti-ll, contortus asi como  tambin la
eliminacion de los nemdtodos adultos ya presentes, inhibicién en la eliminacion e
huevos y cecse del metabolismo de la L4 t(fendmeno de hipobiosis), durante éste

lapso los animales adultos adquieren un corte periodo de proteccion inmunniogice,

Vot
Larjo

cansada por una reaccién de  hipersensibilidad tipo L principaime
condiciones ambicnialcs externas desfavorables. Pasado c¢ste periodo de prareceion

los hospederos vuelven a ser susceptibles para adquirir la hemoncosis 12, J, 31



Miller, et al. (19), » Rothwell,” ¢t ol (267, describen un fendmenc inducido
en animales adultos denominade “expulsion inmune”, ¢l cual se presenta en ouvinos
mayores de 8 meses de edad vy de ambos sexos. El fenomeno de cxpulsion
Inmune 3¢ carateriza por inoculocién experimentul de dosia pequeius y continuas

de L3 de H. contortus, desofiando posteriormente al hospedero con L3 de M.

contortus chservdndose un  fendineno de  cxpulsicn larvaria despuis de 48 horas

posinfestacisn por lo cual ge sugicre que ¢ mecanisme de expulsion fud causado

por cambios histoiogicos en la mucose gastrica.

El grado de padecimiento de la hemoncosiz estd intimamente relacionado
con sus hospederos, como lo sedalan diversos estudios reglizodos con hembras
lactantes y periparturientns. o o que Umuhart (32, Hlamo “relojocion inmunitaria”
de  peripurturientas, obscredndose  un iacremento en el mimero hucvos  de
nemdtodos  eliminados a  trawss de heces, estimulado  por un periode  de
famunodepresion  causado por el incremento de los niveles circulantes de lu

hormona prolacting principalmente y por algunas hormonas esteroides (122

El dado cousado por o hemoncosis, scguramente representa ygraves podidas
econdmicas ¥ 3 se suma a éste la resistencia de H. contortus a  les
bencimidazoles ¥ su respuesta inmaonologica aun no definida, posihlemunte s¢ Henc
un agente parasitaric de mayor importancie a la otorgada hasta uahore. Sin
embargo, se conoce poco al respecto y considerando lo bmportancia de ello para

fines de control ¥ tratamiento se pretende que a e de ln deleccion e la

resistentes y susceptibles

cinética de anticuerpes homodlogos anti-11,

los bencimidazoles podemos contribuir para una mcjor comprension del problema

parasitario respectivo, mediante estwdios de tipo inmunolégico como el presente.



ORJETIVOS

Determinar el titulo de  anticucrpos homdlogus' anti-H. ' contortus  de
animales - infestados - experimentalmente con H, contortus. poblacion resistente y

suscepible a los Uencimidazoles.



MATERIAL Y METODOS

1.1 ANIMALES
1.1.1. OVINOS DONADORES

Se utilizaron dos ovinus de la raza Pelibuey que fueron inoculudos con dus
pobluciones  de  H. contortus : uno rvsisiente y otro  susceptible a  los
bencimidazoles designdndose como Herb y Hesb respectivamente. La inocwlacion se
realizo para la obtencion de heces necessrias en la  elaboracivn e cultivos
coprologicos. Los animales donadores provenian del  Centro  Nucional . de
Inpestigaciones  Disciplinarias  en  Purasitologio  Veterinaria (CENID- Parasitologial,
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales v Agropecuarias de ta SARH
{INIFAP.SARHD, ublcadn en Jistepee. Mor, Carretera Federal Cuernevaca-Cuatla,

Kilometrn 12.5.

1.1,2 OVINOS DE EXPERIMENTACION

Se emplearon 40 ouvines de la raza Peiibucy de 6 meses de wdad, los
cuales se dividieron al azar on 4 grupps, A, B, C ¥ D; el primer grupe  fué
designado como ygrupo testigo o grupo A con § anirales; el grupo B infeatado
con la poblacién de Herb, con 15 ovinos; el grupo C infestado con ta pollacion
de Hesb también con 18 animales y ol grupo D designado como testigo con §

animales, Previo al esperimento se determing que los animales extuvieran lbres

de nemdtodos gastroentéricos, por medio de la téenica de Mc Master 1300

Los animales se mantuvicron aislados en corrales con piso de cemento,
cuidando  la  limpieza para cevitar posibles infecciones y» se  alimentwon  con

concentrudo, lfelfa ¥ agua ad libitum.



1.1.3. CONEJOS

Se emplearon dos conejox de la ruza nucva Zelanda para la oblencion de
sucro, mediante puncion intracardiava. El sucro sc mantuvo en refrigerucion hosto
2w w0 en la prucba seroldgica de Hemoaglutinacion indirecta. Los animales se
mantuvicron on el CENID-Parasitologia. Veterinaria y su alimentacion fid a buse

de concentrado ¥ agua.

1.2 METODOLOGIA.
1.2.1 OHTENCION DE LARVAS INFESTANTES

Lax  heees para lo obtencion  de lax laroas  infestantes (131 de 1. contortus,
provenian de los borregos donadores, con las que  se realizaron loa  cultivos
correspondientes a lus dos pobluciones de M,

susceptible ¥ resistente o

ator

bencimidazoles. Los caltivos se eluboraron de la siguiente forma: en palunganas
de pldstico se colocaron las heces perfoctamente muoceradas von aserrin estéril y
oguo destilada, se homogencizd hasta tener tode incorperade. Laz palunganes se
cubricron con wna tapa de papel oluminio a la que se le hize un orificio
cubicrto con gasa para proporcionar wventilucion, A los 15 dias de Raber puesto

los cultivos se obluve fa L3 a través de la técnicn de Bacrmann (300,

Lo L3 eolectadas se refrigeraron a 4°C durante 1 hora para descartar
sobrenwdante  x  pader abteaer ol sedimento, ol cual se lavw por gradicates de
densidad  con sacarosa (7). Con el mismo método sc obtyeferen  fus  lorvos
necesarias - para el inoculo ¥  para la preparacion  del aatigeno de ambus

poblaciones.



1.2.2, INFESTACION DE LOS ANIMALES

Sc inocularon 10,000 L3 de . contortus suspendidas en  solucion  salina
fisioldgica (SSF), para cada ovino por via vral. Los grupos testigo sc deaignaron
como grupo A y D), sin indculo y con § ovinos para cada uno. El grupo infestado
con la poblacidn resisteate a bencimidazoles (llerd), e designd como grupo B

¥ el tercer grupo se infesto con lo pablucion de Il co

(con 15 ovinos),
susceptible a bencimidazoles (Hcesb} con 15 ovinus, se designd como grupo C. El

dia de la infestacion se designo como dia ccero (U

1.2.3. OBTENCION DE ANTIGENO DE EXTRACTO CRUDO (EC) DE LA LARVA
INFESTANTE ~DE H, contortss RESISTENTE Yy  SUSCEPTIBLE A LOS

BENCIMIDAZOLES.

El nimero de L3 de U, contortus resistente y susceptible, que  se
obtuvieron de los coprocultivos para lo claboracion del antigeno fue de Ix IUI; Ly
de ¢ada poblacion, las cuales se maoceraron en un Tenbroeck on soiucion s$ulina
amortiguadora de fosfatos (SSAF) pll de 7.2 y adicionandole inhibidores de
protearas (EDTA, PMSF 3 TLCK) x antibidtico (penicilina y estreptomicinal en

frielo (34).

Posteriormente  se  cemtrifugd el  macerado  para  le  obtengicn  del
sobrenadunte. af cual se le determino la concentracion dve prateinu por medio Jde

. s -y ® o
un espectrofotometro. Los antfgcavs se conservaron a -70 C hasta su uso 1345



1.2.4, TECNICAS COPRQOPARASITOSCOPICAS

La determinacion de huevos por gramos thpg) de heces, se realizé por
medio de la técnica de Mc Master. Lar muestras fueron tomadas directamente
del recto ecada 7 dias a partir de la Infestacidn; se realizaron 6 muesireos en
total. Las muestras fueron conservadas en hielo pera su  traasportacién y sc

trabajaron inmediatamente (30).

1.2.5. OBTENCION DE SUEROS

La muestra sanguinca de¢ los ovinos, se tomo directomente de la vena
yugular a partir del dia cero y coda 7 dias hasta completar 6 muestreos.
Asimismo las muestras se transportaron en hielo y se centrifugaron a 350g para
la obtencion del suecro, €l cusl s¢ conservé a -70°C hasta su wuso. Los sueros
controles positivos x negatives fueron tomudos de animales donadores y animalea
libres del pardsite y se les corrid una pruebu de Hemoaglutinacion indirecta (1,

asimismo, se realizo la prueba de HI para la titulaciin del antigeno.

1.2.6. TECNICA SEROLOGICA
Se realizo la prucba serologica de Hemouglutingeion indirecta citada por
Lopez (17). Se irabajé con una concentracion de antigeno de 30 ug/ml y los

sucros se (rabqjuron en dilucioncs dobles?.

1.2.7, ANALISIS ESTADISTICO
Se realizg la prueba de t Student (9
* Para lo descripcion de la imica scroligica de Hemoaglutinacién indirecta pasar

al aperndice pdgina 33



RESULTADOS

1. COPROPARASITOSCOPICOS

A. Poblacion de H. contortus resistentes a los bencimidazoles (Herb).

El nivel de eliminacion de huevos por gramo (hpg) para esla poblacidn con
respecto a $u grupo testigo fué estudisticamente significative (P<0.05) a partir de
la 2a. a la Ga. semana posifestacién, con una media y duesviucién estindar de
5144570, 165743667, 1824+5488, 1085047252 y 5985+7497 para el grupo infestado y

con una media y desviacion estindor de 0 para el grupo testigo, (Figura 1)

B. Poblacion de H. contortus susceptible a los bencimidazoles (Hbsc).

La  eliminacion de hpg por purte de la poblacidn infestada se obseruc
eatadisticamente  significativa  (P<0.05) a partir de la 3u. a la 6a, semana
posinfextacion con una media y desviacion estandar de 300046137, 454715456,
649016434, 340046400 respectivamente, mientras yue ¢ grupe testigo se mantuvo

en 0. (Figura 21

C. La diferencia con respecto a la eliminacion de hpg entre los dos grupos

ya que el nimero de hpg eliminado por la poblacion

infestados fue cuvidente,
Herb fue mds elevado siendo estadisticanente significativo (P.0<.05), comparada
con ¢! ndmero de hpg eliminado por la poblacion Hesb., Con una media y
desviacion estindar de 10,85047,252 par la poblacion Herb durante la 5a. semana
posinfestacion y con unc medis y desviacion estdandar de 6,49016,435 hpy para la

poblacion Hcsb en la misma semana (Figura 3).

13



2.- SEROLOGICOS

D, Poblacion de H. contortus resistente o los bencimidazoles (Herb).

El titulo de anticuerpos homdlogos anti-H. contortus del gripo infestado,
se observd estadisticamenle significative durante la 2a., da., Sa,, » 64, semanc
posifestacion con una media y desuiacién estindar de 4.331.8, 4.612, 4.3+1.8, 4.6
¥ 2.5, respectivamente. El grupo testigo presentd una medin y desviacidn estindar

de 2.2:0.4, 2.610.8, 2,810.5, 2.840.8, durante las mismas semanas. (Figura A4)

E. Poblacion de i, coniortus susceptible a los bencimidazoles (Hcsb).

El comportamiento del grupo testigo ¢ infestado con la poblacicn de lesb,
fue similar en la moyoria de los muestreos, por lo que estadisticamente los
resultados de las semanas 0, 1, 3, 4 y 5§ no fuecron significativos (P~0.05), con
ura media y desviacién estdnidar de 3.811.1, 3.0+0.9, 3.410.6, 3.6+1.5, 2.8:10.4,
3.2¢1.2, para el grupo infestado; para el grupo testigo fue dc 3.8:0.4, 2.9+0.d,
2.8+0.4, 2.640.5, 2.630.5, 2.441.8, respectivamente o excepcion de lao Za. sermuna
posinfestacion la cual fue estadisticamente significativa (P>0.05), con wne media
y desviacion estdndar de 3.4+0.6 para el grupo infestado y 2.840.4 para el testigo

{Kigura 5),



F. En los titulos de anticuerpos para lu . poblacion Herb con respecto a lu

poblacién Hesh no se obacruaron diferencias eatadisticamente significativo (P>0.05)

en ninguna de las semanas posinfestacion (Figura 6).

NOTA: Todas los animalcs del grupo ‘testigo e infestado con esta poblacion

fueron muestreados 8 veces para {o obtencion del suero, los cuales

fueron guardados en diferentes cajas, segiun la semane del muestireo,

pera los sueros correspondientes a las dos primeras semanas (0 y- 1) se

contaminaron, por lo cual se carece de d{stos datos y se opté por

alargar 2 semanas rmas el muestreo,

15



DISCUSION

En  Mdiico, el control de las diversas puarasitosis que afectan o la
economia pecuariu, se ha venido realizando por ados, con  los  diferentes
antihelminticos existentes en el mercadn, cuyos principios activos mds empleados
son  pertenccientes ol  grupo de  los  imidoticzoles, las  ijvermectings, los

probencimidazoles y bencimidazoles (8, 14)

Generalmente la cfectividad de estos productos quimicos ha estado dentro

de un rengo comprendido entre el 70 y  100%, considerandose como buena (8,
J .

Sin cmbargo, «algunos de estos productos han dismingido su efectn letal por
la’ resistcncia antihelmintica adquiride por alguncs géneros purdsitos  entre  los
cuules  s¢ citun  los  nemdtudos  gastroentéricos  como  Ostertagia  spp.,

Trichostrongylus spp,

Cooperia spp. y Haemonchus spp. (3, 8).

El fenémeno de la resistencio ha sido definido como la habilidad de¢ un
individuo © sobrevivir al efecto de un producto antihelmintico y s un probivma
multidimensional complejo, cl cual pucde ser propicdad fisiolégica o bioyuimica,
como resultado de la seleccion genética dentro de la poblacion: la intensidid de
esta seleccion no wva a depender cstrictamente de la frecuencia del tratamrionta

sino de algunos factores ccoligicas, de poblucidn, de Jocalizacidn, resultambo

generaciones subsecuentemente resistentes o los antthelminticos (161,



Dentro del grupo de las parasitosis resistentes a los antihelminticos, el

genero Haemonchus contortus, ha sido reportado como un nemdtodo resistente ol

grupo de los bencimidazoles en Meéxico y en otros paises. En México H, .contortus

se encuentru dentro del grupo de los nemdtedos que mds afectan a los pequedios

rumiantes reportado como nemdtodo resistente o los bencimidazoles (8, 20)

Sin  embargo, el duio econdmico causado especificamente por Jstos
nemdtodos no ha sido ain ecvaluwds y la informacion existente estd rclacivneda a
las padidas causadas en otros paises como Australia, Nucva Zelanda, Suddfrica y

los Estados Unidos (20).

La [nversion de los gunadeeros principnlmente en los productos quimicos
antihelminticos, como los bencimidazoles, es importantle y el uso irracionel en
algunas ocasiones ha generado nuevas poblaciones resisteates a su efecto letal

(24,

Esto representa un gruve problema, yo que en el hospedero va a persistir
la infestacion, por lo quc también se esperaric que el sistema inmune proteclor
del hospedero actuard contra este nemdtodo,

En el presente estudio se evalud la cindtica de anticuerpus homologos anti-
H. contortus de dos poblaciones, resistentes y susceptibles o los productos
quimicos derivados de los bencimidazoles por considerur que la  respuesta
inmunologica representa un importante papel cn la infestacion de la hemoncisis;
as{ lo describen otros autores que han ecvaluado esta respueste en hospederos
infestados con este nemdtodo tomando en cuenta la cdad de los animales, el

sexo, la raza y el estado nutricional, ademds de considerar la viruicneia de!



pardsita, su habllidad de adaptocidn vy las  condiciones medio ambientales  que

favorceen su desarrollo y establecimiento (12, 21, 27, 31).

Los resultadoy obtenidos en ¢l presente estudio demucstran un incremento
ligeramente mayor de titulo de anticuerpos homdlogos detectados o partir de la
segunda semann posifestacion en los ovinos infestados con la poblucidn resistente
de H. contortus, comparada con la poblacion H. contortus susceptible, en la cual
no hubo diferencias estadisticamente significativas (P>0.05) ol compararla con su

correspondicnte grupo testigo, como se obscrvo cn lus figuras 4 y 5.

Las difcrencias observadas entre ambas poblacianes fueron principlamente
dos; 1) la poblacion de Iceh tardo menos ticmpo en emperar o eliminar huevos
a trowis de heces, los cuales se mantuvieron bajos durante lo. 2a., Ju. y a.
remana  posifestacion compurada con la poblocion de Hesb, la cual se mantuvo
con un numero de hpg mayor que el de lu poblacidn resistente. 2) Asimismo,
durante todns los muestreos serologicos, el (itule de anticuerpos homdlogos fue
mayor para lo poblaciéon Herb por lo cual se sugicre que posiblemcente si exista
diferenciu  cntre  poblaciones (Herd »  Hesb), sin embargo, por el discio
esperimental realizado en el presente estudio, no se¢ detecto o que nivel sc

encuentrn dicha difercncia.

Algunos qutores sugicren que la respuesta  entre pobluciones resistente y
susceptible « los antihelminticos, posiblemente sca de origen gendtico, por lo que
no son facilmente detectables, asimismo los bencimidezoles provocan mutaciones a
nigel del genoma de lu beta-tubuling, afectundo el proceso energitico del ATP y

de In mitocondrias, por lo cual, sc recomicnda seguir realizande pruebes como



eletroforesis € izoenzimos, que nos permitan observar el posible mecanismo de

diferenciacion  entre  poblucivncs, asimismo se  recomicnda  realizar  estudios
kistupatoldgicos con objeta de tener mayor informaocion sobre o infiltracida de la

respuesta Inmune celulor o nivel local

En jos resultados obtenidos se observé un incremenio de la respuesta immune

humoral  sérica  anti

us de la poblacide resistente, sin cmburge, ne s

obteryd que eatd respueste inmuuogenica ¥ protectora ae ocolice o nivel Jde I

mucowr  obomasal, como 1o reportan  algunos  vestudios, en donde ef  mucus

constituido por una glicoproteinn  forma una barrere fisica que fauciona comn

una  trompn ean cute de animales hipesinmunizados, aunodo a Il reaccion. de
hipersensibilifad de tipo 1 y al incremento de inmenwglobulinas Gi 3y A, las
cunies han sido detectadas en infestaciones parasitarine. Fn caso de fpA. se ho

experimentado que hospedervs con divtas ricas en progeinas ¢ infestodoes cou U,

gontortux, o IgA se incrementu mads ¥y la infestacion disminuye /0, 19, 331,

Respecta o lu poblacidn de Hesb, se sugiere gue lu repuestua imwuune humoral

no  s¢  ineremento  por ¢l bajo numcro de semidtodos  adultes  establecidos,

afectados por o respuests  inmune celular y humoral w  nivel local, »» gue
algunos estudios mencionan un incremento de lo 1931 a nivel de mueoss obomsasal

e intestinal en infestaciones pargsitarius, sin haber sido inmungprotectors (Jo).
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eletroforesis e izoenzimas, que nos permitan observor el posible mecanismo de
diferenciacion entre poblocivnes, asimismo se recomiends realizar estudios
histopatoldgicos con objeto de tener mayxor informacion sobre la infiltracion de la

respuesta inmune celular a nivel focal.

En los resultados aebienidos sc observd un incremento de lu respueste inmune
humoral sirica onli-lf, contortus de la poblacicn resistente, sin embargo, no se
obscrug que estd respuesta inmunoginice y proteclora se localice a nivel de ia
mucosa abomasal, como o reportan algunos estudios, en donde el inucus
constituido por wna gleoproteina forma una barrera fisica que funciona como
una trampa en caso de aonimales hiperinmumizados, awnado o o reaccion de
hipersensibilidad de tipo ! y al incremento de inmunoglobulinas G1 y A, lax
cuales han sido detectedas en infestaciones parasitarias. Fn caso de IgA. se ha
experimentado que hospedervs con dietas ricas en prateinas ¢ infestados con FL

contorius, la IgA se increments mds y lo infestacicn disminuye (4, t8, 39

Respecto a la poblacion de Hesb, se sugicre que la repuesta imwmune humoral
no se incremento por el bojo numera de nemdtodos adwltos establecides,
afectados por la respuesta inmune celulur y hwnoeral a nive! lecal, ya que
;:!gmmx estudios mencionan un incremento de lo IgGl a nivel de mucosa abamasal

e intestinal en infestaociones parasitarias, sin haber sido inmunoprotectora (3U).
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CONCLUSIONES

- Bl promedic de huevos por gramo de hcces conm la poblacién resistente fue

mayor que con la poblacién susceptible lo gue sugiere una mayor prolificidad

de la primera,

- Los titulos de anticuecrpos homdlogos anti-}f, contortus se incrementaron

ligeramente  en los ovinos infestodus con la  poblacion resistente gque en

aquellos  infestados con la  poblacion  susceplible lo  que sugiere mayor

antigenicidad de lu poblacion resistente.
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Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

FIGURAS

Nimero de HPG* eliminados por animales infestadas con H,
contortus resistente a bencimidazales.

Nimero de HPG* eliminados por animales infestados con H.
contortus susceptible a benciniidazoles.

Cinética de anticuerpos de ovinos infestados con L3 de I,
contortus resistente ua bencimidazoles, ante un antigeno
homologe,

Cinética de anticuerpos de ouinos infestados con L3 de H.
contortus susceptible a bencimidaroles ante un antigeno
homologo.

Numero de de HPG*® eliminados por cnimales infestados con
las poblaciones de i, contorlus resistente a bencimidazoles
y H. coitortus susceptible a bencimidazoles.

Cinética de anticuerpos de owvinos infestados con L3 de H.
contortus resistentea bencimidazoles y Haemonchuy contortus
susceptible a bencimidazoles uanle sus antigenos homdlogos
carrespondientes.

*HPG. Huevos por gramo de heces.
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Figura 1

NUMERO DE HPG‘ ELIMINADOS POR OVINOS.
ANIMALES INFESTADOS CON Haemonchus
contortus POBLACION RESISTENTE

A 8
W esico TN ivrecTapo

M1LES

SEMANAS POSTINFESTACION

Grupo A = Grupo testigo (5 animales)

Grupo B = Animales infestados con 10 000 L3 de
H. contortus resistente a bencimidazg
les, via oral por ovino {15 animales).

VI = pDia de la inoculacidn.

* = Huevos por gramu de heces.
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Figura 2

NUMERO DE HPG*EUMlNADOS POR OVINOS
INFESTADOS CON Hoemonchus contortus
POBLACION SUSCEPTIBLE

D c
[ RES ) INFECTADO

M1 LES

SEMANAS POSTINFESTACION

Grupo D = Grupo testigo {5 animales).

Grupo € = Animales infestados con 10 QU0 L3 de
H. contortus susceptible & bencimidazo
les, via oral por ovino (15 animales}.

u - « Dia de la inoculacidn.

* a Huevgs por gramo de heces.
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Figura 3

CINETICA DE ANTICUERPOS
ANTI-Haemonchus_conforius
POBLACION RESISTENTE

A a8
W iEsTico INFESTADO
LOG 2

| G
. 0 X\\\
3 u--'>§
. A

t §
0 T 7 1 T . Y T

[V 1 2 3 4 5 6 7

SEMANAS POSTINFESTACION

Grupo A = Grupo testigo (5 animales).

Grupo B = Animales infestados con 10 GUb L3 de
H. contortus, via oral por ovino , coun
1% animaleos. {(poblacidn resistente)

Ag = Se emplearon 1x10 L3 de MHerb y Ix1u L3
de Hcsb, para la preparacign de los an
tigenos de exrracto crudo {EC} corres-

pondientes,
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Figura 4

CINETICA DE ANTICUERPOS
ANTi- Hoemonchus contortus
POBLACION SUSCEPTIBLE

2] c
W vestico NN vresTADO

Loc 2
T T T ¥ T T
0 » 1 2 3 4 5
SEMANAS POSTINFESTACION
Grupo D = Grupo testigo (5 animales}.

Grupo € =

Animales infestadus con 10 000 L3 de
H. contortus, via oral. por ovino, con
15 animales (poblacidn susceptible).

pia de la inoculacidn.

Ga emplearon 1x1y L3 de Hcrb y 1x10

L3 de Hesb, para la pregaracign de -

los antigenos de extracto crudo (EC)

curresvondientes,
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Figura 5

PROMEDIO DE HPG*ELIMINADOS POR OVINOS

INFESTADOS CON Haemonchus contorius
POBLACIONES RESISTENTE Y SUSCEPTIBLE

MILES (X)

T T T T T

1 2 3 4 5 6
SEMANAS POSTINFESTACION
GRUPOS

R oe (~5) wce (n=18) (2T THer (ne3) TR wicr (ne15)

Titcs

iHcs

THer

1ticr

GRUPO TESTIGO DE LA POBLACION de H.contortus
susceptible a bencimidazzoles {5 animales).
Animales infestados con 10 000 L3 de
H.contortus suaceptible a bencimidazoles,via
oral por ovino (15 animales})..

GRUPO TESTIGO DE LA POBLACION de H.contortus
resistente a bencimidazoles.via oral por ovi
no (5 animales)

Animales infestudos con 10 000 L3 de
u.confortus resistente a bencimidazoles,via
oral por ovino (15 animales)

Dia de la inoculacidn.

Huevos por gramo de heces.
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Figura 6

CINETICA DE ANTICUERPOS
ANTI- Haemochus contorfus
POBLACIONES RESISTENTE Y SUSCEPTIBLE

— | S
\\\}\\‘ \\_\\&\\'

L
Ll §

IHcr

1Hes

R4

Ag

1 2 3 4 b 6 7
SEMANAS POSTINF ESTAGION

CRUPOS
s B e

= Animales infestados con 10 000 L3 de

H.contortus resistente a bencimidazoles

via oral por ovino (15 animales]).

= animales infestados con 10 000 L3 de
H.contortus susceptible 2 bencimidazo--
les,via oral por ovino {15 animales}.

» DPia de la inoculacidn.

= Se emplearon 1x10 L3 de Herb y Ix10 L3
de licsh para la preparacidn de los anti
genos de extracto crudo (EC) correspon-

dientes.
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APENDICE
Hemoaglutinacion indirecta: previo a la prueba experimental se
realizaron los siguientes dos puntos:
A. Estandarizacion de sueros controles
B. Estandarizacion optima del antigeno de extracto crudo de L3 de
H. contortus.

Procedimiento:

1.  Obtencién del suero normal del  conefo {SNC), para
descomplementario (56 C) y aborberlo (0.1 mi de sueroc y 0.9
de sangre} con globulos rofos de borrego (GRB}.

2. Colecta de GHB en soluciin de Alservers

3. Diluir el SNC (1/100) en Solucion Saling Amortiguadore e
Fosfatos (SSAF), pll 7.2

4. Preparacion de la dilucion de Acido Tanico (1/10,000) en SSAF
pi 7.2

Tanizado de GRB (GRBt)

Suspender los GRB en SSAF pH 7.2 y centrifugario a 360 xg/min
durante 10 minutos dos vecesy una ultima suspension duraniec §
minutos.

Resuapender los GRB en S8SAF pH 7.2 junto con un volurnen
Igual de la dilucion de uacido tanico.

Incubar a 37 C/10 min. y centrifugar 300 xg/5 min

Resuspender los GRBt en SSAF pH 7.2 > centrifugarlo  dos
veces a 350 xg durunte 10 y una ultima suspension en SSAF pli
6.4 durante 5 min.

Sensibilizacion de GRD (GRBs)

- Agregar un volumen igual de una dilucion optima de antigeno ¢
incubar a 37 C 30 min. y centrifugar a 300 xg/min duranie §
min. ¥ obtener el sobrenadante.

- Colocar en placas de microtitulacion 50 ul de SNC s; I% en
cada pozo.
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Poner 50 ul de sx en los pozos de la primera hilera.

Mezclar y hacer diluciones dobles a partir de la primera basando
50 ul.

Adicionar 25 ul d¢ GRBs a cada pozo.

.

Dejar reposar a 4°C durante 12 horas

Hacer la lectura

Contral de SNC

< Colocar 50 ul de SNC al 1'%

- Adicionar 25 ul de GRB al 1.5%

- Reposar

El resultado deberd ser negativo

Control de Sueros sospechosos (Sx)

. Colocar en Ia placa de microtitulacion 50 ul de SNC al 1% en
todos los pozos.

- Colocar 50 wul del Sx y hacer 6 .diluciones dobles a. partir del
primer pozo.
- Colocar 25 ul de GRDBt al 1.5%

El resultado debera ser ncgativo.
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