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RESUMEN

Se obtuvieron 100 nmuestras de suero y secrecidn nasal de bo-
rregos, en un periodo de tres meses, del rastro de San Feli-
pe del Progreso, Edo. de México, y 18 sueros y secrecidn na-

sal de ovinos libres de OQestrus ovis, del Centro Experimen--

tal Pecuario de Hueytamalco, Puebla. A todos los animales ~
se les practicd un examen post-mortem para verificar la pre-

sencia de larvas de QOestrus ovis en los cornetes y senos na-

sales, asi como en la faringe, laringe y trdquea. Cuando
se encontraron larvas, &stas se contaron y separaron en lar-
vas del primer estadio (L1), segundo estadio (L2) y tercer -~
estadio (L3). Se prepard un antigeno somftico (extracto cru
do) de cada uno de loc estadios, que se recolectaron de los

borregos sacrificados, asi como su respectivo antisuero en -

conejos.

Ochenta y ocho de los borregos del rastro estaban parasita--
dos por larvas de 0. ovis. De €stos 74 (84.09%) tenian lax-
vas del primer estadlo, 46 (52.27%) larvas del segundo csta-
dio y 16 (18.18%) larvas del tercer estadio. Los sueros de
los ovinos se ensayaron con eada uno de los antigencs en la
prucha de doble difucidn ea gel de apar (LD). Utilizande cl

artireno L1, ge detectoron 37 d¢ los animales parasitados, =
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obtenidndose una sensibilidad del 42,0472 y una especificidad
del 100%. Con el antigeno L2 ge detectaron 52 de los ovinos
parasitados; la sensibilidad fue del 59.09% y la especifici-
dad del 1002, Con el antIgeno L3, se detectaron 16 de los -
animales ﬁon larvas de 0. ovis; 1la sensibilidad fue del 18.18%
y.1§ especificidad del 95.83%. Los sue;os de los animales -

crntrol freron negativos a los 3 antigenos.

Timbién se examinﬁ’ln-secreciﬁn nasal de 1oi.animales del ras
tro (100) y de los borregos control, utilizando los tres anti
genos en la prueba de DD. Solamente 2 animales reaccionaron

positivamente a la prueba. Las muestras de los borregos con
‘

trol fueron negativas.

Los sweros de los ovinos se ensayaron con cada uno de losg an-
tigenoﬁ en la prueba de hemaglutinacidn pasiva (HP). Utili--
zando el antigeho de larva 1, se detectaron 38 animales para-
sitados, obteniéndose una sensibilidad del 40,902 y una espe-
cificidad del 21.66%. £Lon el antigenc de larva 2 se detecta-~
r-n 83 de los ovinos parasitados; la sensibilidad fue del ~ -
9:,90% y 1la especificidad del 87,50%, Con el antIgeﬁo de lax
v.. 3, ge detectaron 25 de los animales con larvas de 0. ovis,
1. sensibilidad fue del 28.40% y la ecspecificidad del 100%. -

Las muestras de los horregos control fucron negarivas



También se examiné la secrecidn nasal deécomplementada de ==
los animales del rastro y de los borregos control, utilizan-
do los tres antigenos en la prueba de HP. Solamente con el -
antfgeno de laria llse puede diferenciar entre los animales |
parasitados y los no parasitados. Se detectaron 43 de los ovi
nog parasitados, la éensibilidad fue del 47.72% y la especi-
ficidad del 95.83%. Con los otros dos antfgenos no se pudo -

discriminar los animales parasitados de los no parasitados.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se sugiere utilizar
suero de los animales problema, el antigeno somidtico de lar-
va 2 y una combinacidn derlas pruebas.- de DD y HP para hacer

el diagnfatico de oestrosis en oQinos.



INTRODUDGECCTION

La ansca Oestrug _ovis se encuentra distribuida nundialnente,
sicndo une de los parisitos que se encueniran con mids fre ~
cuencia en los lugares en donde se crfian ovinos y caprinos -
(5,23) 1llegando a provocar en algunos casos, considerables -
pirdidas econdmicas (24). Una mosca hembra puede depositar

cerca de 500 larvas en los ollares de los ovinos y caprinos.
L.as larvas del primer estadio migran en los pasajes nasales

hacia la parte superior, llegando a los senes nasales y a -

veces a los senos frontales (13,14).

El periodo larvario dura alrvededor de 8 a I8 meses, y al tér
minn de este tilempo, las larvas 3, salen al exterior pasando
a1l estado pupal en pocas horas. Este perfods dura de 3 a 6 -
semanas y pucde tovdar md3s tienpo en drvas donde prevelecen

las teaperaturis bajac (16). Las moscas adultas pueden vivir

niis de 28 dias (le¢).

En presereia de la mesea;los evinss ycaprines estdn muy ivnuie
.

tos y bajun la rabeza tratande de tapar loo ollarcedina vers guo

renliza 1a pueciva do l.s larvas,ios aninmales se frotan el hoei

co vy foins negales cootra el gnelo o ovn diver a9 objernn. Ton



movimientos <de las larvas provocan posiciones anormales de -
la cabeza del animal, dirigi®ndola hacia arriba, hacia abajo,
lateralmente o hacia atrds y su marcha puede ser vacilante.
S¢ oheserva estornudeo y una descarga nasal purulenta de mal -
aspecto y a veces pueden mostrar severos trastornos nervio--—
sos (6, 11, 20, 25). En México por ejemplo, se ha observado

que un ovino parasitado por Oestrus ovis gana un peso de - -

.

184.4 ¢, diardios y posteriormente a la desparasitacifn, gana

&

333.3 g. diardios (1, 2).

En los Estados Unidos se observd que, en 1965 la industria -
ovina perdid aproximadamente 8,000,000 de dGlares, debido a

la infestacidn por Oestrus ovis (24). En Nuevo México, Esta

dos Unidos, se han descrito infostaciones del 90% a2l 95% en

ovejas adultas (24).

En 1a Unidn Soviities ¢ ha observado que las larvas de Oeg-
trus covis som vesponsableg deuna alta mortalidad en corderos,
encontrindose hasta 3459 larvas por animal, En Sudidfrica la

infestacidn de ovine: varia del 102 en julio al 507 entre o¢
tubre y enero (24). En ¢l rastro municipal de Pretoria - -
(Sudidfriea), ¢ encontrsd, on un periedo de 24 neses, una ia-
fostaeildn del 73.4% en borregos, teniende uaa ecarga parasita

ria proredie de 195.2 larvas (103,



En México se encontrld una incidencia del 8% al 100% en ovi--
nos, en Durango (1,2) y en el rastro de Ferreria, en un es-

tudio realizado en 4,850 cabezas de ganado caprino sacrifica
do en un perfiodo de tres meses (marzo, abril y mayo), se én—

contrd una incidencia por Oestrus ovis del 86.2%. Estos ca-~

prinos procedfan de los estados de Zacatecas, Durango, San -
LY

Luis PotosI, Guanajuato y Guerrero (21).

Por lo anterior, es de suma importancia llegar a un diagnbs-
tico oportuno de la oestrosis, para poder utilizar a tiempo
el tratamiento adecuado para esta parasitosis, y agi evitar

daifios mayores y obtener mejores rendimientos.

En la actualidad, los m&todos de diagn6stico miAs comunmente
utilizados son:la sintomatologia,la observacifn de larvas al
momento de ser expulsadas por los ollares de los animales y el

hallazgo de pardsitos a la necropsia (10, 20).

El primero no es del todo confiable, ya que los signos clini
cos de la enfermedad se pueden confundir con los de qtras en
fermedades, principalmente de Indole respiratorio, o en ca=--
808 muy severos con alpunas enfermedades nerviosas. Adeumds.

et muchas ocasiones las i1nfestaciones pasan denopercibidas,

va que la presenecia de pequ iias ecantidades de larvas, no dan
Tugar a ningua trastorno aparente. Es ncecesario, por lo tan

ta, llevar a eabo usa exploracida cuidadosa de lo, wsasajos -



respiratorios explorables (20) y esto no siempre es factible

Para confirmar el diagndéstico se utiliza el examen port-mor-
tem. Se encuentra la presencia de larvas, en cavidades nasa

les, senos frontales, senos maxilares y conchas etmoidales,

principalmente (20).

De acuerdo a lo anterior, existe la necesidad de contar con
un método de diagndstico confiable, vy de ficil realizacidn,
que detecte oportunamente la infestacidn y agilice el trata

miento.
En general, los artrdpodos productores de miasis, provocan-
respuestas inmunes que pueden ser detectadas por Iatra=

reaccidn y por pruebas seroldgicas (3,4).

En el caso de QOestrus ovis, no se conoce como ocurre la res

puestas inmune, probablemente sea en forma similar a la pre
gentada por hipodermosis puesto que ambos artrdpodos perteng

cen a la familia Oestridae (14,18).

Un estudio realizado con suero de cabras, demuestra que las
infestadas por larvas de Oectrus ovis., ton  capaces de
dar uns reanaesta inmuse humoral eontra el pardsite, v que=

es pogivie deteetar eosita vespuesta por medie de pruehac sor

]



16gicas come ¢s la prueba de Hemaglutinaciédn Pasiva (HP) v -

la de doble difesidn en gel de agar (DD) (15).

El estudio anterior realizado en cabras, es el {inico que se
ha reportado sobre el diagnéstico inmunoldgico de QOestrus --
ovis.

No se ha realizado en ovinos y tampoco se ha estudiado si --
también la larva 1 es capaz de dar una respuesta inmune humo

ral contra el parisito.

En la secrecidn nasal de los borregos, se ha visto que apro-
ximadamente el 407 de los anticuerpos son de la clase IgGI ~
(19). por lo gue existe una posiblidad de detectar anticuer-
pos anti-Oestrus oviys en dicha secrecidn, como ya se ha mos-
trado en borregos infectados con el virugs de para-influenza

3 (22). De <pr asf, se facilitarfa la obtencidn de la mues-
tra para el diagndstico de oestrosis sin necesidad de san- -

grar al animal,

.

En vista de tedo lo aaverior, se deeidid realizar el presen-

re trahajo.
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HIPOTES STIS

En un estudio rcalizado en caprinos (15), para hacer el

diagndsctico inmunoldgico de Oestrus Nvis, se observé que

utilizando 1a pruebs de Doble difusidn en gel (DD), de
cien cabras sacrificadas, solamente tres dieron reaccio

nes positivas con los antigenos L2 y L3,

Utilizando la prueba de Hemaglutinacidn pasiva (HP), se
detectaron setenta y siete animales con anticuerpos an~

ti-Oestrus ovis. (15).

-

Probablemente hay una respuesta inmune mayor contra el
egtadio larvaric 2{i2), que contra el esradic larvario

3 (L3).

El antisuero anti-L?, tuvo un titulo de 1:256 en la prue
ba de Hemaglutinacidnr pasiva (HP)3; con la misma prueba,
se observd que los animales controles tuvieron tItulos
muy bajos no mayores de 1:4, 1o cual indica, que al uti
1izar el auntfgeno L -n la prueba de HP, se puveden dis-

eriminar animales infectados de los no infectados,



Se suypone¢ tambifn,gue el e«radic larvario L1 de Oeusrrus

tyfs s capap, dw dar upa respyesta ianune humoral con-

tra ¢l pardsico,

o 0 eXduesto ante gente se concluve que 1e ueba
Por 1 ! t nteriormentre se concluve = la pruel

miis adecuada para detecrar anticuaerpos anti-Oesrrus ovis

. . 4 - *
¢s5 la de hemaglurinacidn vasiva (HP) y que es posible

La

diferenciar animales infectados de animales no infecta-

dos utilizaando el antigenc L2(15).

Se erew, ademds oue existe la nosibilidad de detectar

aoticuerpos anti~Oestrus ovis en la secrecidn nasal,

iz03l que se han encontrade en dicha secrecifdn, anticuer

pos »» harreges infectodos con el virus de paraiofluenza

3 (22),



1.

LB T T VS
Detvrminar cual de los tres antigenos larvarios de Qestrug
ovis es ¢l mds adecuado para el diagndstico serclizico de

oestrosis en ovinos.

Determinar, si es posible detectar, anticuerpos anti -

Oestrus ovis en la secrecidn nasal de nvinos infestados ¥

comparar los titulos, con aauéllas del su=rec e¢n animalis =

parasitados.

Determinar la especificidad y sensibilidad de diferentes -

pruebas serolégicas que se pueden emplear en el diagndstien

de oestrosis en ovinos.



MATERIAL Y METODOS

OBTENCION DE ANTIGENOS: (12)

l-

Se recolectaron larvas de Oestrus ovis a partir de bo--

rregos sacrificados em el rastro.

Las larvas se separaron de acuerdo con sus caracteristi
cas morfoldégicas en larva 1 (L1), en larva 2 (L2) y en

larva 3 (L3). (10,14,16,20,23)

Se procedid a un lavado con solucidn salina fisiolégica,

hasta que el sobrenadante se observd claro.

Las larvas L2 y L3 fueron liofilizadas hasta ger utili-

zadas,

Se pesaron 10 n, de cadz uno de los estadios larvarios
(L2 v L3), ue agregaroan 530 ml. de PBS (solucidn salina
buferada) pH 7.2 v arena de mar estéril en un mortero -
en bafo de hielo, . se sroredid a triturar hasta formar
una pasta. En el caso de estadin larvario L1 se peséd -
inicamente 1 g. de éste v se le agregd 5 ml. de PBS pH

7.2 va que solamentc se recoleetd euta cantidad de lar-

vag.
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Se dejG en agitacién lenta (con un rotor magnético) a-

4° ¢ durante 24 horas.

Se centrifugdé a 3,000 rpm. durante 15 minutos en una ~-

centrifuga refrigerada (4°C).

El sobrenadante se filtrdé con un filtro Millipore de
0.22 micras; recolectdndolo en tubos de ensave estéri-

les.

La cantidad de proteina se determind por medio del m&to-~

do de Biuret (12).

El antfgeno se envasd en alicuotas y se congeld (~-70°C)

hasta su empleo (1Z).

DETERMINACIOR DE PROTEINA:

METODO DE BIURET,

REACTIVO._

Se disolvieron 1.5 gr. de sulfato de cobre pentahidrata
do v 6.0 gr. de tartrato de sodio y potasio en 3500 ml,
de agua. Se anadiernn 300ml. de NaCl al 107 libre de
carbonato preparado recientemente, Se aprepd agua des-

tilada hasta comnletar un litro,.



LSTANDAR D¥F TROTETNA, -

Se disolvicron 100 my. de albGoina sérica hovina en 10
al. de agua destilada para obtener 10 mg. de proteina/

ml.

PROCEDIMIENTO:

L3

Se colocaron las sipuientes cantidades en tubos marca--

dos:
ml. SOLUCLON ml. AGUA ng/ml
ESTANDAR DESTILADA PROTEINA

0.1 5.9 1

0.3 0.7 3

0.5 8.5 5

0.7 0.3 7

0.9 D.1 9

1.0 0.0 10
Blanco 0.0 1.0 0

La muestra probloma (aantigenn) «e diluvd de tal manera

que tuviers del 1 a 19 mg/ml.

A les tubos con el Blaara, cstdndares v o stran prokle
ma, Gt te agregd 4 ml. de reacrive del bisret v os0 neze
[}

clatan, B oape feo s pipetec e Teen TN Gl arhoancia -

y GBI up e uu vapeetateram tre 3 s by P mads Y (=)



Los re-uitados re graficaron oo fooped aidimdrrien, o e
trazd fa curve estidndar v ose internold 1o deusidad dved

ere g cada muestra de antipenn LY, L2 0 L3 para (onocer

su concentracion  de proteifna (7,9,12).

METODO DE INMUNIZACION.

*

Preparacifin del antisuero contra L1, L2 v L3 de¢ Oestrus

MATERIAL.~-

1. Antigeno somitico de larva 1 (L1), larva 2 (1.2) v ~

larva 3 (L3}. .
2. Adyuvante completo de Freund (ACF)#*.

3. Jeringa de 20 ml. con aguja del ndmero 13 (unz para

cada estadio larvario).

4. Vaso de precipitaduos (uno para cada estadio larva--=

rio).

5. 2 coneijos de 2 Kg. de peso cfu, (pur vada estadic -

larvario).

nIvrco, Detroit, Michigan, E.U.A.
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PROCEDIMIENTO.-

Este método se practicd en cada uno de los estadios lar

varios de Oestrus ovis.

1. 8e couvlocaron voliimenes iguales de antigeno en solu-

cién y adyuvante en un vaso de precipitados.

2., Con una jeringa de 20 ml. con aguija del 13, se mez-
cl6 repetidamente el antigeno y el adyuvante; suc-—-
cionando y expeliendo en el vaso de precipitados. -
Cuando 1la mezcla comenzb a emulsificar, tomo una -~~=

apariencia lechosa y espesa.

3. Se continud mezclando 1la emulsidon hasta que una go-
ta de ésta, cuande se colocd sobre la superficie de
un recipienare conteniendo apua, permancecid intacta.

4., E1 antigeno disuelto con solucidn salinag estérily -
caulsificando con ACF se inoculd en dos conejos, de

acuerdo eonn o1 sicuiente oroatoecolo de inmunizacién.
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PROTOCOLO DE [NMUNIZACION

INOCULACION VIiA DE
NUM. T1EMPO bos1s INOCULACION

1 Dia O 5 mg. de Ag disuelto S.C. en miil
en 1 ml. de solucidn tiples si-~
salina estéril, emul tios.
sificado con 1 ml, =~
ACF.

2 Dia 15 Igual gue ol anterior I.M. y §8.C. !

3 Dia 30 0.250 mg. del Ag en I.M.
solucidn salina.

4 Dia 31 0.500 mg. del Ag en I.M.
zoliueidn salina.

5 Dia 32 1 mg. del Ag en so~- I.M.
lucidén salina.

S.C. Subcutdnea.

Intramuscular.

El sangradeo se practicd en el dia 39 (una scmana después

de

aplicar la iltima dosis) se separd el suero, se dispensd en

frascos y se conpeld a -70°C hasta su uso (12).
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INMUNOELECTROFORESIS .

MATERIAL.~

1. Aparato de electroforesis.

2. Portaobjetos limpios y desengrasados.
[ ]

3. Pipetas Pasteur.

4, C3amara Himeda.

5. Agar noble.

6. Merthiolate al 1%.

7. Buffer de barbituratos (pH 8.6, 8 0.1 M, fuerza - -

45nica 0.05).

8. Antigeno y antiguero especifico.

PROCEDIMIERTO.~
1. Se prepavaron varios portaobjetos con una ligera ca

pa de apar de inpreganacidn (agar noble al 10X).

2. Despuiés se prepard una Solucidn de agar noble al 1%,

en butfer de barbituratos 0.1 M, pH B.6:
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a) Buffer de barbituratos:

Barbiturato de sodio (0.1 M) 500.5 ml.
Acido clorhidrico (0.1 N) 149.5 ml,
Agua destilada. 350.0 ml.

Al final se anadié merthiolate blanco a una concen-

tracién final de 1:10,000.

Los portaobjetos con agar de impregnacidn se coloca
ron en posicidn horizontal, y se les agregd 3 ml. -
de 1la sclucidn de agar al 1% caliente. Se dejé gze-
lificar a temperatura ambiente y posteriormente se

metieron en una cimara himeda hasta su empleo.

.

Las laminillas se perforaron con un molde y se ex—-
trajo el agar de la perforacidn circular solamsante.
En el recipiente de 1la unidad de electroforesis se
colacd la cantidad necesaria de buffer de barbitura
tos. Las laminillas perforadas se colocaron y se -
establecid el contacto entre la placa de agar v el

buffer utilizando tiras (mechas) de papel filtro.

Se conectd la cémara de clectroforesis a la fuente
de poder y se ajustd a la corriente a 8-10 volts/cm.
de gel 6 6-8, mAmp / laminilla por 15 minutos para

equilibrar el sistema.



7. Posteriormente con una pipeta Pastevr, se coloecd la
solucidn de antigeno en las perforaciones de la pla
ca de agar. Una de las muestras de antigeno se ti-
ii6 con azul de browofenol para indicar el desplaza

miento.

8. Se checd que 1lds tiras de papel filtro estuvieran -
bien colocadas v se coneéctd nuevamente el aparato,
cuidando que la corriente fuera correcta. Cuando -
se observéd que la muestra tefilda habia migrado lo -
suficiente hacia el polo positivo'(énodo) para una
separacidn correcta, se desconectd el aparato y se
removid el agar de la canal para colocar el antisue
ro. Esto se hizo con rapidez para evitar la difu-~-

sidn excesiva del antfgeno.

9. Las laminillas se dejaron c¢n una cimara hiimeda du--
rant~ 24 a 43 horas. €e¢ hizo la lectura en una ca-
mara de fondo nhscuro v se dibujaron los resultados

obtenidos (9,12).

.
irmom

TOMA DE_MUESTRAS .

PROGCEDIMIERTO, ~

S abtuvicrou 100 mnestras de auero v e recion nasal -



S

de borregos en un periodo de 3 mesces (julio, agosto y -
septiembre de 1982), del rastro de San Felipe del Pro—--
greso, Estado de México, y 18 sueros y secrecifn nasal

de ovinos de raza Tabasco libres de Oestrus ovis del -~

Centro Experimental Pecuario de Hueytamalco, Puebla -~ ~
(CEPH), originarios del Centro Experimental Pecuario de
Mocochd, Yucatdn, donde se considera zona libre de Oes-
trus ovis (Bautista, G. Comunicacidn personal, 1982). -
Las muestras de sangre se obtuvieron en el momento del

sacrificio de los animales previamente identificados, -
estas se recolectaron en tubos de ensaye los cuales se

dejaron reposar hasta la llegada al laboratorio {3-4 ~--
horas en posicidn horizontal), donde se les quitd el =--
codguio y se centrifugaron (3,000 rpm/10 minutos); el -
suero resultante se colocd en frascos estériles y des~~-

puds se congeld a -20°C hasta ser utilizado.

Las muestras de secrecidn nasal se tomaron basindose en

el método descrito por Smith (22):

1. Se prepararon frascos con 2 torundas de alpgodén y 2
ml. de PBS pH 7.2 cada uno v se esterilizaron en -~

autoclave a 15 1bs de presidn/15 minutos.

2. A rodos los borregoes muestreades se les introdufo -~

na terasndd ooidda e PBS pH 7.3 en »ada ollar.

]
L4



3. Se esperd 3 minutos y posteriormente se aguité la torunda de algo
dén y sc¢ exprimid con upa jeringa estéril, recogiendo la secre--

c¢idn nasal juuto con ¢l PBS pH 7,2 en un frasco estéril,.

4. Las muestras se centrifugaron a 3,000 rpm/10 minutos; el sobrena
dante se colocd en frascos estériles y después se congeld a -20°

C hasta ser utilizado.
4

A todos los animales se les practicd un examen post-mortem para veri

ficar la presencia de larvas de Oestrus ovis en los cormetes nasales,

senos nasales y frontales, asf como en la faringe, laringe y parte -
de la trdquea; utilizando para &sto una sierra de Stryker. Cuando -
se encountraron larvas, &stas se contaron y separaron en larvas del -

-

primer estadio (L1), segundo estadio (L2), y tercer estadio (L3).

En algunos animales en los que se encontraron larvas muy pequefiag --=
que dificilmente podrfan ser identificadas, se procedié a recolectar
las en tubos de ensaye fijdndolas con glutaraldehido al 3%, y poste-
riormente se procesaron para ser fotografiadas con el microscopio ~--
electrinico de barrido v se identificaron basdindose en el trabajo de

ie Fichoux, Marty v Denis (17).

TEGYICA PARA LA OBSERVACION CON EL MICROSCOPIO FLECTRONICO DF BARRIDO:

=

Para 1a observacidn coa ¢l microscopio electrénico de barrido las lar
vas fueron colocadas en fijador gplutacvaldehido al 3% en amortiguador

de fosuafatos 0.1 M, pH 7 % durganre 3 Torus a 4°C; inomediatamente fuo=--

l ror aeshidratadas en convoentrers feaes geeudr ntes de acetnaa, en seend
da Yoo pard e cueeewn o sleenden o0 onn deao e gl per unela er i e o,
I I O N R IR A L N
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Se tomaron muestras histoldgicas de los senos nasales

y frontales de algunos ovinos parasitados y de otros sa
nos, con ¢l1 fin de observar el ripo de lesgifn e infil--
tracidn que llegan a ocasionar las larvas de QOestrus -=-
ovis. Las muestras se fijaron en formaldehido fosfata
do al 10% y se tifiieron cgn hematoxilina y eosina,.
Posteriormente se observaron en un microscopio opticno
standard. Se llevd un registro de cada uno de los anima
les muestreados en el cual se anotaron los siguientes -
datos:

a) 1Identificacidn (nimero)

b) Edad
e) Sexo
d) Raza

e) Presencia y nimero de L1, L2, L3, de Oestrus ovis

f) Presencia de otros paridsitos
g) Leslones en otros Organos

h) Otros estados morbosos

PRUEBA DE DOBLE DIFUSTION EN GEL.

MATERIAL.-

1. Marraz de 125 nl,
2. Ploatina ~aliente,

‘e Peorranijse tea dJeasoaprasadoes v lirpi. o,



Pipetas Pastecur.

5., Cajas de Petri.

6. Aplicadores.

7. Papel filtro.

8. Molde o dado perforador de gel.

'9- Agar noble.

10. PBS: pH 7.2

11. Merthiolate al 17Z.

12, AntIgenos de larva 1, larva 2 y larva 3 de Qestrus
ovis.

13. Antisueros de cada unc de los estadios larvarios de
Oestrus ovis.

PROCEDIMIENTO. -

1. En un matr3z de 125 ml. se colocaron 50 ml. de PBS
pH 7.2 y se agregaron 0.5 gr. de Agar noble.

2. Se calentd al fuego lento el agar hasta que no que=
daron grumos. Al final, 2l volumen perdido por eva
poracidn se repuse con agna destilada y se le agre-
garon 5 gr., de NaCl, para obtener una concentracidn
final del 107 de NaCl (12).

3. Se le agrego nertiileliate bluneo o una coneentracion

final de 1:10,000 (0.5 ml. de nerthiolate al 17).



Sc colocaron los portaobjetos sccos y desengrasados
en una superficic plama. Con una pipeta de punta -
ancha a cada laminilla se le agregaron 5 ml. del --
agar caliente y se dejd gelificar a temperatura am=—

biente.

El agar de los portaobjetos fue perforado con un da
do o molde perforador y el agar residual se retird

con un aplicador.

El orificio central de una serie de laminillas se -
lilend con el antigeno Ll y los sueros alrededor. -
Con otra serie de laminillas se procedid de la mis~
ma manera pero se utilizé antfgeno L2 para llenar -

el pozo central. Se procedid de la misma manera pa

ra el antfgeno L3,

Las laminillas se colocaron en una cimara hdmeda y

se incubd a temperatura ambiente de 24 a 48 horas.

La lectura para localizar las lIneas o bandas de =~
precipitacidn se hizo en una cimara de feonde obgscu~

TO.

Se hizo un esquema de los vesultados obtenidos (12).

Para la scerecidn nasal se llevd a cabo ol mismo niétodo,



PRUEBA DE HEMAGLUTINACION PASIVA O INDIRECTA,

MATERIAL. -

Equipo:
1. Centrifuga, capaz de 800 X gr.
2. Bafios Maria, 37 y 56°C.

3. Tubos de centrffuga cbnicos graduados de 12 ml.

Material de Cristaleria:

1. Pipetas serolfgicas.

2. Matraces.

3. Vasos de precipitados.

4. Tubos de ensaye de 10 X 75 mm.

5. Equipo de microtitulacién:

a) Pipetas de 0.05 ml. y 0.025 mi.
b) Microdilutores de 0.05 ml.

¢) Vibrador.
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Reactivos:

1. Solucidn de Alsever.

2. Solucidn salina buferada (PBS ph 7.2 y pH 6.4).

3. Sueroc normal de conejo {(SKNC).

4, Acido tdnico.

5. Antigeno.

6. Suero positivo de titulo conocido y suero cantrol -
negativo.

7. Eritrocitos de carnero (las células se afiejaron 3 -

dfas a 4°C antes de ser usadas).

Preparacidn de Reactivos:

Solucifn Anticoagulante.

Solucidén de Alsever:

DeXtYOSAcersorasasraventansssscsss2sOF gr.

Citrato de sodio dihidratado.....0.8 ET.

Cloruro de so0dio..cisevivensenea 0,42 gr.

Acido cftricoOsecansvrnsascasenseD.055 gr., & 055 ml.
de Acido acético al
10%.



Agua destilada......cuvveane...100.00 mi.

’

(3 steri 6 por filtracidn v se aimacend a 4°C).
(5e estorildzd \

Solucidn Salinma Buferada (PBS):

§glgciones Stock:

Na,HPO,, 0.15 M...21.3 g/litro de agua destilada.
KH2P04, 0.15 M...20.4 g/litro de agua destilada.
NaCl, 0.15 M... 8.8 g/litro de agua destilada.

PBS, pH 6.4

-5 et

i

Ha HPO4 6.15 M...32.3 ml.

2
KHZPOA’ N.15 M...24.0 ml.
NacCl, .15 M..100,0 ml.

PBS, pH 7.2:

KaaﬂPﬂa. 0.15 M...76.0 ml.
KHZPOa, 1.15 M...24.0 ml.
NagCl, .15 M..100,0 ml.

Diluyente:  Suero normal de conefo (SNC) al 1%.

Y= i mns

Se inartivé suero de coaejo nermal a 56°0C por 30 mian--
teg, Ge wbservid econ G.R. de earnero, 0.1 ml. G.R. +
@5 mi. werers o fge ahar o 39 rinuton o 3760 Se nez

. o

.

Ale 1V el. o wacne ey Y ], e PR&S ol



Preparacisn de las diluciones du drido tdnico, 1:

y 1:20,000.
Inmediatamente antes de usarse se¢ prepard una solucidn

fresca de una dilucifn 1:1,000 de dcido tidnico, disol--
viendo 20 mg. de dcido tinico en 20 ml., de PBS, pH 7.2,
Se diluys la solucidn stock 1:1,000 a 1:20 para obtener
la dilucidn de 1:20,000 que se usé en la prueba (2.0 --

ml. de 1:1,000 + 38.0 ml. PBS, pH 7.2).

*
TANIZADO DE G. R.

1. Se lavd los G.R. 3 veces en PBS, pH 7.2 - 800 X gr.

por 5 minutos 2 veces y por 10 minutos una vez.

2. Se puso 1 ml. del paquete de G.R. en 39 ml. de PBS,

pH 7.2 para obtener una suspensidn al 2.5%.

3. Se 28adid un voiumen fgual (40 ml.) de solucién de
fcido té&nico 1:20,000; se mezeld e incubd en un ba-~

fioc Marfa a 37°C por 10 minutos.

4, Se¢ smacaron los G,R, del bafio ¥arfa y se¢ centrifuga-
ron por 5 minutor a 8N0 X ar. El sobrenadante s¢ -

descartd, v se¢ lavE& eon PRS, uH 7.2, o BOO X gr. ==

* G.R. (Gl8bulos ro0jos).



por 10 minutos, Tos G.R. «r resuspendiercean eon PBS,
pH 6.4 para hacer una suspensidn al 2.5%7 (1 ml. - -

G.R. + 39 ml. PBS).

B. SENSIBILIZACION DE G.R. *

o e S o 0 A
13

1. Para sensibilizar los C.R., tanizados se agregé un =«
volumen igual de una dilucién Sptima de antigeno en
PBS pH 6.4 a3 1la suspensidn de cé&lulas y se incubé -~

en un baiio Maria de 37°C por 15 minutos.

Determinacidn di 1a _concentracifn Sptima de antfgenmo:’

a) Se prepar6 4 diluciones de antfgeno en PBS pH -

6.4 por ejemplos 1:25, 1:50, 1:100, 1:150.

b) 8¢ sensibilizaron los G.R.

©) 8¢ utilizd un suero negativo y otro positivo -~
por cada dilucide. (la concentracidn mds baja
de4l antferno que da ol mavor tftulo con el sue-

ro jamune v que reaccione son el sueroc negativo

v ronciderada come Sptima)d.

* G.R, {($"Finglus reina),



S¢ ceantrifugd a 800 X gr. vor 5 oinatos. Se ciiwi-
it ¢l sobirenadante v despndés se laveron las células
2 veces con SNC al 12 en PBS, pli 7.2; la primera a
&00 X gr. por 5 minutos y la idtlima a 800 X gr. nor

10 minutos.

Se ajustaron los G.R. a una suspensidn al 1.57 en -
SNC 1% (por ejemplo: 0.15 ml. del paquete dec G.R.

+ 9.85 ml. de SNC 1%).

c. PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA,

Se 1Inactivaron los sueros por 30 minutos a 56°C.

En placas de microtitulacifn se transfirieron 0.05
ml. de SNC 1% con una pipeta a los hoyvos en donde -

se iban a hacer las diluciones.

Se transfirieron 0.05 ml. de cada <uero a probar, =
von un microdilutor a2l primer hove gue rontenfa ~ =

0.9 ml. de SNC al 1/7.

€0 hieferoan doce diluviones pas:sda 6.5 ml., de cue
ree 2 cada hove = eliminaade loa .08 =1, Jde] @iltima

bave.,
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5. Las diluciones se mezclaron poniendo las placas en
un vibrador, Con una pipeta se agregd 0.025 ml. de
12 suvlucidn sensibilizada de G.R. al 1.5%.a cada di

lucidn de suero.

6. Se mezcld con el vibrador y se dejaron las placas =~

L]

incubando a 4°C por 12 horas.

7. Se hizo la lectura por medio de los patrones en el

fondo de los hoyvos (12).

CONTROLES .

Control de Diluvente, Se transfirieronm 0.05 ml. de SNC 1Z a

wvarios hoyos y se¢ agregaron 0.025 ml. de los G.R. sensibili-

zados al 1.57. Eata reaccidn fue negativa.

Control del suero. Se prepard una suspensidn al 1.5% de G.R.
tanizados no sensibilizados en suero normal de conejo al 1%,
Se prepari uyna pliaca por duplicade eonun diluciones scrkadas -
de los suyercos a ser probados, 6 hoyos de cada suero en vez -
de 12, A cada hoyo se le adadieron 1,025 ml, de G,R, taniza

dog no sensibilizadas al 1,5/, €o¢ nhtyvo una reaccidn nepa~

viva (12),
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SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD.

.La sensibilidad v especificidad de las pruebas se determind

de la sigulente maunera {(8):

NuUM. DE ANIMALES CON OESTROSIS
POSITIVOS A LA PRUEBA. X 100

NUM. TOTAL DE ANIMALES CON
OESTROSIS.,

SENSIBILIDAD -

NUM. DE ANIMALES SIN OESTROSTIS
NEGATIVOS A LA PRUEBA.

ESPECIFICIDAD = &y "T65TAL DE ANIMALES SIN X 100
OESTROSIS.




DETERMINACION

- 34 -

RESULTADOS

DE PROTEINA:

Utilizando el
cantidades de

OQestrus ovis:

Antigeno
Antfgeno

Antigeno

método de Biuret se obtuvieron las siguientes

protefina / ml. de los antfgenos somiticos de --

de larva 1 --—eoccmmcanaaa 6.10 mg/ml.
de larva 2 —~=e=ececewnee—w-16,25 mg/mi.
de larva 3 ~—~--ec=-- ~=====27.2 mg/ml.

INMUNOELECTROFORESIS:

Utilizando cada uno de los antfigenos somiticos de Oestrus --

ovis con su respectivo antisuero se observaron log siguien--

tes sistemas

Atfgenos

L1
L2

L3

antigeno-anticuerpo (fig. 1):

Nimero de sistemas

————————————— v o e}
e —————————————————————— ]2

e e S v - o - ik w90 o o 12
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ESTUDIO POST-MORTEM:

De los 100 borregos del rastro que fueron examinados, se en-

contrS que 88 estaban parasitados por larvas de Oestrus ovis.

De éstos, 74 (84.09%) tenfan larva 1; 46 (52.27%Z) larva 2 y

16 (18.18%) larva 3,
De los 100 animales examinados, doce resultaron negativos.

Al hacer el estudio post-mortem de los 18 borregos controles,

se observd que estaban libres de larvas de QOestrus ovis.

La edad del grupo del rastro estuvo comprendida entre los 3
meses a los 6 afos; los borregos controles tenfan una edad -

entre los 6 meses y un afio y medio de edad.

En el grupo de borregos muestreados del rastro hubo 69 hem~--

bras y 31 machos; los borregos controles fueron todos machos.

No hubo una vraza predominante; en el grupo de borregos mues-
treados del rastro, la mayorfa de los ovinos eran criollos;

gin embargo, los ovinos controles fueron de raza Tabasco.

De los 88 animales que salieron positivos a QOestrus ovisgs, =--

presentaron ademds los siguientes estados patoldgicos:
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No. de animales

Fasciola hepatica —-==m-morcermc e 29

Exudado purulento en senos nasales y ~-== 7

frontales (de causa desconocida)

Thysanosoma actinioides ~=w=cwwwconwna—a -~ 3

(en 1los conductog biliares y
* vesicula biliar).

Ectima contagioso ==<e=—mr—remcrcccccrmene— 3

Higados fibrosos con abscegos =w=m=mmmmemw - 2

{(de causa desconocida)

Diarreas =—=————mmmem e e e m—————m————— 1
(de causa desconocida)

Pseudotuberculosisg -=——=meorememcccr o= ——— i
(Linfadenitis caseosa)

De los 12 animales que resultaron negativos a Oestrus ovis,

presentaron los siguientes estados patoldgicos:

No. de animales

.

Fasciola hepatica —=~=v-==mm=mow- —————— 8

Thysanosoma actinioides ---~-=~=w~se~cw—e 2
(en los conductos biliares y
vesfcula billar)

<]

xudado purulento en senos nasaleg y --=- 1
frontales (de eausa desconecida)



RESULTADOS DE LA OBSERVACION DE LARVAS AL MICROSCOPIO ELEC--

TRONICO DE BARRIDO.

Las larvas que estaban presentes en los senos nasales y fron
tales cuyo tamafio dificultaba su diagnéstico, al ser vistas

al microscopio electrdnico de barrido y de acuerdo a sus - =
caracteristicas morfoldgicas, resultaron ser larvas 1 de - -

Oestrus ovis {(foto 1, 2, 3, 4 vy 5).

RESULTADOS DE LOS CORTES HISTOLOGICOS DE SENOS DE OVINOS CON

OESTROSIS. .

Foto a. Seno nasal de ovino, no se observd ningin cambio.

Foto b. Seno nasal de ovino con oestrosis, present§ la pér~
dida casi total del epitelio y en el corion granm in

filtracidn de linfocitos vy plasmoccitos.
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PRUEBA DE DOBLE DIFUSION EN GEL:

De los 100 sueros de borregus del rastro probados con la téc

nica de doble difusidén en gel con el antigeno de larva 1, se

encontraron 37 reacciones de precipitacidén que correspondie-
.

ron 3 animales parasitados, los animales sin oestrosis del -

rastro y los animales control no presentaron bandas de preci

pitacidén (cuadro 2).

L.a prueba con el antigeno de larva 1 tuvo un porcentaje de -

sensibilidad del 42.04% y una especificidad del 100Z (cuadro

i).

Al probar ia secrecidn nasal con el antigeno de larva 1 con
sta misma técnica, se encontraron s88lo 2 bandas de precipi-
tacién; de las cualeg una correspondid a un animal con oeg~~

trosis y la otra a un animal sin oestrosis (falso positivo ).

En esta prueba al correr los 100 sueros del rastro cgon el an
tIgeno de larva 2, se encontraron 52 reacciones de precipita
cidn que correspondieron a animales con oestrosis, los anima
les sin oestrosis del rastro igual que los controles no pre-

sentaron bandas de precipitacién (cuadro 2).



Esta prueba con el antigeno de larva 2 tuvp un porcentaje de
sensibilidad del £9.09%Z y una especificidad del 1002 (cua--

dro 1).

La secrecifn nasal al ser probada con el antigeno de larva 2,
igual que en larva 1, s8lo se encontraron 2 bandas de preci-
pitacidn que correspondfa una a un animal parasitado y la ==

otra a un animal no parasitado (falso positivo).

Al correr los 100 sueros del rastro con el antigeno de larva
3, se encontraron 17 reacciones de precipitacifn; de las cua
les 16 correspondieron a animales con oestrosis y una a un -

animal negativo del rastro (falso positivo); los sueros de -

los animales controles fueron negativos (cuadro 2).

Esta prueba con el antfgeno de larva 3 tuvo un porcentaje de

sensibilidad del 18.18% y una especificidad del 95.83% (cua-

dro 1),

La secreciliy nasal &l ser probada con el antigeno de larva 3
presentd igual que en los demfs antigenos 2 bandas de preci-
pitacidn; de las cuales una correspondfo con un animal para-

gitado y la otra con un animal negativo,
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HEMAGLUTINACION PASIVA O INDIRECTA EN SWEROS:

En esta prueba, al correr los 100 sueros de los borregos del
rastro y 18 sueros de los animales control, se vié que cada

uno de los estadios larvarios de Oestrus ovis (L1, L2 y L3)

reaccionaron a diferentes tftulos (fig. 2, 3 y 4).

Tomando en cuenta los resultados anteriores, se observd que

con 21 antigeno de larva 1 de Qestrus ovis considerando un -

tftulo de 1:64 en adelante (fig. 2), se obtuvierom 38 reac--
ciones positivas, de las cuales 36 correspondieron a2 anima--
les parasitados y 2 fueron reacciones falsas positivas (cua~-
dro 3), lo que nos da un porcentaie de sensibilidad del ~ ~-~

40.90% v una especificidad del 91.66% (cuadro 1).

Con el antigeno de larva 2 de Oestrus ovis, congsiderando un

tftulo de 1:32 (fig. 3), en adelante, se obtuvierno 83 reac~
ciones positivas, de lasg cuales 80 correspondieron a anima--
ies parasitados y 3 fueren falsas positivas (cuadro 3), lo -~

que nog da un porcentaje de sensibilidad del 90.90%Z, y una =~

egpecificidad del 87.50%2 (cuadro 1).

Con el antigeno de larva 3 de Oestrus ovis se observd que -~

considerando un tftulo de 1:64 en adelante {fig. 4), se obtu

vieron 2% reacclones positivas, de las cuales 25 correspon=-
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dieron a animales positivos y no hubo ningiin falso positivo
(cuadro 3), lo que nos da un porcentaje de sensibilidad del

28,40% y una especificidad del 100%Z (cuadro 1).

HEMAGLUTINACION PASIVA O INDIRECTA EN LA SECRECION NASAL:

De las 100 muestras de secrecifn nasal de borregos del ras--
tro probados con la té&cnica de hemaglutinacidn pasiva con el

antigeno somdtico de larva 1 de Oestrus ovis se observd que,

congiderando un titulo de 1:16 o mayor (fig. 5), se obtuvie~
ron 43 reacciones de aglutinacibn; de &stas 42 correspondie-
ron a4 animales pargsitadoes y una a un animal sin larvas al -
gsacrificio (cuadro 3), lo que nos da un porcentaje de sensi-

bilidad del 47.722 y una especificidad del 95.83% (cuadro 1).

Al probar ls secrecidn nasal de borregos con la técnica de -~
hemaglutinacisn pasiva con los antigenos somiticos de jarva

2 y de larva 3 de Oestrus ovis, no se observd una diferencia

clara entre los ovinos infectados de los no infectados, ya -
que el grupo de ovinos negativos del rastro y los borregos -
control negativos del Centro Experimental Pecuario de Hueyta

malco, PUe., daban tftulos hasta de 1:4096 8 mavores, por lo
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que no se pudo obtener los porcentajes de sensibilidad y es-

pecificidad.

Las secreciones nasales se probaron varias veces, dando titu

los semejantes a los anterilores.
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FIGURA 1

PATRON INMUNOELECTROFORETICO DE LOS ANTIGENOS DE L1, L2 Y L3

DE Qestrus Ovis Y SUS ANTISUEROS RESPECTIVOS.

ANTIGENO DE LARVA 1 de 0. ovis.

N

- SUERO DE CONEJO ANTI~L1 DE Oestrus ovis. +

ANTICENO DE LARVA 2 de 0. ovis.

-

gt»*-sgﬂu

- SUERO DE CONEJO ANTI-LZ DE Oestrus ovis. +

ANTIGEKO DE LARVA 3 de 0. ovis.

S‘*~>‘-.¢fﬁk = —

- l sUERO DE CONEJO ANTI-L3 DE Oestrus ovis. +

PRSP 7 cmkeT Gde T AN e WL T T s ST

o SELe =

e 2 amTomes
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CUADRD 1

PORCENTAJES DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LAS PRUEBAS DE
DOBLE DIFUSION. EN AGAR Y HEMAGLUTINACION PASIVA, UTILIZANDO ~
ANTIGENO SOMATICO DE DIFERENTES ESTADIOS LARVARIOS DE OQESTRUS

OVIS, CON LOS SUEROS Y %ECRECION NASAL DE LOS ANIMALES,

s U E R ¢ s i+ s,
DOBLE DIFUSION HEMAGLUTINACION
PRUEBAS EN AGAR PASIVA (HP) (HP)
ANTIGENOS i & ®lpy @ 5 | | o 11
% SENSIBILIDAD | 42.04 | 59.09 | 18.18 | 40.90| 90.90] 28.40 47.72
% ESPECIFICIDAD| 100 | 100 | 95.86 | 91.66 | 87.50| 100 95.83
a)  ANTIGENO LARVA 1

b) ANTIGENO LARVA 2
¢) ANTIGENO LARVA 3

¥ S.N, SECRECION NASAL



RESULTADOS DE LA PRUEBA DE DOBLE DIFUSION EN GEL (DD) UTILIZANDO LOS ANTIGENOS
LARVA 1 (L1), LARVA 2 (L2) Y LARVA 3 (L3) DE Qestrus ovis, SUEROS Y SECRECION
NASAL DE OVINOS DEL RASTRO Y CONTROLES.

"~Tb) SECRECION NASAL.

.

c) CENTRO EXPERIMENTAL PECUARIO DE HUEYTAMALCO, PUEBLA.

No. pg | No: DE ANmiA- | FOSTENVOS POS](:;J;';:VOS POSITIVOS A | POSITIVOS A | POSITIVOS A | POSITIVOS A
PROCEDENCIA | 20+ DE | 1B CON LARVAS (DD) Ag. L2 | (DD) Ag. L2 | (DD) Ag. L3 | (D) Ag. L3
SUEROS | 41 "sacrirrcro. | 4 (D) Ag.Ll | A (DD) Ag.Ll SUERO S. N, SUERO s. X,
SUERO S.N.
RASTRO DE -
SAN FELIPE
DEL PROGRE-
S0, ESTADO
DE MEXICO. | 100 s8 37 1 52 1 16 1
J(Q)
(C.E.P.H.) | 18 0 0 0 0 0 0 0
t
!
a) ANTIGENO.

augvan

w i e



RESULTADOS DE LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACIONM PASIVA (HP) UTILIZANDO 1L0S ANTIGENOS
L1, L2 y L3 DE Qestrus ovis Y LA PRESENCIA 0 NO DE LARVAS AL SACRIFICIO

a)

S * Ty
H ‘ . {
:_ CUMERG DE | NUMERO DE | CON LARVAS POSITTVOS A | POSITIVOS 4 | NEGATIVOS A |NEGATIVOS A |
P POSITIVOS A | (HP) Y CON | (HP) Y SIN | (BP) Y CON | (WP) Y SIN !

ANTIGENO| ANIMALES | ANIMALES { AL SACRIFI o Siias oy i

DEL RASTRO| CONTROL cio. « | @D LARVAS AL | LARVAS AL | LARVAS AL
5 SACRIFICIO |SACRIFICIO |SACRIFICIO | SACRIFICIO
| -
|
! 100 18 88 38 16 2 52 22
i i
: ;
: ) 100 18 88 83 80 3 8 21
i
’ L3 100 18 88 25 25 0 63 24
i
) ¢
o |
i
l L1 100 18 88 43 42 1 46 23 i
a)  SUERO.
b)  SECRECION NASAL.

* EN LOS OVINOS DEL NASIRO
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COMPARACION DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS EN LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACION PASIVA;
EN SUEROS UTILIZANDO UN ANTIGENO SOMATICO DE LARVA 1 DE Oestrus ovis, ENIRE UN -
GRUPO DE BORREGOS DEL RASTRO Y OTRO CONTIROL.
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ON DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS EN LA PRUEBAvDE HEMAGLUTINACION PASIVA
EN SUEROS UTIL1ZANDO UN ANTIGENO SOMATICO DE LARVA 2 DE Qestrus ovis
ENTRE UN GRUPO DE BORREGOS DEL RASTRO Y OTRO CONTROL

50 -

Borregos control

40 L (18 animales)
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0 1:2 1:4 1:8 1:16  1:32  1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096 -

TITULO

Se considerd como positivo un tItulo de 1:32 & mayor

De los 88 animales que dieron un tftulc de 1332 o mayoxr, se eliminaron
5 animaias por no tener piena seguridad de que estaban parasitados-—
a la necropsia quedando un total de B3 animales.
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BA DE HEMAGLUTINACION PASIVA

ULU
EN SUEROS UTILIZANDO UN ANTIGENO SOMATICO DE LARVA 3 DE Oestrus ovis

ENTRE UN GRUPO DE BORREGOS DEL RASTRO Y OTRO CONTROL
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22.22
7
77
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Borregos control
(18 animales)

Borregos del rastro
(100 animales)

17
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1
. 4 ——1 7
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096
TITULO

!

Se considerd como positivo un titulo de 1:64 ¢ mayor
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PORCENTAUJE
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COMPARACION DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS EN LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACION PASIVA
ER SECRECION NASAL UTILIZANDO UN ANTIGENO SOMATICO DE LARVA 1 DE Oestrus ovis,
ENTRE UN GRUPO DE BORREGOS DEL RASTRO Y OTRO CONTROL

7/ Borregos control
<//,/’ (18 animales)

N

Borregos del rastro
(100 animales)
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Se considerd como positivo un tftulo de 1:16 & mayor
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Foto a. (seco fuerte).~ Seno nasal normal de
ovino, nStese como se observan perfectamente

todas sus estructuras, el epitelio pseudoes-
tratificado ciliado (tipo respiratorio); las
c€lulos mucosas (caliciformes) y el infiltra
do normal del corion.
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Foto b. (seco fuerte).- Senc nasal parasitado con
larvas de Oestrus ovis; udtese la pérdida casi to
tal del epitelio vy la gran infiltracidn de linfo-
citos y plasmoclitos presente en el corioen.




Foto 1. Microfotografia (Microscopio electrdnico
de barrido) de la parte anterior de la ~
larva 1 de Qestrus ovis mostrando los --
ganchos orales (X 640).




Foto 2,

Microfotograffa (Microscopio electrfnico
de barrido) de Jla parte anterior de la -
larva 1 de 0.ovis, mostrando a) la boca,
b) parte de los ganchos orales y c) las-
espinas,
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Foto 3, Microfotograffa (Micreoscopio electyfnico
de barrida) de la parte ventral de la =
larva 1 de 9, 9vis, se aprecian las cspi
nas de los texgitos anterinres (X 40).
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Foto 4. Microfotograffa (Microscopio electrbnico
de barrido). Vista ventral de la larvas
1 de 0. ovis, mostrando las eszpinas.



*

Foto 5. Microfotograffa (Microscopio electrbnico de barri
do) de la parte posterior de la larva 1 de Oestrus
ovig. Se aprecian el dltimo segmento abdominal, el
estigma posterior derecho donde se observa a) el
peritrema, b) el botdn warpginal y ¢) la protube-
rancia anal.



...58..

DISCUSTION

Al observar los patrones inmunoelectrofordticos de lds anti-
genos de larva 2 y larva 3 de Oestrus ovis, con su respecti-
vo antisuero presentaron 12 sistemas antigeno anticuerpo, al
comparar estos resultados se observd que concuerdan con los

obtenidos con anterioridad (15).

El patrdn inmunoelectroforético del antigeno somitico de lar
va 1 presentd 4 sistemas antigeno anticuerpo, se pensdé que -
las pocas bandas de precipitacidn encontradas se debieron a

que el antisuero estuvo muy débil, ya que los conejos inmuni
zados estaban en muy mal estado; sin embargo, este patrdn in
munoelectroforético puede servir de base para otros estudios.
La técnica de Microscopio Electrdnico de Barrido comparada -
con otras técnicas utilizadas, para estudiar larvas (17) tie
ne como ventaja que se puede observar sus estructuras mids de
finidas y con mavor acercamiento, pudiéndose diferenciar con

mayor precigion.

De los 100 borregos del rastro que fueron examninados se en--

contrd que 8B estaban parasitados, lo que demuestra que la ~



—59..

oestrosis en nuestro pais es un gran problema y que se le de

be prestar mds atencidn.

Al ubservar que la mayoria de los animales del rastro eran -
_criollos nds,demuestra'que'existe poco ganado especializado

en la zona.

En.el grupo nmuestreado del rastro hubo 69 hembras y 31 ma- -
chos, las hembras sacrificadas andaban en su segundo o ter--
cer parto, por lo que se puede deducir, que en esta zona no

existe tecnificacidn en el ganado ovino.

Dtros estados patolégicos encontrados en los borregos mues~-

ecieron afectar el desarrollo de las pruebas -

M

treados ne pa

seroldgicas utilizadas.

Los resultados de la técnica de doble difusidén (DD) con sue-
ros (cuadro 1 y 2), nos indican que &sta es bastante especi-
fica y que tiene una aceptable sensibilidad, ademiAs de ger -

sencilla y poderse implementar facilmente en condicienes de

campo.

Es de hacer notar que en un estudio sobre el diagndstico in~
munoldgico de oestrosis en ecabras, utilizando 1a té&cnica de

DD con los antfgenne semdticoes de los estadios larvaries 2 y
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3 de QOestrus ovis, s88lo se detectaron 3 de 53 animales para-

sitados (15).

Esto nos puede llevar a pensar de que la técnica de DD se --
puede adaptar mejor a los ovinos que a los caprinos, sin em-

bargo, se debe investigar mds para comprobar esto.

En el presente trabajo no se sabia como se iba a comportar -

el antlgeno somidtico de larva 1 de Oestrus ovis, ya que no =~

se habia trabajado anteriormente con este antfgeno; sin em—-~
bargo, en la técnica de DD, mostrd tener mejor sensibilidad

y especificidad comparado con el antigeno de larva 3, pero -
no con el antigeno de larva 2. Esio se puede deber a que --
las larvas 1, cuando las condiciones ambientales no son favo
rables para su desarrollo, presentan ym, estado de hipobiosis

(3]

(4), permaneciendo en el huesped ggxrlkggos periodos de tiem

Xy T
s by

po y asl estimulando poco la produccidn de anticuerpos. Por
otro lado, el estadio larvario 3 sblo se encuentra por un pe
riodo muy corto de tiempo en el hospedador, lo que hace que

probablemente no se genere una buena respuesta inmunecldgica.

El antigeno somdtico de larva 2 de Qestrus ovis, demostrd ~--
ger el mejor para diagnosticar la oestrosis en ovinos. Esto
se puede deber a que el eétadio larvario 2 tenga un meta-

bolismo més dindmico dentro del liospedador en comparacidén ~-
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con Los u.sos dos estadios (L1, L3), &a que &€sta larva nece-
sita crecer vy por lo tanto requiere de miAs nutrientes, Ade-
wag, la 1arﬁa produgg probablemente3antigenos metabdlicos ~-
(productbs de excrecidn y secrecidn) provocando; por lo tan-

to, un mayor estfmulo antigénico (4).

Al probar la secrecidn nasal con loe antigenos somdticos de

los estadios larvarios 1, 2 y 3 de Oestrus ovis, se encontrd
que sdlo dos animales reacclonaron a los tres antigenos; de

estos dos animales 88lo uno estaba parasitado.

Esta t&cnilca demostrd ser poco sensible y especifica al pro-
bar la secrecidn masal de los borregos; gin embargo no se -—
puede declr que la prueba gsea inadecuada para el diagnéstico
de oestrosis en ovinos utilizando secrecidn nasal, ya que --
fué la primera vez que se hizo; sin embargo de las 100 nues-~
tras de secrecidn nasal, 2 dieron una reaccidn positiva cuan
do se probaron con cada uno de los antigenos, lo que nos ha-
ce pensar que egte trabajo da la pauta para seguir Investi--
gando la posibilidad de detectar con mayor efectividad anti-
cuerpos anti~0. ovis con la secrecidn nasal de ovinos y ~ ~~-

otras especies suceptibles a la oestrosis.

Los resultados de la técnica de hemaglutinacién pasiva (HP)

con suero (cuadros 1 y 3) nos indican de que los ovinos in~-
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fectados con el parfsito son capaces de montar una respuesta

inmune contra Qestrus ovis y que es posible diferenciar ani-

males infectados de‘animales no infectados, utilizando los ~

antigenos somdticos de larva 1, 2 y 3 del par&sito.

Al analizar los resultados se puede confirmar de que el me--
jor antigeno para probar sueros sospechosos es el antigeno -
somdtico de larva 2, ya que comparado con los otros dos antl
genos &ste tuvo un mejor porcentaje de sensibilidad y una ~-

aceptable especificidad (cuadro 1).

El antfgeno de larva 1 comparado con el de larva 3, tuvo un
mejor porcentaje de sensiblidad, péro menor especificidad =~
(cuadro 1), E1 principal inconveniente del antigenc de lar-
va i, eg su dificil obtencidon. Por otro lado, este trabajo
apoya la hipdtesis propuesta anteriormente (15), la cual in-

dica que elfantigeno somditico de larva 2 de Oestrus ovis, -~

pertenece a un estadio larvario en el cual muy probablemente

haya una mayor respuesta inmune que contra el estadio larva-

rio 3.

Sin embargo, en ese trabajo 85lo se utilizd el antigeno de -~

larva 2 para llevar a cabo la t&cnica de HP.
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A pesar de que se observaron caracterIsticas muy semejantes
entre los antigenos de larva 2 y larva 3, en las pruebas de
inmunoelectroforesis (15), podemos sugerir basdndonos en los
resultados del presente trabajo que la respuesta inmune con-—
tra los diferentes estadios es diferente, aunque, sin embar-

go, los 3 estadios lagvarilos parecen compartir antigenos co-—

munes.

41 utilizar la técnica de HP con secrecidn nasal, al princi-
plo, se procedid a llevar a cabo la prueba sin descomplemen~
tar las nmuestras, didndonos como resultado titulos de 4096 o

mayores con los tres antigenos, por lo que se decidid a des-—
complementar las muestras. Solamente se pudo diferenciar =--
los animales parasitados y los no parasitados con el antige-
no de larva 1. Esto se repitils varias veces, obteni&ndozse -~

los mismos resultados.

Posiblemente los titulos tan altos encontrados en HP se de--

ban a 1las siguientrs razones:

1. A que algunos componentes de los antIgenos larvarios --

de Oestrus ovis puedan reaccionar en forma inespecifica

2, Tal vez el método de obtencidon de las muestras no fue -

¢7 mAdc apreonpiado, ya que por mis que se procurd obtener
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las de la manera mﬁs estéril posible, estas spresentaron
restos de estidrcol, pastura y tierra; lo que nos hace

pensar que exista gran cantidad de’contaminantes, asl -
como en la propia secrecidn mnasal que posiblemente pre-~
senta aglutininas inespecificas o anticuerpos contra --
ntros antigenos que nos pudieran estar producieando reac
riones c¢ruzadas. Adicinmnalmente en algunos casos las =

nuestras estaban muy diluidas, o muy concetradas.

Para evitar los titulos tan altos en la prueba de HP cuando
se utiliza la secrecidn nasal, posiblemente sea necesario -~

tratarla de alguna manera para evitar las reacéiones inespe

cificas,

Los resultados obtenlidos en este trabajo cumplen con uno de
los objetivos propuestos, ya que con el antigeno de larva 1}

se pudieron detectar anticuerpos anti-Oestrus ovig en la se-

crecidn nasal de animales infectados. Este hallazgo se apo-
ya en el estudio Wistoldgico practicado en la mucosa nasal -
de ovinos parasitados por 0. Bvis, que muestra una infiltra-
c¢ibn de linfocitos y c&lulas plasmiticas en el corion de 1la

mucosa (foto b).

Cabe hacer nntar que fue poszible la deteccifn de aniiauerpos

contra 9, ovis en 2] asuvero de animalesa infectados cuando se
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utilizé la t8&cnica de DD, obteniéndose una excelente especi~
ficidad y una aceptable sensibilidad. Esto no se pudo obser

var en @l trabajo anterior realizado en cabras (15).

También fud posible comparar los tftulos obtenidos en la se~-
erecidn nasal con los del suers de animales parasitades y no
paragitados,. Se propon; que este trabaje d& la pauta para -
' gegulr investigando aspectos inmunoldgicos de ocestrosis, co=~
mo por ejemplo; el establecimiento de un sistema de diagnbs
tico utilizando secrecidn nasal de animales Infectados con -

0. ovis v la posibilidad de producdir una vacuna contra este

parésito.

Poxr otro lado, de acuerdo comn los resultados obtenidos en ﬁg
te trabajo, se sugiere utilizar &1 antfgeno L 2 y una combina
cidn de las pruebas de DD y HP para ¢l diagndstico serolégico
4en forma experimental de la ocestrosis en ovinos, ya que no se
pueden recomendar+cémo un gistema de diagn®stico prictico a
nivel de campo, puesto que en este trabajo no se evaluaron

los costos de estas t&cnicas.
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CONCLUSTIONES

De los antigenos utilizados, el antigeno L 2, fue el que
mejores resultados did, tanto enm DD como en HP (cuadro
1), por lo gque se sugiere utilizarlo para llevar a cabo

el diagndstico de oegtrosis en ovincs.

Se obgervdé que es posible detectar anticuerpos anti ---
0. ovig en la secrecidn nasal de borregos infectados.
Con la té&cnica de DD y los tres antigenos, solamente se
detectaron 2 animales positivos,uno de los cuales era
falso positivo. Al utilizar secrecifn nasal descomple-
mentada con la t&cnica de HP, Be observd que solamente
era posible discrimlnar animales positivos de los nega-
tivos cuando se usaba el antigeno L 1; no asi el L 2 o el
L3

Con base en los resultados obtenidos (cuadro 1), las
técnicas de doble difusiﬁn en gel (DD) y hemaglutina -

cién pasiva (HP) fueron adecuadas para la deteccidn de

i

anticuerpos anti -~ 0. ovis én el Buerc de ovinos infect

dos por el artrdpodo.
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