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RESUMEN

Los paréasitos gastrointestinales constituyen una de las principales causas de
disminucion de productividad en rumiantes. La principal especie parasitaria que afecta
a los ovinos, causando importantes pérdidas econdémicas, es Haemonchus contortus.
Su control se ha basado principalmente en el uso indiscriminado de antihelminticos que
gener¢ resistencia a la mayoria de los productos comerciales disponibles. Debido a esta
probleméatica, es necesario estudiar el impacto que tiene dicho fendmeno en la aptitud
de este nematodo, ya que existe evidencia, de cambios en su patogenicidad y
caracteristicas parasitologicas. Por tales motivos los objetivos de este trabajo fueron
evaluar y comparar aspectos fisiopatoldgicos y parasitologicos de aislamientos
resistente y susceptible de H. contortus sobre corderos inoculados experimentalmente.
El ensayo se realiz6 en la Unidad Integrada Balcarce, Buenos Aires. Se utilizaron 18
corderos de 4-5 meses de edad alojados en corrales, libres de parasitos y separados en
tres grupos (n=6). Un grupo se inoculd con 2000 larvas infectivas (L3) de H. contortus
resistente (benzimidazoles y lactonas macrociclicas), otro se inoculé con 2000 L3 de H.
contortus susceptible, y el otro se mantuvo libre de parasitos. Se realizé6 un monitoreo
diario de los animales durante 68 dias, evaluando parametros fisiopatologicos y
parasitolégicos. Diariamente se evalu6 el consumo de alimento y agua y se determiné
el conteo de huevos de nematodos en materia fecal (HPG). Cada 10 dias se tomaron
muestras de sangre para evaluar indicadores hematoldgicos, se registré el peso,
condicion corporal y FAMACHA®. En forma indirecta se calcul6 la prolificidad parasitaria.
Se evalu6 el porcentaje de eclosion de huevos de ambos aislamientos mediante una
técnica in vitro. Al final del periodo experimental se llevd a cabo la necropsia
parasitologica de todos los corderos, realizandose el conteo y clasificacion de parasitos
adultos abomasales (relacién hembra:macho y longitud) y la evaluacién histopatolégica
del abomaso. No hubo diferencias significativas (p>0,05) en el peso vivo ni en la
condicion corporal entre grupos. No se encontré diferencia significativa (p>0,05) entre
grupos inoculados en FAMACHA®, pero si con el grupo control. El hematocrito, los
glébulos rojos, la hemoglobina y las proteinas totales mostraron una cinética similar, sus
valores cayeron y se diferenciaron significativamente (p<0,05) en ambos grupos
inoculados con respecto al control a partir del dia 21 post inoculacién. El promedio de
HPG fue mayor en el grupo susceptible durante todo el estudio (p<0,05) comparado con
el grupo resistente. La cantidad de huevos/hembra estimada fue similar entre
aislamientos al comienzo de la oviposicion (alrededor de 8000 huevos/hembra), sin
embargo al final de este periodo, hubo diferencias significativas (p<0,05) con mayor
oviposicion promedio de hembras resistentes. El peso relativo de abomaso mostro

tendencia a ser mayor en grupo susceptible con respecto al control (p=0,06). Se



recuperd mayor cantidad de adultos susceptibles (1516) que resistentes (951) (p<0,05),
por lo tanto, el porcentaje de implantacion fue mayor en el aislamiento susceptible
(75,8%). No hubo diferencia significativa (p>0,05) en la relacion hembra:macho, ni en la
longitud promedio de los aislamientos. Se encontraron lesiones macroscoépicas y
microscopicas muy leves en ambos grupos inoculados. Bajo las condiciones del
presente trabajo existi6 un comportamiento diferencial entre los aislamientos de H.
contortus utilizados, que podria indicar diferentes estrategias de control segun la
bionomia particular de cada aislamiento.

Palabras claves: Haemonchus contortus, ovinos, resistencia antihelmintica.
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ABSTRACT

Gastrointestinal parasites are one of the main causes of decreased productivity in
ruminants. Haemonchus contortus is the main parasitic species that affects sheep,
causing significant economic losses. Its control has been based mainly on the
indiscriminate use of anthelmintics, which has generated resistance to most available
commercial products. Given that there is evidence of changes in its pathogenicity and
parasitological characteristics of this nematode, it is necessary to study the impact that
this phenomenon has on its fitness. For these reasons, the objectives of this work were
to evaluate and compare pathophysiological and parasitological aspects of resistant and
susceptible isolates of H. contortus on experimentally inoculated lambs. The trial was
conducted at the Balcarce Integrated Unit, Buenos Aires. Eighteen 4-5 month old,
parasite-free lambs housed in pens, and separated into three groups (n = 6). One group
was inoculated with 2000 infective larvae (L3) of resistant H. contortus (benzimidazoles
and macrocyclic lactones), another was inoculated with 2000 L3 of susceptible H.
contortus, and the third group remained as parasite-free control. Daily monitoring of the
animals was carried out during 68 days, evaluating physiopathological and
parasitological parameters, such as consumption of food and water, and faecal egg
counts (FEC). Every 10 days blood samples were taken to evaluate hematological
indicators, and recording of live weight, body condition and FAMACHA® was carried out.
Indirectly parasite prolificacy was calculated. The percentage of egg hatching of both
isolates was evaluated by in vitro technique. At the end of the experimental period, the
parasitological necropsy of all the lambs was carried out in order to count and classify
abomasal adult parasites (female:male relationship and length) and to perform the
abomasum histopathological evaluation. No significant differences (p>0,05) were
detected in live weight or body condition between the groups. Significant differences
(p<0,05) were found for FAMACHA® between the control and the inoculated groups but
not between the parasitised groups. Hematocrit, red blood cell count, hemoglobin and
total proteins showed similar kinetics, their values decreased and they differed
significantly (p<0,05) in both inoculated groups compared to the control one, from day
21 post inoculation on. Average FEC was higher in the susceptible group throughout the
study (p<0,05) compared to the resistant group. The estimated number of eggs/female
was similar between isolates at the beginning of oviposition period (around 8000
eggs/female), but significant differences (p<0,05) were detected at the end, with higher
average oviposition by resistant females. The abomasum relative weight showed a
tendency to be heavier in the susceptible group with respect to the control one (p=0,06).
More susceptible adults (1516) than resistant ones (951) (p<0,05) were recovered,

therefore, the implantation percentage was higher for the susceptible isolation (75.8%).

xii



There was no significant difference (p>0,05) in the female:male ratio, nor in the parasites
average length between the two isolates. Very mild macroscopic and microscopic
abomasum lesions were found in both inoculated groups. The present work showed a
differential behavior between the H. contortus isolates, which could indicate that different
parasite control strategies could be applied according to the particular bionomic of each
isolate.

Key words: Haemonchus contortus, sheep, anthelminthic resistance.
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1. INTRODUCCION

Los paréasitos gastrointestinales que afectan a los rumiantes son el problema
sanitario mas importante en los sistemas productivos con base pastoril (Armour,
1980; Holmes, 1993; Hoste et al., 2002; Miller et al., 2012). Dentro de éstos,
Haemonchus contortus es el que produce mayores pérdidas econémicas por
mortandad y bajos niveles de produccién (Allonby, 1974; Suarez et al., 1994, 2007,
Besier et al., 2016b). Es un nematodo grande que se aloja en el abomaso de
pequefios rumiantes, caracterizandose por ser hematofago (Allonby, 1974,
Jacksony Coop, 2007; Scott, 2007; Sargison, 2008; Hoste et al., 2016). Esta forma
de alimentacion genera diferentes cuadros anémicos que, en ocasiones, provoca
altas tasas de mortalidad en una majada (Suarez et al., 2007, 2013; Besier et al.,
2016Db).

H. contortus tiene un alto potencial reproductivo con la capacidad de
reproducirse por varias generaciones en una misma estacion, permitiéndole en
muy cortos periodos desarrollar altas tasas de contaminacion en las pasturas y
consecuentemente grandes infecciones en los animales (Waller vy
Chandrawathani, 2005; Getachew et al., 2007; Besier et al., 2016b).

A nivel mundial tiene una alta prevalencia en zonas tropicales, subtropicales y
templadas (Sargison, 2008; Besier et al., 2016b). En la Republica Argentina se
encuentra distribuido practicamente en todo el pais, generando cuadros clinicos
hacia fines de verano, otofio y primavera (Romero y Boero, 2002; Suérez et al.,
2007; Fiel et al., 2013).

Es un parasito adaptado a zonas de elevada temperatura y humedad, por tal
motivo, los cuadros de haemonchosis en regiones endémicas podrian ser
previstos (Allonby, 1974; Sargison, 2008). Sin embargo, ante evidencias del
cambio climatico generado en estos afios (Conde-Alvarez y Saldafia-Zorrilla,
2007; MAyDS, 2016), los brotes de haemonchosis pueden resultar cada vez mas
probables en regiones no endémicas del parasito (Jackson y Coop, 2007; Besier
et al., 2016b; Emery et al., 2016).

El control de los parasitos gastrointestinales y en particular de H. contortus, se
ha basado casi exclusivamente en el tratamiento antihelmintico a toda la majada,
generando el fendmeno de resistencia antihelmintica por parte de los parasitos
(Prichard et al., 1980; Prichard, 1994; Kotze y Prichard, 2016).



H. contortus es uno de los nematodos méas implicados en el desarrollo del
fendmeno de resistencia, que ha sido detectada en todas las familias de farmacos
disponibles en el mercado (Waller y Chandrawathani, 2005; Caracostantogolo et
al., 2013). Tal es asi que ante la reciente aparicion de nuevos farmacos para
ovinos (Steffan et al., 2011; Lanusse et al., 2013; Leathwick, 2013), H. contortus
desarrollé rdpidamente resistencia también a estos nuevos productos (Kaminsky
et al., 2011; Mederos et al., 2014; Van den Brom et al., 2015; Martins et al., 2017;
Cerutti et al., 2018).

Si bien se ha propuesto que aislamientos de H. contortus con genotipo
resistente tienen una aptitud ecoldgica inferior comparado con aislamientos
susceptibles (Leathwick, 2013; Caracostantogolo et al., 2013), y que, en la fase
parasita dentro del hospedador no habria diferencias en cuanto a la patogenicidad
producida (Sargison, 2008), los estudios sobre posibles diferencias son escasos.

Ademas, existen evidencias sobre la ocurrencia intra-especie de cambios en la
patogenicidad, morfologia, persistencia ambiental y resistencia a las drogas
antihelminticas (Maingi et al., 1990; Aumont et al., 2003; Angulo-Cubillan et al.,
2010), por ello es necesario profundizar estos estudios y evaluar su impacto en la
epidemiologia del parasito.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Existe un comportamiento biolégico y patogenicidad diferencial entre los
aislamientos de Haemonchus contortus resistente (benzimidazoles y lactonas
macrociclicas) y susceptible a los antihelminticos, en corderos infectados

experimentalmente.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Estudiar comparativamente el comportamiento biolégico de un aislamiento de
Haemonchus contortus resistente (benzimidazoles y lactonas macrociclicas) y uno
susceptible a los antihelminticos en corderos infectados experimentalmente con

respecto a un control no infectado.

Objetivos especificos:
Evaluar y describir parametros fisiopatologicos en corderos infectados

experimentalmente con ambos aislamientos.

Evaluar y describir parametros parasitolégicos en corderos infectados

experimentalmente con ambos aislamientos.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3. 1. Produccién ovina en Argentina

Argentina cuenta con un stock ovino de 14339908 cabezas. Argentina puede
ser dividida geogréaficamente en 6 regiones productivas, dentro de las cuales las
mas pobladas son la Patagonia (59%), la llanura pampeana o centro (18%) y el
litoral (12%) (De Gea, 2007; Suarez, 2007; SENASA, 2018).

En la regién patagdnica la produccion ovina no tiene casi competencia con
otras actividades, mientras que en las demas, comparte el uso de la tierra con
ganaderia bovina y agricultura en pampa hiimeda (centro), también con ganaderia
bovina en el litoral y con produccion caprina en el resto de las regiones. En la
region pampeana tiene un rol secundario, y si bien forma parte de la estructura
productiva de los establecimientos, las majadas son destinadas mayormente al
autoconsumo en el campo (llamadas “majadas de consumo”). En tanto que, en el
litoral, la lana es el producto principal y secundariamente la carne. Por Ultimo, en
el resto de las regiones (Cuyo, noroeste y noreste) el lanar se explota de forma
complementaria al caprino con fines de subsistencia, apoyando las economias
regionales en explotaciones minifundistas (De Gea, 2007; Suarez, 2007; Fiel et
al., 2013; MAGyP, 2015).

3. 2. Helmintos gastrointestinales en ovinos

Los helmintos gastrointestinales representan el problema sanitario mas
importante en los sistemas pastoriles, ya que producen pérdidas econémicas por
mortandad de animales, pérdida de corderos, de carne y de lana (Armour, 1980;
Holmes, 1993; Hoste et al., 2002; Miller et al., 2012). Pueden ser clasificados en:
nematodos (parasitos redondos, cilindricos y alargados; Phyllum Nemathelmintos,
Clase Nematoda), trematodos (parasitos chatos; Phyllum Plathelmintos, Clase
Trematoda) y cestodos (parasitos chatos segmentados; Phyllum Plathelmintos,
Clase Cestoda) (Meana Mafies y Rojo Vazquez, 1999; Jackson y Coop, 2007).

La mayoria de los helmintos son especificos del hospedador, es decir, la
transmision es restringida entre diferentes especies animales, donde los parésitos
gue afectan al ovino no pasan facilmente al bovino y viceversa. En cambio, ovinos
y caprinos si comparten muchas de las mismas especies parasitas (Romero y
Boero, 2002; Sargison, 2008; Miller et al., 2012).



La presentacion clinica de la gastroenteritis verminosa en ovinos se caracteriza
por diarrea, mala condicibn o estado general, menor ganancia de peso o
crecimiento pobre, anemia y edemas en diferentes partes del cuerpo. Sin
embargo, el efecto mas importante y comun que impacta a nivel econémico es la
pérdida de produccién subclinica derivada de la continua exposicion a bajos
niveles de infeccién (Meana Mafies y Rojo Vazquez, 1999; Getachew et al., 2007,
Sargison, 2008).

Dentro de una majada, las categorias mas susceptibles a padecer este cuadro
son:; corderos, borregos “dientes de leche” y ovejas durante el periparto y la
lactancia (Fiel et al., 2013). Castells y Nari et al. (2013) sefialan que la inmunidad
natural en los ovinos se completa al afio y medio de edad, pero se debilita en
cercanias al parto, principalmente para el caso de Haemonchus contortus.

El predominio de las diferentes especies parasitarias varia entre regiones
geogréficas, donde principalmente el clima y el tipo de explotacién determinan la
incidencia y la epidemiologia de la transmision (Sykes, 2000; Romero y Boero,
2002; Fiel et al., 2013).

En la pampa himeda argentina las especies parasitarias que afectan al ovino
presentan cierta estacionalidad. Bajo condiciones de elevada temperatura y
humedad predominan cuadros de mortalidad asintomatica por H. contortus
caracterizados por anemia aguda; mientras que en condiciones mas frias
predominan los cuadros de diarrea crénica producidos por Trichostrongylus
colubriformis. En tanto que Teladorsagia circumcincta, Nematodirus battus y N.
filicollis, aparecen en menor proporcidon que aquellas dos especies. El género
Cooperia se destaca en sistemas mixtos ovinos-bovinos y estd ausente en
explotaciones Unicamente ovinas. (Suéarez et al., 2007; Fiel et al., 2013).

Si bien las parasitosis en los animales son raramente monoespecificas, la
infeccion por H. contortus es la mas devastadora, siendo esta especie la de mayor
importancia patoldgica y econbmica. Tal es asi que diferentes autores lo
consideran como el parasito que mayor dafio ha ocasionado a la ganaderia ovina
en todo el mundo (Getachew et al., 2007; Suarez et al., 2007; Miller et al., 2012;
Giudici et al., 2013; Fiel et al., 2013; Besier et al., 2016Db).



3. 3. Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803)

Es un de nematodo que se aloja en el abomaso principalmente de ovinos y
caprinos, pudiendo afectar en ocasiones a otros rumiantes. Pertenece al Orden
Strongylida, Superfamilia Trichostrongyloidea, Familia Trichostrongylidae. Es uno
de los parésitos mas evolucionados, con un marcado polimorfismo que le permite
adaptarse a diferentes climas (templados, tropicales y subtropicales) y
hospedadores (Allonby, 1974; Meana Mafies y Rojo Vazquez, 1999; Giudici et al.,
2013).

Presenta gran tamafo, las hembras adultas miden entre 18 y 34 mm de
longitud y los machos, entre 13 y 22 mm. Estos adultos tienen una pequefia
cavidad bucal con una lanceta que le permite desgarrar la mucosa para
alimentarse de sangre (Lukovich, 1981; Meana Maries y Rojo Vazquez, 1999; Uzal
et al., 2016).

El huevo de H. contortus es ovalado, con polos desiguales y de tamafio
mediano, 70,9 pm x 45,9 ym. Es similar al resto de los huevos de otros
trichostrongilidos (Veglia, 1916; Niec, 1968).

La importancia de esta especie puede ser explicada por la capacidad de
producir gran cantidad de huevos que contaminan rapidamente las pasturas (una
hembra puede producir entre 5000 y 10000 huevos/dia). Ademas, por su accién
hematéfaga, causa cuadros variables de anemia con pérdidas de produccion y
altas tasas de mortandad (en infecciones graves pueden superar el 20 o 30% de
mortalidad). También tiene la capacidad de sobrevivir a condiciones ambientales
desfavorables a través de la hipobiosis (Getachew et al., 2007; Suéarez et al., 2007,
2013).

Ciclo biolégico

Es de tipo directo, similar a la mayoria de los nematodos gastrointestinales.
Presenta una etapa de vida libre y otra parasitaria. La fase de vida libre comienza
tras la salida de huevos puestos por hembras adultas con la materia fecal. Dentro
del huevo se desarrolla la larva de primer estadio (L1) que eclosiona, libera la
cuticula que la recubre y evoluciona a larva de segundo estadio (L2). Ambas se
alimentan de bacterias y hongos presentes en la materia fecal. La L2 muda a larva
de tercer estadio (L3, larva infectiva), desarrollando una nueva cuticula y

conservando la de su antecesora. Esta caracteristica de doble vaina le otorga



mayor proteccion contra condiciones ambientales adversas pero impide que se
alimente, dependiendo exclusivamente de la energia almacenada durante las
etapas anteriores en las células intestinales. En condiciones ambientales optimas
(elevada humedad y temperatura ambiente), H. contortus requiere de 4 a 7 dias
para desarrollarse de huevo a L3. La L3, a diferencia de L1 y L2, tiene activa
movilidad y migra a través de las pasturas para quedar disponible y ser consumida
por un hospedador (Niec, 1968; Meana Mafies y Rojo Vazquez, 1999; Sargison,
2008).

Una vez ingerida por el hospedador comienza la fase pardasita. La L3 pierde su
vaina protectora en reticulo-rumen y llega al abomaso, ingresa a la pared del
mismo para mudar a larva de cuarto estadio (L4). Posteriormente alcanza el
estadio adulto, diferencidndose en machos y hembras cuando regresan a la luz
del 6rgano. Tras la cépula comenzaran con la postura de huevos, reiniciando el
ciclo. El periodo de prepatencia, es decir el periodo que transcurre desde el
consumo del estadio infectante por parte del hospedador hasta la apariciéon de
huevos en materia fecal del mismo, es de 15 a 20 dias. Sin embargo, como se
mencionara anteriormente, tiene la capacidad de detener su ciclo (hipobiosis) por
tres 0 cuatro meses dentro de la mucosa del abomaso en fase L4 (Niec, 1968;
Meana Mafies y Rojo Vazquez, 1999).

La alta tasa de produccién de huevos y la gran contaminacion de las pasturas
le permiten, en muy cortos periodos de tiempo, desarrollar altas cargas en los
animales mediante reinfecciones frecuentes y rapidas cuando las condiciones
ambientales le son favorables (Waller y Chandrawathani, 2005; Getachew et al.,
2007; Besier et al., 2016b).

3. 4. Epidemiologia

La epidemiologia parasitaria es determinada por la constante interaccién entre
los parasitos, el sistema de produccién en el que se encuentran los animales y las
condiciones climaticas. Estas ultimas, y en particular la temperatura y humedad,
regulan el desarrollo, la migracion y la supervivencia de las etapas de vida libre.
Puede sumarse la oxigenacion, cuya ausencia inhibe el desarrollo (Hansen y
Perry, 1994; Stromberg, 1997). Castells y Nari et al. (2013) sefialan que si bien el

riesgo de enfermedad parasitaria puede verse afectado por la nutricion, el sistema



de pastoreo y la carga animal en un potrero, es el clima el que gobierna todos
estos procesos.

Las condiciones ambientales que favorecen a las etapas de vida libre difieren
entre las especies de nematodos, pero en general son favorables la alta humedad
ambiente (85 a 100%) y temperaturas mayores a 22°C. La eclosion y el desarrollo
de las larvas en el ambiente pueden hacerlo también a temperaturas mas bajas
(5°C) pero a un ritmo mucho mas lento, y mas altas (35°C) pero ocurre mayor
mortandad (Hansen y Perry, 1994; Rossanigo y Gruner, 1995; Meana Maries y
Rojo Vazquez, 1999; Sargison, 2008).

Ademas de proporcionar un ambiente himedo, la lluvia actia como el principal
factor fisico de dispersion de L3 en las pasturas. En cambio, la desecacion o
sequia afecta gravemente a las etapas de vida libre, y en menor medida a las L3
debido a la presencia de la doble vaina, pero es el principal factor climatico letal
para todas estas etapas (Hansen y Perry, 1994; Stromberg, 1997; Romero y
Boero, 2002; Sargison, 2008; Fiel et al., 2013).

Ante situaciones de adversidad climatica (frio o sequia excesiva), H. contortus
tiene la capacidad de realizar hipobiosis, permitiéndole persistir en el abomaso de
su hospedador en estos periodos. Los mecanismos por el cual el parasito ingresa
a un estado hipobiético no se conocen completamente, se ha implicado a las
condiciones ambientales (estacién y clima), respuesta inmune del hospedador y
genética. Tampoco se conocen los mecanismos por los cuales las larvas reanudan
el ciclo. En general la maduracién se produce de forma gradual cuando las
condiciones ambientales son favorables. Independientemente de los factores
implicados tanto en su inhibicion como en su desinhibicion, la hipobiosis tiene una
enorme importancia epidemioldgica, ya que le permite evadir las condiciones
desfavorables y tras la reanudacién contaminar el medio y reiniciar su ciclo (Blitz
y Gibbs, 1972; Gibbs, 1986; Uzal et al., 2016).

H. contortus causa mortalidad significativa en todo el mundo con mayor
afeccion en zonas tropicales, subtropicales y templadas céalidas, debido a que
presentan las condiciones climaticas mas aptas para su desarrollo (Getachew et
al., 2007; Sargison, 2008; Besier et al., 2016b).

En Argentina, H. contortus presenta distribucion abundante con estacionalidad
no tan marcada en el noreste del pais, estacionalidad en regiones templadas y

semiaridas, y ausencia en Patagonia. En la regiébn pampeana argentina produce



muertes asintomaticas hacia fines de primavera y otofio, principalmente en las
categorias de mayor riesgo (Romero y Boero, 2002; Suérez et al., 2007; Fiel et al.,
2013; Olaechea, 2013).

Estas caracteristicas epidemiolégicas, sumada a la gran capacidad de
produccion de huevos con rapida contaminacion de potreros, puede generar
muerte sobreaguda de animales sin advertencia clinica (Sargison, 2008; Besier et
al., 2016b).

Sumado a esto, el periodo prepatente mas corto que otros nematodos
gastrointestinales, garantiza que la variaciébn genética en una poblacion de H.
contortus en un potrero sea suficientemente alta para permitir rapidos cambios
adaptativos al clima (Emery et al., 2016).

La epidemiologia estacional de H. contortus se conoce en la mayoria de zonas
endémicas. Fuera de éstas, se presenta por cortos periodos con condiciones
climéaticas favorables. Pero también, como se mencionara anteriormente, las
oportunidades relacionadas con el cambio climatico sugieren que brotes de
haemonchosis son cada vez mas probable en regiones no endémicas (Besier et
al., 2016b).

En los ultimos afios en Argentina se han producido grandes cambios en las
formas de produccién animal. Esto, sumado al incremento en la frecuencia de
resistencia antihelmintica detectada y el inminente cambio climéatico, ameritan
revisar estrategias de prevencién y control parasitario (Olaechea, 2013).

A pesar que los parasitos gastrointestinales son una de las limitantes sanitarias
gue mayormente impacta en los sistemas pastoriles y que el cambio climatico
ocasionara modificaciones en los modelos epidemioldgicos estudiados, hay un
escaso numero de trabajos dirigidos a estudiar dichos efectos (Uriarte y Calvete,
2012).

3. 5. Cuadros clinicos

Debido a los habitos hematofagos de H. contortus, el principal signo clinico de
la haemonchosis es la anemia. Distintos autores (Allonby, 1974; Suarez et al.,
2007; Besier et al., 2016b) clasifican a la enfermedad causada por este nematodo
en tres sindromes: haemonchosis hiperaguda, aguda y cronica, basandose

principalmente en la dosis o desafio de L3 ingeridas en un periodo determinado.



La haemonchosis hiperaguda se caracteriza por la elevada ingestion de L3 en
un breve periodo. Los animales suelen encontrarse muertos sin signos previos y
los que sobreviven presentan anemia grave. Los conteos de huevos en materia
fecal pueden resultar negativos, pero se encuentran grandes cantidades de
estadios juveniles o adultos en el abomaso a la necropsia (> 10000) y gastritis
hemorragicas graves. Este cuadro puede desarrollarse en una semana (Allonby,
1974; Suarez et al., 2007; Besier et al., 2016b).

En la forma aguda de la haemonchosis, la ingestion de L3 por parte de los
animales es de menor cantidad que en la forma hiperaguda, y suele presentarse
como un cuadro anémico rapido que se desarrolla en el tiempo. Los signos clinicos
son mas evidentes (palidez de mucosas, edemas, aletargamiento, heces oscuras
sin diarrea). A la necropsia se pueden observar petequias y lesiones en la mucosa
con congestion y edema, e importante cantidad de especimenes adultos (3000 a
10000) (Allonby, 1974; Suérez et al., 2007; Besier et al., 2016b).

Por dltimo, la haemonchosis cronica por lo general se da en animales que
ingieren pocas cantidades de L3 de forma sostenida en el tiempo, durante mas de
60 dias, y asociadas a baja calidad/cantidad nutricional. Los signos clinicos son
menos especificos, pero hay anemia ligera, pérdida de peso, debilidad, edemas
subcutaneos y anorexia. Si el animal muere suele encontrarse baja cantidad de
adultos (< 2000-3000) con engrosamiento de los pliegues abomasales y aumento
del pH abomasal (Allonby, 1974; Suarez et al., 2007; Besier et al., 2016b).

3. 6. Fisiopatologia

Uno de los efectos sobre la produccion animal mas importantes de la
parasitosis gastrointestinal es la reduccion de la ingesta de alimento (anorexia),
que puede llegar al 50%, incluso en casos subclinicos (Sykes, 2000). Sin embargo,
segun Giudici et al. (2013) y Hoste et al. (2016), este efecto en la infeccién
monoespecifica con H. contortus seria mas leve y transitoria en comparacién con
otros géneros, como Teladorsagia y/o Trichostrongylus, y su magnitud estaria
relacionada con la severidad de la infeccion.

Entre las causas de la anorexia, si bien son poco claras, se citan: disminucion
del flujo digestivo, alteracion de la motilidad intestinal, distension del reticulo-
rumen, niveles elevados de hormonas (gastrina, colecistoquinina, secretina) o

citoquinas inflamatorias (TNF-a) y dolor (Simpson, 2000).

10



La anorexia disminuye la ingesta de nutrientes. Ademas, el aumento de la
permeabilidad de la mucosa producto del dafio en el abomaso permite la pérdida
de proteinas, generando una reduccion de la eficiencia productiva y pérdida de la
condicion corporal (Uzal et al., 2016). Es asi que las ganancias de peso vivo de
corderos inoculados con 11000 L3 de H. contortus fueron, en promedio, 38%
menor que en corderos sin inocular, durante un periodo de 8-9 semanas (Albers
et al., 1989).

En la provincia de San Luis, Argentina, se encontraron diferencias en la
ganancia de peso de 63 y 89% en cabras tratadas mensualmente con respecto a
cabras no tratadas y tratadas solo en la paricion. Haemonchus y Trichostrongylus
fueron los géneros parasitarios que presentaron mayor prevalencia (Rossanigo y
Silva Colomber, 1993). En tanto que en la region de la pampa central argentina y
durante un periodo favorable para H. contortus (mayo), se encontraron diferencias
en la ganancia de peso de 22% a 40,1% en animales en crecimiento entre lotes
de corderos tratados quincenalmente y lotes no tratados, a favor de los primeros
(Suéarez et al., 2013).

En animales parasitados también se produce retencion de agua, por lo que la
pérdida de peso a veces puede pasar desapercibida y no son evidentes cambios
en las ganancias de peso vivo, pero si en la calidad de la res (Giudici et al., 2013).
Si bien la diarrea no es caracteristica en la haemonchosis, puede haber aumento
en el consumo de agua por parte de los animales para mantener la volemia
producto de la pérdida de sangre. Rowe et al. (1988) proponen que tanto la
ingestion como la retencion estaban aumentadas en animales con infecciéon con
H. contortus.

La accion patogénica primaria de H. contortus sobre su hospedador es el
consumo de sangre por parte de etapas juveniles tardias y adultas, y las
hemorragias que causan en el abomaso al alimentarse (Allonby, 1974; Dargie y
Allonby, 1975; Le Jambre, 1995; Jackson y Coop, 2007; Scott, 2007; Colditz y Le
Jambre, 2008; Sargison, 2008). Los adultos pueden succionar sangre durante
varios minutos en cualquier sitio de la mucosa abomasal. Luego se mueven hacia
otro lugar, permitiendo asi que la sangre se pierda en el abomaso debido a la
presencia de compuestos anticoagulantes o enzimas secretadas por ellos mismos
(Hoste et al., 2016).

11



El nivel de anemia que sufre un hospedador con haemonchosis basicamente
depende de dos factores principales: el nUmero de parésitos presentes en su
abomaso, y la capacidad que tiene para reemplazar la sangre que pierde (Dargie
y Allonby, 1975). En bajas cargas de infeccion, los animales pueden resistir la
anemia y la hipoproteinemia durante cierto periodo de tiempo, duplicando o
triplicando la eritropoyesis y aumentando la sintesis hepatica de proteina
plasmética. Por el contrario, en corderos altamente infectados, diariamente puede
perderse una décima a una cuarta parte del volumen de eritrocitos, conjuntamente
con la pérdida de plasma y proteinas (Uzal et al., 2016). Le Jambre (1995)
encontré una fuerte correlacion entre esta pérdida de sangre y el nimero de H.
contortus presentes, la biomasa y la produccién de huevos. Por estos motivos, la
medicion del hematocrito, el recuento total de glébulos rojos y la concentracion de
hemoglobina, proporcionan una medida de la patologia provocada por este
parasito (Colditz y Le Jambre, 2008).

Otra forma de valorar el cuadro anémico es mediante la observacion del color
de las mucosas (Vargas, 2006; Hoste et al., 2016; Uzal et al., 2016). Esta ultima
herramienta, denominada FAMACHA®, se desarroll6 en Sudéfrica en lucha contra
la resistencia antihelmintica de H. contortus en ovinos. Se basa en la correlacion
entre el color de la mucosa ocular y los valores de hematocrito, con el fin de
desparasitar selectivamente a aquellos animales incapaces de hacer frente al
desafio por H. contortus, mediante el uso de la anemia clinica como determinante
(Nari, 2002; Van Wyk y Bath, 2002; Ribeiro Vilela et al., 2012). El grado de
coloraciébn de la conjuntiva ocular se compara con una escala de color
estandarizada con el hematocrito. Esta escala se divide en 5 categorias, de 1 a 5.
Los animales en categorias 1 y 2 se corresponden con valores de hematocrito >
30%, mientras que animales de categorias 4 y 5, < 24%. Estos Ultimos deben
tratarse ya que estas categorias son consideradas de alto riesgo. Sin embargo,
los tratamientos individuales pueden instaurarse ya a partir del grado 3 (Van Wyk
y Bath, 2002; Castells y Romero et al., 2013). Esta escala fue validada también en
caprinos (Vargas, 2006; Suéarez et al., 2014; Descarga et al., 2016; Rossanigo y
Page, 2017).

Ademas de este cuadro anémico, H. contortus produce inflamacién y dafio en
el abomaso (gastritis/abomasitis hemorragica). Comienza cuando las L4 en

desarrollo emergen de la mucosa con la disociacion de las células, generando
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cambios en el ambiente abomasal por aumento de la permeabilidad de su mucosa,
con mayores pérdidas de proteinas, disminucién de la acidez y elevacion del
pepsindgeno plasmatico (Coop, 1971; Kerboeuf, 1977; Hoste et al., 2016).

A la pérdida de proteina enddgena debe sumarse el aumento de produccion
de moco en abomaso como mecanismo de defensa del hospedador (Giudici et al.,
2013). Sin embargo, Hoste et al. (2016) indican que hay estudios sugiriendo la
posibilidad de reabsorcién de proteinas en el intestino delgado en presencia solo
de H. contortus como un proceso compensatorio.

Se asocia el aumento de la actividad del pepsinégeno sanguineo al dafio
abomasal con el siguiente pasaje de éste a circulacion. Sin embargo, también
estarian implicadas sustancias liberadas por parasitos adultos que estimulan la
secrecion de esta preenzima (Giudici et al., 2013). En este sentido también, Fox
(1997) postula que la elevacion de los valores de pepsindégeno sérico puede ser
de origen multifactorial, que implica la estimulacion directa de células zimogenas
por factores liberados por el parasito, estimulacién indirecta a través de
concentraciones elevadas de hormonas (gastrina) y por fugas de fluido abomasal
entre las células epiteliales poco diferenciadas.

Fisiol6gicamente, a pH abomasal normal (1,5-3) el pepsindgeno es activado a
pepsina, que junto con el acido clorhidrico producido por las células parietales u
oxinticas, producen la hidrdlisis de la proteina alimentaria en el abomaso (Uzal et
al., 2016). Sin embargo, los cambios estructurales tras el parasitismo abomasal
pueden afectar los valores de pH, hasta picos transitorios de 6 segun el curso de
la infeccion, disminuyendo la conversion de pepsindgeno en pepsina activa,
alterando la digestibilidad del alimento (Meana Mafies y Rojo Vazquez, 1999;
Hoste et al., 2016). Segun Fox (1997) la reduccién en la produccién de acido se
debe a la sustituciébn de células parietales funcionales por otras de actividad
reducida. A su vez, Simpson (2000) indica que el pH del abomaso aumenta a las
pocas horas de que los parasitos emergen de la mucosa (después de 2-4 dias en
ovinos inoculados con H. contortus) y luego disminuye a valores casi normales
alrededor de la patencia después de una sola inoculacién, a pesar de la presencia
de parasitos adultos. Al mismo tiempo sefiala que la magnitud y duracion de la
hipoacidez puede ser muy variable entre animales, y especialmente entre los
estudios, debido a la especie parasitaria utilizada y los diferentes protocolos y

dosis de inoculacion experimental.
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3. 7. Hallazgos posmortem

Las lesiones macroscoépicas del abomaso y demas érganos dependeran de la
gravedad y duracion de la infeccion. En animales muertos por elevadas cargas de
H. contortus, el cadaver esta frecuentemente palido con ascitis y edemas en
muchos érganos, tejido subcutdneo y mesenterios, con la sangre acuosa y el
higado pélido y friable. El contenido del abomaso suele ser fluido de color oscuro,
con su mucosa palida, edematosa y cubierta con petequias o areas focales de
hemorragia en su superficie y nédulos (Meana Mafies y Rojo Vazquez, 1999;
Jackson y Coop, 2007; Uzal, et al., 2016).

Microscopicamente la abomasitis comienza con infiltracién inflamatoria, focal y
luego difusa, en mucosa y submucosa de linfocitos, mastocitos y eosinéfilos, que
puede agravarse segun la cantidad de parasitos presentes e infecciones
recurrentes. Esta reaccién inflamatoria tiene un pico de 5 dias pos infeccion y
luego puede disminuir. En general, neutréfilos y eosindéfilos a menudo estan
presentes en la lamina propia, mientras que los linfocitos pueden estar entre las
células epiteliales de las glandulas (Giudici et al., 2013; Uzal et al., 2016).

Las glandulas parasitadas suelen estar dilatadas y protruidas, mientras que las
circundantes muestran hiperplasia de células mucosas con menor cantidad de
células parietales y principales (Meana Marfes y Rojo Vazquez, 1999; Simpson,
2000). En infecciones recurrentes y altas cargas parasitarias se produce una
reaccion inflamatoria progresiva del abomaso, con hiperemia y mayor produccion
de moco, mayor profundidad y peso de la mucosa, aumentando
consecuentemente el peso del érgano (Simpson, 2000; Giudici et al., 2013). Una
mencién especial es la presencia en el epitelio glandular de estos leucocitos
globulares, principalmente en el abomaso parasitado (Stear y Murray, 1994;
Ortolani et al., 2013; Uzal et al., 2016).

Por dltimo, la determinacién posmortem de larvas hipobiéticas es util para
determinar el desafio parasitario al cual estuvo sometido un animal previamente
(Fiel et al., 2011). El porcentaje de larvas que detienen su desarrollo varia
principalmente segun las zonas geogréaficas. Romero et al. (2013) citan estudios
gue encontraron hasta un 40% de inhibiciébn en la provincia de Buenos Aires
durante el periodo otofio-invernal, y también durante esta misma época el patron
de inhibicion superé el 48% en Uruguay. En la provincia de La Pampa, los

porcentajes hallados de L4 fueron del 68% en abril, 70% en mayo, 75% en junio y
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20% en julio (Suéarez et al., 2007; 2013). En tanto que en la region mesopotamica
no se disponen referencias, principalmente debido a que el género Haemonchus
se lo vincula con esta capacidad a climas con temporadas frias (menos de 10°C)
0 sequia como se dijo anteriormente, condiciones poco caracteristicas para esta

zona (Romero et al., 2013).

Figura 1: Resumen de las principales consecuencias patolégicas y
fisiopatoldgicas de infeccion de Haemonchus contortus en ovejas y cabras
(Adaptado de Hoste et al., 2016)
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3. 8. Diagnostico

El diagndstico antemortem de las parasitosis gastrointestinales usualmente se
realiza mediante el conteo de huevos en la materia fecal de los animales por la
técnica cuantitativa de McMaster modificada, donde se informa la cantidad de los
mismos por gramo de materia fecal (HPG), acompafiado por la identificaciéon de
géneros por coprocultivo (Sargison, 2008; Miller et al., 2012).

Para evaluar estos resultados, es necesario el conocimiento de los
tratamientos antihelminticos previos, el manejo del pastoreo, y el nimero de larvas
en las pasturas, relacionandolos con los datos epidemiologicos (Meana Maries y
Rojo Vazquez, 1999; Sargison, 2008).

Clinicamente la haemonchosis se diagnostica mediante la deteccion de anemia
asociado al cuadro epidemiolégico caracteristico (alta temperatura y humedad

ambiente, categoria animal, condiciones de manejo y pastoreo intensivo), y de ser
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posible, se confirma por la gran cantidad de parasitos en el abomaso de animales
muertos por esta causa, constituyendo una medida del grado de infeccion (Besier
et al., 2016a).

Como se menciond anteriormente, en casos agudos la enfermedad cursa con
anemia grave (hematocrito por debajo de 18%) e hipoalbuminemia. Clinicamente
ésta puede ser visualizada por edema general o en porciones ventrales del
cuerpo, especialmente edema submandibular caracteristico, pero no
patognomonico de haemonchosis (Miller et al., 2012; Castells y Nari et al., 2013;
Besier et al., 2016a).

La aparicion inminente de esta enfermedad se basa en el monitoreo periddico
del cuadro anémico (FAMACHA® y otros procedimientos de laboratorio) y a través
del muestreo parasitolégico (HPG y coprocultivo). A todo esto es necesario
integrar el cuadro clinico, los datos epidemiolégicos y el manejo de los animales
(Miller et al., 2012; Castells y Romero et al., 2013; Besier et al., 2016a).

Los hallazgos posmortem descriptos anteriormente son de mucha utilidad en
el diagnéstico (palidez extrema, edemas en tejidos, contenido de abomaso fluido
de color rojo/marrén por la presencia de sangre con areas focales de hemorragia
sobre la superficie y numerosos parasitos evidentes a simple vista). Debe
agregarse que, debido al gran tamafio de H. contortus, su identificacién no ofrece
mayores inconvenientes, siempre y cuando la inspeccion de los 6rganos se realice
rapidamente (Castells y Romero et al., 2013; Uzal et al., 2016).

Segun Sargison (2008), las concentraciones de pepsinégeno como
diagnéstico, que en algunas ocasiones es util en bovinos, tiene un valor limitado
en ovinos. A su vez también, la medicion del pH abomasal a la necropsia, como
indicador de la funcionalidad del 6rgano y ayuda diagnéstica, debe ser medido
inmediatamente tras la muerte del animal (Fiel et al., 2011).

La haemonchosis crénica puede pasar desapercibida, sin embargo, una
correcta anamnesis y examen clinico puede orientar dicho cuadro (momento del
afio, manejo del pastoreo, bajos conteos de huevos, mala calidad y cantidad
nutricional, anemia ligera en algunos animales, pérdidas de peso o ganancias

insuficientes y mal estado general) (Besier et al., 2016a).
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3. 9. Respuestainmune

Los nematodos gastrointestinales son organismos multicelulares complejos,
por lo cual se sabe que provocan respuestas inmunes también complejas, y
parecen depender de la capacidad del hospedador para generar y movilizar
efectores celulares y humorales tanto local como sistémicamente (Getachew et
al., 2007).

La inmunidad natural a los pardsitos gastrointestinales se adquiere y se
desarrolla con una exposicion creciente de infeccion, pero por lo general no se
expresa hasta que los animales alcanzan su madurez y no parece ser absoluta en
ovinos. Ademas de la edad, el nivel de respuesta esta influenciado por la genética,
el sexo, el estado fisiolégico y nutricional, y el nivel de exposicion previa a los
antigenos parasitarios (Anderson, 1990; Sykes, 2000; Hoste et al., 2002; Castells
y Nari et al., 2013; Nisbet et al., 2016).

Segun diferentes autores (Balic et al., 2000; Pérez et al., 2001; Lacroux et al.,
2006; Terefe et al., 2007; Emery et al., 2016; Nisbet et al., 2016) la infeccion por H.
contortus en ovinos provoca respuesta inmunitaria que, por medio de las
interleuquinas, estimulan y ordenan la diferenciacion de las subpoblaciones de
linfocitos T. Principalmente la respuesta generada es caracterizada como T helper
2 (Th2), con linfocitos T CD4+ sensibilizados que producen y secretan citoquinas
como interleuquina-4 (IL4), IL5, IL13 y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) que
desencadenan la proliferacion y activacién tanto local como sistémica de células
efectoras (eosindfilos, basdfilos, mastocitos y leucocitos globulares), de linfocitos
B y la produccion de anticuerpos (principalmente IgA e IgE). Esta respuesta
paraliza la motilidad larvaria, impide el establecimiento de nuevas L3, afecta la
produccion de huevos y elimina adultos.

Como se menciond previamente, el desarrollo de la respuesta inmune
dependera de factores genéticos y ambientales. La resistencia genética del
hospedador tiene base inmunitaria y heredable; y dentro de los factores
ambientales, la edad, el plano nutricional, el nivel y frecuencia de desafio
parasitario afectaran la respuesta inmune. Niveles muy bajos de carga parasitaria
pueden tener pocos efectos sobre la productividad en la majada o ser dificilmente
medidos, permitiendo el desarrollo de inmunidad por parte de los hospedadores.

Por ello, los modelos més apropiados para estudiar el desarrollo inmunitario
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derivan de estudios a campo (infecciones naturales) o aquellos donde se utilizan
inoculaciones bajas y continuas (Sargison, 2008; Emery et al., 2016).

Con respecto al estado nutricional del hospedador y su respuesta inmune, se
sabe que el parasitismo gastrointestinal puede interferir con la capacidad del
hospedador para utilizar los nutrientes. Los animales bien alimentados pueden
responder inmunitariamente de una manera mas eficiente en comparacion a
aguellos sometidos a una dieta inadecuada (Holmes, 1993; Hoste et al., 2002;
Nari, 2002).

En resumen, el desarrollo de la inmunidad del hospedador contra los
nematodos gastrointestinales tiene varios efectos sobre ellos, pudiendo afectar su
implantacién y posterior desarrollo, su tamafio y su oviposicion o fecundidad (Stear
y Murray; 1994; Stear et al., 1997; Claerebout y Vercruysse, 2000; Strain y Stear,
2001; Giudici et al., 2013; Emery et al., 2016).

3. 10. Control

El control exitoso de los parasitos gastrointestinales en general y de H.
contortus en particular depende en gran medida del conocimiento sélido de la
epidemiologia parasitaria, limitando el contacto entre los animales susceptibles y
las L3, siendo el objetivo final aumentar la produccion (Getachew et al., 2007;
Jackson y Coop, 2007; Scott, 2007; Sargison, 2008).

En lo que se refiere al control quimico, los principales antihelminticos
disponibles para H. contortus pueden agruparse de la siguiente manera:
benzimidazoles (BZD), imidazotiazoles vy tetrahidropirimidinas, lactonas
macrociclicas (LM), salicilanilidas y derivados del aminoacetonitrilo.

El grupo de farmacos clasificados como BZD actian ligandose a la proteina
tubulina del parasito, modificando su patrén de polimerizacion para formar
microtubulos. Estos estan formados estructuralmente por subunidades a y -
tubulina, que al ensamblarse los forman. Los BZD se unen a la subunidad (3 de la
tubulina de manera reversible, afectando el transporte y la absorcién de la glucosa
y pérdida de la homeostasis celular. Como consecuencia los parasitos no pueden
mantenerse en su sitio de localizacion y son eliminados. El tiempo de contacto
BZD-tubulina es esencial. Ademas, son las Unicas drogas comercialmente
disponibles con actividad ovicida (Sumano y Ocampo, 2006; Sargison, 2008;
Lanusse et al., 2013, 2016).
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Otro grupo es el de imidazotiazoles y tetrahidropirimidinas. Son agonistas de
receptores nicotinicos de acetilcolina (agonistas colinérgicos), provocando la
despolarizacion de las membranas y consecuentemente la contraccion muscular
(pardlisis espéstica) del parasito de forma sostenida, quedando paralizados y
luego son asi desalojados del hospedador. Tienen efecto antihelmintico de corta
duracién (Sumano y Ocampo, 2006; Sargison, 2008; Lanusse et al., 2013, 2016).

Las LM actuan incrementando la permeabilidad de la membrana celular de los
iones cloruro (CI), resultando en hiperpolarizacion y paralisis flacida a nivel de
musculatura faringea y somatica de nematodos y artrépodos. Para realizar esta
accion se unen ala subunidad a de canales de cloro ligados al glutamato. También
tienen afinidad, aunque menor en relaciéon al glutamato, a canales de cloro
relacionados al GABA. Son efectivos contra estados inmaduros y adultos. No
tienen efecto ovicida y tienen prolongada permanencia en el organismo animal
(Sumano y Ocampo, 2006; Sargison, 2008; Lanusse et al., 2013, 2016).

Los farmacos de la familia de las salicilanilidas (closantel, rafoxanide y
oxiclosanida) presentan un espectro reducido y tienen efecto sobre parasitos
hemato6fagos. Interfieren en la generacion de energia del paréasito por desacople
de la fosforilacion oxidativa (Anderson, 1990; Lanusse et al., 2016).

En los dltimos afios han aparecido nuevos farmacos para el control de
nematodos gastrointestinales en ovinos. Entre ellos un derivado del
aminoacetonitrilo (que se une a subunidad del receptor colinérgico especifico,
generando pardlisis espastica), y otro perteneciente a los espiroindoles (que
bloquea la transmisién de impulso colinérgico, dando paralisis flacida) combinado
con abamectina. Estos, pertenecen a nuevas familias quimicas con mecanismos
de accion diferente a los anteriormente citados (Steffan et al., 2011; Lanusse et
al., 2013; Leathwick, 2013).

Un concepto importante a tener en cuenta a la hora de aplicar cualquiera de
estos farmacos, es que en todo sistema productivo la poblacién parasita que se
encuentra dentro de los hospedadores es minima, y que la mayor parte habita en
deposiciones fecales y pasturas (poblacion parasitaria conocida como “refugio”).
En tal sentido, la aplicacion de un antihelmintico a un animal afecta minimamente
el numero total de parasitos presentes en el sistema. La conservacion de esta
poblacién en refugio se considera imprescindible en cualquier programa de control

parasitario sostenible, como factor clave para disminuir la presion de seleccion y

19



el desarrollo de resistencia antihelmintica (Fiel et al., 2001; Singh y Swarnkar,
2008; Besier et al., 2016a), ya que, segun Sargison (2008), la tasa de seleccién
de resistencia antihelmintica es inversamente proporcional a la cantidad de
huevos y larvas en desarrollo en la pastura en el momento del tratamiento
antihelmintico.

No hay duda de que los antihelminticos representan la principal herramienta
para el control, pero su uso es necesario que dependa cada vez mas del
diagndstico, conocimientos sobre el manejo, la epidemiologia y la farmacologia.
Sin embargo, la gran eficacia, buena tolerabilidad, el amplio espectro de accion
de la mayoria de ellos y el bajo costo, han llevado a que los programas de control
parasitario se basen casi de forma exclusiva en el uso masivo de antihelminticos.
Ademas, se han usado sin tener en cuenta un diagndstico previo de situacion
parasitolégica, sin considerar las condiciones epidemiologicas y de manejo de
cada sistema, trayendo aparejado lamentablemente el desarrollo de resistencia
antihelmintica por parte de los parasitos (Miller et al., 2012; Castells y Romero et
al., 2013; Lanusse et al., 2013).

Ademas de la problematica de resistencia antihelmintica, pueden sumarse dos
problemas derivados del uso indiscriminado de farmacos: residuos en productos
animales y ecotoxicidad (lezzi et al., 2014). Los mejor caracterizados son los
endectocidas que son eliminados como droga activa con elevada persistencia en
el ambiente, pudiendo afectar microorganismos e insectos de la materia fecal y
del ambiente (Lanusse et al., 2013).

Bajo este marco de resistencia antihelmintica creciente, el control parasitario
sustentable (CPS) o control integrado de parasitos (CIP) combina adecuadamente
varias herramientas enmarcadas todas en el contexto de la sostenibilidad,
aplicando métodos quimicos y no quimicos, sin suprimir el empleo de los
antihelminticos, pero usandolos racionalmente y considerandolos como un
recurso no renovable en la medida que se incremente dicha resistencia (Fiel et al.,
2001; Nari, 2002; Rossanigo, 2005; Miller et al., 2012; Castells y Romero et al.,
2013; Caracostantogolo et al., 2013).

Entre las alternativas no quimicas de control de las parasitosis
gastrointestinales, la mayoria en investigacion creciente, se pueden citar: el
manejo del pastoreo, la vacunacion, el control biolégico, mejorar la resiliencia o

resistencia del hospedador mediante seleccibn genética, suplementacién
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nutricional y el uso de forrajes con actividad antihelmintica (Anderson, 1990; Hoste
et al., 2002; Nari, 2002; Gomez, 2006; Jackson y Coop, 2007; Sargison, 2008;
Nisbet et al., 2016; Besier et al., 2016a). Ninguno de estos métodos presenta
potencial para la erradicacion, por lo que el objetivo a seguir debe apuntar a un
control compatible con la produccién y econdmicamente competitivo con otras
alternativas productivas (Castells y Romero et al., 2013). Es importante, ademas,
tener en cuenta el constante avance y demanda de los consumidores en la
produccién de alimentos organicos y el cuidado del medio ambiente (Getachew et
al., 2007; Scott, 2007).

3. 11. Resistencia antihelmintica

La resistencia generalmente se define como la capacidad de un organismo
para sobrevivir a la dosis de droga que normalmente mataria organismos de la
misma especie y etapa. Se considera resistencia antihelmintica (RA) cuando
existe una mayor frecuencia de individuos dentro de una poblaciéon de helmintos
que puede tolerar la dosis de un compuesto que en una poblaciéon normal de la
misma especie. Ademas, esta capacidad es hereditaria transmitiéndose de
generacion a generacion, por lo tanto, el tratamiento antihelmintico repetido
seleccionard para una proporcion creciente de individuos resistentes (Prichard et
al., 1980; Prichard, 1990, 1994; Jackson y Coop, 2007; Sargison, 2008; Kotze y
Prichard, 2016). Es necesario tener en cuenta que ningun farmaco presenta una
efectividad del 100%. Por ello el uso continuo de un grupo quimico ejerce una
fuerte presién de seleccion a favor de la poblacion resistente, que inicialmente es
minoritaria, pero que tras varias generaciones sera la mas frecuente en el sistema
productivo (Nari, 2002; Caracostantogolo et al., 2013).Esta definiciébn surge
partiendo de la base de que los parasitos exhiben diversidad biol6gica, y esto
puede conducir a individuos que son capaces de tolerar los efectos de una dosis
de antihelmintico que continuaran reproduciéndose, mientras que sus pares mas
susceptibles en un animal tratado moriran (Prichard, 1990).

Las principales causas que inducen el desarrollo de RA son: la alta frecuencia
de tratamientos, la falta de rotacion de los principios activos y la falta de refugio.
Este manejo irracional es la base principal del desarrollo de la RA, especialmente
cuando los niveles de infectividad de las pasturas son bajos. Este fendmeno se ha

desarrollado con mayor rapidez en Australia, Nueva Zelanda, Sudafrica y
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Sudamérica, regiones donde las condiciones climaticas y los sistemas pastoriles
permiten reinfecciones continuas y donde los programas de control se basan en
la frecuente utilizacion de antihelminticos (Fiel et al., 2001; Van Wyk, 2001; Suarez
y Cristel, 2014, Besier et al., 2016a).

Ademas, el aumento de la frecuencia de parasitos resistentes a un farmaco
traerd aparejado un aumento en la frecuencia de aplicacién con el fin de mantener
los niveles productivos. Como consecuencia, se aumentan los costos, se reducen
la eficacia del sistema y la calidad de los productos animales y se incrementa el
riesgo potencial para la salud publica y el medio ambiente. Hoy se considera a
este fenbmeno como una de las mayores amenazas para explotaciones de
pequefios rumiantes en todo el mundo, afectando la sostenibilidad de las practicas
actuales de control (Hoste et al., 2002; Caracostantogolo et al., 2013).

La base genética de la RA no se entiende completamente y puede resultar de
manera inevitable por el control de nematodos debido al uso de antihelminticos,
tratdndose de un fenémeno de adaptacion y evolucion genética, dinamica e
irreversible (Anderson, 1990; Prichard, 1994; Sargison, 2008).

Los mecanismos de resistencia a BZD en H. contortus est4 asociado a
mutaciones en los genes que codifican para B-tubulina, causando pérdida de
afinidad del receptor, disminuyendo de esta manera la union del farmaco con su
blanco. En cambio, existe escaso conocimiento sobre los mecanismos de
resistencia a las LM y al levamisol. Para las primeras se han propuesto
alteraciones en los canales de cloro ligados a glutamato y sobreexpresion de
glicoproteina-P. Mientras que la resistencia al levamisol podria estar relacionada
con la ausencia de receptores o modificaciones en las subunidades de éstos
(Caracostantogolo et al., 2013; Lloberas et al., 2013; Kotze y Prichard, 2016).

Se puede describir al desarrollo de RA en tres etapas: primero se establecen
los genes de resistencia producto de mutaciones y otras alteraciones genéticas.
Luego estos parasitos se propagan postratamiento. Por Gltimo, el problema clinico
emerge, pudiendo diagnosticarse por los métodos de rutina recién cuando el 25%
de la poblacion de parésitos ya es resistente (Coles et al., 1992; Caracostantogolo
et al., 2013).

Es importante la determinacion emergente de la RA en un establecimiento,
dado que una vez establecida la misma, la reversion a la susceptibilidad es muy

poca o no ocurre (Romero y Boero, 2002; Jackson y Coop, 2007; Sargison, 2008;
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Miller et al., 2012); sin embargo, existen trabajos que apuntan a refutar esta
aseveracion mediante la reincorporacion de parasitos susceptibles y el manejo del
refugio (Van Wyk y Van Schalkwyk, 1990; Bird et al., 2001; Muchiut et al., 2016).

Segun Miller et al. (2012), tras una desparasitacion, el nimero de parasitos que
sobreviven tienen poco o ningun efecto notable sobre la salud o produccion en
una majada hasta que aproximadamente el 25 % de la poblacién de nhematodos
sea resistente. Como se mencionara anteriormente, esta misma proporcion de
genotipos resistentes presentes en un establecimiento, es la minima necesaria
para detectar resistencia a un antihelmintico particular mediante las pruebas in
vivo de reduccion de conteo de huevos fecales y el test de eficacia controlada
(Anderson, 1990; Caracostantogolo et al., 2013).

Dentro de las técnicas diagnésticas in vivo para la deteccién de RA, la mas
utiizada es el test de reduccion del conteo de huevo (TRCH) tras la
desparasitacion, sumado al coprocultivo pre y pos tratamiento para la
identificacion de géneros parasitarios. Tiene la desventaja de que detecta
resistencia si los genes que la confieren estan presentes en el 25% de la
poblacion. Sin embargo, la técnica in vivo mas confiable, considerada prueba de
oro, es el test de eficacia controlada (TEC), la cual compara la cantidad de
parasitos adultos e inmaduros obtenidos a la necropsia en animales tratados y
controles. La principal desventaja de esta prueba es su alto costo (Martin et al.,
1989; Wood et al., 1995).

Como técnicas in vitro mas utilizadas para el diagnostico de resistencia se
pueden citar el test de eclosion de huevos (TEH) para detectar resistencia a BZD,
y el test de desarrollo larval (TDL), util para la deteccién de resistencia en las tres
familias principales de antihelminticos. La desventaja de estas técnicas es que su
resultado no considera la respuesta del hospedador al parasitismo ni la
farmacodinamia, y requieren mayor equipamiento e insumos de laboratorio
(Cutullé et al., 1999; Varady et al., 2007; Demeler et al., 2010; Kotze y Prichard,
2016).

Mas all4d de todas estas técnicas, es imprescindible la correcta anamnesis,
principalmente informacion en busca de categoria animal, manejo del pastoreo,
plan sanitario, pero fundamentalmente el historial de desparasitaciones detallando
la frecuencia de uso, principios activos, nombre comercial y dosis

(Caracostantogolo et al., 2013).

23



Como se mencion0, este fendmeno representa un problema serio para el
control del parasitismo gastrointestinal en pequefios rumiantes, y donde
mundialmente H. contortus lidera los casos de RA a las tres principales familias
de antiparasitarios de amplio espectro (Hoste et al., 2002). En un primer estudio
sobre la prevalencia de RA en Argentina, Eddi et al. (1996), detectaron mediante
TRCH un nivel general de RA de 40% para BZD, 22% para levamisol, 11% para
la combinacion levamisol + BZD y 6% para avermecinas, donde H. contortus fue
uno de los principales géneros involucrados.

En la provincia de Corrientes, Argentina, utilizando el TRCH se hall6é que el
100% de los establecimientos tenia resistencia a ivermectinay a los BZD, mientras
que el 55% de ellos tenia resistencia a levamisol y closantel. H. contortus fue uno
de los géneros involucrados en dicha resistencia (Caracostantogolo et al., 2005).

Segln Romero et al. (2013), en la regién del noreste argentino también existe
una elevada frecuencia de establecimientos con aislamientos de H. contortus
resistentes al closantel y una frecuencia ain mas importante de resistencia a
ivermectina.

En la provincia de Santa Fe se encontr6 resistencia multiple de H. contortus a
ivermectina, febendazol y closantel en una majada de ovinos lecheros (Muchiut et
al., 2013) y también resistencia multiple a estos mismos antiparasitarios y al
levamisol (Anziani y Muchiut, 2014).

Ademas, comenzaron a citarse mundialmente casos de RA por parte de H.
contortus a los nuevos antihelminticos disponibles para ovinos. La combinacion
derquantel-abamectina presenté baja eficacia sobre L4 de un aislamiento
resistente de H. contortus a LM, BZD y levamisol en Australia (Kaminsky et al.,
2011). En Argentina, esta misma combinacién mostré eficacias de 76 a 83% en
majadas ovinas y caprinas con antecedentes de RA a LM (Cerutti et al., 2018). En
tanto que para monepantel, Mederos et al. (2014) encontraron RA por parte del
género Haemonchus spp en ovinos en Uruguay; Van den Brom et al. (2015)
encontraron que este farmaco mostré una eficacia del 0% para H. contortus en los
Paises Bajos; Martins et al. (2017) demostraron clara evidencia de RA de H.
contortus a monepantel, que solo alcanzo eficacia terapéutica maxima del 32,89%
a los 14 dias pos tratamiento en Brasil; y en Australia, Lamb et al. (2017) y Sales

y Love (2016) hicieron un TRCH y encontaron eficacias del monepantel entre
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21,3% y 31%, respectivamente, H. contortus fue la Unica especie identificada pos
tratamiento.

No caben dudas que la RA es un fenébmeno creciente. Resulta imprescindible
diagnosticarlo en cada establecimiento ya que cada uno tiene su propia
probleméatica (Fiel et al., 2001; Romero et al., 2013). Tampoco hay dudas de que
H. contortus es el parasito mas importante de los pequefios rumiantes, y ademas
tiene altos niveles de RA a farmacos de espectro amplio y reducido (Waller y
Chandrawathani, 2005).

En cuanto a diferencias en la aptitud entre aislamientos parasitarios, segun
presenten susceptibilidad o resistencia a algln/os farmaco/s, Leathwick (2013)
plantea que los parasitos con genotipo resistente tienen una aptitud ecoldgica
inferior que los susceptibles, al menos en las primeras etapas de seleccién. Es por
esta misma razén que se recomienda aumentar la poblacion de parasitos en
refugio para ralentizar el desarrollo de la RA. Caracostantogolo et al. (2013), en
este mismo sentido, sefialan que las alteraciones/mutaciones genéticas por parte
de individuos resistentes tendrian un costo de adecuacién que inicialmente se
traduciria en un bajo éxito reproductivo respecto de parasitos susceptibles. Donde
los primeros serian mas afectados por heladas, sequias y altas temperaturas al
dejar menor descendencia.

Contrariamente, Sargison (2008) propone que los nematodos que expresan
genes de RA probablemente no tengan una ventaja en cuanto a la supervivencia
en comparacion con susceptibles, y que tampoco habria diferencias entre ellos en
cuanto a la patogenicidad sobre el hospedador. Kotze y Prichard (2016) sefialan
que es dificil evaluar cualquier costo de aptitud que pueda estar asociado con la
RA, y si bien se han documentado variaciones en el grado de infectividad de
aislamientos de H. contortus de diferentes zonas geograficas (Aumont et al., 2003;
Angulo-Cubillan et al., 2010), el numero de estudios sobre estas posibles
diferencias en la patogenicidad son escasos. Sin embargo, existen evidencias de
la ocurrencia intra-especie de cambios en la patogenicidad, morfologia,
persistencia ambiental y resistencia a las drogas antihelminticas de H. contortus
(Maingi et al., 1990) y de otros pardsitos gastrointestinales (MacLean et al., 1987;
Barrett et al., 1998; Elard et al., 1998). Por ello es necesario profundizar estos

estudios y también evaluar su impacto en la epidemiologia del parasito.
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4. MATERIALES Y METODOS

4. 1. Lugar de realizacion del ensayo experimental

El estudio se llevd a cabo en la Unidad Integrada Balcarce (UIB), conformada
por la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Mar del Plata
(UNMdP) y la Estacién Experimental Agropecuaria Balcarce del Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria (EEA INTA Balcarce), ubicada en Ruta Nacional 226
km 73,5, partido de Balcarce, provincia de Buenos Aires, Argentina (latitud 37° 50’
47" S; longitud 58° 15’ 20" O).

Todo el estudio fue avalado y se realiz6 siguiendo las pautas sugeridas por el
Comité de Bienestar Animal (101/2016) del Centro Regional Buenos Aires Sur
(CeRBAS).

4. 2. Animales y formacién de grupos

Se utilizaron 18 corderos, de ambos sexos debido a la disponibilidad, cruzas
Texel, de aproximadamente 4-5 meses de edad con 25,11 kg promedio (+ 2,58
kg). Estos se encontraban recién destetados en la Reserva Ganadera N° 8, campo
experimental de la EEA Balcarce.

Desde el destete (2 de enero de 2017) hasta el ingreso al ensayo los corderos
permanecieron en un potrero de la reserva previamente manejado para disminuir
al maximo la carga de parasitos de dicho potrero. Ademas, se desparasitaron
desde el destete, alternadamente con monepantel 2,5 mg/kg PV y derquantel 2
mg/kg PV + abamectina 0,2 mg/kg PV, cada 10 y 15 dias respectivamente. Se
realizé el conteo de HPG semanalmente para asegurar la condicién de libre de
parasitos gastrointestinales hasta su traslado a los corrales experimentales.

Una semana antes de la inoculacién, en los corrales individuales, un animal
presentd 20 de HPG, por lo que se procedi6é a desparasitar a todos los animales
con levamisol a razén de 5 mg/kg PV. Un dia previo a la inoculacién, se volvié a
realizar el conteo de HPG y todos los animales presentaron valor de O.

Se conformaron tres grupos homogéneos de 6 animales cada uno (n=6),
denominados: resistente, susceptible y control (sin inoculacién). La formacion de
los mismos se realiz6 mediante la estratificacion y divisién de los corderos segun

su peso, independientemente del sexo.
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4. 3. Duracion

El ensayo tuvo una duracion total de 100 dias, desde el 27 de marzo hasta el
4 de julio de 2017. Se dividi6 en un periodo de acostumbramiento (o pre
inoculacion) de 32 dias y uno de pos inoculacion (PI) experimental de 68 dias.

4. 4. Instalaciones

Durante el ensayo, los animales se alojaron en un galpén techado, que
disponia de 18 corrales individuales, semicerrados, con piso de concreto a fin de
evitar la exposicién a larvas infectivas. Cada corral disponia de un comedero y un

bebedero.

4. 5. Aislamientos utilizados e inoculacion experimental

El aislamiento de H. contortus R8 presenta resistencia comprobada a
antihelminticos de la familia de los BZD (eficacia de 0% para fenbendazol)
(Muchiut et al., 2016) y las LM (eficacia de 20,1% para ivermectina, 39,7% para
abamectina y 89,6% para moxidectina) (Lloberas et al., 2013). Mientras que el
aislamiento de H. contortus Cedive es susceptible a todos los grupos quimicos
disponibles.

Las L3 se obtuvieron a partir de cultivos fecales (22°C durante 15 dias) de 2
corderos dadores. Estos fueron monoespecificamente inoculados con aislamiento
resistente o susceptible.

Las larvas de H. contortus de cada aislamiento se recolectaron mediante la
técnica de Baermann y fueron conservadas por un periodo de 3 meses en agua
destilada a 4°C, a una concentracion de 2000 L3/3,5 ml para el aislamiento
resistente y de 2000 L3/21,3 ml para el susceptible, hasta la inoculacion
experimental de los corderos.

Luego del periodo de acostumbramiento, en el dia 0 se realizé la inoculacién
experimental por via oral, mediante la sujecién manual y utilizando jeringa de
modo que los animales recibieron el indculo completo (2000 L3/animal).

Los animales del grupo resistente recibieron el in6culo del aislamiento R8, el

grupo susceptible el indculo de Cedive y 6 animales no recibieron inéculo (control).
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4. 6. Mediciones en el periodo de pre inoculacion (acostumbramiento)
Estas mediciones previas a la inoculacion se determinaron una vez y

corresponden al dia cero.

4. 6. 1. Estudios fisiologicos

4.6.1.1. Consumo de alimento y agua
Cada animal recibié una dieta a base de alfalfa en cubos (Equidiet®) a razén
del 2% de su peso vivo por dia. El agua se suministré en baldes graduados a fin

de registrar el correspondiente consumo diario (l).

4.6. 1. 2. Peso, condicion corporal y método FAMACHA®
Se determind el peso de cada uno de los animales mediante balanza
electrénica (sensibilidad 100 g), conjuntamente con la palpacién de la zona lumbar
para registrar su condicion corporal en escala 1 a 5 (Russel et al., 1969), y la
aplicacion del método FAMACHA®, también en escala 1 a 5 (Malan et al., 2001).

4. 6. 2. Estudios hematoldgicos

Estos se llevaron a cabo a partir de muestras de sangre obtenidas por la
puncion de la vena yugular (entre 5y 8 ml de sangre), con jeringa de 10 ml y aguja
(21G 0,8 x 40 mm) en 2 tubos, uno con heparina para hemograma y el otro sin
anticoagulante para el analisis de proteinas totales (g/100 ml), albamina (g/100
ml) y pepsindégeno (mU Tirosina/ml) en suero.

En el hemograma se midi6 hematocrito (%), glébulos rojos (por mm?3),
eosinodfilos (% y férmula absoluta) y hemoglobina (g/100 ml). Las muestras para
la determinacion de estos indices fueron enviadas a un laboratorio privado.

Los andlisis de proteinas totales y albimina se realizaron mediante los
métodos colorimétricos descriptos en metodologias analiticas (ver seccion 4.9).
La determinacion del pepsindgeno sérico se realizé segun el protocolo utilizado
en el laboratorio de Bioquimica Clinica Veterinaria de la EEA Balcarce.

Los valores de referencia de estos parametros fueron tenidos en cuenta segun

el trabajo de Jones y Allison (2007).
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4. 6. 3. Estudios parasitolégicos

Se tomo de cada animal una muestra de materia fecal directamente del recto
para realizar el conteo de HPG mediante la técnica McMaster modificada (Roberts
y O'Sullivan, 1949), asegurdndose carga insignificante de nematodos
gastrointestinales confirmados por el resultado de HPG cero, teniendo en cuenta

gue la sensibilidad de la técnica es de 1/20, antes de la inoculacién.

4. 7. Mediciones en el periodo experimental pos inoculacion
Luego de la inoculacién de los animales pertenecientes a los grupos resistente
y susceptible, como asi también en el grupo libre de parasitos (control), se

registraron los siguientes indicadores:

4.7. 1. Estudios fisiolégicos

4.7.1.1. Consumo de alimento y agua
Se realizdé un monitoreo y registro diario por un periodo de 68 dias donde los
animales recibieron durante este tiempo la misma dieta y cantidad que durante el
periodo de acostumbramiento. El agua se suministré en baldes graduados donde

diariamente se registro el consumo de agua de cada animal.

4.7.1. 2. Peso, condicién corporal y método FAMACHA®
Estos registros se tomaron de la misma forma que en el periodo de
acostumbramiento a intervalo de entre 10 y 11 dias, a excepcion del peso que se

determiné periédicamente entre un lapso de 11y 22 dias.

4.7. 2. Estudios hematoldgicos
También se midieron de igual forma que en el periodo de acostumbramiento a
intervalos de entre 10 y 11 dias, excepto la determinacién de pepsindgeno que se

hizo periédicamente entre un lapso de 11y 22 dias.

4. 7. 3. Estudios parasitolégicos
Se tomaron diariamente muestras individuales de materia fecal directamente
del recto de cada animal inoculado para realizar el conteo de HPG mediante la

técnica McMaster modificada (sensibilidad 1/20).
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4.7. 3. 1. Oviposicién hembra/dia

En los dias 33, 51y 67 pos inoculacién se colocé en 4 animales de cada grupo
parasitado un arnés para la recoleccion de la materia fecal de 24 horas. Pasado
este tiempo se retird y se peso6 la materia fecal producida por cada uno de ellos.
De esta produccion total individual se tomaron 5 submuestras para la medicion de
los HPG obteniendo un promedio, para luego determinar la oviposicion/dia
expresada en la cantidad de huevos que eliminé cada hembra parasita en estos
tres momentos, al recuperar dichas hembras en la finalizaciéon del ensayo, y
considerando que todas ellas llegaron vivas a la finalizacion del mismo.

Los dias establecidos para la medicion de esta variable (33, 51 y 67), fueron
teniendo en cuenta segun un periodo de inicio, intermedio y finalizacién del
ensayo. A su vez, fueron 4 animales de cada grupo inoculado debido a que solo

se contd con material para esta cantidad de animales.

4.7.3.2. Test de eclosion de huevos in vitro

Una vez obtenida la solucién de huevos mediante la técnica de recuperacion
de los mismos en materia fecal (ver seccién 4. 9. 6.), se determiné la concentracion
y luego se sembraron en placas de cultivo celular de 24 pocillos.

Cada placa fue sembrada en 2 filas por aislamiento con 150 huevos
aproximadamente por pocillo, con la adicién posterior de agua destilada hasta
completar un volumen final de 2000 pl. Luego se llevaron a estufa a 25°C.

A las 25 horas pos siembra fueron retiradas de la estufa, adiciondndose 1 gota
de lugol por pocillo para cortar la incubacién. Se cont6 la cantidad de huevos y L1
presentes por pocillo con el uso de un microscopio éptico invertido, determinando
asi el porcentaje de eclosién a las 25 horas para cada aislamiento.

Se realizaron 3 repeticiones de la técnica completa para cada aislamiento.

4. 8. Mediciones en la necropsia
A los 68 dias pos inoculacion se realiz6 la eutanasia con bala cautiva
penetrante y posterior desangrado de los 4 animales que se utilizaron para la

medicion de la oviposicién/hembra/dia mediante la colocacion de arnés.
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4.8.1. pHde abomaso

De cada abomaso aislado de la forma detallada anteriormente, se le realiz
una incisién sobre la curvatura menor del érgano con posterior colocacion
inmediata de tiras reactivas para la medicion de su pH.

Al momento de la eutanasia, los animales tenian aproximadamente 18 horas
de ayuno solido y el tiempo trascurrido desde la eutanasia hasta la medicién del

pH abomasal fue de alrededor de 3 minutos.

4. 8. 2. Recuperacioén y longitud de adultos

Se realiz6 el conteo total de parasitos adultos presentes de los abomasos de
animales inoculados, clasificAndolos segun el sexo, la relacion hembra/macho, el
porcentaje de implantacién, y la longitud de 2 ejemplares promedio (mm) de cada
sexo por hospedador. Todos los especimenes recuperados fueron conservados

en alcohol 70°.

4. 8. 3. Peso relativo de abomaso
Una vez que se realiz6 el lavado de cada abomaso, se peso el érgano completo
y sin contenido en balanza electrénica (sensibilidad 1 g) para establecer la relacion

con el peso final del animal a la necropsia.

4. 8. 4. Patologia macroscépica

Los abomasos obtenidos a la necropsia fueron inspeccionados
minuciosamente, analizandose de forma descriptiva, en busca de posibles
lesiones evidentes causadas directa o indirectamente por los parasitos de ambos

aislamientos, en comparacién con abomasos normales (grupo control).

4. 8. 5. Patologia microscépica

De cada abomaso de los animales que se realizd la necropsia parasitologica
se obtuvieron 6 muestras para analisis histopatologico: 2 de la region anterior del
organo, 2 de la porcion media y 2 de la region posterior. También se realiz6 un

andlisis descriptivo de dichas muestras.
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4. 8. 6. Digestion de mucosa abomasal
Cada mucosa abomasal fue separada de su 6rgano para realizar la técnica de
digestion péptica en busca de larvas inhibidas.

4. 9. Metodologias analiticas

A continuacién se desarrollaran las metodologias analiticas utilizadas en esta
tesis.

4. 9. 1. Determinacion de proteinas totales
Procedimiento

Se utilizé el kit Proti 2° (Wiener Lab., Rosario, Argentina). En tres tubos

marcados blanco (B), standard (S) y desconocido (D), se coloc6:

B S D
Agua destilada 50 pl - -
Standard - 50 pl -
Muestra - - 50 ul
Reactivo A 3,5ml 3,5 ml 3,5 ml

Se mezclé con varilla, incubandose luego 15 minutos a 37°C. Se ley6 en un
espectrofotémetro (T80 UV/VIS) a 540 nm llevando a cero con el blanco de
reactivo.

Condiciones de la reaccion

- Longitud de onda: 540 nm en espectrofotémetro
- Temperatura de reaccion: 37°C

- Tiempo de reaccion: 15 minutos

- Volumen de muestra: 50 pl

- Volumen de Reactivo A: 3,5 ml

- Volumen final de reaccién: 3,55 ml

4. 9. 2. Determinacion de albimina
Procedimiento
Se utilizé el kit Proti 2° (Wiener Lab., Rosario, Argentina). En tres tubos

marcados blanco (B), standard (S) y desconocido (D), se coloco:
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B S D
Standard - 10 -
Muestra - - 10 pl
Reactivo B 3,5ml 3,5 ml 3,5 ml

Se mezclé con varilla, manteniéndose luego los tubos entre 15 y 28°C durante
10 minutos. Se ley6 en un espectrofotometro (T80 UV/VIS) a 625 nm llevando a

cero con el blanco de reactivo.

Condiciones de la reaccién

- Longitud de onda: 625 nm en espectrofotdbmetro
- Temperatura de reaccion: 15y 28°C

- Tiempo de reaccion: 10 minutos

- Volumen de muestra: 10 pl

- Volumen de Reactivo B: 3,5 ml

- Volumen final de reaccién: 3,51 ml

4. 9. 3. Determinacion de pepsindgeno
Procedimiento

En sendos tubos de centrifuga rotulados como MUESTRA, BLANCO
MUESTRA, ESTANDAR Y BLANCO ESTANDAR, se colocaron los siguientes
reactivos:

TUBO MUESTRA (TM):

500 pl de suero, 1,5 ml de acido clorhidrico (HCI) 0,1 N y 1 ml de agua
desionizada, incubandose 180 minutos en bafio Maria a 37°C. Posteriormente se
desproteiniz6 agregando 2 ml de tricloroacético (TCA) 10 % y luego de 10 minutos
se centrifugd a 2500 revoluciones por minuto (rpm) (durante 10 minutos).

TUBO BLANCO MUESTRA (TBM):

1,5 ml de HCl y 1 ml de agua desionizada, incubandose 180 minutos en bafio
Maria a 37°C. Posteriormente se agregé 500 pl de muestra y desproteinizd
agregando 2 ml de TCA 10 % y luego de 10 minutos se centrifugé a 2500 rpm
(durante 10 minutos).

De cada tubo se recogieron 2 ml de sobrenadante (en sendos tubos de ensayo)

para la realizacion de la reaccion colorimétrica.
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TUBOS ESTANDAR (TS):

Para el célculo se realizo la lectura de dos estandares (0,1 mM y 0,2 mM)
preparados de la siguiente manera:

0,2 ml de agua desionizada 0,2 ml de agua desionizada
0,8 ml de TCA 10% 0,8 ml de TCA 10%

*1 ml de estandar St 1 *1 ml de estandar St 2
TUBO BLANCO ESTANDAR (TBS):

En un tubo de ensayo se colocaron 1,2 ml de agua desionizada y 0,8 de TCA
10%.

REACCION COLORIMETRICA:

A cada uno de los tubos (tubo muestra, tubo blanco muestra, tubos estandar y
tubo blanco estandar) se le agregaron 4 ml de hidréxido de sodio 0,5 Ny 1 ml de
reactivo Folin-Ciocalteau.

Lectura

Después de 15 minutos (para el completo desarrollo de color azulado) se

realizé la lectura de absorbancia, en espectrofotometro (T80 UV/VIS) a 608 nm.

BLANCO
SUERO BLANCO ST1 ST2
SUERO
SOBRENADANTE 2ml 2ml
0,2 ml 0,2 ml
1,2 ml H20 H20 H20
ESTANDAR 0.8 ml TCA 0,8 ml 0,8 ml
10% TCA 10% TCA 10%
ImlISt1 Iml St 2
NaOH 0,5 N 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml
RVO. FOLIN-
1ml 1ml 1ml 1ml 1mil
CIOCALTEAU
Célculos:

Después de realizadas las lecturas se obtuvieron los siguientes datos de
absorbancias: Abs (TM), Abs (TBM), Abs (TS) y Abs (TBS)




Con estos datos se realizaron los siguientes calculos:
« Abs (TM) - Abs (TBM) = Abs 1

* [Abs (TS1) + Abs (TS2) / 2] - Abs (TBS) = Abs 2

* (Abs 1/ Abs 2) * 5,55 = Ul tirosina/litro (mUl/ml)

4.9. 4. Procesamiento de biopsias abomasales para histopatologia

Deshidratacion, aclaramiento e infiltracion

Para deshidratar el tejido se utilizaron alcoholes de graduacién creciente.
Luego para el aclaramiento se usé tolueno como solvente de parafina. Estos
procesos se realizaron con un procesador automatico (Leica TP 1020) en el
Laboratorio de Patologia Veterinaria de la EEA Balcarce.

Los tiempos del procesador automatico fueron: 30 minutos en alcohol 50°,
luego 60 minutos en alcoholes con graduacién creciente (70°, 80°, 96° y 100°),
posteriormente en tolueno durante 60 minutos (3 pasadas) y por ultimo en parafina
60 y 90 minutos. El tejido embebido en parafina fue luego incluido en un cassette
plastico para lograr un taco para su posterior corte.

Corte

Inicialmente se realiz6 un desgaste de los tacos de parafina que incluia el tejido
con un microtomo (Leica) a 30 um. Luego, utilizando el mismo micrétomo, se
realizaron secciones de 5 um de espesor. Las secciones se colocaron en un bafio
de agua tibia para ponerlos en el portaobjetos. Previo a la coloracion, los
portaobjetos se pusieron en estufa a 60°C durante 30 minutos.

Coloracién: hematoxilina — eosina

Para realizar la tincibn de hematoxilina-eosina los portaobjetos fueron
sumergidos en xilol 5 minutos (para desparafinar), sumergidos en alcohol 100° y
96° y luego lavados con agua corriente y destilada para rehidratar los tejidos.
Seguidamente se sumergieron en hematoxilina por 10 minutos con posterior
lavado en agua corriente. Luego se sumergieron en alcohol acido, agua amoniacal
y nuevamente lavado con agua. Por dltimo, se sumergieron en eosina durante 5
minutos, agua acetificada, alcoholes 96° y 100° para finalizar con una ultima

pasada en xilol.
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Se cubrieron los portaobjetos con balsamo de Canada y se les colocaron
cubreobjetos. Se limpiaron con un pafio y xilol, y se esperé a que se secaran para

posterior visualizacion.

4. 9. 5. Técnica McMaster modificada para realizar conteo de HPG

Se pesaron 3 g de materia fecal y se diluyeron en 57 cm?® de solucién
sobresaturada de cloruro de sodio. Posteriormente se realizo el conteo de huevos
de H. contortus bajo microscopio 6ptico. De cada muestra individual se determiné
la cantidad de HPG diario contando la cantidad de huevos presentes en 2 reticulos
o piletas, de la conocida “camara INTA”, y multiplicando por el factor 20 y el factor
de correccién de 1 a 3 por contenido de humedad de la materia fecal para

determinar el valor final de HPG (Skerman y Hillard, 1966).

4.9. 6. Recuperacion de huevos en materia fecal

Se recuperaron huevos de H. contortus de los aislamientos resistente y
susceptible mediante la técnica descripta por Varady et al. (2007).

La materia fecal de cada grupo se macerd por separado con agua destilada.
Se realizaron pasajes de cada una de ellas por colador comun y sucesivamente
por diferentes filtros de 105 um, 53 umy 25 um, quedando retenidos en este UGltimo
los huevos de H. contortus.

Posteriormente fueron lavados con agua destilada y se traspasaron a tubos
Falcon para centrifugacion a 3000 rpm durante 5 minutos. Se descartd el
sobrenadante completando el tubo con solucion sobresaturada de cloruro de sodio
para realizar otra centrifugacion al mismo tiempo y velocidad. Tras esta ultima
centrifugacion, el sobrenadante fue pasado por el filtro de 25 um, lavandose con
agua destilada. Estos pasos fueron realizados por segunda vez para obtener una

solucion de huevos mas limpia.

4.9.7. Técnica de recuperaciéon de parasitos adultos en abomaso

Se realizaron las necropsias parasitologicas y el lavado de los abomasos segun
la técnica descripta por Fiel et al. (2011). Inmediatamente luego de la eutanasia,
de cada animal se extrajo el abomaso completo mediante la colocacién de 2
ligaduras (una en el orificio omaso-abomasal y la otra en el piloro) y

seccionandolo. Una vez aislado se realizé una incisién sobre su curvatura menor
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e inmediatamente se midio el pH del contenido abomasal. Se hizo la apertura total
del abomaso para la recuperacién de todo el contenido mediante el lavado de los
pliegues abomasales, colocandose luego en recipientes identificados. Todo el
contenido recuperado de cada uno de ellos fue congelado en freezer de forma
individual para posterior procesado.

4.9. 8. Técnica de digestion péptica de mucosa abomasal

La mucosa de cada abomaso se separ6 raspando con el filo de un cuchillo
colocado en forma perpendicular a su superficie. Luego, a cada mucosa abomasal
se les adiciond el liquido de digestion, elaborado con agua tibia (500 cm3), acido
clorhidrico (11 cm3) y pepsina (5 g). Este preparado se agité y se llevo a bafio
maria a 37°C durante 1 hora. Luego fue filtrado por un tamiz de 37u (400 meshes),
y se observo bajo lupa estereoscopica con el agregado de unas gotas de solucién
yodurada (Fiel et al., 2011).

4. 10. Anélisis estadistico

El andlisis estadistico de las variables medidas en los estudios fisiologicos y en
los hematoldgicos se realiz6 sobre el calculo del cambio relativo o veces de
cambio (VC o “fold change”) de cada grupo inoculado con respecto a la media del
grupo control.

Para los andlisis de las variables de los estudios fisiol6gicos (peso vivo,
condicién corporal, FAMACHA®) y hematol6gicos (hematocrito, glébulos rojos,
eosindfilos, hemoglobina, proteinas totales, albumina y pepsin6geno) se
emplearon modelos lineales mixtos (Proc. MIXED, SAS Studio v3.6, SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA). El grupo, el tiempo y su interaccion fueron incluidos como
efectos fijos, mientras que los animales fueron considerados como efectos
aleatorios. Se asumid una estructura de covarianza autorregresiva de primer
orden entre las observaciones realizadas sobre un mismo animal. La simetriay la
homocedasticidad de los residuales fueron chequeados por métodos gréficos,
modelandose la heterogeneidad de varianza cuando fue necesario. Para cada
tiempo evaluado, se consider6 que los grupos inoculados difirieron
significativamente del grupo control cuando la media de minimos cuadrados

estimada para las veces de cambio fue significativamente distinta de 1 (p<0,05)
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luego de realizarse una prueba T de Student a dos colas. A su vez, se realiz6 la
comparacion entre los dos grupos inoculados.

Para el andlisis de la oviposicion hembra/dia se empledé un modelo lineal
generalizado (Proc. MIXED, SAS Studio v3.6). Se incluyeron grupo, dia de
muestreo, la interaccién entre ambas variables y la produccion individual de
materia fecal (covariable) como efectos fijos. La estructura de covarianza entre las
observaciones de un mismo animal y el chequeo de supuestos se realizé de forma
similar que para los analisis previos.

Para el conteo diario de HPG, se empleé un modelo lineal generalizado mixto
(Proc. GLIMMIX, SAS Studio v3.6, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)
asumiéndose una distribucién de Poisson y funcién de ligadura logaritmica. Como
efectos fijos se incluyeron al grupo, un spline cubico para el dia de muestreo y su
interaccion. Se incluyé al animal como efecto aleatorio. Se emple6 la misma
estructura de covarianza que para los analisis previos. Un analisis similar se
empled para el analisis del consumo diario de agua, pero asumiéndose una
distribucion normal, una funcién de ligadura de identidad e incorporandose al peso
inicial de los animales como covariable del modelo.

Los datos recolectados de la necropsia (pH abomasal, peso relativo de
abomaso, numero de adultos, relacion hembra/macho, porcentaje de implantacion
y longitud de machos y hembras) y del test de eclosion in vitro fueron analizados
empleando modelos lineales (Proc. GLM, SAS Studio v3.6, SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA), incluyéndose al grupo como efecto fijo. Cuando fue necesario,
las comparaciones multiples post-hoc fueron ajustadas mediante el método HSD
de Tukey. La normalidad y la homocedasticidad de los residuales fueron
chequeados empleando la prueba de Shapiro-Wilk y de Brown-Forsythe,

respectivamente.
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5. RESULTADOS

Los resultados del andlisis estadistico de los estudios fisiologicos y
hematolégicos se muestran conjuntamente con los valores descriptivos de las
variables de dichos estudios, ya que se observaron en los animales controles
cambios en algunos de los pardmetros estudiados. Considerando que estos
factores también pudieron haber afectado a los grupos inoculados, para evitar que
el efecto de las inoculaciones parasitarias se encuentre confundido (sobre o
subestimado), el analisis estadistico de las variables de estos estudios se realizo,
como se menciond anteriormente, sobre el calculo del cambio relativo o veces de
cambio (VC o “fold change”) de cada grupo inoculado con respecto a la media del

grupo control.

5. 1. Estudios fisiolégicos

5. 1. 1. Consumo de alimento y agua

Todos los animales de los 3 grupos consumieron diariamente la racién
completa de alimento por lo que el consumo diario no revistié andlisis estadistico.

El grupo resistente consumié significativamente menos agua que el grupo
control durante todo el estudio (p<0,05). No se observo diferencia significativa en
el cambio relativo del consumo de agua entre el grupo resistente y susceptible, y
tampoco entre el susceptible y el control (p>0,05) (figuras 2 y 3).
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Figura 2: Evolucién del consumo de agua promedio y el error estandar por
grupo.
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Figura 3: Cambio relativo del consumo de agua de los corderos inoculados
expresado como veces de cambio (VC) con respecto al control. Error
estandar (EE). Los valores son expresados para un peso de 25,33 kg.
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5. 1. 2. Peso vivo, condicién corporal y método FAMACHA®
El peso vivo promedio y la condicion corporal promedio por grupo se muestran

en las figuras 4 y 6 respectivamente. Todos los animales se mantuvieron dentro
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de un rango promedio de peso vivo entre 24 y 28 kg, con una condicion corporal
promedio de 2,5 a 3.

El analisis estadistico de ambos parametros sobre el calculo del cambio relativo
de cada grupo inoculado con respecto a la media del grupo control no mostraron
diferencias significativas entre los distintos grupos a lo largo del todo el estudio
(p>0,05) (figuras 5y 7).

Figura 4: Evolucion del peso vivo promedio y el error estandar por grupo.
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Figura 5: Cambio relativo del peso vivo de los corderos inoculados
expresado como veces de cambio (VC) con respecto al control. Error
estandar (EE).
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Figura 6: Evolucién de la condicion corporal promedio y el error estandar

por grupo.
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Figura 7: Cambio relativo de la condicién corporal de los corderos
inoculados expresado como veces de cambio (VC) con respecto al control.
Error estandar (EE).

(Efecto dia = 0,82; efecto grupo = 0,10; interaccién = 0,87)
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Las puntuaciones promedio de FAMACHA® de los tres grupos durante el
transcurso del estudio se muestran en la figura 8. Individualmente, ningan animal
inoculado presentd una puntuacion > 3 a lo largo de todo el estudio, con valores
promedio de 1 al dia 11 Pl y de 1,5 a 2,5 desde el dia 11 hasta la finalizacion del

mismo.
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Figura 8: Evolucion de la puntuacién FAMACHA® promedio y el error
estandar por grupo.
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El andlisis estadistico sobre el cambio relativo de los grupos inoculados
respecto a la media del grupo control mostré que a partir del dia 21 PI, el grupo
susceptible se diferencio significativamente tanto con el grupo resistente como con
el grupo control, con mayor puntuacion promedio (p<0,05). En el dia 32 el grupo
resistente también se diferencid significativamente con este ultimo grupo (p<0,05).
A partir este momento, las diferencias significativas de ambos grupos inoculados
con el control se mantuvieron hasta practicamente la finalizacién del ensayo,
siempre con puntuaciones promedio mas altas que en el grupo control. No se
observé diferencia significativa (p>0,05) entre los grupos resistente y susceptible,
salvo en los dias 21 y 54 PI. Al dia 63, tampoco la hubo entre ninguno de los 3
grupos (figura 9).
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Figura 9: Cambio relativo de la puntuacion FAMACHA® de los corderos
inoculados expresado como veces de cambio (VC) con respecto al control.
Error estandar (EE).

*Grupo resistente difiere significativamente del control (VC#1, p<0,05)
#Grupo susceptible difiere significativamente del control (VC#1, p<0,05)
=Diferencias significativas entre grupo resistente y susceptible (p<<0,05)
(Efecto dia = 0,01; efecto grupo = 0,07; interaccion = 0,02)
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5. 2. Estudios hematoldgicos

Los valores de hematocrito (principalmente) y glébulos rojos totales (figuras 10
y 12 respectivamente) disminuyeron a partir del dia 11 Pl (promedio del
hematocrito para ambos grupos inoculados de 36%), registrandose los valores
mas bajos el dia 54 Pl con promedio de 27,6% para el grupo resistente y de 25,5%
para el susceptible. Luego se observo una leve recuperaciéon hacia el dia 68, con
valores promedio de alrededor del 31% para ambos grupos inoculados.

El hematocrito en el grupo control también disminuyd, pero a partir del dia 21
que presenté un promedio de 39%, registrandose, al igual que en los grupos
inoculados, el menor valor al dia 54 (promedio 31%). Hacia el dia 68, hubo una

recuperacion del hematocrito también en este grupo (39%).



Figura 10: Evolucién del hematocrito promedio y el error estandar por

grupo.
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Los grupos inoculados se diferenciaron significativamente del control el dia 21
Pl, manteniéndose esta diferencia hasta el final del estudio (p<0,05). Entre el
grupo resistente y susceptible no se observaron diferencias significativas (figura
11).

Figura 11: Cambio relativo del hematocrito de los corderos inoculados
expresado como veces de cambio (VC) con respecto al control. Error
estandar (EE).

*Grupo resistente difiere significativamente del control (VC#1, p<0,05)
#Grupo susceptible difiere significativamente del control (VC#1, p<0,05)
(Efecto dia = 0,01; efecto grupo = 0,02; interaccién = 0,34)
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Figura 12: Evolucion de los glébulos rojos promedio y el error estandar por

grupo.
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El recuento de glébulos rojos totales solo evidencio diferencia significativa entre
el grupo control y ambos grupos inoculados el dia 21 (p<0,05). El dia 68 el grupo

resistente se diferencié significativamente del control (p<0,05) (figura 13).

Figura 13: Cambio relativo de los glébulos rojos totales de los corderos
inoculados expresado como veces de cambio (VC) con respecto al control.
Error estandar (EE).

*Grupo resistente difiere significativamente del control (VC#1, p<0,05)
#Grupo susceptible difiere significativamente del control (VC#1, p<0,05)
(Efecto dia = 0,01; efecto grupo = 0,62; interaccién = 0,97)

1,2 7
~ uw
O w1, B Resistente
>+
1] ~ ~
o _
= 9o 9 —A— Susceptible
2 a = 1
g < '
1] o o
° o ©°
5 0w
a2 o 0,
Rel -
—_ [2] o
(]
¢] ° g_
() ()Y
> o
0,7 T T T T T T T T
0 11 21 32 43 54 63 68
Dia

El recuento de eosindfilos, tanto absolutos como relativos, mostré importante

variacion entre individuos. Los valores promedio para ambos parametros oscilaron



entre 0 y 200/ul y entre 0 y 5% respectivamente, a lo largo de todo el estudio
(figuras 14 y 16 respectivamente). Existieron diferencias significativas (p<0,05) del
grupo resistente con el control en los dias 0, 21 y 43, pero mas bajos con respecto
a este ultimo grupo (figuras 15y 17).

Figura 14: Evolucion de los eosindéfilos absolutos promedio y el error
estandar por grupo.
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Figura 15: Cambio relativo de los eosinofilos absolutos de los corderos
inoculados expresado como veces de cambio (VC) con respecto al control.
Error estandar (EE).

*Grupo resistente difiere significativamente del control (VC#1, p<0,05)
(Efecto dia = 0,12; efecto grupo = 0,05; interaccién = 0,31)
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Figura 16: Evolucién de los eosindfilos relativos promedio y el error
estandar por grupo.
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Figura 17: Cambio relativo de los eosinofilos relativos de los corderos
inoculados expresado como veces de cambio (VC) con respecto al control.
Error estandar (EE).

*Grupo resistente difiere significativamente del control (VC#1, p<0,05)
(Efecto dia = 0,02; efecto grupo = 0,05; interaccién = 0,21)
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La hemoglobina mostr6 un comportamiento similar al hematocrito y a los
glébulos rojos. El promedio en los tres grupos al dia 0 fue de alrededor de 13 g/dI.
En las sucesivas mediciones los niveles disminuyeron, también en los tres grupos,
registrandose los valores mas bajos el dia 54 PI (valor promedio: grupo resistente,

9,8 g/dl, grupo susceptible, 8,6 g/dl y grupo control, 11,1 g/dl), con una leve
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recuperacion hacia el dia 68 (grupo resistente, 10,6 g/dl, grupo susceptible, 10,7

g/dl'y grupo control, 13,1 g/dl) (figura 18).

Figura 18: Evolucion de la hemoglobina promedio y el error estandar por
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Se encontré en los grupos inoculados diferencia significativa con el grupo

control a partir del dia 21 PI, y manteniéndose hasta el final del estudio (p<0,05).

No se observo diferencias significativas entre el grupo resistente y susceptible
(p>0,05) (figura 19).

Figura 19: Cambio relativo de la hemoglobina de los corderos inoculados
expresado como veces de cambio (VC) con respecto al control. Error estandar

Hemoglobina

Veces de cambio (VC)

(EE).

*Grupo resistente difiere significativamente del control (VC#1, p<0,05)
#Grupo susceptible difiere significativamente del control (VC#1, p<0,05)
(Efecto dia = 0,02; efecto grupo = 0,05; interaccién = 0,21)
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Los valores de proteinas totales disminuyeron a partir del dia 11 en los grupos
inoculados. Al dia 54 PI se registraron los valores mas bajos (valor promedio:
grupo resistente, 4,9 g/dl, grupo susceptible, 4,7 g/dl y grupo control, 5,2 g/dl) de
este pardmetro que a lo largo de todo el ensayo. Los mas altos se obtuvieron
previo a la inoculacion con promedios de alrededor de 7 g/dl para los tres grupos
(figura 20).

Figura 20: Evolucion de las proteinas totales promedio y el error estandar

por grupo.
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El grupo resistente se diferencié significativamente al grupo control en el dia
21 PI (p=0,05). Al dia 32 el grupo susceptible mostré diferencia significativa al
grupo control (p<0,05). Posteriormente estas diferencias se mantuvieron durante
todo el ensayo, pero sin diferencia significativa entre los grupos susceptible y
resistente (p>0,05) (figura 21).
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Figura 21: Cambio relativo de las proteinas totales de los corderos
inoculados expresado como veces de cambio (VC) con respecto al control.
Error estandar (EE).

*Grupo resistente difiere significativamente del control (VC#1, p<0,05)
#Grupo susceptible difiere significativamente del control (VC#1, p<0,05)
(Efecto dia = 0,01; efecto grupo = 0,63; interaccién = 0,27)
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Los valores promedio de albimina por grupo se muestran en la figura 22.
Previo a la inoculacién, todos los grupos presentaron valores promedio de 5 g/dl.
Luego, desde el dia 11 al 68 PI se registraron valores de entre 3 a 4 g/dl en los
grupos resistente, susceptible y control. Dichos valores se mantuvieron dentro de
los de referencia en los tres grupos, no encontrandose disminucién marcada en

este parametro (figura 22).

Figura 22: Evolucidon de la albimina promedio y el error estandar por

grupo.
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El andlisis estadistico sobre el cambio relativo de los grupos inoculados
respecto a la media del grupo control mostraron diferencias significativas entre
grupos los dias 11, 21, 63 y 68 (figura 23).

Figura 23: Cambio relativo de la albumina de los corderos inoculados
expresado como veces de cambio (VC) con respecto al control. Error
estandar (EE).

*Grupo resistente difiere significativamente del control (VC#1, p<0,05)
#Grupo susceptible difiere significativamente del control (VC#1, p<0,05)
=Diferencias significativas entre grupo resistente y susceptible (p<<0,05)
(Efecto dia = 0,01; efecto grupo = 0,01; interaccién = 0,50)
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Los valores promedio de pepsindgeno por grupo se muestran en la figura 24.
En las diferentes determinaciones dichos valores oscilaron en rango de 150 a 400
muU tirosina/ml para el grupo resistente, de 100 a 600 mU tirosina/ml para el
susceptible y de 150 a 400 mU tirosina/ml en el grupo control.
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Figura 24: Evolucién del pepsin6geno promedio y el error estandar por

grupo.

21000 7
E @ Control
©
£ 800 7 B Resistente
2]
o
= —&— Susceptible
600
=)
€
o 400
e
(]
(=2}
o -
< 200
2]
o
(]
a 0 T T T T T

0 11 32 54 68

En el dia 0 existi6 diferencia significativa (p<0,05) entre el grupo susceptible
con respecto al control y al resistente, pero con valor promedio mas bajo que en
este ultimo (figura 25).

Figura 25: Cambio relativo del pepsindégeno de los corderos inoculados
expresado como veces de cambio (VC) con respecto al control. Error
estandar (EE).

*Grupo resistente difiere significativamente del control (VC#1, p<0,05)
#Grupo susceptible difiere significativamente del control (VC#1, p<0,05)
*Diferencias significativas entre grupo resistente y susceptible (p<<0,05)
(Efecto dia = 0,03; efecto grupo = 0,20; interaccion = 0,15)
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5. 3. Estudios parasitolégicos

5. 3. 1. HPG diario

Los valores de HPG promedio por grupo se muestran en la figura 26. Hubo
diferencia significativa practicamente durante todo el ensayo (desde dia 15 al 64
PI), con valor promedio superior en el grupo inoculado con el aislamiento
susceptible (p<0,05).

Figura 26: Tendencia/Distribucién de HPG promedio por diay por grupo en
corderos inoculados.
Diferencias significativas entre grupos desde el dia 15 a 64 (inclusive)
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En ambos grupos estos promedios de HPG comenzaron a aumentar
rapidamente alrededor del dia 19 PI, dia en el que todos los animales inoculados
presentaron huevos de H. contortus. Los valores promedios maximos se
observaron alrededor del dia 50 PI, tanto para el aislamiento resistente como para
el susceptible. Luego descendieron levemente hacia el final del estudio.

Se alcanzaron valores individuales altos de HPG, de 20000 a 25000,
principalmente en corderos que recibieron el aislamiento susceptible. Se observé

gran variacion entre valores individuales dentro de un mismo grupo.



5. 3. 2. Oviposicién hembra/dia

En los corderos inoculados con el aislamiento resistente se registré un
promedio de produccion de huevos/hembra/dia similar en los tres momentos
determinados (7654 al dia 33, 8770 al 51 y 8222 al 67 PI). Si bien en los corderos
inoculados con el aislamiento susceptible se registraron valores que no difirieron
significativamente con respecto a los inoculados con el resistente en las primeras
dos determinaciones (p>0,05), si disminuyé de forma considerable en la Ultima
medicion (7692 al dia 33, 8571 al dia 51 y 5548 al dia 67 PI). Es en esta ultima
determinacion donde se observé diferencia significativa con mayor promedio de
oviposicidbn/hembra en aquellas pertenecientes al aislamiento resistente (p<0,05)
(figura 27).

Figura 27: Oviposicion promedio por hembra/dia por grupo inoculado.
Error estandar (EE).
*Diferencia significativa entre grupo resistente y susceptible (p<0,05)
Valores estimados para 500 g de materia fecal
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5. 3. 3. Test de eclosion de huevos in vitro
En la tabla 1 se observa el resultado del TEH para los aislamientos resistente
y susceptible de H. contortus. No se encontré diferencia significativa entre los

aislamientos utilizados (p>0,05).
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Tabla 1: Porcentaje de eclosidn de huevos de aislamientos de H. contortus.
Error estandar (EE).
Eclosion

Resistente Susceptible EE Valor p
83,4 87,1 2,3 0,31

5. 4. Estudios a la necropsia parasitolégica

La tabla 2 muestra los resultados del pH de abomaso, peso relativo del
abomaso, total de especimenes de H. contortus adultos recuperados, relacion
hembra:macho, porcentaje de implantacion y la longitud promedio de 2 ejemplares
representativos de hembras y machos, analizadas a la necropsia del promedio de
los animales de cada grupo.

Tabla 2: Promedios, errores estandares (EE) y valores p de las variables
determinadas a la necropsia parasitoldgica.
a | etras diferentes en una misma fila hay diferencia estadistica (p<0,05)
¢d Letras diferentes en una misma fila difieren en p=0,06

. Grupo

Variable Resistente | Susceptible | Control EE Valor p
pH abomaso 4,00 3,50 3,00 0,29 0,10
cF;eso relatvo | 20 e 0,76 © 0,56 ¢ 0,05 0,06

e abomaso
Total de
especimenes 9512 1516 ° ND 150,39 0,04
adultos
Relacion 1,02 1,00 ND 0,04 0,90
H:M
Porcentaje
de 45,542 75,79 ° ND 7,52 0,04
implantacién
Longitud 27,13 28,13 ND 0,57 0,26
hembras
Longitud
machos 18,00 18,38 ND 0,39 0,52

ND: no determinado

5.4.1. pH de abomaso

Si bien no se observaron diferencias significativas entre grupos (p>0,05), en
ambos grupos inoculados se encontraron valores promedio de pH abomasal
superior a los que se observé en animales control, con rangos de 3 a 5 en
abomasos de animales que recibieron el aislamiento resistente, y de 3 a 4 en los
gue se inoculd con el susceptible. Todos los abomasos de animales del grupo

control presentaron pH = 3.



5. 4. 2. Peso relativo de abomaso

El promedio del peso relativo de abomaso de animales inoculados con el
aislamiento susceptible mostré tendencia a diferir significativamente al promedio
del peso relativo de abomaso de animales control (valor p=0,06). No asi entre el
de animales inoculados con aislamiento resistente y control, ni tampoco entre los
aislamientos de H. contortus utilizados en este estudio (p>0,05). Se obtuvieron
rangos de 0,57 a 0,85 en el grupo resistente, de 0,67 a 0,91 en el susceptible, y
de 0,42 a 0,63 en el control.

5. 4. 3. Ejemplares adultos totales, relacion hembra:macho, porcentaje de
implantacion y longitud

El promedio de ejemplares adultos recuperados difirié significativamente entre
el grupo susceptible y el resistente (p<0,05). Los corderos del grupo susceptible
presentaron mayor cantidad promedio de H. contortus que los pertenecientes al
grupo resistente, 1516 y 951 respectivamente (rango de ejemplares adultos grupo
susceptible: 1229 a 1746, resistente: 640 a 1402).

No se encontr6 diferencia significativa en la relacion hembra:macho promedio
de cada aislamiento (p>0,05), donde aproximadamente fue 1.1 en ambos casos.

El porcentaje de implantacion promedio de ambos grupos mostré diferencia
significativa (p<0,05). El aislamiento susceptible tuvo mayor tasa de implantacion
(75,8%, rango: 61,5 a 87,3%) que el aislamiento resistente (45,5%, rango: 32 a
70,1%).

La longitud promedio tanto de hembras como de machos adultos de ambos
aislamientos no difiri6 significativamente entre ejemplares de H. contortus

susceptible y resistente (p>0,05).

5. 4. 4. Patologia macroscopica

No se encontraron evidencias de dafio (hiperemia, petequias, coagulos de
sangre) en los abomasos de los animales inoculados. Sin embargo, se observaron
“pinchazos” o pequefios nddulos de la mucosa, no muy evidentes, tanto en los
animales del grupo resistente como en los del susceptible. Los animales
inoculados presentaron pliegues abomasales levemente més engrosados y con

mayor mucosidad con respecto a los abomasos de animales del grupo control.
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5. 4. 5. Patologia microscépica

Se observo un infiltrado difuso leve principalmente en la lamina propia de los
abomasos de los 3 grupos de corderos, pero mas evidente en aquellos que fueron
inoculados. El tipo celular predominante en esta region fueron linfocitos.

A su vez, también en la lamina propia, se encontraron células compatibles con
eosindfilos y/o leucocitos globulares. Estos tipos celulares se observaron
principalmente en los corderos inoculados. En estos animales, dichas células
infiltraron el espacio inter glandular, abarcando toda la mucosa del abomaso. Este
infiltrado de linfocitos, macréfagos, eosindfilos y/o leucocitos globulares fue mas
evidente en las muestras recolectadas en la porcion media del abomaso y hacia
posterior en cercanias a la regién pilérica, donde el infiltrado fue mas notorio que
en las regiones anteriores. Ademas, infiltraban porciones de la submucosa,

principalmente en animales inoculados.

5. 4. 6. Digestion de mucosa
No se hallaron estadios inmaduros mediante esta técnica, por lo que no revistié

andlisis estadistico.
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6. DISCUSION

Los paréasitos gastrointestinales representan una de las principales limitantes
sanitarias en los sistemas ganaderos pastoriles disminuyendo su productividad. El
control de estas parasitosis se ha basado fundamentalmente en el uso de
farmacos antihelminticos y como consecuencia, se ha producido un avance de la
resistencia antihelmintica a los farmacos comercialmente disponibles. En este
contexto, H. contortus es uno de los nematodos gastrointestinales que
mayormente desarrollé dicho fendmeno. Ademas, es el que mayor dafio produce
en majadas de pequefos rumiantes.

Ante el avance de las poblaciones parasitarias resistentes sobre las
susceptibles, es necesario evaluar las posibles consecuencias e impactos que
tiene la resistencia antihelmintica en la bionomia de aislamientos resistentes y
susceptibles. Basandonos en estos antecedentes, se estudié el comportamiento
biol6gico de dichos aislamientos, sus efectos sobre la fisiopatologia provocada en
corderos inoculados experimentalmente y sus caracteristicas parasitologicas.

Unos de los efectos mas importantes del parasitismo gastrointestinal es la
reduccion del consumo de alimento del hospedador (Rossanigo et al., 1986),
generandole menores ganancias de peso, y consecuentemente pérdida de su
condicion corporal (Rossanigo et al., 1992). Ademas, la haemonchosis puede
provocar el aumento en el consumo de agua del animal para mantener la volemia
(Rowe et al., 1988). Sin embargo, en las variables fisiol6gicas del presente estudio
no se pudo realizar analisis estadistico sobre el consumo de alimento ya que no
se observé rechazo del mismo o anorexia en ninguno de los grupos
experimentales, muy posiblemente debido a que la alimentaciéon no se realiz6
ofreciendo alimento ad libitum (Rossanigo et al.,, 1986). En contrapartida, el
consumo de agua promedio del grupo resistente fue significativamente menor que
el del grupo control, pero éste fue similar al del grupo susceptible. Rowe et al.
(1988) tampoco obtuvieron diferencia significativa en la ingesta de alimento, pero
si en la de agua, donde corderos de 9 meses de edad inoculados con
aproximadamente 7500 L3 de H. contortus/animal, consumieron mas agua que un
grupo de corderos control. Estos resultados contrapuestos se explicarian porque
en el grupo control (como asi también en el susceptible) habia un animal que

diariamente consumia mucho mas agua que sus compafieros, y que la dosis
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infectiva utilizada fue aproximadamente tres veces menor (2000 L3/animal) que
en el trabajo de Rowe et al. (1988).

Bajo las condiciones establecidas en el presente estudio, no se encontraron
diferencias significativas en la ganancia de peso promedio entre grupos
experimentales. Maingi et al. (1990) tampoco observaron diferencias significativas
en la ganancia de peso en corderos de 5 a 12 meses de edad alimentados con
heno de alta calidad ad libitum y un concentrado de granos y minerales, inoculados
con 10000 L3 de H. contortus por animal al utilizar distintos aislamientos, uno
susceptible a tiabendazol y otros con diferentes grados de resistencia a dicho
farmaco. Contrariamente, Abbott et al. (1984) observaron pérdidas de peso de 3
a 4 kg en corderos de 6 a 8 meses destetados alimentados con heno bajo en
proteinas ad libitum, inoculados con 1250 L3 de H. contortus por animal. Los
corderos utilizados en el presente ensayo mantuvieron una condicién corporal
promedio entre 2,5y 3 durante todo el periodo de observacién, compatible con la
racion ofrecida y el grado de parasitosis generado. Por estos motivos se infiere
que los animales no perdieron peso y/o estado general debido a la buena calidad
nutricional, a la baja dosis de inoculacion utilizada y a la no administracién ad
libitum de alimento.

Los cuadros anémicos generados producto de la actividad hematéfaga de H.
contortus pueden evaluarse, ademas de los analisis sanguineos, mediante el
examen del color de las mucosas. En este sentido, el método FAMACHA®
demostré ser, como en reportes anteriores (Van Wyk y Bath, 2002; Kaplan et al.,
2004; Getachew et al., 2015), una metodologia apropiada para monitorear el
efecto hematdfago de H. contortus. A partir de los 21 dias PI, se evidenci6 un leve
aumento en el promedio de la puntuacion FAMACHA® en ambos grupos de
corderos inoculados. Alba-Hurtado et al. (2010) observaron diferencias
significativas en el resultado de FAMACHA® entre corderos inoculados con H.
contortus y corderos no inoculados en la semana 11 Pl. La diferencia en el
momento de aparicion de este signo con el presente ensayo puede ser atribuible
a que los animales del citado trabajo recibieron una inoculacion semanal de 1000
L3/cordero durante 6 semanas. Solo en los dias 21 y 54 PI del presente estudio
se encontraron diferencias significativas en los resultados de FAMACHA® entre
los corderos inoculados con aislamientos resistente y susceptible. Esto se

relaciona a la mayor implantacion y desarrollo de adultos que present6 este Gltimo
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aislamiento. En el dia 63 Pl no se encontraron diferencias significativas entre
grupos, debido probablemente a una estimulacion de la médula ésea para la
produccién de células sanguineas (Jones y Allison 2007; Besier et al., 2016b).

Ademas del método FAMACHA®, los cuadros anémicos que causa este
parésito puede evaluarse mediante el andlisis de los componentes sanguineos.
Bajo las condiciones experimentales de este estudio, tanto en plasma como en
suero, no se encontraron alteraciones importantes en los componentes
analizados. En ningln momento hubo valores que pusieran en riego la vida de los
corderos. Estos resultados pueden atribuirse a los bajos niveles de inoculacion
utilizados. Existen trabajos que inocularon experimentalmente mayor cantidad de
L3/animal y los menores valores promedio de hematocrito rondaron entre 24 y
30% (Zajac et al., 1990; Aumont et al., 2003 Angulo-Cubillan et al., 2010; Guzman,
2014). Los motivos por el cual el valor promedio del hematocrito disminuyé
también en el grupo control es dificil de explicar. Esto pudo deberse a: estrés
cronico de los corderos producto de la adaptacion al nuevo ambiente y a las
condiciones del ensayo. Otra alternativa seria por valores altos de molibdeno
hallados tras el analisis bioquimico del alimento utilizado (5,6 ppm; relacién
cobre:molibdeno 2:1). Este oligoelemento puede interferir con la absorcion de
cobre, necesario para la eritropoyesis. Una ultima opcion surge del sangrado
regular al que se sometieron los animales. Esta posibilidad fue propuesta en el
trabajo de Abbott et al. (1984) donde también observaron una caida en el
hematocrito en el grupo de corderos control sin inoculacion.

La sangre del hospedador representa la fuente de alimentacion necesaria para
el desarrollo, supervivencia y reproduccion de H. contortus dentro de éste. Como
se menciond anteriormente, la medicién de los componentes sanguineos es un
reflejo del efecto hematéfago y consiguiente patologia provocada por este
parasito. Al realizar el hemograma de los corderos, tanto el hematocrito como los
conteos de gldbulos rojos y la concentracion de hemoglobina maostraron una
cinética similar. Hubo una caida en sus valores tras el establecimiento y posterior
desarrollo de los parasitos que continu6 hasta el dia 54 Pl. Hacia la finalizacion
del estudio se observo una leve recuperacion de estos valores, posiblemente
debido al estimulo sobre la médula 6sea para la produccion de hematies. Esto
concuerda con otros trabajos de inoculacién experimental con H. contortus (Hunter
y Mackenzie, 1982; Albers et al., 1989; Pralomkarn et al., 1997; Aumont et al.,
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2003; Angulo-Cubillan et al., 2010; Bordoloi et al., 2012; Rouatbi et al., 2016)
donde a partir de los 21-25 dias Pl estos indices hematoldgicos cayeron y se
diferenciaron significativamente de un grupo control no inoculado. En el estudio
de Bordoloi et al. (2012) los valores se restablecieron y no difirieron con este altimo
grupo a los 42 dias PI, a excepcion de la concentracion de hemoglobina que
mantuvo su diferencia. Al igual que el presente trabajo, Angulo-Cubillan et al.
(2010) encontraron los menores valores de hemoglobina alrededor del dia 52-54
Pl. En ambos estudios hubo leves recuperaciones hematolégicas hacia el final.
Contrariamente, también se ha reportado la falla en la recuperacion de los dichos
valores luego de 27 semanas de observacion (Abbott et al., 1984) o 90 dias
(Rouatbi et al., 2016). En lineas generales esta cinética de los valores
hematoldgicos se repite en los diferentes trabajos de inoculacién experimental con
H. contortus. Al hacer la comparacién entre los aislamientos de H. contortus
utilizados en este trabajo, el efecto provocado fue similar entre ellos. Estos
hallazgos tienen similitud con los de Maingi et al. (1990), quienes utilizaron
distintos aislamientos de H. contortus con diferentes grados de resistencia a
tiabendazol y otro susceptible, donde no se observaron diferencias en el
hematocrito. Aumont et al. (2003) tampoco encontraron diferencias en el
hematocrito al comparar aislamientos de H. contortus de diferente origen
geografico, a diferencia de lo reportado por Angulo-Cubillan et al. (2010).

Los eosindfilos han sido implicados en la compleja respuesta inmune de tipo
Th2 montada contra los nematodos gastrointestinales, actuando como células
efectoras en conjunto con basdfilos, mastocitos y linfocitos B, con la consiguiente
produccién de anticuerpos. En el presente estudio el recuento de eosindfilos
mostré importante variacion entre individuos. Llamativamente existieron
diferencias significativas del grupo resistente con el control en los dias 0, 21 y 43,
pero mas bajos con respecto a este Ultimo grupo, siendo esto dificil de explicar.
Se encontraron valores de eosindfilos que nunca superaron a los de referencia en
ningan animal, independientemente del aislamiento de H. contortus que recibid.
Estos hallazgos pueden atribuirse a multiples causas. Quizas, la Unica inoculaciéon
con una baja cantidad de larvas infectivas de H. contortus o el escaso contacto
gue se establece entre este parasito y el hospedador podria no ser suficiente para
generar una respuesta inmune celular detectable. Ademas, la pobre o nula

experiencia inmunolégica de la categoria animal utilizada y el contacto frecuente
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con los parasitos, necesario para lograr un mejor estimulo, podrian también
explicar esta ausencia de respuesta. Sin embargo, y a pesar de que no hubo
diferencias significativas entre aislamientos, los animales inoculados con H.
contortus susceptible tuvieron valores promedio mas elevados que el grupo de
animales que recibi6 H. contortus resistente en todas las determinaciones,
excepto en el dltimo muestreo (dia 68 Pl). Estas diferencias, aunque no
significativas, podrian estar relacionadas a la mayor cantidad de adultos promedio
que se encontraron en los corderos del grupo susceptible. Resultados similares
fueron obtenidos por Aumont et al. (2003), quienes tampoco encontraron efecto
en el recuento de eosindfilos entre aislamientos de H. contortus de diferente origen
geografico en una inoculacién experimental Unica. Sin embargo, obtuvieron
diferencias entre razas, evidenciando la Black Belly de origen tropical un aumento
en los eosinéfilos al compararla con la raza europea INRA 401, pero rescatando
que esto es poco comun en casos de inoculaciones Unicas, ya que una reaccién
eosinofilica mas pronunciada solo se vio tras una estimulacion previa. Zajac et al.
(1990) tras una primo inoculacion con 20000 L3 de H. contortus, tampoco
observaron eosinofilia en tres razas diferentes de ovinos, St. Croix, Nativo de la
Florida y Dorset/Rambouillet. Sin embargo, tras un segundo desafio, el nimero de
eosinoéfilos aumentd bruscamente en las tres razas. Alba-Hurtado et al. (2010)
reportaron un aumento en el recuento de eosindéfilos en corderos inoculados en
comparacion con corderos control. Sin embargo, su protocolo de inoculacién
consistié en dosificaciones semanales de 1000 L3 de H. contortus durante 6
semanas. Estos trabajos demuestran que la estimulacién antigénica frecuente es
necesaria para un mejor desarrollo de la respuesta inmunitaria.

La hipoproteinemia en ovinos con cuadros de haemonchosis no solo se debe
al habito hematdéfago del parasito, sino ademas a las pérdidas de proteina sérica
por el aumento de la permeabilidad de la mucosa abomasal inflamada, a la mayor
produccién de moco y focos hemorragicos tras su alimentacién. En este
experimento, la concentracion sérica de proteinas totales disminuyé a partir del
establecimiento de los paréasitos, diferenciandose significativamente en ambos
grupos inoculados en comparacion con el control en el dia 32 Pl y manteniéndose
asi hasta la finalizacion del estudio. Resultados similares fueron observados por
otros autores (Abbott et al., 1984; Maingi et al., 1990; Zajac et al., 1990; Angulo-

Cubillan et al., 2010; Bordoloi et al., 2012) luego de inoculaciones experimentales
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con H. contortus y comparandolos con un grupo de corderos control sin inocular.
En el presente ensayo no se registraron diferencias significativas en la proteinemia
de los corderos inoculados con aislamientos resistente y susceptible.
Contrariamente, Maingi et al. (1990) obtuvieron diferencias significativas en los
valores de proteinas totales, con los corderos inoculados con el aislamiento
susceptible a tiabendazol presentando menores valores que aquellos corderos
que recibieron los aislamientos resistentes a este farmaco.

Si bien los valores promedio de albumina sérica en los animales inoculados en
el inicio de este trabajo (dias 11 y 21) presentaron inexplicablemente mayores
valores promedio con respecto al control, hacia final del mismo cayeron
significativamente en los grupos parasitados producto posiblemente del progreso
de la infeccion parasitaria. Sin embargo, la albuminemia sérica promedio de los
diferentes grupos experimentales se mantuvo siempre dentro de los parametros
de referencia, no evidencidndose importante variacién entre ellos. Gennari et al.
(1991) no encontraron  hipoalbuminemia en terneros inoculados
experimentalmente con H. placei a una dosis de 500 L3/kg de peso. Segun estos
autores esta dosis es equivalente a 125 L3/kg de peso en corderos inoculados con
H. contortus. Por lo tanto, es posible que las bajas dosis inoculadas en este estudio
no hayan sido suficientes para provocar variaciones de este parametro.

El aumento de los valores de pepsindgeno sérico es un indicativo indirecto de
dafio en la pared abomasal y utilizado también como ayuda diagnéstica para las
parasitosis gastricas, entre otras patologias de este d6rgano. En el presente
trabajo, los valores promedio de pepsinégeno sérico previo a la inoculacién fue
menor al valor promedio en el grupo susceptible, diferenciandose
significativamente con los otros grupos. En el dia 54 PI, el valor promedio en el
grupo susceptible se diferencié significativamente del de los grupos resistente y
control, pero con valor promedio superior. Estas diferencias pudieron ser
causadas por la actividad registrada en un solo animal del grupo susceptible que
presentd durante todas las determinaciones valores por encima de los de
referencia. Si bien Kataria et al. (2008) encontraron una correlacion significativa
positiva entre valores de pepsindgeno sérico y ovinos parasitados naturalmente
con H. contortus, el presente estudio no reveldé aumento del primero, en
concordancia con lo mencionado por Kerboeuf (1977), quien manifiesta que el

aumento depende de la dosis de larvas administradas. Por ejemplo, Coop (1971)
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encontré aumentos del pepsindgeno 3 a 5 dias después de la administracion de
una gran cantidad de H. contortus (1000000 de L3), coincidiendo con la aparicién
de larvas L4 en las glandulas gastricas. Contrariamente, en una inoculacion
experimental con 12000 L3 de H. contortus en corderos, utilizando aislamientos
de diferente origen geogréfico, los animales tuvieron valores significativamente
mas altos altos de pepsindgeno sérico que los corderos sin inocular. Sin embargo,
los niveles maximos se alcanzaron al final del periodo prepatente (dia 14) y fueron
de 300 mUTyr, valor que estd dentro de los de referencia para esta especie.
Ademas, no encontraron efecto del aislamiento de H. contortus utilizado (Angulo-
Cubillan et al., 2010). Las diferencias entre los ciclos histotroficos de los distintos
nematodos abomasales también puede influir en esta variable. Cuando se
utilizaron aislamientos de T. circumcincta, se detectd una elevacion de la actividad
de pepsindgeno en corderos inoculados por goteo durante 8 semanas, en
comparacion con corderos no inoculados (Barrett et al., 1998). De esta manera,
estos autores justificaron que los incrementos de los valores de pepsindégeno
sérico no fueron marcados en su estudio, y podria ser la razén por la cual este
parametro no varié en el presente trabajo.

Si bien el recuento de HPG presenta gran variabilidad entre animales, es una
técnica util y préactica para el seguimiento y control de animales parasitados. La
observaciéon de huevos de nematodos en la materia fecal demuestra
invariablemente la presencia de parasitos gastrointestinales en el hospedador y
es una estimacion indirecta de la carga parasitaria (Fiel et al., 2011). En este
trabajo, todos los corderos previamente a ser inoculados mostraron una carga
insignificante de nematodos gastrointestinales confirmados por el resultado de
HPG cero, teniendo en cuenta que la sensibilidad de la técnica es de 1/20. El dia
19 PI todos los corderos presentaron huevos en su materia fecal, y esto es similar
con lo citado en la bibliografia para corderos inoculados con H. contortus (Hunter
y Mackenzie, 1982; Guzman, 2014). Esto demostré que la inoculacién con ambos
aislamientos provoco un periodo prepatente dentro de lo citado para esta especie.
Sin embargo, un estudio mostré diferencias del comienzo de este periodo entre
aislamientos de diferentes regiones geograficas de H. contortus (Angulo-Cubillan
et al., 2010). Pasado el periodo de prepatencia en el presente trabajo, el promedio
de este parametro fue mayor en el grupo de corderos inoculados con el parasito

susceptible durante todo el estudio. Ademas, se encontré gran variacion de estos
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valores entre individuos de un mismo grupo, evidenciado por el error estandar de
293,06 y de 359,81 para el aislamiento resistente y susceptible respectivamente.
Esta variacion fue mayor a medida que avanzé el ensayo. Sin embargo, tanto en
los animales inoculados con el aislamiento susceptible como el resistente se
registré un patrén de eliminacion similar. Hubo una elevacion constante de HPG
promedio por grupo que hicieron un pico de eliminacién alrededor del dia 50 PI,
con valores promedio de 8497 y 11610 para el aislamiento resistente y susceptible,
respectivamente. Luego hubo un leve descenso en ambos grupos de animales
hacia la finalizacién. Al analizar otros trabajos en los que se inoculd
experimentalmente H. contortus, se observaron picos de eliminacién de huevos
entre la 4ta y 6ta semana PI (Dineen et al., 1965; Abbott et al., 1984; Zajac et al.,
1990; Idris et al., 2011; Guzman, 2014). Al comparar el promedio de HPG entre
aislamientos de H. contortus, como en el presente trabajo, también se encontraron
diferencias. Por ejemplo, Maingi et al. (1990) tuvieron resultados similares cuando
compararon aislamientos de H. contortus con diferentes grados de resistencia a
tiabendazol y otro susceptible. Este Ultimo mostr6 valores mayores de HPG
promedio que el aislamiento con mayor grado de resistencia a este farmaco, sin
embargo, no hubo diferencias significativas entre ellos, pero si las hubo entre el
susceptible con el aislamiento menos resistente. Aumont et al. (2003) encontraron
gue un aislamiento de H. contortus originario de la isla de Guadalupe present6
mayor recuento de huevos que uno de Francia, en corderos de 5 meses de edad.
Estos trabajos demuestran como H. contortus de diferentes aislamientos, sean
resistentes 0 susceptibles a distintos farmacos, o de diversos origenes
geogréaficos, exhiben variaciones en los patrones parasitolégicos y en los
promedios de HPG. Sin embargo, esta claro que las caracteristicas
parasitolégicas que se miden dependen, ademas, de numerosos factores
(dependientes del animal, del aislamiento, nutricionales, momento del afio, o del
ciclo) que varian entre los estudios, haciendo muchas veces dificil la extrapolacién
y comparacion de resultados entre estos trabajos de investigacion.

Dentro de las especies de nematodos gastrointestinales que afectan al ovino,
H. contortus es considerada una de las més prolificas, con capacidad de eliminar
entre 5000 y 10000 huevos/hembra/dia. Coincidentemente, las tres
determinaciones de oviposicion promedio por hembra evaluadas en este trabajo

resultaron en una produccion de huevos de 5500 a 9000 huevos por hembra 'y por
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determinacion. La mayor prolificidad se observd para ambos aislamientos de H.
contortus evaluados, en correspondencia con los valores mas altos de HPG
promedio por grupo, en la segunda determinacion (dia 51 PI). Estos resultados
difieren con los de Dineen et al. (1965), quienes al inocular H. contortus en
corderos de 3 meses de edad, obtuvieron una produccion de 40
huevos/hembra/dia a los 48 dias PI, con una produccién de materia fecal de 300
g, por lo que estimaron una eliminacion diaria de alrededor de 12000 huevos por
hembra. Si en el presente trabajo no se tiene en cuenta a la materia fecal como
covariable en el andlisis estadistico, la cantidad de huevos por gramo/hembra que
produjeron en dichas determinaciones es de un poco menos de la mitad (16 a 18)
a los 51 dias PI, para ambos aislamientos, susceptible y resistente,
respectivamente. Los valores estimados para 500 g de materia fecal resultaron en
una oviposicion superior a 8000 huevos producidos por hembra en este periodo
(51 dias PI). Sin embargo, Dineen et al. (1965), manifiestan y citan que sus
estimaciones estan de acuerdo con la capacidad de producciébn méaxima de
huevos para H. contortus que registré Gordon (1948). En cuanto a la comparacién
entre aislamientos, Angulo-Cubillan et al. (2010) no encontraron diferencias
significativas en la fertilidad relativa de hembras de H. contortus de diferente origen
geografico. Sin embargo, solo evaluaron este parametro a los 85 dias PI.
Contrariamente, Aumont et al. (2003) estimaron una produccion de huevos diaria
mayor del aislamiento de H. contortus de la isla de Guadalupe en comparacién
con el de Francia. Por otro lado, al estudiar diferentes aspectos de aptitud entre
aislamientos resistente y susceptible de T. circumcincta, Elard et al. (1998)
tampoco encontraron diferencias significativas en la produccién de huevos por
parte de las hembras de este pardasito. En el presente trabajo, en las dos primeras
mediciones no hubo diferencias significativas entre aislamientos de este
parametro. Sin embargo, es destacable que el aislamiento resistente mantuvo
valores similares de oviposicién por hembra en las tres mediciones (alrededor de
8000 huevos/hembra), en tanto que el susceptible cayo significativamente en la
dltima (alrededor de 5500 huevos/hembra). Una hipotesis que surge de este
hallazgo es que exista una afeccion diferencial de la respuesta inmunitaria por
parte del hospedador hacia cada aislamiento, como se propone méas adelante.
Los huevos eliminados con las heces en condiciones ambientales ideales

requieren un minimo de 15 horas aproximadamente para eclosionar y
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transformarse en L1 (Giudici et al., 2013). Si bien esta fase del ciclo se midi6 en
condiciones de laboratorio en el presente ensayo, el resultado de la técnica in vitro
de eclosion de huevos mostro que el aislamiento de H. contortus susceptible tenia
mayor porcentaje de huevos eclosionados que el resistente luego de 25 horas de
incubacién a 25°C (87,1% y 83,4% respectivamente), sin embargo, esta diferencia
no fue significativa. Resultados similares fueron reportados por Maingi et al. (1990)
quienes no encontraron diferencias significativas entre los diferentes aislamientos
de H. contortus resistentes a tiabendazol y el susceptible luego de 12, 24 0 36 hs
de incubacién, tanto a 18°C como 27°C.

La cantidad de especimenes de H. contortus adultos recuperados del abomaso
luego de la realizacién de la necropsia permitié evaluar con exactitud la carga
parasitaria y las lesiones provocadas por los parasitos. Los parasitos adultos
recuperados (promedio grupo resistente, 951 y grupo susceptible, 1516) y el
correspondiente porcentaje de implantacién hallados en este ensayo fueron
elevados para ambos aislamientos, 45,5y 75,8% para el resistente y el susceptible
respectivamente. En otros trabajos, H. contortus presentd menor establecimiento
o0 tasa de implantacion, en el orden del 20 a 43% (Maingi et al., 1990; Zajac et al.,
1990; Lacroux et al., 2006; Angulo-Cubillan et al., 2010; Idris et al., 2011; Guzman,
2014). Si se estima que no hubo mortandad de parésitos adultos hasta el final
ensayo, la comparacion entre estos aislamientos resulté en una notable y alta
capacidad mostrada por parte del aislamiento susceptible para desarrollarse sobre
su hospedador. De forma anéloga, MacLean et al. (1987) también encontraron
que un aislamiento de T. colubriformis susceptible a BZD presenté mayor
implantacién, diferencidndose significativamente de uno resistente (44 y 23%
respectivamente), en jerbos inoculados experimentalmente. En cambio, Elard et
al. (1998) no encontraron diferencias significativas en la implantacién de T.
circumcincta resistente y susceptible en corderos (42% en promedio). También
Maingi et al. (1990) reportaron que el aislamiento de H. contortus mas resistente
se implanté de forma similar al susceptible con porcentajes de alrededor del 40%
para ambos. A medida que el aislamiento presenté mayor grado de resistencia a
tiabendazol, ésto estuvo acompafiado por una mayor tasa de implantacion, ya que
al comparar entre el aislamiento de menor resistencia y el susceptible, encontraron
diferencias significativas a favor de este ultimo (22,8 y 40,8% respectivamente). Al

analizar estos resultados, los autores propusieron que la seleccion inicial de
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resistencia esta asociada con una disminucién en el éxito la tasa de implantacion
del parasito en el hospedador, y concluyeron que, con cada generacién de presion
de seleccién continua en un aislamiento parcialmente resistente, el éxito de su
implantacion o establecimiento de la poblacién de parasitos mejora. En el presente
trabajo, la mayor implantaciébn por parte del aislamiento susceptible, podria
haberse estado asociada a los valores mas altos de HPG promedio que presentd
este aislamiento.

La relacion hembra:macho obtenida (alrededor de 1:1 para ambos casos)
concuerdan con los trabajos de Idris et al. (2011) y Angulo-Cubillan et al. (2010).
Estos Ultimos autores encontraron poca variacion en la relacién hembra:macho de
los aislamientos de H. contortus de diferente origen geografico (1:1,19 en
promedio). En cambio, contrastan con el de Roberts y Swan (1981), que
reportaron una relacion 1:0,83. Sin embargo, la comparacién con este dltimo
trabajo debe hacerse con cautela debido a que el tamafio de muestra para
determinarla fue mucho mayor que el presente ensayo (un total de casi 90000
adultos en 61 animales).

H. contortus es el parasito de mayor longitud que se aloja en el abomaso de
pequefios rumiantes. En el trabajo de Veglia (1916), el tamafio promedio de
machos adultos se estableci6 entre 15 a 18 mm; y el de las hembras, entre 25 a
29 mm. En el presente estudio, si bien la longitud de las hembras adultas del
aislamiento susceptible resulté algo mayor en comparacion con las del resistente
(28,13 y 27,13 mm respectivamente), esta diferencia no fue significativa, y ambas
medidas estaban dentro del rango normal. Este hallazgo no significativo pudo
deberse al escaso numero de ejemplares medidos. Sin embargo, y a pesar de
esta menor longitud promedio que se encontrd en las hembras del aislamiento
resistente, la oviposicion promedio determinada en los tres momentos durante el
ensayo (dias 33, 51 y 67 PI), siempre fue mayor a favor de estas Ultimas, con
diferencia significativa en la dltima determinacion como se menciond
anteriormente. En cuanto a la comparacion entre machos, la diferencia fue menos
evidente. Estos resultados concuerdan con los de Angulo-Cubillan et al. (2010)
donde los diferentes aislamientos de H. contortus con diferente origen geografico
tuvieron similares longitudes promedio.

Los cambios estructurales que puede sufrir el abomaso tras el dafio generado

por la presencia de parasitos puede resultar en la alteracion del pH de su

69



contenido. El contenido abomasal a la necropsia de corderos inoculados con
ambos aislamientos de H. contortus presentaban un pH promedio mayor al de los
corderos no inoculados, con valores de 4 y 3,5 para el aislamiento resistente y
susceptible, respectivamente. Sin embargo, al igual que el pepsinégeno sérico, las
alteraciones significativas en los valores de pH de abomaso se han observado
luego de la inoculacién de grandes dosis de L3 de H. contortus o en inoculaciones
por goteo (Christie; 1970; Coop, 1971; Nicholls et al., 1987). Al inocular 40000 L3
de H. contortus en cabritos, Rahman y Collins (1991) registraron un pH abomasal
promedio de 5,43, mientras que en animales que permancieron no inoculados, el
pH fue 3,3. Estas mediciones se realizaron a no mas de los 21 dias Pl al realizar
necropsias secuenciales. Se ha sugerido que la emergencia de las L4 de la
mucosa abomasal es la responsable del aumento del pH abomasal, disminuyendo
a valores casi normales luego de una sola inoculacién a pesar de la presencia de
los adultos (Simpson, 2000). A su vez, Scott et al. (1999) mencionaron que el
hébito ambulatorio de H. contortus en comparacion con aquellos nematodos que
se circunscriben a nddulos en la mucosa abomasal, puede no afectar
necesariamente las células parietales y principales del abomaso, no provocando
cambios bruscos en el pH abomasal. La mono-inoculacion, la baja cantidad de L3
administradas, el bajo nUmero de muestras analizadas, la especie parasitaria
utilizada y la medicion del pH abomasal tras 68 dias PI, podrian explicar la
ausencia de grandes cambios en el pH abomasal en el presente ensayo.

Los paréasitos que se localizan en el abomaso son considerados los més
importantes desde el punto de vista econémico debido a las consecuencias que
provocan en el 6rgano parasitado, pudiendo afectar el normal proceso digestivo.
Ademads, un abomaso méas pesado producto del proceso inflamatorio tiene
implicancia en el rendimiento de la res al momento de la faena de corderos con
infecciones naturales. El peso relativo promedio de abomasos del grupo
susceptible en este trabajo tendié a ser mayor con respecto al de los abomasos
del grupo control. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los pesos
relativos de los corderos inoculados con los dos aislamientos resistente y
susceptible. Si bien esta variable no fue exactamente la misma determinada en el
trabajo de Angulo-Cubillan et al. (2010), éstos observaron diferencias importantes
en el peso de la canal entre corderos inoculados con 12000 L3 de H. contortus y

controles. Resultados alin més contradictorios observaron al medir el rendimiento
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de la canal, ya que, al hacer la comparacion entre aislamientos de origenes
geograficos diferentes, uno de estos grupos presenté mayor rendimiento de canal
que los respectivos controles.

Como se mencioné anteriormente, las lesiones provocadas por H. contortus en
el abomaso traen aparejada la inflamacion del érgano. Estas lesiones consisten
principalmente en coagulos y sangre libre en el contenido abomasal, petequias o
focos hemorragicos, formacion de nédulos, edema y aumento de la mucosidad.
Bajo las condiciones en que se llevo a cabo el presente estudio no se observaron
lesiones macroscépicas evidentes en los abomasos de los animales inoculados.
Se observaron “pinchazos” pequefios muy sutiles y nédulos apenas visibles. Los
pliegues abomasales de los animales inoculados con H. contortus se observaron
levemente mas engrosados y con cierto edema con respecto a los abomasos de
animales controles. Resultados similares obtuvieron Scott et al. (1999), que
utilizando un protocolo de inoculacion inicial y luego por goteo mencionado
anteriormente, describieron que el tejido fundico de animales inoculados parecia
mas grueso que animales controles no inoculados, generando una hiperplasia
generalizada solo en las capas superficiales del epitelio; a diferencia de otros
parasitos abomasales donde los nddulos resultaron mas evidentes. También
Rahman y Collins (1991) tras una inoculacion experimental en cabritos de 3 meses
de edad con H. contortus, encontraron abomasos con paredes engrosadas y
pliegues edematosos. En este Ultimo trabajo, la dosis que utilizaron fue mayor
(40000 L3) al presente ensayo y las ultimas observaciones las hicieron a los 21
dias PI.

A nivel microscdpico, las lesiones descriptas en haemonchosis corresponden
con la presencia de infiltrado inflamatorio focal o difuso en la mucosa y submucosa
abomasal, principalmente caracterizado por la presencia de linfocitos, mastocitos,
eosindfilos y leucocitos globulares (Stear y Murray, 1994; Giudici et al., 2013;
Ortolani et al., 2013; Uzal et al., 2016). En el presente estudio, el analisis
microscopico de porciones de la mucosa de abomasos de corderos inoculados
mostro, al igual que durante el examen macroscopico, leves indicios de lesion del
organo. Las caracteristicas histolégicas que se encontraron tales como, infiltrado
linfocitario, eosindfilico y de leucocitos globulares, también fue descripto por
Sommerville (1956). En su trabajo, describe la presencia de leucocitos globulares

asociados a infiltracién linfocitaria en ovejas parasitadas y en menor frecuencia en
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animales libres de parésitos. Balic et al. (2000) inocularon experimentalmente H.
contortus (de 10000 a 50000 L3) y describieron también infiltrado linfocitario,
eosinofilico y de leucocitos globulares en las mucosas abomasales de corderos.
En dicho trabajo se concluy6 que la inoculacion primaria no da lugar al desarrollo
de una inmunidad protectora a nivel mucosal y que son necesarias multiples
inoculaciones con dosificacibn semanal para que ocurran. Es posible, que los
resultados del presente trabajo, se deba a la Unica inoculacién efectuada. En este
sentido, Charleston (1965) mencion6 que el numero de eosindfilos en la mucosa
abomasal de corderos inoculados diariamente con L3 fue el doble al de los
corderos inoculados con una dosis Unica. Hunter y Mackenzie (1982) hicieron una
evaluacién histopatolégica secuenciada tras una inoculacién Unica de 10000 L3
de H. contortus a corderos de 6 meses de edad, describiendo un aumento
progresivo del nimero de eosindfilos en la mucosa los primeros 12 dias PI, que
luego disminuyd hasta alcanzar a los 35 dias niveles de pre inoculacién. Ademas,
no describieron leucocitos globulares en las mucosas abomasales y propusieron
gue su aparicion requeriria de un periodo de mas de 35 dias. Si bien en los
animales control utilizados en el presente ensayo también se encontraron algunos
de estos tipos celulares en sus mucosas abomasales, aunque aparentemente en
menor cantidad, es probable que haya sido el resultado de algun contacto previo
gue hayan tenido con parasitos gastrointestinales antes de ser trasladados al sitio
de ensayo con estabulacion a piso de concreto, a pesar del tratamiento
antihelmintico supresivo que recibieron.

También es importante remarcar que, al comparar los aislamientos de H.
contortus utilizados con respecto a estas sutiles alteraciones macroscoépicas y
microscopicas abomasales, no hubo indicio de que alguno de ellos haya
provocado efecto patolégico mas considerable que el otro, a pesar del mayor
establecimiento que presentd el susceptible. Teniendo en cuenta la relacion
existente entre los pesos relativos y los hallazgos macroscépicos y microscopicos
de los abomasos estudiados, es posible inferir que H. contortus en los caus6 una
alteracion patoldgica, independientemente de que las lesiones no hayan sido muy
marcadas. Trabajos de Hunter y Mackenzie (1982), Rahman y Collins (1991) y
Balic et al. (2000), que describen mejor estas lesiones, surgen de evaluaciones

secuenciales y a mayores dosis de inoculacion.

72



La hipobiosis es un fendmeno que le permite al pardsito sobrevivir en
circunstancias que naturalmente le son desfavorables. La ausencia de larvas de
H. contortus inhibidas en el abomaso de los corderos del presente estudio puede
ser producto de la Unica inoculacion experimental realizada, la categoria de
animales utilizada y/o la época en la cual se realizo el trabajo. En otro estudio se
encontré solo 2% de L4 tras la administracion de 3000 L3 de H. contortus a
corderos mas jovenes (2 a 3,5 meses), considerando que el retraso en el
desarrollo a L4 ocurri6 en inoculaciones de otro grupo de animales que dosificaron
diariamente 100 L3 durante 30 dias (Dineen et al., 1965).

Si bien la capacidad de un parasito de implantarse y desarrollarse en su
hospedador representa una caracteristica de importancia fisiopatoldgica, ya que a
una mayor carga parasitaria, mayores son los efectos perjudiciales sobre el
hospedador, ante la menor implantacién que mostrd el aislamiento resistente en
este trabajo los efectos fisiopatolégicos provocados sobre los corderos fueron
similares entre los dos aislamientos utilizados. Segun Albers et al. (1989), el grado
de anemia que desarrollan los ovinos parasitados con H. contortus es el mejor
predictor del nivel de produccién en una majada; ademas agregan que la pérdida
de sangre estd mas relacionada con la carga parasitaria que con la cantidad de
huevos en la materia fecal. En este sentido, se podria suponer que el aislamiento
de H. contortus resistente utilizado en el presente estudio tuvo mayor capacidad
patogénica que el susceptible por lo antes mencionado. Ademas, y pese a la
menor longitud promedio por parte de las hembras resistentes, la oviposiciéon
siempre fue mayor en éstas; teniendo en cuenta que una mayor longitud se
relaciona con una mayor capacidad de ovipostura de una hembra (Stear et al.,
1997; Lacroux et al., 2006; Rowe et al., 2008). Otra posible explicacién, como se
mencionod anteriormente, seria la mortandad de hembras resistentes hacia el final
del periodo de estudio con mantenimiento de su prolificidad de aquellas que
permanecieron. Sin embargo, esto no pudo ser demostrado, dado que no se
establecieron recuperaciones parasitarias periddicas. Esto esté en relacion con lo
mencionado por distintos autores (Stear y Murray; 1994; Stear et al.,, 1997,
Claerebout y Vercruysse, 2000; Strain y Stear, 2001; Giudici et al., 2013; Emery
et al., 2016) donde la respuesta inmunitaria puede expresarse prolongando el
periodo prepatente, acortando la vida media del nematodo, disminuyendo la

excrecién de huevos y/o reduciendo el tamafio de los adultos.
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Ademas, la cantidad promedio de eosindfilos fue mayor en la sangre de
corderos que recibieron el aislamiento susceptible, a pesar de no haberse
encontrado diferencia significativa. La incégnita quedaréa en saber si diferentes
aislamientos pueden generar una respuesta inmune diferencial, o si la respuesta
inmune que pudo haberse generado en el presente estudio fue suficiente como
para afectar la vida media de las hembras resistentes y/o la fertilidad de las
hembras susceptibles, a pesar de su mayor longitud promedio. Esto resulta dificil
de explicar mediante el recuento de eosindéfilos. Debe tenerse en cuenta, ademas,
gue los protocolos de inoculacion para entender mejor la respuesta inmunolégica
deben simular infecciones frecuentes, como lo que ocurre en el pastoreo continuo,
asi como la medicién de otros componentes celulares y humorales involucrados
en la compleja respuesta inmune.

Parece evidente que existe un comportamiento diferencial intra-especie de H.
contortus, ya sea al comparar aislamientos de diferente origen geografico, o con
diferentes grados de resistencia antihelmintica y susceptibilidad a algun/os
farmaco/s en particular. También se sabe que el desarrollo de resistencia
antihelmintica implica mecanismos diferentes en el genoma del parasito segun el
farmaco al cual se genera dicha resistencia. Probablemente esto también
determina diferentes grados de aptitud parasitol6gica tanto en la relacién parasito-
hospedador como parasito-ambiente. La escasez de trabajos donde se compara
esta aptitud entre aislamientos, sea en cuanto a la resistencia antihelmintica o de
variacion geogréfica, hace que los resultados no sean contundentes. Ademas,
muchas variables contribuyen a la aptitud de un organismo. Otro problema es que
las pequefias diferencias en la aptitud de diferentes aislamientos pueden no
detectarse debido a tamafio de muestras insuficiente.

Es necesario seguir profundizando estudios sobre estos comportamientos
diferenciales entre aislamientos de los nematodos gastrointestinales en general, y
de H. contortus en particular, en un contexto de mayor frecuencia de resistencia
antihelmintica reportada en la region y en el mundo. Los mismos deben abarcar
no solo las caracteristicas de las fases parasitarias dentro del hospedador sino,
ademas, estudios epidemioldgicos en las formas de vida libre, donde el cambio
climético evidente y la intensificacion ganadera de los sistemas productivos en
nuestra regién generan una constante co-evolucion de la bionomia parasitaria. El

mayor entendimiento de estos aspectos, sin duda traera aparejado medidas de
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control parasitario mas eficientes, con usos racionales de antihelminticos en
combinacién con alternativas no quimicas para lograr un control parasitario
sustentable, tanto con los niveles productivos de los animales como con el medio

ambiente.
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7. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones del presente ensayo se puede concluir que:

v

Los caracteres fisiopatolégicos evaluados mostraron leves alteraciones y
escasas diferencias entre los aislamientos utilizados, pese a la mayor
implantacién promedio del aislamiento susceptible en los corderos. Estas
leves alteraciones fisiopatologicas se debié a la poca cantidad de L3

adiministradas.

Los caracteres parasitolégicos evidenciaron un comportamiento
diferencial, observado en los HPG, en la Ultima determinacion de

oviposicién/hembra/dia y en la tasa de implantacion.

Es necesario continuar los estudios que abarquen tanto la fase parasitica
de H. contortus en particular, y de los paréasitos gastrointestinales en
general, que afectan en mayor grado a los animales de produccién, como
también la fase de vida libre de los mismos, en un contexto de
intensificacion de los sistemas de produccion y de cambio climatico

evidente.

Es esperable que los cambios en la composicion genética de una
poblacion de parasitos producto del desarrollo de resistencia
antihelmintica, provoquen alteraciones también en la aptitud de los
diferentes aislamientos, y que esto provoque modificaciones en la

adaptacion por parte del hospedador.

Comprender mejor estos aspectos de cambios de aptitud parasitaria
consecuentemente traera aparejado medidas de control complementarias

al uso de antinelminticos.
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