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RESUMEN

Se determing el efecto de las concentraciones de 50, 250, 500 y 1000 ug/mL de extracto crudo de Bunostomum
trigonocephalum (Nematoda) sobre la produccion de anticuerpos en Oryctagulus cuniculus. El extracto se
obtuvo por maceracion, en condiciones de esterilidad, de 500 ejemplares hembras recolectados del intestino
delgado de ovinos, Ovis aries, sacrificados en el Camal Municipal de Otuzco (La Libertad-Per() y los
anticuerpos especificos por inoculacién los extractos, por la via intraperitoneal, en cinco ejemplares de O.
cuniculus raza Neozelandeza. El extracto tuvo, segun el método de Bradford, una concentracién proteica de
4850ug/mL. La cuantificacion de anticuerpos se determind mediante la prueba de ELISA indirecta. La mayor
concentracion de anticuerpos se produjo a 1000ug/mL de extracto y la menor a 50ug/mL (p<0,05). En
conclusioén, a mayor concentracion de extracto crudo de B. trigonocephalum inoculadas en O. cuniculus, mayor
produccion de anticuerpos detectados por la técnica de ELISA indirecta.
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ABSTRACT

Effect of concentrations 50, 250, 500, and 1000ug/mL of crude extract of Bunostomum trigonocephalum
(Nematoda) on the production of antibodies in Oryctagulus cuniculus was determined. The extract was obtained
by maceration, in sterile condition, of 500 female specimens collected of the small intestine of sheep, Ovis aries,
slaughtered in the Municipal slaughterhouse of Otuzco (La Libertad-Peru) and theinoculation by intraperitonial
via was done in five specimens of O. cuniculus race Neozelandeza. The extract, according to the method of
Bradford, had a protein concentration of 4850ug/mL and the antibodies quantification it was evaluated by the
indirect ELISA test. The highest concentration of antibodies was produced by 1000ug/mL of extract and the
lower by 50ug/ml (p<0,05). In conclusion, a greater concentration of crude extract of B. trigonocephalum
inoculated in O. cuniculus, increased production of antibodies detected by indirect ELISA technique.
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INTRODUCCION

La bunostomosis es una helmintiasis causada por el nematodo Bunostomum trigonocephalum, cuyos
adultos habitan en el intestino delgado de ovinos a menudo con otros parasitos gastrointestinales en
infecciones mixtas®. Las helmintiasis intestinales se dan con frecuencia en comunidades donde la
pobreza prevalece, la salubridad en la crianza de los animales es deficiente y la educacion sanitaria no
se practica; el efecto negativo de estos factores es una deficiencia inmunoldgica que conduce a una
susceptibilidad a infecciones producidas por estos parasitos?.

La prevalencia varia considerablemente segin las condiciones climaticas y ecoldgicas; tiende a
desarrollar y sobrevivir mejor en climas calidos lo que les da mayor oportunidad y explica su
distribucion abundante en el pais, y su estacionalidad en areas templadas®.

Las infecciones por B. trigonocephalum son méas frecuentemente diagnosticadas por el hallazgo de
los tipicos huevos en muestras de materia fecal®. Sin embargo, el diagnéstico especifico y sensible de
infecciones por nematodos gastrointestinales del ganado respalda el control eficaz de la enfermedad,
que es de gran relevancia ya que la resistencia antihelmintica es un problema importante®.

La utilizacion de las técnicas inmunoldgicas para apoyar el diagnostico clinico de las parasitosis se
justifica por la baja sensibilidad de los examenes coproparasitoscépicos®. El ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) es una de las pruebas mas usadas en la actualidad, siendo alta su sensibilidad y relativamente
baja la especificidad, dependiendo fundamentalmente de la calidad de los antigenos empleados®.
Disefiada para el diagnostico de infecciones parasitarias y no parasitarias; dentro de las primeras se
cuenta para practicamente todas las zoonosis, en particular para aquellas que son causadas por larvas,
como es el caso de ascariasis’®, hidatidosis® y toxocarosis'®; al mismo tiempo, para su ejecucion se han
utilizado diversos tipos de antigenos, entre los cuales estan los somaticos, de excrecion-secrecion y
totales.

En el presente informe se presentan los resultados de una investigacion orientada a determinar la
concentracion de proteinas del extracto crudo de Bunostomum trigonocephalum a 50, 250, 500 y
1000ug/mL que produce la mayor cantidad de anticuerpos en Oryctolagus cunniculus inmunizado
experimentalmente, detectados por la técnica de ELISA indirecta, con la finalidad de que se constituya
en un aporte dentro de las investigaciones respecto del diagndstico de las helmintiasis en ovinos.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de formas adultas de B. trigonocephalum

Los ejemplares de B. trigonocephalum fueron recolectados vivos de ovinos, Ovis aries, sacrificados
en el Camal Municipal de Otuzco (La Libertad-Per() y trasladados al laboratorio de Helmintologia
para su identificacion mediante el estudio de sus caracteristicas morfoldgicas con ayuda de
descripciones morfolégicas aceptadas’. Luego, los parasitos fueron lavados con solucién salina
fisioldgica estéril (SSFE) tres veces por 10 min y la Gltima de con adicion de dos antibi6ticos:
Gentamicina (0.5 ml/100 mL) y Penicilina G sddica (0.5 mL/100 mL de 1,000,000 Ul).

Obtencion del extracto crudo y determinacion de concentracion de proteinas.

El extracto crudo se obtuvo por machacado de 500 ejemplares hembras en mortero estéril y en
condiciones de esterilidad; luego, se centrifugo a 3,000 rpm por 10 minutos, se realizé el filtrado del
sobrenadante a fin de lograr la purificacion de la muestra. Este producto fue conservado en viales a -
20°C hasta su utilizacion. La concentracién de proteinas se determiné por el método colorimétrico de
Bradford™!.

Obtencidn del suero anti-extracto crudo de B. trigonocephalum en O. cuniculus.

Se utilizaron cinco conejos raza Neozelandeza adquiridos, con la correspondiente certificacion, de la
veterinaria PetPoint (Trujillo, Perd). Uno de ellos fue utilizado como control, al cual se le inoculd, por
via subcutéanea en la cara interna de la pata posterior derecha, 1mL de SSFE. A los otros cuatro
conejos (grupo experimental) se les inocul6 el extracto a las dosis de 50ug/mL, 250ug/mL, 500ug/mL
y 1000ug/mL, respectivamente, en el mismo lugar y por la misma via que al conejo control. Estos
conejos del grupo experimental fueron inoculados en tres ocasiones, a intervalos de siete dias entre
unay otra: la primera, 1mL de extracto crudo de B. trigonocephalum, mezclado en partes iguales (v/v)
con 1mL de coadyuvante de Aloe vera y las tres restantes con 0.5mL de coadyuvante. Antes de las
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inoculaciones, de cada uno de los cinco conejos se obtuvo 5mL de sangre mediante puncion cardiaca
para la obtencion del suero preinmune®2. A las cuatro semanas de la primera inmunizacion se obtuvo
una muestra de sangre de los conejos por puncién cardiaca, la cual fue centrifugada a 3000 rpm por 15
min para obtener el suero hiperinmune que fue conservado a -20°C hasta el momento de su
procesamiento.

Técnica de ELISA.

Se hizo la técnica de ELISA. IgG indirecta, del siguiente modo: (i) se fijo 100uL del extracto crudo
de B. trigonocephalum en la placa (ii) se incubo a 4°C por 18 horas, (iii) se lavo tres veces con 100uL
de PBS+Tween, (iv) se bloquearon los sitios de unién inespecificos con 200uL de la solucién de leche
descremada, (V) se incubd a 37°C por una hora, (vi) se lavé de modo similar a como se hizo en el paso
iii, (vii) se agregoé el suero (1/500) en volumen de 100uL y se incub6 a 37°C por una hora, (viii) se
lavé de modo similar a las anteriores, (ix) se agreg6 el conjugado anti 1gG rabbit (1/1000), (x) se
incubd a 37°C por una hora, (xi) se lavo nuevamente y se agregd 100uL del sustrato, (xii) se incubd a
37°C por 10 minutos y (xiii) se detuvo la reaccién enzimética con 50uL de &cido sulfdrico 2N,
finalmente se realiz6 la lectura de absorbancia a 492nm, mediante un lector de ELISA™,

RESULTADOS

El extracto crudo de B. trigonocephalum tenia una concentracion de proteinas de 4850 ug/mL. Las
placas en el lector de ELISA, a una absorbancia de 492nm, mostraron reactividad a las cuatro
concentraciones de extractos antigenos evaluada: 50, 250, 500 y 1000ug/mL, con una mayor
coloracion en aquellas donde el extracto estuvo mas concentrado (Fig. 1); es decir, hubo una relacién
directa, a mayor concentracion del extracto, mayor coloracion, lo que se interpreta como mayor
cantidad de anticuerpos anti extracto crudo de B. trigonocephalum. La mayor diferencia, sin embargo
se aprecio entre las concentraciones de 50 y las demas (p<0,05)
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Fig. 1: Absorbancias de Sueros inmunes diluido a 1/500 enfrentado a diferentes concentraciones del antigeno de
extracto crudo de Bunostomum trigonocephalum



DISCUSION

Las parasitosis son consideradas como uno de los principales problemas que afectan la produccion
bovina a nivel mundial, debido al impacto negativo ejercido sobre parametros productivos y
reproductivos. Estos problemas son méas evidentes en los paises tropicales y subtropicales, donde los
pastos constituyen la base alimenticia de los rumiantes, y donde estos contienen una gran cantidad de
formas parasitarias'®. Entonces, los métodos parasitolégicos tradicionalmente utilizados permiten
demostrar la presencia del parasito, por la deteccion de sus huevos; sin embargo, presentan algunas
limitaciones en dos circunstancias, por lo menos: (i) cuando el parésito aun no produce huevos®, y (ii)
cuando el parasitismo es causado sélo por ejemplares machos®®, es por esa razén que se propone una
técnica seroldgica que permite el diagndstico de la bunostomosis, tanto en ovinos como en bovinos, en
todas sus etapas, incluso cuando la carga parasitaria es baja.

El presente estudio demuestra que los anticuerpos generados debido a la infeccion por el parasito,
fueron especificos contra los antigenos del Extracto crudo de B. trigonocephalum. Se tiene en cuenta
gue podria ser posible usar como fuente de antigenos al extracto crudo, porque (i) son mas faciles de
obtener ya que el volumen del antigeno depende del tamafio y de la cantidad de paréasitos; (ii) se
adquieren en menor tiempo, (iii) se obtienen en buenas cantidades de vivas y muertas y (iv) presentan
elevadas concentraciones de proteinas (4850ug/mL) y se ha demostrado ser altamente antigénicas.

Para lograr una buena respuesta inmune en el conejo se necesita una concentracion entre 50 y 1000
ug/MI*, Las concentraciones entre 50 y 1000ug/mLde Extracto crudo de B. trigonocephalum
inoculadas a los animales en experimentacién (Orictolagus cunniculus) logran una buena respuesta
inmune; dando como resultado que a 1000ug/mL de antigeno se produce mayor cantidad de
anticuerpos, resultado medido bajo la absorbancia leida en el Lector de ELISA empleado. Se tiene en
cuenta trabajar en este rango especifico, pues un exceso de antigeno puede producir una tolerancia
inmunitaria.

En conclusidn, los resultados obtenidos indican que la concentracion de 1000ug/mL de proteinas del
extracto crudo de B. trigonocephalum induce una mayor produccidn de anticuerpos en O. cunniculus
detectados mediante la técnica de ELISA indirecto que las concentraciones menores.
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