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INTRODUCCION

Las nuevas tendencias de sistemas agropecuarios capaces de aprovechar
los recursos existentes sin necesidad de grandes inversiones han contribuido a
que la cabana ovina en Espafia y en otros paises no haya seguido la drastica
tendencia descendente observada en las Gltimas décadas. Tanto en nuestro pais
como en otras zonas del mundo el ganado ovino se ve afectado durante el
pastoreo por numerosas enfermedades parasitarias, entre las que se encuentran,
de forma destacada, las tricostrongilidosis, especialmente la hemoncosis, capaz de
producir muerte en los corderos mas jévenes, asi como importantes descensos
productivos en los animales adultos, alterando, de esta forma, el bienestar del
ganado.

En general, los animales adultos son capaces de responder de forma
adecuada a la enfermedad; sin embargo, se ha mostrado en diversos estudios una
diferente intensidad de respuesta entre animales pertenecientes a razas ovinas
dispares, resultando unas razas notablemente mas resistentes a la hemoncosis
que otras, tanto en primoinfestaciones como en reinfestaciones. Incluso entre
animales de fa misma raza existen importantes variaciones interindividuales
asociadas aparentemente al genotipo del hospedador. El aprovechamiento de esta
diferente capacidad de respuesta a la enfermedad podria ser de utilidad,
introduciendo animales mas resistentes en las zonas con mayor riesgo de brotes
de hemoncosis - zonas humedas o bien zonas de regadio-, disminuyendo, de esta
forma, la contaminacién parasitaria ambiental de forma natural y sin necesidad de
grandes gastos en productos antihelminticos, etc. De igual manera, los descensos
en la produccién derivados de la infestacidn (peso vivo, leche o lana) asi como la
mortalidad de animales jovenes serian menores.

Es posible, ademds, que estos animales fuesen capaces de responder
también de forma adecuada a otras nematodosis de localizacidn gastrointestinal,
muy frecuentes en el ganado ovino, aunque menos patégenas gue la hemoncosis,
como son la tricostrongilidosis y ostertagiosis. Este hecho se ha comprobado en
alguna ocasién, aunque, de momento no esta claramente establecido. Sin
embargo, la respuesta inmunitaria de cardcter local podria ser igualmente
adecuada y eficaz para nematodos similares y con parecida o idéntica localizacién,
resultando, de esta forma, que los animales capaces de producir una correcta



respuesta inmunitaria en la zona afectada, se viesen libres de tricostrongilidossi en
un sentido amplio.

Por otra parte, existe aun una cuestion en la hemoncosis ovina, asi como en
la mayoria de las parasitosis, que es necesario solucionar. La importancia de un
diagnostico especifico, que pueda realizarse de forma rédpida, automatizable vy,
ademas, capaz de detectar la enfermedad durante el periodo de prepatencia de la
misma es evidente. Hasta el momento, sin embargo, no se dispone de un método
con estas caracteristicas, que por otra parte resultaria de gran ayuda a la hora de
detectar de forma precoz la enfermedad, asi como de gran utilidad en estudios
epidemiolégicos, para evaluar la capacidad protectora de determinadas vacunas o
bien en estudios de resistencia farmacoldgica tan ampliamente estabiecida a nivel
mundial.

Nuestro objetivo, por lo tanto, al desarrollar esta tesis doctoral, ha sido la de
ayudar a comprender el comportamiento de los animales adultos frente a la
hemoncosis desde un punto de vista inmunitario, con el fin de aprovechar las
caracteristicas de resistencia a la enfermedad propias de cada raza, asi como el
establecimiento de un diagnéstico inmunoidgico aplicable a animales distantes
geograficamente y pertenecientes a diferentes razas o incluso a diferente grupo de
edad, es decir, un diagndstico multivalente.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1. Agente etioldgico de la hemoncosis ovina

H. contortus es un nematodo que parasita el abomaso de oveja y cabra,
en ocasiones del ganado vacuno y excepcionalmente de cualquier otro rumiante.
Pertenece al género Haemonchus Cobb, 1898, Subfamilia Haemonchinae
Skrjabin y Schulz, 1952, Familia Trichostrongylidae Leiper, 1912 (en Gibbons y
Khalil, 1982). Existen unas doce especies parasitas dentro de su género, pero
tnicamente H. contortus y H. placei (ganado vacuno fundamentaimente)
aparecen representados en las regiones templadas de ia tierra.

H. contortus es faciimente detectable a simple vista en su estadio adulto,
presentando, debido a sus habitos alimenticios -hematotagia-, una coloracién
rojiza en el intestino que en las hembras alterna con el color blanco de los
cordones sexuales enrrollados alrededor del tubo digestivo, 1o que configre al
verme su coloracion tipica. Las hembras miden ca. 18-30 mm de iargo y 0,4-0,5
mm de ancho, mientras que los machos se sitlan entre 10-20 mm de largo y 0,1-
0,15 mm de ancho. Los machos poseen una bolsa copuladora caudal en la que
se observan dos lobulos laterales simétricos y un lobulo dorsai asimétrico,
ademas de dos espiculas y un gubernédculo. En las hembras se puede apreciar
una amplia solapa supravulvar en el cuarto posterior del cuerpo.

Los ultimos estadios larvarios, asi como los adultos, presentan una lanceta
transparente en ia cavidad bucal que facilita la hematofagia, y que resulta dificil
de observar al microscopio optico. La boca aparece rodeada de seis labios y seis
papilas orales, pudiendo distinguirse ademds dos papilas cervicales con una
funcién sensorial. Los estadios larvarios preparasitarios poseen una boca en
posicidn terminal y un ano en posicion lateral cerca del extremo posterior (Vray y
col., 1988).

Las hembras adultas de H. contortus pueden eliminar hasta 10000
huevos diarios con las heces del hospedador al medio ambiente, donde
eclosionan dando iugar a la larva de primer estadio, que posteriormente se
desarrolia a larva de segundo estadio y finalmente larva infestante o L3, en un
periodo que puede durar entre 4 y 6 dias en condiciones favorables de
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temperatura y humedad. La L3 migra de las heces (10 ¢cm aproximadamente) y es
ingerida con el pasto por el hospedador. En el rumen experimenta el
desenvainamiento merced a la accidn de acido carbénica (H,CO,) procedente
del hospedador (Petronijevic y col., 1985) y de algunas enzimas que podrian ser
lipasas, seudocolagenasas y leucina aminopeptidasa, enzimas también
implicadas en la eclosién del huevo (Rogers, 1982).

La larva al llegar al abomaso penetra en su mucosa transformandose en
L4. Tras su paso por este estadio larvario (L4), la fase preaduita emerge de la
mucosa entre 7 y 14 horas postinfestacion (Vray y col., 1988) para finalmente
alcanzar el estado adulto. Sin embargo, existen determinados factores que
condicionan la detencién del desarrollo parasitario en el estadio de L4, como
pueden ser infestaciones anteriores o la entrada en ovejas genéticamente
resistentes, ciertos factores hormonales 0 incluso la administracion de
corticosteroides (Michel, 1974, Adams, 1886, 1988a). La distribucidn de los
nematodos que parasitaban el abomaso de las ovejas ha sido estudiada por
Dash (1985). Este autor observd que las L4 de H. contortus mostraban
predilecciéon por el area fundica, disminuyendo el porcentaje de implantacion
hacia el area pilérica, mientras que las larvas de cuarto estadio de
Trichostrongylus axei y Teladorsagia circumcincta presentaban una
distribucién bimodal en las dreas flndica y pildrica. Los adultos de H. contortus
y Te. circumcincta aparecieron con una localizacidn algo posterior hacia el
piloro, mientras que T. axei se localizd en ambas areas indistintamente. En
cabras se ha descrito un ciclo bioldgico muy similar (Rahman y Collins, 1990a).

Tras la copula, la eliminacién de huevos puede comenzar a partir del dia
15 postinfestacion (Souisby, 1987). La fertilidad de los vermes parece verse
afectada por el tamano de la poblaciéon en estudios realizados por Fleming
(1988); sin embargo, Coyne (1991a, 1992) no encontré ninguna relacién entre la
magnitud de la poblacidn parasitaria (total o sélo hembras) y la fertilidad de las
hembras.

La mortalidad del parasito resulta inversamente proporcional a la magnitud
de la infestacion, asi como también se ve influenciada por la existencia de
infestaciones homadiogas previas, cuyo efecto permanece entre 3 y 9 semanas
tras la finalizacién de la infestacién (Coyne, 1991b, 1992).
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La distribucion poblacional de H.contortus, al igual que la de otros
muchos nematodos gastrointestinales, en los rebanos es de tipo binomial,
mostrando signos clinicos de infgstacién un numero pequeno de animales,
mientras gue la mayoria sélo presentan cargas moderadas (Roberts y Swan,
1982b; Barger, 1985).

1.2. Distribucidn geografica de H.contortus

H. contortus se encuentra ampliamente distribuido por todo el mundo,
aunque suele causar mayores problemas en las regiones humedas con clima
templado, donde su desarrollo es éptimo (Blood y Radostits, 1989).

En la peninsula ibérica se ha descrito con una distribucién general en el
Indice-Catalogo de Zooparasitos Ibéricos (Cordero del Campillo y col., 1994),
aunque, en general, la prevalencia de las infestaciones por H. contortus en
nuestro pais no ha sido muy elevada en los rebanos estudiados (23,2%,
Tarazaona Vilas, 1974; 16,2%, Fermdndez-Diez, 1867; 9%, Martinez Gdmez,
1985; 7%, Diez-Banos y col., 1989). En ocasiones, y en dependencia de i0s afios
de estudio, se encontraron incidencias del 57% en la zona centro de Espana
(Garcia Romero y col., 1993).

La climatologia es un factor determinante para la aparicicién de ias
infestaciones por H. contortus, siendo necesarias temperaturas moderadas
(>15°C) vy la aparicién de lluvia. En las zonas de secano, en las que el déficit
hidrico es el factor limitante, el nematodo estd presente en los meses mas
humedos del ano, correspondientes al otofio, invierno y primavera (Canals
Caballero, 1986); resultados similares (Octubre a Junio) han sido obtenidos en la
zona Centro de Espafa con posterioridad por Gémez Garcia y coi. (1993). Por el
contrario, en aquellos lugares en los que existe un aporte hidrico suficiente, tales
como los regadios de Aragdn, H.contortus aparece mayoritariamente en los
meses de Mayo y Junio (Uriarte y Valderrabano, 1989) exiendiéndose en
ocasiones hasta el mes de Octubre (Uriarte, 1990).
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1.3. Accién patégena de H. contortus

De una forma general, ias infestaciones por nematodos gastrointestinales
provocan, principalmente, alteraciones en el tracto digestivo de los animales
afectados, lugar de implantacién de los helmintos. Entre estas alteraciones se
incluyen, la falta de apetito, alteraciones en la motilidad y flujo intestinal, en el pH
del abomaso asi como de ciertos niveles de hormonas gastrointestinales y
determinadas secreciones; ademas se han descrito pérdidas de proteinas en el
tracto gastrointestinal y un menor aprovechamiento energético (Holmes, 19886).
Todas estas alteraciones se traducen, desde un punto de vista productivo, en ia
disminuciéon de pesoc o menor ganancia del mismo por parte de animales
infestados, asi como menores rendimientos en la produccidn iactea y crecimiento
lanar, tanto en ovejas como en cabras { Thomas y Ali, 1983; Rahman y Collins,
1990b; Blood y Radostits, 1989; Cobon y O'Sullivan, 1892; Hoste y Chartier,
1993).

Las infestaciones por H.contortus provocan importantes pérdidas
econdmicas tanto en las infestaciones graves como en los casos mas crénicos.
En las cabras se evidenciaron pérdidas de peso y disminucidn de la
productividad |actea, especialmente en los animales que mas cantidad de leche
producian (Rahman y collins, 1990b; Hoste y Chartier, 1993). El ganado ovino
muestra menores ganancias de peso durante la prenez e incluso disminuciones
de peso en la lactacidén de las madres, a la vez que que el aumento de peso de
los corderos y el crecimiento lanar también se vieron afectados. Se han
comprobado, asimismo, descensos en el rendimiento lacteo de mas de un 23%
(Thomas y Ali, 1883; Cobon y O'Suilivan, 1992).

La principal accion patégena en la hemoncosis es la pérdida de sangre,
asociada a los estadios parasitarios que se alimentan de la misma, teniendo
como consecuencia la disminucién en el nimero de eritrocitos circulantes,
aumento del volumen plasmatico, reduccién del valor hematocrito y una mayor
tasa de produccion de eritrocitos junto con un incremento en la absorcion del
hierro de la dieta; ademds aumenta el catabolismo de la albimina (Abbott y col.,
1986). Se han calculado pérdidas de sangre en el abomaso de hasta 253 mi por
dia en animales infestados con una dosis de 300 L3 por kg de peso vivo (Rowe y
col., 1988). En estudios realizados por Roberts y Swan (1982a) se comprobé que
los niveles de hemoglobina eran predecibles a partir del nimero de huevos
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eliminados con las heces, pudiendo emplearse como un indicador sensible del
estado de infestacion del animal. Durante las infestaciones en el ganado caprino
se observan alteraciones similares: pérdida de peso junto con anemia y
disminucién de las proteinas totales y albimina séricas a las dos semanas
postinfestacion, encontrandose en algunos casos graves la presencia de diarrea
(Rahman y Collins, 1990b), aunque éste es un signo que normaimente no se
asocia con la hemoncosis, apareciendo, en ocasiones, constipaciones
intestinates (Blood y Radostits, 1989).

La anemia puede desarrollarse en tres fases. En ia primera fase existe una
disminucién progresiva del hematocrito junto con niveles normales dei hierro
seérico. Tras esta fase, que viene a durar unas 3 semanas, aparece la segunda
fase caracterizada por la activacidon del sistema hematopoyético que produce una
estabilizacién en los niveles de hematocrito, aunque contintan estando bajos. La
segunda fase es de duracion variable entre 1,5 y 3,5 meses aproximadamente, y
finalmente aparece la tercera fase caracterizada por una pérdida tanto de
proteinas como de hierro sérico (Dargie y Allonby, 1975).

Como consecuencia del asentamiento parasitario en el abomaso se
observan cambios histoldgicos, evidentes a partir del dia 12 post infestacién, tales
como alteraciones en ia estructura de las glandulas gastricas, que aparecen con
bordes menos definidos; hemorragias petequiales, hiperplasia de la mucosa y
descamacion de células epiteliales, mas notables durante los dias 18-22
postinfestacién (Hunter y Mckenzie, 1982). Ei acumulo, en la mucosa del
abomaso, de eosindfilos dispersos asi como agregados linfoides en mucosa vy
submucosa son evidentes. Estos Ultimos tipos celulares junto con mastocitos se
gncuentran en mayor numero en ovejas inmunizadas que en corderos,
apareciendo ademas en los animales adultos un incremento del nimero de
células plasmaticas positivas para IgA, no tan evidente en los corderos (Salman y
Duncan, 1985).

Se han hallado aumentos de la gastrina sérica asi como de los niveles de
pepsinégeno sérico tanto en ovejas como en cabras (Honde y col., 1985; Fox y
col., 1991). Estos parametros han sido utilizados como diagndstico y seguimiento
de las infestaciones, intentando en ocasiones diferenciar las infestaciones
producidas por H. contortus de las producidas por Te. circumcincta, gracias
a los tipos de pepsindgeno detectados en el suero de animales con diferentes
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infestaciones; sin embargo no se encontraron tipos distintos entre si en ios dos
casos (Mostofa y col., 1990).

Otros péptidos también han sido objeto de estudio durante las
infestaciones por H. contortus. Se ha comprobado la elevacién de los niveles
en plasma de gastrina y de somatostatina al cabo de 1 y 4 horas postinfestacion
respectivamente, asociandose a ia accién del parasito o bien a alguna sustancia
liberada por las larvas desenvainadas que llegaban al abomaso. Por otra parte la
inyeccién de extractos parasitarios tiene como consecuencia un incremento en
los niveles plasmaticos de polipéptido pancreatico (5-7 horas postinfestacion),
gastrina (3-4 horas postinfestacién) y somatostatina (1-2 horas postinfestacion},
atribuyendo este ultimo caso a una posible reaccién inmunitaria desencadenada
por la inyeccién de los extractos parasitarios (Honde y col., 1985).

1.4. Respuesta inmunitaria a H.contortus

En los animales se pueden diferenciar dos tipos de resistencia frente a las
parasitosis; una de ellas es la resistencia innata, determinada por caracteristicas
estructurales, bioquimicas o fisioldgicas del hospedador, que son capaces de
evitar la implantacion y/o maduracion del parasito en un hospedador. Cuando la
resistencia innata es de poca importancia en un animal, actia entonces el
sistema inmunitario para poder instaurar una resistencia a la invasion parasitaria.
Los mecanismos efectores pueden ser especificos como la accién de anticuerpos
y células T, o bien no especificos -desencadenados a su vez por mecanismos
especificos- como es el caso de la respuesta inflamatoria.

En condiciones 'éptimas, el ganado ovino es capaz de responder de forma
adecuada a las infestaciones parasitarias por tricostrongilidos, entre ellos
H.contortus, eliminando la infestacion patente o bien adquiriendo un estado
inmunitario capaz de evitar reinfestaciones. Las respuestas provocadas son
complejas, y en ellas intervienen anticuerpos, células T y componentes no
especificos derivados de la médula ésea. Las células T ejercen su accién de
forma indirecta ayudando a la produccidn de anticuerpos y al
desencadenamiento de reacciones inflamatorias (eosindfilos, mastocitos y otros
tipos celulares) y cambios fisicoquimicos en el tracto intestinal (Miller, 1984). Las
reacciones son similares a las observadas en otros modelos parésito-hospedador



REVISION BIBLIOGRAFICA

del tracto gastrointestinal mas ampliamente estudiados (Trichinella spiralis,
Heligmosomoides polygyrus y Trichuris muris -Wakelin, 1992-), e incluyen
la dependencia de células CD4+, respuesta inflamatoria intestinal, capacidad de
inmunomodulacion de la respuesta del hospedador por parte del pardsito y la
influencia genética sobre la respuesta provocada (Mlller, 1984; Wakelin 1992).

Entre estas respuestas se encuentra la exclusion inmune (Miller y col.
1983; Miller, 1984) que actla durante los dos dias siguientes a la infestacién
impidiendo el establecimiento de la poblacién parasitaria ingerida. La
autocuracion es otro tipo de respuesta y esta provocada por la ingestion de
nuevas larvas infestantes teniendo como consecuencia la eliminacién de la
poblacién parasitaria -adulta ¢ preaduita- existente en el animal. En ambas
respuestas se ha considerado la hipersensibilidad inmediata como un
mecanismo efector importante en la eliminacién de larvas ingeridas y de vermes
ya establecidos.

La resistencia a las reinfestaciones es la situacidn mas comun en los
animales adultos en pastoreo y se produce cuando los animales han sufrido
repetidas infestaciones, con dosis larvarias no muy elevadas, a lo largo de los
afios en el pasto (Adams, 1983). Muy tempranamente se ha sugerido que la
resistencia frente a las reinfestaciones esta bajo control genético (Whitlock, 1955 -
chequear; Wakelin, 1992).

La expresion de la respuesta del ganado ovino a las infestaciones por
nematodos gastrointestinales comprende distintas alteraciones en los helmintos,
entre las cuales destacan ia reduccién de su tamano, descenso de la fertilidad,
retraso en el desarrollo parasitario (Mulligan y col., 1961; Miller, 1984, 1986;
Schallig; y algunos mas)), ademas de reducciones en el nimero de vermes
presentes en los animales resistentes (Adams, 1982; Zajac y col., 1990; Smith y
col., 1984; Coyne y Smith, 1992; Emery y col., 1893; Schallig y col., 1995a; Stear
y col., 1995). Se han descrito, asimismo, disminuciones en la excrecién de
algunos enzimas por parte de los helmintos cuando se encuentran en animales
resistentes (i.e. colinesterasa en T.colubriformis -Douch y col., 1988-) o bien
variaciones tanto en las cantidades totales como en la presencia de isoformas de
algunos enzimas (Knox y Jones, 1892).

Aunque en lineas generales, las alteraciones descritas son la regla, en
atgunas ocasiones han sido sefialadas cepas parasitarias de H.contortus que
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no han visto meodificado su potencial infestante a pesar de haber sido
seleccionadas en ovinos resistentes o sensibles durante varias generaciones
{Adams, 1988; Woolaston y col.,, 1992) o bien inmunosuprimidos (Albers y
Burgess, 1988).

1.4.1. Regulacion de la respuesta

La respuesta frente a los nematodos gastrointestinales, y especificamente
frente a H.contortus, se produce en dos compartimentos: respuesta sistémica y
respuesta local, en las que estdan implicados diversos mecanismos efectores de
distinta importancia, caracterizandose la respuesta inmunitaria sistémica por su
elevada especificidad.

Se asume que la regulacién dei sistema inmunitario en el ganado ovino
es, en lineas generales, similar al descrito en especies mejor conocidas. Asi, se
admite que los antigenos parasitarios son presentados a las células T "helper"
(Th, poseedoras del marcador celular CD4) en forma de complejo tras ser
procesados. Este complejo se compone de un péptido derivado del antigeno y
moléculas que forman pane del sistema principal de histocompatibilidad (MHC);
las moléculas de tipo MHC | presentan los antigenos a los receptores de los
linfocitos T citotéxicos (CD8+), mientras que las moléculas de tipo il io hacen a los
receptores de las células Th (in Hohenhaus y Outteridge, 1995). Esta funcién es
realizada por las células presentadoras de antigeno: linfocitos B, células
dendriticas y células del sistema mononuclear fagocitario. Como consecuencia,
las céiulas estimuladas son inducidas a una maduracién acompanada de la
correspondiente liberacion de linfoquinas, desencadenando el tipo de respuesta
correspondiente. Los linfocitos Th, responsables de la respuesta, se dividen a su
vez en dos subpoblaciones: Thq responsable de la respuesta celular, y Tho
responsables de la inmunidad mediada por anticuerpos. Estos procesos, a su
vez, se encuentran regulados por las celulas T citotdxicas (ver Cox y Liew, 1992).
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1.4.1.a. Anticuerpos circulantes

Se ha demostrado la presencia de anticuerpos frente a casi todos los
estadios parasitarios. Charley-Poulain y col. (1984) realizaron estudios mediante
ELISA de la respuesta sérica de corderos, infestados con dosis unicas del
parasito, frente a extractos de L-3, adultos y huevos, encontrando en todos ellos
un ligero incremento de anticuerpos especificos (1gG, 1gA, IgM), que resuité mas
marcado en la reinfestaciéon. Similares resuitados han sido obtenidos mas
recientemente. También los productos de excrecidn/secrecion de los vermes
adultos se han utilizado como antigenos, resultando ser buenos indicadores de la
infestacion (Schallig y col., 1994b, Takats y col., 1995). Ademas de comprobar la
capacidad de inducciéon de anticuerpos especificos de estos estadios
parasitarios, se ha puesto de manifiesto la diferente intensidad de la respuesta
provocada por varias fases del ciclo biolégico parasitario (mayor en L-3 que en
aduitos) (Byszewska-Spocinska y Stankiewicz, 1985; Cuquereila y col., 1991), asi
como la diferente dindmica en la produccién de inmunoglobulinas inducida por
los distintos antigenos, hallando una respuesta mas precoz frente a L-3 que
frente a adultos (Byszewska- Spocinska y Stankiewicz, 1985), o bien diferentes
perfiles de anticuerpos con antigenos procedentes de L-3, fluido de
desenvainamiento o adultos (Adams, 1993).

En ocasiones ha sido dificil encontrar una respuesta sérica provocada por
infestaciones administradas en dosis Unicas, especialmente si los animales
empleados eran jdvenes, mientras que en presencia de un segundo estimuio
antigénico, la respuesta resultaba mas notable (Charley-Poulain y col., 1984;
Cuquerella y col., 1991; entre otros). Sin embargo, en estudios realizados con
animales de mayor edad, se encontraron respuestas notables de anticuerpos en

las primoinfestaciones (Adams y Beh, 1981) sugiriendo la existencia de una
memoria inmunocldgica al observar el adelanto de aparicién de anticuerpos (1gG 1

e IgGo) frente a estadios larvarios y adultos en las reinfestaciones (Schallig y col.,
1994a). Por otro lado, se ha comprobado la existencia de una relacién directa
entre el titulo de anticuerpos séricos especificos y el nimero de infestaciones

recibidas (Byszewska-Spocinska y Stankiewicz, 1985; Schallig et al., 19944,
1995a).

No son abundantes los estudios de los isotipos y subclases de
inmunoglobulinas implicados en la respuesta inmunitaria frente a H. contortus,
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fundamentalmente por la falta de disponibilidad de reactivos. Asi, todos los
investigadores estdn de acuerdo en seguir {a dindmica de produccidn de 1gG
especifica, puesto que es la inmunoglobulina predominante en el suero, y la

respuesta sérica provocada se debe en gran medida a efla. Al trabajar con las
subclases IgG1 e IgGo , se han hallado incrementos de ambas durante el curso

de las infestaciones, aunque mas notable en el caso de la IgG1, que es la
mayoritaria (Schallig y col., 1995).

El papel de los anticuerpos circulantes en la proteccién del ganado ovino
frente a H. contortus ha sido un tema controvertido por la disparidad de los
resultados hallados en muchos casos. Duncan y col. (1978} sugirieron que la falta
de respuesta de los corderos a las infestaciones por H. contortus se debe a su
incapacidad para producir anticuerpos. También Smith y Christie (1978)
encontraron una asociacién entre las concentraciones de IgG séricas y la
resistencia a la enfermedad. Sin embargo, Smith y Angus (1980), trabajando con
la misma raza ovina (Scottish Blackface), no encontraron diferentes niveles de
1gG séricas frente a L-3/L-4 entre corderos que no respondian a la enfermedad y
ovejas que quedaron protegidas. En ambos estudios se utilizaron vacunas de
larvas irradiadas y se midieron IgG frente al mismo extracto parasitario mediante
RIA.

La falta de una clara correlacién entre el nivel de 1gG especifica {anti-L3 o
anti-adulto) y la protecciéon observada en los ovinos infestados, estimada
mediante la reduccién de la eliminacién fecal de huevos, se ha puesto de
manifiesto en trabajos mas recientes. En este sentido, Gamble y Zajac (1992) no
observaron diferencias importantes en los niveles de anticuerpos especificos anti-
Haemonchus entre dos razas ovinas (St. Croix y Dorset), a pesar de los
hallazgos parasitoldgicos tan distintos. Cuquerella y col. (1994b) tampoco
apreciaron en ganado Manchego una relacién lineal aunque los autores sugieren
algun papel protector para los anticuerpos, ya que los animales con menor nivel
de inmunoglobulinas coincidieron con los que presentaron la mayor eliminacion
de huevos en heces. Por su parte, Gill (1991) postuld la importancia de los

anticuerpos en la resistencia genética de ganado Merino a la enfermedad,
especialmente los de tipo 1gG1 e IgA (Gill y coi., 1993a).
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1.4.1.b. Respuesta de base celular

La respuesta celular de cardcter sistémico acompana a las infestaciones
por helmintos gastrointestinales. De hecho, la eosinofilia esta presente, como
norma, en muchas nematodosis gastrointestinales (ver p.e. Rothwell y col., 1993;
Pernthaner y col., 1995a), con relativa independencia de su efecto protector. El
papel relevante de la respuesta celular en la resistencia del ganado ovino a
H.contortus ha sido demostrado por la transferencia de proteccion de animales
inmunizados a animales receptivos, ya sea por su edad ¢ por su capacidad de
respuesta insuficiente. Esta proteccidn se ha logrado mediante trasvase de
linfocitos enteros en unos casos, o de linfocitos lisados en otros ("factor de
transferencia").

Se ha logrado una eficaz transferencia de la respuesta inmunitaria
protectora frente a H.contortus entre animales genéticamente idénticos, por el
trasvase de linfocitos lavados, o bien linfa entera, de animales inmunes a
animales receptivos, teniendo como efecto una disminucion en la eliminacién
fecal de huevos, asi como una reduccion de la carga parasitaria de ios animales
receptores. Ademas se consiguid transferir una respuesta secundaria local de
anticuerpos (IgA) (Smith y col., 1984). Este método se ha utilizado también con
ofras especies parasitas del abomaso (Te. circumcincta), logrando transferir
una respuesta local (IgA y mastocitos) capaz de producir una inmunidad parcial
en los animales receptores (Smith y col.,, 1986 y 1987). La transferencia de
inmunidad sé6lo se conseguia cuando la linfa contenia al menos entre un 10 y un
20 % de linfoblastos (dias 2 a 4 postinfestacioén) y no antes ni después (Smith y
col., 1986). Estas observaciones refuerzan la teoria de la importancia de las
células T en la respuesta protectora frente a la hemoncosis.

Por su parte Ross y col. (1978) han sefialado una reduccién de la carga
parasitaria de un 34 % en animales de 4 meses y de un 45 % en animales de 7
meses respecto a los testigos utilizados, empleando para ello inoculaciones de
lisados de linfocitos procedentes de ovejas adultas inmunizadas. La inoculacion
del ilamado factor de transferencia, se ha utilizado con éxito en otras helmintosis
gastrointestinales (T. colubriformis, T. axei y Teladorsagia circumcincta).
El hecho de que pudiera aplicarse entre animales genéticamente disimilares
(Ross y Halliday, 1979a y b) sugeria la importancia de los productos derivados de
las células en el traspaso de inmunidad. Ei grado de resistencia alcanzado en el
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caso de infestaciones con T.colubriformis y Te.circumcincta resulté
comparable al producido en un grupo de corderos que habian recibido una
infestacién previa (Ross y Halliday, 1979b), es decir, a una respuesta inmunitaria
secundaria. La respuesta producida al inocular el "factor de transferencia" se ha
asociado a una hipersensibilidad inmediata en la mucosa del abomaso de
animales infestados con H. contortus (Hunter y col., 1983).

La respuesta celular sistémica se ha estudiado generalmente mediante la
capacidad de proliferaciéon de los linfocitos peritéricos en sangre estimulados con
antigenos parasitarios. La informacién obtenida en los ensayos, segun se
desprende de los informes publicados, es confusa y merece una exposicién ya
que mientras en algunos casos se han logrado estimulaciones notables (Haig y
col., 1989; Gill y col., 1993b, entre otros) otros autores han obtenido resultados
contrarios (Torgerson y Lloyd, 1992; Torgerson y Lioyd, 1993b).

Torgerson y Lioyd (1992} observaron que la linfoestimulacién provocada
por los antigenos de H.contortus se producia tanto en animales infestados
como en animales que no habian tenido contacto previo con el helminto. En un
andlisis mas detallado de los mismos autores (Torgerson y Lloyd, 1993b) se
observé que la reactividad celular, observada en ovejas inmunes y corderos
libres de parasitos, estaba provocada por las mismas fracciones antigénicas
estudiadas (extractos solubles de L-3 separados mediante SDS-PAGE). Los
autores explicaron esta respuesta como consecuencia de posibles reacciones
cruzadas con antigenos bacterianos, y no relacionaron estas fracciones con la
proteccidén dado el reconocimiento por los animales no inmunes. No deberia
excluirse, ademas, la presencia en estas fracciones de sustancias mitogénicas o
bien de antigenos compartidos con otros helmintos habituales en el ganado
OVino.

Frente a estos resultados no concluyentes, los ensayos llevados a cabo
por Haig y col. (1989), mostraron una linfoproliferacion clara al enfrentar células
mononucleares de sangre periférica a antigenos larvarios del parasito,
observandose que los linfocitos fueron mayoritariamente de tipo CD4+. Estos
resultados in vitro parecen ser confirmados, indirectamente por los obtenidos in
vivo por Gill y col. (1993b), quienes consiguieron suprimir la respuesta
desarrollada por ovejas genéticamente resistentes a la hemoncosis cuando
eliminaron la poblacién de células que portaban el marcador CD4, asocidndose
de esta forma la resitencia genética con la respuesta proliferativa de esta
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poblacién de linfocitos. Una evidencia indirecta estd suministrada por los
resuitados obtenidos en las infestaciones con T.colubriformis. Asi, Perthaner y
col. (1985b) comprobaron Qque las ovejas resistentes a nematodos
gastrointestinales (infestadas en el pasto) portaban mayores porcentajes de
linfocitos CD4+ y CD5+, mientras que las ovejas mantenidas como testigo
mostraron mayores porcentajes de células T19+ (yd) células T.

Un aspecto que merece ser comentado es el componente celular de la
posible inmunosupresion en la hemoncosis ovina. La capacidad de producir
inmunosupresién en sus hospedadores fue sugerido en otros nematodos, incluso
en el caso de infestaciones que afectan al abomaso del ganado vacuno (i.e.
Ostertagia) (Klesius y col., 1984) y posteriormente confirmada. Sin embargo, Gill
y col. (1991b), han demostrado que la capacidad de respuesta linfocitaria a
mitdgenos seguia intacta en cabras que sufrian hemoncosis, deduciendo asi que
los antigenos de H. contortus no inducian una inmunosupresion de carécter
general.

La posibilidad de que la falta de respuesta a las infestaciones por
H.contortus en ganado ovino menor de seis meses fuese de cardcter especifico
ha sido apuntada por Torgerson y Lloyd (1992) sugiriendo que las poblaciones
de linfocitos que muestran reactividad a los antigenos parasitarios inhiben de
alguna forma la respuesta efectiva frente a H. contortus. La existencia de
células responsables de que los animales muestren una menor respuesta a los
nematodos gastrointestinales se ha demostrado en estudios realizados con
ovejas primoinfestadas con T. colubriformis por McClure y col. {1995). Los
autores pusieron de manifiesto la asociacion existente entre la depleccién de
células CD8+ (células T citotoxicas) y células T y@ de la circulacién sanguinea
mediante administracién de anticuerpos monoclonales y el consiguiente
incremento de la resistencia (hasta un 88% en algunos casos), aungue estas
células no se vieron afectadas en la mucosa gastrointestinal.

Como resumen, no parece claro el papel de los linfocitos Th1 en la
respuesta protectora desarrollada en el ganado ovino tras las infestaciones y
reinfestaciones, naturales o experimentales con H.contortus, especialmente en
el caso de los animales genéticamente resistentes al heiminto ya que Gill y
Altman (1995) hallaron mayores niveles de IFN-y en animales no infestados que
en animales que sufrian la infestacién. Asimismo advirtieron un draméatico
descenso de esta linfoquina a lo largo de la infestacién con et parasito.
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1.4.2. Respuesta local

Las infestaciones por helmintos suelen provocar en el hospedador una
reaccion inflamatoria caracteristica, similar en muchos aspectos a. las
desencadenadas en procesos alérgicos. La hipersensibilidad inmediata,
considerada como responsable de la eliminacion de vermes en las reacciones
denominadas de autocura, estd compuesta de un incremento en los niveles de
IgE, aumento de mastocitos, glébuloleucocitos, asi como elevacion de los niveles
de basdfilos y eosindfilos, tanto circuiantes como locales. Ademads parecen
intervenir inmunoglobulinas secretoras que aparecen en [as superficies mucosas
del organismo, especialmente las de tipo A, asi como 1gGq e 1gG» en el caso de
los rumiantes (Lascelles y col., 1986).

1.4.2.a. Anticuerpos en la mucosa

Las inmunoglobulinas mas ampliamente estudiadas han sido las IgA,
puesto que se las considera parte fundamental de la respuesta inmunitaria de las
mucosas. También han sido tenidas en cuenta las 19G, ya que en el caso de |os
rumiantes aparecen en cantidades muy elevadas en las mucosas, y en mucho
menor medida las IgM.

Generalmente los anticuerpos locales se han estudiado en el propio lugar
de implantacion de H.contortus, aunque en ocasiones se ha utilizado, como
medida indirecta de los niveles locales, la determinacion de las inmunoglobulinas
de extractos fecales para seguir el curso de las infestaciones, al existir correlacién
entre ambos parametros, especialmente en el caso de la IgA (Wedrychowicz y
col., 1984).

En la hemoncosis la procedencia de los anticuerpos locales en la mucosa
del abomaso de los ovinos infestados parece ser diferente en dependencia de la
clase de inmunoglobulina considerada. Se observé que las ovejas inmunizadas
parenteraimente con antigeno larvario (L-3) de! helminto mostraron notables
incrementos de 1gG (sérica y de abomaso) y la respuesta gdstrica de IgA fue
escasa. Sin embargo, ovejas hiperinfestadas mostraron grandes niveles de IgA,
lo que sugeria que las IgA se producian fundamentaimente de forma local,
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mientras que la mayoria de las 19G encontradas provenian del suero (Smith,
1977a y b).

Wedrychowicz y col. (1984) apoyaron esta hipétesis, relacionando el
mayor nivel de IgG especificas halladas en heces -como estimacién de la
respuesta en abomaso- cuando la lesidon provocada en la mucosa por el verme
resultd mayor, lo que facilitaria la salida de IgG del torrente circulatorio hacia el
tracto gastrointestinal. El origen diferente de estos isotipos ha sido confirmado por
Lascelles y col. (1986).

El estimulo antigénico para la produccién y elevacién de los niveles de
anticuerpos en la mucosa gastrica es suministrado por las larvas infestantes de
H.contortus tras su ingreso en el hospedador (Byszewska-Spocinska vy
Stankiewicz, 1985); parece ser dependiente de la dosis infestante y/o de la
historia previa de los animales infestados (Charley-Poulain y col., 1984) y para el
mantenimiento de los niveles elevados de IgA e IgG en abomaso es necesaria la
persistencia del estimulo antigénico (Smith, 1977b), hecho también observado en
las infestaciones ovinas por Te.circumcincta (Smith y col., 1987).

A pesar de que en algunos casos no se ha observado ninguna relacion
entre los niveles de anticuerpos especificos anti-Haemonchus en la mucosa
gastrica y los niveles de proteccién de los hospedadores (Smith y Angus, 1980;
Gamble y Zajac, 1992) la opinidn mas generalizada es que las inmunogiobulinas
locales son responsables en parte de una respuesta inmunitaria efectiva.

Smith (1977a y b) en experimentos realizados con ovejas hiperinfestadas y
con corderos que no respondieron a la enfermedad hallé elevadas niveles de IgA
en el abomaso en las primeras, mientras que los corderos no maostraron
respuesta. También Duncan vy col. (1978) relacionaron el hecho de que los
corderos no fuesen capaces de responder a las infestaciones por H. contortus
con un bajo nivel de IgA en la mucosa gastrica, asi como de IgG en el suero.
Aunque no directamente comparable, por la falta de repetibilidad de los
experimentos de autocuracién, Charley-Poulain y col. {1984) encontraron una
relacion temporai entre la reaccidon de autocura en corderos de 7 meses
(Préalpes du Sud) y los niveles de anticuerpos locales (igA) anti-Haemonchus
hallados.
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Una linea de evidencia similar es la suministrada por ios ensayos de
inmunizacion con larvas irradiadas, en los que se relacionaron los niveles de 1gG
e |gA de abomaso en corderos Blackface de 9 meses con la resistencia a
reinfestaciones (Smith y Christie, 1978). En estudios mads recientes, Gill y col.
(1993a) han sugerido asimismo un papel importante para las IgA e IgG1
especificas, tanto séricas como locales, en la inmunidad desarroilada por
corderos merinos (6 meses) genéticamente resistentes a la hemoncosis.
Posteriormente, mediante estudios inmunocitoquimicos se ha observado que el
incremento de céiulas de abomaso positivas para IgA e IgGq pardsito-especificas
era significativamente mayor en corderos genéticamente resistentes al helminto
que en corderos escogidos al azar (Gill, 1994).

Este papel relevante de los anticuerpos iocales en la resistencia de
ganado ovino podria explicarse, de forma indirecta, por la posibilidad de que el
incremento de la eliminacién fecal de huevos en el periparto de las ovejas fuese
debida a una disminucién temporal en ios niveles de anticuerpos de abomaso,
gue podrian migrar hacia la glandula mamaria, lo que a su vez permitiria un
mayor desarrolio de los vermes inhibidos asi como un mayor asentamiento de los
vermes que ingresan de nuevo (Jeffcoate y col., 1992).

1.4.2.b. Células inflamatorias

La respuesta inmunitaria de los ovinos a las infestaciones por
tricostrongilidos parece estar ligada a una reaccion local inflamatoria que
generalmente precede a la eliminacion de vermes y en la que pueden intervenir
basdfilos, eosindfilos, mastocitos y gldbuloleucocitos. Esta respuesta inflamatoria
parece escasa en los primeros meses de vida del animal, para posteriormente
desarroliarse de forma completa (Adams, 1983; Berezhko y col., 1987). La relativa
incapacidad de respuesta detactada en los animales jovenes parece debida a
una menor poblacion de células responsables de estos procesos en (0s primeros
meses de vida (Douch, 1988). Este autor comprobd que al mismo tiempo que los
corderos crecian (de 2 a 4 meses), los eosindfilos y mastocitos incrementaban
sus poblaciones en la mucosa intestinal.

La resistencia a las reinfestaciones ha sido asociada en muchas ocasiones
con el incremento de mastocitos y gidbuloleucocitos en la mucosa. En
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infestaciones de ovejas (Greyface x Suffolk, 10 meses) con H. contortus,
Huntley y col. {1992) observaron la existencia de una estrecha relacion entre el
incremento de mastocitos y glébuloleucocitos con la incapacidad de
establecimiento de las jarvas ingeridas. Esta respuesta celular, sin embargo,
parece disminuir notablemente a los 42 dias, para no existir ai cabo de
aproximadamente 3 meses sin tener contacto con &l pardsito. Ademas la
respuesta se mostré muy sensible a la accién de los corticosteroides, que
produjeron una disminucion de los mastocitos hasta niveles basales. Asimismo,
los numeros de leucocitos globulares en merinas genéticamente resistentes
disminuyeron drasticamente en los tratamientos con dexametasona (Presson y
col., 1988), hasta igualarse con los valores detectados en animales receptivos, y
permitiendo de esa forma la implantacién de H.contortus.

También en infestaciones con otros trichostrongilidos parecen desempenar
una funcidn importante estas céluias. lLa actividad de mastocitos vy
glébuloleucocitos, asi como su ndmero se incrementd en ovejas aduitas (Romney
y Merina) inmunes frente a T. colubriformis cuando se compararon con ovejas
susceptibles (Douch y col., 1986; Bendixsen y col.,, 1995). Este hecho se ha
comprobado también en el caso de Te. circumcincta, junto con el incremento
de eosindfilos locales (Stevenson y col., 1994).

En estudios realizados recientemente por Bendixsen y col. (1995) con
infestaciones monoespecificas en merinos adultos, la respuesta aparecio
diseminada a lo largo de todo el intestino delgado, aunque la actividad de
mastocitos, asi como el nimero de leucocitos globulares, se mostraron mas
elevados en {os lugares de preferencia de los vermes, esto es, abomaso en el
caso de H. contortus y primeros tramos del intestino delgado en el casoc de T.
colubriformis.

Los basdfilos en las infestaciones parasitarias en algunas especies de
modelos experimentales (i.e.cricetos) muestran una respuesta en piel e intestino,
entre otros tejidos, pero no es éste el caso del ganado ovino. Estas células
parecen tener poca importancia en las respuestas inflamatorias de las ovejas,
incluidas las causadas por infestaciones parasitarias gastrointestinales (Rothwell
y col., 1994).

McClure y col. (1992) estudiaron el fendmeno de la expulsion de vermes
en animales inmunes a T. colubriformis. En el trabajo realizado prestaron



REVISION BIBLIOGRAFICA

especial atencidn a los linfocitos T de la mucosa intestinal. Encontraron una
asociacién entre el momento de expulsion de los vermes (entre los dias 3 y 14
postinfestacién) y la infiltracién en la lamina propia intestinal de células T, asi
como su activacién y diferenciacién. La expansion incluyé a células T19- (yo
células T) en la mucosa intestinal aunque su funcion todavia no ha sido aclarada.

Se han realizado numerosos estudios sobre las sustancias liberadas por
las células implicadas en las respuestas inflamatorias, y generalmente se las ha
relacionado con la expulsién de vermes, su papel no esta definitivamente
establecido. Como potenciai forma de actuacién se les ha imputado tanto la
alteracion del medio parasitario como la posible lesién directa a los parasitos
(Steel y col., 1990).

La proteinasa de mastocitos ovinos (SMCP) se ha relacionado con un
estado inmunitario capaz de eliminar los vermes parasitarios. Huntley y col.
(1987) sefialaron el incremento de la proteinasa en los tejidos de asentamiento
parasitario en animales inmunes, cuando éstos sufrian infestaciones con dosis
elevadas de H. contortus o bien Te. circumcincta. Jones y col. (1992)
provocaron ia liberacion de SMCP a partir de mastocitos aislados de la mucosa
intestinal de ovejas infestadas (T. colubriformis) tras ser estimulados con
antigeno parasitario, y, en estudios posteriores, le atribuyeron algun papel en la
expresion de la inmunidad (Jones y col., 1994). Ademas, en experimentos mas
recientes (Bendixsen y col., 1995), se ha demostrado que la mayor liberacién de
SMCP ocurria en los mastocitos de ovejas inmunes aisiados a partir del lugar del
asentamiento parasitario (principalmente abomaso y en menor medida duodeno
en H. contortus o bien duocdeno en T. colubriformis). En este estudio se
demostré la reactividad cruzada entre ambos tricostrongilidos para provocar la
liberacion de la proteinasa.

También se han tenido en cuenta otros mediadores de la inflamacién como
la histamina. Generalmente los autores parecen de acuerdo en atribuirle algun
papel en la expulsién de vermes, especialmente de T. colubriformis (Steel y
col., 1990; Jones y col., 1980; Jones y Emery, 1991). Sin embargo esta opinién no
fue compartida por Douch y col. (1984), quienes al estudiar animales que
pastaban los dividieron en dos grupos segun la alta o baja eliminacién fecal de
huevos, comprobando que entre ellos no existian diferencias en los niveles de
histamina en sangre o en las secreciones intestinales.
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Ademads, se han detectado incrementos en los niveles de otras sustancias
como es el caso de ciertos metabolitos vasoactivos derivados del acido
araquiddnico: leucotrienos, prostaglandinas (prostaciclina) y tromboxanos (Jones
y Emery, 1991). Los niveles de leucotrienos se encontraron especialmente
elevados durante la expulsion de T. colubriformis por parte de ovejas
inmunizadas. En 1994, Jones y col. atribuyeron a los leucotrienos algun papel en
la expresion de la inmunidad frente a este nematodo. Sin embargeo, estudios
recientes (Emery y McClure, 1995) no parecen apoyar el posible papel de estos
mediadores de la inflamacidon en la expulsién del verme. Los autores sodlo
consiguieron una disminucidn notable en la expulsién de los vermes (70 %
aprox.), y por tanto en la respuesta inmunitaria, cuando se les suministraba
dexametasona, mientras que ninguno de los compuestos antagonistas de
leucotrienos, prostagiandinas o tactor de activacién plaquetario produjeron el
mismo efecto, lo que sugiere que estan bajo control inmunitario.

1.5. Factores que influyen en la respuesta ovina

El ganado ovino muestra una gran variabilidad en el grado de resistencia a
las infestaciones por helmintos. Esto es el resultado de un nuamero de factores
entre los que se encuentran, entre otros, la edad, el sexo, el estado del ciclo
reproductor, la genética y el plano nutricional del ganado {Whitlock, 1955; Miller,
1986; Windon, 1990a; Gruner, 1991; entre otros muchos). Esta variabilidad del
ganado se expresa tanto en la supresién del establecimiento de una infestacion
parasitaria (“resistance") como en la capacidad de los hospedadores de
mantener un buen nivel productivo aun cuando estén infestados ("resilience")
(Albers y col., 1987).

1.5.1. Agente etioldgico

La capacidad del agente etiolégico de la hemoncosis ovina de
desencadenar una respuesta inmunitaria en el hospedador puede verse afectada
por algunos factores. Se ha comprobado que el almacenamiento de L3 del
parasito por largos periodos de tiempo tuvoe como consecuencia cambios en la
estructura proteica larvaria {Kooyman y Eysker, 1995) y, por lo tanto, la
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antigenicidad de ias larvas podria verse afectada por el tiempo de
almacenamiento; de esta forma, la respuesta desencadenada en el hospedador
al ingerir estas larvas seria menor (Thomas y col., 1975).

1.5.2. Parametros fisiolégicos

Las caracteristicas fisioldgicas del hospedador tienen gran influencia sobre
la respuesta que éste es capaz de desencadenar ante la infestacion parasitaria.
La edad, el sexo o bien los niveles de ciertas hormonas, asi como el estado
nutricional de los animales son los parametros que han merecido mas atencion
en el estudio de ias tricosntrongilidosis y, en particular de la hemoncosis ovina.

1.5.2.a. Edad de los animales

La edad de los hospedadores y su reiacién con el desarrollo de una
respuesta inmunitaria protectora ha sido un aspecto estudiado ampliamente. En
lineas generales los rumiantes de mayor edad son capaces de responder mas
adecuadamente que los hospedadores jdvenes. Ello es particularmente cierto -
aunque no exclusivo- en el caso de las infestaciones por H.contortus en el
ganado ovino, de forma quée mientras que corderos de menos de seis meses de
edad pueden desarrollar una respuesta eficaz frente a las infestaciones por
Trichostrongylus spp, normalmente la capacidad de respuesta frente a
H.contortus aparece en los animales de mas de seis meses e incluso mas tarde
(Manton y col., 1962; Lépez y Urqubart, 1967).

Las razones invocadas para justificar esta tardia respuesta en la
hemoncosis ovina han sido variadas y, entre ellas, merecen ser destacadas la
tolerancia inducida por la transferencia de elementos inmunosupresores de la
madre con la lactacidn (Sculsby, ) y especialmente el lugar de implantacion
(abomaso) de esta especie pardsita y desarrollo ontogenético del sistema
inmunitario ovino.

Los nematodos de localizacidon intestinal son capaces de provocar una
mejor respuesta en animales jévenes que los nematodos de localizacidn gastrica



REVISION BIBLIOGRAFICA

(Taylor y Thomas, 1986), ya sea por su menor antigenicidad intrinseca o por ia
mayor tolerancia del abomaso a las sustancias potencialmente antigénicas.
Cuando se ha comparado la respuesta de animales de 2-4 meses de edad con
animales de mas de un afo, mientras los primeros no han sido capaces de
responder, los mayores redujeron la poblacion parasitaria, la fertilidad o el
tamano de los vermes de forma evidente (Duncan y col., 1978; Ross y col., 1978).

La influencia de las células del sistema inmunitario parece ser
responsable, no tanto por su escasez en animales jévenes, sino por la diferente
proporcién de poblaciones celulares que presentaron respecto a los adultos,
tanto en sangre y linfa como en piel (Watson y col., 1994). Se ha hallado un
menor porcentaje de células CD4+* asi como una menor capacidad de producir
iIFN-y al estimular cultivos linfocitarios de animales de 4-8 meses cuando se
compararon con los animales de 3-6 afios de edad. Los animales jovenes, sin
embargo, presentaban mayor proporcion de céiuias B y T19+.

Ademas, cuando se ha estudiado la respuesta celular in situ ésta es mas
rapida en animales segun incrementaba la edad de los mismos, especiaimente
en el caso de mastocitos y glébuloleucocitos, segun comprobaron Douch y
Morum (1993) en ovejas Romney durante el curso de infestaciones naturales con
tricostrongilidos. Incluso en animales no infestados también se hallé una menor
cantidad de leucocitos globulares en los individuos mas jdvenes, mientras que su
ndmero aumentd con la edad de los mismos (Douch, 1988).

Esta menor respuesta de |0s corderos respecto a los adultos ha sido
también observada en los niveles de anticuerpos circulantes anti-Haemonchus,
de forma que en general no se aprecia una respuesta evidente en animales
menores de 4-6 meses de edad (Duncan y col., 1978; Charley-Poulain y col.,
1984; Cuqguerella y col., 1991; Watson y Gill, 1991).

1.5.2.b. influencia del sexo de los hospedadores

Las diferencias entre machos y hembras en aigunos sistemas parasito-
hospedador en cuanto a susceptibilidad a las infestaciones han sido observadas
en numerosas ocasiones, tanto en mododelos de laboratorio, como en
condiciones naturales. Se ha considerado que, en general, las hembras



REVISION BIBLIOGRAFICA

responden de forma mas adecuada a las infestaciones por nematodos (Barger,
1993). En el caso de las infestaciones por H.contortus, en ganado merino en
pastoreo, Luffau y col. {1981) observaron manores valores de eliminacion fecal
de huevos en las hembras, asi como una mayor proporcién en las reacciones de
autocuracion en las mismas. La mayor resistencia de las hembras a las
infestaciones por H. contortus fue comprobada en fechas mas recientes, en
merinos, por Adams (1989) y en otras razas por Courtney y col. (1985a). Sin
embargo, en estudios realizados con una alto numero de animales -de escasa
edad- no se hallaron diferencias significativas entre ambos sexos (Albers y coi.,
1987).

Dentro de las particularidades de las hembras en cuanto a las infestaciones por
tricostrongilidos encontramos la elevacién de la eliminacién fecal de huevos del
pardsito alrededor del parto. Esta elevacion periparto ha sido observada desde
hace muchos afos y suele comenzar una semana antes del parto para
prolongarse durante 4-6 semanas después del nacimiento de los corderos. Por la
época de presentacion generalmente ha sido asociada al periodo de lactacién.
Ademas se ha hallado una relacién directa entre el numero de corderos criados
(1, 2 6 més) y la elevacién de huevos del pardsito en las heces del hospedador
(Gruner y col., 1992).

El nivel de esta elevacion periparto parece guardar una relacion inversa con el
grado de resistencia de las hembras antes de la gestacidn y el parto. Asi, en
hembras pertenecientes a razas mas resistentes a ia hemoncosis (Florida Native)
se demostré una elevacion periparto practicamente nula, mientras que las
hembras Dorset/Rambouillet en las mismas condiciones si mostraron esta
elevacion de forma evidente , cuando se comparé cada raza con su testigo
correspondiente (Zajac y col., 1988). Por otra parte Courtney y col. (1986)
demostraron esta relacién inversa entre resistencia y elevacién periparto entre
lineaspertenecientes a la misma raza (Fiorida Native), que mostraron diferente
sensibilidad a la enfermedad.

Aunque las causas intimas de este fenémeno no estan del todo
establecidas, los diversos autores estuvieron de acuerdo en la existencia de una
relajacién del sistema inmunitaric de la madre, dando como consecuencia la
maduracién de larvas inhibidas, el incremento en el establecimiento de nuevos
vermes, 0 el aumento de la fecundidad de las hembras parasitas existentes en el
hospedador. Una parte del fallo de la inmunidad de la oveja gestante podria
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explicarse mediante los cambios cualitativos de anticuerpos (IgM, igG1 e 1gG>)
observados durante la gestacion (Reynolds y Griffin, 1990) y movilizacién de
distintos isotipos (IgG1; Pellerin y col., 1990; IgA: Jeffcoate, 1992) hacia la
glandula mamaria a partir de los ultimos dias de la gestacién, Io que
incrementaria la receptividad de las hembras a los nematodos gastrointestinales.

Las hormonas producidas enddégenamente por la hembra gestante se han
considerado como responsables de este fallo inmunitario durante el periparto.
Este es el caso de la prolactina y ia progesterona, que se han relacionado con la
elevacién de huevos periparto ocurrida tanto en ovejas (Fleming y Conrad, 1989)
como en cabras (Rahman y Colling, 1992). La prolactina parecié tener un efecto
positivo sobre el tamano y fecundidad de las hembras de H. contortus cuando
se administré a dosis similares a las que producen las hembras en lactacién de
forma enddgena, siendo el incremento de la fecundidad un factor considerado
como componente importante de la elevacidn de huevos periparto (Fleming,
1993). La existencia de interacciones entre la prolactina y el sistema inmunitario
ha sido evidenciada en muchas ocasiones (SkwarXo-Sonta, 1992).

Sin embargo, las observaciones llevadas a cabo por Coop y col. (1890)
mostraron una ligera anticipacion en la elevacién de la eliminacién de huevos de
Te. circumcincta respecto al pico de prolactina, lo que sugeria que existian
otros factores ademéds de © en lugar de la prolactina que podrian ser los
responsables del inicio de la elevacion periparto, ya que ademas, los mismos
autores no observaron esta elevacion periparto en ovejas no prenadas ni paridas
en las que reprodujeron de forma artificial la produccién de leche, asi como picos
de prolactina en sangre similares a los encontrados en hembras gestantes. Las
dudas sobre el papel de la prolactina en este fenémeno fueron a su vez
formuladas por Jeffcoate y col. (1990), quienes no observaron ninguna alteracion
ni en la inmunidad humoral (mediante ensayos de hemaglutinacion) ni en la
celular (mediante pruebas de tuberculinizacién) a causa de la prolactina. No
obstante, es posible que si bien la prolactina no altera la respuesta inmunitaria de
caracter sistémico, si altere en cambio la respuesta local (Jeffcoate, 1892),
desempenando por tanto un papel relevante en la relajacion del sistema
inmunitario ovino.

Otros tipos celulares, tales como mastocitos y eosindfilos, podrian ver
comprometidas sus funciones durante !a época periparto, mediante algunos
factores liberados por el sistema neuroendocrino (Jeffcoate y col., 1980). En
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cualquier caso, las relaciones entre el sistema inmunitario y el sistema
neuroendocrino deberian ser exploradas con mas amplitud (Barger, 1993).

1.5.2.c. Influencia de otros factores

LLa malinutricién, y sobre todo la deficiencia de proteinas en la dieta, tiene
consecuencias perjudiciales sobre la inmunidad adquirida frente a H. contortus
(Roberts y Adams, 1990). Este efecto resultd mas marcado en animales jovenes
(5 meses, Merino), mientras que los animales con una edad suficiente para
desarrollar una buena respuesta inmunitaria {8 meses, Scottish Blackface)
alimentados con un nivel bajo de proteinas en la dieta respondieron de igual
forma a la vacunacidn con larvas irradiadas que aquellos animales que fueron
alimentados con un nivel alto de proteinas en la dieta (Abbot y Holmes, 1990).
Sin embargo las diferentes razas parecen un factor a tener en cuenta, dado que
Abbot y col. (1985) encontraron diferencias en la eliminacién fecal de huevos en
animates Finn Dorset de 3 meses de edad con dos planos nutricionales
diferentes, mientras que en la raza Scottish Blackface no se encontraron
diferencias entre los dos grupos de animales.

La influencia del selenio en las inmunodeficiencias o sobre el correcto
funcionamiento del sistema inmunitario se ha planteado en numerosas
ocasiones. Sin embargo, en animales alimentados con dietas altas y bajas en
selenio, este elemento no influyé sobre la capacidad de respuesta de los
animales a la hemoncosis {Jelinek y col., 1988), asi como tampoco lo hizo en la
respuesta frente a las tricostrongilidosis causadas por Te. circumcinctao T.
colubriformis (McDonald y col., 1989).

1.5.3. Genotipo

Las diferencias de comportamiento frente a infestaciones parasitarias
observadas entre los distintos rebafios o entre animales de localizaciones
geograficas dispares han atraido desde hace tiempo la atencién y el esfuerzo de
muchos investigadores. Whitlock (1955) llevd a cabo una serie de experimentos
con el fin de comprobar el comportamiento diferencial entre animales, asi como la
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posibilidad de transmisiéon a la descendencia de los supuestos caracteres
genéticos responsables de la resistencia de los ovinos a la tricostrongilidosis.

A partir de estos estudios se han buscado marcadores de resistencia
genética, raciales e intrarraciales de tipo directo (numero de vermes, huevos
eliminados, etc) o indirecto (tipo de hemoglobina, CLA, etc), capaces de discernir
entre animales mas o menos resistentes a las parasitosis (Kassai y Sréter, 1992;
Kloosterman y col., 1992; Stear y col., 1994 y 1995; Hohenhaus y Outteridge,
1995; entre otros). Sin embargo hasta el momento no se ha identificado un
marcador determinante de resistencia, y posiblemente los marcadores existentes
(sexo, peso vivo, hematocrito y eliminacion fecal de huevos) sean suficientes para
determinar resistencia en la hemoncosis, al menos en corderos Scottish
Blackface (Stear y col., 1995).

1.5.3.a. Variaciones raciales

Las observaciones realizadas han permitido que en algunos sistemas
parasito-hospedador se haya empleado con éxito la diferente capacidad de
resistencia de las distintas razas para combatir algunas enfermedades. Este ha
sido el caso de ia tripanosomosis y las infestaciones con garrapatas en bovinos
(en Gray y Gill, 1994).

La resistencia a la hemoncosis se ha asociado en numerosas ocasiones a
una raza determinada, basandose en mencres sliminaciones fecales de huevos
del parasito o bien en alteraciones fisiopatolégicas menos marcadas. Este ha
sido el caso de la raza Florida Native, cuyos individuos mostraron en diversos
estudios una mejor respuesta frente a H. contortus cuando se ies comparé con
individuos de otras razas (Radhakrishnan y col., 1972; Courtney y col., 1985ay b
y Gamble y Zajac, 1992). A su vez los animales Scottish Blackface fueron
considerados por Altaif y Dargie (1978a) como una raza de mayor resistencia a la
hemoncosis que los animales de raza Finn Dorset. Otros animales considerados
resistentes a {a enfermedad han sido los pertenecientes a la raza Saint Croix ,
quienes mostraron en varios estudios realizados tanto con infestaciones
naturales (Gamble y Zajac, 1992) como con infestaciones experimentales
(Courtney y col., 1985a; Zajac y col., 1990) menores cargas parasitarias,
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eliminaciones de huevos mas bajas a lo largo de las infestaciones, asi como
menores descensos de los valores de hematocrito.

La raza Dorset, por el contrario, aparece en distintos estudios con una gran
sensibilidad a la infestacién por H. contortus, mostrando eliminaciones fecales
de huevos muy elevadas, aitas cargas parasitarias asi como alteraciones
importantes en los indices hematicos estudiados (Altaif y Dargie, 1978; Courtney
y col., 1985a; Zajac y ¢0l.,1990 y Gamble y Zajac, 1992). Esta mayor receptividad
a la enfermedad se asocid con una menor capacidad de los corderos Dorset para
producir giébuloleucocitos en el abomaso (Gamble y Zajac, 1992).

Preston y Allonby (1879a) compararon un nlGmero mayor de razas,
estableciendo una gradacién de resistencia a la hemoncosis en infestaciones
naturaies en Kenia; los animales mas resistentes resultaron los de raza Red
Massai (raza autdctona), mientras que la Hampshire se mostré como la raza mas
susceptible. Las razas introducidas con el fin de mejorar la productividad de las
razas locales (Blackhead Persian, Merino, Dorper y Corriedale) mostraron una
resistencia intermedia a la hemoncosis. A su vez, Courtney y col. (1885a)
compararon diterentes razas mediante infestaciones experimentales con H.
contortus en corderos, imputando, igual que otros autores, la mayor resistencia
a la raza Saint Croix y la menor a los corderos de raza Dorset; los animales de
raza Florida Native, Barbados Blackbeily y 3/4 de Saint Croix aparecieron con
una resistencia intermedia al pardsito. Los autores sugirieron que los corderos
mas resistentes fueron los que se mostraron capaces de desarrollar inmunidad a
la hemoncosis a una edad mas temprana.

La informacién, a este respecto, en Espana es hasta donde sabemos muy
escasa. Se han realizado estudios sobre la cinética de contaminacion en pastos
en las razas Talaverana (Garcia Romero y col., 1993}, Manchega (Gémez Garcia
y Blazquez Merino, 1994) y Aragonesa (Uriarte y Vaiderrdbano, 1989), asi como
algunos estudios sobre la respuesta inmunitaria de corderos y ovejas de raza
Manchega a las infestaciones experimentales por H.contortus (Cuquereila y
col., 1991, 1993, 1994 a y b), pero no existen estudios comparativos entre ellas.

Consideramos este aspecto de interés, teniendo en cuenta que en Espafa
existen mas de 28 variedades raciales autéctonas y un nimero importante de
razas extranjeras incorporadas, asi como numerosos cruces con el fin de mejorar
la pr_oduccién de corderos o bien de ieche y que, Espafia presenta el segundo
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censo ovino de la Unién Europea, con 23 millones de cabezas (23,8%) sdlo
detras del Reino Unido (29,6 millones; 30,6% del censo europeo) (MAPA, 1894).
Las razas autdctonas mas importantes numéricamente son, en orden decreciente,
las siguientes: Merina (y derivados), Aragonesa, Churra, Castellana y Manchega;
estas dos dltimas, asi como la Aragonesa (Rasa) pertenecen al tronco entrefing,
mientras que las otras dos razas poseen troncos propios (tronco merino y tronco
churro). Las razas Merina, Churra, Castellana y Manchega representan
aproximadamente el 50% del censo ovino espafiol. Cada una de estas razas
contiene entre 1,5 y 3 millones de cabezas en nuestro pais (Sanchez Belda y
Sanchez Trujillano, 1986).

1.5.3.b. Variaciones intrarraciales.

Las caracteristicas genéticas de cada individuo pueden determinar el
grado de resistencia a las tricostrongilidosis. Este hecho puede ser aprovechado
mediante su transmisién a la descendencia creando lineas de animales con
diferente susceptibilidad a las parasitosis. Dineen y col. (1978) establecieron el
concepto de animales "respondedores” y "no respondedores” en funcidén de la
respuesta obtenida cuando los corderos se vacunaron con larvas irradiadas de T.
colubriformis. En otros estudios, los animales se agruparon en “altos
respondedores” y "bajos respondedores” (Outteridge y col., 1985), categorias
equivalentes a las anteriormente citadas de Dineen y col. (1978).

A través de la seleccidn genética se han establecido varios rebafios de
ovejas resistentes a diversos tricostrongilidos (ver Kassai y Sréter, 1992,
Woolaston, 1990). La capacidad de transmision de esta caracteristica a la
descendencia se ha estimado entre 0,3 y 0,5 en estudios realizados con T.
colubriformis, asi como con H. contortus (Albers y col., 1987; Windon, 1990;
Sréter y col., 1994). Estos valores resuitaron similares a los alcanzados en la
seleccién genética de otros caracteres productivos tales como ganancia de peso
o calidad de lana (Kassai y Sréter, 1992).

Un factor importante a tener en cuenta en la seleccion de resistencia frente
a parasitos es que ésta no afecte a otras caracteristicas productivas de forma
negativa (Piper, 1987). Albers y col. (1987) comprobaron que los animales mas
resistentes a H. contortus no vieron afectada su productividad. Sin embargo,



REVISION BIBLIOGRAFICA

en ocasiones se ha asociado de forma adversa la resistencia genética parasitaria
y la fertilidad, aunque este aspecto todavia ha quedado sin aclarar (Woolaston,
1990). Ademas se ha estimado que el incremento de resistencia podria ser de un
30% en 12 anos en el caso desfavorable de que esta capacidad estuviese
determinada por varios genes, y no por un gen unico (Gruner y Cabaret, 1988).
La seleccion genética tendria, ademads, consecuencias econdémicas beneficiosas
por la disminucidn de la contaminacidn de los pastos (Windon, 1990), que
ademas reduciria la frecuencia de los tratamientos antiheliminticos, asi como la
resistencia a los mismos por parte de los nematodos (Barger, 1989).

Muchos investigadores han puesto de manifiesto la necesidad de
encontrar algan marcador indirecto de resistencia para comprobar su grado de
respuesta a las parasitosis (Windon, 1990, 1991; Hohenhaus y Outteridge, 1995).
El tipo de hemoglobina, los antigenos de linfocitos ovinos (OLA) asi como la
capacidad de respuesta inmunitaria se han considerado como potenciales
marcadores.

El tipo de hemogiobina que portaban los animales dio lugar a muchos
estudios para comprobar la relacidén entre la receptividad a la hemoncosis y esta
caracteristica. Estudiando parédmetros fisiopatoldégicos (hematocrito,
concentracion de hemoglobina, etc) y eliminacién fecal de huevos del parésito en
merinos con infestaciones naturales, se encontraron animaies mas receptivos a la
enfermedad que portaban el tipo B, mientras que los animales con hemoglobina
de tipo A sufrieron en menor medida la parasitosis (Allonby y Urquhart, 1976),
mostrando, incluso, una mayor tendencia a la autocuracion; los animales
heterozigoticos AB presentaron un comportamiento intermedio. En otros estudios
Altaif y Dargie (1978a y b) asi como Preston y Allonby (1979b) comprobaron el
mismo hecho, aunque en estos trabajos los autores plantearon la posibilidad de

la existencia de algun otro marcador genético ademds del tipo de hemoglobina
per se.

Estudios posteriores, sin embargo, no han mostrado ninguna relacién entre
el tipo de hemoglobina de los animales y la resistencia de los mismos a H.
contortus, proponiendo una base genética distinta para la resistencia a la
hemoncosis y no ligada al tipo de hemoglobina del hospedador (Kassai y col.,
1990). Lo mismo fue sugerido por Luffau y col. (1990), quienes relacionaron la
hemoglobina de tipo A en los ovinos a una mejor capacidad para superar la
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anemia causada por H. contortus y no a una mayor resistencia frente a la
infestacion.

La capacidad de respuesta inmunitaria de los animales se ha empleado en
ocasiones para averiguar el grado de resistencia a las enfermedades
parasitarias. Se ha sugerido que el nivel de anticuerpos asi como la subclase de
inmunoglobulina presente -de forma sistémica o localizada- en el curso de las
parasitaciones estd bajo control genetico tanto en ganado ovino (Gill, 1991,
1993a, 1994) como en vacuno (Gasbarre y col., 1990), y que influye de forma
notable en la adquisicién de resistencia. Ademas, la respuesta inflamatoria
originada (eosinofilia, mastocitosis, etc) por diversos vermes gastrointestinales se
ha relacionado con el grado de resistencia adquirda (Gill, 1991; Gill y col., 1991a;
Hohenhaus y Outteridge, 1995), mas aun cuando se ha demostrado que la
resistencia genética a H. contortus se vio suprimida cuando los animales fueron
tratados con un corticosteroide, y que este efecto se evidencid de forma notable
en la respuesta inflamatoria local (Presson y col., 1988). Pritchard (1993) sugirié
la posible relacion entre la resistencia a las helmintosis gastrointestinales y la
persistencia del antigenc en forma de inmunocomplejo en el tejido linfoide que
recogia el drenaje proveniente de los lugares de asentamiento parasitario.

Se han encontrado asociaciones entre el compiejo principal de
hisptocompatibilidad (MHC) y la resistencia frente a infestaciones por nematodos
en varias especies animales, incluidas ganado vacuno, porcino y ovino (in
Schwaiger y col., 1995). En estudios realizados por Outteridge y col. (1985, 1986)
se hallé una aparente asociacién entre los antigenos linfocitarios ovinos (OLA)
denominados SY1 (1a+1b) y la menor eliminacién fecal de huevos (animales
clasificados como "de alta respuesta") de T. colubriformis en animales
vacunados con larvas irradiadas, mientras que el antigeno denominado SY2 se
asocid preferentemente con animaies que eliminaban mayores cantidades de
huevos ("de baja respuesta"). También se ha sugerido que el alelo DRB1,
perteneciente al complejo principal de histocompatibilidad, guarde alguna
relacion con las menores eliminaciones fecales de huevos de Te. circumcincta
en animales Scottish Blackface de 6 meses de edad, mientras que esta relacién
resulté dificil de establecer en animales mas jovenes (Schwaiger y col., 1995).
Sin embargo esta asociacién no ha podido ser demostrada en el caso de
infestaciones con H. contortus (Cooper y col., 1989), aunque Luffau y col.
(1980) no excluyen la posibilidad de que genes pertenecientes o cercanos al
sistema OLA puedan afectar a la resistencia frente a H. contortus.
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Otros sistemas de estudio se han llevando a cabo con el fin de demostrar
alguna relacidén entre patrones de restriccion de ADN (RFPL) vy resistencia a
helmintos, aunque aun no se han publicado resultados positivos en este sentido
{Windon, 1991). Hasta el momento los marcadores indirectos de resistencia a las
tricostrongilidosis, particularmente a las hemoncosis, no son ampliamente
utilizados de forma rutinaria en los programas de seleccién genética; sin
embargo, en Nueva Zeianda y Australia se emplean algunos de estos
marcadores indirectos (anticuerpos especificos, OLA, eosindfilos) para
seleccionar animales resistentes (in Hohenhaus y Outteridge, 1995).

1.5.4. Infecciones/infestaciones concurrentes

La existencia de antigenicidad cruzada entre los nematodos
tricostrongilidos mds comunes ha sido demostrada (Chaarley y col.,, 1981;
Anderson y col., 1989; Cox y col., 1990; Gamble y col., 1990; Cuquerella y col.,
1994a), sin embargo, la influencia que ejercen las especies heterdlogas sobre la
resistencia a las infestaciones por H. contortus no esta claramente establecida.
Se ha comprobado que las infestaciones con Te. circumcinta producen un
efecto negativo sobre el asentamiento de H. contortus en el abomaso
(Blanchard y Wescott, 1985 y Dobson y Barnes, 1995). De forma general este
efecto negativo ha sido atribuido a los cambios de pH producidos en el abomaso
por Te. circumcinta, asi como a otras alteraciones en el medio parasitario
capaces de afectar a una instauracidon normal del parasito. Dicahs alteraciones
resultaron mas evidentes especialmente en la ostertagiosis de reciente
adquisicién ¢ coincidentes en el tiempo con la hemoncosis.

En experimentos realizados por Reinecke y col. (1979) se evidencié una
proteccion parcial frente a la hemoncosis en ovejas que habian sido previamente
infestadas con T. axel, mientras que las infestaciones previas con Te.
circumcincta o H. placei no confirieron ninguna capacidad de proteccidn
cruzada a los animales. Quizds en este caso la duracién de las infestaciones
previas con Te. circumcincta no consiguié mantener los cambios necesarios
en el abomaso capaces de disminuir la implantacion de H. contortus.
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La escasa o nula proteccién frente a la hemoncosis que confieren las
infestaciones con T. colubriformis ha sido confirmada en numerosas ocasiones
(Adams y col., 1990; Emery y col., 1992; Barnes y Dobson, 1993). Sin embargo,
este verme si resulté capaz de eliminar otros pardsitos menos reiacionados con él
antigénicamente (Nematodirus spathiger) pero que compartian idéntica
localizacion dentro del hospedador (Emery y col., 1993). Los autores plantearon
ia importancia de la expulsién no especifica de vermes en la proteccidon cruzada
frente a nematodos heterdlogos, la cual actuaria Unicamente en el lugar de
implantacion del parasito que la desencadené (intestino delgado en este caso),
pero sin embargo seria incapaz de eliminar a los parasitos que se localizaran en
el abomaso.

La resistencia genética a una determinada especie parasitaria confiere
también aigun grado de resistencia frente a infestaciones heterdlogas, al menos
en el caso de parasitos relacionados (Barger, 1984; Windon, 1990, 1991; Kassai
y Sreter, 1992; Sréter y COI., 1994). Ademas se ha demostrado una correlacion
importante entre ios niveles de anticuerpos hallados en un nimero muy elevado
de ovejas frente a cuatro especies de nematodos parasitos (Douch y col., 1995).

Algunas enfermedades parasitarias influyeron sobre la capacidad de
resistencia de los animales a la hemoncosis. Las infestaciones previas con
protozoos intestinales (coccidiosis) en animales destetados produjo un
incremento en las eliminaciones fecales de huevos de tricostrongilidos (de la
Fuente y col., 1993). Se ha comprobado, ademas, un acortamiento del periodo de
prepatencia menor y un incremento en ia patogenicidad de H. contortus cuando
el ganado tripanotolerante sufria infecciones concurrentes con Trypanosoma
congolense (Kaufmann y col., 1992). Sin embargo, no se comprobé ninguna
asociacién adversa en animales resistentes a la hemoncosis con enfermedades
de caracter infeccioso como el pedero ovino (Woolaston, 1993).

1.5.5. Otros factores

En la adquisicién de resistencia a la hemoncosis se ha sugerido la
importancia de factores tales como la dosis recibida (Barger y col., 1985), la
persistencia de estimulo antigénico (Barger, 1988; Pritchard, 1993) y el
calendario de las infestaciones (Cuquerella y col., 1994).
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Barger y col. (1985) evidenciaron que los animales que mayores dosis
larvarias de H. contortus recibieron fueron los que finalmente iograron mayor
resistencia a la infestacidn, siendo capaces de una mayor tasa de eliminacion de
parasitos aduitos. Mas tarde se ha comprobado la necesidad de la persistencia
de una poblacion de vermes (especialmente adultos) para mantener ei grado de
resistencia alcanzado frente a la hemoncosis durante el tfranscurso de
infestaciones previas (Barger, 1988), planteando dudas sobre el beneficio real de
los tratamientos antihelminticos que eliminaban tanto parasitos como estimulo
antigénico.

De igual modo, se comprobd gque los animales adultos que menores
eliminaciones fecales de huevos producian eran aguéllos que méas veces se
habian enfrentado a infestaciones previas con H. contortus, es decir los que
soportaron durante mdas tiempo las infestaciones, y por tanto el estimulo
antigenico que éstas suponian. Se observd que era necesario un periodo de ca.
4 meses sin contacto con el helminto, tras haber sufrido las infestaciones, paara
garantizar una rspuesta mas eficaz (Cuquerella y col. 1994b). Un aspecto de
interés es la sugerencia de Pritchard (1993) sobre la necesidad de la presencia
de inmunocomplejos (vide supra).

Por otra parte, se ha sugerido que los tratamientos antiheiminticos per se
son capaces de alterar las funciones del sistema inmunitario ovino. Este hecho se
estudid tanto con benzimidazolcarbamatos como con ivermectinas (Stankiewicz y
col., 1994, 1995), llegando los autores a la conclusion de que ambos compuestos
influfan de forma negativa sobre la actividad blastogénica de linfocitos y sobre la
respuesta secundaria de anticuerpos.

1.6. Caracterizacion de H.contortus. Aplicaciones a la inmunoprofilaxis e
inmunodiagndstico.

Tras los estudios pioneros de Neilson (1969) y Ozerol y Silverman (1969,
1970), se han llevado a cabo numerosos estudios para caracterizar los
componentes, fundamentalmente proteicos, de H.contortus. Estos estudios, al
igual que ocurre con otros helmintos, se han visto complicados al poseer los
nematodos una gran cantidad de componentes de potencial antigenicidad que
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pueden variar a lo largo de su cicio bioldgico apareciendo como estadio-
especificos (de Leeuw y Cormnelissen, 1991; Wedrychowicz y col., 1994, Koyman y
Eysker, 1995), y existir una elevada antigenicidad cruzada con miembros de la
misma o diferente familia (Shamansky y col., 1989; Cox y col., 1990a; Cox 1992),
circunstancias que dificultan de forma extraordinaria la bisqueda de antigenos
inmunodiagndsticos o inmunoprotectores.

Los antigenos que mas se han utilizado en estudios inmunolégicos han
sido aquélios que presumiblemente tienen un mayor contacto con el hospedador.
Este es el caso de los antigenos del tegumento y la cuticula o de antigenos de
excrecion y secrecion producidos tanto en érganos especializados como en el
tegumento parasitario (Lightowlers y Rickard, 1988). Las enzimas parasitarias (de
defensa, proteoliticas) se han considerado importanies candidatos para
establecer estrategias de proteccion frente a los pardsitos (Knox y Jones, 1991).
Todas estas sustancias pueden participar en procesos tales como penetracion y
alimentacion en el hospedador, evasién de la defensa inmunitaria asi como en
procesos inmunopatélogicos.

Se han realizado numerosos estudios sobre los antigenos de la cuticula y
tegumento de H. contortus en diversas fases del ciclo biolégico, adulto, L3 y L4
fundamentalmente (Cox y col., 1989, 1990b; Rhoads y Fetterer, 1990, 1994;
Ashman y col., 1995), entre ellos una glicopropteina (70-90 dkDa) que podria
intervenir en la evasion de la respuesta inmunitaria (Ashman y col., 1995); el
coidgeno no parece tener un gran interés por tratarse de una molécula muy
conservada filogenéticamente, con afinidades incluso con algunos de
vertebrados (Shamansky y col., 1989; Cox y col., 1980a; Cox, 1992).

El dltimo grupo de antigenos que ha atraido la atencién de los
investigadores ha sido el de antigenos solubles y productos de
excrecion/secrecién. Tras ios trabajos iniciales (solubles, excrecién/secrecion,
liquido de desenvainamiento; Neilson, 1969; Ozerol y Silverman, 1989; 1970;
Clarke y Slocombe, 1984; Neilson y Van de Walle, 1987) se han obtenido mas
recientemente resultados prometedores tanto con antigenos solubles (Cuquerelia
y col., 1993) como con productos de excrecién/secrecion (Schallig y col., 1994b).
Entre estos productos hay que destacar a las cisteina proteasas (Karanu y col,,
1993; Knox y col., 1993).
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1.6.1. Inmunizacion

Que la inmunizacién frente a las infestaciones por H.contortus es posible
queda demostrado por la constataciéon de que las infestaciones continuas de los
animales con varias dosis larvarias seguidas de un reto provoca un grado de
inmunidad aceptable con considerables disminuciones en las cargas
parasitarias, tanto en infestaciones con H. contortus (Christie y col., 1978) como
en otros tricostrongilidos (Douch, 1988). Una evidencia de este hecho, en
condiciones naturales, es la suministrada por la disminucién de la intensidad de
las infestaciones en animales adultos.

Desde el éxito obtenido con la vacuna basada en larvas irradiadas de
Dictyocaulus viviparus en el ganado vacuno, se realizaron intensas
investigaciones en el caso de los nematodos gastrointestinales de rumiantes. La
eleccidon de la dosis de irradiacidn parecié ser transcendental en la preparacion
de las vacunas. siendo las dosis mas adecuadas las comprendidas entre 40 y 60
krad {Smith y Christie, 1978). Asimismo, resultaba conveniente la utilizacién de
dos dosis larvarias para producir el efecto deseado. En otros sistemas pardsito-
hospedador se demostrd, de igual forma, la importancia de la dosis larvaria
empleada en la vacuna, que debia superar una cantidad limite para tener exito
(Windon y col., 1984; Seaton y col, 1989). En el caso de H. contortus, la dosis
requerida en la mayoria de [0s ensayos realizados fue de 10000 L3 (x 2 dosis).
Se ha sugerido que el modo de accién de estas vacunas seria la diferente
conformacién y presentacion de antigenos parasitarios que determinaria el
incremento de inmunogenicidad de la vacuna (Wales y Kusel, 1992).

A pesar de los exitos obtenidos con animales adultos, los ensayos de
vacunacion no funcionaban de igual forma en animales que contaban con pocos
meses de edad (Urquhart y col., 1966; Lopez y Urquhart, 1967) desarrollandose
una mayor respuesta de forma paralela a su crecimiento (Smith y Angus, 1980).
Quizas este factor, junto con los problemas asociados a la aplicacién de la
vacuna en condiciones de campo (cantidad de larvas necesarias, transporte,
viabilidad y conservacidn) han hecho desistir a los investigadores en sus intentos
y dirigir sus esfuerzos hacia antigenos parasitarios determinados (Emery y col.,
1993).
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Tanto mezclas proteicas como antigenos parasitarios purificados de forma
parcial han sido ampliamente utilizados en la formulacién de vacunas. A pesar
del frecuente empleo de larvas como fuente de antigenos protectores (Neilson y
van de Walile, 1987; Boisvenue y col., 1891; Turnbull y col., 1992}, su capacidad
inmundgena ha sido discutida cuando se relacioné con la respuesta provocada
con un sonicado de vermes adultos (Adams, 1889).

El empleo de fracciones proteicas del parasito se ha resuelio en diferentes
grados de proteccion. Los ensayos realizados con proteinas cuticulares larvarias
de tipo colageno (Boisvenue y col, 1991), asi como con antigenos de superficie
larvarios (Turnbull y col., 1992) no tuvieron éxito. Sin embargo, Neilson y Van de
Walle (1987) lograron una reduccion de la poblacion parasitaria adulta del 59%
al emplear una fraccion larvaria mayor de 30 kDa en animales menores de 6
meses en una raza de respuesta precoz (Florida Native).

Una aproximacién, desarroilada en los Gitimos afios por varios grupos de
investigacion, es la utilizacion de diferentes antigenos procedentes del tracto
intestinal parasitario (Munn y col., 1987; Jasmer y McGuire, 1991, 19896; Smith y
col.,, 1994). A pesar de que algunos de estos antigenos estén presentes en el
intestino de otros parésitos relacionados (Jasmer y McGuire, 1891), su utilizacion
en ensayos vacunales frente a especies que no se alimenten de sangre del
hospedador no parece adecuada, puesto que los anticuerpos no llegarian a su
destino.

Los resultados mas espectaculares se han logrado con la glicoproteina de
H. contortus H11 (Munn y col., 1987). En las numerosas pruebas llevadas a
cabo con esta fraccién parasitaria se ha demostrado su efectividad cuando se
estudian aigunos pardmetros parasitarios. Cabe destacar la drastica reduccion de
la eliminacién fecal de huevos, asi como la mayor susceptibilidad de las hembras
del helminto a la vacuna. Sin embargo, en ningun caso aparecen sefaladas las
poblaciones de parasitos inmaduros, y dado el escaso tiempo de duracion de las
infestaciones (35 dias), resultaria interesante comprobar si el efecto se debe
unicamente a una detencion del desarrolio parasitario y no a la eliminacién
efectiva del helminto.

La accién protectora de la vacuna sobre la pérdida de eritrocitos se ha
comprobado en ovejas de raza Clun Forest (Tavernor y col., 1992b). No obstante,
esta consecuencia no resulta tan marcada en cordercs de la misma raza (Munn y
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col., 1993b) o bien en ovinos jévenes de raza Dorset (Tavernor y col., 1992a;
Smith y col., 1893; Munn y col., 1993b), no habiendo side comprobado el valor
hematocrito en corderos merinos (ver Munn y col.,, 1993a). Tampoco se ha
demostrado una sustancial transferencia de proteccidén de madres gestantes
hacia sus corderos por medio del calostro, a pesar del mayor nivel de anticuerpos
séricos anti-H11 detectados (Andrews y col., 1995). La via de administracion de la
vacuna (intramuscular o subcutdnea) ejerce una considerable influencia sobre el
isotipo de IgG predominante en la respuesta y quizas fuese conveniente
reconsiderar la formulacién asi como la via de administracion (Newton y col.,
1995).

En todos los ensayos vacunales mencionados hasta el momento ha sido
empleado el adyuvante de Freund {completo e incompleto). Se ha postulado el
posible papel de este adyuvante en el incremento de receptividad a la
hemoncosis (Adams, 1989). No obstante, el caso contrario ha sido a su vez
descrito por Bautista-Garfias y col. (1891), evidenciando reducciones
inespecificas en la poblacidn parasitaria entre un 30 y un 56% en corderos de 8
meses que sufrieron infestaciones experimentales con 10000 L3 de H.
contortus.

El éxito conseguido con ciertas enzimas parasitarias en ensayos de
vacunacién tuvo como consecuencia el que numerosos investigadores siguieran
por esta via. La capacidad de la Glutation-S-transferasa (GST) de Schistosoma
mansoni para producir proteccién frente a infestaciones por el parasito es bien
conocida, encontrandose también esta capacidad de proteccion de la enzima en
otros Digenea como Fasciola hepatica (ver Brophy y Pritchard, 1992). A pesar
de que la cantidad de esta enzima producida por los tricostrongilidos es bastante
inferior se han realizado valoraciones de su potencial capacidad protectora en el
caso de L3 de H. contortus, aunque sin éxito (Sharp y col., 1991).

1.6.2. Diagnéstico inmunoldégico de la hemoncosis ovina

El diagndstico de la hemoncosis ovina, ademds de en la epidemiologia y
clinica de la parasitosis, se ha basado esencialmente en la coprologia vy
coprocultivo. Ademas de sus limitaciones (prepatencia, cuadros agudos) requiere
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personal especializado y tiempo para completar el desarrollo larvario (L3), por lo
que otros tipos de diagndstico serian de interés.

La deteccién de componentes parasitarios en los animales infestados seria
de evidente valor, sin embargo, los ensayos realizados hasta el momento .para
determinar tanto los antigenos circulantes en animales infestados (Petit y col.,
1981) como los presentes en la materia fecal de sus hospedadores (Ellis y col.,
1993) no ha tenido éxito. Los estudios para determinar la presencia de ADN
parasitario no parecen de utilidad practica por su coste econdémico (Roos y Grant,
1993; Christensen y col.,, 1994). Por todo ello, el interés fundamental se ha
centrado en el desarrollo de diagndsticos inmunoidgicos indirectos.

Desgraciadamente, l0s meétodos diagndsticos desarrollados han adolecido
de falta de sensibilidad -siendo utiles en ciertos casos sélo en algunas razas
ovinas- y, especialmente, una extremada falta de especificidad. Este hecho ha
sido relacionado con la presencia de proteinas con una antigenicidad comun
entre nematodos emparentados, como es el caso de H. contortus y Te.
circumcincta (Anderson, y col.,, 1989), proteinas muy conservadas
genéticamente entre nematodos diversos (Shamansky y col., 1989; Cox y col,,
1990a) o bien la presencia de fosforilcolina en los extractos parasitarios, dando
lugar todo ello a la presencia de reacciones cruzadas entre los diversos
nematodos (Hendrikx y col., 1980; Péry y col., 1974; van Leeuwen y col., 1992).
Ademas estos métodos de diagndstico pueden ser complicados por la existencia
de inmunoglobulinas del hospedador en los extractos antigénicos de adultos de
H. contortus (Murray y Smith, 1994).

La compiejidad antigénica hace necesaria la simplificacién asi como el
estudio individual de antigenos determinados para poder aclarar su papei sobre
el sistema inmune (Charley-Pouiain y col., 1984), del mismo modo que en otros
trichostrongyloideos del ganado ovino {p.e. T.colubriformis: Savin y col., 1990;
Dopheide y col., 1991- Te.circumcincta: McGillivery y col., 1989).

Schallig y col. (1995b) encontraron ligeramente incrementada la
sensibilidad y especifidad del método ELISA cuando emplearon antigenos de
excrecidén/secreciéon de adultos de H. contortus respecto a los extractos
solubles parasitarios, pero de mayor interés han resultado los estudios realizados
sobre antigenos individuales. Mediante separacion electroforética de los
antigenos de H. contortus se han evidenciado proteinas parasitarias que fueron
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reconocidas por ovejas infestadas, mientras las ovejas testigo no mostraron el
mismo patréon de reconocimiento. Los resuitados se han obtenido en estudios
puntuales con extractos larvarios (Hendrikx y col., 1990), asi como con antigenos
de adultos en estudios seriados (Cuquerella y col., 1993; Schallig y col. 1994b).
Los antigenos de 24 kDa y de 55-60 kDa sefalados por Schallig y col. (1994b,
1995a) o Takats y col. (1995} se han considerado como especificos y buenos
indicadores de la infestacién. Asimismo, los antigenos de peso molecular 25-26
kDa indicados por Cuquerella y col. {1993) han demostrado ser especificos
ademads de poder realizar diagndsticos de hemoncosis ovina durante el periodo
prepatente de la infestacién asi como en corderos jovenes, 10 que les sefalan
como buenos aspirantes para su uso en un diagndstico serolégico indirecto
(Cuquerella y col., 1993).
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. MATERIAL

2.1.1. Material bioidgico

2.1.1.a. Corderos

2.1.1.a.1. Grupo de corderos donadores

En el mantenimiento de "cepas" parasitarias y la obtencién de material
antigénico se emplearon 20 corderos donadores (444, 445, 446, 447, 448, 449,
459,1,2,3,4,5,6,7, A, B, C, X, Y, Z) . La mayor parte de los animales utilizados
fue de raza Churra (11 animales); el resto, de raza Manchega (8 animales). Se
empled también un cordero Churra x Romanov. En la medida de lo posible se opté
por trabajar con machos (16 machos y 4 hembras) para poder incrementar ia dosis
infestante. Los animales provenian de fincas situadas en Valladolid y Albacete y
fueron adquiridos cuando tenian aproximadamente 1,5-2,5 meses de edad. A su
llegada a las instalaciones se realizaron anélisis coprolégicos individuales, en los
que se evidenciaron en todos los casos cargas moderadas de ooquistes de
coccidios, resultando negativos a otros parasitos (excepto el animal n? 7 que
elimind 15 hpg de Nematodirus spp. y el cordero B que eliminé 15 hpg de
Strongyloides spp.). Posteriormente se procedid al tratamiento con Amprolio
durante cinco dias (100 mg/Kg) y a la desparasitacidén con Tiabendazol (88 mg/Kg)
dos dias. Antes de su infestacién se permitid un periodo de adaptacion
comprendido entre 15 y 65 dias, segun el caso. Los corderos se mantuvieron en
las instalaciones del Departamento de Patologia Animal | hasta su sacrificio.
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2.1.1.a.2. Grupo de corderos experimentales

Para el estudio de la respuesta de corderos a las infestaciones por H.
contortus se emplearon cuatro razas ovinas espanolas. Las razas representativas
elegidas por nosotros fueron Castellana, Churra, Merina y Manchega, tipos raciales
gue en su conjunto agrupan ca. 50% del censo ovino espafol. De cada raza se
escogieron catorce animales (siete machos que fueron posteriormente
vasectomizados y siete hembras), con un total de 56 corderos (V1-V56) de
aproximadamente dos meses de edad. Los animales fueron trasladados y
mantenidos en las instalaciones de la finca de Lucio Mozo (Villanubla, Valladolid).
Los animales testigos e infestados permanecieron en dos apartados dentro dei
mismo recinto, separados por un pasillo de 2 m de anchura, teniendo cada
apartado alrededor de 25 m2. Las distintas razas procedian de diferentes
explotaciones:

Castellana.- Lucio Mozo (Valladolid)

Churra.- Servicio Territorial de Agricultura "La Santa Espina", Castromonte
(Valladolid) '

Merina.- Agricola Cobacha, S.A. (Badajoz)

Manchega.- Asociacion Martefa S.A., Finca Santa Maria, La Roda, (Aibacete)

Cuando los animales llegaron a la finca se procedié a la realizacion de
andlisis coprolégicos individuales, los cuales resultaron negativos a
trichostrongiloideos, excepto tres animales de raza Merina (n® 31, 35 y 36). Dichos
corderos eliminaban 15 huevos por gramo de heces y, posteriormente, mediante
coprocultivo, se comprobé que correspondian al género Teladorsagia. Ademas
los animaies mostraron cargas moderadas de ooquistes de coccidios , siendo las
mayores cargas correspondientes a animales de raza Churra. Todos ios animales
fueron tratados con Amprolio (100 mg/Kg ) durante cinco dias y desparasitados con
Tiabendazol (88 mg/kg) dos dias. Después del tratamiento, los animales se
mantuvieron libres de tricostrongiloideos durante ocho meses en dichas
instalaciones. Durante este periodo un animal de raza Manchega murié como
consecuencia de una reticulitis traumatica, por 10 que el grupo de dicha raza quedd
reducido a 13 animales.
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2.1.1.b. Animales de campo

En el muestreo realizado para comprobar la validez diagndstica de los
antigenos identificados y aislados por nosotros, se escogieron diferentes
explotaciones de la Comunidad de Madrid. Los animales estudiados fueron
hembras de 1-3 afiocs de edad y que, mayoritariamente, pertenecian a la raza
denominada Rubia del Molar. Se muestrearon un total de 65 ovejas pertenecientes
a 7 explotaciones:

San Sebastidn de los Reyes.- 10 animales
Torrelaguna.- 8 animales

El Espartal.- 8 animales

El Espartal (bis).- 4 animales

Talamanca del Jarama.- 9 animales

El Molar.- 20 animales

Todos los animales salian a pastar en el momento del muestreo. Las
hembras de estas explotaciones pertenecian a una Asociacién de Defensa
Sanitaria, y eran desparasitadas una vez al afio con Albendazol. Ademds cada afio
eran revacunadas frente a Brucelosis, y en algunas ocasiones también se las
vacunaba frente a mamitis.

Ademas se tomaron muestras de 4 ovejas de raza Segurefa procedentes de
la comunidad de Murcia, y 2 ovejas de raza Merina procedentes de Leén.

2.1.1.c. Conejos

Para la obtencidn de sueros hiperinmunes frente a antigenos de diferentes
estadios de tricostrongiloideos se emplearon seis conejos hembras de raza Nueva
Zelanda x Gigante de California (C1, C3, C4, C6, C7, C8). Los animales provenian
de la Escuela de Ingenieros Agronomos (Universidad Politécnica de Madrid) y
fueron adquiridos con dos meses de edad. Se trataron cada treinta dias con
ivermectina (lvomec, MSD-AGVET) (0,02 ml/Kg). Ademas se les realizaron andlisis
coprolégicos, resultando todos ellos negativos a helmintos. 1.0s animaies fueron
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alojados en las instalaciones de nuestro Departamento, donde permanecieron
hasta su sacrificio.

2.1.1.d. Material parasitario

Se utilizaron tres especies parasitarias pertenecientes a la familia
Trichostrongylidae: Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta (dos
"cepas") y Trichostrangylus colubriformis. Se empiearon L-3 en las
infestaciones de animales experimentales y donadores y tanto adultos como L-3
para la obtencién de material antigénico.

Las larvas infestantes de H. contortus fueron cedidas por MSD-AGVET-
Espafa. Se emplearon dos "cepas" de de Te. circumcincta, la primera cedida
por el Dr. J. Uriarte (ITEA, Zaragoza) y la segunda por el Protf. J.L. Duncan
(Veterinary School, Glasgow, Escacia). Ademas se utilizé un aislado de T.
colubriformis también procedente de Glasgow.

2.1.2. Material de laboratorio

2.1.2.a. Material general

- Agujas cono Luer (9 x 25 mm y 0,5 x 16 mm) (Microlance, Becton
Dickinson)

- Botellas de vidrio de250, 500 y 1000 mi (Pyrex)

- Cubetas de polietileno

- Contenedor de plastico de polipropileno tipo Universal de 25 ml

- Cubreobjetos

- Chupetes de latex

- Espatulas

- Gradillas metalicas en "z" para tubos y eppendorf

- Guantes de plastico y de latex de un solo uso

- Hojas de bisturi del numero 24

- Jeringas cono Luer de 2, 5 y 10 ml (lco steril)
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- Jeringas cono Luer de cristal esterilizable de 5mi (Cornwal)

- Matraces de vidrio de 100, 250, 500, 1000 y 2000 mi (Pyrex)

- Papel de fiitro

- Pinzas

- Pipetasde 1,2,5y 10 ml

- Pipetas Pasteur de 150 y 230 mm

- Placas de Petri de 9 cm de didmetro

- Portaobjetos

- Probetas de 50, 100,250 y 1000 ml de capacidad

- Punzones

- Duquesas de polietileno

- Tijeras

- Tubos eppendorf de polipropilenc de 1y 1,5 ml

- Tubos de vidrio de § mi

- Tubos de vidrio de 10 ml para centrifuga (Trimex)

- Tubos de 15y 50 ml de polipropileno para centrifuga (Corning , TPP
® y Nunc)

2.1.2.b. Material para andlisis coprolégicos

- Aparato Baermann

- Bolsas de recogida de heces

- Cdmaras de McMaster

- Copas de sedimentacion

- Jaulas metabdlicas de hierro galvanizado

- Mallas de tamizado de 500 y 150 um de luz y cubeta fondo de mallas
- Morteros y mazos

2.1.2.c. Material para caracterizacion antigénica

- Criotubos de plastico de polipropileno de 1,8 ml (Nunc)

- Cubetas de plastico de poliestireno de 1 ml para refractometria
- Cubetas de cuarzo de 1 ml para espectrofotometria (Hellma ®)
- Homogeneizador de vidrio de 7 m! (Pobel)
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- Llaves de tres vias, asi como adaptadores "macho" y "hembra" de
polipropileno para cono Luer (Bio-Rad)
- Tubos de dialisis de celulosa (16 mm de diametro) con corte de peso
molecular 12-19 kDa (Visking ®, Serva)
- Tubos de silicona de 0,8 mm de diametro interno (Bio-Rad)
- Columnas para cromatografia de 1 x 30 y 1,5 x 90 cm (Bio-Rad)
- Cristales de electroforesis de 10 x 10 cm, asi como separadores de 1
mm de grosor (Lagoplast)
- Cristales, placas de alumina y cubetas de electroforesis (Mighty Small
™ Hoefer)
- Cubetas verticales de electroforesis de 12,5 x 12,5 cm (Lagoplast)
- Cubeta Trans-Blot Cell, con cartucho de transferencia y serpentin (n2
170 3911), (Bio-Rad)

2.1.2.d. Material para ensayos inmunolégicos

- Agujas para extraccién de sangre (9 x 25 mm, Vacutainer y Venoject)

- Centricon 10 y 30 (Millipore)

- Esponjas de 15 x 20 cm (Trans-blot)

- Membranas de transferencia immobilon P y Nitrocelulosa (0,4 um Millipore)

- Papel de plastico y papel de aluminio

- Pipetas automaticas P20, P200, P100 (Gilson) y P10 (Biohit)

- Pipetas muiticanal de 8 puntas P50 y P250 (Titertek ®)

- Piacas de microtitulacion de poliestireno de fondo plano (Nunc)

- Puntas de pipeta de plastico de polipropileno de 250 y 1000 pl

- Tubos de extraccidn de sangre con vacio de 10 ml {Vacutainer ® y
Venoject ®)

2.1.2.e. Reactivos generales

- Acetona (Panreac)

- Acetato sodico ( Probus)

- Ac. Acético glacial (Panreac)
- Ac. Citrico (Merck)
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- Ac.Clorhidrico (Panreac)

- Bicarbonato sédico (Panreac)

- Carbonato sdédico anhidro (Panreac)

- Cloroformo (Mallinkrodt)

- Cloruro de magnesio seis veces hidratado (Probus)
- Cloruro potasico (Panreac)

- Cloruro sédico (Quimon)

- Dimetilformamida (Probus)

- Etanol (Panreac)

- Fosfato disédico (Panreac)

- Fosfato potasico (Panreac)

- Glicerina (Merck)

- Glicina {Panreac)

- Hidréxido sdédico (Panreac)

- Leche en polvo (Molico Sveltesse, Nestlé)

- Metanol (Panreac)

- Negro amido (Merck)

- Pepsina (Merck)

- Perdxido de hidrégeno 30 % (Foret)

- Persulfato amonico (Merck)

- Ponceau S, sal sddica {Sigmay)

- 2-Propanol (Merck)

- Sacarosa (Panreac)

- Sepiolita

- Sulfato aménico (Merck)

- Sulfato de zinc siete veces hidratado (Panreac)
- N, N, N, N - Tetrametiletileno diamina,Temed {(Merck)
- Tween 20 (Merck)

- Zotal ®

2.1.2.f. Reactivos utilizados en el aislamiento y caracterizacidon de antigenos

- Ac. Etilenodiaminotetraacético (Sigma)
- Acrilamida, 95% de pureza (TDI)

- Ac. ortofostérico al 85% (Panreac)

- Azul de Bromofenol (Sigma)
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- Azul de Coomassie G 250 (Merck)

- Azul de Coomassie R 250 (Merck)

- 1-Cloro-2,4-dinitrobenceno (Sigma)

- DEAE-Sephacel (Sigma)

- Dodecil suifato sédico (Merck)

- Fenil metil sulfonil fluoruro (Merck)

- Glutation reducida (Sigma)

- Kit de deteccién de glicoproteinas (Boehringer Manheim)
- Kit de tincion de plata (Bio-Rad)

- Marcadores de bajo peso molecular {Pharmacia)

- Marcadores de peso molecular (MW-GF-200 kit, Sigma)
- 2-Mercaptoetanoi (Merck)

- N-Metii bis(acrilamida) (Merck)

- Sephacryl §-200 (Pharmacia)

- S-hexilglutation-epoxi-agarosa (Sigma)

- Suifobroftaleina-S-glutation (CNBr-agarosa) (Sigma)

- Thimerosa! (Merthiolate ®, Sigma) -

- Tioglicolato sédico (Sigma)

- Na-p-Tosil-L-Lisina Cloro Metil Ketona (Boehringer Manheim)
- N-Tosil-L-fenilalanina Cloro Metil Ketona (Boehringer Manheim)
- Tris (Hidroximetil)-aminoetano (Merck)

2.1.2.g. Reactivos para ensayos inmunoldgicos

- Acido 2, 2 - Azinobis (3-etilbenzotiazolinsuliénico) (Boehringer
Manheim)

- Albimina sérica bovina (Sigma)

- Adyuvantes completo e incompleto de Freund (DIFCO)

- 4-Cloro-1-Naftol (Bio-Rad)

- 1,4 p-Nitrofenil fosfato (Boehringer Manheim)

- Anticuerpo policlonal aislado mediante afinidad frente a un péptido de
24 Kda de H. contortus (cedido por el Dr. H.D.F.H. Schallig)

- Anti-IgA bovina obtenida en conejo (RAB/sIgA, Nordic)

- Anti IgG de oveja (H+L) obtenida en conejo y aisiada mediante
afinidad marcada con fosfatasa aicalina (n® control 72795A y 74407,
Bio-Rad)
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- Anti IgG de oveja (H+L) obtenida en conejo y aislada mediante
afinidad marcada con peroxidasa (n® control 26206, Bio-Rad})

- Anti IgG de oveja (molécula completa) obtenida en asno y aislada
mediante afinidad marcada con peroxidasa (lotes 014H-8995, 40H 8826,
042H8808. 102H-8858, Sigma)

- Anti IgG de conejo obtenida en cabra marcada con peroxidasa (n° control
70516, Bio-Rad)

- Anti IgG1 de oveja obtenida en conejo (cedida por el Dr. H.D.F.H.
Schallig, Universidad de Utrech, Holanda)

- Anti-lgG1 de raton obtenida en conejo marcada con peroxidasa (SER
103P, lote 0294, Serotec)

- Anti-lgG2 bovina/ovina obtenida de liquido de ascitis de ratén (MCA
626, lote 0395, Serotec)

- Anti-IgM bovina obtenida en conejo (RAB/IgM, Nordic)

2.1.2.g.a. Sueros

Para el seguimiento del aislamiento de antigenos diagndsticos se utilizaron sueros
de 11 corderos, libres de infestacién parasitaria, cedidos por el Dr. J.M. Troncoso y
procedentes de Tarancdn (Cuenca).

Se emplearon ademas los sueros de 30 animales de raza Texel cedidos por
el Dr. H.D.F.H. Schallig (Universidad de Utrecht, Holanda), 10 de elios libres de
infestacion y 20 infestados con H. contortus.

Como testigos en el seguimiento de la purificacién de antigenos se
emplearon sueros de 5 animaies manchegos de aproximadamente 6 meses de
edad, empleados anteriormente en otros estudios, que habian sufrido dos
infestaciones {(2500+5000 L-3) con H. contortus (Cuquerelia Ayensa, 1992).

2.1.2.h. Aparatos utilizados

- Agitador orbitai (SBS)
- Agitador vertical (Immunetics)
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- Agitadores magnéticos (A-O5 SBS y Agimatic Seiecta)

- Anillo micrométrico (Nikon)

- Balanza analitica monoplato (PE 2000 Mettler)

- Balanza de precisién (AJ 150 Mettler)

- Bafio termostatado (Mod. Unitronic 320 OR, Selecta)

- Cabina de flujo laminar vertical (Teistar, AV-100)

- Centrifuga preparativa refrigerada (Mod. Rc-5B, Sorvall ®) con rotor
JA20

- Centrifugas de mesa (Mod. Combifuge, Heraeus; mod.
Cetronic, Selecta y mod. Tornax Orto)

- Centrifuga de mesa refrigerada (Mod. 3 k 10, Sigma)

- Colector de fracciones (Retriever ll, Iberlabo)

- Estereomicroscopio (0,66-4 x, Nikon)

- Espectrofotdmetro Hitachi U-1100 (Visible-UV)

- Fuentes de alimentacion de electroforesis (Mod. EC-105,EC-
Apparatus Corporation y mod. ET 22, Consort)

- Fuente para transferenciaTrans-Blot de voltaje constante (Bio-Rad,
Mod. 200/2.0)

- Lector de ELISA (EAR 400)

- Microscopio Nikon {Alphaphot YS)

2.2 METODOS

2.2.1. Animales de experimentacion

2.2.1.a. Condiciones de alojamiento y alimentacién de los animales

2.2.1.a.1. Corderos

a) Corderos donadores.- Los 20 corderos utilizados como donadores de material
parasitario fueron adquiridos con una edad aproximada entre 1,5 y 2,5 meses. A su
llegada a las instalaciones del Departamento de Patologia Animal | se les sometio
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a tratamiento antiheimintico, para después ser infestados. Estos animales se
mantuvieron al principio en cama de paja, que era cambiada una vez por semana y
desinfectado el local con Zotal ® Cuando se infestaron, en unos casos
permanecieron en estas condiciones y en otros fueron trasladados a jaulas
metabdlicas, que también eran limpiadas una vez por semana con Zotal. La
alimentacién consistid en paja y agua ad libitum, ademés de recibir pienso de
cebo para corderos (Gallina Blanca, Purina) y blogues salinos.

b) Corderos experimentales.- Los 56 animales pertenecientes a cuatro razas
ovinas autéctonas espanolas fueron adquiridos con dos meses de edad y, después
dei tratamiento antihelmintico, permanecieron durante ocho meses en las
instalaciones en condiciones que impedian las infestaciones por helmintos hasta el
comienzo del experimento, comprobado mediante analisis coprologicos periédicos.
la cama era de paja y se cambiaba una vez por semana, limpiando el suelo con
Zotal. Los animales se alimentaron con paja y agua ad libitum y se les administro
en un principio pienso de cebo de corderos (Covana Nanta) para con posterioridad
pasar a un pienso de mantenimiento de ovejas (Covana Nanta). Ademas se les
suministré blogues salinos durante toda la permanencia en la finca. Estas medidas
de higiene y alimentacién se mantuvieron a lo largo de toda la experimentacion.

2.2.1.a.2. Conejos

Los conejos utilizados en la obtencién de sueros hiperinmunes se
mantuvieron desde los dos meses hasta los diez meses de edad en las
instalaciones de nuestro Departamento. Se alimentaron con agua y pienso
comercial (Piensos Mejia, Toledo) ad libitum .

2.2.1.b. Medidas higiénico-sanitarias

a) Corderos donadores

Como se ha mencionado anteriormente, los corderos recibieron un
tratamiento antiparasitario a su illegada a nuestras instalaciones (Amprolio 100
mg/kg 5 dias y Tiabendazol 88 mg/Kg 2 dias).
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b) Corderos experimentales

Ademas de los tratamientos antiparasitarios que se tratardn con mds detalle
en un capitulo posterior los animales recibieron otros tratamientos. En el momento
de llegada de los corderos a la finca de Valladolid, se les aplicé un anillo de goma

en la cola para su amputacion. A los 5 meses de edad los machos fueron
vasectomizados y las hembras recibieron a los 6 meses PG F2¢.

c) Conejos

A los tres meses de edad se observaron signos respiratorios (estornudos y
descarga nasal) y se les aplicd un tratamiento con Oxitetraciclina pura (DICASA)
disuelta en agua de bebida (0,1 g/l 15 dias).

2.2.1.c. Disefio experimental

2.2.1.c.1. Infestaciones de corderos donadores

Los corderos donadores fueron infestados con tres especies parasitas del
tracto gastrointestinal ovino, H. contortus (8 animales), Te. circumcincta (8
aniinales) y T colubriformis (4 animales), con el fin de obtener material
antigénico asi como de mantener las "cepas” parasitarias.

Salvo las primeras infestaciones de H. contortus ensayadas (animales 459
y 448) la dosis utilizada en el resto de los casos fue de 350 L-3/Kg de peso vivo.

En el siguiente cuadro se muestran los datos pormenorizados de los
ensayos: peso, edad y dosis recibida el dia de la infestacidn, asi como raza y sexo
de los animales. (Notese que algunos animales fueron infestados en mas de una
ocasion).
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a) Animales infestados con H. contortus

Animal Edad
459 2m
459 bis 3 m
448 3m
444 45m
446 2m
1 2m
5 25m
A 3,5m
Y 3m

b) Animales infestados con Te.

cepa procedente de Glasgow)

Animal Edad
445 2m
445 bis 4m
445 bis  4,5m
447 2m
449 2m
2 2m
4 3,5m
7 25m
B 3,5m
Z 2,5m

Peso
16 Kg
nd

nd

30 Kg
20 Kg
14,5 Kg
14,5 Kg
29 Kg
21 Kg

Peso
14 Kg
nd
nd

20 Kg
nd
13,5 Kg
nd

19 Kg
25 Kg
18 Kg

Dosis
1900 L-3
4500 L-3
4500 L-3
10500 L-3
7000 L-3
5075 L-3
5075 L-3
10150 L-3
7350 L-3

Sexo

3 33533 3

Raza

Ch x Rom.
Churra
Manchega
Churra
Churra
Churra
Manchega
Manchega

circumcincta (Los 4 primeros se infestaron con la
cepa cedida por el Dr. Uriarte, mientras que los 4 ultimos fueron infestados con la

Dosis

1400 L-3
3500 L-3
13233 L-3
5000 L-3x 5
5000 L-3 x5
500 L-3x 15
12500 L-3x 2
25000 L-3
24000 L-3
17280 L-3

¢) Animales infestados con T. colubriformis

Animal Edad
3 2m
6 2,5m
6 bis 5m
C 3,5m
X 2,5m

Peso
17 Kg
14 Kg
nd

25 Kg
19 Kg

Dosis

35000 L-3
40000 L.-3
60000 L-3
60000 L-3
45600 L-3

Raza
Manchega

[}

Churra
Churra
Churra
Churra
Churra
Manchega
Manchega

Raza
Churra
Churra
Manchega
Manchega
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Las L-3 empleadas en las infestaciones fueron almacenadas hasta su
utilizacion a 4 °C, durante periodos que oscilaban entre 1 y 3 meses, aunque el
tiempo de almacenamiento fue de 5 meses en la Ultima infestacién con cada
especie (animales X, Yy 2).

En todos los animales se procedid a la toma de muestras (heces y sangre) 2
veces por semanapara realizar analisis coproldgicos y recogida de sueros para
posteriores analisis inmunoldgicos.

2.2.1.c.2. Infestaciones con H. contortus de cuatro razas ovinas espanolas

Como ya hemos mencionado anteriormente, se escogieron las razas
Castellana, Churra, Merina y Manchega, que representaban ca. del 50% del censo
nacional ovino. Los animales de cada raza se distribuyeron al azar en tres grupos
gue fueron sometidos a diferentes tratamientos experimentales ; cada uno de ellos
contenia igual nimero de machos que de hembras.

Diez dias antes de la infestacién se realizé un tratamiento antihelmintico (88
mg/Kg Tiabendazol, 2 dias). El grupo denominado 2 recibid una primera
infestaciéon y mas tarde una dosis de prueba. El grupo 1 recibié unicamente la
dosis de prueba, mientras que el grupoc 0 permanecié sin infestar durante todo el
periodo experimental. La primera infestacion se mantuvo durante 80 dias
terminando con un tratamiento con 88 mg/Kg Tiabendazol, 3 dias. Quince dias mas
tarde, se les administré a ios animales, por via oral, la dosis de prueba vy
finalmente, a los 50 dias fueron sacrificados. El disefio experimental se muestra a
continuacion.

Grupo 2
10 dias 80 dias 15 dias 50 dias
o -emeeee- Infest. --------e- To  weeevemnem- Dosis P, ===sesenean Sacrificio
Grupo 1
90 dias 15 dias 50 dias
Tto - L (< Dosis P. -=--e-nee- Sacrificio
Grupo 0
90 dias 65 dias

Tto - -- -- Tto -- - -- - Sacrificio
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Para la primera infestacién se utilizé una dosis de ca. 200 L-3/Kg p.v.,
mientras que la dosis de prueba fue de 400 L-3/Kg p.v.. A continuacién se muestra
la distribucién de animales junto con las dosis infestantes recibidas en cada caso.
El nimero corresponde a los grupos segun los tratamientos experimentales
recibidos; asimismo las letras corresponden a las iniciales de cada raza (C.-
Castellana, CH.- Churra, Me.- Merina y Ma.- Manchega). Ademas se senala el
sexo de cada animal.

El n? de L-3 administradas fue variable debido, fundamentaimente a dos
razones: la diferencia de peso entre machos y hembras y la diferencia de peso
entre las distintas razas.

2.2.1.¢.3. Inoculacion de antigenos a los conejos

Para la obtencién de sueros hiperinmunes utilizamos 6 conejos hembra a los
que se inoculé antigeno procedente de dos estadios parasitarios, L-3 y adultos, de
H. contortus, Te. circumcincta y T. colubriformis. Se escogié el adyuvante
compieto de Freund (ACF) para incrementar la respuesta.

A los cinco meses de edad se les inoculd intramuscularmente por primera
vez con 500 ug del antigeno correspondiente junto con ACF. A los 15 dias se
repitidé la inoculacién, esta vez con adyuvante incompleto de Freund (AIF). Dos
semanas mas tarde, se fes inoculé antigeno de nuevo sin ningun adyuvante y por
altimo, 2 meses mas tarde, se repitid la dosis sin adyuvante, como recuerdo. Al
cabo de un mes fueron sacrificados mediante sangrado total para la obtencién de
suero.

Para cada dosis se utilizé un volumen total de 1 mi de solucién antigénica vy
1 ml de adyuvante de Freund (completo e incompleto} en los casos en que se
utilizd. Las 2 soluciones se mezclaron, en condiciones de esterilidad en cabina de
flujo laminar vertical, con ayuda de 2 jeringas comunicadas con una llave de tres
vias, hasta formar una pasta blanca densa y homogénea. En cada dosis recibida,
los conejos fueron inoculados en 6 a 8 puntos, repartidos en los dos cuartos
traseros.
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2.2.2. Material bioiégico: Recogida, procesado y conservacion.

2.2.2.a. Obtencion y conservacion de L-3

Las larvas infestantes de las tres especies pardsitas utilizadas se obtenian
del material fecal recogido diariamente a los corderos donadores. Las heces
quedaban retenidas bien en unas bolsas que los animales llevaban sujetas a la
parte trasera mediante arneses, ¢ bien en una rejilla que se colocaba en la parte
inferior de las jaulas metabdlicas donde se alojaban los animaies. Con este
material se realizaban coprocultivos en duquesas de plastico de 1 litro de
capacidad, mezclando las heces con agua hasta alcanzar la consistencia deseada.
Los cultivos se mantenian durante 8-10 dias a 26 °C, asegurandonos gue
mantuviesen un grado suficiente de oxigenacién y humedad (MAFF, 1971).
Posteriormente, el material obtenido de los coprocultivos, se aplicaba a un aparato
Baermann, donde las larvas quedaban separadas de la materia fecal. Por ultimo se
sometian a desecacién sobre papel de filtro y se recuperaban haciéndolas pasar
de nuevo por el aparato Baermann.

Si las larvas iban a ser utilizadas en nuevas infestaciones se mantenian a 4
°C en agua hasta su utilizacién, durante periodos gue nunca superaron los 5
meses. En el caso de que su finalidad fuese la obtencién de antigenocs, se lavaban
3-4 veces con tampdn fosfato salino 0,15 M y pH 7,4 (PBS), dejandolas sedimentar
en cada ocasién. Por Ultimo se eliminaba el exceso de liquido y se rotulaban y
almacenaban en criotubos a -80 °C hasta su uso.

lLas muestras fecales de los animales de campo se recogieron con guantes
de plastico desechables y tras realizar el analisis coprolégico también se
cultivaban de la misma forma, manteniendo los coprocultivos 10 dias a 26 °C.
Después de aislar las larvas mediante el método de Baermann, éstas se
almacenaron entre 4 y 6 °C hasta su identificacidn.
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2.2.2.b. Obtencion y almacenamiento de vermes adultos

De forma general, los parasitos adultos recogidos a partir de corderos
donadores infestados monoespecificamente, eran utilizados para ia extraccién de
material antigénico. Los adultos de H. contortus y de Te. circumcincta se
recogian del abomaso, mientras qQue los adultos de T. colubriformis se
localizaron mayoritariamente en el primer tercio del intestino delgado.

Tras el sacrificio de los corderos en el matadero municipal de Getafe
(Madrid}, se procedio a la separacion del abomaso e intestino delgado del resto de
conienido de la cavidad abdominal y se transportaron al laboratorio en
refrigeracién. Una vez alli, los abomasos fueron abiertos por la curvatura menor, y
su contenido recogido en copas de sedimentacién. Después, la mucosa se lavd
ligeramente con el fin de recoger los vermes adultos adheridos. Los helmintos
recogidos se lavaron varias veces en solucién salina fisiolégica (SSF) 4 °C, fueron
separados de la materia grosera del contenido gastrico y recogidos con ayuda de
punzones y pipetas Pasteur. En algunas ocasiones se hizo necesaria la utilizacion
de estereomicroscopio (especialmente en la recogida de vermes adultos de Te.
circumcincta). En el caso del intestino delgado se realizé una apertura
longitudinal, y se procedié al lavado de la mucosa con SSF. Los vermes se
limpiaron con ayuda de un aparato Baermann con agua tempiada, separandolos
de esta forma del contenido intestinal. Los helmintos fueron recogidos de la misma
manera. Finalmente los adultos recogidos tanto en abomaso como en intestino
deigado fueron pasados a una solucion de PBS que contenia inhibidores de
proteasas y quelantes a las siguientes concentraciones:

Fenil metii sulfonil fluoruro (PMSF).- 1mM (disuelto en propanol).
Na-p-Tosil-L-Lisina Cloro Metil Ketona (TLCK).- 50 mg/m|
N-Tosil-L-fenilalanina Cloro Metil Ketona (TPCK).- 25 mg/ml

Ac. Etilenodiaminotetraacético (EDTA).- 0,372 g/l.

Despues de repetidos lavados en esta solucidén se elimind el exceso de
liquido, se almacenaron en criotubos, se rotularon y fueron conservados a una
temperatura de -80 °C hasta su uso.
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2.2.2.c. Obtencién de sueros ovinos

La sangre se obtuvo mediante puncidén de la vena yugular y se dejo coagular
a temperatura ambiente durante al menos dos horas. Posteriormente, los tubas se
centrifugaron a 2000 rpm durante 20 minutos con el fin de separar el coagulo del
suero, que fue recogido con una pipeta Pasteur, distribuido en alicuotas en tubos
eppendorf, rotulado convenientemente y almacenado a - 20 °C hasta su utilizacion.

2.2.2.d. Recogida de heces y analisis coprologicos

Las heces se recogieron directamente del recto de los animales con guantes
de plastico desechables. En el caso de los corderos donadores se realizaron
andlisis 2 veces por semana, mientras que en los animales de los grupos
experimentales se realizaban 1 vez a la semana. En los animales de campo
s6lamente se realizé un muestreo y, por tanto, un analisis coproldgico.

Para la realizacién de los andlisis coprolégicos se utilizé el método de
McMaster parcialmente modificado (MAFF, 1971). Se pesaron 3 gramos de heces y
se disgregaron en un mortero junto con 42 ml de agua. La mezcla se homogeneizé
y se filtré consecutivamente por dos mallas de 500 y 160 um de luz
respectivamente, eliminando asi las particulas groseras. Del filtrado obtenido se
recogieron 10 ml en un tubo y se centrifugd a 1500 r.p.m. durante 5 minutos. Se
eliminé el sobrenadante y el sedimento se mezcld con solucidén salina saturada
(88S) o con sulfato de zinc al 40% (8=1,3) Finalmente se efectud la lectura

colocando 1 ml en una camara de McMaster y observandolo al microscopio (100
X).

La existencia de L-1 de nematodos broncopulmonares se determinéd
mediante el método de Baermann. Se pesaron entre 10 y 30 gramos de heces y se
disgregaron parcialmente. Después se empaquetaron en una gasa doble y se
colocaron en el aparato Baermann, sobre agua templada con una gota de jabdn. Al
cabo de 8 -12 horas, se recogio el liquido aimacenado al final del embudo (10 mi

aproximadamente) y finalmente se observé al microscopio (100 x) para comprobar
la existencia o no de larvas.
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2.2.2.e. ldentificacidon de larvas infestantes

Las L-3 obtenidas de los coprocultivos de heces de los animales
muestreados en el campo, fueron identificadas siguiendo las claves del MAFF
(1971) y Georgi y Georgi (1990). De cada animal se examinaba 200 L-3; en el caso
de no existir un nimero suficiente de larvas, se examinaban todas las existentes.

2.2.2.f. Recogida de muestras en la necropsia de los animales
experimentales

Al finalizar el experimento, los 55 animales de 4 razas ovinas espanolas
fueron sacrificados en ei matadero GIRESA de Medina de Rioseco (Valladolid). Se
tomaron muestras de sangre y heces de la forma ya descrita, se recogié el suero y
se realizaron analisis coproldgicos. Se procedido a la recogida, procesado vy
conservacion de muestras como se describe a continuacién.

a) Helmintos adultos.- Los abomasos fueron separados del aparato digestivo y sus
extremos fueron ligados. Se realizé la apertura por la curvatura menor con unas
tijeras y el contenido se recogid en copas de sedimentacién. La mucosa del
abomaso se lavé cuidadosamente con SSF, pliegue a pliegue, hasta comprobar
que todos los vermes habian sido recogidos. Ei liquido procedente de los lavados
realizados se junté con el contenido guardado anteriormente, y se llevaron hasta
un volumen final de 2 litros (con SSF). Este liquido se homogeneizé y, en agitacién
continua, se tomaron dos muestras de 100 ml (10% del volumen total). Las partes
alicuotas se mezclaron con un volumen igual de formol 10% en PBS 2x,
(resultando una concentracion final de formol 5% en PBS). Las muestras se
conservaron en refrigeracién hasta la posterior recogida y aislamiento de los
vermes adultos (MAFF, 1971).

Se realizaron, ademads, tomas de muestras para estudis histolégicos
posteriores, no incluidos en nuestro trabajo.

b) Estadios parasitarios larvarios.- La recuperacién de estadios larvarios
parasitarios se realizé mediante digestiones artificiales de ia mucosa del abomaso,
siguiendo un método ya descrito (MAFF, 1971). Después de lavar los
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abomasos cuidadosamente con SSF, y tras la toma de muestras para el estudio
histolégico, 1a mucosa se raspd con un portaobjetos teniendo cuidado de no
profundizar en la capa muscular. El material asi recogido se deposité en
recipientes de plastico, y se mezcld en una proporcion de 1:4 con una solucién de
pepsina al 1% ajustada a pH 1 con HCI. Esta mezcla se incubé a 42 °C entre 2y 4
horas, hasta obtener la consistencia deseada. El material recogido se conservé
igual que en el caso anterior (5% formoi en PBS).

2.2.2.g. Valoracién de la carga parasitaria
2.2.2.g.1. Numero de vermes

Se estimé el nimero total de pardsitos teniendo en cuenta los vermes
aduitos, asi como los estadios preadultos. Para obtener el nimero de parasitos
adultos, se partié de las alicuotas recogidas del contenido de abomaso (10% del
contenido) y conservadas en formol tamponado al 5%. Se procedié a la
separaracién de vermes de la materia grosera y posteriormente al recuento de
machos y hembras bajo estereomicroscopio (10x). La cantidad obtenida
representaba, pues, el 10% del total de los vermes adultos de cada animal.

El n® de vermes inmaduros se determind mediante observacién bajo
estereomicroscopio (20-30 x) de las digestiones realizadas de la mucosa géstrica.

Los parasitos hallados se recuperaron mediante pipeta Pasteur para posteriores
determinaciones.

2.2.2.9.2. Longitud de los vermes

Se realizaron medidas tanto de los pardsitos adultos como de los estadios
preadultos.Para medir los vermes adultos, éstos se dibujaron mediante cadmara
clara y, posteriormente fueron medidos con un curvimetro. Se midieron 40 vermes
macho y 40 vermes hembra de cada animal, calculando con estos datos la media
aritmética y desviacion estandar. En el caso de que el n? de parasitos fuese inferior



MATERIAL Y METODOS

80 (40+40), se realizaron medidas de todos los existentes (Coadwell y Ward,
1975).

Todos los vermes inmaduros se midieron en el microscopio (40-100x) con
ayuda de un ocular micrométrico. Se calculé ia media y desviacién estandar de los
datos.

2.2.2.9.3. Peso seco de los vermes

La estimacién del peso seco se realizé por separado en machos y hembras,
al igual que en el caso anterior, debido a la considerable diferencia de tamanio
existente entre ambos sexos.

Para calcular el peso seco de los pardsitos, se tomd un nimero de 40
vermes al azar 0 bien, si no existia cantidad suficiente, todos los vermes recogidos.
Los parasitos se colocaban sobre un papel de filtro donde se eliminaba el exceso
de humedad. Luego se pesaban en una balanza de precisidn, envueltos en papel
de aluminio previamente calibrado. Més tarde se les introducia en una estufa a 100
°C, donde se mantenian entre 1 a 2 horas, hasta conseguir un peso constante.
Después de esta operacién se pesaban de nuevo y se calculaba el peso total y el
peso medio/verme.

2.2.3. Materiai antigénico

2.2.3.a. Obtencion de antigenos parasitarios: extractos solubles

En la extraccidon de antigenos larvarios se emplearon las L-3 procedentes de
coprocultivos de los animales donadores, mientras que los parasitos adultos
provenian del abomaso e intestino delgado de dichos animales. Tanto adultos
como larvas se encontraban almacenados a -80 °C, y basicamente se siguid el
mismo procedimiento con ambos, aunque con ligeras diferencias. El material
larvario se sometid a 3 ciclos de congelacién y descongelaciéon (-20 °C/T?
ambiente} en tanto que los pardsitos adultos sufrieron 8 ciclos. Se procedié a su
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triturado en un homogeneizador en vidrio en condiciones de refrigeracion (4 °C),
hasta comprobar la ruptura de los parasitos mediante observacion al microscopio
(100 x}. (figura 0). Una vez alcanzada la consistencia deseada se sometid a
centrifugacion en tubos de polipropileno a 30000 x g (4 °C, 30 minutos) (Klesius y
col., 1984). Al finalizar la centrifugacién se podian observar 3 capas: el sedimento,
compuesto por membranas y restos de tejidos; la fraccién proteica a continuacion y
por uitimo una pequefa capa lipidica en la zona superior. Todas las capas se
recogieron, con cuidado de no mezclarlas, y la capa proteica se dividié en alicuotas
y se almacend en tubos eppendorf a -80 °C. Las otras 2 capas se almacenaron a la
misma temperatura. La concentracion proteica se determind mediante el método de
Bradford (1976).

2.2.3.b. Aislamiento y caracterizacion de antigenos

2.2.3.b.1. Cromatografia: Exclusién molecular, intercambio iénico y afinidad

a) Cromatografia de exclusién molecular.- La cromatografia de gel filtracién se
llevd a cabo en columnas de 1,5 x 85 ¢cm (Bio-Rad), cargadas con Sephacryl S-200
(Pharmacia) disueito en PBS a pH 7,4. El flujo de la columna se mantuvo constante
(5-5,2 ml/h). El eluato se recogid en fracciones de 2 ml en todos los ensayos y en
cada fraccion se midié la absorbancia a 280 nm, siendo necesaria en algunos
casos la determinacion proteica mediante el método de Bradford. Para estimar el
peso molecular de cada fraccion, se comparé el volumen de eluciéon de cada una
de ellas con una recta patron realizada a partir de los volimenes de elucidon de
proteinas cuyo peso molecular era conocido. Estas proteinas fueron: B-amilasa
(200 kDa), alcohol deshidrogenasa (150 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa),
anhidrasa carbénica (29 kDa) y Citocromo C (12,4 kDa). Se utilizd también azul
dextrano (2000 kDa) para conocer el volumen de exclusion de la columna.

Se emplearon tanto extractos solubles de adultos (ESA) como de L-3 (ESL)
de H. contortus. Las concentraciones proteicas de las muestras oscilaron entre
5,8 y 10,8 mg/ml en el caso del ESA, y alrededor de 5 mg/ml en el caso del ESL. En
cada ensayo se introdujo en la columna un volumen de 2 mi junto con una
pequena cantidad de sacarosa para incrementar la densidad de la muestra,
favoreciendo asi una entrada homogénea en el gel.
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b} Cromatografia de intercambio idnico.- En este caso, se utilizaron columnas de 1
x 30 cm, cargadas con un intercambiador aniénico (DEAE-Sephacel, Sigma). Tanto
la disolucién del gel como Ia elucidén de las proteinas unidas, se realizaron en
tampdn Tris-HCI 50 mM a pH 7,4. Ademds, antes de introducirse en la columna, las
muestras se dializaron frente al mencionado tampdn. La elucién se lievd a cabo
aplicando un gradiente continuo salino {(NaCl 0-0,4 M). Se recogieron fracciones
de 2 mi que fueron valoradas mediante absorbancia a 280 nm. Posteriormente se
dializaron frente a PBS para evitar el exceso salino del gradiente.

Al igual que en el caso anterior se utilizaron los extractos solubles de H.
contortus de que disponiamos (ESA y ESL), asi como mezclas de las fracciones
procedentes de gel filtracidon que fueron seleccionadas por nosotros. El volumen
introducido en cada caso varid en funcidn de las concentraciones proteicas de las
muestras. La cantidad de proteina que se introdujo en la columna oscilé entre 2y 8
mg en 10s ensayos realizados.

¢) Cromatogratfia de afinidad.- Se empled una columna de 5 mi, con un filtro en la
parte inferior para evitar la salida del gel. Se utilizaron 2 geles: S-hexilglutation
unido mediante epoxi activacién a un geil de agarosa y bromosulfoftaleina unido
mediante activacién con bromuro de ciandgeno a agarosa (BSP-GSH-agarosa)
(Sigma). Para introducir la muestra se utilizé tampdn fosfato 22 mM, pH 7. Se
realizd una elucién inespecifica con el fin de eliminar impurezas con 0,5 M de NaCl
en el mismo tampén, o bien 2M de NaCl, y posteriormente se eluyé de forma
especifica con tampén 50 mM Tris pH 9,6 que contenia 5 mM de glutation reducida
o bien 5 mM de B-mercaptoetanol. La elucién se realizé con tampdn 50 mM Tris pH
10,5 cuando se utilizd el gel BSP-GSH-agarosa. La actividad de ta enzima fue
determinada mediante el método de Habig y col. (1974), con ligeras modificaciones
(Simons y Vader Jagt, 1977). Este método esta basado en la capacidad de
conjugacion de la enzima con el sustrato 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (1 mM,
disueito a un 4% en etanol), en presencia de 1 mM de giutation reducida. Se
determind el cambio de absorbancia a 25 °C y 340 nm durante 3 minutos. Una
unidad de actividad correspondid en nuestras condiciones a un cambio de 3,2
unidades de densidad éptica por minuto.

Las fracciones procedentes de gel filtracidn, intercambio idnico y afinidad
fueron sometidas, en algunos casos, a concentracién con acetona a -20 °C, para
asi poder ser empleadas en posteriores analisis.
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2.2.3.b.2. Electroforesis de proteinas

La separacién de las proteinas se realizé en gel de poliacrilamida, en
condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE). Se utilizaron las mismas
condiciones de Cuquerella y col. (1991). Las concentraciones finales de acrilamida
escogidas fueron de 10,5 6 12,5% en los geles de separacidn, y 3 % en los geles
de empaquetamiento. Ademds contenian un 0,05% de dodecil sulfato sédico
(SDS).Los geles se elaboraron en tampén Tris-HCI 1 M, pH 8,8 en los geles de
separacion y 6,8 en los geles de empaquetamiento. Una vez mezclados los
componentes, el liquido se vertid entre dos cristales de vidrio de 10 x 10 cm,
sellados y separados entre si 0,5 mm, donde se dejé polimerizar a temperatura
ambiente con ayuda de persulfato amédnico y Tetrametiletilendiamina {Temed).
Dichos geles se emplearon en un plazo de 24 horas.

Las muestras fueron desnaturalizadas y reducidas mediante 1% SDS y 5%
de B-mercaptoetanol respectivamente, v llevadas a ebuilicién (100 °C 10 min) y se
introdujeron en los pocillos realizados en el gel de empaquetamiento, incluidas en
un tampén que contenia glicerina y azul de bromofenol. Una vez aplicadas las
muestras a los pocillos, la electroforesis se realizé en 0,025 M Tris, 0,192 M glicina
y 0,1 % de SDS. Se sometid el gel a una diferencia de potencial de 60 V hasta que
se observd que el frente serialado con azul de bromofenol entraba en el gel de
separacion. A partir de este momento, la diferencia de potencial se elevé a 150 Vy
se mantuvo asi hasta la finalizacion de la electroforesis.

Una vez acabado este proceso, los geles fueron tefiidos generalmente con
azul de Coomassie. En otras ocasiones se utilizd la tincidn de nitrato de plata (Bio-
Rad silver stain kit), bien cuando las bandas no eran visibles o bien cuando se
queria comprobar la pureza electroforética de las muestras. Para la visualizacién
de las bandas mediante azul de Coomassie se utilizaron las siguientes soluciones
y tiempos de tincion y destedido.
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Solucién de tincién 0,1 % p/v azul de Coomassie R 250
41,7% v/v metanol
16,7% v/v ac. acético
1% p/v Sulfato amonico
agua destilada c.s.

Los geles permanecieron en agitacién en esta solucidn entre 2 y 4 horas. Después
se elimind esta solucion y se aplicé la siguiente.

Solucion de destenido 30% v/v metanol
10% v/v ac. acético
agua destilada c. s.

Los geles se mantuvieron en agitacion a temperatura ambiente en esta solucidn
hasta comprobar que el fondo del gel estaba completamente destefiido y que las
bandas de proteinas eran claramente visibles. Posteriormente se conservaron en
metanol ai 50% en refrigeracién, o bien se procedid a su secado entre 2 pliegos de
papel celofan.

En todos los geles se utilizé un pocillo con marcadores de bajo peso
molecular (Pharmacia), los cuales fueron tratados de la misma forma que el resto
de las muestras. Posteriormente se realizaron curvas patrén y se calculd el peso
moiecular de las proteinas de interés. |

2.2.3.b.3. Deteccidn de glicoproteinas

La deteccion de glicoproteinas se realizé mediante tincidon con digoxigenina
(DIG glycan detection kit, Boehringer Mannheim). Las proteinas a analizar fueron
separadas electroforéticamente y posteriormente transferidas a membranas de
nitrocelutosa de 0,4 um {Miliipore). Las transferencias se realizaron siguiendo el
método que se describira, méds adelante, en las inmunodetecciones (apartado
2.2.4.¢c.). La deteccidn de los glicoconjugados se basa en la oxidacion de los
grupos hidroxilos de los azucares mediante metaperiodato sddico,
transformandose asi en grupos aidehido. Estos grupos se unen covalentemente a
la digoxigenina, que es detectada mediante un enzimoinmunoensayo,
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visualizandose las bandas proteicas que contienen azucares de un color marrén
grisaceo sobre fondo blanco.

2.2.3.c. Secuenciacién N-terminal de proteinas

La determinacion de los Gltimos restos aminoacidos del estremo N-terminal
se realizé en el Laboratorio de Proteinas del Centro de Biologia Molecuiar “Severo
Ochoa" (Universidad Auténoma de Madrid). Para ello se utilizé un secuenciador
automatico (ABI 473 A puised-liquid phase protein sequencer, Applied Biosystems,
USA) empleando los ciclos de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para
llevar a cabo la secuenciaciéon se realizd una electroforesis en idénticas
condiciones que las descritas anteriormente, excepto que en la cubeta superior de
la electroforesis se adicionaron 350 ul de glutation reducida 10 mM en 70 ml de
tampén de electroforesis y se precorrieron los geles a 150 V durante 90 minutos
para eliminar los productos derivados de la polimerizacién de la acrilamida. La
electroforesis se desarrollé con la solucidon habitual que contenia 70 pul de
tioglicolato sédico 100 mM en 70 ml de solucidon de electrofotesis, colocados en la
parte superior de la cubeta, con el fin de evitar interferencias con el andlisis
secuencial . Posteriormente las proteinas del gel fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa (Millipore), y al dia siguiente se comprobd que la
transferencia habia sido correcta mediante tincién con 0,2% de Ponceau S (sal
sédica) en 3% de &cido tricloroacético. Se escindié de ia membrana la banda
tefiida correspondiente al péptido escogido y se procedid a su secuenciacion.

2.2.4. Ensayos inmunoldgicos

2.2.4.a. Enzimoinmunoensayos

2.2.4.a.1. Deteccién de anticuerpos ovinos

Los ELISA se realizaron en las condiciones descritas por Cuquerella y col.
(1991) con algunas modificaciones. Los antigenos se permitieron fijar durante 16 h
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a 4 °C a las placas de poliestireno (Nunc). Para ello se diluyeron en tampdn
carbonato-bicarbonato 0,05 M pH 9,6 hasta las concentraciones deseadas en cada
caso (desde 1,75 hasta 10 ug/ml). A continuacién, y después de 3 lavados de 5
minutos cada uno con 0,05% Tween-20 en PBS (PBST), se procedié a bloquear
los lugares libres de las placas con aibumina sérica bovina (BSA) al 5% en PBS,
incubandolas a 37 °C durante 1 hora. Las placas se lavaron de la misma forma y
posteriormente se aplicd el suero a los pocillos, empledndolo a distintas diluciones
en PBST con BSA al 1 %. De nuevo se incubaron las placas 60 minutos a 37 °C y
se lavaron de la misma manera. El conjugado (anti IgG de oveja marcada con
fosfatasa alcalina, Bio-Rad) se empled a diluciéon 1/1000 en PBST con BSA al 1%,
y se incubd de la misma forma. Después de nuevos lavados se aplicd el sustrato (1
mg/ml paranitrofenil fosfato, Boehringer Manheim) disueito en tampdn carbonato-
bicarbonato pH 9,6 y se dejé reaccionar durante 1 hora a 37 °C. El color
desarrollado se midié en un lector de ELISA mediante absorbancia a 405 nm. El
valor final se obtuvo restando a cada pocillo el fondo resultante en cada placa,
derivado de la unién inespecifica del conjugado a la BSA.

Para la determinacién de IgG1 se empleé una dilucién de suero de 1/3200 .
El anticuerpo anti-IgG1 (Universidad de Utrecht, Holanda) se utilizé a una dilucién
1/4000, mientras que el conjugado, anti-lgG de conejo marcado con peroxidasa,
fue diluido 1/3000. La reaccion se desarrolld con el sustrato ABTS (0,011%) en
tampén citrico fosfato 0,1 M pH 4, y en presencia de perdxido de hidrégeno
(0,008%) durante 30 minutos a 37 °C. La lectura de la reaccion se llevo a cabo a
405 nm de absorbancia. Esta reaccion con el sustrato se empled, ademas, en las
determinaciones de IgG2, IgA e igM.

En el ensayo realizado para determinar IgG2 se empled el suero a 1/200 de
dilucién. El anticuerpo monoclonal desarrollado en ratén con afinidad para la igG2
ovina y bovina (Serotec) se empleé a diluciéon 1/200, mientras que el conjugado,
anti-lgG1 de ratén marcado con peroxidasa (Serotec), se utilizé a una dilucién
1/100.

La determinacién de IgA sérica mediante ELISA fue realizada con una
dilucién de suero 1/50. El anticuerpo anti-IgA bovina {Nordic) se afadié a dilucion
1/1000 y el conjugado anti-IgG de conejo marcado con peroxidasa se utilizéd en
dilucion 1/3000.
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Para el ensayo realizado en la determinacién de IgM sérica ovina se diluyé
el suero 1/100, mientras que el conjugado, anti-IgM bovina/ovina marcada con
peroxidasa (Nordic) se empled a una dilucién 1/4000. Los tiempos y tampones
utilizados en las incubaciones de suero, anticuerpos y conjugados de las
determinaciones de i1gG1, !gG2, IgA e IgM fueron los mismos que en los ensayos
realizados para la determinacién de IgG.

2.2.4.a.2. Deteccion de anticuerpos en ios sueros hiperinmunes

En los ensayos realizados para la determinacion de IgG en los sueros de los
conejos inmunizados se empled el antigeno a la concentracién de 1 mg/ml en
Tampdn carbonato-bicarbonato pH 9,6, y el suero a dilucién 1/2000 en tampén 1%
BSA PBST. Los procedimientos empleados en el bloqueo de las placas con BSA,
asi como el empleo de conjugado (anti-lgG de conejo marcada con peroxidasa) y
desarrollo del color fueron los mismos que en los ensayos realizados para la
deteccion de 1gG1 ¢ IgA.

2.2.4.b. Inmunodetecciones

Se empled el método descrito por Cuquerella y col. (1991). Para llevar a
cabo las inmunodetecciones seﬁemplearon membranas de Nylon (Immobilon P,
Millipore). Sobre estas membranas se fijaron las proteinas que previamente habian
sido separadas mediante electroforesis desnaturalizante y reductora. Después del
tratamiento de la membrana, ésté se coloco directamente sobre el gel, y colocando
a ambos lados esponjas y papel|de fiitro, encerrando todo esto en un cartucho de
transferencia. Las burbujas exﬁstentes fueron cuidadosamente eliminadas. El
cartucho se introdujo en la cuH;)eta de manera que el gel quedase en el lado
correspondiente al cdtodo y la membrana en el lado correspondiente al dnodo. La
cubeta se rellené con una solucién 25 mM Tris, 192 mM glicina y 20% v/v metanol.
La transferencia se efectud aplicando una corriente de 12 mA durante toda la
noche. Al dia siguiente la corriente se elevd hasta 56 mA y se mantuvo en
refrigeracién con agua durante 90 minutos.



MATERIAL Y METODOS

Una vez terminada la transferencia, se comprobd si habia sido efectiva
mediante tincidn con negro amido. Después la membrana se lavd 3 veces (10, 5 y
5 minutos) con tampdn Tris salino (10 mM Tris-HCl y 0,15 M NaCl, pH=7,3) (TBS)
que contenia 0,05% de Tween-20 (TBST) y posteriormente fue bloqueada durante
1 hora a temperatura ambiente con leche desnatada en polvo (Molico Sveltesse,
Nestlé) al 5% en TBST. A continuacién se lavé de nuevo y se cortd en tiras de unos
0,4 cm de anchura, las cuales se incubaron con 2 ml de suero a dilucién 1/100 en
la solucién bloqueadora anterior, en tubos de vidrio de 5 mi, durante 3 horas a 37
°C. Previo lavado en PBST se les incubd durante 60 minutos a 37 °C con 2 ml de
conjugado (anti-lgG de oveja marcada con peroxidasa, Sigma) a dilucién 1/ 1000
en TBST. Después de 2 lavados de 5 minutos en TBST y otros 2 en TBS, se
desarrolld la reaccién colorimétrica con el sustrato. Para ello se utilizé 4-Cl-Naftol
(5 ng/ml) y peréxido de hidrégeno al 0,0015%, manteniéndose las membranas en
la solucidn durante 10 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo
sumergiendo las tiras en agua destilada.

2.2.5. Tratamiento estadistico

Los datos obtenidos fueron transformados en logaritmos (x+1) (nimero de
vermes) 0 bien en raiz cuadrada ({recuentos de huevos) para su normalizacién. A
continuacioén se utilizé un analisis de la varianza para comprobar la existencia o no
de diferencias significativas entre los grupos, comparandolas mediante t de
Student, F de Snedecor ¢ bien pruebas de homogeneidad (X2) (Sokal y Rohlf,
1986).
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3. RESULTADOS

3.1. Respuesta de razas ovinas autéctonas a las infestaciones por H.contortus

3.1.1. Eliminacién fecal de huevos de H.contortus

Las determinaciones semanales de la eliminacidén fecal de huevos de H.
contortus correspondientes a los corderos empieados en las infestaciones
experimentales de cuatro razas ovinas autéctonas espafnolas se muestran en las
figuras 1-4, donde aparecen los datos correspondientes transformados (raiz de
hpg). El periodo de prepatencia de las infestaciones con la dosis inicial de 200
L3/Kg fue de 16 a 19 dias, aunque en todos los grupos aparecieron animales que
gliminaron huevos en heces el dia 16 postinfestacion (p.i.}). Los patrones de
eliminaciones de huevos que aparecen en las graficas fueron comparables entre
las razas, mostrando como valores medios picos de entre 3717 hpg detectados en
el grupo Ch2 el dia 35 p.i. y 4693 hpg detectados el dia 28 p.i. en el grupo Me2,
similares a los obtenidos en los grupos C2 (4100 hpg el dia 42 p.i.) y Ma2 (3850
hpg el dia 28 p.i.). A partir de los dias de maxima eliminacidn se evidencié una
tendencia descendente, menos notable en los valores medios transformados. El
sumatorio de los valores medios correspondientes a las determinaciones
semanales de las eliminaciones tecales durante la patencia (dia 21-77 p.i.) resuitd,
asimismo, similar en todas las razas: 21339 hpg en el grupo C2, 22430 hpg en el
grupo Ch2, 24477 hpg en el grupo Me2 y 25713 hpg en Ma2.

Durante el reto con una dosis de 400 L3/Kg, los animales que fueron
infestados por vez primera (Grupo 1) comenzaron a eliminar huevos en las heces
entre los dias 16 a 21 p.i.; mientras en los grupos C1 y Ch1 existieron animales con
periodos prepatentes de 16 dias, en el grupo Ma1 el menor periodo prepatente
detectado fue de 17 dias y el grupo Me1 no comenzd a eliminar huevos hasta el dia
18 p.i.. Asimismo, los sumatorios de los valores medios de cada grupo (21-42 dias
p.i.) si resultaron ligeramente diferentes en los animales primoinfestados
pertenecientes a las diferentes razas ovinas estudiadas: el valor mas alto lo
presentd el grupo C1 (32038 hpg), mientras que los grupos Ch1 y Ma1 mostraron
valores similares entre si (22737 y 20463 hpg respectivamente) y los animales
merinos primoinfestados se mostraron menos receptivos (12563 hpg).
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Cuando se empled la misma dosis de L3 en aquellos animales que habian
sido previamente infestados (grupo 2) se comprobaron alargamientos en los
periodos prepatentes de estos animales respecto a los animales de su misma raza
que habian sido infestados por primera vez, En el grupo C2 los animales
comenzaron la patencia entre los dias 20 y 24 p.i., mientras gque en los grupos Ch2
y Ma2 este periodo se amplid entre los dias 19 a 25 p.i., al igual que sucedié en los
machos del grupo Me2; sin embargo, en las hembras de este ultimo grupo
unicamente se eliminaron huevos ocasionalmente en cantidades muy peguepas.
Ademads, al comparar los sumatorios de las sliminaciones fecales medias
estimadas en el periodo comprendido entre los dias 21-49 p.i. tras la dosis de
prueba correspondientes a los grupos primo- y reinfestados observamos
importantes reducciones, siendo la mas importante la del grupo Ma2 {(85%), v la
menor hallada en el grupo Me2 (60,1%), a la vez que los grupos C2 y Ch2
mostraron reducciones notables (79,2% y 70,5% respectivamente). En las figuras
1-4 aparecen mostrados los dias en los que las diferencias encontradas enire los
valores medios de eliminacién fecal de huevos de ambos grupos experimentales
(primo- y reinfestados) resultaron estadisticamente significativas cuando se
utilizaron los valores sin transformar. Observamos que las diferencias encontradas
fueron mds numerosas en las razas Castellana y Churra y en menor medida en la
raza Merina, y en la raza Manchega no existieron.

Analizando los datos en conjunto observamos que no existieron diferencias
de comportamiento frente a infestaciones con dosis larvarias moderadas (200
L3/Kg) entre las razas estudiadas. Sin embargo, cuando se emplearon dosis
infestantes superiores, comprobamos diferentes grados de receptividad de los
animales empleados resultando, de este modo, la raza Castellana la mas receptiva
al establecimiento parasitario, ¢ bien la que mds favorecid la fertilidad de las
hembras de H. contortus. Las razas Churra y Manchega fueron similares en sus
eliminaciones medias de huevos en las heces, a pesar de la cantidad superior de
larvas recibida por la raza Manchega debido a su mayor peso. En la raza Merina se
hallaron las menores eliminaciones fecales de huevos y quizas por esta razén
resultd, también, la que menos proteccidn parecié mostrar en los animales que
fueron reinfestados. En general, todos los grupos de animales reinfestados
parecieron responder de forma adecuada a la segunda infestacion cuando se les
compard con los animales primoinfestados.
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Figura 1. Eliminacién fecal de huevos de H. contortus en las infestaciones
experimentales realizadas en |a raza Castellana. (*) Diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos 1y 2.
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Figura 2. Eliminacion fecal de huevos de H. contortus en las infestaciones
experimentales realizadas en la raza Churra. (*) Diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos 1y 2.
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Figura 3. Eliminacion fecal de huevos de H. contortus en las infestaciones
experimentales realizadas en la raza Merina. (*) Diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos 1y 2.
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Figura 4. Eliminacién fecal de huevos de H. contortus en las infestaciones
experimentales reaiizadas en la raza Manchega. (*) Diterencias estadisticamente
significativas entre ios grupos 1y 2.
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3.1.2. Respuesta inmunitaria. Niveles de anticuerpos séricos anti-Haemonchus
en las razas ovinas autdctonas estudiadas

3.1.2.a. Respuesta IgG

Se estudié la respuesta sérica en los animales a lo largo de todo el periodo
experimental. Se utilizaron sueros individuales de los animales de las cuatro razas
estudiadas, correspondientes a 8 momentos del experimento, empleando en el
ELISA dos extractos antigénicos: extracto soluble de adultos (ESA) y extracto
soluble de Larvas 3 (ESL) y expresando los resultados como incrementos en los
niveles de absorbancia a 405 nm (A405).

En las Figuras 5a y b aparecen representados los niveles de anticuerpos de
tipo 1gG frente a extracto soluble de adultos (a) y L3 (b) correspondientes a la raza
Castellana. Los animales de raza castellana mostraron, como norma, una mayor
respuesta de IgG sérica anti-Haemonchus que el resto de las razas, tanto con
ESL como con ESA. Los niveles maximos alcanzados fueron A>0.450 con ESA y
A>0.500 con ESL. Aunque las figuras obtenidas con ambos extractos antigénicos
fueron similares, se observaron algunas caracteristicas particulares.

Tras la primoinfestacion del Grupo 2 (C2), existid una elevacion de los
niveles de IgG anti-ESL, ya visible en la prepatencia (dia 7 p.i.) y que alcanzé
valores de 0.2 A405 durante la patencia de esta infestacion, disminuyendo tras el
tratamiento. Esta elevacién transitoria no se observé tan claramente empleando
antigeno de adultos de H.contortus (ESA). Tras recibir la dosis de prueba existid
una elevacién, con ambas fuentes antigénicas, siendo el incremento observado en
los Grupos C1 y C2, similar respecto a los valores de A405 obtenidos previamente
a esta dosificacion, y por ello, mayor en vaiores absolutos en ei Grupo C2 tanto
empleando ESL como ESA en el ELISA desarrollado, existiendo evidencias de
una ligera respuesta secundaria en esta raza ovina y en nuestras condiciones
experimentales.

Las Figuras 6a y b muestran los niveles de anticuerpos 1gG especificos
detectados en los animales de raza Churra en 8 estimaciones individuales a lo
largo de la experimentacién, en los dos grupos (Ch1 y Ch2), con ambos extractos
antigénicos (ESL y ESA), y representados como incrementos de A405. Los perfiles
obtenidos fueron muy similares con ambos extractos antigénicos. La
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Figura 6. Valor de los anticuerpos de tipo G frente a extracto soluble de aduitos (a)
y L3 (b) a lo largo de la experimentacién correspondientes a los animales de raza
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primoinfestacidon con 200 L3/Kg (Ch2) sdlo provocd una ligera elevaciéon en ios
valores de Absorbancié, mientras que la dosis de prueba, con una dosis infestante
doble, determind superiores valores de A405. En ambos casos la respuesta
aparentenmente fue dependiente de la dosis infestante empleada siendo la
primoinfestacion incapaz de provocar una respuesta sensible.

El estudio de la respuesta IgG sérica realizado en la raza Merina con ESL y
ESA se muestra en las Figuras 7a y 7b. También en esta raza fas figuras obtenidas
fueron semejantes. No obstante conviene senalar que sdlo se observaron
elevaciones netas en los valores de A405 tras la dosis de prueba. De hecho, se
observé una depresién en los niveles de IgG tanto con ESL como, especialimente,
con ESA tras la primoexposicién del Grupo 2, coincidente con la prepatencia e
inicio de {a patencia de la infestacidn, para recuperarse posteriormente y
finaimente mostrar una elevacién >0.2, tras recibir la dosis de prueba. Resultados
similares fueron obtenidos en el Grupo de Merina 1 (Me1) tras recibir la dosis de
prueba. Esta depresidn, visible también, aungque en mucha menor medida en la
raza Churra (ver arriba) y en la raza Manchega, probablemente no fue real sino
relacionada con la hipoproteinemia observada en esta raza tras recibir las
infestaciones con 200 L3/Kg (Me2) y 400 L3/Kg (Me1). A pesar de! nimero no muy
elevado de animales se aprecidé que la respuesta 1gG anti-Haemonchus mas
notable se presentd en esta raza en las hembras.

Los animales de raza Manchega mostraron una capacidad de respuesta de
anticuerpos muy débil (< 0.2), como muestran ias Figuras 8a y 8b. El patron
obtenido empleando en el ELISA el antigeno larvario (ESL) fue menos definido
mientras que la respuesta frente a ESA fue mas consistente, hallandose ligeros
incrementos en los niveles de A405, en dependencia del estimulo antigénico
suministrado por las dosis infestantes recibidas. Esta circunstancia fue
particularmente clara en el grupo Ma2. Al igual que en los casos anteriores 10s
titulos séricos estuvieron relacionados con los niveles de proteinas hallados en los
mismos animales y dias de anélisis.

3.1.2.a.1. Respuesta 1gG4 anti-Haemonchus

Dentro de la repuesta sérica de tipo !gG, se diferenciaron, ademas, ios
principales isotipos, IgG1 e IgGp. La mayor contribucidn a la cantidad de
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anticuerpos séricos la realizan las inmunoglobulinas de tipo IgG{. Por ello, en la
valoracion de los niveles de 1gG1 especificos de H.contortus, empleando ambos
extractos antigénicos (ESL,ESA) (Tabla 1), fueron similares a los obtenidos al
determinar la respuesta especifica I1gG, en las razas ovinas estudiadas en el
presente trabajo. De forma general, los vaiores de A405 fueron superiores al

emplear ESL como antigeno y ligeramente adelantada respecto a los valores de
1gG1 anti-ESA obtenidos.

En los animaies de raza castellana, la primoinfestacidén del Grupo 2 {C2)
provocd una elevacion significativa en los valores de A405, ya visible en la
prepatencia de la infestacion que alcanzé valores superiores a 0.2 en la patencia
(25 dias p.i.) al emplear ESL. Los valores obtenidos con ESA fueron inferiores. La
administracion de la dosis de prueba (400 L3/Kg p.v.) provocd una elevacién en
ambos grupos de corderos, C1 y C2, més notable en los animales que habian sido
sometidos previamente a una parasitacion con H.contortus. La raza Castellana,
mostrd, en su conjunto la mayor reactividad frente al parasito, empieando ESL y
ESA en los ensayos realizados por nosotros.

En ia Tabla | se muestran los niveles de IgGq sérica anti-Haemonchus

detectada en los animales de raza Churra durante el periodo experimental. El
incremento observado en el grupo Ch2 durante a patencia de la infestacién con
400 L3/Kg p.v. fue superior al hallado en el Grupo Ch1 pero sin evidencia de
respuesta secundaria, ya que los niveles de 1gG1 antes de la dosis de prueba eran
superiores a los de Ch1 y, por ello, una comparacién directa no fue posible. De una
forma similar a lo hallado en la raza Castellana la respuesta anti-ESL estuvo
ligeramente adelantada respecto a la anti-ESA. Sin embargo, al contrario de lo
observado en la raza anterior, la respuesta (A405nm) fue mayor frente a ESA.

En la raza Merina se observaron, asimismo, claras diferencias entre el grupo
Me2 y el resto de los animales (ver Tabla 1), siendo la respuesta superior en los
animales infestados y reinfestados (Me2). Finalmente, y de una forma similar a lo
hallado al valorar la respuesta 1gG, en la raza Manchega la respuesta fue muy
escasa.
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C1 0 0,045 -0,096 -0,088
Ch2 0 -0,054 -0,027 0,065 0,103 0,139 0,212 0,209
Ch1 0 0,004 -0,039 -0,037

0 0,033 0,046 0,094 0,108 0,178 0,161 0,105
0 -0,003 0,002 -0,006
0 0,009 0 -0,087 -0,073 -0,073 -0,058 -0,013

c2 0 0,062 0,078 0,11 0,118 0,223 0,177 0,148
0 0,148 0,072 0,127

— ——

0 0,034 -0,032 -0,015
0 0065 009 004 0,119 0123 0,052 0,017
0 0,128 0,017 0,014

o e

dpi -10 7 14 28 63 105 126 140
ELC N

C2 0 0131 0175 0,171 0,149 032 (0,369 0,266

C1 0 0,014 -0,103 -0,15t

Ch2 0 -0,008 0,033 0,073 0,212 0,216 0,202 0,166

Ch1 0 0,033 -0,054 -0,008

Me2 0 0,142 0,051 0,218 0,208 0269 0,17 0,127

Tabla |. Respuesta IgG1 de los animales pertenecientes a las cuatro razas ovinas
estudiadas infestados experimentalmente con la dosis de prueba (grupo 1) o bien
con las dos dosis empleadas (grupo 2) frente a ESA (a) y ESL (b).
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s o] -10 7 14 28 63 105 126 140

e
c2 0 -0,06 -0,026 -0,029 0,019 0,086 0,071 0,076
C1 0 0,017 -0,027 -0,064
Ch2 0 0 -0,011 0,008 0,076 0,116 0,058 0,038
Ch1 0 -0,026 -0,022 -0,05
Me2 | O -0,024 -0,053 -0,063 -0,034 0,078 0,048 0,008
Me1 0 0,121 0,043 0,006
Ma2 0 0,003 -0,017 -0,032 -0,018 0,055 0,049 -0,045
Ma1 0 0,121 0,051 0,007

b

s ] -10 7 14 28 63 105 126 140

c2 0 -0,58 0,033 0,038 0,015 0,075 0,067 0,049

C1 0 0,024 0,064 -0,047
Ch2 0 -0,027 -0,022 -0,007 0,0t 0,053 0,003 -0,016
Ch1 0 -0,023 -0,051 -0,095
Me2 0 0,033 -0,011 0,002 0,009 0,082 0,041 0,011
Me1 0 0,083 0,023 -0,011
Ma2 0 -0,018 -002 -002 -0,035 -001 -0,01 -0,069
Ma1 0 0,089 0,035 0,006

Tabla Il. Respuesta 19G2 de los animales pertenecientes a las cuatro razas ovinas
estudiadas infestados experimentaimente con la dosis de prueba (grupo 1) o bien
con las dos dosis empleadas (grupo 2).
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3.1.2.a.2. Respuesta IgGo

La respuesta IgGo se estudié en las cuatro razas ovinas empleando en los

ensayos ambos extractos solubles (ESL y ESA). La respuesta hallada en todos los
animales fue muy escasa a lo largo de la experimentacidon con una cierta
independencia de los tratamientos recibidos. Se observd en todas las razas un
cierto incremento en los valores de A405, relacionado con el aumento de edad de
los individuos empleados en los experimentos, frente a ESA, mientras que en los
ELISA en los que se utilizd extracto soluble de L-3 dicha situacidon no fue
observada (Tabia Il).

3.1.2.b. Respuesta IgM

Los niveles de inmunoglobulinas de tipo M anti-Haemonchus se
gstudiaron en todos los animales semanalmente, al igual que en los casos
anteriores. Las variaciones halladas fueron escasas en todas las razas y grupos
experimentales. Sin embargo, en los animaies de raza manchega infestados y
reinfestados (Ma2) la respuesta IgM anti-ESL fue ligeramente superior a la
observada en el resto de los individuos de esta raza, particularmente al final de la
experimentacion (Figs. 9 a 12a y b).

3.1.2.c. Respuesta IgA sérica anti-Haemonchus

La respuesta IgA sérica anti-Haemonchus de los animales sometidos a las
infestaciones experimentales se muestra en las Figuras 13 a 16a y b,
correspondientes a los ELISA empleando como fuente antigénica ESL y ESA
respectivamente. De una forma general los valores de A405 obtenidos al emplear
ESL fueron superiores a los hallados con extracto antigénico de aduitos de
H.contortus (ESA) a excepcién de los animales de raza Merina, en {os que se se
obtuvo una mejor respuesta con ESA. La respuesta IgA anti-Haemonchus fue
dependiente de la dosis infestante utilizada ya que no se observaron incrementos
notables tras fa administracién de 200 L3/Kg p.v. (Grupo 2) -a excepcion de la raza
Merina con ESA-, mientras que la dosis de prueba con 400 L3/Kg p.v. (Grupos 1y
2) provocd elevaciones significativas en las razas estudiadas -hasta 0.3 en
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Figura 9. Anticuerpos de tipo M especificos anti-extracto soluble de adultos (a) y L3
(b) a lo largo de la experimentacion correspondientes a los animales de raza
Castellana.
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Figura 10. Anticuerpos de tipo M especificos anti-extracto soluble de adultos (a) y
L3 (b) a lo fargo de la experimentacion correspondientes a los animales de raza

Churra.
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Figura 11. Anticuerpos de tipo M especificos anti-extracto soluble de adultos (a) y
L3 (b) a lo largo de la experimentacién correspondientes a los animales de raza
Merina.
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Manchega.
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algunos casos-. A pesar de esta aparente relacion dosis-respuesta, en las razas
Castellana y, especialmente, Merina los vaiores de IgA anti-Haemonchus fueron
claramente superiores en los animales que habian sido sometidos previamente a
la primoinfestacién (Me2).

Las Figuras 13a y b muestran la respuesta de los animales de raza
Casteliana a lo largo del periodo experimental. Se observd una clara respuesta en
los animales durante la segunda infestacion, ligeramente superior en los infestados
y reinfestados (C2) frente a ESL, mientras que la primoexposicion no provoco
ninguna respuesta significativas tanto frente a ESL como frente a ESA. EI
incremento de anticuerpos IgA anti-ESA aparecié en el suero de los animales
pertenecientes a los grupos C2 y C1 a partir del dia 14 de la infestacién con la
dosis de prueba, seqguido de una ligera disminucién de los niveles de anticuerpos
durante la patencia. Aungue no se halld una tipica respuesta secundaria, la
elevacion en los animales infestados y reinfestados (C2) se adelantd 1 semana
respecto a los resultados obtenidos en los animales que sélo sufrieron la dosis de
prueba (C1). '

La imagen obtenida en la raza Churra (Figuras 14a y b) con los dos
extractos antigénicos resulté similar, con elevaciones de los niveles de anticuerpos
a partir de la prepatencia (dia 14 p.i.) de la dosificacién con 400 L3/Kg p.v. en los
grupos Ch1 y Ch2. Las inmunoglobulinas frente a adultos del parasito resultaron
ligeramente mayores en el grupo Ch2 si exceptuamos el dia 14 de la infestacion,
donde se produjo una marcada elevacién en las IgA anti-adulto en el grupo Ch1.
Los niveles de IgA detectados frente a ESL resultaron similares en ambos grupos
de animales infestados, con la particularidad de dos picos de anticuerpos
detectados en el grupo Ch1 en los dias 14 y 35 postinfestacion con la dosis de
prueba. También en este caso, al igual que sucedia con la raza Castellana (vide
supra), la respuesta desencadenada parecié dependiente de la dosis infestante
recibida, puesto que no se observd ninguna eievacién notable en las IgA séricas
durante la primoinfestacién (200 L3/Kg p.v.) ni se hallaron diferencias entre ios
valores de Ch1 y Ch2 tras la dosis de prueba. La dindmica temporal no permitié
apreciar una mayor rapidez de la respuesta frente a ESL.

En la raza Merina se pudieron observar netas diferencias en la magnitud de
la respuesta originada frente a los antigenos empleados (ver Figuras 15a y b). La
imagen que representa la produccion de IgA frente al ESA nos muestra una
elevacion de IgA anti-Haemonchus al final de la infestacién con 200 L3/Kg p.v.
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Figura 13. Anticuerpos de tipo A especificos anti-extracto soluble de adultos (a) y
L3 (b) a lo largo de la experimentacién correspondientes a los animalies de raza

Castellana.
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Figura 14. Anticuerpos de tipo A especificos anti-extracto soluble de adultos (a) ¥
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Figura 15. Anticuerpos de tipo A especificos anti-extracto soluble de adultos (a) y
L3 (b} a lo largo de la experimentacién correspondientes a los animales de raza
Merina.
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en el grupo Me2. Este incremento constante de inmunoglobulinas coincidid con el
descenso en la eliminacién fecal de huevos del parasito en las tres hembras
merinas del mencionado grupo experimental (vide supra). Asimismo, a partir del
dia 14p.i. con la dosis de prueba, el grupo Me2 manifesté de nuevo una elevacién
de los anticuerpos frente a ESA, que fue siempre superior al hallado en el grupo
Me1 durante toda la prueba. E! perfil de IgA anti-Haemonchus frente a ESL
guardd una similitud con el obtenido frente a ESA, pero los niveles de IgA séricos
resultaron mucho menos evidentes. También en este caso el grupo Me2 mostrd
mayores niveles de inmunoglobulinas que el grupo Me1.

En las Figuras 16a y b se muestra la respuesta obtenida en los grupos
experimentales de raza Manchega. &n los dos casos estudiados las elevaciones
de IgA especifica Unicamente fueron detectables a o largo de la segunda
infestacidén tanto frente a ESA como ESL. La respuesta originada frente al extracto
de adultos resultd deébil respecto a la raza Merina, pero tanto el grupo Ma2 como el
grupo Ma1l reconocieron los antigenos solubles de adulto del pardsito a partir del
dia 14 de la dosis de prueba. Los niveles de IgA sérica anti-Haemonchus
especifica hallados frente a ESL en el grupo Ma1 fue la mayor respecto al resto de
razas y grupos experimentales, mostrando en ocasiones incrementos en los
niveles de IgA anti-L3 de 0.6 D.O. (dia 14 p.i.). Los niveles de IgA anti-L3 mostrados
por el grupo Ma2 fueron menores que los detectados en ias demas razas,
hallandose el valor maximo en el dia 21 de la infestacién con 400 L3/Kg p.v.

3.1.3. Carga parasitaria en abomaso

3.1.3.a. Tasa de establecimiento de H.contortus y nimero de vermes en abomaso

Tasa de establecimiento:

El anélisis de los resultados obtenidos en el estudio de la adecuacién
H.contortus-razas ovinas empleadas se realizara teniendo en cuenta la tasa de
implantacidn, considerando los vermes recuperados fuese cual fuese su estadio de
desarrollo: nimero de adultos y numero de L4 de la mucosa gastrica.

De una forma general, la tasa de establecimiento, expresada como
porcentaje de implantacion de la dosis infestante administrada, fue baja (ver Tabla
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Illa y b). Al comparar los valores medios de los grupos de animaies primoinfestados
de las diferentes razas, se pudo observar que el mayor porcentaje de
establecimiento correspondié a ia raza Churra (Ch1) con un 17,6%, mientras que la
Manchega (Ma1) mostré el valor medio mas bajo (4,1%). El grupo Me1, a su vez,
mostro un valor discreto de establecimiento (5,5%), y, por ultimo, la implantacion
lograda en los animales castellanos primoinfestados (9,4%) fue intermedia. Las
diferencias observadas entre las razas en las primoinfestaciones, tras su analisis,
no fueron estadisticamente significativas, ni analizando los valores dos a dos ("' de
Student) ni en pruebas de homogeneidad (X2).

Cabe destacar la gran influencia que demostrd, sobre la implantacién, el
contacto previo con el parasito. La reduccidn observada al comparar los animales
primoinfestados y los que sufrieron dos infestaciones resulté cercana al 85% en
todos las razas, excepto en la Merina, en la que sélo se logré un 60% de reduccidn
en la implantacién en aquellos animales previamente expuestos al parasito. Las
reducciones en la implantacién parasitaria resultaron especialmente significativas
en las razas Churra y Castellana (P<0,05) (CH2-CH1; C2-C1).

Los animales de diferente sexo mostraron gran disparidad en los
porcentajes de implantacion de vermes. Cabe destacar la diferencia tan
significativa (P<0,01) encontrada, de nuevo, entre los animales hembras y machos
del Grupo 2 merino (Me2). No obstante, el nimero de animales excluye las
conclusiones.

Numero de vermes:

El nimero de vermes adultos recuperados de los animales en el momento
del sacrificio mostraron grandes variaciones individuales intrarraciales, asi como
en dependencia de la raza ovina estudiada, ei nimero de infestaciones que el
animal habia recibido y, en algln caso, del sexo de los hospedadores. Los valores,
que aparecen reflejados en las Tablas lila y b, oscilaron entre 0% (animales n?
30,38 y 41 pertenecientes al grupo Me2) y 32,14% (animal n? 25 perteneciente al
grupc Chi).

Los valores medios en el nimero total de adultos hallados en los animales
primoinfestados se resolvieron en tres grupos, que correspondieron a Merinos y
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Raza N2 Animal Hembras
Castellana 1 1,85
7 1,04
14 2,08
5 2,05
8 2,79
Churra 17 3
19 2,15
24 2,8
18 2,71
23 2,05
28 ' 2
2,4510,4
| Merina 30 0
38 0
41 0
32 2,84
40 2,69
42 2,62
1,36+1,36
Manchega 52 2,18
54 1,49
43 2
50 1,85
1,88+0,25

1,79 2,11 0,67
1,04 1,32 0,48
1,91 2,3 1,11
2,08 2,64 1,54
2,56 2,99 3,3
: 1,4241,01"
2,05 3,05 5,82
1,71 2,28 0,94
2,36 2,94 4,81
2,42 2,89 3,57
1,49 2,15 1,53
2,21 241 . 186
2,04+0,34 2,62 +0,35 3,08+1,79*
0 0 0
0 0 0,01
0 0 0,01
2,76 3,1 5,89
2,7 3 4,24
2,46 2,85 3,03
1,3241,32 1,49 +1,49  2,242,34
1,85 2,34 3,7
1,49 1,79 1,5
1,79 2,21 0,67
0 1,85 0,54
1,2840,75 2,04+ 0,24 1,61+1,29

Machos

Aduitos

% Dosis

Tabla Hla. Numero de vermes adultos (machos, hembras y valor total)
transformados (log x+1) recogidos en la necropsia, asi como porcentaje de
establecimiento correspondiente a los animales que sufrieron dos infestaciones
(grupo 2). (*) Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) entre los grupos 2

y 1 de cada raza.
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Raza N2 Animal Hembras Machos Adultos % Dosis
Castellana 9 3,35 3,17 3,57 17,28
13 3,14 2,81 3,31 11,33
2 2,94 2,38 3,05 4,71
4 2,8 2,71 3,06 4,35

3,06+0,21 2,77+0,28 3,24+0,22* 9,42+5,32*

Churra 15 1,79 2,08 2,26 1,06 T
20 3,1 2,61 3,21 10,66
25 3,64 3,58 3,92 32,15
26 3,5 3,52 3,81 26,71

3,01+0,73 2,95+0,63 3,28+0,66 17,6+12,4"

- Y ———— ————————— ——  ——————— — _————__— __———]

Merina 33 2,76 2,72 3,04 8,1
34 0 1,32 1,32 0,18
29 3,05 2,99 3,32 8,69
37 2,78 2,61 3 4,96
2,15+1,25 2,41+0,64 2,67+0,23 5,48+3,37
Manchega 47 2,23 1,61 2,32 1,52
51 2,61 2,15 2,74 2,97
46 3,07 3,09 3,38 9,14
55 2,77 0,3 2,9 3,2

2,67+0,3 1,78+£1,01 2,84+0,38" 4,21+£2,92

Tabla Illb. Numero de vermes adultos (machos, hembras y valor total)
transformados (log x+1) recogidos en la necropsia, asi como porcentaje de
establecimiento correspondiente a los animales que sufrieron una sola infestacion
(grupo 1).
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Manchegos (alrededor de 1000 vermes) por un lado, Castellanos (2005 vermes)
por otra parte y por ultimo los animales de raza Churra (4110 vermes adultos).
Aungue posteriormente se analizara la relacién machos/hembras de H.contortus,
debemos indicar que los numeros absolutos de helmintos de los dos sexos
siguieron un patrdon similar respecto a la adecuacién que se ha senalado
anteriormente. Asi, el nuimero medio de hembras recogidas postmortem en los
animales primoinfestados, mostrd valores similares entre las razas Merina y
Manchega (alrededor de 600 vermes). La raza Castellana exhibié valores
intermedios (1280 vermes), a la vez que los animales de raza Churra aparecieron,
de nuevo, como los mas susceptibles (2198 vermes). En el caso de los machos de
H. contortus, los animales siguieron la misma pauta de comportamiento que en
los valores detectados para las hembras del parasito, aunque las cifras fueron
ligeramente inferiores.

A pesar de las diferencias observadas en los valores medios, la gran
variacion individual fue responsable de que no se apreciasen diferencias
significativas estadisticamente entre los grupos C1,Ch1,Me1 y Ma1, empleando "t
de Student y pruebas de homogeneidad (X2), con los numeros absolutos o con los
valores transformados (log (x+1)).

Aunque se hallaron grandes variaciones individuales, el estudio realizado
mostré diferencias estadisticamente significativas en algunas razas cuando se
compararon los grupos que habian sido sometidos a una reinfestacién con los que
sélo estuvieron en contacto en una ocasién con H.contortus. Estas diferencias,
expresion de la capacidad de respuesta protectora frente al helminto, se tradujeron
en descensos notables en todos los casos en el numero de vermes adultos
recuperados en los abomasos tras la necropsia. En general, la reducciéon fue
proporcional a la relacidn machos/hembras del helminto, aunque en los grupos
Ch2 y Ma2, la poblacion de vermes machos fue la que experimentd el porcentaje
de disminucion mas notable.

Los grupos de animales que sufrieron dos infestaciones (grupo 2) redujeron
los valores {de machos, hembras o adultos totales) entre un 80 y un 90% respecto
a los animales de su misma raza que recibieron una unica dosis de larvas
infestantes (grupo 1), con la excepcién de ios animales de raza Merina, en los que
sélamente se consiguieron descensos del 53% en todos los casos. Teniendo en
cuenta la gran variabilidad, los nimeros fueron transformados (log (x+1))
previamente a su analisis estadistico. Empleando "t" de Student, las diferencias
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observadas fueron estadisticamente significativas (P<0,05) en las razas Castellana
(C2-C1) y Manchega (Ma2-Ma1) cuando se considerd el nimero de adultos.

Los dos sexos de animales estudiados dentro de cada grupo experimental
siguieron un comportamiento similar al hallado en el porcentaje, de
establecimiento. Existieron diferencias significativas entre los dos sexos en las
razas Castellana (numero de hembras en C2, P<0,05) y Churra (numero de
machos, numero total de adultos y nimero total de vermes en Ch1, P<0,01). Se
encontraron, de igual modo, diferencias muy significativas (P<0,01) entre hembras
y machos del grupo Me2, (numero de hembras, numero de machos, numero total
de adultos y nimero total de vermes), ya que las hembras no permitieron el
establecimiento de ningun parasito adulto.

Se considerd importante el estudio de la poblacion larvaria en fa mucosa
géstrica, tanto como expresion de la adecuacion H.contortus-hospedador ovino
en los animales sometidos a una primoinfestacidén, como de la respuesta
inmunitaria en los animales infestados y reinfestados y las posibles diferencias
raciales o sexuales. L.as larvas recuperadas de la mucosa se encontraron en
estadio de L4 inicial y los valores numéricos en los animales experimentales se
muestran en la Tabla IV . Se encontraron animales en los que no se aprecié ningun
tipo de inhibicién del desarrollo larvario y, por el contrario, individuos con una
marcada tendencia a la detencion de desarrollo.

Los animales de raza Manchega mostraron una mayor cantidad de larvas en
la mucosa respecto al resto de las razas, tanto en las primoinfestaciones como en
las reintestaciones, alcanzando valores de hasta 465 vermes inmaduros. Al igual
que en el caso de la poblacion aduita, teniendo en cuenta la dispersion numérica,
los recuentos fueron transformados (log (x+1)) y analizados posteriormente
mediante "t' de Student dos a dos, tanto en el estudio de la resistencia en las
infestaciones y reinfestaciones de cada raza, como en el estudio de las variaciones
interraciales.

Las razas Castellana y Merina (C1-Me1) se comportaron de una forma
similar, aunque otras comparaciones mostraron la existencia de diferencias
significativas (C1-Ma1; Ch1-Me1) (P<0,05) o muy significativas (Ch1-Mat)
(P<0,01).
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Raza N2 Animal N2 Larvas N2 Animal N¢ Larvas
(Grupo 2) _(Grupo 1)
Castellana 1 , 1,11 g 0,48
7 1,9 13 0
a 14 1,61 2 0,48
5 1,26 4 0,95 i
8 0,6
1,2940,44* | 0,48+0,34* 9
Churra 17 1,63 15 0
19 0,78 20 0
b 24 1,66 25 0,3
18 1,11 26 0
23 2,34
28 1,86
1,56+0,5™* 0,1£0,1** c*d* ||
Merina 30 0 33 0,3
38 0,3 34 1,04
c 41 0,3 29 0,78
32 0 37 0,3
40 0,48
42 0,85
0,32+0,29 _ 0,610,32 b*
Manchega h2 2,67 47 1,67
54 2,37 51 1
d 43 1,32 46 0,7
50 1,85 55 1,46
2,04+0,24 | 1,240,38 a'b™ |

Tabla IV. Numero de larvas inhibidas encontradas en la mucosa del abomaso en la
necropsia de los animales infestados. Diferencias estadisticamente significativas (*
P<0,05; ™ P<0,01) entre los grupos 2 y 1 de las distintas razas. Los diferentes

superindices muestran las diferencias significativas entre distintos grupos
experimentales.
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Dentro de la raza Manchega observamos diferencias importantes en el
grupo experimental 2 entre machos y hembras, mostrando estas uitimas una mayor
tendencia a pravocar detencion en el desarrollo larvario (350,5 + 114,5 L4 frente a
445 + 24,5 L4 detectadas en los machos). En el grupo C2 aparecid reflejada, a su
vez, mayor cantidad de L4 en las hembras (43,3 + 27) que en los machos (10
9,9), mientras que en el grupo Ch2 se encontrd la situacion opuesta (30,7 + 18,2 L4
en las hembras versus 100 + 86,2 L4 en los machos). L.a existencia de este patrén
tan variable asi como la ausencia de diferencias destacables en el resto de grupos
experimentales parecen sugerir que el nimero de animales de diferente sexo fue
insuficiente para extraer conclusiones.

De mayor relevancia resultaron las diferencias halladas en el ndmero de L4
en la mucosa géstrica en dependencia del estado inmunitario de los individuos. En
general, al comparar los animales con exposiciones previas al pardsito frente a
aquéllos que no contactaron anteriormente con H. contortus, los primeros
incrementaron su capacidad de provocar inhibicién del desarrollo larvario en
valores cercanos al 90%. La excepcion la constituyd el grupo de los merinos, no
demostrando una clara capacidad de respuesta para producir hipobiosis. El
andlisis, mediante "t* de Student de los valores transformados (log (x+1)) mostré la
existencia de diferencias significativas entre C2 y C1 (P<0,05) y, especiaimente,
Ch2 y Ch1 (P<0,01) respecto al numero de L4 en la mucosa.

3.1.3.b. Grado de desarrollo parasitario de H.contortus
3.1.3.b.1. Longitud de vermes adultos

Como una estimacién del grado de adecuacién entre el ganado ovino
estudiado y el aislado de H.contortus empleado en la experimentacién se estudié
el grado de desarrollo alcanzado por los helmintos en el abomaso de sus
hospedadores. Se empled, segun se ha sefialado en el Capitulo de Material y
Métodos, la longitud total de Adultos y L4 como medida del desarrollo corporal.

'En ia tabla V se muestran las medidas correspondientes a la longitud de los
vermes adultos recogidos postmortem. Los valores oscilaron entre 9,9 mm
(animales n? 26 y 52) y 11,9 mm (animales n? 46 y 47) para los machos, y entre
15,3 mm (animal n? 52) y 20,7 mm {animal n¢ 15) para las hembras.
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Grupo H. contortus H. contortus
{(mm hembras} (mm machos)
c2 15,76+0,39 110,26
C1 17,67+0,48 11,1540,55
Ch2 16,64+0,79 11+£0,4
Ch1 18,22+1,54 10,83%0,71
Me2 17,8410,22 11,2340,3
Me1 - 18,07£1,17 10,8310,3
Ma2 16,71+1,21 10,29+0,31
Ma1 19,04+0,44 11,36+0,35

Tabla V. Longitud de H. contortus adultos recogidos en la necropsia (media *
desviacion estandar).
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Las medidas obtenidas fueron similares entre las distintas razas ovinas, no
detectandose diferencias notables entre los grupos C1, Ch1 y Me1. Sin embargo,
las diferencias fueron significativas (P<0,05) al estudiar la longitud de las hembras
de H. contortus en los dos grupos de animaies primoinfestados que poseian los
valores mdas extremos, esto es, Castellana 1 (C1) (17,67 mm) y Manchega 1 (M1}
(19,04 mm).

Los animales con previa experiencia de la infestacidén homéloga mostraron
una tendencia clara a la disminucion de la longitud de los vermes recuperados en
el estudio postmortem. En la raza Manchega, existieron diferencias significativas
entre las medidas de los vermes recuperados de los animales primoinfestados y
reinfestados (Ma2) y ios sometidos Unicamente a la dosis de prueba (Ma1) y tanto
en la longitud de las hembras (P<0,05) como los machos (P<0,01) de
H.contortus. En el resto de las razas también se observé esta caracteristica,
especialmente en el caso de las hembras del parasito, a pesar de lo cual no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales.

Se hallaron variaciones importantes en los vaiores de longitud de las
hembras del parasito cuando se analizaron por separado machos y hembras
ovinas dentro de cada grupo experimental. Las diferencias méas notables
correspondieron a los grupos C2 y Ma2 en los que los valores detectados en las
corderas (138 £ 39 mm en C2 y 159,8 = 6,9 mm en Ma2) fueron inferiores a los
detectados en ios machos (182,4 £12,3 mm en C2 y 174,4 £ 10 mm en Ma2).
Asimismo, las hembras del grupo Me1l mostraron valores inferiores (172,6 £ 2,7
mm) a los machos del mismo grupo (197 mm). Lo contrario sucedid en el grupo
Ch1, en el que se produjeron valores superiores en las hembras dei grupo (195,3
11,4mm) respecto a los detectados en los machos (169,1 £ 1,8 mm).

3.1.3.b.2. Longitud de L4

En la figura 17 se muestra un ejemplo grafico demostrativo de las diferencias
morfolégicas encontradas entre los vermes recogidos, que en algunos casos nos
permitié reconocer su sexo, especialmente en el caso de las hembras (vulva
rudimentaria en el tercio distal del verme y en el mismo laterai en el que se
encontraba el ano).



Figura 16. Larvas de cuarto estadio recogidas de la mucosa de abomaso de los
animales que fueron infestados con la dosis de prueba
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Grupo H. contortus
(L4 gm)

C2 1306,68+104,98
C 1 1341.67+112,42
Ch2 1445 86+64.99
Ch 1 nd

Me 2 | 1551,04+522 81
Me 1 1263,23+37.34
Ma 2 1308,37+84,66
Ma 1 1393,82+97,7

Tabla VI. Larvas de cuarto estadio halladas en la necropsia de los animales
infestados de los distintos grupos experimentales (media + desviacién estandar).
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La determinacién de la longitud de las L4 se realizd en todos los vermes recogidos.
Se encontraron valores extremos para las L4 entre 800 um (animal n® 52) y 2425
um (animal n? 54), aunque, en general, no existieron variaciones importantes entre
los valores medios calculados. En la tabla VI se muestran los valores medios en
um, asi como las desviaciones correspondientes a la longitud de las larvas. Los
mas elevados correspondieron a las L4 recogidas del grupo Me2, mientras que las
menores medidas se encontraron en los vermes recogidos del grupo Mel. El
escaso numero de larvas recogidas de la mucosa en estos dos grupos, nos
impidieron establecer comparaciones entre &llos.

3.1.3.c. Biomasa parasitaria y peso medio de los vermes

3.1.3.c.1. Biomasa parasitaria:

Debido a las dificultades técnicas sdélo se determind el peso seco
correspondiente a los vermes adultos de H.contortus. En la Tabla VIi se muestran
los valores obtenidos en los animales sacrificados, diferenciando los pesos secos
de los machos y hembras adultos, asi como la biomasa parasitaria total de adultos.
A pesar de la gran diversidad hallada, comparando los valores medios de los
distintos grupos experimentales, encontramos diferencias importantes entre ellos.
Los valores mas elevados de hembras adultas (463,8 mg), machos adultos (193,25
mg) o peso total de aduitos de H.contortus (657,07 mq), correspondieron siempre
al grupo Ch1, seguidos de los grupos C1, Ma1l y Me1, en orden decreciente. En
este sentido, la raza Churra se mostrd como la méas receptiva a las
primoinfestaciones por H. contortus, a la vez que la Merina aparecio como la mas
resistente de forma natural junto con los animales de raza Manchega. La raza
Castellana tuvo un comportamiento intermedio.

Aunque las diferencias encontradas entre las distintas razas, al estudiar los
animales sometidos a una primoinfestacion, fueron importantes en aigunos casos
(657,06 mg total Ch1 versus 167,98 mg total Me1), no se pudo demostrar
signiticacion estadistica.

De mayor significacion fueron los resultados obtenidos en dependencia de
la experiencia inmunitaria de los ovinos infestados. Los animales sometidos a una
infestacién previa con el pardsito (Grupo 2) mostraron una capacidad efectiva para
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reducir la biomasa parasitaria respecto a los animales gue Unicamente recibieron
la dosis de prueba (Grupo 1). Al estudiar la biomasa correspondiente a las
hembras del parasito, comprobamos que el mayor porcentaje de reduccién tuvo
lugar en la raza Manchega {87,4%). Las razas Churra y Castellana, a su vez,
reaccionaron de forma evidente (82% y 70,3% de disminucién respectivamente),
comprobandose diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los
grupos 1y 2 en ambas razas.

Los resultados correspondientes a la biomasa de los machos del parasito
fueron similares a los hallados en el caso de las hembras, aunque existieron
mayores porcentajes de disminucion. En este caso, la reduccién mas notable la
alcanzd el grupo Ch2 (92%) respecto al grupo Chi1. Se encontraron valores
comparabies en los animales del grupo 2 correspondientes a las razas Manchega
(91,5% de reduccion) y Castellana (76,9%). Los animales pertenecientes a la raza
Merina, de forma similar a lo que ocurrié en el caso de las hembras de H.
contortus, mostraron discretos descensos del peso parasitario (45,8%).

Las reducciones de |la biomasa total parasitaria, al comparar los dos grupos
experimentales (Grupos 1 y 2), siguieron un patrén muy similar al hallado en las
hembras, relacionado con el hecho de ser éstas las que mayor contribucidn
aportan a la biomasa total parasitaria.

De forma general, los porcentajes de reduccion en la biomasa parasitaria
resuitaron estadisticamente significativos en aquellas razas que mas sensibles se
mostraron de forma natural a las infestaciones por el parasito (Churra y
Castellana). La raza Merina que aparecié como la mas resistente al
establecimiento parasitario, resultd ser la que menor porcentaje de reduccién
parasitaria logrd, a pesar de que las tres hembras pertenecientes al grupo Me2
fueron casi refractarias a la reinfestacion.

Al igual que en el resto de parametros considerados anteriormente, las
diferencias encontradas entre los dos sexos que componian cada grupo
experimental no mostraron un claro patrén en todas las razas estudiadas. Las
tendencias fueron similares al estudiar el peso correspondiente a machos,
hembras o peso totai parasitario. En la raza Castellana se hallaron valores en las
corderas primoinfestadas superiores a los hallados en los machos del mismo grupo
(462,9 + 138,7 mg total parasitario versus 216,53 + 20,63), encontrandose
diferencias estadisticamente significativas (P<0,05). Este hecho se tornd en el
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RAZA N2 ANIMAL H.contortus H.contortus H. contortus
(mg hembras! gmg machos! (mg total)
Castellana 1 14 7 21
7 nd nd nd
14 26 7 33
5 110 13 123
8 168,95 38,92 207,87
I 63,79 £ 65,07* 13,18 + 13,51 76,97 £ 77,77
Churra 17 185 5 130
19 30 4 34
24 152,78 25,76 178,54
18 100,1 29 129,1
23 18 nd nd
28 15 13,87 28,87
83,48 + 67,36* 12,94+ 11,06 94,42 + 72,08
Merina 30 0 0 0
38 0 0 0
41 0 0 0
32 158,7 57 215,7
40 127.,4 50 177.4
42 145,95 26 171,95
72,01 £72,58 22,17 +£2407 94,17 +£95,17
Manchega 52 37 7 44
54 7 1,5 8,5
43 19 6 25
50 10 0 10
1825+ 1169 3,63+£294 2188+ 1431

Tabla Vlla. Biomasa parasitaria en mg (machos, hembras y valor total de H.
contortus) hallada en la necropsia de los animales infestados en dos ocasiones
(grupo 2). Media t+ desviacidn estandar. (*) Diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) entre grupo 1 y 2 de cada raza.
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RAZA N2 ANIMAL H. contortus H. contortus H. contortus
(mg hembras) (mg machos) (mg total)
Castellana 9 451,58 150 601,58
13 264,1 60,13 324,23
2 213,15 24 237,15
4 144.9 51 195,9
| 268,4 + 113,8° 71,28+47,35 339,7 + 158,1
Churra 15 23 13 36
| 20 323,68 48 371,68
25 812,15 384 1196,15
26 696,43 328 1024,43
. 463,8+ 312" 193,383+ 164,4 657,11+472/4
Merina 33 116 55,8 171,9
34 0 2 2
29 194,25 55,78 250,03
37 198 50 248
| 127,1 £80,3 40,92t 226 168 £ 100,9
Manchega 47 42 7 49
: 51 118 13 131
46 298,35 130,2 428,86
55 120,88 20 140,9
144,8 + 94,1 42,55+ 50,8 187,4 + 143,7

|

Tabla VIlb. Biomasa parasitaria en mg de H. contortus (machos, hembras y valor
total) haliada en la necropsia de los animales infestados en una séla ocasion
(grupo 1). Media + desviacién estandar.
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grupo C2 (27 + 6 mg total en las hembras y 165,4 + 42,4 mg total en los machos).
En las razas Churra y Manchega las ovejas primointestados se mostraron mas
resistentes de forma natural a la infestacidén (203,8 + 167,8 mg; 90 £ 41 mg Chl y
Ma1 respectivamente) que los machos (1110,3 = 85,9 mq; 284,7 + 143,8 mg Cht y
Ma1). Se hallé significacién estadistica en las diferencias entre ambos sexos de
animales del grupo Ch1 (P<0,05) cuando se consideraron los mg de machos
adultos de H.contortus hallados en {a necropsia. En los grupos de animales que
sufrieron dos infestaciones en las razas Churra y Manchega no se encontraron
diferencias destacables, a pesar de que en las hembras se encontraron valores
ligeramente mas altos que en los machos ovinos.

Las diferencias encontradas entre los dos sexos de animales de raza Merina
si fueron mas notables y de dificil interpretacidn. Las hembras se mostraron en todo
momento mas resistentes a las infestaciones por H. contortus (87 = 85 mg total
en las hembras frente a 249 £ 1 mg total en los machos del grupo Me1), si bien la
disimilitud resultd dramatica en el grupo Me2, encontrandose diferencias altamente
significativas (P<0,01) en la biomasa parasitaria (mg de machos, hembras y totales
parasitarios) entre ambos sexos.

3.1.3.c.2. Peso medio de los vermes

Los resultados obtenidos al estimar el peso medic de los vermes adultos
(machos y hembras) fueron, en general, uniformes. En la tabla Viii aparecen
reflejados los pesos medios correspondientes a los vermes adultos obtenidos tras
el sacrificio dei ganado ovino infestado. Los grupos de raza Churra y Manchega
infestados unicamente con la dosis de prueba (Grupo 1) mostraron los mayores
valores medios, tanto en los machos (106,4 y 118,2 ug respectivamente) como en
las hembras (264,6 y 248,7 ug respectivamente) de H. contortus, frente a los
obtenidos en las razas Castellana y Merina (98,1 y 96,7 ug en machos y 2169 y
235 ug en hembras del parasito) con una sola infestacién.

El ndmero de infestaciones que sufrieron los animales, estudiada dentro de
cada raza, afectd ligeramente al valor medio del peso del verme. Los animales
pertenecientes al grupo Ch2 ocasionaron una disminucion de un 18,1% en el de
los machos y un 27,7% en el peso medio de las hembras del pardsito respecto al
grupo Ch1. Por su parte, los animales manchegos que sufrieron dos infestaciones
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Grupo H. contortus H. contortus
hembra) /macho
c2 258,23 + 56,2 105,15 + 10,76
C1 216,88 + 21,75 98,13 + 3,25
Ch2 191,32 + 30,72 87,13+ 245
Chi 264,58 + 74,52 106,35 + 7,06
Me2 279,12 + 49,85 896,55 + 4,88
Me1 235 + 67,95 96,74 + 23,99
Ma2 203,21 + 40,66 83,33 + 23,57
Ma1 248,69 + 29,54 118,21 + 33,07

Tabla Viil. Peso medio parasitario de los machos y hembras de H. contortus en
los diferentes grupos experimentales (media + desviacion estandar).
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.
Raza N¢ animal Hembras/ Fertilidad | N® Animal Hembras/ Fertilidad
Sgrugo 22 Machos £grugo 12 Machos
asteliana 1 1,17 11,91 9 1,49 5,22
7 1 11,67 13 2,14 3,85
14 1,5 5,42 2 3,63 5,15
5 2,67 9,43 4 1,24 9,18
8 1,72 6,16
I 1,61+0,6 8,91+2,7 2,1240,9 5,85%2
Churra 17 9,09 5,07 15 0,5 13,06
19 2,8 3,93 20 2,95 4,77
24 2,74 3,76 25 1,14 1,92
18 2 2,5 26 0,95 2,37
23 3,67 3,18
28 0,63 6,82
3,4912,7 4,21+1,4 1,39+0,9 5,63+4,5
Merina 30 nd nd 33 1,11 3,62
38 nd nd 34 nd nd
41 nd nd 29 1,14 4,61
32 1,21 6,19 37 1,46 6,53
40 0,98 5,17
42 1,45 4,76 :
1,2240,2 5,38+0,6 1,24+0,2 4,92+1,2
Manchega 52 2,14 2 47 4,25 14,21
54 1 nd 51 2,93 9,19
43 1,67 9,17 46 0,94 7,12
50 nd 3,1 55 2,95 523
J ' 1,640,5 4,75+3,2 2,77x1,2 8,94+3,4

Tabla IX. Valor de la relacién Hembras/macho de los vermes recogidos en la
necropsia de los animales. Asimismo se muestra la fertilidad calculada para las
hembras del parasito.
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(Ma2) redujeron el peso medio parasitaric de los machos y hembras del verme
(18,3% y 29,5% respectivamente) cuando se les comparé con los animales
manchegos infestados con la dosis de prueba. |_os animales de raza Castellana y
Merina mostraron un comportamiento opuesto.

Las diferencias halladas entre los dos sexos de animales dentro de cada
grupo experimental variaron en funcién de la raza estudiada, y séiamente fueron
notables algunos valores correspondientes a las hembras de H. contortus.

3.1.3.d. Relacion hembras/machos de H.contortus

En la tabla I1X aparece reflejada la relacion hembras/machos adultos de
H.contortus recuperados del abomaso tras el sacrificio de los ovinos infestados.
En general, el nimero de hembras superd al numero de machos, aunque en
algunos animales sucedié lo contrario (n® 11, 28, 15, 26, 40 y 46). El valor més alto
correspondid al animal n217 (9,09 hembras por cada macho presente)
perteneciente al grupo Ch2. En los animales n? 34 y 50 no fue posible establecer la
relacion, ya que no se encontraron hembras de H.contortus en un caso 0 machos
en el otro, respectivamente.

Al estudiar la diferencia interracial, los animales merinos y churros
aparecieron con la relacién hembras/machos mads baja (1,24 y 1,39
respectivamente). Las otras dos razas mostraron relaciones superiores,
especialmente los animales manchegos (2,77).

Se puede apreciar, a su vez, una ligera disminucidn de la relacion en los
grupos de animales sometidos a dos infestaciones respecto a los ovinos del Grupo
1. La mayor diferencia se observd entre los grupos Ma2 y Ma1, con reducciones del
42% en el indice. El grupo C2 mostrd un discreto descenso (23%) en el valor medio
hembras/machos respecto al grupo C1. La excepcién se presentd en los animales
de raza Churra, en 1os que se puede apreciar un valor relativo mas alto del nimero
de hembras de H. contortus en el grupo Ch2 (3,49) que en el grupo Ch1t (1,39).
En general, no se detectaron diferencias importantes entre los dos sexos de
animales de cada grupo experimenta! al estudiar la relacidén hembras/machos. Los
valores mas dispares aparecieron en el grupo Ch2, con un valor de 4,9 + 3 en el
caso de las hembras frente a 2,1 £ 1,2 en el caso de los machos del grupo.
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3.1.3.e. Fertilidad de las hembras de H.contortus

La fertilidad de las hembras de H.contortus se calculd a partir de la
eliminacién fecal media de huevos (durante las 3 dltimas determinaciones) y el
nimero de hembras halladas en la necropsia. Los valores oscilaron entre 14,21
(animal n®47) y 1,92 (animal n? 25). Las menores variaciones dentro de cada grupo
correspondieron a los animales de raza Merina, mientras que los manchegos
mostraron una mayor dispersion, tanto dentro del grupo Ma2 como en el grupo
Mat.

Las hembras del pardsito encontradas en los animales del grupo Ma1 fueron
las que demostraron mayor capacidad de producciéon de huevos. Por su parte, los
animales manchegos que recibieron dos infestaciones mostraron una capacidad
de reduccién en la fertilidad de las hembras del 46,8 % respecto a los animales
manchegos de! grupo 1. Asimismo, se encontrd un ligero descenso en el valor
medio del grupo Ch2 (23,9%) respecto al vaior calculado en el grupo Ch1. La
fertilidad en {os dos grupos experimentales de animales merinos fue muy simitar.
La excepcion se encontré en la raza Castellana donde se observé una mayor
fertilidad en el grupo C2 que en el grupo C1.

No existieron diferencias destacables entre la fertilidad hallada en los dos
sexos de animales, dentro de cada grupo experimental. Unicamente las hembras
de los grupos Ch1 (8,9 + 4,1) y Ma1 { 11,7 £ 2,5) mostraron valores superiores a los
machos de sus grupos respectivos (2,1 £ 0,2 en Ch1 y 6,2 £ 0,9 en Ma1), sin que
las diferencias fuesen muy notables.
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3.1.4. Relacién entre la eliminacion fecal de huevos, titulos séricos y carga
parasitaria (Adultos y L4)

3.1.4.1. Relacién entre la carga parasitaria y la eliminacidon fecal de huevos

En las Figuras 18 a,b y ¢ se muestra, graficamente, la relacién existente
entre la eliminacién fecal de huevos de H.contortus por parte de los ovinos
infestados y la carga parasitaria en el abomaso. Se han representado graficamente
los valores absolutos medios (Fig. 18a); los valores absolutos de eliminacion de
huevos (hpg} y el valor transformado de los vermes adultos (log (x+1)) (Fig. 18c) y
los valores doblemente transformados (raiz cuadrada de hpg, iog(x+1)) (Fig. 18b).

En todos los anadlisis existid una clara correlacion lineal entre ambos
parametros, aungque los mejores resultados se obtuvieron cuando se emplearon los
datos transformados (Fig. 1'8b), con un valor de correlacion r=0,827 (r2=0,684). El
valor de "r" indicd claramente la existencia de una relacién directa entre los
recuentos de hpg y la carga parasitaria.

3.1.4.2. Relacidn entre la respuesta IgG sérica y la carga parasitaria en abomaso

Se estudid la correlacién existente entre respuesta IgG sérica anti-
Haemonchus -empleando ambos extractos antigénicos, soluble larvario (ESL) y
soluble de adultos del helminto (ESA)- y la carga parasitaria, tanto considerando
los dos sexos de la poblacidn de vermes, el nimero de L4 y el total. Los analisis se
realizaron considerando ia posibilidad de variacién interracial, asi como la posible
dependencia de la exposicion previa a H.contortus. Los resultados de los andlisis
de correlacion se muestran en la Tabla Xa, para el extracto antigénico de L3 (ESL),
y en la Tabla Xb, para el extracto antigénico de adultos (ESA).

Con independencia de las correlaciones observadas respecto al numero de
machos y hembras adultas de H.contortus, en distintos grupos de ganado y con
los dos extractos antigénicos (p.e. Ch2, n? de hembras, ESL) -posiblemente de
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Figura 18. Relacién entre la eliminacién fecal de huevos de H. contortus y los
vermes recogidos de abomaso (datos transformados-figs. b y ¢- y sin transformar-

fig. a-).
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I Iog gx=1) H. contortus

Machos Hembras Adultos L4 Total l

Castellana -0,248 -0,333 -0,316 0,656 -0,359
Churra -0,417 -0,112 -0,211 -0,148 -0,253
Merina -0,268 0,123 -0,315 -0,49 -0,862

Manchega 0,642 0,334 0,41 -0,054 0,624

c2 -0,051 -0,066 -0,066 0,4 -0,244
C1 0,681 - 0,476 0,577 0,318 0,577
Ch2 -0,043 0,736 0,58 -0,164 0,553
Ch1 -0,468 -0,47 -0,479 -0,479
Me2 0,176 -0,369 -0,71 -0,897 -0,988
Me1 -0,191 -0,214 -0,222 0,057 0,223
Ma2 -0,026 0,032 -0,063 0,9 0,598
Ma1 0,828 0,772 0,815 -0,497 | 0,843
grupo 2 -0,298 -0,073 -0,111 -0,365 -0,584
Grupo 1 0,162 . 0,094 0,043 -0,267 0,045
Todos -0,138 -0,105 -0,106 -0,156 -0,451

Tabla X a. Relacion entre la respuesta IgG anti-ESL y los vermes recogidos en la
necropsia en los diferentes grupos experimentales.
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Machos Hembras Adultos L4 Total
Castellana -0,283 -0,374 -0,353 0,712 -0,361
Churra -0,747 -0,544 -0,629 0,489 -0,673
Merina 0,001 0,142 -0,054 -0,378 -0,732
Manchega 0,635 0,46 0,504 -0,221 0,522
Cc2 -0,514 -0,629 -0,598 0,39 -0,735
C1 0,414 0,289 0,342 0,584 0,342
Ch2 -0,188 0,608 0,428 -0,0562 0,429
Chi -0,923 -0,809 -0,867 0,867
Me2 -0,204 -0,69 -0,438 -0,823 -0,904
Me1 0,095 0,186 0,045 0,156 0,05
Ma2 0,993 0,973 0,939 -0,206 0,027
Ma1 0,909 0,906 0,917 -0,573 0,931
grupo 2 -0,424 0,304 .0,309 0,315 -0,537
Grupo 1 0,213 0,109 0,164 -0,001 0,16
Todos -0,14 -0,182 -0,119 -0,012 -0,345

Tabla X b. Relacidn entre la respuesta IgG anti-ESA y los vermes recogidos en la
necropsia en los diferentes grupos experimentales.
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cardcter menos significativo al implicar un menor numero de helmintos- el analisis
se cenird esencialmente al n® de adultos (machos+hembras), n? de L4 y vermes
totales.

Considerando conjuntamente todos los animales infestados no se pudo
hallar ninguna correlacién significativa entre la carga parasitaria (Adultos, L4) y la
respuesta IgG sérica, con ninguno de los extractos antigenicos empleados (ESL,
ESA). Cuando se analizaron los resultados interraciales, con independencia del
tratamientoc a que habian sido sometidos los animales (primoinfestacion;
primoinfestacidon + dosis de prueba) se observé que en la raza Castellana existié
una correlacién entre el n® de L4 inhibidas en la mucosa y la respuesta IgG sérica,
tanto con ESA (r=0,712) como con ESL (r=0,656) no observada en ninguna de las
otras razas ovinas, a excepcién de una ligera correlacion negativa en el ganado
Merino.

El n? total de vermes si estuvo relacionado con la respuesta anti-ESL en la
raza Manchega (r=0,624). Esta correlacion también existié, pero negativa, en los
merinos tanto con ESL (r=-0,862) como con ESA (r=-0,732), situaciéon también
presente en la raza Churra con el extracto antigeénico de adultos (ESA) (r=-0,673).

Analizando por grupos (Grupo 1: dosis de prueba; Grupo 2: primoinfestacion
+ dosis de prueba), con independencia de la raza ovina estudiada, a pesar de que
no existieron valores muy significativos, fue de destacar que en el caso de los
animales del Grupo 2, la respuesta anti-ESL y anti-ESA de H.contortus estuvo
correlacionada con el ndmero total de vermes de forma mas notable (r=-0,584 y r=-
0,637, respectivamente), lo que evidencié una cierta dependencia entre la carga
parasitaria y la respuesta sérica.

3.2. Aisiamiento y caracterizacion de antigenos diagndsticos

Los estudios de aislamiento y caracterizacion de antigenos de potencial
valor diagndstico de la hemoncosis ovina se llevaron a cabo a partir de los dos
extractos antigenicos, ESL y ESA. Los ensayos comprendieron el fraccionamiento
cromatogréafico de las muestras (gel filtracién, intercambio iénico), electroforético
(SDS-PAGE), y el seguimiento se realizd mediante ELISA de las fracciones
obtenidas e inmunodeteccién (Western blotting). Teniendo en cuenta el interés de
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la presencia de residuos glucidicos en los péptidos aislados se determinaron
glicoproteinas a partir de las separaciones electroforéticas realizadas.

3.2.1. Caracterizacién de ESL

El cromatograma obtenido a partir de la separacion cromatografica de ESL
mediante gel filtracion (Sephacryl S-200) se muestra en la Figura 19. Podemos
observar dos picos mayoritarios de absorbancia, >150 kDa de peso molecular
estimado el primero, y entre 150 y 20 kDa el segundo.

La cromatografia de intercambio idnico realizada con el ESL aparece
reflejada en la Figura 20. En elia se muestran tres picos de absorbancia a 280 nm:
"1* o fraccién no unida, seguida de dos picos que eluyeran con el gradiente
denominados "12" y "I3". Se llevaron a cabo enzimoinmunoensayos (ELISA) con las
tres fracciones obtenidas, utilizando sueros de animales de 6 meses de edad
infestados y reinfestados con H. contortus asi como sueros de animales libres de
parasitos. Cuando se estimd el indice positivos/negativos (P/N), resultante de la
absorbancia obtenida con una fraccidon y sueros positivos (n=5) anti-
Haemonchus/ absorbancia del ELISA con la misma fraccion y sueros negativos
(n=11) (ver seccidén 3.2.2.a), no se observé en ninguna de las fracciones la
aparicidon de incrementos notables en ei indice P/N. La fraccidon |1 mostré un indice
alrededor de 1,4, mientras que en las fracciones 12 y I3 el indice resulté de 1,7
aproximadamente, valores todos ellos similares a los detectados con el ESL (1,5).

Se llevé a cabo una separacién electroforética (SDS-PAGE) de las
fracciones (Fig. 20) y se realizaron inmunodetecciones con los mismos sueros
empleados en el caso anterior, no detectandose, en nuestras condiciones, ningun
antigeno especifico de H. contortus (no mostrado).

Teniendo en cuenta la falta de antigenos de interés diagnéstico en ESL y
sus fracciones, la deteccién de glicoproteinas sélo se efectué en el extracto total
(ESL) (Fig. 21) tras su electroforesis (SDS-PAGE) y transferencia. En el ensayo se
incluyeron controles positivo (transferrina), negativo (creatinasa). La mayoria de las
glicoproteinas de ESL tenian un PM estimado > 67 kDa, con una intensa tincién en
la parte superior de la electroforesis. Ademas, aparecieron numerosas bandas
débiles entre 67 y 14 kDa.
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Figura 19. Perfil de elucidén del exiracto soluble larvario en la cromatografia de
exclusion molecular (Sephacryl $-200).
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Figura 20. Perfil de elucién del extracto soluble larvario (ESL) cuando se aplico a
un gel de intercambio idnico y se eluyd con un gradiente salino. Las Barras indican
las regiones seleccionadas. En la electroforesis (12,5% acrilamida) se observa la
separacion proteica lograda en las fracciones (1, 12 y 13), asi como los marcadores
de peso molecular.
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Figura 21. Deteccion de glicoproteinas realizada con el extracto soluble de adultos
(ESA) y el extracto soluble larvario (ESL). Asimismo se introdujeron proteinas con
{(+, transferrina) y sin (-, creatinasa) residuos azucarados. A la izquierda se
muestran los marcadores de peso molecular (PM).
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3.2.2. Caracterizacion de ESA

3.2.2.a. Gei filtracién con Sephacryl S-200

El perfil tipico de elucidon de ESA obtenido en la cromatografia de exclusién
molecular se muestra en la Figura 22. En el cromatograma se apreciaron dos picos
mayoritarios de absorbancia, en las regiones de peso molecuiar aparente >200
kDa el primero y entre 78 y 42 kDa el segundo. Los tubos recogidos de la
cromatografia se enfrentaron de forma individual en un ELISA a mezclas séricas de
animales libres de infestacién (n=11) asi como de animales con infestaciones
homdiogas con H. contortus (n=5), o heterdlogas con Te. circumcincta (n=2) y
T. colubriformis {n=2). Se calculd el indice P/N a partir de las absorbancias
obtenidas mediante la prueba inmunoenzimatica, considerando como positivos
todos los animales que sufrieron infestacion homdéloga o heterdloga (inserto Fig.
22).

Se hallé una alta reactividad cruzada entre los sueros procedentes de
animales infestados con H. contortus y T. colubriformis, especialmente en las
fracciones de mayor peso molecular (>150 kDa), mientras que los animales
infestados con Te. circumcincta no mostraron ninguna reactividad notable con
ninguna de las fracciones. El mayor indice P/N se obtuvo entre las fracciones 36 a
41, correspondientes a PM de 150-78 kDa.

Las fracciones individuales correspondientes a los picos del cromatograma y
los ELISA se mezclaron en 4 mezclas (A1, A2, A3 y Ad), correspondientes a PM
estimados de >200, 150-200, 78-150 y 42-78 kDa. La mezcla A4 fue la que
evidencid un valor superior del indice P/N, ademds de una aceptable especificidad
en el enzimoinmunoensayo (indice P/H). Las electroforesis en condiciones
desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE) de las fracciones individuales (32 a
49) (Fig. 23) mostraron que las comprendidas entre 41-49, zona de la
cromatografia que incluia A4 (40-45), contenia una zona rica en péptidos desde 25
a 30 kDa de PM.
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Figura 22. Cromatograma representativo del extracto soluble de adultos aplicado a
gel filtracidn (sephacryl S-200). Las barras muestran las mezclas de fracciones.
Inserto: Indice Positivo/Negativo mediante ELISA realizado con las fracciones
individuales.
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Figura 23. SDS-PAGE (12,5% acrilamida) de las fracciones individuales (32-49)
obtenida mediante cromatografia de exclusién molecular del extracto soluble de
adultos. En la izquierda se muestran los marcadores de peso molecular (PM).
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En la Figura 24 se muestran las inmunodetecciones realizadas con 12
fracciones individuales (n°36 a 47) procedentes de gel filtracién correspondientes a
las zonas A3 y A4, con los mayores valores del indice P/N en el ELISA, enfrentadas
a mezclas séricas de animales sin infestar, o bien infestados monoespecificamente
de forma homdloga (H.contortus, n=5) 0 heterdloga (T.colubriformis, n=2 y Te.
circumcincta, n=2).

Los resuitados obtenidos en los WB estuvieron correlacionados con los
valores del ELISA. En general, con todas las fracciones existid un mayor
reconocimiento antigénico por parte de los sueros homologos, en especial con las
fracciones correspondientes a la mezcla A4. Los sueros del ganado ovino infestado
con Te.circumcincta y, particularmente, con T.colubriformis reaccionaron con
las fracciones ensayadas. No obstante, se identificd una regién de bajo PM (20-30
kDa), presente en mayor o menor medida en todas las fracciones de A4,
intensamente reconocida por las mezclas séricas homologas (anti-Haemonchus).

Teniendo en cuenta el escaso rendimiento tras fa cromatografia de gel
filtracion de las fracciones individuales, la mezcia A4 se enfrentd, tras la
electroforesis, a sueros de animales sin infestacion y con infestaciones homélogas
y heterdlogas (Fig. 25). El WB mostré que aparentemente, la mezcla A4 de ESA de
H.contortus estd antigénicamente mas relacionada con T.colubriformis que
con Te.circumcincta y que dicha fraccién contenia una region peptidica de PM
aparente ca.26 kDa aparentemente especifica ya que sélo fue reconocida por los
sueros provenientes de corderos infestados con H.contortus.

El estudio de la composicién glicoproteica de ESA (Fig. 21) sélo mostré
reactividad notable en regiones de PM elevado (>67 kDa) aunque se
hallaronalgunas bandas escasamente marcadas en regiones de PM inferior. Sin
embargo, el estudio de las mezclas obtenidas de la cromatografia de gel filtracion
(Fig. 26) mostrd que A1 reacciond en PM >67 kDa, mientras que A3 contenia una
banda claramente tefiida de ca. 55 kDa. La mezcla A2 y, en particular, A4, que
contenia el péptido de ca. 26 kDa no reveld la presencia de glicoproteinas.
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Figura 24. Inmunodetecciones realizadas con las fracciones 36 a 47 procedentes
de gel filtracion del ESA. Las tiras se enfrentaron a mezclas séricas de animales
libres de infestacidon (1), o bien infestados con H. contortus (2), T. colubriformis
{(3) o Te. circumcincta (4). En la izquierda se muestran los marcadores de peso
molecular (PM).
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Figura 25. Inmunodeteccion realizada con A4. Las tiras se enfrentaron a mezclas
séricas de animales sin infestar (1), o bien infestados con H. contortus (2),
T. colubriformis (3) o Te. circumcincta (4). En la izquierda se muestran los mar-
cadores de peso molecular (PM).
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Figura 26. Detecion de glicoproteinas realizada con las mezclas de fracciones
procedentes de gel filtracidon A1, A2, A3 y Ad, asi como del extracto enriquecido
A4l. Se incluyeron controles positivo y negativo (x). A la izquierda se muestran los
marcadores-de peso molecular (PM).
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3.2.2.b. Intercambio idnico

La Figura 27 muestra un cromatograma tipico obtenido a partir de ESA
aplicado a una columna cargada con intercambiador anidnico (DEAE-Sephacel) y
eluido con un gradiente 0-0,4 M NaCl. Se obtuvieron 4 picos principales (A280) en
la elucién: "at1* o fraccién no unida, "a2" o primer pico de elucién del gradiente
salino seguida de "a3" y "a4", eluidas todas ellas entre 0,1 y 0,2 M de NaCl.

Se llevd a cabo un enzimoinmunoensayo con las fracciones seleccionadas
del cromatograma, tras ser dializadas frente a PBS, segun se ha descrito en el
Capitulo de Material y Métodos. Las fracciones a3 y a4 incrementaron ligeramente
la sensibilidad del ELISA (P/N) (+0,2 y +0,4 respectivamente) cuando se compard
con la obtenida con ef ESA sin fraccionar. La mayor especificidad
(Positivo/Heterdlogo), sin embargo, se hallé en a2. En la Tabla X se muestran los
indices P/N logrados en el ELISA cuando se enfrentaron las fracciones a sueros de
animales sin infestar e infestados de forma homéloga y heterdloga.

Las fracciones individuales correspondientes a las zonas de elucion se
dializaron frente a PBS y se analizaron mediante electroforesis desnaturalizante y
reductora (SDS-PAGE) (Figura 28). En la electroforesis se pudo comprobar la
separacion proteica lograda con esta cromatografia, apareciendo en todas las
zonas de elucién analizadas péptidos de muy variado PM. Las fracciones a3 vy,
particularmente a4, fueron en nuestras condiciones las que presentaron una menor
cantidad de proteinas. Por su parte, tanto en a1 como en a2 se localizaron bandas
proteicas de PM estimado entre 25 y 30 kDa, de motilidad electroforética simiiar a
la obtenida en los WB tras el fraccionamiento mediante gel filtracién de ESA. Las
zonas de elucidon escogidas, se analizaron mediante inmunodeteccién, que
aparece en la Figura 29. Las fracciones a3 y a4 mostraron un patrén de
reconocimiento muy similar, por lo que Unicamente se muestra la inmunodeteccion
realizada con la fraccién a3; en ésta podemos observar una clara reactividad en
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Figura 27. Cromatograma representativo de la elucién del ESA con un gradiente
salino (0-0,4M NaCl) del gel de intercambio idnico (DEAE-sephace!).
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ESA at a2 a3 a4

P/N 3,1 3,1 3,0 3,3 3,4

(H. contortus)

P/N 2,0 1,9 1,62 2,2 2,9

(T. colubriformis)

P/N 1,2 1,0 1,1 1,1 1,2

gTe. circumcinctaz

Tabla Xi. Indices Positivo/Negativo del ELISA realizado con las fracciones
obtenidas mediante cromatografia de intercambio iénico a partir de ESA.



ESA a4 a3 a2 at PM

Figura 28. SDS-PAGE (12,5% acrilamida) de las fracciones seleccionadas (al, a2,
a3 y a4) de la cromatografia de intercambio idnico del extracto soluble de adultos
(ESA). Los marcadores de peso molecular (PM) aparecen en el carril derecho.



PM (kDa)

67—
43_
30—~
20.1—
12 3 4 1 2 3 4 123 4
al a2 a3

Figura 29. Inmunodeteccién realizada con las fracciones seleccionadas
(a1, a2 y a3) de la cromatografia de intercambio idnico del ESA enfrentadas a
mezclas séricas de animales sin infestar (1), o bien infestados con H. contortus
(2), T. colubriformis (3) o Te. circumcincta (4). En la izquierda se muestran los
marcadores de peso molecuiar (PM).
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una regién de ca. 55 kDa de escaso valor diagndstico aparente. En la fraccidn a1l
se hallé inmunorreactividad en la region situada entre 25 y 28 kDa tanto con los
sueros de animales infestados con H. contortus como con los de animales
infestados con T. colubriformis. En la fraccion a2 los sueros homélogos
presentaron un reconocimiento de la region de 25-27 kDa, asi como de 55 kDa, no
siendo reconocidos estos péptidos por los animales sin infestar o infestados de
forma heterdloga. L.os sueros anti-T. colubriformis reaccionaron con péptidos de
22-23 y ca. 67 kDa, reactividad no observada al emplear sueros homadlogos.

Teniendo en cuenta el interés en la determinacién de la presencia de
residuos azucarados en los péptidos estudiados, se procedié al igual que en el
caso anterior, al estudio de la presencia de glicoproteinas en las fracciones
obtenidas de la cromatografia de intercambio idnico de ESA. Los resultados
obtenidos se muestran an la Fig. 30.

En la fraccion al no aparecieron cantidades notables de glicoproteinas,
mientras que en a2, a3 y a4 aparecié un patron muy similar al detectado con el
ESA sin fraccionar; es decir, se detaectaron glicoproteinas de PM >67 kDa en el
caso de a1, con dos bandas fuertemente marcadas correspondientes a PM ca. 70
kDa y >94 kDa, y una tincién superior a 43 kDa en el caso de a2 y a3. En la misma
figura se muestra la inmunodeteccidn realizada con la transferencia utilizada para
la tincién de glicoproteinas. Podemos comprobar que en la fraccidén a2 aparece
reconocido el péptido de ca. 26 kDa por el suero de animales infestados
monoespecificamente con H. contortus y que en la deteccién de glicoproteinas
no se ting, por 10 que aparentemente dicho péptido no corresponde a una
glicoproteina. En las fracciones eluidas con el gradiente salino aparecié un
reconocimiento por parte de los sueros de animales infestados con H. contortus
{fracciones a2, a3 y a4) y de los infestados con T. colubriformis (fracciones a3 y
a4) de una region de aproximadamente 55 kDa PM aparentemente
correspondientes a glicoproteinas.

3.2.2.¢c. Caracterizacion mediante gel filtracién + intercambio idnico

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos mediante las separaciones
cromatograficas de ESA, se procedié al fraccionamiento secuencial de este
extracto antigénico. Para ello se partié de la fraccidon A4 de ESA, obtenida tras la
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Figura 30. Deteccion de glicoproteinas realizada con las fracciones seleccionadas
(a1, a2, a3 y a4) de la cromatografia de intercambio iénico de ESA. Se introdujeron
controles con (+) y sin (-) glicoproteinas(+). Las tiras se enfrentaron a mezcias
séricas de animales sin infestar (1), o bien infestados con H. contortus (2),
T. colubriformis (3} o Te. circumcicnta (4). A ia izquierda se muestran los
marcadores de peso molecular (PM). ‘
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cromatografia de exclusién molecular, que se aplico al gel de intercambio i6nico
(DEAE-Sephacel). Previamente, A4 fue dializada frente al tampdén de elucién (Tris-
HC1 50 mM pH=7,4). La cromatografia se desarrolié con un gradiente salino entre 0
y 0,4 M de NaCl en el mismo tampon y el cromatograma obtenido se muestra en la
Fig. 31, donde se aprecid la aparicién de un pico Unico de A280 que eluyd
alrededor de 0,1 M de NaCl.

El pico de la cromatogratia correspondia aproximadamente a 8 tubos, que
fueron dializados frente a PBS, concentrados con acetona fria y sometidos a
andlisis electroforético (SDS-PAGE), que se muestra en la Figura 32. E!l pico
obtenido sdlo contenia entre 6-8 péptidos, apareciendo una banda de PM ca. 26
kDa. Aquellas fracciones con A280 mdés elevada, y en las que se encontraba
presente el péptido de ca. 26 kDa, se unieron y se denominaron A4l.

Con esta fraccion se realizé una inmunodeteccion puntual empieando
mezclas séricas de animales no infestados ¢ infestados con H. contortus (n=5),
asi como de sueros individuales de animales infestados con T. colubriformis
(n=2) o Te. circumcincta (n=2). Sdlamente resultd reconocido el péptido de ca.
26 kDa de la fraccion A4l con los sueros homélogos, mientras que los sueros de
animales libres de infestacion o bien infestados con las otras dos especies
parasitas no mostraron ningun reconocimiento notable (Figura 33), lo que suponia
la purificacién parcial de un antigeno soluble de H.contortus aparentemente
especifico presente en la fraccion obtenida tras la gel filtracion + intercambio iénico
de ESA. Ademas, no se observd la presencia de glicoproteinas en esta fraccién
(Fig. 26).

Teniendo en cuenta la extensién de las reacciones cruzadas, en los ELISA,
entre los extractos solubles (ESL y ESA) de H.contortus y los sueros de animales
con infestaciones heterdlogas (Te.circumcincta, T.colubriformis), aungue en
tas inmunodetecciones llevadas a cabo con A4l sdlo se observd el reconocimiento
del antigeno de ca. 26 kDa de ESA con los sueros homdlogos, se consideré de
interés explorar la posibilidad de que dicho péptido estuviese presente en otros
trichostrongyloideos, como paso previo a su valoracién diagndstica. Con dicho
obietivo se llevd a cabo el siguiente apartado.



RESULTADQS

pmmume- 2,0
Q3r ': -| )
A4 ‘:
: 415
02 '~ ';
: O
3 A PP
2 5 p3
N :
<
105
L— 0.0
0.0

Figura 31. Perfil de elucién obtenido al separar A4 mediante cromatografia de

intercambio i6nico (DEAE-sephacel) y eluida con un gradiente salino {0-0,4M
NacCl).
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Figura 32. SDS-PAGE (12,5% acrilamida) de las fracciones obtenidas (52-53) en
el gradiente salino de la cromatografia de intercambio idnico de A4. A la izquierda
se muestran los marcadores de peso molecular (PM).
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Figura 33. Inmunodeteccion realizada con Adl enfrentada a sueros de animales sin
infestar (N), o bien infestados con H. contortus (H), T. colubriformis (T)
o Te. circumcincta (O). En la izquierda se muestran los marcadores de peso
molecular (F V).
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3.2.2.d. Reconocimiento de H.contortus por sueros hiperinmunes

Para ello se obtuvieron sueros hiperinmunes en conejo frente a los
extractos solubles, adultos y larvarios, de H.contortus, T.colubriformis y Te.
circumeincta, segun se ha descrito en el Capitulo de Material y Métodos.

Al ensayar mediante enzimoinmunoensayo la reactividad existente frente a
ESA, ESL de H. contortus y A4l de los 6 sueros hiperinmunes obtenidos, en
todos los casos fue superior con los sueros anti-extracto soluble de adultos de las
tres especies estudiadas (Tabla Xll). Unicamente se detectd reactividad frente a Adl
en los sueros anti-ESA, resultando nula 0 muy escasa en los sueros anti-ESL. La
mayor homologia frente a A4l se comprobé entre el suero anti-ESA de Te.
circumcincta y el suero anti-ESA de H. contortus, resultando un titulo superior
en el ensayo en el Ultimo caso, mientras que el suero anti-ESA de T.
colubriformis desarrolld la mitad de titulo que 1os otros dos sueros.

Las inmunodsetecciones realizadas con los mismos extractos y enfrentados a
los mismos sueros (Figura 34) confirmaron la amplia reactividad cruzada que
existid entre los extractos solubles de adultos (ESA} o larvarios (ESL) de las 3
especies parasitas estudiadas. Las inmunodetecciones realizadas frente a A4l, por
su parte permitieron observar un importante reconocimiento por parte de los sueros
anti-ESA de H. contortus y Te. circumcincta; sin embargo tnicamente el suero
producido frente al extracto adulto (ESA) de H. contortus reconocidé de forma
ligera el péptido de 26 kDa, apoyando la especificidad de este péptido.

3.2.3. Valoracién diagndstica de A4l mediante inmunodeteccién

3.2.3.a. Infestaciones experimentales monoespecificas homadlogas y heterdlogas

Con el fin de comprobar ia validez diagndstica del péptido parciaimente
aislado por nosotros se realizaron inmunodetecciones enfrentando A4l con
mezclas séricas seriadas de corderos menores de 5 meses de edad que habian
sufrido infestaciones monoespecificas con H. contortus (n=7), T. colubriformis
(n=4) o Te. circumcincta (n=6) y que habian sido utilizados como donadores de
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ESL H.contortus ESA H;contortus Adl

anti-ESA 0,723 0,953 0,852
H.contortus

anti-ESL 0,674 0,453 0,038
H.contortus

anti-ESA 0,907 0,838 0,312
T.colubriformis

anti-ESL 0,872 0,692 0,086
T.colubriformis

anti-ESA 0,778 0,808 0,75
Te.circumcincta

anti-ESL 0,667 0,58 0,05
Te.circumcincta

Tabla Xli. Titulos de anticuerpos séricos obtenidos mediante ELISA (A405 nm)
cuando se enfrentaron distintos extractos proteicos a los sueros hiperinmunes anti-
extracto soluble de adultos (ESA) y larvario (ESL) de H. contortus, T.
colubriformis y Te. circumcincta.
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Figura 34. Inmunodetecciones realizadas con ESA, ESL y A4l de H. contortus
enfrentadas a los sueros hiperinmunes obtenidos frente a ESA de H. contortus
(1), T. colubriformis (3) y Te. circumcincta (5), asi como frente a ESL de
H. contortus (2), T. colubriformis (4) y Te. circumcincta (6). A la izquierda se
muestran los marcadores de peso molecular (PM).
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material parasitario. En la Figura 35 se muestra la inmunodeteccién realizada con
las mezclas séricas de los animales infestados de forma homéloga o heteréloga en
los dias previos a la infestacion asi como los dias 14 (prepatencia), 28 (patencia
temprana) y 45 postinfestacion (patencia avanzada). En la inmunodeteccion se
comprobd el reconocimiento del antigeno de 26 kDa a partir del dia 14
postinfestacion, a pesar de que en el dia 28 postinfestacion no se evidencid un
reconocimiento tan claro deli mismo. En el dia 45 de nuevo los sueros de los
corderos con hemoncosis reconocieron el péptido. En el resto de corderos con
infestaciones heterdlogas no aparecié en ninguno de los dias estudiados
reconocimiento del antigeno de 26 kDa. Por Gitimo, se pudo observar que todos los
animales, tanto antes de ser infestados como durante el transcurso de las
infestaciones provocadas, reconocieron de forma muy evidente una banda situada
en ca. 39 kDa presente en A4l, no relacionada con la infestacion por H.contortus.

3.2.3.b. Validez diagndéstica interracial

Uno de los factores limitantes del diagnéstico de la hemoncosis ha sido la
variable respuesta, no sdlo individual, sino, y de forma mas consistente, la presente
en dependencia de las razas ovinas consideradas. En nuestro caso se consideré
de especial interés su valoracion en razas ovinas autéctonas, en particular las
ensayadas anteriormente. Ademas se estimé que era necesario el estudio seriado
de dichas infestaciones. '

Se realizaron inmunodetecciones con los sueros de los animales
empleados en las infestaciones experimentales que involucraron a 4 razas ovinas
autéctonas esparnolas. Las Figuras 36a-36d muestran las inmunodetecciones
seriadas realizadas con los diferentes grupos experimentales de las distintas razas
empleadas. En todas ellas se detectd el antigeno de 26 kDa durante las
primoinfestaciones en el periodo de prepatencia (dia 14 tras la infestacion con la
dosis de prueba) asi como durante la patencia (dias 28 y 42 después de la
infestacién con la dosis de prueba). Los animales que recibieron las dos
infestaciones reconocieron de forma evidente el antigeno de 26 kDa parcialmente
purificado durante los dias estudiados, con la excepcion de los animales de raza
Churra y Merina que perdieron este reconocimiento en el dia 28 postinfestacién.
Asimismo se comprueba un reconocimiento mas intenso del péptido en los



PM (kDa)

94
67 —

43 __

144 —

12 3 4

H.c. T.C. Te.c.

Figura 35. Inmunodetecciones realizadas con los sueros de corderos infestados
de forma especifica con H. contortus (n=7, H.c.), T. colubriformis (n=4, T.c.) y
Te. circumcincta (n=6, Te.c.) enfrentados con Adl en la preinfestacion (1) asi
como en los dias 14 (2), 28 (3), y 45 (4) postinfestacién. En la izquierda se
muestran los marcadores de peso molecuar (PM).
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Figura 36. Inmunodeteccidn realizada con los tres grupos experimentales (“0”, “1”
y “2"} de los animales de raza Castellana (a), Churra (b), Merina (¢} y Manchega
(d) durante los dias 14, 28 y 42 postinfestacién (dpi) con la dosis de prueba. En la
izquierda se muestran los marcadores de peso molecular (PM).
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animales pertenecientes al grupo 1, es decir, de aquellos animales que
unicamente recibieron la infestacidn con la dosis de prueba y que mayor carga
parasitaria portaban, segun se demostré en la eliminacion fecal de huevos o en las
poblaciones totales parasitarias recogidas postmortem en el abomaso.

Una vez comprobada !a validez diagnéstica interracial en las razas ovinas
autdéctonas ensayadas, la disponibilidad de sueros de ganado ovino de raza Texel
cedidos por el Dr. H.Schallig (Departamento de Inmunologia, Universidad de
Utrecht, Holanda), infestados de forma experimental con H. contortus o bien
libres de infestacion, nos permitid ensavar la fraccién A4l. Los sueros, enfrentados
en inmunodetecciones con esta fraccién (Fig. 37) mostraron que ninguno de los
animales libres de infestacién reconocid el antigeno de 26 kDa, mientras que los
animales que sufrieron infestacionas con el nematodo reconocieron en su mayoria
el péptido.

3.2.3.c. Infestaciones naturales mixtas

Se tomaron muestras fecales y séricas de animales que pastaban en el
campo y que sufrian infestaciones naturales con tricostrongilidos asi como con
otros pardsitos. En la Tabla Xlll se muestran los datos parasitoiégicos
correspondientes a los animales y explotaciones muestreadas. Aparecieron cargas
moderadas de huevos de tricostrongilidos en los andlisis fecales de la mayoria de
las explotaciones, asi como huevos de otros géneros parasitarios tales como
Dicrocoeiium, Moniezia o Nematodirus. H. contortus sélo fue detectado en
los coprocultivos de las explotaciones correspondientes a "El Molar" y "El Espartal”,
mientras que en el resto de explotaciones se identificaron larvas correspondientes
en su mayor parte a ios géneros Teladorsagia y Trichostrongylus,
apareciendo en menor proporcidbn Chabertia, Oesophagostomum y
Cooperia.

En la Figura 38 se muestran las inmunodetecciones realizadas con A4l
enfrentada con los sueros individuales de los animales muestreados, asi como con
las mezclas séricas correspondientes a las distintas explotaciones. En la figura
correspondiente a los sueros individuales comprobamos que 5 de los 8 animaies
(62,5%) pertenecientes a la explotacion "El Espartal" reconocieron de forma
evidente el antigeno de 26 kDa. De los 20 animales pertenecientes a "El Molar", 11
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Figura 37. Inmunodeteccion realizada con A4l enfrentada a sueros individuales de
animales de raza Texel cedidos por el Dr. Schallig e infestados experimentalmente
con H. contortus (1-10 y 21-30) o libres de infestacion (11-20). En la izquierda se
muestran los marcadores de peso molecular (PM).
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Explotacion

n? de - hpg hpg otros géneros presentes
animales estrongilidos
S. Sebastidn 10 - 30-1065 N (12+16,2) Te (48,6%)
Reyes (3241£313) Tch (4,546,9) T (51,4%)
M (120+240,4)
Torrelaguna 8 0-45 N (2+5) Te (93,6)
(13+16) Tch (7,5£15) T (6,4)
El Espartal 8 60-1215 D (1,945) Te (55,3%)
(529+353) N (3,8£10) T (43,6%) i
Tch (3,8486,5) H (0,3%)
Ch (0,1%}
Qe (0,7%)
El Espartal 4 0-195 N (3,816,5) Te (49,7%)
(bis} (71£77) T (50,3%) i
Murcia 4 0 N (22,5+16,8)
Cp (19£32,5)
D (56,3+80,3)
Ledn 2 1290-2070 Cp (7,5) Te (30,25%)
(1680) N (7,5) T (69,25%)
Ch (0,5%)
Talamanca 9 60-360 N (1,7£4,7) Te (36,9%)
del Jarama {157+88) D (1,7+4,7) T (63,1%)
El Motar 20 0-1230 Tch (6+18,6) Te (23,6%)
(401+341) N (4,5114,3) T (49,5%) i
D (1,546,5) Ch (21%)
Oe (3,5%)
H (2%)
: C (0,4%) j

Tabla Xill. Datos parasitolégicos de los animales muestreados en las 8
explotaciones ovinas con infestaciones naturales. N.- Nematodirus, M.-
Moniezia, D.- Dicrocoelium, Tch.- Trichuris, Cp.- Capillaria, T.-
Trichostrongylus, Te. Teladorsagia, Ch.- Chabertia, Oe.-
Oesophagostomum, C.- Cooperia, H.- Haemonchus.
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Figura 38. a.- Inmunodeteccién realizada con A4l enfrentada a las mezclas séricas
de las distintas explotaciones (1.- control +; 2.- control ~; 3.- 5. Sebastian de los
Reyes; 4.- Torrelaguna; 5.- El Espartal; 6.- El Espartal (bis); 7.- Murcia; 8.-
Talamanca del Jarama; 9.- Ledn; 10.- El Molar). b.- inmunodeteccion realizada con
A4l enfrentada a los sueros individuales de las explotaciones muestreadas.
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(45 %) reaccionaron con el antigeno de 26 kDa de forma clara mientras el resto no
mostré ningun reconocimiento. Las explotaciones restantes no mostraron ninguna
reactividad con los sueros individuales. Cuando enfrentamos las mezcla séricas de
las distintas explotaciones con A4l unicamente se aprecié reactividad en la
explotacién de "E! Espartal", no apareciendo en "Ei Molar" de forma evidente.

3.2.3.d. Isotipo de las inmunoglobulinas

Se realizd, de igual forma, una inmunodeteccién con el fin de comprobar los
isotipos de inmunoglobulinas que estaban implicadas en el reconocimiento dei
péptido de 26 kDa empleado como indicador de la infestacidon. Para ello se
enfrentd A4l a mezclas séricas de todos los animales primoinfestados con la dosis
de prueba (grupo "1" experimental) asi como a mezclas séricas de todos los
animales pertenecientes al grupo "0" experimental (dia 28 p.i.) y posteriormente se
incubaron frente a anti-IgG1, anti-IgG2, anti-IgA y anti-IlgM ovinas. Durante el
revelado Unicamente aparecio tefiido el péptido de 26 kDa enfrentado a la mezcia
sérica de animales primoinfestados y posteriormente revelado con anti-lgG1 ovina,
mientras que con el resto de isotipos no se evidencié ningun reconocimiento
notable (Fig. 39).

3.3. Aislamiento e identificacion del antigeno diagnéstico

A la vista de los resultados obtenidos, se procedio al aislamiento del péptido
de ca. 26 kDa de ESA de potencial valor diagnéstico de la hemoncosis ovina,
seqgun el esquema gue se muestra en la Fig. 40. Para ello, la fraccion A4l obtenida
anteriormente fue analizada mediante electroforesis desnaturalizante y reductora y
posteriormente electrotransferida a una membrana de nitrocelulosa y tefiida con
rojo Ponceau segun se indicd en el Capitulo de Material y Métodos. La regién
tefiida de motilidad electroforética correspondiente a la hallada para la
inmunorreactividad de 26 kDa fue cortada y analizada para determinar su
secuencia de aminoacidos.
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Figura 39. inmunodeteccion realizada con A4l enfrentada a mezclas séricas de
animales primoinfestados con la dosis de prueba (1) o sin infestar (2)
pertenecientes a las cuatro razas ovinas estudiadas el dia 42 postinfestacién y
revelados con anti-sueros anti-IgG, (a), anti-IlgG, (b), anti IgA (c) y anti-igM (d}.
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En el analisis realizado (Servicio de secuenciacién de Proteinas, C.B.M.,
Madrid) de la secuencia N-terminal de la region identificada (Fig. 41), se aprecid
una secuencia muitiple, evidencia de la comigracidén -por similar motilidad
electroforética-de mas de un péptido. Se determinaron los primeros 8 aminodcidos
de la secuencia principai, que se muestra a continuacién, ademas de una
secuencia secundaria.

Secuencia principal: NH>-VN Y KLTY F (= Val Asn Tyr Lys Leu Thr Tyr
Phe)

E! estudio de la homologia de la secuencia principal no pudo ser llevado a
cabo por la ausencia de secuencias comparables en los bancos de datos
(SWISSPROT y GENEBL). No obstante, en el estudio bibliografico se aprecié que
la secuencia poseia una homologia muy elevada (87,5%) con una Glutation S-
transferasa (GST) de L3 de H.contortus. Todos los aminoacidos identificados,
excepto el segundo terminal, correspondieron a ia GST de L3 de H.contortus.

3.3.1. Purificacién de GST de H.contortus mediante cromatografia de afinidad

Teniendo en cuenta el hallazgo de la homologia entre la secuencia principal
estudiada y una GST asi como la posibilidad de purificar directamente dicha
proteina mediante afinidad se procedié a someter al extracto soluble de adultos de
H. contortus (ESA) a cromatografia de afinidad. Para ello se aplicé ESA a un gel
de agarosa unido mediante epoxi activaciéon a glutation en forma reducida (GSH),
para posteriormente eluir de forma especifica la glutation S-transferasa procedente
de adultos de H. contortus y ser analizada. El perfil de elucién se muestra en la
Figura 42, junto con la actividad enzimatica detectada mediante unién al sustrato 1-
cloro-2,4-dinitrobenceno.

La mayor parte de ESA eluyé al inicio de la cromatografia mientras que otra
parte eluyé de forma inespecifica al aplicar 0,5 M de NaCl, y finaimente una
pequefia proporcidn eluyd de forma especifica con 5 mM GSH. En ia tabla XIV se
muestran los porcentajes de recuperacion de la enzima (1,28% en ESA), asi como
el incremento de la actividad especifica de la fraccién purificada respecto al ESA,
con un rendimiento de 70%.
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Figura 40. Esquema de purificacién del péptido de 26 kDa parcailmente aislado y
de GST procedentss de ESA de H. contortus.
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Figura 41. Cromatograma obtenido en la secuenciacién N-terminal del péptido de
26 kDa mayoritario en Adl.
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Figura 42. Perfil de elucién de la cromatografia de afinidad para la purificacién de
GST a partir de ESA y eluida con 5 mM de glutation reducida.
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Muestra mg Actividad Actividad  Purificacién Rendimiento
Proteina total especifica
(umol/min) (umol/min mg)

ESA 12,48 6,44 0,52 1 100
no unide 12,17 1,88 0,15 0,3 29,13

NaCl 0,15 0,031 0,21 0,4 0,49

GST 0,16 4,53 28,31 54,9 70,38

Tabla XIV. Purificacién de GST a partir de ESA eluido con 5 mM de glutation
reducida, mostrando el rendimiento obtenido.
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La Figura 43 muestra el analisis electroforético correspondiente a las
fracciones obtenidas tras la cromatografia de afinidad. En la primera {raccion de la
elucidén especifica se observaron dos bandas peptidicas de PM estimado entre 25-
28 kDa, aisladas en la electroforesis desarrollada bajo condiciones
desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE), mientras que en las fracciones
siguientes de la elucidn aparecieron contaminadas con otros péptidos. Se analizd
la capacidad diagndéstica de la enzima purificada mediante inmunodeteccion, sin
embargo ninguno de los péptidos aparecié reconocido, ni por los sueros de
animales no infestados ni por l0s sueros de animales infestados (no mostrado).

Para comprobar si el péptido de ca. 26 kDa con potencial diagndstico
correspondia a una GST, se procedid a introducir ESA y la fraccidon Adl en la
columna de afinidad, y se eluyé de igual forma, excepto que se utilizé B-
mercaptoetanol en la eluciéon, con el tin de reproducir las condiciones
desarrolladas normalmente en las electroforesis o evitar cambios conformacionales
de la enzima al unirse a la GSH. La Figura 44 muestra el perfil de elucién de ESAy
en la Figura 45 aparece el cromatograma obtenido con A4l. Las fracciones
obtenidas de la cromatografia de afinidad realizada con A4l se dializaron frente a
PBS, fueron concentradas y analizadas mediante inmunodeteccion (Fig. 46). Se
comprobé que el péptido de 26 kDa de A4l desaparecié durante la cromatografia
para ser eluido de forma especifica, confirmando con eilo que correspondia a una
GST purificada de H.contortus aduilto. Sin embargo, este péptido no fue
reconocido en las inmunodetecciones realizadas.

Para confirmar este extremo, se recuperd la GST de A4l, empleando otro gel
de afinidad con bromosulftaleina (BSP) como sustrato unida a un gel de agarosa
mediante activacion con bromuro de ciandgeno (CNBr). La cromatografia se realizé
de igual forma que en los casos anteriores eliminando la unién inespecifica al gel
mediante una solucién 2M NaCl. La elucién del enzima de H.contortus se reaiizo
con 50 mM Tris (pH 10,5). El cromatograma obtenido se muestra en la Figura 47,
asi como la actividad GST especifica detectada.

Se realizaron inmunodetecciones con las fracciones obtenidas y sueros de
animales infestados con H.contortus utilizados como controles en los casos
anteriores (Fig. 48). El péptido con actividad antigénica fue identificado en la
fraccion no unida al gel de afinidad y no poseia ninguna actividad enzimatica GST,
lo que confirmé los resuitados anteriores.
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Figura 43.- SDS-PAGE (12,5% acrilamida) realizada con las fracciones obtenidas
en la cromatografia de afinidad para purificacion de GST a partir de ESA y eluida
con 5 mM de glutation reducida.
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Figura 44. Perfii de elucidon de la cromatogratia de afinidad para la purificacion de
GST a partir de ESA y eluida con 5 mM de B-mercaptoetanol.
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Figura 45. Perfii de elucion de la cromatografia de afinidad para la purificacién de
GST a partir de Adl y eluida con 5 mM de B-mercaptoetanol.
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Figura 46. Inmunodeteccion realizada con las fracciones obtenidas de la
cromatografia de afinidad realizada con A4l para purificar GST enirentadas a
sueros de animales sin infestar (1) o infestados con H. contortus (2). En la
izquierda se muestran los marcadores de peso molecular (PM).
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Figura 47. Cromatografia de afinidad para extraccién de GST a partir de A4l con el
sustrato BSP unido a un ge! de agarosa. La elucion se realizé con 2M de NaCl y
posteriormente a pH=10,5. A la derecha se muestra la actividad de las fracciones
obtenidas.
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Figura 48. Inmunodeteccién realizada con las fracciones “no unido” y GST de la
cromatografia de afinidad realizada con A4l en el gel BSP-agarosa, enfrentadas a
sueros negativos: 1 (n=16) y 3 (n=11), y a sueros positivos: 2 (n=16) y 4 (n=5). En
la izquierda se muestran los marcadores de peso molecular (PM).
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La SDS-PAGE de la fraccion no unida y su posterior eiectrotransferencia a
una membrana de nitrocelulosa permitié el aislamiento del péptido diagnéstico que
se hallé en la fraccidn A4l y su secuenciacidon N-terminal (Servicio de
Secuenciacion de Proteinas, CBM, Madrid) (Fig. 49). Los Ultimos ocho restos
aminodcidos del péptido se muestran a continuacién: NH>- AGLFAHHT,
secuencia principal que muestra gran similitud con la secuencia secundaria
originalmente obtenida en la primera secuenciacién de la regién de 26 kDa de A4l
de H. contortus.

Tras los ensayos realizados, nuestros resuitados mostraron la existencia de
dos péptidos comigrantes, de ca. 26 kDa, uno de las cuales, tiene valor diagnéstico
de la hemoncosis ovina, mientras que el otro aparentemente es una GST, sin valor
diagndstico en nuestras condiciones.
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Figura 49. Cromatograma obtenido en la secuenciacién N-terminal del péptido de
26 kDa de A4l tras la extraccién por afinidad de GST.
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4. DISCUSION

4.1. Variaciones raciales en la receptividad a H.contortus

La existencia de variaciones individuales y raciales en la relacion H.contortus-
ganado ovino ha sido reconocida desde hace mas de 40 anos, tras las observaciones
de Whitlock (1955). Estas variaciones se han relacionado con distintos parametros,
entre l0s que merecen ser destacados, el porcentaje de implantacion de las dosis
infestantes; eliminacién de huevos; grado de desarrollo parasitario; relacién
machos/hembras de la poblacidn parasitaria; periodoc de prepatencia de las
infestaciones; asi como la diferente accién patégena del helminto (hipoproteinemia,
reduccion del hematocrito y otros factores) y la respuesta del ganado ovino infestado
(detencién del desarrollo, expulsién de vermes, respuesta sérica y local (celular y
humoral), entre otros (Radhakrisnan y col., 1972; Courtney y col., 1985a y b; Zajac
y col., 1980; Gamble y Zajac, 1992; entre otros).

El tipo de disefio experimental llevado a cabo por nosotros no ha contemplado el
sacrificio de los animales que recibieron una primoinfestacién con 200 L3/Kg pv, por
lo que las variaciones raciales se han estudiado empleando parametros in vivo
{niveles de anticuerpos; variaciones de proteinas; eliminacion fecal de huevos) en ios
grupos 1y 2 y sdlo se han podido determinar ios parametros postmortem (tasa de
impiantacion, biomasa parasitaria, relacién machos/hembras, porcentaje de L4 en la
mucosa gastrica) respecto a la adecuacion raza ovina estudiada-H.contortus en el
grupo 1. Por ello, séio se discutirdn en este apartado i0s parametros apiicables a la
receptividad.

No se apreciaron diferencias raciales notables tras la exposicion de los animales
a la primoinfestacion con 200 L3/Kg pv, ni respecto a los periodos de prepatencia
hallados (16-19 dias) ni respecto a las eliminacions fecales de huevos, siendo de
hecho los sumatorios de la eliminacién total entre los dias 21-77 muy similares en
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todas las razas estudiadas. Las diferencias observadas en la primoinfestacién con 400
1.3/Kg pv (Grupo 1) fueron mas notables, siendo la raza merina la menos receptiva
aparentemente, tanto respecto a su periodo de prepatencia (al menos 18 dias) como
respecto a tas menores eliminaciones de huevos, siendo el sumatorio de los huevos
eliminados cerca de un 50% mds bajo que en las razas Churra y Manchega y cerca
de la tercera parte de los eliminados por la raza Castellana, que aparentemente fue
la mas receptiva. Los resultados obtenidos por nosotros confirman la mayor eficacia
para el estudio de las variaciones raciales del uso de dosis infestantes superiores
(Adams, 1982) y el valor del estudio de la eliminacion fecal de huevos, por su
excelente correlacién con la carga parasitaria, en los estudios de receptividad (Kassai
y col., 1990).

Los porcentajes de implantacion de H.contortus, determinados en los animales de
los grupos 1, fueron bajos, especialmente en el caso de las razas Merina vy
Manchega, y en menor medida en la raza Castellana. No existe informacién publicada
sobre las razas autdctonas espanolas. No obstante, los valores obtenidos en
primoinfestaciones con H. contortus en animales de raza Merina valorados, al igual
que en nuestro caso, el dia 50 postinfestacién (ca. 7% en Kassai y col., 1990)
resultaron muy similares a los obtenidos en nuestra experimentacion en la misma raza
(5%).

En otros experimentos se han obtenido implantaciones superiores (Radhakrishnan
y col., 1972; Duncan y col., 1978; Adams, 1989; Zajac y col., 1980; Schallig y col.,
1995), comparables a los obtenidos por nosotros en la raza Churra (17,6% de valor
medio). Las diferencias halladas con io0s resultados de los estudios mencionados
anteriormente podrian deberse a la raza, a la edad de los animales, 0 a la propia
constitucidon genética de H.contortus, resultando en un diferente sistema parasito-
hospedador (Adams, 1989). Teniendo en cuenta que, en nuestros ensayos tanto el
agente parasitario como la edad del ganado ovino fueron similares, las diferencias de
establecimiento comprobadas entre los distintos grupos primoinfestados podrian ser
consideradas como expresidn de un diferente grado de receptividad. Sin embargo, las

variaciones individuales no permitieron apreciar diferencias significativas
estadisticamente.
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De una forma similar a o hallado anteriormente, el nimero medio de vermes
mostro variaciones raciales, siendo también la raza Churra la que presenté recuentos
superiores {ca. 4100 vermes) y las razas Manchega y Merina, las menos receptivas
(ca. 1000 vermes). La biomasa parasitaria, en relacién con la poblacién aduita
existente, siguié el mismo patrén ya que no se observaron diferencias notables en el
ndmero de machos y de hembras en cada una de las razas ovinas estudiadas.

Los resultados obtenidos en el estudio de la presencia de L4 en la mucosa géstrica
han sido particularmente interesantes. De forma inversa a lo obtenido en los
resultados del nimer de vermes adultos, la raza que mostré un menor grado de
inhibicidén del desarrollo -y por eilo la mas adecuada- fue la raza Churra, mientras que
la raza Manchega alcanzo, en ocasiones hasta 465 L4 iniciales en la mucosa gastrica.
Se hallaron significativas diferencias raciales, especialmente entre estas dos razas de
comportamiento extremo, y menos significativas entre Churra y Merina y Castellana
y Manchega. |

Considerando globalmente los resultados obtenidos, se han hallado diferencias en
la receptividad de las razas ovinas autéctonas estudiadas a H.contortus,
especialmente en el grado de desarrollo del helminto. Segun nuestros resuitados la
raza Churra parece ser la mas receptiva y las razas Merina y Manchega las menos
adecuadas. Las diferencias halladas no han resultado tan notables como las
encontradas por otros autores, tanto en condiciones experimentales (Courtney y col.,
1985a; Gamble y Zajac, 1992) como en condiciones naturales (Preston y Allonby,
1979a; Courtney y col., 1985b; Gamble y Zajac, 1992) entre distintas razas ovinas.
No obstante, las diferencias mds espectaculares recogidas en la bibliografia se
refieren a los estudios comparativos entre razas ovinas altamente resistentes a la
hemoncosis, como son St. Croix, Florida native o Red Massai por ejemplo, con otras
razas. Nuestros resultados han sido mas proximos a los obtenidos por Zajac y col.
{1990) y podrian ser relacionados con la localizacion geografica relativamente préxima
(Altaif y Dargie, 1978 a y b).
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4.2. Respuesta protectora a H.contortus. Variaciones raciales.

El modelo llevado a cabo por nosotros, infestaciones y reinfestaciones, parece
adecuado para el estudio de la resistencia a las infestaciones por helmintos,
confirmando asi la opinidén de Sréter y col. (1994). Todas las razas ovinas estudiadas
mostraron, en nuestras condiciones, una respuesta protectora frente a H.contortus
tras la primoexposicion. Esta capacidad de respuesta fue evidente en la menor
eliminacién de huevos (hpg) de los animailes reinfestados con 400 L3/Kg pv, tras la
dosis inicial de 200 L3/Kg pv, respecto a los animales del Grupo 1 que sdlo recibieron
la dosis de prueba; en los inferiores porcentajes de implantacién en el abomaso y
consiguientemente menor numero de helmintos adultos, asi como en los superiores
niveles de inhibicidn larvaria (L4) en la mucosa gastrica.

En nuestras condiciones, la resistencia de las razas estudiadas se expreso tanto
en el alargamiento de los periodos prepatentes ( Byszewska-Spocinska & Stankiewicz,
1985; Courtney y col., 1985a; Giil, 1991; Gamble y Zajac, 1992) como en las
reducciones en la eliminacién fecal de huevos (hpg) ( Adams, 1982, 1993a; Smith y
col., 1984, Byszewska-Spocinska & Stankiewicz, 1985; Courtney y col,, 1985a,
Presson y col., 1888; Gill, 1981; Gamble y Zajac, 1992; Schallig y col., 1984a, 1995a
) significativamente menor en las razas Castellana, Churra y, en menor medida, en
la raza Merina. En la raza Manchega, a pesar de los menores valores de eliminacién
por parte de ios reinfestados no se observaron significaciones estadisticas por la
variacion individual. La menor significacién en la raza Merina parecié estar relacionada
con una resistencia natural en los animales de mds edad. Ya que no se efectuaron
necropsias inmediatamente después de la infestacion, una menor implantacién en
esta raza no puede ser descartada. Las reducciones mas notables en el nimero de
helmintos adultos se hallaron en la raza Castellana, la mas reactiva, y en la raza
Manchega. El hecho de no hallarse diferencias en la raza Churra estuvo relacionado
con ia mayor presencia relativa de L4 en esta raza y, en menor medida, de la raza
Castellana. La respuesta protectora hailada por nosotros en todas las razas
estudiadas puede ser relacionada con la aparicién de esta propiedad en animales
mayores de 7-8 meses de edad siguiendo el modeio general (Aitaif y Dargie, 1978b;
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Duncan y col., 1978; Zajac y col., 1990; Coyne, 1992; Kassai y Sréter, 1992) sin la
precocidad observada en otras razas (Courtney y col., 1985a; Gamble y Zajac, 1992).
No existe informacion publicada en estas razas salvo las aportaciones de Cuquereila
y col. (1994b) en la raza Manchega, donde se observaron reducciones notables en
los niveles de hpg pero desgraciadamente no se llevaron a cabo sacrificios al final de
la dosis de prueba. Las diferencias observadas en los niveles de inhibicién larvaria
(L4) en la mucosa géstrica y en el numero de adultos de H.contortus, al final del
experimento parecen mostrar que la respuesta protectora se ha manifestado de forma
importante en la detencién del desarrollo en las razas Castellana y Churra. Los
niveles hailados en la raza Manchega a pesar de ser muy slevados, también lo fueron
en los animales sin infestacién previa. Este incremento significativo podria ser
considerado como expresion del estado reactivo de los ovinos preinfestados (Altaif y
Dargie, 1978b; Miller, 1984, Barger y col., 1985; Schallig, 1995a). Los resultados
hallados en la raza Merina sugieren la existencia de una expulsién rdpida.
Desgraciadamente ya que no se realizaron sacrificios seriados y el namero de
animales fue escaso, los hallazgos requieren uiterior confirmacion.

4.3. Respuesta sérica a H.contortus

En los estudios inmunolégicos lievados a cabo se emplearon, en los ELISA, dos
fuentes antigénicas (ESL y ESA). Los resultados obtenidos con ambos extractos
fueron similares aunque, en genral, los valores obtenidos con ESL fueron susperiores
a los hallados con ESA. La diferente antigenicidad de distintas fuentes (ESA,ESL,
antigenos de excrecidn/secrecion) ha sido ampliamente referenciada y nuestros
resultados se hallan en |a linea de los obtenidos anteriormente (Byszewska-Spocinska
& Stankiewicz, 1985; Cuquerella y col., 1991; Adams, 1993; Schallig y col., 1994a,
1995a) a pesar de adscribirse a los productos de H.adultos un superior poder
inmunizante (Munn y col., 1987; Adams, 1989).

La comparacién de los resultados obtenidos por nosotros en el estudio de la
respuesta de anticuerpos anti-Haemonchus es extraordinariamente dificil teniendo en
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cuenta la variabilidad de los hallazgos en dependencia de la edad de los animales,
raza y genotipo, fuente antigénica empieada, asi como las dosis infestantes
empleadas y las infestaciones previas (Duncan y coi., 1978; Byszewska-Spocinska &
Stankiewicz, 1985; Cuquerella y col., 1991; Gill, 1991; Schallig y col., 1994a, 1995a;
entre otros), asi como la falta de informacién sobre las razas estudiadas.

Los resuitados obtenidos han mostrado, en general, una escasa respuesta sérica
durante las primoinfestaciones realizadas con dosis larvarias moderadas (200 L3/Kg
pv), resuitados comparables a los hallados previamente en diferentes razas ovinas
(Manchega, Préaipes du Sud, Merino y Scottish Blackface) (Cuquerella y col., 1991;
Charley-Poulain y col., 1984; Adams y Beh, 1881 y Smith, 1977b respectivamente).
Sin embargo, cuando se emplearon dosis larvarias superiores (400 L3/Kg pv) én las
primoinfestaciones si se halld una respuesta sensiblemente superior en algunas
ocasiones, lo que confirma el caracter dosis-dependiente de la respuesta sérica
observado (Smith, 1977b; Duncan y co., 1978; Smith y col., 1987; Cuquerella y col.,
1994b; Schallig v col., 1994a y b; 1995a). Hemos de sefalar que los niveles de
anticuerpos séricos, en particular las igG, fueron elevandose de forma inespecifica a
lo largo del periodo experimental, en relacién con el incremento de edad, hecho este
también observado por otros autores que estudiaron la respuesta sérica provocada
por ias infestaciones experimentales con H.contortus en la raza Texel (Schallig y col.
1994a) y que podria ser interpretado por la aparicidon de reacciones cruzadas con
antigenos bacterianos o de otro origen a lo largo de la vida del ganado ovino.

Aunqgue los valores de IgG séricas anti-Haemonchus fueron discretos en las cuatro
razas autdctonas estudiadas por nosotros se aprecié la existencia de algunas
diferencias sensibles entre ellas. De una parte, se observé una respuesta secundaria
en la raza Castellana, tanto empleando ESL como ESA, y en menor medida en la
raza Churra. Por su parte, la respuesta en el ganado Merino y Manchego fue dosis-
dependiente, hecho observado previamente en esta ultima raza anteriormente
(Cuquereila y col.,, 1991; Cuquerella y col., 1994b). Segin se ha indicado, la
comparacion de estos resultados es dificultosa ya que no existe informacion previa
y los disenos experimentales han sido, en ocasiones, muy diferentes.
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Hemos de destacar que, en general, los niveles de inmunoglobulinas, de todos los
isotipos estudiados, fueron simiiares a los obtenidos por otros autores (vide supra)
y mucho mas bajos que los obtenidos en ocasiones (p.e. Smith, 1977b). Los menores
niveles pueden ser explicados por el sistema de infestacion empleado. Nuestro disefo
experimental contemplé la administracion del inéculo infestante (L3 de H.contortus)
en dosis Unicas, mientras que en los ensayos en los que se han obtenido niveles muy
elevados éstos se lograban por la administracién continua de L3 (Byszewska-
Spocinska & Stankiewicz, 1985; Schallig y col., 1894; entre otros). En este sentido,
Smith (19770) observd que la respuesta sérica anti-Haemonchus sélo se mantenia
durante la administracién de dosis larvarias, cesando cuando se detenian las
infestaciones. Este hallazgo también ha sido obtenido por nosotros, al observarse
niveles mas elevados en el ganado ovino que recibié dos infestaciones (Grupo 2; 200
L3/Kg pv + 400 L3/Kg pv).

Los bajos niveles de inmunogiobulinas séricas anti-Haemonchus hallados por
nosotros y otros autores, ademds de con la dosis infestante y calendario de
infestaciones, podrian ser relacionados con la menor capacidad del abomaso de
presentacion de antigenos, respecto ai intestino delgado al poseer ésto un superior
ndmero de estructuras (Placas de Peyer) y células (linfocitos de la mucosa y
enterocitos) especializadas (Husband, 1985). De hecho, Duncan y col. (1978) habian
sugérido que el abomaso era iento en el desarrollo de una respuesta local. Evidencias
adicionales son suministradas por el hecho de que las infestaciones por nematodos
gastrointestinales de rumiantes que comparten localizaciéon con H.contortus, tales
como Te.circumcincta, no provocan elevaciones muy notables de inmunoglobulinas
especificas (Cuquerella y col., 1994a; Douch y col., 1995), mientras que en los
estudios de antigenicidad cruzada en todos los casos la respuesta desarrollada frente
a nematodos entéricos (T.colubriformis} fue considerablemente supertior que la
hallada frente a H.contortus, tanto en estudios puntuales (Schallig y col., 1994b)
como en estudios seriados (Cuquerella y col., 1994a).

La disponibilidad relativamente reciente de reactivos ha permitido el astudio de los
isotipos implicados en la respuesta anti-Haemonchus e el ganado infestado. En
nuestras condiciones, el papel de las IgG2 fue aparentemente muy escaso ya que no
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se hallaron incrementos notables en ninguna de las razas estudiadas ni tampoco en
refacién al hecho de haber recibido una o dos infestaciones con el helminto, situacién
también observada por Gill y col. (1993). El estudio de los niveles de de IgG1
especificas, sin embargo, mostréd que sus perfiles fueron similares a los hallados
cuando se valoraron las IgG totales, resuitados comparables a los obtenidos en ctras
razas ovinas (Gill y col., 1993; Schallig y col., 1994a, 1995a) y que sugieren &l posible
papel de este isotipo en la hemoncosis. Estos resultados son consistentes con el
hecho de que en rumiantes constituyen aproximadamente el 0% de las 1gG séricas,
ademas de ser relevantes en las mucosas, tars las IgA (Lascelles y col., 1986).

Del mismo modo que en el caso de las IgG2 anti-Haemonchus, el papel de las IgM
aparentemente fue muy escaso en ias cuatro razas ovinas estudiadas por nosotros
al no hallarse variaciones en relacidn a las infestaciones administradas. Las
alteraciones menores hailadas fueron generales y presumiblemente, por ello, debidas
a reacciones inespecificas. esta reactividad también ha sido hallada por Schallig y col.
(1995a) y podria ser relacionada con reacciones cruzadas debidas a epitopos como
la fosforilcolina, compartidos con otros organismos tales como bacterias o incluso
nematodos de vida libre. La falta de significacion de este isotipo ha sido observada
en ganado Merino australiano de dos genotipos y comportamiento parasitolégico muy
diferente frente a H.contortus (Gill y col., 1993), ademds no desempefiar ningun
papel relevante en la respuesta local en abomaso (Gill y col., 1994). Alternativamente,

los ELISA para la valoraciéon de IgM son, en muchas ocasiones, de dificil
interpretacion.

Por el contrario, la respuesta IgA anti-Haemonchus estuvo claramente relacionada
con las infestaciones por el helminto. Al igual que sucedié en el caso de ias IgG
séricas y, en particuiar de las 1gG1, la respuesta IgA sérica frente al ESL resulto
ligeramente superior que la que se origind frente al ESA en lineas generales, con
algunas variaciones en dependencia de la raza ovina. Resultados similares han sido
obtenidos por Schallig y col. (1994a, 1995a) en animales de raza Texel. Con
independencia del extracto antigénico empieado la respuesta originada resultd dosis-
dependiente en las razas Castellana, Churra y Manchega, con un incremento
importante en los titulos de IQA sérica en los dos grupos experimentales (grupos 2 y
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1) a partir del dia 14 tras la infestacién con la dosis de prueba. En la raza Merina, sin
embargo, podemos comprobar en todo momento mayores niveles de IgA en el suero
del grupo de animales que sufrieron dos infestaciones {(Me2).

El papel de las inmunoglobulinas en la respuesta protectora del ganado ovino frente
a las infestaciones por H.contortus, asi como por otros helmintos gastrointestinales,
ha sido ampiiamente discutido (Smith, 1977; Duncan y col., 1978; Smith y col., 1987;
Gilly col., 1993; entre otros). Nuestros resuitados no han resultado concluyentes sobre
relevancia de las inmunoglobulinas especificas en la proteccién del ganado ovino. A
pesar de los diferentes tipos de respuesta frente al parasito encontradas en
ocasiones, involucrando, en algunos casos, detencién de desarrollo o bien eliminacion
casi completa de la poblacién parasitaria en los animales que sufrieron exposicion
previa al parasito, no se observaron diferencias dramaticas en la respuesta sérica, a
excepcion quizas de los resultados obtenidos en la raza Castellana, considerando las
IgG séricas; estos resultados son comparables a los obtenidos por Gamble y Zajac
(1992) en un estudio comparativo con dos razas ovinas de comportamiento extremo
frente a H.contortus. No obstante, y al igual que estos autores, se hallaron
generalmente los valores mas altos en la raza que mayor respuesta protectora frente
al parasito mostré. Previamente, en la raza Manchega se obtuvieron resuitados
similares (Chquereila y col., 1994b). La falta de correlacién entre proteccion y niveles

de anticuerpos ha sido también apoyada por Luffau y col. (1990) y Sréter y col.
(1990).

Por el contrario, algunos autores parecen atribuir algin papel en la proteccién a las
IgG, tanto en el suero como en el abomaso (Smith y Christie, 1978; Duncan y col,,
1978), y méas especificamente a la IgG,, puesto que en animales genéticamente
resistentes a la hemoncosis se hallaron valores superiores de este anticuerpo junto
con la IgA sérica, mientras que los niveles de IgM e IgG, no variaron entre ambos
grupos (Gilt y col., 1893). Esto parece conlirmarse parciaimente en nuestro estudio,
puesto que los mayores incrementos de I1gG, especifica se presentaron en general en
los animales que mostraron algln grado de proteccién frente a la hemoncosis (grupo
2). Ademas, las mayores diferencias en los incrementos séricos de IgG, entre el grupo

2 y el grupo 1 se encontraron en dos razas con elevados niveles de proteccién
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(Castellana y Churra), que ademéds mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos experimentales en el nimero de vermes
encontrados en la necropsia de los animales, asi como en la biomasa parasitaria o
porcentaje de implantacién de vermes adultos. Por otra parte, dentro de la raza
Merina, en la que las hembras mostraron una capacidad de respuesta muy elevada
frente a la hemoncosis, se hallaron incrementos notables de IgG séricas especificas
(frente a ESA y ESL) en este sexo, mientras que los machos no modificaron sus
niveles de anticuerpos en el suero, coincidiendo con su escaso grado de proteccion.

L.a relacidn de los niveles de anticuerpos de produccion focal (IgA) con la respuesta
efectiva frente a la hemoncosis, asi como frente a otras tricostrongilidosis, se ha
planteado en numerosos estudios (Smith, 1877b; Smith y Christie, 1978; Duncan y
col., 1978; Smith y col., 1987), atribuyéndole en ocasiones una clara relacién con la
reaccion de autocura (Charley-Poulain y col., 1984). En los enzimoinmunoensayos
realizados por nosotros en la raza Merina, donde 3 de los animales pertenecientes
al grupo que recibid dos infestaciones (Me 2) fueron capaces de eliminar parciaimente
su poblacién parasitaria en ia fase final de la primoinfestacion, aparecieron
incrementos de IgA ESA-especifica coincidiendo en el tiempo con el descenso
evidente de recuentos de huevos fecales. Ademas, durante la segunda infestacién
mostraron titulos de IgA sérica superiores en todo momento at grupo Me 1,
coincidiendo este hecho cor la practica refractariedad a la infestacién mostrada por
estos 3 animales. Cabe sefialar también que dentro del mismo grupo experimental
(Me 2) se encontraron otros 3 animales (los machos) que no mostraron ninguna
respuesta efectiva frente a H. contortus, y por lo tanto, ios tituios correspondientes

-a estos animales podrian enmascarar la respuesta total del grupo. En estudios
recientes sobre la respuesta IgA en ganado Merino genéticamente resistente a la
hemoncosis, asi como animales de raza Merina escogidos al azar, se han hallado
diferencias significativas en los niveles de este isotipo tanto en el suero como en
extractos fecales entre ambos grupos, encontrando ademas una correlacién negativa
entre IgA (sérica y fecal) y los recuentos de huevos en las heces en ambos genotipos
(Gill y col., 1993). Asimismo, en estudios posteriores los mismos autores comprobaron
un mayor incremento de células con IgA especifica en la mucosa del abomaso en los
animales genéticamente resistentes verificando la importancia de este anticuerpo en
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la respuesta frente a la nemoncosis (Gill y col., 1994).

Finalmente, hay que destacar que es posible que no existe una relacién estrecha
entre proteccion y niveles de anticuerpos al estar ligada la resistencia a mecanismos
celulares, mucho menos investigados. Alternativamente la aparente inconsistencia
podria estar relacionada con la utilizacién en general de mezclas antigénicas muy
complejas que podrian enmascarar la importancia en la proteccion de la respuesta
frente a algunos antigenos

4.3. Diagndstico inmunitario de la hemoncosis.

El establecimiento de un diagndstico rapido, especifico y precoz en la hemoncosis
ovina es necesario y Util en numerosas determinaciones, tzles como pruebas
vacunales, estimacién de la resistencia a antinelminticos, etc, evitando esperas
innecesarias y el requerimiento de personai altamente especializado. Los intentos
realizados hasta el momento de realizar diagnésticos inmunitarios de las infestaciones
primarias con H. contortus han quedado restringidos a una determinada zona
geografica, o bien no resuitaron homogéneos al comparar animales de diferente edad
0 pertenecientes a distintas razas ovinas. En muchos casos, la aita reactividad
cruzada encontrada entre H. contortus con otros nematodos relacionados (Cuquerella
y col, 1993; Anderson y col, 1988; Schallig y col., 1994b) 0 no relacionados
(Shamansky y col., 1989) ha determinado la carencia de un diagnéstico especifico.

La falta de interés en los extractos solubles del parésito quizds sea debida a la baja
inmunogenicidad sugerida (Parkhouse y col., 1987), especialmente en el caso de los
extractos procedentes de adultos de H. contortus, ya que ha sido sugerido en
numerosas ocasiones la mayor respuesta de anticuerpos provocada por los extractos
larvarios (Adams 1993; Byszewska-Spocynska y Stankiewicz, 1985; Schallig y col.,
1994a, 1995a). En nuestro caso, se confirmaron estos resultados, apareciendo el ESL
con mayor capacidad antigénica; sin embargo, no se detectd ningun antigeno con
valor diagnéstico procedente de los extractos larvarios, mientras que se identificé un
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antigeno con valor diagndstico de las hemoncosis en {os extractos soiubles de aduito.
Por otra parte, la baja y diversa respuesta de anticuerpos provocada por l0s extractos
solubles podria deberse a la gran complejidad antigénica que prasentan y la sclucion
seria el empleo de antigenos purificados (Charley-Poulain y col., 1882). A pesar de
que se ha realizado algun intento de caracterizacion de extractos solubles parasitarios
{Neilson, 1969, Ozerol y Silverman, 1969, 1970) asi como de proteinas cuticulares
(Cox y col., 1889; Shamasnky y col., 1989; Gamble y col., 1990), no se identificé en
estos estudios ningtin péptido de interés inmunitario.

Por otra parte, ha quedado demostrado, tanto en estudios puntuales (Hendrikx,
1990; Cuquerella y col., 1991) como en estudios seriados (Cuquerella y col., 1993)
que determinadas proteinas parasitarias son reconocidas por animales infestados,
especiaimente dos péptidos de ca. 25-26 kDa (Cuquerelia y col., 1993), siendo,
ademas, reconocidos en infestaciones primarias por corderos de escasa edad.
Estudios recientes desarrollados por Schallig y col. (1994b) mostraron resultados
similares, identificando un péptido de 24 kDa en los productos de excrecion/secrecion
procedentes de vermes adultos del parasito, que resulté reconocido en momentos
puntuales por animales primoinfestados o bien que habian sufrido infestaciones
antericores. Estos resultados, sin embargo, se han realizado en animales
pertenecientes a una sola raza ovina (Manchega o Texel), no existiendo comparacion
ni entre ambos antigenos, ni entre diferentes razas ovinas, por lo que la necesidad
de establecer un diagndstico de la hemoncosis con valor interracial es evidente.

4.3.1. ldentificacion y aislamiento de antigenos diagndsticos.

Hasta el momento, los intentos de realizar diagnésticos basados en la deteccion
directa de antigenos parasitarios no han tenido éxito, o bien su coste resulta poco
economico en la aplicacion de las pruebas. La deteccion de antigenos circulantes en
el torrente sanguineo derivados det pardsito seria de gran utilidad, pudiendo incluso
empiearse como indicador de la tasa de infestacién que sufren los animales, sin

embargo se han realizado escasas pruebas al respecto y los resuitados no fueron lo
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esperado (Pétit y col., 1981). Tampoco la deteccion de antigenos en las heces de los
animales infestados ha sido capaz de diferenciar de forma clara animales con cargas
elevadas del pardsito, apareciendo en las muestras fecales procedentes de estos
animales y las procedentes de animales con cargas leves cantidades de antigeno
similares en los enzimoinmunoensayos desarrollados (Ellis y col., 1993). Mas éxito se
alcanzé con las pruebas desarroliadas con material genstico con el fin de diferenciar
especies de nematodos tricostrongilidos emparentados (Christensen y col., 1994,
Roos y Grant, 1993). Sin embargo, el empleo de estos métodos resulta de poca
utilidad préactica tanto por su elevado coste como por la necesidad en ocasiones de
esperar al periodo de prepatencia para obtener material parasitario y realizar 10s
ensayos.

Por lo anteriormente expuesto queda claro que los métodos de diagndstico
inmunolégico indirecto, en este caso la deteccion de anticuerpos de animales
infestados dirigidos a protefhas antigénicas del parasito, esta resultando de gran
utilidad, identificando antigenos (24-26 kDa) procedentes de vermes adultos del
parasito que son detectados de forma especifica, mediante inmunoimprontas, durante
las infestaciones por H. contortus (Cuquerella y col., 1993, 1994; Schallig y col.,
1894b). Aungue ios extractos solubles enteros del parasito se han empleado a veces
con finalidad diagndstica, ni estos ni las proteinas de excrecidn/secrecion que
aparecieron con ligeros incrementos en la sensibilidad y especificidad del método
ELISA desarrollado son suficientemente fiables para poder aplicarlos en animales de
diferente edad, raza, o bien con distinta localizacién geografica, especialmente en
animales con infestaciones naturales donde las infestaciones mixtas son ia norma
(Schallig y col., 1995). L.a necesidad de identificar y aislar los antigenos diagndsticos
mencionados anteriormente nos llevé a realizar caracterizaciones de los extractos
solubles empleados por nosotros.

En las fracciones obtenidas mediante gel filtracidén e intercambio idnico de! ESL no
se identificd ningun antigeno de interés diagndstico. Ademas, los intentos realizados
por nosotros de empiear material parasitaro soluble en detergentes, aungue no
mostrado, resultaron en incrementos interesantes en la sensibilidad de los

enzimoinmunoensayos, aunque a especificidad disminuyé drasticamente, apareciendo
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de forma general mayores reconocimientos, tanto en EIA como en inmunoimprontas,
por parte de los ariimales infestados con T. colubriformis. Todas estas
consideraciones hicieron que nuestros esfuerzos se centraran fundamentalmente en
la caracterizacion del ESA de H. contortus.

Las fracciones obtenidas por nosotros a partir del ESA, tanto mediante gel filtracion
como mediante cromatografia de intercambio idnico, fueron analizadas con los sueros
de animales que sufrian infestaciones homdlogas y heterdlogas, asi como de
animales sin infestar mediante enzimoinmunoensayos. Se detecté una alta reactividad
cruzada entre los sueros homalogos y heterolégos, particularmente los procedentes
de animales con infestaciones por T. colubriformis. Estos resultados se confirmaron
en las inmunodetecciones realizadas con el material parasitario fraccionado mediante
electroforesis, y confirmaron la gran reactividad cruzada encontrada por otros otros
autores entre estos y otros nematodos gastrointestinales (Cuquerella y col., 1994,
Schallig y col., 1994b, 1995). Ademas, el enfrentamiento de los extractos solubles
(ESL y ESA) de H. contortus a los sueros hiperinmunes frente a extractos solubles
de éste y otros nematodos relacionados, realizado por nosotros tanto en EIA como
en inmunoimprontas, ha demostrado la existencia de una gran cantidad de antigenos
compartidos entre los nematodos empleados en nuestros estudios. Por otra parte, las
reacciones detectadas en el ESA por los animaies no infestados podria explicarse por
la presencia de inmunoglobulinas en los extractos parasitarios, tanto de H. contortus
como de otros nematodos presentes en el abomaso o incluso de localizacion
puimonar, lo que también explicaria una serie de reactividades no especificas en
infestaciones experimentales, peros sobre todo naturales donde generalmente sulen
producirse de forma mixta (Murray y Smith, 1994). Se ha sefnalado, asimismo, la
presencia de fosforilcolina en los extractos del verme, 1o que complica mas aun la
presencia de reacciones inespecificas (van Leeuwen y col., 1992; Péry y col., 1974).

La eleccion de las fracciones, basdndonos en los incrementos de sensibilidad y
especifidad, asi como en la presencia del antigeno de 26 kDa detectado en ensayos
anteriores (M. Cuqguerella, Tesis doctoral), nos llevé a seleccionar una fraccion (A4l)
gue resulté contener un escaso numero de proteinas, las cuales resultaron no ser
compartidas al menos antigénicamente con T. colubriformis, ni en su estado adulto,
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ni en el larvario, segun se demostrd enfrentandolas a los sueros hiperinmunes anti-
ESL y ESA del mencionado pardsito. Por otra parte, a pesar del gran reconocimiento
de A4l por parte de los sueros anti-ESL y ESA de Te. circumcincta (??); estos
antigenos comunes no-parecen reconocerse de forma predominante durante las
infestaciones experimentales con Te. circumcincta puesto que los corderos no
reconocieron especialmente la fraccion. Hay que sefialar, ademas, que el antigeno
de 26 Kda sefnalado como diagndstico unicamente resultd reconocido por el suero
anti-ESA de H. contortus, no apareciendo ninguna deteccidn en las inmunoimprontas
realizadas con los sueros hiperinmunes frente a ESL de los vermes pertenecientes
a las 3 especies, asi como tampoco fue reconocido por los sueros anti-ESA de las
especies heterdlogas. La eleccién de un antigeno especifico es fundamental,
especialmente si no es compartido por las especies mencionadas, ya que en varios
estudios han resultados las mas complicadas en los enzimoinmunoensayos realizados
(M. Cuquerella, Tesis doctoral ; Schallig, 1994b, 1995).

Una caracteristica importante del antigeno es la de no estar aparentemente
glicosilado, como se ha demostrado en las pruebas realizadas, tanto con el ESA como
con los diferentes fraccionamientos realizados a partir del mismo. La presencia de
azucares en las muestras proteicas puede producir reconocimientos no deseados. En
las detecciones de glicoproteinas realizadas con las fracciones procedentes de
intercambio idnico del ESA se mostré un reconocimiento homogéneo en las
inmunodetecciones de algunos antigenos aparentemente glicosilados por parte de
todos los sueros empleados, homdlogos y heterdlogos.

La similitud de reconocimiento antigénico detectado entre nuestras inmunocimprontas
y las realizadas por Schallig y col. (1994b) con productos de excrecidn/secrecién o
bien Takats y col. (1995) empieando extractos proteicos procedentes del esdfago,
apuntan hacia una coincidencia del antigeno mencionado por ambos grupos, ya que
su peso moiecular resultd, asimismo, similar. La localizacién del antigeno en el
esofago podria explicar el alto reconocimiento detectado por la inmunoglobulina de
tipo G,, ya que esta region anatémica del parasito es la que estd mas directamente
en contacto con el tdrrente circulatorio del hospedador. Sin embargo, cuando
enfrentamos la fraccién A4l al suero hiperinmune anti-24 kDa, nuestro antigeno no
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resultd reconocido, asi como tampoco fue reconocido cuando se aisié mediante
cromatografia de afinidad, lo que apunta a que probablemente se trate de antigenos
con diferentes caracteristicas estructurales.

4.4. Validez diagndstica del antigeno de 26 kDa de H. contortus.

La respuesta inmunitaria desarrollada por animales jévenes (2-4 meses de edad)
ha resultado insuficiente en numerosos estudios, mientras que los animales de mayor
edad fueron capaces de responder de forma adecuada (Cuquerella y col., 1991, 1993;
Hendrikx, 1990; Duncan y col., 1978; Urquhart y col., 1966). La incapacidad de los
animales jévenes se ha comprobado en varias razas ovinas incluidas en los estudios
mencionados anteriormente: Manchega, Scottish blackface, Texel.... Los estudios
desarrollados anteriormente por nosotros, asi como por otros autores, en la busqueda
de antigenos con capacidad diagndstica de la hemoncosis, se realizaron en animales
de entre 6 y 10 meses de edad (Cuquerella y col., 1993; Schallig y col., 1894b). En
nuestro estudio, sin embargo, hemos demostrado la capacidad de los corderos entre
2 y 4 meses de reconocer de forma especifica el antigeno parcialmente aislado por
nosotros, perteneciendo estos animales fundamentalimente a dos razas ovinas
diferentes como son Churra y Manchega.

E! reconocimiento detectado, sin embargo, resulté inferior al desarrollado por
animales adultos pertenecientes a su misma o a diferente raza ovina. La explicacion
podria deberse a una capacidad inferior del sistema inmunitario, implicando varias
poblaciones involucradas en la respuesta inmunitaria, tanto sistémica como local, que
aparecieron en distinta proporcion entre animales adultos y animales jévenes (Watson
y col., 1992; Douch, 1988).

Un logro importante en el diagndstico de la hemoncosis ovina es la capacidad de
detectar la infestacién durante el periodo de prepatencia, evitando esperas
innecesarias o bien detectando aquéllos vermes que permanecieron en hipobiosis, y
que en un futuro podrian actuar como contaminantes del medio. De esta forma las
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medidas para controlar la enfermedad podrian aplicarse {0 mas pronto posible.
Ademas, el sistema diagndstico podria emplearse en ensayos de proteccién, donde
los vermes podrian no alcanzar por completo su desarrollo, asi como la utilizacién en
pruebas de resistencia a antihelminticos. El antigeno caracterizado por nosotros fue
reconocido de forma intensa durante el periodo de prepatencia de la enfermedad,
como se demostré en este y en estudios anteriores (M. Cuquerella, tesis doctoral).
Este hecho no ha sido demostrado en otras publicaciones que estudian antigenos de
H. contortus con poder diagnéstico, donde el reconocimiento mas temprano
estudiado resultd a las tres semanas de infestacion, es decir, al inicio de la patencia
(Schallig y col., 1894b).

En ocasiones el reconocimiento fue superior durante el periodo de prepatencia que
el detectado en infestaciones algo mds avanzadas (4 semanas de infestacidn). Esto
sucedid en las infestaciones experimentales realizadas en los animales jévenes que
se emplearon como donanates de material parasitario, asi como en las infestaciones
experimentales desarrolladas en algunas razas ovinas espafiolas. Este suceso podria
deberse al acomplejamiento de los anticuerpos con el antigeno durante un periodo
determinado de la hemoncosis, o bien a una presencia en sangre de proteinas
sanguineas disminuidas a causa de la enfermedad, incluyendo las inmunoglobulinas.
Sin embargo, en un periodo posterior de la enfermedad, de nuevo aparece el
reconocimiento del antigeno de 26 kDa con igual intensidad, pudiendo coincidir con

una ligera recuperacion de los valores hematicos de proteinas.

En las infestaciones adquiridas de forma natural por los animales, la norma suelen
ser las infestaciones mixtas, implicando varias especies pardsitas, y en especial
involucrando varias especies de nematodos, cuyo diagndstico especifico, ya sea de
forma tradicional mediante deteccién de huevos y posterior coprocultivo, o bien
mediante diagndsticos indirectos a partir de los anticuerpos producidos por el animal
frente al material parasitario resulta complicado (Cuquereila y col., 1993; Schallig y
col., 1994b, 1995).

En nuestro trabajo se tomaron muestras fecales y sanguineas de forma puntual en

distintas explotaciones ovinas cercanas a nuestras instalaciones, determinando en
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cada caso las especies parasitas implicadas en ias infecciones/infestaciones
naturales. En la mayoria de los animales muestreados no se detectaron anticuerpos
dirigidos hacia nuestro antigeno, a pesar de mostrar los animales cargas moderadas
de tricostrongilidos (fundamentalmente de los géneros Trichostrongylus vy
Teladosagia), asi como de otros parasitos tales como protozoos, cestodos vy
trematodos, que aparecieron en pleno periodo prepatente. El reconocimiento del
antigeno identificado por nosotros aparecié unicamente en las dos explotaciones en
que se evidencio presencia de H. contortus mediante coprocultivo de las muestras
fecales. La aparicion de infestaciones debidas a este nematodo resuitdé en periodo
posterior a la presencia de lluvia en la Comunidad de Madrid, tras un periodo de
considerabie sequia. Es probable que por esta razdn no se detectasen infestaciones
por H. contortus en las expiotaciones muestreadas con anterioridad . Dentro de estas
explotaciones que mostraron presencia de hemoncosis los animales mostraron
diferente capacidad de reconocimiento del antigeno, apareciendo la inmunodeteccion
en un 62,5% positiva en la explotacidn denominada "El Espartal”, mientras que lo hizo
en 55% en la explotacién denominada "El Molar". Esta razdn explica que al enfrentar
las mezclas séricas de los rebafos a nuestro antigeno, el reconocimiento resultase
solo evidente en la explotacion de "El Espartal”.

Por otra parte, hay que sefalar que si bien el antigeno detectd infestaciones
patentes por el nematodo estudiado, las hemoncosis prepatentes son también
detectadas, incluso de forma mas intensa, mediante las inmunoimprontas realizadas,
al menos durante las infestaciones experimentales. Asimismo, durante las
infestaciones naturales, se detectd un escaso numero de animales con infestacion
patente, los cuales eliminaban un nimero reducido de huevos correspondientes a H.
contortus, por lo que el antigeno resulté de gran sensibilidad. Hay que destacar, sin
embargo, la necesidad de realizar muestreos en animales con infestaciones naturales
adquiridas durante el pastoreo, pero implicando un nimero mayor de muestras que
incluyan sacrificio de los animales con el fin de detectar de forma definitiva la
presencia o ausencia de H. contortus, o bien, de forma alternativa, realizar
seguimiento de las explotaciones y de los individuos, lo cual, desgraciadamente,
resulté imposible en nuestro caso.
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Por ditimo, conviene destacar la capacidad del antigeno aisiado por nosotros de
diagnosticar la hemoncosis experimental en animales pertenecientes a diferentes
razas ovinas espanolas, Castellana, Churra, Merina y Manchega, ademds de
comprobar su capacidad en otra raza ovina situada a gran distancia geografica como
es la raza Texel. Mientras que de los animales pertenecientes a esta uitima raza
Unicamente conociamos la presencia (20 animales) ¢ ausencia (10 animales) de
infestacion monoespecifica por H. contortus, los animales empleados por nosotros
en el presente trabajo, y pertenecientes a cuatro razas ovinas, fueron capaces de
desarrollar anticuerpos de forma especitica frente al nuestro antigeno durante los
periodos de prepatencia {dos semanas de infestacion), patencia temprana (4 semanas
de infestacién) y patencia avanzada (6 semanas de infestacién). Ademads el antigeno
se reconocid a lo largo de toda la infestacion en los animales primoinfestados, a pesar
de que en los animales que recibieron doble infestacion pertenecientes a las razas
Churra y Merina el reconocimiento no resulté tan evidente. En los animales de raza
Merina podria explicarse por la ausencia de vermes en el 50 % de los animales
pertenecientes a su grupo experimental. Sin embargo, no existe una explicacion
similar en el grupo 2 de la raza Churra, aunque hay que senalar que lo mismo
sucedié en los animales jovenes empleados como donadores de material parasitario,
pudiendo coincidir este periodo con un descenso notable en las proteians seéricas
(Abbott y col., 1986; Vray y col., 1988; Rahman y Collins, 1990b).

Por otra parte hay que sefalar que los animales que fueron muestreados, y en los
que se comprobé la validez diagndstica del antigeno aislado por nosotros, pertenecian
en su mayoria a una raza local denominada Rubia del Molar, mientras que otro grupo
de animales de raza Segurefa, que fueron traidos de Murcia, no mostraron ni
infestaciones por H. contortus ni deteccion del antigeno de 26 kDa. Asimismo, es
necesario destacar que las infestaciones naturales adquiridas por estos animales
implicaron una estirpe parasitaria diferente a la empleada por nosotros tanto en las
infestaciones experimentales como en el material antigénico utilizado en los estudios
de caracterizacion e inmunolégicos. El empleo de diferentes estirpes parasitarias en
diversos estudios inmunoldgicos ha resultados en ocasiones en ligeras diferencias en
la calidad de los productos obtenidos.






CONCLUSIONES

1% Los animales adultos pertenecientes a las 4 razas ovinas autdctonas espariolas
Castellana, Churra, Merina y Manchega son capaces de responder de forma
adecuada a la hemoncosis ovina experimental tras recibir una dosis parasitaria

inicial, si bien con diferente intensidad.

2? Los animales pertenecientes a las razas Castellana y Churra mostraron una mejor
respuesta anti-Haemonchus en las reinfestaciones con reducciones importantes
en el nGmero de vermes y porcentaje de implantacidn, mientras que los
pertenecientes a las razas Merina y Manchega se mostraron més resistentes de

forma natural a ia implantacion de Haemonchus contortus.

3? En la raza Manchega aparecié una mayor tendencia a la inhibicién del desarrollo
parasitario asociada a una respuesta inmunitaria, hallAndose mayores nimeros de
larvas de cuarto estadic en la mucosa del abomaso, asi como menores medidas en

los vermes adultos encontrados en los animales que recibieron dos infestaciones.

42 | as infestaciones provocaron una respuesta lgG sérica, fundamentalmentelgG1,
en todos los animales. En la raza Castellana se observé una tipica respuesta

secundaria. Las respuestas IgG e IgA séricas fueron dosis dependientes.

52 Se ha comprobado la validez diagndstica interracial del antigeno de 26 kDa
aislado a partir de vermes adultos de H. contortus. El antigeno resultd de utilidad
diagndstica en las razas espaiolas Castellana, Churra, Merina, Manchega, Rubia del

Molar asi como en la raza Texel.

6° Se ha comprobado la capacidad del antigeno de 26 kDa de diagnosticar
infestacicnes naturales desde el periodo prepatente de la enfermedad y en todas

las edades.



7% Se ha realizado una caracterizacién, aislamiento y secuenciacién parcial del
antigeno de 26 kDa de adultos de H. contortus correspondiendo a la secuencia
N-terminai NH2- AGLFAHHPPP.

8?2 Se ha aislado y secuenciado una Glutation-S-transferasa procedente de vermes
adultos de H. contortus correspondiendo a la secuencia N-terminal NH2- V N'Y
KLTYF.
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