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RESUMEN

Diagnéstico cuantitativo por coproantigenos en bovinos con fasciolosis y
desparasitados.

El objetivo del trabajo fue diagnosticar cuantitativamente los coproantigenos de F.
hepatica en bovinos tratados con diferentes dosis de closantel, en el periodo
prepatente y patente de la infeccién, durante 13 meses. El estudio abarcé de julio
de 2004 a julio del 2005; cada 28 dias se realizd el muestreo de heces, el ELISA
de captura y la técnica de sedimentacion. Se calculé la concentracion de
antigenos en heces positivas a fasciolosis y se determiné un rango de 0.01 a 26
ug/mL. Al inicio del trabajo, la concentracion promedio fue de 4.04 £ 1.22 ug/mL y
de 18.5 hpg, después de la segunda aplicacion, la concentracién de
coproantigenos fue de 17.811 £ 2.62 y 0 huevos, después de la tercera aplicacion
la concentracion de coproantigenos fue de 1.08 + 0.96 ug/mL y 0 hpg. La dosis .de
closantel que presentd un mayor efecto en la cinética de excrecion de huevos, fue
de 7.5 mg/kg en julio y de 5 mg/kg en diciembre. En el primer semestre del estudio
(julio-diciembre) se encontrdé una correlacion positiva de 0.9428 (p=0.0048) entre
la concentracién de coproantigenos en heces y la cantidad de huevos, mientras
que en el segundo semestre (enero-julio) no se observd correlacion entre ambos
parametros. Bajo las condiciones de este experimento, se concluye que se logro
diagnosticar cuantitativamente la fasciolosis en bovinos infectados, reinfectados de

manera natural, y tratados con closantel durante los 13 meses de estudio.

Palabras clave: Fasciola hepatica, ELISA, coproantigenos, diagndstico
cuantitativo, closantel.
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ABSTRACT

Quantitative coproantigen diagnosis for dewormed bovines infected with

fasciolosis

The goal of this study was to make a quantitative coproantigen diagnosis of F.
hepatica in bovines treated with different doses of closantel, in the prepatent and
patent periods of the infection, during 13 months. The study was conducted
between July 2004 and July 2005; the feces sampling, ELISA capture test and
sedimentation technique were carried out every 28 days. The antigen
concentration in feces positive to fasciolosis was calculated and a range of 0.01 to
26 ug/mL was determined. At the onset of the study, the average concentration
was 4.04 + 1.22 ug/mL and 18.5 epg. After the second application, the
coproantigen concentration was 17.811 + 2.62 and O eggs. After the third
application, the coproantigen concentration was 1.08 + 0.96 pg/mL and 0 epg. The
dosis of closantel having the best effect to reduce faecal egg was 7.5 mg/Kg in
July, whereas in December it was 5 mg/Kg. During the first semester of the study
(July-December), a positive correlation of 0.9428 (p=0.0048) between the
coproantigen concentration in feces and the quantity of eggs was found. During the
second semester (January-July), no correlation between both parameters was
observed. Under the conditions of this experiment, it can be concluded that it was
possible to accomplish a quantitative fasciolosis diagnosis in bovines which were
infected, reinfected naturally, and treated with closantel during the thirteen months

of study.

Key words: Fasciola hepatica, ELISA, coproantigens, quantitative diagnosis,

closantel.



1. INTRODUCCION

1.1. Presentacion del problema a investigar

La fasciolosis es una de las enfermedades parasitarias mas importantes
dentro de los sistemas de produccion pecuaria. Las pérdidas econdmicas abarcan
desde el decomiso de higados, canales de mala calidad, bajo rendimiento en
produccion de leche y/o carne, ademas de mayor susceptibilidad a otras
enfermedades. En nuestro pais, esta parasitosis se presenta en la mayor parte de
los estados, con excepcion de la regién peninsular. Bajo estas circunstancias,
necesitamos plantear esquemas de control sanitario, tomando en cuenta el tipo de
explotacion, datos meteorolégicos del lugar, ademas de contar con técnicas de
diagnostico que nos permitan detectar la infeccion desde la fase temprana, pero
que también permitan manipular grandes cantidades de muestras en poco tiempo.
En base al diagndstico oportuno, y la administracion del tratamiento
quimioterapéutico, es posible el control de la parasitosis, asi como evitar la
contaminacion de mas praderas, ademas de romper el ciclo biolégico del
trematodo. En este estudio, abordamos el tema de diagnoéstico, utilizando un
ELISA para coproantigenos; también se pretende evaluar la eficacia de diferentes
dosis de un antiparasitario, medida a través de la presencia de huevos y la
concentracion de coproantigenos en diferentes tiempos, abarcando dos semestres
de estudio, el primero de julio a diciembre del 2004, y el segundo de enero a julio
del 2005.



1.2. Antecedentes sobre fasciolosis

La fasciolosis es una enfermedad parasitaria, generalmente causada por el
trematodo Fasciola hepatica. No obstante, existen otros trematodos, como
Fasciola gigantic, que infectan mamiferos en algunas partes de Africa y Medio
Oriente. Fascioloides magna infecta a ciervos y animales domésticos en América
del norte. Fasciola buski parasita en cerdos y humanos en el Oriente. El trematodo
mas estudiado ha sido F. hepatica debido a su impacto en la salud de los animales
domésticos y humanos'. Se localiza principalmente en higado y conductos
biliares, aunque de forma errante, se ha encontrado en pulmones y utero. Afecta
tanto a animales silvestres como domésticos: ovejas, cabras, vacas, gamos,
asnos, caballos, cerdos, jabalies, conejos, liebres, castor, coipo, elefante, perros,

gato, canguro y al ser humano. % 3*

Este helminto hermafrodita tiene forma de hoja y es aplanado
dorsoventralmente; llega a medir hasta 5 cm de largo por 1.5 cm de ancho. Posee
dos ventosas (la ventral mas grande que la oral), y un proceso conico en su
extremo anterior donde se encuentra la boca; son de color grisaceo, y la cuticula

esta cubierta de espinas dirigidas hacia atras®*.
1.2.1. Ciclo biolégico de F. hepatica

En el ciclo biolégico de F. hepatica, los huevos pasan de la vesicula biliar al
intestino y salen con las heces; en condiciones Optimas, a una temperatura de
26°C y un medio hidrico, eclosiona una larva ciliada llamada miracidio en 10 6 12
dias. El huevo, mide de 130-150 um por 63-90 um, no esta embrionado cuando es
eliminado, ademas debe estar limpio de heces, y el rompimiento debe ser en el

lodo o en el agua para que el miracidio pueda nadar hasta un molusco de los



géneros Lymnaea, Fossaria o Pseudosuccinea, antes de las 24 horas, penetrar en

él y continuar su desarrollo®°.

Durante el proceso de penetracion al molusco, el miracidio pierde la
cubierta ciliada y da lugar al esporocisto joven; el cual crece en el sistema
digestivo del caracol y da origen a un gran numero de redias, que posteriormente
se trasladan al hepatopancreas. A los 15 dias existe una generacién de redias,
pero cuando las condiciones ambientales son desfavorables, (falta de humedad,
temperaturas congelantes o muy elevadas) el molusco hiberna, entonces, el
esporocito puede formar dos o tres generaciones de redias hijas, que llegaran a la

fase de cercarias®.

Las cercarias abandonan el hepatopancreas, pasan al intestino posterior del
caracol, y son expulsadas al exterior. Cuando las condiciones de temperatura y
humedad son 6ptimas, el tiempo desde la penetracion del miracidio hasta que es
expulsada la cercaria, es de 5 semanas. La cercaria nada un par de horas hasta
encontrar una superficie firme y se fija a las hierbas, plantas acuaticas, o debajo
del nivel del agua, e inmediatamente pierde la cola, se enquista y se transforma en

metacercaria®.

Para que la metacercaria pueda infectar a un huésped definitivo
(vertebrado), debe transcurrir minimo de 2 a 3 dias después de haberse
enquistado; los hospederos definitivos como los bovinos, los ovinos, los caballos,
por mencionar solo algunos, la ingieren con las plantas o en el agua. El proceso
de desenquistamiento empieza en el rumen, con las condiciones adecuadas de
alta temperatura (39 °C), concentraciones elevadas de dioxido de carbono, y un
ambiente reductor; la emergencia de la adolecercaria de F. hepatica ocurre en el
intestino, por estimulo de la bilis y del propio parasito. El trematodo recién
desenquistado es capaz de penetrar la mucosa intestinal después de 1-2 horas y

se puede encontrar en la cavidad abdominal después de 9 horas de



haber sido ingerida; el periodo errante en dicha cavidad es de 6 dias,
posteriormente atraviesa la capsula hepatica, para migrar al parénquima hepatico.
Aproximadamente a la semana 7 post-infeccion, penetra en los conductos biliares,
después de 4 semanas alcanza la madurez sexual, y entre la semana 8 en ovinos,

y 12 en bovinos, aparecen los primeros huevos en la bilis y después, en heces.? 3°

Huevo

i

Metacercaria o h
encapsulada J_}#
= ~
7 ﬁi‘:

Caracol

Esporocisto

Figura 1. Ciclo de vida de Fasciola hepatica®



1.2.2. Epidemiologia de la fasciolosis

La fasciolosis se presenta en regiones con climas templados, calidos 6
tropicales; desde el nivel del mar hasta cerca de los 3000 msnm. En animales que
habitan tierras poco drenadas, alrededor de zanjas, diques en el campo, junto a
los bebederos, filtracion de fuentes y desagues, lugares humedos, en agua l6tica y
léntica pero limpia; asi como en suelos con pH ligeramente acidos®. Los estados
con mayor prevalencia son Hidalgo, Tabasco, Estado de México, Michoacan y
Veracruz (73-100%). Los estados que reportan de 31 a 70% de prevalencia son
Guanajuato, Tlaxcala, Morelos, Puebla, Jalisco, Durango, Aguascalientes,
Oaxaca; mientras que los estados con el porcentaje mas bajo (2 al 21.5%) son:
Sonora, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Tamaulipas, Zacatecas y San Luis Potosi.
No se reporta en los estados de Yucatan, Quintana Roo, parte de Campeche y
Baja California Sur, que tienen suelos arenosos, que permiten la infiltracion del

agua, y suelos calcareos que tienden a tener pH basico.*
1.2.3. Impacto econémico de la fasciolosis

La fasciolosis provoca pérdidas econdmicas, las especies mas afectadas en
nuestro pais son los bovinos y los ovinos*. Estas pérdidas se clasifican en directas
e indirectas. La primera se relaciona con la mortalidad, debido a infecciones
masivas en animales jovenes, decomiso parcial y total de higados; asi como baja
resistencia a otras enfermedades®’. Las pérdidas indirectas se clasifican en baja
produccion, mala calidad de la leche; baja tasa de crecimiento, mala conversién
alimenticia, trastornos reproductivos y mala calidad de la canal. Genicot et al.,®
calcularon que un bovino pierde 23.5 Kg en 75 dias, mientras que Ross® menciona
una disminucién de la eficacia, en ganado productor de leche y carne del 8% en
infecciones leves, y mas del 20% en las graves, como consecuencia de ésta
parasitosis. Castellanos et al.,"® determinaron la frecuencia de fasciolosis en

bovinos sacrificados en las plantas Tipo Inspeccion Federal (TIF) de



los afios 1979-1987, el total de animales sacrificados en las 14 plantas TIF durante
el periodo de estudio fue de 5,794,466 animales, mientras que el total de higados
decomisados fue de 424,009. El estado de Tabasco tuvo el mayor porcentaje de
decomisos de higado (86.69%), mientras que el porcentaje promedio general por
estado y ario fue de 7.31%. Posteriormente, Rangel et al., ® estudio los datos de el
Frigorifico y Empacadora de Tabasco S.A. de enero de 1988 a abril de 1989; de
un total de 211,700 higados de bovinos, fueron decomisados 41,701 higados, lo
que significé una pérdida de 250,206 kg, con un peso promedio de 6 kg/higado y
una prevalencia de 19.70%. En un anlisis realizado por Encinas et al.,” con la
informacion del Rastro de Ferreria en la ciudad de México del afio 1977 al 1987
reportaron, que el decomiso de higado representd 5.19% del total de sacrificio,
con un peso promedio de 7 kg/higado, lo cual representd 763,889 kg. Por otra
parte, Palacios'!, en Compostela Nayarit, determiné la prevalencia y calculd las
pérdidas economicas en higados decomisados en un periodo de enero a
diciembre de 1997; encontré 85 bovinos positivos a F. hepatica, de un total de
1,657 animales sacrificados durante el ano; la prevalencia anual fue de 5.1%, los
mas afectados fueron los bovinos adultos mayores de 36 meses de edad, y con
respecto al sexo, las hembras fueron las mas afectadas, por otra parte, el peso
total de higados decomisados en el rastro durante el periodo de estudio fue de
63,490 kg.

1.3. Inmunologia

1.3.1. Respuesta inmune en bovinos a la fasciolosis

El sistema inmune defiende al cuerpo contra virus, bacterias, hongos,
protozoarios, helmintos y otros agentes extrafios. De esta forma, los mecanismos
de defensa se dividen en: i) una rapida respuesta conocida como sistema inmune
innato y ii) una lenta, especifica y alta respuesta llamada sistema inmune

adquirido’. Hasta hace unos afios, se pensaba que los mecanismos



del desarrollo y expresion inmune eran igual en todos los mamiferos; actualmente,
algunos estudios comparativos han mostrado que el sistema inmune de varias
especies es similar, pero no idéntico. Las principales diferencias se encontraron en
la expresion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase

Il, diferenciacién de leucocitos y la composicidn del sistema inmune'?.

En muchas infecciones se combinan la respuesta inflamatoria con la
respuesta de anticuerpos, ademas se puede tener una gran variedad en los
patrones de citocinas para tener una respuesta a Th1 o Th2'3. El parasito interfiere
con la fisiologia del huésped, produciendo una serie de alteraciones que en
conjunto conforman la enfermedad; por su parte, el huésped utiliza los
mecanismos de la respuesta inmune para combatir al parasito. Dicha respuesta es
el resultado de la compleja interdependencia de los procesos inmunolégicos™.
Cuando la metacercaria de F. hepatica penetra la pared intestinal de su
hospedero, después de haber sido ingerida, y migra hacia el higado por via
peritoneal, los macréfagos son reclutados por una activacién alternativa (AAMeo)
en la cavidad abdominal, antes de 24 horas pos-infeccion. El reclutamiento puede
ser inducido por moléculas que son secretadas por el parasito, uno de los cuales
ha sido identificado como un antioxidante tioredoxin peroxidasa (TPx). También se
ha observado una elevada cantidad de antigenos del tegumento y glicdcalix
externo, que son podrian estar involucrados en la activacion de macrofagos

(respuesta a Th2)'*"°

En bovinos se encuentran las siguientes clase de anticuerpos: IgE, IgA, IgG
e IgM y son capaces de mostrar una respuesta inmune protectora contra la
infeccion'®. Alcala,’” menciona que de la 2da a la 3ra semana pos-infeccién (spi),
aparece IgM y en menor grado IgG, de la 3ra a la 5ta spi empieza a aumentar la
IgG, pero de la 5ta a la 6ta spi disminuye, posteriormente de la 7ma a la 12va spi,
aumenta la IgG1 y aparece la IgA junto con los signos clinicos, aparecen linfocitos,

nuevamente macrofagos, eosindfilos, células cebadas vy



células plasmaticas, que estan clasificadas como una respuesta inmune a los
parasitos adultos. Ortiz et al.,'® observaron, que el ganado expuesto a infeccién
natural desarrolla una respuesta significativa de 1gG, y que la fluctuaciéon de los
anticuerpos en ganado adulto refleja la intensidad de la infeccion. En infecciones
cronicas han encontrado que predomina el isotipo IgG1, mientras que la respuesta
de IgG2 es muy baja o esta ausente '*%. La respuesta reguladora del isotipo IgG1,

esta determinada por la interleucina 4 (IL-4) %%

, mientras que una respuesta a
IgG2 se asocia a la produccion de interferén gamma (IFN-y)'®. En bovinos con
infeccion primaria, muestran una respuesta temprana de linfocitos, con una
produccion de IFN-y en respuesta a los antigenos del paré\sito22 este grupo de
investigadores plantean un funcionamiento dicotémico Th1/Th2, la detecciéon de
IFN-y en etapas tempranas de la infeccion y su ausencia en la etapa cronica,
pueden indicar una respuesta de polarizacién como progreso de la infeccion del

parasito.
1.3.2 Resistencia a la infeccion

Muchas especies de mamiferos pueden ser infectadas por F. hepatica, pero
existe variacion en el grado de susceptibilidad a la infeccion, y la habilidad para
adquirir resistencia. De acuerdo a esto, se han clasificado tres grupos:

1. Menor resistencia, presenta alta productividad parasitaria y una marcada
patogenicidad, es el caso de borregos, ratones y Iagomorfos.16
2. Resistencia moderada, tiene una reaccidén de retraso ante el proceso de

implantacion en el higado, por ejemplo en humanos, bovinos, équidos, y

ratas.>®
3. Mayor resistencia, existe una reaccion rapida frente al parasito, evitando su

desarrollo como en el cerdo, jabali, perro, gato y cricetos.’

Existen otros factores, como la edad, por ejemplo las vaquillas son mas

susceptibles a la infeccidon primaria que un animal adulto. Howell et



al.,!

observaron que los animales desarrollan resistencia a las 12 semanas,
después de una infeccion primaria, expresandose como una reaccion de
“autocuracion”, expulsando parasitos 8 semanas mas tarde; a las 18 — 26
semanas pos-infeccion se manifiesta resistencia a los estadios juveniles. Una
caracteristica definitiva de la patogénesis de esta infeccién es la elevacion de
citocinas Th2, como consecuencia de elevados niveles de prolina en suero y
fibrosis en el higado, ' junto con hiperplasia y calcificacion de los ductos biliares?

como resultado, los trematodos disminuyen en tamafio.??
1.3.3. Antigenos de Fasciola hepatica

El objetivo de estudiar los antigenos del parasito es para entender la
respuesta inmune del huésped a la infeccidn, obtener alguna molécula candidata
para vacuna y obtener moléculas que sean utiles en el diagnéstico. Para éste fin,
es necesario conocer los cambios por los que atraviesa el trematodo hasta llegar a
su madurez. Durante el trayecto que hace el trematodo para llegar a los ductos
biliares, sufre una serie de cambios morfologicos y fisiologicos, uno de los mas
importantes es el que ocurre en el tegumento y glicocalix. La fasciola recién
desenquistada tiene solo un tipo de células tegumentarias, Tipo 0, que secretan
granulos. Durante la migracién hacia el higado, las células Tipo 0 sufren una
metamorfosis a células Tipo 1 y comienzan a secretar granulos T1. Las células
Tipo 2 de los adultos se originan de diferentes células embrionarias en el
parénquima de 2 — 3 dias pos-infeccion, pero no liberan los granulos T2, solo
hasta que penetran los ductos biliares. Los granulos TO y T1 antigénicamente son
similares, pero son diferentes antigénicamente con los granulos T2. Se cree que la
rapidez con que muda el trematodo, es una forma de evadir la respuesta inmune

de su huésped.?

El sistema digestivo también experimenta cambios durante la migracion y

maduracion.  Inicialmente, las células del tracto digestivo parecen



tener solo la funcidn de secretar, y morfologicamente son diferentes a las de los
adultos. En los estadios recién desenquistados, sus células intestinales tienen
pocas cantidades de granulos secretores, aparato de Golgi Reticulo
Endoplasmico. Después de 24 horas pos-infeccion, cuando la F. hepatica se
encuentra en la cavidad abdominal, las células cecales comienzan su funcién de
absorcion, aunque su funcién primaria es la secrecion. Hasta que la adole-F.
hepatica atraviesa la capsula hepatica, se puede observar el cambio morfoldgico

de las células del intestino.?*

Los antigenos parasitarios pueden ser proteinas, glicoproteinas,
polisacaridos, lipo-proteinas, y lipo-polisacaridos.’® Milligen et al.,?® identificaron
antigenos de estadios recién desenquistados de 100, 65, 30 — 40, 14 y 12 kDa, y
proponen a la proteina de 32 kDa para desarrollar una vacuna contra F. hepatica.
Los estudios sobre antigenos de excrecion/secrecion en adultos, permitieron
identificar los del contenido del intestino, células epiteliales del utero, del ducto
excretor, asi como células de la espermatogénesis, el primer grupo de antigenos
tienen un peso molecular de 10-25 kDa y el segundo grupo de 100-500 kDa.?*.
Sampaio et al.,?® reconocieron antigenos de E/S en estadios adultos, dos
moléculas, una de 25 y otra de 27 kDa, ademas de otras 3 moléculas de 12.4,
16.4 y 19.4 kDa reconocidas durante la fase aguda de la infeccién en humanos. El
polipéptido de 27 kDa también es reportado por Irving et al.,?’ para F. hepatica
juveniles. Otro grupo de moléculas de 37 -57 kDa y de 63 —-116 kDa, fueron
reconocidas en suero de pacientes con infeccion en fase aguda, pero presentaron
reaccion cruzada con otros parasitos.?® Por otra parte, Rivera et al.,”® identificaron

componentes antigénicos en fasciolosis temprana con pesos de 150 -160 KDa.
Otros indicadores quimicos en el plasma, de una fasciolosis aguda en

bovinos, son la presencia de la actividad enzimatica de la glutamato

deshidrogenasa (GLDH) y la gamma-glutamil transferasa (yGT). El incremento en
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la actividad de GLDH indica severos dafos en el parénquima del higado, necrosis

causada por la migracion de estadios juveniles de F. hepatica,'®?°

mientras que la
actividad de yGT refleja el dafio celular de los ductos biliares al migrar los
trematodos a través de ellos.” Algunos otros antigenos que han mostrado tener
un potencial inmunoprofilactico contra la fasciolosis son la proteinas ligadas a
acido grasos (FABP), la glutation S-transferasa (GST), las proteasas catepsinas L
(catL), la aminopeptidasa de leucina (LAP), las saponinas (SAP2),* y algunas
otras enzimas como la B-galactosidasa, la p-N-acetilhexosaminidasa y la B-

glucosidasa.*'

1.4. Diagnéstico

El método parasitolégico tradicionalmente utilizado es el analisis
coproparasitoscopico por sedimentacion, que permite demostrar de manera
directa la presencia de huevos del parasito cuando la infeccion esta establecida.
En bovinos al realizar solo un examen se tiene una sensibilidad del 70%, mientras
que en ovinos es del 62 - 70%; al efectuar tres examenes con la misma muestra,
aumenta su sensibilidad a 93% en bovinos y 97% en ovinos®, pero se invierte
mas tiempo. Otras técnicas como el ultrasonido, la resonancia magnética y la
tomografia computarizada, resultan poco practicas en grandes animales; la biopsia
tiene un costo elevado; mientras que la hipereosinofilia es poco precisa, ya que
puede ser el resultado de una infeccibn por nematodos e incluso por
ectoparasitos. En anos recientes, los métodos seroldgicos se han implementado,
debido a que permiten la deteccion temprana de la infeccion y la identificacion de
infecciones subclinicas, por su alta sensibilidad, ademas que permiten examinar
una mayor cantidad de muestras en un lapso corto de tiempo (Cuadro 1). Entre las
pruebas seroldgicas utilizadas se encuentran las siguientes:

o Reacciones de precipitacion: doble inmunodifusion en gel de agar (DID) en
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una o doble dimensiones, inmunoelectroforesis (IE),
contrainmunoelectroforesis (CIE). La sensibilidad de estas técnicas es baja
comparada con otras pruebas serolc’>gicas.33

Reacciones de aglutinacion: aglutinacion en latex (AL), floculacién con
bentonita (FB), hemoaglutinacion indirecta o pasiva (HA).*?

Fijacion del complemento (FC), que suele presentar un numero elevado de
reacciones falsas positivas.*

Inmunofluorescencia: inmunofluorescencia indirecta (IFl), Prueba de
anticuerpos fluorescentes con antigeno soluble (SAFA).*

Pruebas inmunoenzimaticas, para obtener una mayor sensibilidad vy
especificidad en la realizacion del ELISA, es recomendable utilizar
antigenos de Excrecion/Secrecion (E/S) que tienen un menor numero de
componentes o son antigenos purificados. Otras modalidades del ELISA
son Dot-ELISA o ELISA en mancha y Difusién en gel ELISA (DIG-ELISA)
en las que las lecturas se realizan directamente en forma visual.'®3 Existe
otro tipo de clasificacion de los ELISA en funcion del reactivo marcado y de
la finalidad para el que sea utilizado; si se tienen anticuerpos marcados, se
encuentran ELISA Directo (D), Indirecto(l), doble sandwich de anticuerpos
(DAS), indirecto doble sandwich de anticuerpos (IDAS). Si, se tienen
antigenos marcados se tiene ELISA Competitivo (C).*

Western blot, por medio de ésta técnica se identifican moléculas que
podran ser utilizadas para realizar un diagnostico preciso, o moléculas

candidatas para vacunas.**
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Cuadro 1. Técnicas utilizadas en el diagndstico de F. hepatica

TECNICA ESPECIE MUESTRA S% E% AUTOR
Intradermoreaccion Bovinos Inoculfuc‘;ﬁg enel  NR NR Lebrija et al .,%
Ultrasonido,
resonancia Gonzalo-
magnética y Bovinos - NR NR Orden et al.. 3®
tomografia v
computarizada
Biopsia Ovinos Higado NR NR Scherer et al.,*
Hipereosinofilia Humanos - NR NR Magnaval, 421
Perler et al .,
Caballos
Aspiracion de bilis Bovinos Bilis 98 NR Braun et al.,*?
PCR Fossaria . 100 99.2 Kaplan et al,,*
cubensis
. 44
o o Somodd
Sedimentacion Bovinos Heces 83.3% NR 45
o Anderson et al .,
66.7 100 Braun et al . 2
68" NR .
DOT Bovinos Ac en suero 82 90 Maisonnave*®
DIG Bovinos Ac en suero 97.5 80 Ibarra et al.,*’
Indirecta Ovinos Ag en suero 100 100 Mezo et al .,*
Doble Ac  Ovinos Ag en suero 86.6 100 Almazan et al.,*°
Sandwich  Ovinos Ag en suero 86 100  Séanchez-Andrade et al.,
- Equinos Ag en suero 857  97.4 Vargas et al.,”’
ELISA - Humanos Ag en suero 95 97 Silva et al.,*
Doble Ac Ovinos Ag en heces 93.3 100 Almazan et al.,*®
- Bovinos Ac en leche 95 98.2 Reichel et al.,*
Western blot Bovinos Ag en suero 90 100 Gorman et al.,*

(1) sodlo una cuantificacién de huevos

(3) cuantificacion de huevo
NR, no reportado
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1.5. Quimioterapia

Realizar un diagnéstico temprano, confiable y asociarlo a tratamiento
quimioterapeutico, puede permitir controlar adecuadamente la fasciolosis. En la
actualidad, el uso de fasciolicidas, es el método mas practico para su control. Es
importante entender el modo de accion de los antihelminticos, asi como la forma
de utilizarlos durante un brote de fasciolosis; ademas de realizar la medicacion
estratégica, para prevenir la enfermedad clinica, y por consecuencia reducir la

produccion de huevos de F. hepatica e interrumpir el ciclo de vida del paré\sito.16

Inicialmente se utilizaron algunos productos naturales como el extracto de
helecho® para el control de la fasciolosis. En la actualidad, los fasciolicidas mas
empleados se encuentran dentro de cinco grupos:

1. Fenoles halogenados (biotinol, niclofolan, nitroxinil), compuestos lipofilicos
capaces de acarrear iones, particularmente K* y cruzar la membrana.
Inhiben ciertas enzimas de la via fosfoenolpiruvato a propionato®. Afectan
el sistema reproductivo, en especial los testiculos.®

2. Salicilanidas (closantel, oxiclozanide, rafoxanide), actua como un
desacoplador en la oxidacion fosforilativa, estimulan el consumo de
oxigeno, incrementan la respiracion e incrementan la proporcion
oxaloacetato:malato, disminuyen la sintesis de ATP y el pH del tegumento,
ademas bajan el potencial de membrana. Ocasionan dafo en las células
vitelinas, y afectan la espermatogenésis.®>°

3. Bencimidazoles (triclabendazol, albendazol, mebendazol): tienen efecto en

Fasciolas adultas e inmaduras, causan despolimerizacién de microtubulos,

inhibiendo la divisidn mitotica durante la espermatogénesis. Afectan el

tegumento, las células vitelinas y los testiculos.>>*°
4. Sulfonamidas: (clorsulén), actuan en la glucdlisis, via principal de la
fasciola para producir energia. Inhiben las enzimas glicoliticas 3-

fosfogliceratasa, fosfogliceratomutasa y la
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ruta de Emden-Meyerhoff, por lo cual se interrumpe la utilizacién de glucosa
y formacion de acetato propionato®. Provocan una supresion gradual de la
motilidad y dafio en el tegumento.56

5. Fenoxialcanos (diamfenetide), actuan mejor sobre formas inmaduras que
en las formas maduras de F. hepatica. Causan cambios internos en los
niveles idnicos e inducen una rapida paralisis flacida, provocan danos en el
tegumento asi como el intestino. La inhibicidon de la sintesis de proteinas,
puede explicar el modo de accién de estos fasciolicidas, ya que las formas
juveniles son mas activas en la fase de crecimiento y diferenciacion, por lo
que requieren una mayor produccion de cuerpos secretores en el
tegumento y cambiar el glicécalix que les dara proteccidbn contra su

hospedero en la fase adulta.> (figura 2).

El closantel, tiene una estructura quimica que consiste en un anillo acido
salicilico y un anillo anilido, junto con un grupo lipofilico. Es un compuesto,
acido débil (pKa= 4.28), pero es altamente liposoluble (log P= 7.15, n-
octanol/amortiguador pH 6.98); tiene un peso molecular de 663.07 Da. Se
encuentra principalmente en el plasma, y tiene una pobre distribucion en los
tejidos; es excretado principalmente en heces.’” Tiene efecto fasciolicida contra
estadios adultos y juveniles de 6-8 semanas de edad. No es efectivo en etapas
inmaduras menores de 6 semanas®. Su accién antihelmintica es rapida,
matando a los estadios adultos en 24 a 48 horas después de administrarlo®®.
Tiene una vida media en el plasma de 14.5 dias.*® Debido a su efecto
acidificante sobre el tegumento, afecta la motilidad, e interfiere con la sintesis
de ATP;? al afectar el gradiente electroquimico de membranas del musculo y
del tegumento, se pueden afectar otros fenbmenos, por ejemplo, se menciona

gque actua como agente desacoplante en la fosforilacion oxidativa.®’
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1.6. Justificacion

En la mayor parte de los estados de México, se puede encontrar el
problema de fasciolosis en las explotaciones pecuarias. Como consecuencia, se
tienen pérdidas econdmicas debido al decomiso de higados, muerte de animales
por una carga parasitaria elevada, asi como el bajo rendimiento en produccion de
carne y leche. Es necesario disponer de técnicas de diagnodstico que sean rapidas,
permitan manipular grandes cantidades de muestras, y que durante las tomas de
muestras no estresen a los animales. El ELISA de captura para coproantigenos,
tiene ésas caracteristicas, logra detectar la fasciolosis desde la etapa prepatente
en bovinos que se encuentran en pastoreo, en una zona donde se ha encontrado
una alta prevalencia en caracoles,®® como lo es Chapa de Mota, estado de México.
Una ventaja adicional de utilizar ésta técnica, es que probablemente nos permita
monitorear el tratamiento quimioterapéutico, a través de la deteccion de la cinética
de antigenos en heces, ya que cuando se realiza la evaluacion a través de la
técnica de sedimentacion, sélo se diagndstica la etapa patente, mientras que con
el inmunoensayo, se puede medir la presencia de los estadios que todavia no
producen huevos, pero que ya se encuentran en los ductos biliares y son
sensibles a la quimioterapia. Por otra parte, los estudios semestrales, permiten
detectar los momentos de mayor riesgo de reinfeccion, y con base en éstos,
plantear un esquema de control quimioterapéutico, con la dosis y vias de

administracion adecuadas para la region.
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1.7. Hipétesis general

La cuantificacion de coproantigenos permiten diagnosticar mas del 90% de las

muestras positivas a F. hepatica en el periodo prepatente y patente.

1.7.1. Hipotesis especificas

1. Las dosis altas de closantel, administradas por via oral e intramuscular,
reducen en mayor grado la concentracion de coproantigenos y la cantidad

de huevos en comparacion a dosis menores en ganado con fasciolosis.

1.8. Objetivo general

Diagnosticar cuantitativamente los coproantigenos y los huevos de F. hepatica en
bovinos, tratados con diferentes dosis de closantel, en el periodo prepatente y

patente de la infeccién.

1.8.1. Objetivos especificos

1. Estandarizar el ELISA para coproantigenos para conocer Ila

concentracion de antigenos en heces de bovinos positivos a F. hepatica.

2. Diagnosticar mediante coproantigenos la fasciolosis en bovinos
infectados y reinfectados de manera natural, asi como desparasitados, en

un tiempo de 13 meses.

3. Determinar el efecto del closantel en dos dosis y dos vias de
administracion en la concentracion de coproantigenos y la cinética de

excrecion de huevos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Localizacion

Una parte del experimento se realizdé en bovinos de un rancho situado en
los alrededores del poblado de Chapa de Mota, Estado de México. El municipio se
localiza al noroeste del Estado de México, sus coordenadas geograficas son 19°
43’ 57” longitud oeste, 99° 25’ 13”latitud norte. Se encuentra a una altitud de 2,750
metros sobre el nivel del mar. Tiene un clima que se clasifica como templado
subhumedo con lluvias en verano, presentando una temperatura promedio anual
que oscila entre los 14.6°C®. En la figura 3, se puede apreciar la distribucion de
las lluvias y la temperatura.®® Dicho rancho esta situado en una zona de

prevalencia alta de caracoles infectados por F. hepatica64

La otra parte del experimento se realizO en bovinos pertenecientes al
Centro de Ensenanza, Practica e Investigacion en Produccién y Salud Animal de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, se encuentra en el
kilometro 28.5 de la carretera federal México — Cuernavaca, a 19° 08’ 30” longitud
oeste y 99° 12’ 02” latitud norte, a una altura de 2,670 metros sobre el nivel del
mar, el clima de la region corresponde a templado subhumedo con lluvias en
verano de mayor humedad, la temperatura promedio anual es de 11.4 °C y en la
figura 4 se observa la distribucion de la temperatura y precipitacion a través del
afi0.%® Los animales de dicho centro estan libres de F. hepatica.
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2.2. Animales

Se emplearon 49 cabezas de ganado vacuno localizados en un rancho de
los alrededores de Chapa de Mota, hembras y machos adultos, cruza de razas
europeas con cebu, con pesos que oscilaban entre 300 y 400 kg. El manejo
zootécnico consistia en pastoreo extensivo diurno en praderas naturales, con
acceso a fuentes de agua contaminadas con caracoles del género Lymnea. Por la
noche eran sometidos a estabulacién, donde les proporcionaban de 1 a 2 kg de
concentrado y/o rastrojo de maiz con melaza. Algunas de las hembras se les
ordefiaban, y no se les administraba periodicamente algun desparasitante. Previo
examen coprologico, por la técnica de sedimentacion®’, se diagndstico la
presencia de huevos de F. hepatica con un rango de 1 a 105 huevos en 5 g de
heces (hpg).

Por otra parte, se utilizaron las heces de 12 vacas de raza holstein,
localizadas en el Centro de Ensefanza, Practica e Investigacién en Produccion y
Salud Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM en
Topilejo, D.F. Estos animales libres de F. hepatica se utilizaron para estandarizar
el ELISA para coproantigenos. Su alimentacion fue a base de concentrado con

forraje de corte.

En el tratamiento quimioterapéutico, se administré *closantil 5%, solucion
inyectable subcutanea (closantel 50 mg) en 2 dosis, para el grupo 1, de 5
mg/kgPV, para el grupo 2 de 7.5 mg/kgPV, mientras que la presentacion de
*closantil 15%, solucién oral (closantel 150 mg), fue para el grupo 3 de 10

mg/kgPV, y para el grupo 4 la dosis alta de 15 mg/kgPV.

*Closantil 5 % y Closantil 15% es marca registrada por Productos Farmacéuticos S.A. de
C.V. Chinoin.
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2.3. Diseno experimental

El 24 de junio de 2004, 14 dias antes de empezar el trabajo de
investigacion, se realizé un estudio coproldgico para conocer la carga parasitaria.
El dia 8 de julio, se procedio a identificar a los animales por medio de un arete,
para formar 4 grupos de 12 -13 animales cada uno, distribuidos de manera
aleatoria.

La primera aplicacion del closantel se realiz6 el dia 1, la segunda
administracion fue en el dia 155 y la tercera el dia 334. La eleccién de las fechas
para posteriores tratamientos, se decidid a partir de tener el 80% de muestras
positivas a huevos del trematodo, se diagnosticaron por la técnica de

sedimentacion.®®

2.4. Toma de muestras

A partir del dia 1, durante 13 meses, cada 28 dias aproximadamente, se
tomaron muestras de heces directamente del recto de cada uno de los animales.
Las muestras se colectaron en bolsas de polietileno, y fueron transportadas en
hielera con refrigerantes al laboratorio del Departamento de Parasitologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. En el laboratorio, al
momento de su llegada se mantuvieron en el congelador a -20°C, y al siguiente
dia se descongelaron las muestras para obtener el sobrenadante para el ELISA de

captura, posteriormente se realizé la técnica de sedimentacion.

2.5. Procesamiento de las muestras

2.5.1. Procesamiento de las muestras de heces para ELISA

Para obtener los antigenos, se colocaron 5 mL de la muestra fecal en 5 mL
de solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) con Tween-20 al 0.3% en un tubo

conico de 15 mL. Las heces se homogeneizaron en un vortex (Maxi Mix Il) y se
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centrifugaron a 4,135 g durante 20 min a 4°C (SIGMA 3K 15). Se obtuvo el
sobrenadante en viales Eppendorf de 1.5 mL, se volvié a centrifugar a 7,992 g
durante 20 min (Eppendorf 5415C) para obtener el sobrenadante, y se

almacenaron a -20°C hasta su uso.

2.5.2. Estandarizacién del ensayo inmunoenzimatico para la deteccion de

antigenos de F hepatica en heces de bovino

La estandarizacion del ELISA para deteccion de antigenos de F. hepatica
se realizd de acuerdo al método descrito por Almazan et al.,*’. La deteccion de
antigenos en heces se realizé por medio del ensayo de captura con doble cuerpo

policlonal.®’
2.5.3. Obtencion de antigenos de Excrecion/Secrecion (e/s) de F. hepatica

Se obtuvieron antigenos de e/s de parasitos adultos completos, de acuerdo
al procedimiento sefialado por Espino et al..%®. Se disectaron 4 higados de
bovinos, obtenidos en el rastro municipal de Toluca, Estado de México. En el
laboratorio, el mismo dia se colectaron los trematodos, se lavaron 5 veces con
PBS estéril con antibidticos concentrados (penicilina 50,000 Ul/mL, estreptomicina
500 pg/mL y gentamicina 500 ug/mL) hasta eliminar la sangre y quitar la
contaminacién fungica y bacteriana. Posteriormente se pusieron en medio RPMI
1640, durante 24 h a 37°C. Se obtuvo el sobrenadante, y se determind la
concentracion de proteina por el método de Bradford®®, usando un reactivo

comercial de BIO-RAD. Se almacend en fracciones a -20°C.
2.5.4. Obtencion de suero policlonal anti-F hepatica

Para obtener anticuerpos anti-F. hepatica, se inmuniz6 con los antigenos de

excrecion-secrecion, a una concentraciéon de 2.49 mg/mL, a un conejo de raza
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Nueva Zelanda de 1.5 Kg. de peso. El dia 1 se le aplicaron 0.5 mL de antigeno de
E/S F. hepatica, mas 0.5 mL de PBS emulsionado con 1 mL de adyuvante
completo de Freud por via subcutanea; el dia 15 se le aplicaron nuevamente, 0.5
mL de antigeno, mas 0.5 mL de PBS emulsionado con 1 mL de adyuvante
incompleto de Freud por via subcutanea. Se realizaron otras inmunizaciones los
dias 29, 43, 56, 66, 78 y 87 con 0.25 mL del antigeno mas 0.25 mL de PBS por via
intramuscular. Se realizé un ELISA para deteccion de anticuerpos anti-F. hepatica
con las diferentes muestras de suero del conejo. El titulo de anticuerpos fue de
1:64,000 al dia 78, y se aplico una ultima inmunizacion el dia 87. El dia 97 se
realizé el sangrado por puncién cardiaca, se obtuvo la mayor cantidad de sangre
posible, después de la coagulacién, se obtuvo el suero por centrifugacion; y se

almacend a -20°C hasta el momento de su uso.
2.5.5. Obtencion de IgG de conejo anti-F. hepatica

La purificaciéon de IgG del suero hiperinmune se realizé por cromatografia
de afinidad en una columna de Proteina A sefarosa CL4B (Sigma, Chem, Co.) de
1.5 x 2.5 cm. Antes de correr la columna se lavo y equilibréo con PBS, se adiciono
1 mL de suero de conejo y se dejo absorber la IgG en la columna durante 12 horas
a 4°C, la IgG se eluyé con glicina 0.1 M pH 2.5. Se colectaron fracciones de 1.0
mL, la densidad optica de las fracciones se leyd en un espectrofotdmetro
(Beckman DU-65) a 280 nm, para determinar la presencia de proteinas. La IgG se
dializé durante 12 horas contra PBS a 4°C, se determiné la concentracion de
proteina por el método de Bradford® y se almacend en fracciones en el
congelador a -20°C hasta su uso. Parte de la IgG obtenida se utilizé para el primer

anticuerpo, otra parte se fijo a peroxidasa para utilizarlo como segundo anticuerpo.
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2.5.6. Conjuncion de IgG de conejo anti-F. hepatica con peroxidasa

Se disolvieron 4 mg de peroxidasa en 1 mL de agua destilada, se afiadieron
0.2 mL de periodato de sodio 0.1 M y se agité durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se dializd6 contra amortiguador acetato 1mM toda la
noche a 4°C. Se adicionaron 20 yL de amortiguador de carbonato 0.2 M e
inmediatamente 8 mg de la IgG de conejo anti-F. hepatica, que estaba en 1 mL de
amortiguador de carbonato 0.01 M. Se agitdé lentamente durante 2 horas a
temperatura ambiente. Después, se adicionaron 0.1 mL de solucion fresca de
borohidruro de sodio (4mg/mL) y se incubd durante 2 horas a temperatura
ambiente. Se dializ6 nuevamente con PBS. Finalmente para calcular la RZ, se
diluyé 1:10 el conjugado con PBS y se determiné la absorbancia a 405 y 280 nm
contra blanco de PBS. RZ = absorbancia 405/ absorbancia 280., los valores deben
quedar entre 0.3 y 0.5. Por tltimo, se guardé en fracciones a -20°C."°

2.5.7. ELISA para deteccion de antigenos de F. hepatica en bovinos con

infeccion natural.

Para el acoplamiento del primer anticuerpo a un soporte sélido, se utilizaron
placas de fondo plano de alta afinidad (Maxisorp, Nunc) de 96 pozos. Se colocé el
primer anticuerpo diluido en solucion de carbonatos (0.1M, pH 9.6); se pusieron en
cada pozo 100 pL, a una concentracion de 5 yg/mL. Se incubd 12 horas a 4°C.
Posteriormente se realizaron 5 lavados, entre cada lavado se coloco en el agitador
4 minutos. Las primeras 3 lavadas fueron con 200 uL de PBS-Tween al 0.05%, las
2 lavadas siguientes con 250 yL de PBS. Para bloquear la placa se agregaron 200
pL/pozo de PBS-Tween 20 al 0.05% con leche descremada al 5%, y se incub6 30
minutos a 37°C. Después de hacer nuevos lavados, se afiadieron 100 uL/pozo de
los sobrenadantes de las muestras problemas, por duplicado. Se preparé una
curva patron de antigeno de F. hepatica diluido en una mezcla de muestras

negativas. Las concentraciones de la curva fueron: 0 ug/mL, 0.01 pg/mL, 0.1
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pg/mL, 1ug/mL, 10 pg/mL y 25 pg/mL; se incub6 durante toda la noche a 4°C.
Posterior a nuevas lavadas, se adiciond el segundo anticuerpo, IgG de conejo
dirigido contra F. hepatica que se encuentra fijado a la peroxidasa, y se incubd
durante hora y media a 37°C. Finalmente se lavd y adicioné la solucion reveladora:
5 mL de acido citrico, 5 mL de citrato de sodio (amortiguadores); 0.004 g de O-
fenilendiamina (cromogeno) y 10 puL peréxido de hidrégeno al 30% (sustrato), se
adicionaron 100 pL/pozo y se incubd a temperatura ambiente en la oscuridad,
hasta que se empezd a observar un color ambar en la placa. La reaccidén se
detuvo adicionando 50 pL/pozo de acido sulfurico 2N. Los valores de absorbancia

se determinaron en un lector de ELISA Labsystems Multiskan MCC/340 a 492 nm.
2.5.8. Criterio para determinar la concentracion de antigenos en heces

En la placa se tenian las muestras problema, las muestras negativas o
control y la curva patron, los pozos que correspondian a la concentracion 0 pg/mL,
fueron tomados como el “blanco”. Después de obtener las lecturas de
absorbancia, se procedio a restar el promedio del “blanco” al resto de los valores
de la placa, incluyendo la curva patrén. Posteriormente, los valores de
concentracion de la curva patrén se transformaron en logaritmo base 10 (Log10) y
se graficaron contra sus valores de absorbancia; se usaron los valores de placas
con una r’20.85. Usando la férmula de la recta (y= mx + b). Se interpolaron las
absorbancias de las muestras y sus valores de “x” se transformaron a pug/mL
calculando su antilogaritmo. Asi se calculd la concentracion de antigenos.
Aquellos valores que se encontraron fuera de la “recta”'!, se consideraron
arbitrariamente como 26 pg/mL o 0.01 pg/mL para los superiores e inferiores

respectivamente.
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2.5.9. Técnica coprolégica

Para el estudio coproldgico se empled la técnica de sedimentacion, se basa
en la diferencia de peso especifico del agua y el peso de los huevos, los cuales
tienden a depositarse en el fondo del recipiente. Se colocaron 5g de heces, en un
vaso, se agrego el agua y se mezclé hasta obtener una pasta uniforme,
posteriormente se colé a un segundo vaso, a través de una coladera de malla fina.
Se dejdé reposar aproximadamente 10 minutos y después se decanté 2/3 partes
del contenido del vaso y se afor6 a 250 mL hasta que el sedimento estuvo limpio.
Posteriormente, el sedimento se depositdé en una caja de Petri cuadriculada, se
agrego de 2 a 3 gotas de colorante azul de metilo, para contrastar el medio tefiido,
con los huevos que no se tifien.®® De los grupos formados, se tomaron los
animales que fueron positivos por sedimentacion para el calculo de las variables
enumeradas.

De los datos obtenidos en cada muestreo, se calcul6:

1. Media de huevos por gramos (mhpg) * error estandar,

2. Rango de hpg (huevos por gramo),

3. Porcentaje de muestras positivas (%m+)"

4. Efecto intensivo (%El) del closantel, se calcul6 a la 12va semana
pos-tratamiento”®

5. Efecto extensivo (%EE) del closantel, se calculdé a la 12va semana
pos-tratamiento”

6. Porcentaje de reduccion de la media de hpg vs muestreo 1 (%Rhpg
vs M1)"* donde M1 es el muestreo donde se aplicé el tratamiento.

7. Porcentaje de reduccion de muestras positivas de bovinos vs
muestreo 1 (%RM(+) vs M1)"*, donde M1 es el muestreo donde se

aplico el tratamiento.

Estos parametros permiten identificar cual de los grupos tuvo el mejor

comportamiento en la reduccion de eliminacion de huevos durante el estudio. Para
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el El y EE se siguio el lineamiento de la Asociacion Mundial para los Avances de
Parasitologia Veterinaria (W.A.A.V.P.)">"®

El = media de hpg de las muestras positivas del dia 1 — media de hpg en las

muestras positivas en el siguiente muestreo + media de hpg de las muestras

positivas del dia 1 x 100 ™

EE = % muestras positivas del dia 1 - % muestras positivas en el siguiente

muestreo + % muestras positivas del dia 1 x 100 "

[{e})

% Rmhpg = media de hpg del dia 1 — media de hpg del Muestreo “n” (enésimo) +

media de hpg del dia 1 x 100 "

% RM(+) = porcentaje de muestras positivas de bovinos del dia 1 — porcentaje de

muestras positivas del Muestreo “n” (enésimo) + porcentaje de

muestras positivas de dia 1 x 100 "

2.6. Analisis estadistico

2.6.1. Concentracion de coproantigenos

A la variable concentracion de antigenos en heces se le realizé la prueba
de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov, y la prueba de la razén para la
varianza’’ y se encontré una distribucién normal. Posteriormente, los datos se
analizaron a través de la prueba de mediciones repetidas a través del tiempo,’®"®
para buscar diferencias entre las 4 dosis en cada muestreo; la primera parte
abarcé del mes de julio a diciembre del 2004 (primer semestre), la segunda parte
del analisis fue de enero a julio del 2005 (segundo semestre). Para buscar la
diferencia entre temporadas se utilizd la prueba de efectos fijos.®’ Para observar la
efectividad del closantel antes-después, se realizé la prueba comparacién de
muestras pareadas.®’ El dia “antes” se refiere al dia en que se aplicd el

tratamiento y el “después”, a los 28 dias después de aplicar el closantel. Los datos
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fueron procesados utilizando el procedimiento MIXED del paquete “Statistical
Analisis System” (SAS).%!

Yijk= M + oi + dik + Bj + (aB)ij + eijk
Donde:

Yix = Variable respuesta

M = Media general
o = Efecto del i-ésimo tratamiento
dik = Error experimental aleatorio para vacas dentro del tratamiento con

varianza dentro del tratamiento.

B; = Efecto del j-ésimo tiempo.

(aB)ij

€ijk

Interaccién entre tratamiento y tiempo.

Error experimental aleatorio con ~N en las mediciones repetidas 0%

2.6.2. Datos coprolégicos

En el presente experimento, cada unidad experimental fue una vaca. Los
animales se distribuyeron de manera aleatoria a cada tratamiento. Para los
anadlisis de la variable hpg, se realiz6 la prueba de bondad de ajuste de
Kolmogorov-Smirnov, y la prueba de la razén para la varianza.”” No se encontré
una distribucion normal; en consecuencia, los datos fueron analizados mediante la
prueba de Kruskal-Wallis”” para buscar diferencia entre las 4 dosis en cada uno de
los muestreos, la primera parte del estudio abarc6 del mes de julio a diciembre del
2004 (primer semestre), la segunda parte del analisis fue de enero a julio del 2005
(segundo semestre). La prueba de Wilcoxon para dos muestras, se emple6 para
buscar diferencias entre las temporadas de estudio.!® Se realizd un analisis
estadistico para observar la efectividad del closantel antes-después, esto para
comparar con la concentracion de antigenos, se realiz6 mediante la prueba de

rangos con signo de Wilcoxon. & El dia “antes” se refiere al dia en que se aplico el
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tratamiento y el “después”, a los 28 dias después de aplicar el closantel. Los datos
fueron procesados utilizando el programa “Statistical Analisis System” (SAS).?"

Por ultimo, se realizd la prueba para el coeficiente de correlaciéon de

Spearman® entre la variable concentracion de antigenos en heces vy la variable

hpg, para los dos semestres de estudio.
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3. RESULTADOS

3.1. Estandarizacion del ELISA para coproantigenos.

Para estandarizar el inmunoenzayo, se probaron diferentes concentraciones
del primer y segundo anticuerpo. Para el 1er anticuerpo, las concentraciones que
se probaron fueron 5 y 10 pg/mL, mientras que para el 2do anticuerpo, se
probaron las concentraciones 10, 25 y 50 ug/mL. Figura 5 y 6. Para el 1er
anticuerpo, las lecturas de absorbancia fueron similares en las dos
concentraciones, por lo que se utilizé la menor 5 pyg/mL. En cuanto al 2do
anticuerpo, se utilizé 50 pg/mL porque fue la que permiti6 observar mayor

diferencia entre las muestras positivas y negativas.

3.2. Cinética de coproantigenos (CAg) de F. hepatica en bovinos en los dos

semestres de estudio.

Para la variable CAg, no se encontré diferencia (P>0.05) entre los 4 grupos
al inicio del experimento, que corresponde al primer semestre de estudio (julio-
diciembre del 2004); donde la media en el Grupo 1, fue de 1.37 £ 0.72 pg/mL; en
el Grupo 2, de 4.73 + 0.0 uyg/mL; en el Grupo 3, de 7.09 £ 3.30 ug/mL y en el
Grupo 4, de 3.12 £ 2.38 pg/mL. Sin embargo, fue hasta el dia 82 donde se
encontré diferencia (P<0.05) entre el Grupo 2 con el resto de los grupos, no
obstante la concentracion fue de 25.81 + 4.01 pg/mL, mientras que fue de 8.96 +
3.1ug/mL en el Grupo 1, 11.07 £ 0.07 pg/mL en el Grupo 3 y de 16.3 £ 2.8 uyg/mL
en el Grupo 4. El dia 138, se observo diferencia (P<0.05) entre el Grupo 2 (4.05 +
9.7 yg/mL) con el Grupo 3 (26.1 £ 4.9 yg/mL), mientras que la concentracién fue
de 18.1 £ 5.6 pg/mL en el Grupo 1y de 18.5 + 3.9 ug/mL en el Grupo 4. El dia
155, momento en que se aplicé el segundo tratamiento, no se encontré diferencia

(P>0.05) en la concentracion de antigenos.
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Absorbancia a 492 nm

0 0 0.01 0.1 1 10 25

Concentracion de antigenos (ug/mL)

—— 10 mcg/mL —8— 25 mcg/mL —— 50 mcg/mL

Figura 5. Estandarizacion del inmunoensayo para coproantigenos a una concentracion de
5 pg/mL en el primer anticuerpo.

Absorbancia a 492 nm

0 L
0 0 0.01 0.1 1 10 25

Concentracion de antigenos en heces (ng/mL)

—o— 10mcg/mL —8—25mcg/mL —&— 50mcg/mL

Figura 6. Estandarizacién del inmunoensayo para coproantigenos a una concentracion de
10 yg/mL en el primer anticuerpo.
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En el segundo semestre de estudio (enero-julio del 2005) no sé encontro
diferencia entre los grupos (P>0.05) después de aplicar el closantel. Sin embargo
en el Grupo 1, la media fue de 15.4 + 4.2 pg/mL; en el Grupo 2, de 24.7 + 5.2
pg/mL; en el Grupo 3, de 19.3 £ 4.6 pg/mL y en el Grupo 4, de 12.8 + 5.2 pg/mL;
no obstante se encontré diferencia (P<0.05) el dia 222, aunque la concentracion
fue 4.5 £ 3.2 pg/mL en el Grupo 1y de 16.3 + 3.7 ug/mL en el Grupo 2; pero no se
encontré diferencia entre el Grupos 3 (8.2 + 3.4 yg/mL ) y Grupo 4 (12.0 £ 3.5
pg/mL). Posteriormente, se encontré diferencia (P<0.05) entre el Grupo 1, con 9.2
+ 3.2 yg/mL; con el Grupo 2, con 23.1 £ 3.7 pg/mL. Mas adelante se compara la

cinética de los CAg con la cinética de hpg.

En la concentracién de antigenos entre los dos semestres de estudio, se
encontré diferencia (P<0.05), en el primer semestre se registré una concentracion
de antigenos de 10.8 + 0.8 yg/mL, mientras que en el segundo semestre se
detectd 7.5 £ 0.9 pg/mL.

3.3. Efecto del closantel en la concentracién de coproantigenos.

Antes del tratamiento la media de CAg fue de 4.04 + 1.22 uyg/mL, en el mes
de julio, y 28 dias después de la administracion de closantel fue de 0.31 + 0.18
pg/mL, con diferencias (P<0.05) entre los dos muestreos. En diciembre, antes de
la segunda aplicacion de closantel, el promedio de CAg fue de 17.22 + 1.71
pg/mL, 29 dias después de la segunda aplicacion del farmaco se observé en 17.81
+ 2.62 pyg/mL, no se encontro diferencias entre muestreos (P>0.05). Finalmente,
en el mes de junio antes de la tercera dosificacion, el promedio de CAg fue de
14.65 + 1.85 ug/mL y 28 dias después fue de 1.09 + 0.96 pg/mL en donde también

se observo diferencias (P<0.05) entre ellos, Figura 7.
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Al comparar el efecto del closantel en CAg y la variable hpg, se realizé un
analisis estadistico comparando el dia de la dosificacion y 28 dias pos-tratamiento,
En las tres administraciones de closantel se encontraron diferencias (P<0.05),
como se puede observar en la figura 8. Antes de la primer aplicacion de closantel,
el dia 1 (julio), el promedio de hpg fue de 18.02 + 4.0, y 28 dias después fue de 0
hpg (agosto); en la segunda administracion, dia 155 (diciembre), el promedio fue
de 8.80 + 2.4 hpg antes de la dosificacion (diciembre) y a los 29 dias después fue
de 0.6 hpg (enero); Por ultimo se observé que antes de la tercera aplicacion, el

promedio fue de 7.68 + 1.7 hpg (junio) y después de 28 dias, de 0 hpg (julio).
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Figura 7. Efecto del closantel en la concentracién de coproantigenos de F. hepatica en bovinos
con infeccién natural.
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Figura 8. Efecto del closantel en la excrecidén de huevos de F. hepatica en bovinos con infeccion
natural.
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3.4. Porcentaje de muestras positivas, media, y rango de hpg de F. hepatica.

Primer semestre de estudio (julio-diciembre del 2004).

En el Grupo 1, el porcentaje de muestras positivas fue de 100% el dia 1
(julio), posteriormente, oscilé de 0% el dia 28 (agosto), a 91.7% el 155 (diciembre).
Sin embargo, la media de hpg, para éste mismo grupo, fue de 12.2 + 5.0 el dia 1
(julio), después cambiod de 0 el dia 28 (agosto) a 6.5 + 1.8 el 155 (diciembre). El
rango, de dicho grupo, fue de 1-62 en el dia 1 (julio), no obstante oscil6 de 0 el dia
28 (agosto) a 0-19 el 155 (diciembre), Cuadro 2.

En el Grupo 2, el porcentaje de muestras positivas fue de 100% el dia 1
(julio), posteriormente vario de 0% el dia 28 (agosto), a 87.5% el 155 (diciembre).
Mientras que el promedio de hpg, fue de 29.2 + 14.5 el dia 1 (julio), después oscild
de O el dia 28 (agosto) a 3.5 + 1.5 el dia 155 (diciembre). Por ultimo, el rango,
cambié de 1-105 el dia 1 (julio) a 0 el 28 (agosto) y de 0-12 el 112 (octubre),
Cuadro 2.

En el Grupo 3, el porcentaje de muestras positivas fue de 100% el dia 1
(julio), después oscilé de 0% el dia 28 (agosto), a 90% el 155 (diciembre). Sin
embargo, el promedio de hpg, fue de 10.6 + 3.3 el dia 1 (julio), después vario de 0
el dia 28 (agosto) a 8.1 + 2.8 el 155 (diciembre). No obstante, el rango fue de 1-43
el dia 1 (julio), a 0 el dia 28 (agosto) y de 0-28 el dia 155 (diciembre), Cuadro 2.

En el Grupo 4, el porcentaje de muestras positivas fue de 100% el dia 1
(julio), posteriormente varid de 0% el 28 (agosto), a 72.7% el 138 (noviembre). Sin
embargo, el promedio de hpg, fue de 22.9 + 8.3 el dia 1 (julio); después cambié de

0 el dia 28 (agosto) a 20.4 + 11.3 el 138 (noviembre). No obstante, el rango fue de
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Cuadro 2. Porcentaje de muestras positivas, media y rango de hpg de F. hepatica en
closantel, primer semestre de estudio.

bovinos tratados con

Primer semestre de estudio

Parametros 08 Jul 05 Agt 02 Sep 28 Sep 26 Oct 23 Nov 10 Dic
estimados 1Tx 28 56 82 112 138 155 Tx
Grupo 1 anim (+/ -) 12/ 0 0/ 12 1/ 11 3/8 9/ 3 8/ 4 11/ 1
Subcutanea % m(+) 100 0 8.33 27.27 75 66.67 91.67
5 mg/Kg ' media + ee 12.2+5.0 0 0.08 £ 0.1 0.64+0.4 1.5+0.3 217+0.6 6.5+1.8
rango 1-62 0 0-1 0-3 0-3 0-6 0-19
Grupo 2 anim (+/ -) 8/0 0/ 8 0/ 8 1/ 6 3/5 5/ 3 7/ 1
Subcutares % m(+) 100 0 0 14.29 37.5 62.5 87.5
7.5 mg/Kg media+tee 29.25+14.5 0 0 0.14+£0.1 1.75+15 1.8+1.0 3.50+1.5
' rango 1-105 0 0 0-1 0-12 0-8 0-10
Grupo 3 anim (+/ -) 10/ 0 0/ 10 0/ 10 6/ 4 6/ 4 6/ 4 9/ 1
Oral % m(+) 100 0 0 60 60 60 90
10 mg/Kg media + ee 10.60 £ 3.3 0 0 1.80+1.3 5.30+2.3 3.60+1.9 8.10+2.8
rango 1-43 0 0 0-8 0-22 0-10 0-28
Grupo 4 anim (+/ -) 11/ 0 0/ 11 1710 5/ 6 6/ 5 8/ 3 8/3
Oral % m(+) 100 0 9.09 45.45 54.55 72.73 72.73
15 mg/Kg media + ee 22.91+8.3 0 0.09+0.1 0.91+04 325+1.7 2045+11.3 15.82+8.3
rango 1-96 0 0-1 0-4 0-17 0-121 0-95

anim (+/ -) = animales positivos a F. hepatica animales negativos a la infeccién. Diagnéstico por la técnica de sedimentacién
% m(+) = porcentaje de muestras positivas
media + ee = media + error estandar
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1-96 el dia 1 (julio), posteriormente cambi6 de O el dia 28 (agosto) a 0-121 el dia
138 (noviembre). Cuadro 2.

En el segundo semestre de estudio (enero-julio 2005).

En el Grupo 1, el porcentaje de muestras positivas a huevos de F. hepatica,
fue de 0% el dia 186 (enero), posteriormente, oscilé de 54.5% el dia 250 (marzo) a
90.9% el 334 (junio). El promedio de hpg, fue de 0 el dia 186 (enero), después
vario a 8.1 £ 2.5 el 334 (junio). Mientras que el rango fue de 0 el dia 186 (enero),

posteriormente varié de 0-2 el dia 250 (marzo) a 0-29 el 334 (junio), Cuadro 3.

En el Grupo 2, el porcentaje de muestras positivas a huevos de F. hepatica,
fue de 0% el dia 186 (enero), posteriormente cambié a 42.9% el dia 250 (marzo),
a 100% el dia 334 (junio). No obstante, el promedio de hpg fue de 0 el dia 186
(enero), después oscilé de 1.4 + 1.0 el dia 250 (marzo) a 6.6 + 1.8 el dia 334
(junio). Sin embargo, el rango fue de 0 el dia 186 (enero), luego vari6é de 0-7 el dia
250 (marzo) a 0-14 el dia 334 (junio), Cuadro 3.

En el Grupo 3, el porcentaje de muestras positivas a huevos de F. hepatica,
fue de 10% el dia 186 (enero), posteriormente varié de 90% el dia 250 (marzo) a
100% el dia 306 (mayo). Mientras que el promedio de hpg fue de 0.6 + 0.6 el dia
186 (enero), después oscilo de 0.2 + 0.2 el dia 222 (febrero) a 10.9 + 4.0 el dia
306 (mayo). No obstante, el rango fue de 0-6 el dia 186 (enero), posteriormente
vario de 0-2 el dia 222 (febrero) a 0-44 el dia 306 (mayo), Cuadro 3.

En el Grupo 4, el porcentaje de muestras positivas a huevos de F. hepatica,
fue de 0% el dia 186 (enero), posteriormente varioé de 20% el dia 222 (febrero), a
100% el dia 306 (mayo). Por otra parte, el promedio de hpg fue de O el dia 186
(enero), después oscilé de 0.5 + 0.4 el dia 222 (febrero) a 9.7 + 3.7 el dia 306

(mayo). No obstante, el rango fue de 0 el dia 186 (enero), posteriormente cambio
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Cuadro 3. Porcentaje de muestras positivas, media y rango de hpg de F. hepatica en bovinos tratados con
closantel, segundo periodo de estudio.

| Segundo semestre de estudio |

Parametros 18 Ene 15 Feb 12 Mar 12 Abr 11 May 07 Jun 05 Jul

Estimados 186 222 250 278 306 334 Tx 363

Grupo 1 anim(+/-) 0/ 12 0/12 6/5 9/ 2 8/3 10/ 1 0/9
Subcutanea % m(+) 0 0 54.55 81.82 80 90.9 0
5 mg/Kg " media+ee 0 0 0.73+ 0.2 264+ 0.7 430+1.2 8.09+ 25 0
rango 0 0 0-2 0-6 0-13 0-29 0

Grupo 2 anim(+/-) 0/8 0/8 3/ 4 4/ 4 5/ 2 8/0 0/7
Subcutanea % _m(+) 0 0 42.86 50 71.43 100 0
7.5 mg/Kg media + ee 0 0 143+ 1.0 175+ 0.8 343+1.6 6.63+1.8 0
rango 0 0 0-7 0-5 0-9 0-14 0

Grupo 3 anim(+/-) 179 19 9/ 1 8/ 2 10/ 0 6/3 0/8
Oral % .m(+) 10 10 90 80 100 66.67 0
10 mg/Kg mediatee 0.60+0.6 0.20+ 0.2 240+ 0.6 520+ 1.6 10.90 £ 4.0 6.33+ 3.3 0
rango 0-6 0-2 0-6 0-16 0-44 0-31 0

Grupo 4 anim(+/-) 0/10 2/8 8/ 2 9/1 10/ 0 7/3 0/7
Oral % m(+) 0 20 80 90 100 70 0
15 mg/Kg media + ee 0 050+ 04 3.30+1.5 6.70+ 2.4 9.7+ 3.7 9.30+ 5.2 0
n= 11 rango 0 0-4 0-16 0-27 1-40 0-55 0

anim (+/ -) = animales positivos a F. hepatica animales negativos a la infeccidon. Diagnoéstico por la técnica de sedimentacion
% m(+)= porcentaje de muestras positivas

media + ee= media * error estandar
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de 0-4 el dia 222 (febrero) a 0-55 el dia 334 (junio), Cuadro 3.

Al realizar el analisis estadistico de la variable media de hpg, no se
encontré diferencia (P>0.05) entre los 4 grupos en cada uno de los muestreos
realizados, tampoco se encontré diferencia (P>0.05) entre los dos semestres
estudiados. En la figura 9 y 10, se aprecia la cinética de la concentracion de CAgy

de la excrecién de huevos, asi como el efecto del closantel en ambas variables.
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Primer semestre Segundo semestre

N
y
N
y

Concentracién de antigenos en hecespug/mL

1 28 56 82 112 138 155 186 222 278 306 334 363

Periodo total de estudio

—— Subc 5mg/kg — ® — Subc 7.5mg/kg - - & - - Oral 10mg/kg — -x— - Oral 15mg/kg

Tx = dia de aplicacién de closantel Subc= subcutanea
Figura 9. Cinética de coproantigenos de F. hepatica en bovino con infeccion natural y tratados con
closantel.

30 ~
|
25 4 \
>€\ Tx
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201 ; \‘ﬂ

15 \ /
\‘ “ D

Promedio de huevos en 5 g de heces

1 28 56 82 112 138 155 186 222 250 278 306 334 363
Periodo total de estudio

—— Subc 5mg/kg — ® — Subc 7.5mg/kg - - A - - Oral 10mg/kg — % — Oral 15mg/kg

Tx = dia de aplicacién de closantel; Subc= subcutanea
Figura 10. Cinética de eliminacion de huevos de F. hepatica en bovinos con infeccion natural y
tratados con closantel.
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3.5. Efecto Intensivo y Efecto Extensivo del closantel.

Primer semestre de estudio (julio-diciembre del 2004).

El promedio de hpg antes del tratamiento en los 4 grupos oscilé6 de 10.6
(Grupo 3) a 29.2 (Grupo 2), sin que se encontrara diferencia estadistica. En las
semanas 4,8 y 12 después del tratamiento, dicho promedio de hpg vario de 0 a 1.8
entre los grupos. El efecto intensivo en la semana 12 varié de 83% en el Grupo 3 a
99.5% en el Grupo 2; mientras que los valores del efecto extensivo a la 12va

semana, oscilaron entre 40% del Grupo 3 a 85.7% en el Grupo 2, Cuadro 4.

Segundo semestre de estudio (enero-julio del 2005).

Antes del tratamiento, la media de hpg en los 4 grupos vario de 3.5 (Grupo
2) a 15.8 (Grupo 4), sin que se encontrara diferencia estadistica. En las semanas
4, 8 y 12 después del tratamiento, la media de hpg oscilé de 0 a 3.3 entre los
grupos. El efecto intensivo en la semana 12 fluctuaron de 60% en el Grupo 2, a
89.2% en el Grupo1; en cuanto al efecto extensivo, los valores oscilaron de -10%

en el Grupo 4 a 51.01% en el Grupo 2. Cuadro 5.
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Cuadro 4. Efecto intensivo y extensivo del closantel en bovinos infectados con F.
hepatica en el primer semestre de estudio.

Medias de hpg % animales
Semanas después excretando
Antes del Tx P : Efect.o huevos Efecto
del intensivo . Vo
Grupo = 4 8 12 v, antes/después extensivo%
del Tx
Grupo 1
Subcutanea 12.2 0 0.08 0.64 94.7 100/27.27 72.73
5mg/Kg
Grupo 2
Subcutanea 29.2 0 0 0.14 99.5 100/14.29 85.7
7.5 mg/Kg
Grupo 3
Oral 10 10.6 0 0 1.80 83.0 100/60 40
mg/kg
Grupo 4
Oral 15 22.9 0 0.09 091 96.0 100/45.45 54.55
mg/Kg

Tx= tratamientos con closantel

Cuadro 5. Efecto intensivo y extensivo del closantel en bovinos infectados con F.
hepatica en el segundo semestre de estudio.

Medias de hpg % animales
Semanas después Efecto excretando Efecto
Antes del Tx Intensivo huevos Extensivo%

del Tx % antes/después
Grupo 4 8 12 del Tx
Grupo 1
Subcutanea 6.5 0 0 0.7 89.2 91.7/54.5 37.2
5mg/Kg
Grupo 2
Subcutanea 3.5 0 0 14 60 87.5/42.9 51
7.5 mg/Kg
Grupo 3
Oral 10 8.1 0.6 0.2 2.4 70.4 90/90 0
mg/kg
Grupo 4
Oral 15 15.8 0 0.5 3.3 79.1 72.7/80 -10
mg/Kg

Tx= tratamientos con closantel
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3.6. Porcentaje de reduccion de la media de hpg y de muestras positivas a F.

hepatica.

Primer semestre de estudio, (julio-diciembre del 2004).

En el Grupo 1, los porcentajes de reduccion de la media de hpg oscilaron
de 94.8% el dia 82, a 46.9% el dia 155. Por otra parte, el porcentaje de reduccion
de muestras positivas varié de 72.7% el dia 82 a 8.33% el dia 155, Cuadro 6.

En el Grupo 2, el porcentaje de reduccion de la media de hpg cambié de
99.51% el dia 82 a 88.03% el dia 155; mientras que el porcentaje de reduccion de

muestras positivas oscilé de 85.7% el dia 82 a 12.5% el dia 155, Cuadro 6.

Para el Grupo 3, los valores del porcentaje de reduccion de la media de hpg
variaron de 83.02% el dia 82, a 23.5% el dia 155. Sin embargo, el porcentaje de
reduccion de las muestras positivas, cambié de 40% el dia 82 a 10% el dia 155,
Cuadro 6.

En el Grupo 4, el porcentaje de reduccién de la media de hpg, oscilé de
96.03% el dia 82 a 10.71% en el dia 138. Los valores del porcentaje de reduccion
de muestras positivas vario de 54.5% el dia 82 a 27.27%el dia 138, Cuadro 6.

Segundo semestre de estudio (enero-julio de 2005).

El porcentaje de reduccion de la media de hpg, en el Grupo 1 fue de 100%
el dia 186, posteriormente cambié a -24% el dia 334. No obstante, el porcentaje
de reduccion de muestras positivas oscilé de 100% el dia 186, a 0.83% el dia 334,
Cuadro 7.
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Cuadro 6. Porcentaje de reduccion de la media de hpg y de muestras positivas a
hpg en bovinos infectados con F. hepatica, en el primer semestre de estudio.

Primer periodo de estudio

28 Sep 26 Oct 23 Nov 10 Dic

Parametros
82 112 138 155 Tx
Grupo 1 %rmhpg 94.81 87.76 82.31 46.94
Subcutanea %rm(+) 75 25 33.33 8.33
5 mg/Kg
Grupo 2 %rmhpg 99.51 94.02 93.59 88.03
Subcutanea %rm(+) 85.71 62.5 37.5 12.5
7.5 mg/Kg
Grupo 3 %rmhpg 83.02 50 66.04 23.58
Oral %rm(+) 40 40 40 10
10 mg/Kg
Grupo 4 %rmhpg 96.03 84.52 10.71 30.95
Oral Y%rm(+) 54.55 45.45 27.27 27.27
15 mg/Kg

%rmhpg= porcentaje de reduccién de la media de hpg
%rm(+)= porcentaje de reducciéon de muestras positivas
Tx= tratamientos con closantel
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En el Grupo 2, el porcentaje de reduccién de la media de hpg fue de 100%
el dia 186, luego varié a -89% el dia 334; por otra parte, el porcentaje de reduccion

de muestras positivas oscilé de 100% el dia 186 a -14% el dia 334, Cuadro 7.

En el grupo 3 el porcentaje de reduccién de la media de hpg varié de
92.59% el dia 186 a -34.57% el dia 306; sin embargo, los porcentajes de
reducciéon de muestras positivas, oscilaron de 88.89% el dia 186 a -11.11% el dia
334, Cuadro 7.

Para el Grupo 4, los porcentajes de reduccién de la media de hpg
cambiaron de 100% el dia 186 a 38.68% el dia 306, por otra parte, dichos
porcentajes de reduccion de muestras positivas cambiaron de 100% el dia 186 a -
37.5% el dia 306, Cuadro 7.

3.7. Correlacion entre la variable coproantigenos y variable hpg.

En el primer semestre (julio-diciembre del 2004), se encontré una
correlacién positiva de 0.9428 (P=0.0048) entre la cantidad de antigenos en heces
y la cantidad de huevos de F. hepatica; mientras que en lel segundo semestre
(enero-julio del 2005), no se encontr6 dicha correlacion entre ambos parametros -
0.300 (P=0.6238)
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Cuadro 7. Porcentaje de reduccion de la media de hpg y de muestras positivas a hpg en bovinos infectados con F.
hepatica en el segundo semestre.

Segundo periodo de estudio

18 Ene 15 Feb 12 Mar 12 Abr 11 May 07 Jun 05 Jul

Parametro 186 222 250 278 306 334 Tx 363

Grupo 1 %rmhpg 100 100 89 59 34 -24 100

Subcut. %rm(+) 100 100 40.5 10.74 12.73 0.83 100
5 mg/Kg

Grupo 2 %rmhpg 100 100 59 50 2 -89 100

Subcut. Y%rm(+) 100 100 51 43 18 -14 100
7.5 mg/K

Grupo 3 %rmhpg 92.59 97.53 70.37 35.80 -34.57 21.81 100

Oral Y%rm(+) 88.89 88.89 0 11.11 0 -11.11 100
10 mg/Kg

Grupo 4 %rmhpg 100 96.84 79.14 57.64 38.68 41.21 100

Oral %rm(+) 100 72.5 -10 -23.75 -37.5 3.75 100
15 mg/Kg

Subct.= subcutanea

%rmhpg= porcentaje de reduccién de la media de hpg
%rm(+)= porcentaje de reducciéon de muestras positivas
Tx= tratamientos con closantel
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4. DISCUSION

Tradicionalmente se ha utilizado la técnica de sedimentacion para
diagnosticar la infeccion de F. hepatica en bovinos y otras especies, de esta
forma, solo es posible diagnosticar la infeccién en el periodo patente. Algunos
investigadores (Boulard et al..®? Molloy et al.,**) han medido los niveles de
anticuerpos en suero, siendo de gran utilidad en estudios epidemioldgicos, sin
embargo, la desventaja es que los anticuerpos estan presentes algunos meses
después que el animal ha sido desparasitado, por lo que este método no es capaz
de medir los sucesos quimioterapéuticos. En el presente trabajo, se realizo el
diagndstico por coproantigenos (CAg), el ELISA de captura, fue capaz de detectar
la infeccién durante los 14 muestreos, en todos los bovinos estudiados. Ademas
fue posible cuantificar los coproantigenos, de esta manera se observaron los

sucesos quimioterapéuticos a través del tiempo.

ELISA de captura para coproantigenos

El inmunoensayo detecto CAg desde la cuarta semana pos-tratamiento,
como en el trabajo realizado por Paz-Silva et al., 8 sin embargo, difiere del de
Abdel-Rahman et al.,® pues a pesar de que trabajaron con bovinos, detectaron los
CAg hasta la sexta semana pos-infeccion, ademas de que la infeccién fue
experimental. En Espafia, Mezo et al.,*® diagnosticaron los CAg en la quinta
semana pos-infeccion en corderos infectados experimentalmente, mediante un
anticuerpo monoclonal con un ELISA de captura. El diagnostico de CAg de F.
hepatica, en bovinos fue posible debido a que se detectaron productos
metabolicos de parasitos localizados en los ductos biliares, los cuales al ser
liberados, salen a través de las heces®” En este estudio, se detecté CAg desde la
cuarta semana después de haber desparasitado, por lo que se interpreta que son
CAg de los parasitos que no fueron eliminados por el desparasitante, ya que el

closantel solo extermina a las fasciolas de 6 semanas de edad en adelante, 3%y
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los CAg son de fasciolas que han llegado a los ductos biliares, pero que aun no

comienzan a producir huevos.

En cuanto a las concentraciones de coproantigenos, en el presente estudio,
la cantidad maxima que se logré estimar fue de 26 ug/mL mientras que la minima
fue de 0.01 pg/mL (10ng/mL), situacidbn que concuerda con los resultados de

Duménigo et al.,

quienes reportaron una concentracion >12 ng/mL, por encima
del cual consideraron toda muestra de ovino estudiada como positiva. En otro
estudio realizado por Duménigo et al.,®', detectaron de 13 a >100 ng/mL en
sobrenadantes de heces de bovinos en el rastro. Por su parte, Mezo et al.,*°
tomaron muestras de heces en bovinos en el rastro, ellos reportan una
concentracion de CAg de 0.805 a 199.8 ng/mL, utilizaron un ELISA de captura con
un anticuerpo monoclonal (MM3). Abdel-Rahman et al.,® mencionaron que a
través del ELISA de captura con un anticuerpo monoclonal lograron detectar 300
pg/mL en los sobrenadantes fecales de vaquillas. En nuestro estudio, aun después
de aplicar el closantel, asi como en cada muestreo realizado en los 13 meses,
siempre se registraron concentraciones de coproantigenos. En consecuencia, el
ELISA de captura con un anticuerpo policlonal resulté ser una buena herramienta,
no sélo de diagndstico, también, nos permitié evaluar el antiparasitario en todo
momento, y al conocer éstos factores, es posible proponer calendarios de

desparasitacion estratégicos.

Efecto del closantel en la concentracion de CAg y hpg

De manera resumida, al observar las graficas de barras, se puede apreciar
el efecto del closantel en la variable CAg y hpg a los 28 dias postratamientos.
Después de la primera dosificacion, el closantel fue eficaz, la concentracion de
CAg y en la reduccion de hpg, después de la segunda aplicacion del tratamiento,
no se logrd apreciar un descenso de la concentraciéon CAg, pero se observo una
reduccion en hpg. En la tercera aplicacion del closantel se observo el mismo
fendbmeno que en la primera aplicacién. El efecto del closantel se ha relacionado
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directamente con las concentraciones plasmaticas del medicamento, y en menor
grado, con las concentraciones plasmaticas residuales; aunque las larvas no se
mueren en su totalidad, son seriamente dafiadas, no sélo por el tratamiento, sino
también por los niveles plasmaticos residuales del farmaco®®; al tomar en cuenta lo
expuesto anteriormente, y relacionarlo con los factores climaticos, se deduce que
esta diferencia en los resultados es en parte debida a la disparidad entre las
temporadas; mayor carga parasitaria, como consecuencia de una mayor ingesta
de forraje con metacercarias en la temporada de lluvias, y una menor carga en la
temporada de sequia, como resultado de menor disponibilidad de alimento®’;
ademas de que pueda existir un efecto estacional en la fasciolosis, como lo

., 92 I, %,

plantean Bouvry et a y Phiri et a

Efecto intensivo y extensivo
En base a la escala de valores del efecto intensivo y extensivo, propuesta

por la Asociacion Mundial para los Avances de Parasitologia Veterinaria’>"®

se
observaron los siguientes resultados de la variable hpg: en el mes de julio (dia 1)
fue altamente efectivo en el Grupo 2 (subcutanea 7.5 mg/kg), de efectivo en el
Grupo 1 (subcutanea 5 mg/kg) y el Grupo 4 (oral 15 mg/Kg), finalmente el efecto
fue moderado en el Grupo 3 (oral 10 mg/Kg). Estos resultados en general,
concuerdan con los resultado obtenidos por Cerrud et al., *, Mage et al., *° e
Ibarra et al., °; sin embargo, el efecto intensivo en la segunda aplicacién (dia 155)
fue insuficiente (< 80%) en los Grupos 2, 3 y 4; solamente el Grupo 1 presentd un
efecto moderado. En lo que se refiere al efecto extensivo, en la primera aplicacion
(dia 1) del closantel, solamente el Grupo 2 presenté un efecto moderado, el resto
de los grupos tuvo un efecto insuficiente; después de la segunda administracion
(dia 155) del antiparasitario, el efecto en los 4 grupos fue insuficiente, lo cual

I, % Ibarra et al,% Ibarra et al., ¥’. La farmacocinética

coincide con Cerrud et a
intramuscular descrita para closantel, presenta al inicio un coeficiente rapido de

distribucion, seguido de un coeficiente lento de eliminacién, mientras que en la
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absorcion oral de closantel, la persistencia de este compuesto en el cuerpo, se
debe principalmente a la recirculacion a través del tracto gastro-reticulo, asi como
de la recirculacidon en la secrecidon de saliva. Ambas vias de administracion
dependen de la dosis y se ha observado un incremento lineal de closantel en el
plasma.”® Por lo anteriormente expuesto, ademas de los datos obtenidos, se
deduce que la administracion del closantel por via subcutanea, brinda una mejor
proteccion a los animales debido a su lenta eliminacién, en comparacion con la
dosificacion oral, que al estar recirculando, puede ser que se elimine rapido. En lo
que se refiere a las dosis, la que produjo mayor proteccion fue la alta de 7.5
mg/Kg, aunque en la segunda administracion, su efecto fue insuficiente,
probablemente debido a la elevada carga parasitaria, pues la dosis se administré
después de la temporada de lluvias, momento de mayor riesgo de una reinfeccion,
debido a las condiciones favorables para el desarrollo del parasito, asi como la
abundancia de forraje y agua contaminados con metacercarias. Se recomienda,
en posteriores estudios evaluar diferentes calendarios de desparasitacion, en este
ejercicio en particular, en base a la dinamica de coproantigenos se sugiere una
administracion en julio, posteriormente otra en septiembre para evitar el
incremento de excrecion de huevos y parasitos. Para el segundo semestre de la

investigacion, se debe evitar el pico de produccion de antigenos del mes de junio.

Porcentaje de reduccién de hpg y de muestras positivas

A través del porcentaje de reduccidn se tratd de calcular la reinfeccion, pero
debido a las condiciones del presente trabajo, y el tipo de disefio del experimento,
es dificil conocer el momento de la reinfeccién, pues los animales se encontraban
bajo el sistema de pastoreo, por lo que el riesgo es constante; creemos que para
demostrar la reinfeccion se deben hacer necropsias y tener animales centinelas,
en nuestro estudio, sélo se sefalara el porcentaje de reduccion. Después de la
primera y tercera aplicaciones del closantel, la reduccion de huevos y muestras

/. 95

fue del 100%, coincidiendo con Mage et a y Quiroz et al.,”°, Posteriormente se

presentd una reduccidn que se puede interpretar como reinfeccion, pues los
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animales se encontraban en pastoreo, y en parte debido a la maduracion de los
estadios juveniles que no fueron eliminados por el closantel, de acuerdo con
Fairweather et al., ®y Mohammed-Ali et al., ® el farmaco no elimina estadios
inmaduros menores de 6 semanas, aunque pueden ser dafiados. Es probable que
se estuvieran detectando trematodos, que habian alcanzado la madurez e iniciado
su postura, lo cual incrementd el porcentaje de muestras positivas, asi como la
cantidad de huevos por gramos de heces. Después de la segunda administracion
del antiparasitario, el grupo 3 no present6 el mismo comportamiento que los otros
grupos; aunque se traté de tener animales homogéneos, en lo que se refiere a la
raza, eran cruzas de razas europeas con cebu, esto pudo haber afectado el
resultado, pues existe un efecto de raza y edad, como lo observaron Sanchez-

Andrade et al., ' en un area endémica en Galicia, Espafia.

Cinética de excrecion de huevos de F. hepatica

Al observar la cinética de eliminacidon de huevos, podemos apreciar que en
el dia 1 (julio), se presenté una mayor cantidad de huevos, posteriormente, a
pesar de tener el 80% de los animales positivos, en el momento de la segunda
aplicaciéon del closantel, la excrecion de huevos se redujo 54.16%, lo que
posiblemente se debid a lo que sefialan Fairweather et al.,*® Dichos autores, que
este farmaco dana las células vitelinas, asi como la espermatogénesis. Pareceria
que el parasito ha sido eliminado después del tratamiento, pues se observan
algunos muestreos donde no se detectaron huevos del trematodo, pero al
comparar con la cinética de coproantigenos (CAg), se aprecia que después de la
primera y tercera aplicaciones, existe una disminucion de los CAg, es necesario
remarcar, que en ambas fechas, los animales salian de |la temporada de sequia,
por lo cual, se piensa que tenian menos probabilidad de infectarse, pues la escasa
humedad, principalmente, no favorece al desarrollo del parasito, ademas de que el
pasto en las praderas era escaso. Contrario a esta situacion, después de la
segunda administracion del closantel, no se detectaron huevos, pero la

concentracion de CAg, no disminuyd. Es muy probable que la carga parasitaria
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fuera elevada, pues la temporada de lluvias, habia finalizado (diciembre), las fases
maduras habian sido eliminadas, puesto que no se detectaron huevos, pero los
estadios inmaduros habian quedado en el huésped y el closantel, es posible que
hubiera dafiado su tegumento y algunos otros 6rganos, como lo senalan

I, 88 pudieron existir desprendimientos celulares de estas partes

Fairweather ef a
afectadas, por lo cual se lograron detectar cantidades de CAg muy similares a las

que se observaron antes del tratamiento.

Correlaciéon

Por ultimo, al correlacionar las concentraciones de los coproantigenos con
los resultados de hpg en cada periodo de estudio, se encontré que en la primera
parte del trabajo (julio-diciembre), existe una fuerte relacion entre la concentracién
de CAg con la cantidad de huevos que se detectaron en las muestras. En la
segunda parte del experimento, que corresponde a los meses de enero a julio del
2005, no se encontré correlacion entre ambos parametros, lo que significa, que en
esta temporada, la técnica de diagnéstico toma mayor relevancia, pues por medio
de los CAg, se puede detectar la presencia del parasito en el huésped, a pesar de
no encontrar huevos; esto implica que existen formas que no estan produciendo
huevos, pero ya estan establecidas en los ductos biliares, ademas de que al estar
en una zona de alta prevalencia, la reinfeccion es constante y las formas
inmaduras ocasionan dafnos al momento de migrar a través del higado, o provocan

obstruccion cuando han llegado a los ductos biliares para alcanzar la madurez.® *3

La correlacion encontrada difiere de las reportadas por Abdel —-Rahman et al.®,
este grupo de investigadores reportan una r=0.39 en vaquillas provenientes de
una zona libre de fasciolosis, posteriormente las inocularon y sélo colectaron
muestras de la semana 1 a la 13 posinfeccion, para sacrificarlas a la semanai4,
mientras que Duménigo et al.,*°, reportaron una r=0.24, pero trabajaron con sélo

1,79 estudiaron

una muestra de heces de ovinos en Cuba, por su parte, Pelayo et a
pacientes en diferentes fase de la infeccion, hasta 70 dias después de iniciados

los sintomas clinicos, en el Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” en Cuba y
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encontraron una correlacion de r=0.66. La diferencia entre la correlacion que se
encontré en nuestro trabajo con los otros investigadores, se debe principalmente
al tiempo en que se realizé el estudio, la presente investigacién se realizé durante
13 meses, con una muestra considerable de animales, esto permitio relacionar el
fendbmeno de la produccion de huevos y la concentracion de CAg con algunos
fendbmenos ambientales como la presencia de lluvias y la temperatura ambiente,
por otra parte, la disponibilidad de alimento y agua son otros factores que ayudan
a entender el resultado obtenido. Ademas, el numero de muestras utilizadas tiene
un impacto dentro del analisis estadistico, esto es, si el numero es pequefio, existe
una mayor influencia de observaciones aberrantes, en nuestro trabajo, el numero

de muestra es considerable.

Finalmente, se sugiere que se realicen una mayor cantidad de estudios
sobre coproantigenos. Por otra parte, un anticuerpo monoclonal de una fase
inmadura del parasito, podria ser otra herramienta alternativa para diagndsticar la
infeccion antes de la 4ta semana pos-infeccion. Para el area de farmacologia,
queda el reto de investigar nuevos compuestos que brinden una mayor proteccion
a los animales de interés zootécnico, evitando que los animales desarrollen
resistencia hacia los compuestos usualmente utilizados. Otra tarea que aun
queda pendiente, es establecer calendarios de desparasitacion en base a cada

region geografica y tipo de produccion.
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5. CONCLUSIONES

Se realizé la estandarizacion del ELISA para CAg de F. hepatica en bovinos
y se determiné la concentraciéon de CAg en un rango de 0.01 a 26 ug/mL en las

muestras positivas.

Se logro diagnosticar la fasciolosis mediante coproantigenos en bovinos
infectados y reinfectados de manera natural, y tratados con closantel durante los

13 meses de estudio.

La mejor via de administracion del closantel fue la subcutanea, mientras
que la dosis que presentd mayor efecto en la reduccién de huevos de F. hepatica
en bovinos fue la de 7.5 mg/kg. En la dindmica de coproantigenos no se encontro

diferencia entre las vias de administracion, ni entre dosis.
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Anexo 1. Resultado del analisis estadistico de la concentracién de CAg de F. hepatica en bovinos con infeccion

primer semestre.

natural en el

Primer semestre de estudio

Grupo 05 Agt 02 Sep 28 Sep 26 Oct 23 Nov 10 Dic

28 56 82 112 138 155 TX
Grupo 1
Subcut 0.045+£2.85% 2.991+2.85° 8.965+3.11° 16.715+2.85* 18.192+5.60° 13.748+2.857
5mg/kg
Grupo 2
Subcut. | 0.222+3.49° 5.760+4.01*° 25.810+4.01° 22.895+3.49° 4.049+9.73* 18.574+3.72°
7.5mg/kg
Grupo 3
Oral 0.046+3.12% 0.798+3.28° 11.067+3.12* 16.002+3.12° 26.152+4.87* 20.253+3.12°
10mg/kg
Grupo 4
Oral 1.291+£2.97* 5.935+2.97° 16.311+2.85* 19.517+2.85° 18.478+3.98° 15.843+2.97°
15mg/kg

Literales diferentes en columna, se encontré diferencia estadistica (P<0.05)
Subcut = Subcutaneo
Tx = Tratamiento



Anexo 2. Resultado del analisis estadistico de la concentracién de CAg de F. hepatica en bovinos con infeccion natural en el
segundo semestre.

Segundo semestre de estudio

Grupo 18 Ene 15 Feb 12 Abr 11 May 07 Jun

186 222 278 306 334 Tx
Grupo 1
Subcut 15.379+4.25°  4.565+3.19°  2.887+3.20° 5.948+3.95%  9.199+3.19°
5mg/kg
Grupo 2
Subcut 24.702+5.20° 16.349+3.75° 0.310+3.99% 5775+4.29° 23.096+3.75°
7.5mg/kg
Grupo 3
Oral 19.333+4.65*° 8.176+3.36*® 6.053+3.36® 1.774+3.72° 14.428+3.53%*
10mg/kg
Grupo 4
Oral 12.764+5.18* 12.001+3.52** 4.177+3.35* 3.517+3.52® 14.476+3.35%
15mg/kg

Literales diferentes en columna, se encontré diferencia estadistica (P<0.05)
Subcut = Subcutaneo
Tx = Tratamiento




Anexo 3. Resultado del analisis estadistico de la concentracion de CAg de F. hepatica en bovinos con infeccion natural y el
efecto del closantel.

Dosificacion ANTES DESPUES DIFERENCIA VALOR t Pr>1tl
1ra 4.043+1.22 0.306+0.18 3.154 2.54 0.0152
2da 17.221+1.71 17.811+2.62 -3.204 -0.77 0.4540
3ra 14.653+1.85 1.085+0.96 15.240 6.75 <0.0001

Antes = momento de la administracion del closantel
Después = se midié 28 dias pos-tratamiento.



	Portada
	Índice 
	1. Introducción
	2. Materiales y Métodos 
	3. Resultados 
	4. Discusión
	5. Conclusiones 
	6. Literatura Citada 

