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A) INTRODUCCION

Los trichostrongilideos son nematodos del tracto digestivo de los rumiantes,
lagomorfos, aves, ungulados y roedores. Dentrode la superfamilia Trichostrongyloidea,
se encuentran los nematodes del abomaso e intestinos de los rumiantes,productores
de las gastroenteritis verminosas, siendo los parasitos internos mas comunes e
importantes que afectan a los animales de produccién.El ciclo evolutivo de los mismos
es directo y comprende una fase de vida parasitaria y una de vida libre influenciada
por las condiciones medioambientales. El animal parasitado aloja los nematodes
adultos en el tracto gastrointestinal, donde machos y hembras copulan y dan comienzo
a la oviposicion, los huevos son eliminados con las heces y en el ambiente con
temperaturas 6ptimas(22 a 25°C) y porcentajes de humedad entre 80-90% se
desarrolla la fase larvaria hasta el tercer estadio (L3), con una duracion de 12 a 15
dias. Las L3 migran y se dispersan en la pastura gracias a la accién de las lluvias,
éstas son infectivas para un nuevo hospedador y una vez ingerida en rumen o
abomaso pierden la vaina que las protege y continian su desarrollo hasta llegar a
adultos.

Entre los parasitos mencionados, los miembros del género Haemonchus se
encuentran en el abomaso de rumiantes y tienen un tamano que oscila entre 10 y 30
mm segun la especie(Figura 1). En el extremo anterior del gusano se encuentra
lacapsula bucal, armada con una lanceta que le permite alimentarse de sangre del
hospedador, prevalece en climas calidos, limitando su desarrollo ambiental con menos
de 11°C de temperatura media; en areas con condiciones frias en forma permanente o
durante un periodo del afo, no es posible el establecimiento de estos géneros
parasitarios o la presentacion de los mismos es estacional (Romero y Boero,
2001).Son parasitos de alto poder biético, una hembra puede eliminar al ambiente
5.000 a10.000 huevos diariamente con la materia fecal del huésped (Giudici y col.,
2013). Las poblaciones de Haemonchus contortus adquiridas por infeccién natural
pueden llegar a extraer a diario hasta una quinta parte del volumen eritrocitario de los
corderos; si la velocidad de pérdida de sangre supera la capacidad hematopoyética del
hospedador, la anemia progresiva acaba siendo rapidamente mortal (Bowman, 2004).

La patogenicidad del género y el alto poder biético, conlleva a una alta infectividad de
las pasturas con elevado ofrecimiento larvario, por lo que el control depende de la
aplicacion masiva a todo el grupo animal de drogas antihelminticas.

Durante los ultimos 40 afos y al igual que en la mayor parte del mundo, esta
tecnologia de insumos, favorecida por su practicidad y alta eficacia, ha sido
ampliamente adoptada por los productores de todo el pais (Anziani y Guglielmone,
2007). Sin embargo, la emergencia y rapida dispersion de parasitos resistentes a los
antihelminticos, representa un problema mundial para los sistemas pastoriles de
rumiantes.

Es entonces, que para evitar el uso indiscriminado de los mismos, se pretende
profundizar la busqueda de algunos parametros clinicos que ayuden a seleccionar
animales parasitados y solo de esta forma realizarles tratamientos a ellos y no a la
totalidad de los mismos; por ejemplo en pequefios rumiantes el grado de anemia
producido por la especie H. contortus puede medirse observando la mucosa
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conjuntival de los animales, utilizando una cartila denominada FAMACHA,
desarrollada a inicios de la década de los noventa por investigadores africanos (Bathy
col., 1996). La cartilla originariamente se desarrollé para la especie ovina pero también
se aplica a explotaciones caprinas ante la necesidad de establecer sistemas mas
eficientes de control y manejo (Suarez y col.,, 2014). El método permite realizar
tratamientos selectivos a los animales mas afectados y a su vez, en forma indirecta,
realizar una seleccion de individuos resistentes a esta patologia, reduciendo el uso de
los antiparasitarios.En la Provincia de Cérdoba, un estudio realizado en el afio 2010-
2011 de 16 majadas situadas en el norte de la provincia, en los departamentos de
Ischilin, Sobremonte, Rio Seco y Tulumba revelaron resistencia a las drogas mas
comunmente utilizadas para el control de éstas parasitosis, como son la ivermectina y
bencimidazoles (febendazole). De las larvas recuperadas a través de cultivo, entre el
82 % y el 98 % de ellas pertenecieron al género Haemonchus y el resto a
Trichostrongylus spp. (Caffe, 2013).

Existen diferencias sutiles en la morfologia de los huevos de los parasitos que
producen las gastroenteritis verminosas y a excepcion de Nematodirus spp., es
imposible diferenciar género y especie; pero los huevos en sus superficies estan
cubiertos por diferentes azlcares que hacen posible determinar los géneros
especificos ya que se pueden unir a distintas moléculas marcadas con colorantes
fluorescentes y al observarlos en un microscopio con fuente de luz ultravioleta, éstos
remiten color y nos permiten su clasificacion.

Las moléculas comunmente utilizadas son lectinas, proteinas que tienen gran afinidad
a los carbohidratos de la superficie de los huevos, provenientes mayoritariamente de
plantas y se han testeado numerosas que producen reaccion con distintos géneros
parasitarios. Desde los ultimos diez afos, se describen trabajos que evidencian dicha
union a través de fluorescencia (Colditz y col.,2002; Hillrich y col.,2012; Umair y
col.,2016); particularmente con la especie H. contortus y la afinidad de sus
monosacaridos con una aglutinina especifica derivada del mani (PNA) que sélo se une
a dicho parasito (Palmer y McCombe, 1996; Jurasek y col.,2010).

Sin embargo, actualmente, el diagndstico mas utilizado de estas parasitosis sigue
siendo el conteo de huevos de los parasitos por gramo de materia fecal (hpg) y la
técnica tradicional de cultivo de las heces para obtener las L3 y clasificarlas de
acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas. Este proceso requiere de tiempo y de
entrenamiento especifico del operador, existiendo también diferencias en el desarrollo
de las distintas especies de parasitos en los cultivos, lo que a veces llevaria a
diagnésticos erréneos (Colditz y col., 2002).

El objetivo de este trabajo es validar una técnica basada en una Inmunofluorescencia
directa (IFD) utilizando una aglutinina proveniente del mani marcada con isotiocianato
de fluoresceina (FITC labeled peanut — (PNA)) para diagnosticar de manera rapida
parasitosis gastrointestinales en rumiantes, especificamente para H. contortus en la
especie ovina; y realizar una comparacion de los resultados con la técnica tradicional.

Asi mismo, se pretende sentar un precedente para otros estudios que, a posteriori,
permitan la identificacion de otros géneros y especies.
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B) PLANTEAMIENTO DE TEMA/PROBLEMA

Las infecciones de parasitos gastrointestinales de ovinos generalmente son mixtas y
antes de llevar a cabo un adecuado tratamiento o estrategia de control es necesario un
diagnéstico de la etiologia. Las metodologias actuales para el diagnéstico se basan en
el cultivo de la materia fecal durante 10 a12 dias, seguido de la clasificacion de 100
larvas por caracteristicas morfologicas.

Dichos cultivos  presentan algunos inconvenientes, por ejemplo, la diferente
supervivencia de las especies de larvas(Dobson y col., 1992) y la competencia entre
ellas durante el mismo (Wooster, 1987).Ademas de las cuestiones inherentes al cultivo
fecal, debe recordarse el retardo que implica el mismo y la subjetividad en la
clasificacién taxondémica de las L3, algunas veces con poca concordancia entre los
operadores. Durante ese lapso sigue habiendo cambios de importancia econémica en
la morbilidad y la productividad de los animales infectados.

Debido a lo expuesto anteriormente, sumado a la patogenicidad, a la prevalencia y
abundancia de H. contortus en la region, es que se busca un método de diagndstico
que clasifique las especies o géneros de los huevos en las heces. Esto podria
presentar ventajas de una mayor velocidad de diagndstico y, potencialmente, una
mayor precision que los métodos actuales.

OBJETIVOS

Obijetivo general

Validar una técnica de IFD para la identificacion de huevos del género Haemonchus en
ovinos.

Obijetivos especificos

e Determinar el porcentaje de huevos del género Haemonchus que emiten
fluorescencia al observarlos en el microscopio 6ptico de luz ultravioleta.

e Realizar la técnica de cultivo larvario tradicional y determinar el porcentaje de
larvas pertenecientes al género Haemonchus.

e Comparar resultados obtenidos en ambas técnicas diagnésticas.

e Evaluar ventajas y desventajas de los dos métodos de diagnostico.

HIPOTESIS

La técnica de IFD para la identificacion de parasitosis gastrointestinales producidas por
el género Haemonchus facilita la rapidez en el diagnéstico y sus resultados son
comparables con la técnica de cultivo larvario tradicional.



ESPECIALIDAD EN DIAGNOSTICO VETERINARIO DE LABORATORIO CERUTTI JULIETA

C) DESARROLLO

MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Quincecorderos de 6 meses de edadsituados en la EEA INTA RAFAELA, naturalmente
infectados con nematodesgastrointestinales.

PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS PARASITOLOGICAS

Se realizaron conteos en cdmara de huevos por gramo a través de técnica de Mc
Master modificada (Robert y O ‘Sullivan, 1949) (Figura 2), y se agrup6 la materia fecal
proveniente del total de los animales en 5 pooles.A cada pool se le realizaron 3
repeticiones (designadas como A, B y C) de la técnica de inmunofluorescencia y un
coprocultivo.

Paralelamente se proces6 una muestra de materia fecal de bovinos, parasitados con
otros géneros distintos a Haemonchus que se utilizé como control negativo.

> TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA.(Figuras 3 a 6)

La técnica desarrollada en el presente trabajo consiste en una modificaciéon a la
descripta por Palmer y McCombe(1996), donde utiliza la aglutinina derivada del mani
para la identificacion rapida de huevos de H. contortus en ovejas. Mas tarde el
autorrealizé algunas modificaciones a la técnica (comunicacion personal), tal como se
describe a continuacion:

Se maceraron 2 gramos de materia fecal en 5ml de agua corriente. Dicho macerado se
filtropor cuatro tamices de distintas aberturas de malla (1000pm, 149 um, 88 uymy 37
pgm).Los huevos se recuperaron en el ultimo tamizy se trasvasaroncon solucion
sobresaturada de cloruro de sodio a un tubo de 50 ml para luego colocarlos en un
frasco de cultivo celular y realizarla incubacion del mismo durante 60 minutos en
heladera. Transcurrido el tiempo se eliminé el liquido y se agregd 1 ml de PBS al
frasco para agitar vigorosamente y recolectar todos los huevos adheridos de la pared
del tubo y trasvasarlo a uno de 1,5 ml.

Al material recuperado se le agregdsolucién de formol al 5%para su conservacion.
Luego se centrifugd 5 minutos a 1350 rpm y se removié el sobrenadante hasta dejar
250ul.

Para marcar los huevos con el conjugado,se agrego al material 5 ul de lectina marcada
(FITC labeled peanut, o PNA lectin, Sigma Aldrich, USA), quedando en una dilucion
1:50, y se incubd a temperatura ambiente en la oscuridad 45 a 60 minutos mezclando
regularmente.Se completé con PBS hasta llegar a un volumen de 1,5 ml y se mezclo
por inversién, luego se centrifugé durante 5 minutos a 1350 rpm y se eliminé el
sobrenadante para posterior observacién del sedimento.
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Por cada muestra se examinaron 100 huevos marcados en un microscopio de luz
transmitida y fluorescencia marca Carl Zeiss modelo Axiostar Plus, procediendo al
recuento de aquellos que emitieron fluorescencia. Solo se contabilizaron los huevos
que emitian fluorescencia en toda su superficie y resaltada en su contorno(Umair,
2016).

> TECNICA DE CULTIVO Y RECUPERACION DE LARVAS (Henriksen y
Korsholm, 1983)

Se colocé la materia fecal proveniente de los distintos poolesen recipientes plasticos
con camara humeda y se mantuvieron en cultivo a 25°C durante 12 a 15 dias (Figura
7). Luego de recuperar las larvas se las identificé morfolégicamente por microscopia
Optica, mediante las claves de Van Wyk y Mayhew(2013).

ANALISIS ESTADISTICO

Los conteos de huevos de Haemonchus por IFD, y los recuentos de larvas obtenidas
por coprocultivo fueron expresados en porcentaje. Se establecid la correlacion entre
ambos métodos mediante el coeficiente de correlacién de Pearson, luego de una
simulacion de 1000 repeticiones por el método bootstrap (Efron, 1979). Luego,
tomando las primeras 100 muestras del modelo simulado (IFD y su correspondiente
coprocultivo), se construy6 una curva ROC (Receiver Operating Characteristic curve),
a fin de determinar la exactitud diagnodstica del método. Para ello, se utilizaron los
resultados de coprocultivos como variable clasificatoria, determinando éstos como
“positivos” cuando el porcentaje de L3 de Haemonchus fue superior al 90%, en tanto
los valores de IFD fueron tomados como variable dependiente. Los datos fueron
analizados a través del programa estadistico IBM SPSS ver 22.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la técnica de inmunofluorescencia mostraron en todos los
pooles y en las respectivas repeticiones (A, B y C), en promedio un 89% (Rango:80 —
98%) de fluorescencia, lo cual indica pertenencia al género Haemonchus (Tabla
1)(Figuras8, 9 y 10).

Con respecto a los coprocultivos todos los pooles evidenciaron mas del 90% larvas
pertenecientes al géneroHaemonchus(Figura 11)siendo las restantes del género
Trichostrongylus (Tabla 2).

Al analizar la correlacion de Pearson, se obtuvo un coeficiente de r= 0,16 (p= 0,57);
luego de aplicar el modelo bootstrap se obtuvo un r= 0,11 (p <0,001).

El analisis ROC arrojé un area bajo la curva (AUC) (error estandar), de 0,606 (0,057),
para la mejor combinacion de sensibilidad y especificidad, lo cual implica que, para
este caso, existe un 60% de probabilidad, para la técnica de inmunofluorescencia de
clasificar correctamente el diagndstico realizado con la técnica de coprocultivo.
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Las muestras procedentes de bovinos procesadas como controles negativos, no
evidenciaron huevos fluorescentes y en el coprocultivo no se encontraron L3
deHaemonchusspp.

TABLA 1. HPG promedio de pooles (n=3 muestras por pool) y porcentajes de
huevos fluorescentes en las distintas repeticiones (A,B y C) de la técnica de
inmunofluorescencia.

IDENTIFICACION HPG PORCENTAJE DE HUEVOS
(POOL) PROMEDIO FLUORESCENTES

A B C
1 413 80 90 90
2 450 80 86 90
3 430 85 94 98
4 473 90 85 90
5 493 96 90 86

TABLA 2. Porcentaje de larvas recuperadas en coprocultivos de los distintos
pooles.

IDENTIFICACION Haemonchus Trichostrongylusspp.(%)
(POOL) spp.(%)
1 90 10
2 95 5
3 95 5
4 95 5
5 94 6

D) DISCUSION Y CONCLUSION

La técnica de inmunofluoescencia empleada permitié efectivamente la deteccién de
huevos del género Haemonchus utilizando la aglutinina derivada del mani marcada
con isotiocianato de fluoresceina. Estos resultados son compatibles con autores como
Palmer y McCombe (1996) quienes probaron varias lectinas y observaron que la
aglutinina del mani fue la que mejor resultados ofrecié en cuanto a especificidad con
respecto a éste género parasitario, permitiendo asi su diferenciacion con el resto.

Jurasek y col.(2010), obtuvieron correlaciones finales positivas en muestras obtenidas
en sus ensayos (R?*= 0.72, p<0,001), al mismo tiempodemostraron la pequefia
variabilidad de resultados en operadores que leen la misma muestra. Solo en pocas
muestras obtuvieron correlaciones bajas, al comparar el coprocultivo con la técnica de
inmunofluorescencia y las mismas se atribuyeron a las diferencias de supervivencia y
desarrollo de las larvas durante los coprocultivos y no a fallos de la técnica de
inmunofluorescencia.
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Estudiosrecientesutilizaron dicha aglutinina e incorporaron dentro de sus herramientas
diagnosticas la metodologia para la identificacion de H. contortus dentro de una
poblacidon parasitaria, acelerando la obtenciéon de resultados (Holm y col., 2014). Otros
autores exploraron este método para la identificacion de diferentes estadios
parasitarios, a partir de la union de diferentes lectinas a carbohidratos en las
superficies de adultos, huevos y L3 envainadas y desenvainadas de Teladorsagia
circumcincta y H. contortus. Los mejores resultados fueron los obtenidos con los
huevos, siendo un complemento util para la determinacién de las larvas, pero no de
gran consistencia (Hillrichs y col., 2012). Si bien el objetivodel presente trabajo no
fuediferenciar los distintos estadios, en otros estudios realizados en la Universidad
Catdlica de Coérdoba hemos observado que el estadio larvario también otorgaba
fluorescencia, siendo un posible trabajo para evaluar en un futuro préximo.

Otros trabajos utilizaronsoluciones de azucar para las flotaciones de los huevos
(Jurasek y col.,2010); asi comotambién la purificacion de los mismosluego de tedirlos
a través de flotaciones en percoll (Holm y col., 2014). Este ultimo se utiliza para
separar moléculas por densidad, siendo una buena alternativa a la hora de manejar
muestras de rutina.

Colditz y col. (2002) evaluaron intensidad de la fluorescencia bajo distintas condiciones
y observaron que aumentaba a mayor dosis de lectina y tiempo de
incubacién.Contrariamente, a mayor niumero de huevos y volumen de incubacion, la
intensidad de fluorescencia observada disminuy6. Otros estudios han
evaluadomuestras conteniendo huevos frescos o almacenados antes del
procesamiento a distintas temperaturas y tiempos, observando disminucién de la
fluorescencia a partir de las 48 horasa 4°C y negativizandose tras su congelado
(Umair y col., 2016).

La preservacion de los huevos en formol al 5%luego de su purificaciéon, no interfirio
con la intensidad de fluorescencia, datos que concuerdan condJurasek y col. (2010),
yColditz y col. (2002).

Esta técnica presenta baja subjetividad y podria ser una buena alternativa diagnéstica
por su rapidez parael diagnostico de parasitosis gastrointestinales en ambientes o
épocas donde predominael género Haemonchus, facilitando tomar medidas de control
y/o tratamiento rapidos y eficaces. Posteriormente, otros géneros parasitarios con
diferentes fluorescencias podrian incorporarse, para asi poder contar con un método
rapido de deteccion de, al menos, los géneros mas frecuentes.

En comparacion, la técnica de cultivo larvario requiere de escasos materiales para
llevarla a cabo y los mismos tienen bajo costo, siendo esto una ventaja muy
importante; por otra parte lleva tiempo el desarrollo larvario sin poder modificarse
debido al proceso natural de crecimiento de los parasitos y realizar taxonomia larvaria
requiere de un exhaustivo entrenamientopor parte de los operadores.

El coeficiente de correlacion de Pearson en el presente trabajo fue bajo, mejorando
algo al aplicar métodos de remuestreo. Se podria atribuir esto a las diferencias de
sensibilidad y especificidad de las técnicas estudiadas, no obstante un mayor nimero
de muestras podria mejorar inicialmente los resultados.Esta baja correlacion entre
métodos se vio reflejada en los resultados del analisis de curva ROC.Una posible
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explicacion podria ser que solamente se contabilizaron los huevos fuertemente
tefidos, pudiendo considerar falsos negativos a aquellos que por algin motivo, no
reflejaron la intensidad deseada. Tal vez ajustes en la técnica para incrementar la
fluorescencia puedan aumentar la sensibilidad.La adicion de controles positivos, a
partir de monocultivos especificos de H. contortus, también agregaria precision a la
misma.

En conclusion, de acuerdo a los estudios realizados, la técnica de inmunofluorescencia
podria ser valida en nuestro medio para el diagndstico de parasitos del género
Haemonchus. No obstante su comparacion con la técnica de referencia hasta el
momento, el coprocultivo, no arrojo resultados comparables, debiendo ser necesarios
mas ensayos de este tipo para su puesta a punto en forma definitiva.

Figura 1. Ejemplares adultos de H. contortus.
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Figura 2. Camara de Mc Master.

Figura 3. Filtrado de la materia fecal y agua con tamices.
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Figura 4. Recuperacion del material retenido en el ultimo tamiz.
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Figura 6. Huevos del género Haemonchus visualizados con fuente de luz
ultravioleta.

Figura 7. Recipientes plasticos para cultivo y camara.
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Figura 8. Las flechas indican huevos del géneroHaemonchus. Imagen con fuente
de luz blanca (izquierda) y fuente de luz ultravioleta (derecha).

Figura 9. Huevos del género Haemonchus. Imagen con fuente de luz blanca.

/
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Figura 10. Huevos del género Haemonchus. Imagen con fuente de luz
ultravioleta.

Figura 11. Larvas 3 del género Haemonchus.
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