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INTRODUCCION

Uno de los grandes retos de la ganaderia espafiola es la
mejora de las <condiciones sanitarias de sus animales,
especlalmente de acuélles, como el ganade ovino, que por olvide
administrative, cambios socloeconémicos y otras razones, han sido
abandonados. Este tipo de ganado es explotado en nuestro pais
fundamentalmente an condiciones extensivas o semlextensivas por
lo gque gran parte de los problemas que afectan a estos animales
se hallan 1llgados a los pastos; tal es el caso de las
tricostrongilidosis, entre ellas la hemoncosis. Esta parasitosis
ovina puede presentarsa ~ en dependencia del ndmero de vermes
presentes en los. hospedadores, edad de éstos, factores
medioambientales, estado inmunitario - como un proceso agudo o
con cardcter crénice, constituyendo en ambos casos un apartade de
interés en la patologia ovina y siendo, con el restoc de las
nematodosis gastroentéricas, una causa de pé&rdidas econémicas de
grandes proporciones.

En condiciones semldridas tales como las predominantes en la
mayoria de las reglones aspafiolas con censos importantes de
ganado ovino la norma soh las hemoncoslis crénicas., No obstante,
la introduccién da sistemas de explotacidn més intensivos, en
praderas de regadio, ocenlleva un incremento de la carga ganadera
y wclcles de aprovechamiento herbidceo nuy cortos. Estas
condiclones, junte con la incapacidad aparente de los individuos
jévenes para responder eficazmente a las infestaciones suponen un
incremento de los riesges de procesos de significacién oclinica.

La prevencisn da este problema, tante de las infestaciones
crénicas como de las més agudas, pasa por una serie de medidas,
entra las que cabrfia destacar un adecuade manejo de los
pastizales ~ da diffcil establecimiento en muchas ocaslones por
distintas causas-, utllizacidén de medidas inmuneprofilicticas-



no disponibles en la actualidad - y administracién estratégica de
fdrmacos antiparasitaries con una buena relacidn entre el coste y
el beneflcio. Desgraciadamente, la medicacién con antihelminticos
en el ganado ovine , aunque ha experimentado un gran incremento
durante lps dltimos afios merced, entre otras cosas, a las
campafias de las administraciones autondmicas, sigue en mnuchos
casos pautas rutinarias sin relacidn con las caracteristicas
eplzootiolégicas de las infestaciones.

Bl diagnéstico laboratorial de la hemoncosis ovina ests, en
estos momentos, restringido a infestaciones patentes, requiere
personal especializada, es laboricse y no siempra permite una
adecuada valoracitén del grado de parasitacién de 1los
hospedadores. Por tanto, el desarrollo de un esistema de
inmunocdiagnéstico de la hemoncosis, entre otras parasitosis,
especifico y répido seria de indudable inter&s tanto an el
trabajo clinico, en investigaciones epidemiolégicas o, inclusoe,
en la evaluacifn de la eficacia antihelmintica de un tratamiento
antiparasitario,

Teniendo en cuenta estas circunstancias, el interés
generalizado en su estudio durante los dltimos afies y el
desconocimiento de la respuesta del ganado ovino autéctono a las
infestaciones por H,contortus nos propusimos estudiar, dentro de
un proyecte més amplioc, la respuesta humoral del ganado ovino
manchego a las infestaciones por el helminto y su dependencia de
la edad mediante el desarrollo de un enzimoinmunoensayo (ELISA),
caracterizacién antigénica del par&sitc mediante inmunoimprontas
uni-~ y bidimensionales, exploracisn inicial de la antigenicidad
cruzada con otros tricostrongiloidecs y seleccién de los
antfgenos solubles de posible relevancia en el diagnéstico ¥ la
inmunoprofilaxis, ‘



1. REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1. Eticlogia, ciclo biolégico y epizooticlogia

El género Jaemohchus Cobb, 1898 perteneciente a la
Subfamilia Haemonchinae Skriabin y schulz, 1852, Familia
Trichostrongylidae Leiper, 1912 (ver Gibbons y Khalil, 1982}
estd representado por una docena de especles parasitas de los
rumiantes en las regicnes troplcales y sélo dos especies en las
regiones templadas: H.contorius que parasita fundamentalmente a
ganpado ovino y caprino y H.placel que infesta al ganado vacuno.

H.contortus (Rudolphi, 1803) es un nematode cilindrice gue
vive en el abomase de los ovinos, de los caprinos y
ocasionalmente de otres rumiantes. La hembra mide de 12 a 30 mm
de lonyitud y de 0,4 a 0,5 mm de didmetro, mientras gue el macho
mide da 10 a 20 mm de longitud y de 0,1 a 0,15 mm de didmetro., Kl
contenido sangulnec en el tubo digestivo confiere al wverme una
coloracién rojlza y debldo a los cordones sexuales de la hembra
que se enrollan en forma de hélice alrededor del intestino, se ha
ganado el sobrenombra de "verme contorneado.

La morfologia del verme difiere a medida gue =se va
desarrollande su ciclo' biloléglco; las larvas desde al primer
hasta tercer estadio son cilindricas sin ornamentacién, con una
boca en posicién terminal y un anc en posicién lateral cerca de
la extrenidad posterior del cuerpo. Las larvas de 4'ﬂv y 5¢
estadio, asi como los adultos, presentan en la cavidad bucal una
pequefia lanceta transparente; la boca posee sels labios y seis
papilas orales; se pueden también distinguir en 1la regisn
cefdlica dos papllas cervicales prominentes con un papel
sensorial. A los machos se les reconocen en su bolsa copuladora
dos espiculas ¥ un gubernfculo, aai como dos l&bulos simétricos



laterales y uno doxrsal asimétrico., Las hembras poseen una
lengilleta supravulvar en el cuarto posterior de su cuerpo (Vray y
col,, 1988).

su clcle bioldgico se representa en la Fig., 1.1. Las henbras
que son muy prolificas y pueden poner mds de 10000 huevos por
dia. Los huevos son eliminades al exterior c¢on las heces,
embrionan y eclosionan en 1 a 30 dias segin la temperatura y
humedad ambientales, Después de la eclosién, la L-1 muda a L~2 y
después a L-3, estadlo infestante, que abandona el material
fecal para alcanzar la hierba, lo que sucedea en condiciones
adecuadas al cabo de 4 a & dias,

Tras la ingestién por el hospedador definitivo, acceden al
abomaso y la larva L-3 penetra en la mucosa, evolucionando a L-4,
la cual en 'hematéfaqa, y muda una Gltima vez para dar el estadio
de L-5; &sta se convierte en adulte tras la maduracién de sus
srganos genitales (Vray ¥ col,, 1988). Dash (1985) observS que

las larvas infestantes de H,contortus, al igual gue las de
Irichostrongylus axei y Ieladorsagia circumcinota, mudaban en el

rumen. Esto sucedia muy répidamente, normalmenta dentro del
perlodo de 2 h.p.i., de forma que la mayoria de las larvas ge
encuentran desenvainadas cuando llegan al abomaso. La
distribucién de las L~4 de H,contprtus era muy regular y su
frecuencia era mayor en el #4rea fGndica, disminuyendo hacia la
regién pilérica, Por e) contrario, las L-4 de las otras dos
eapecies mostraban una distribucidén bimodal {(un pico en el &rea
tindlca y otro en el 4area pilérica). EL hecho de gque 1la
distribucién de H.contortus fuera. mis anterior sugeria que las
larvas de esta espacle eran wmés rdpidas para establecer la
infestacién gque las de otras eséecies de tricostrongilides. Por
otra parte, la posterior migracidn de las larvas finales y
adultos de H,contortus hacia la regidn pilérica, podria deberse a
la seleccién de una localizacién mas favorable para allmentarse
(hematofagia) o blen al rechazo provocado por una ‘reaccién local






del hospedador en el drea gque parasitaban las larvas tempranas.
L1a dosis infestante no parecs influir en la proporcién del
establecimiento de larvas de H,coptortus o en su subsiguiente
supervivencia, aunque algunos Factores si determinaban tanto el
tamafio de los vermes como su fertilidad (Barger y Le Jambre,
1988}, Se ha observado ademis gue exlste una variacién anual del
tamafic de los vermas, no relacionada con el sexc del hospedador
ni con la duraccién de la lnfestacién; sin embargo, este cambio
ciclico sf estaba relacionado con la inhibicién del desarrcllo de
las L-4 (Coadwell y Ward, 1877). Los mismos autores demostraron
gque existia una relacién lineal entre el incremento del tamafio
"dal verme y su contenide utsrino en hueves, y gue el nimero
diaric de huevosfgramo de heces gue .salfan al exterior estaba
relacionado con el peso total de los pardsitos y no con el ntmero
de individuos. Por otwa partes, observaron una relacisn
significativa entre el nimero de huevos mantenidos en el dtero y
al ntmero de huavos producidos cada dia (Coadwell y Wérd, 1982).

El periode de prepatencia de las infestacicnes de
H.contortus de 16-22 dias en general, varia dependiendo de
clertos factores tales como la raza ovina (Flerida; 20,5 dias;
Rambouillet: 18 dias; Radhakrishnan y col., 1972; entre otros),
época del afio, existgncia de inhibicién larvaria relaclonada con
1a resistencia dal hospedador (Silverman y Paterson, 1960; Adams,
1986, 1988a) o no relacionada (Blitz y Gibbs, 1972a, 1972b} o
incluso dapendiante del calendaric de las infestaclones; de forma
gue upna gran proporclén de larvas de H.contortus son inhibhidas
cuando la infestaclén se extiende a lo large de un mes, mientras
que la inhlbicién ea menor cuande la dosis infestante se
administra en una dnica occasidn (Michel y col., 1973).

Se han desarrellado numerocsos estudios sobre la relaclién
entre los recuentos de huevos de los nematodos gastrointestinales
en las hecas y &l grado de infestaclén, con la enfermedad, asi
‘como con la inmunidad ¥y resistencia del hospedador; sin embargoe .



los resultados de estos experimentos no han sido totalmaente
convergentes. Asi, Rubin (1967) no encontrd ninguna correlacisn;
sugiriends, gue mi&s gque tratar de relacionar los recuentos de
huevos con la severidad del parasitismo, se deberfa aceptar como
un hallazgo exclusivamente positivo de parasitisme. Anélogos
resultados fueron obtenidos por Jordan y Stair (1984), quienes
observaron dque algunos animales que habfan side diagnosticadoes
antemorten no mostraban resultados comparables en el examen
postmeortem. Sin embargo, Roberts y Swan (1981) encontraron una
gran relacién entre los recuentcs de huevos y el nimero de
vermes. Dichos autores confirmaron nds tarde esta correlacién
(Roberts y Swan, 1982a), y sugerian gque el tamafio de 1la
poblacién, la época del afio y 1a relacidn de nmachos y hembras
eran fuentes de variaciones menores.

Luffau y col, (1990) encontraron una gran correlacién entre
el ntmero de larvas ingeridas, el ntGmero de huevos eliminados y
el grado de anemia observado en el ganado ovino infestado con
H.contortus. De igual modo, Kassal y col. (1990) demostraron que
los recuentos de huevos (deblan sger individuales ya gque la
produccifn de huevos depandia parcialmente de factores como el
sexo, la raza y regimenes alimentlclios del hospedador, aislado
del pardsito) mostraba una buena correlacién con los recuentos de
vermes adultos en abomaso, y ademds servian para discriminar
entre animales reactivos y no reactivos.

H.contortus ha sido sefalado en la préactica totalidad de
las reglones espaficlas. El Indice Catilogo de Zoopardsitos
Ibéricos (Cordero del Campillo y col,, 1980} recoge 1la
informacién con anterioridad a la fecha de su publicacién (1980)
indicédndose su presencia en Cérdoba (Martinez Gémez, 1971;
Martinez Gémez y Herndndez Rodriguez, 1971), en Galicia, Huesca,
Lebén (Ferndndez Diez, 1967), Navarra, Palencia, Sevilla v
Granada., En Salamanca habfa sido seflalada por Simén Vicente
(1962) y en Badajoz, por Diaz Diaz (1949}..



con posterjoridad a la publicacién del Indice-Catdlogo, su
presencia ha side sefialada, entre otros autores, por Diez Bafios Y
col. (198%) en cuajares ovinos de la provincia de Lefn; por
Martinez Gémez (1985) en el valle del Guadalquivir; en CAceres
por Reina y col. (1987); en Huesca, por Tarazona Vilas (1985). En
ia zona centro, su presencila ha sido denunciada, tante en ganado
ovino {p.e. Tarazona Vilas y col., 1585) como en ganado caprine
(Tarazona Vilas, 1982, 1984).

La prevalencia' e intensidad de las infestaciones por
ﬂ,ggnto;gus'han sido, en general, bajas (Fernandez Diez, 1967:
16,2%; Martinez Gémez, 19851 9%; Tarazona Vilas, 1974: 23, 2%;
Diez Bafios y col,, 1989: 7,7%, tras el examen da 405 cuajares
ovinos), Esta escasa presencia, ademds de la distribucisén
binomial negatlva de esta especie pardsita en los rebafios
infestades (Roberts y Swan, 1982b), probablemente estd
relacionada con la estrecha dependencia de H.coptortus, para su
presentacién, de condiciones adecuadas de hmlaeratura.
Normalmente esta parasitosis se presenta en regiones de clima
templado con humedad elevada, siendeo ralativamente poco frecuente
en regiones semiadridas (Blood y Radostits, 1289).

En Espaﬁa, dada la extremadamente variable climatologla,
ambos factores mayores del clima: humedad y temperatura, pueden
actuar como factores limitantes del desarreclle de las fases
exbgenas del ciclo de }f.contortus. Asi, en gran parte de Espafia
el factor limitante para la presencia de este helminto es el
déficit hidrico existente (Tarazona Vilas y col., 1985). En
regadios de Aragén, los meses de mayor riesgo de desarrollo ¥y
concentraciséi del pardsito an los pastos resultan ser de Mayo a
Octubre (Uriarte, 1290} aungue en secanocs de la misma reglén no
‘se ha observado desarrollo alguno (Uriarte y col., 1984) lo que
demuestra la baja resistencia de esta especie a las condiclones
ambientales adversas, De una forma similar Tarazona Vilas y col,



(1576-1977) indican para la Meseta Meridional los mismos periodos
favorables aungue en los estudios sobre 1a presencia de L-3 en
los pastos en la regidn, los nimeros mads elevados de Hreonborbus
fueron hallados en los meses mis himedos del afio (Canals
Caballereo, 1986). Similares resultados {(regadic; miximos an
julie, =aptiembre, octubre y noviembre; secano: méixime en
noviembre) han sido obtenidos en Madrid por Mirs cCorrales (1991),

1.2, Accibn patégena de Haemonchus gontortus

Las nematodosis gastrointestinales de los rumiantes son
responsables de distintas manifestaciones fisiopatolégicas, entre
ellas,- la inapetencla, alteraciones en 1a motilidad
gastrointestinal, digestién y absorcién, metabolizmo proteico,
energético, mineral y electrolitico (Holmes, 1986). La
importancia relativa de cada manifestacisn estd relacionada con
la carga parasitaria y composicidn especifica de las helmintosis
intestinales (ver rav. Meana Mafes, 1991),

Las hemoncosls cursan con severas anemia a hipoproteinemia,
disminucién de.la ganancia en pesc o reduccién de éste Yy agalaxia
en hembras lactantes (Thomas y Ali, 1983; Blood vy Radostits,
1989; Taylor y col., 1990; Rahman y Collins, 1990, entre otros).
las infestaciones crénicas implican un menor crecimiento y una
anemia moderada an los animales infestados, acorpafiados de una
disminucién de la ingesta (Abhott y col., 1986). Se han indicado
ademds alteraciones en la fermentacién y digestidn (Rowe y col.,
1988).

La patogenla est&, en gran parte, ligada a la actividag
hematéfaga del pardsito. Se estima que una hembra adulta absoxrbhe
cada dia 0,05 ml de sangre y como el animal puede albergar una
gran cantidad de vermes, de clentos a miles, se comprende cue
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este pardsite pueda inducir una anemia importante. A esta
actividad habria que sumar la pérdida de proteinas plasmiticas,
células y eritrocitos (Rowe y col., 1988).

En los animales infestados la anemia se puede desarrollar en
tres fases: la pfimera fase dura aproximadamente 3 semanas, se
corresponde con la transformaclén de L-3 en adultos vy se
caracteriza por la disminucién progresiva del hematocrito (puede
pasar de 40% a 10%), mientras que el hierro sérico permanece
normal. Esta rdpida caida del volumen gelular se debe al pericdo
gue transcurre entre la pérdida de sanére y la activacidn del
sistema hematopoyético del hospedador. La segunda fase, que dura
de 6 a 14 semanas, se caracteriza por un valor estable aungue mis
baje del hematocrito, continfia 1la pérdida sgnguinea Yy Como
compensacién existe una activacitn del gistema hematopoyético. La
tercera y fltima fase corresponde a la pérdida de proteinas
séricas y de la tasa de hierrc (Vray y col,, 1988).

Hunter y Mackenzie (1982), en corderos menores de 6 meses,
estudiaron el desarrolle ds la anemia en la hemoncosis,

_Ohservaron la presencia de sangre en la luz del abomaso en el dla

7 postinfestacién, asi como reducciones del hematoerito (Ht) y en
los niveles de hemoglobina (Hb)., La anemia se desarrolld
rédpidamente desde el dia 10, debido a la mayor demanda de la L-S
y el desarrollc al estadic adulto. Para el dia 3%, tanto los
niveles de Hb como el Ht comenzaban a elevarse, lo que indicaba
una respuesta del hospedador, Hallazgos comparables han sido
realizados por numercsos autores tanto en ganado ovino (Thomas Y
Ali, -1983; Taylor y col., 1990, entre otros) comoe en ‘ganado
caprino (Rahman y Collins, 19920).

Los estudios histolégicos del abomaso de animales infestados
han mostrado una buena correlacién con las variaciaones
fisiopatolégicas seRaladas (Hunter y Mackenzie, 1982). Asl, las
lesiones superficiales de la mucosa fueron aparentes por primera
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vez en el difa 12 p.i,, coincidiendo con la formacién de la
lanceta bucal. El incremento de las lesiones desde el dfa 18 a 35
reflejaban el establacimiento y maduracidn de 1los parasitos
adultos. Los eosinéfilos, derivados de la cireculacién, comenzaron
a estar prasentes en la mucosa a partir del 4¢ dia, mostrando un
incremento ca. los 12 primerca difas, empezando a disminuir
ripldamente para alcanzar los nilveles hallados antes de la
infestacién en el dia 35 p.i. Esta eosinofilia se iniciaba con el
desarrollo de L-2 a L-4, alcanzando un méximc en las mudas de L-4
¥ L~5, por lo gque la actividad de los eosinéfilos parece estar
mag dirigida contra el desarrollo y establecimiento de las fases
larvarias gue con la expulsldn de los vermes.,

En el dia 22, correspondiendo al establecimiento de adultos,
aparecen agragados de células linfolides, comenzando la respuesta
inmune directamente contra el material antigénico adulto; 1los
mastooitos g6lo aparecieron a partir de este dfa, La hipertrofia
de la mucosa se hizo patente hacia el dia 12, relacionada con el
incremento de las células gue invadian la mucosa; la congestidn y
hemorragia aparecieron en las dltimas fases, Andlogos resultados
fueron obtenidos por Salman y Duncan (1984), tante en ovejas coma
en corderos, observando que el nimerc de eosinéfilos se
encontraba m&s incramentade en la mucosa del abomaso después de
la infestacidn vy reinfastacién de las ovejas, respecto a 1lo
hallado en corderos; del mismoc mocdo hubo un marcade incremento de
.las células IgA plasmidticas en las ovejas adultas respecto a los
. corderos, Finalmente indicaban que los nastocitos, asi como la
respuesta de eosindfllos daspués de 1la infestacidn vy
reinfestacién, podfan estar asociados cen la mayer resistencia
del ganado ovino adulto.

En los estudios sobre las alteraciones histoldgicas, tras
una dosls de prueba de corderos y ovelas inmunizadas (gon larvas
irradiadas) y sin lnmunizar, se ha observado que el incremento de
eosin&filos y de mastocitos era evidente en los 5 primeros dias
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de la reinfestaclén de las ovejas inmunizadas, mientras gque
cambios similares aparecieron mis tarde en los corderos
inmunizados; la presencia de agregados linfoides s&lo fue
detectada en ovejas inmunizadas y los incrementos de los nlmercs
de células plasmdticas (IgA) después de la reinfestacién, sélo
fuercn evidentes en ambos grupos de ovejas, pero no en cordargs
(salman y Duncan, 1985),

De un mode similar a lo ocurrido en las infestaclones ovinas
por Te.circumeincka, las, infestaciones por H.contortus provocan
un incremento en los niveles de pepsindgeno sérico (Holmes,
1986; Fox y col., 1991) relacionados con la elevacién del pH
gastrico. Hosﬁofa y col. (1990), observaron gue la conecentracién
de pepsindgenoc en el plasma de las ovejas se veia incrementada
durante las infestaciones por H.contortus (en el dia 7 después de
una infestacitnm simple), un poco antes que en las infestaciones

por Te.circumoincts {en el dfa 15), y que estaba asociada a
diferentes mecanismos fisiopatolégicos dentro del abomaso.

Hende y col. (1985), comparando los cambios hormonales
induecidos tanto por una infestacién por H.contortus en corderos,
como por administracién intravenosa de extractos antigénicos de
larvas o de adultos, observaron que el polipéptide pancredtico
durante Jla infestacién no experimentd ninguna modificacién
signiticativa, mientras que con la inyeccién intravenocsa se
produjoe. una elévacién al cabo de 5-6 horas; 1la gastrina
" plasmitica se elevé al cabo de 1 hora de la infestacién y entre
3-4 horas de la administacisn intravenosa del extracto de adultos
(no se elevd con extracto de larvae). La somatostatina plasmética
se elevd en los corderas infestados a los 180 wminutos ¥
administrando cualquiera de los dos extractos se incrementd entre
1os primeros 60-120 minutos. Finalmente, los autores sugieren que
la hipergastrinemia no era la consecuencia de una respuesta
inmunitaria general, estapndo probablemente ligada a la liberacidn
de sustancias por las larvas o a una inflamacién local de la
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mucosa; por el contrarioc, el aumento tardio de la somatostatina
en sangre podria resultar de la respuesta “inmunitaria, Més
recientemente, en la hemoncosis caprina también se han hallado
elavacicones muy notables en los niveles de gastrina, sugiriéndose
su emplec en el diagnfstice de la hemoncosis (Fox y col., 1991},

Finalmente, se han observado cambios en'el mucus y en la
mucasa del abomago de los animales con infestaciones por
H.contortus. WNewlands ¥y col. (19%0) observaron que en los
animales inmunes a esta parasitosis, existian muy pocos cambios
aparentes en la mucina en contraste con los animales no inmunes,
en los que se observd una dristica disminucién de &sta,
particularmente de la =zona superficial de 1la mucosa, Estas
reduccionas se limitaban a las &reas invadidas por las larvas,
indicando gque 1la vrespuesta al pardsito era localizada, con
algunas partes ds la mucosa todavia resistentes, o
alternativamente, .los pardsitos podrian simplemente no haber
alcanzado aguallas zohas, con lo cual todavia mostraban un
contenido normal de mucinha.

1.3. Respuesta del hospedador ante H,contortiig

La capacldad de respuesta de un hospedador frente a una
primoinfestacidén por un nematodo gastrointestinal no as una

constante puesto gue depende de la edad de Jlos hospedadares, de
au gstado fisjolbéajigo (fundamentalmente estado nutricional y

reproductivo), de su genotipo, asi como de la propia capacidad
dal agente parasitario para gyadlr, suprimix o modificar la
respuesta del hospedador (Miller, 1986). Estas variaciones pueden
ser estudiadas a distintes niveles, .tras las primeras
exposiclones al pardsito y considerando tanto los parédmetros
parasitolégicos (porcentaje de implantacién, fertilidad, duracién
del periodo de prepatencia, patencla, eliminacién fecal de huevos
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- "resistance"} como a los pardmetros patolégices y preductives
(variaciones del hematocrite, recuentos eritrocitarios,
incremento de peso de los hospedadores - ‘resilience" sensy
Albers y col,, 1987}).

La existencia de variaciones en la ecapacidad antigénica,
poder inmundgeno y otras caracteristicas en nematodos
gastrointestinales y especificamente en Haemonchus contortus ests
ampliamente referenciada y parece ser un fendmeno frecuente en
helmintos (Simpaon, 1986). Estas variaciones podrian ser las
responsablas de los fendmenos de resistencia a antihelminticos
{Le Jambre, 1982; Van Wyk y Malan, 1988). En nuestra revisién,
sin embarge, nos cefiiremes a los factores dependientes del
hospedador. ‘

1.3.1. Genotipo de los hospedadores

La evolucia":n biolégica ha dade lugar a una dJ‘Tversidad
genética de las poblaciones, que en virtud de 1la accisn de la
selecclén natural ha determinado la preponderancia de poblaciones
particulares. En la génesis de tales variacionas un elemento
importante ha side la posesién de diferentes capacidades en los
hospedadores para responder a las enfermedades parasitarias
(Wakelin, 1985), aspecto &ste reconocido por los parasitdlogos
mucho m&s tarde que en virologla, bacteriologia o fitopatdlogia.
Como marcadores genéticos de la adecuacién- resistencia de las
relaciones pardsito-hospedador en las hemoncosis ovinas se han

considerado habitualmente la raza ovina, tipos de hemoglobina ¥
mis recientemente, el gistema de histocompatibilidad. En 1la

actualidad se dispone de una buena informacidén acerca de asta
base genética, tanto mediante estudios comparados interraciales
como dentro de una misma raza ovina (Barger, 198%).
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1.3.1.a. Factores raclales

La existencia de variaciones raciales en el ganado ovino en
su resistencia a las infestaciones por H.gontortus y otros
Trichostrongyloidea ha side reconocida muy tempranamente
(whitlock y Madsen, 1958} y, de hecho, la manipulacién genética-
mediante seleccién racial- ofrece una nueva posibllidad para el
control  de la hemoncosis frente a la lucha quinicterdpica
tradlcional (Windon, 1550). No se han obtenido, sin embargo,
modelos c¢laros, probablemente relacionade con los distintos
alslados de }H,coptortus empleados y los diferentes digefios
experimentales. :

Parece sin embarge, relativamente claro, gue los corderos
Florida Native son mis resistentes de forma natural a las
hemoncosis, como se evidenclado tante en las infestaciones
primarias (Radhakrishnan y col., 1972; Courtney y col., 1985a Yy
b; %Zajac y cel., 1990) como en las infestaciones ¥
reinfestaciones (Nellsoen y Van de wWalle, 1987). En efecto,
comparando distintas razas ovinas se ha observado que, tras las
primoexposiciones a H.contortus, los corderes Florida muestran
periodoe de prepatencia mds alargados, menores recuentos de
huevos fecales, disminuciones menos notables del Ht, y menor
implantacién en cuajar e inferior tamafio de los nématodos, tras
la necropsia. '

En otras razas ovinas los resultados han sido menos
concluyentes y claramente dependientes de las dosis infestantes
empleadas, Con dosis altas de L-3, no se han observado
diferencias en las cafgas parasitarias en abomaso entre Finn-
Dorset Yy Scottish Blackface, aunque con dosis infestantes
moderadas, esta Gltima raza se mostrd mas resistente (Altaif y
Dargie, 1978a y b}.
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Aparentemente la raza Barbados Blackbelly es mds resistente
a H.contortus que las razas Kathadin y Suffolk (Presson, 1986),
aungue esta raza ovina parece mostrar una menor resistencia que
otras estudiadas (Finn-borset, St. Croix y otras). Asi,
comparando la resistencia de los cordercs (14-18 semanas de
edad) en ragzaid ovinas (St.Crolx, 3/4 5t.Croix, de Florida,
Barbados - Blackbelly) frente a un cruce de Flnn - Dorset con
Ramboulllet, Courtney y col. {1985a) observaron gue la
resistenclia durante las primoinfestaciones fue variable,
resultando mencs resistente la raza Barbados, al menos cuando se
consideré la ‘eliminacién fecal de huevos de H.contortus y la
Iimplantacién de. vermes en abomase; sin embargo, la disminueién
del valor hematocrito (Ht) en estos experimentos no sigquié el
mismo patrén.

Cuando se estudid la resistencia diferencial, en condicilones
de canmpo, mediante pastoreo de praderas infestadas, la raza
Florida Native mostré una menor reduccién en los valores de Ht,
asi como inferiores recuentos de huevos fecales {(Courtney vy
col,, 1985h). No obstante, no se observaron diferencias en las
cargas parasitarias tras la necropsia de st, Croix, ..Barbados
Blackbelly y un cruce de Finn-Dorset X Rambouillet.

Los resultades cbtenidos cuando se analizaron conjuntamente
la respuesta inmunitaria’ (particularmente inmunoglobulinas de
isotipo IgA) y la resistencla diferencial racial, tampoco han
mostrado un modelo clarc, Mientras Preston y Allonby (1978)
observaron gque la raza Merina mostraba una buena resistencia al
establecimlente de las larvas de H,gontortus frente a los Red
Masal, gque se relacionaba claramente con los mayores niveles da
Igh de los primeros, Zajac y Col. (19%0) no hallaron
correlacidén entre las diferepcias raciales (Dorset X Rambouillet;
st. Creix y Florida Native) y el nimero total de vermes, asi como
tampoco con la respuesta linfocitaria, niveles de anticuerpos,
nthero de mastocitos, leucocites y niveles de histamina aunque sf
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se observé correlacidén con los recuentos fecalas de huevos, los
niveles de proteinas plasmiticas y los valores de Ht,

1.3.1.b. Tipos de Hemoglobina

Los primeros estudlos sobre la influencia de los tipos de
hemoglobina sabre la resistencia a las infestaciones por
H.contortus apoyaban quai las ovejas cuyo tipo de hemoglobina era
AR tenian mencres recuentos de huevos fecales que agquellos cuyos
tipos de Hb eran AB Yy BB (Evans y col., 1963}, .

g¥sta sugerencia fue confirmada, en un experimento de
autocuracién, por Allonby y Urguhart (1976), quienes hallairon
menores alteraciones en los pardmetros hemdticos y mayor
ganancia de peso vivo de los individuos homozigbticos (AA).
Radhakrishnan y col. (1872) también observaron mencres niveles de
infestacidén en corderos Fleorida Native con tipo HbAA y
resultados similares fuerocn obtenldes por Luffau y col. {1981a),
con una mayor reslstencia de las ovejas AA. A su vez, tras una
primoinfastacién con H,contortus, también parecia existir una
resistencia relacionada con el tipo de hemoglobina, de forma gque
los heterozigéticos (HbAB) eran més vresistentes que los
homc:z-igbticcs BB, al menos cuando se consideraba el valor Ht ¥y
los recuentos fecales de huevos; no parecia existir respecteo a la
implantacién de vermes en el abomasc (Courtney ¥y col., 1985a y
b).

Estas inconsistencias (independencia del efecto patolégico,
implantacién parasitaria, eliminacién de hueves), junto con las
sospechas de Radhakrishnan y col, (1972) motivaron que se

_ reevaluase la influencia del tipo de hemoglobina en el ganado
ovino en la resistencia a la hemoncosis. Trabajos mds recientes,
sin embargo, no han logrado comprobar esta relacldn entre
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resistencia a JH.contortus y el tipe de hemoglobina en ganado
ovino (Luffau y col., 1990; Kassai y col., 1990) Yy parece que
tanto la resistencia natural a la infestaciéh come la produccidn
de anticuerpos anti-Haemonchus espeéificos podrian depender de
une ¢ varios genes sin relacién intima con les determinantes del
genotipo de hemoglobina.

1.3.1.¢. Pactores genéticos

El incremento de los costes de produccibén de nuevos
‘antiparasitarios y la aﬁaricién de raesistencias a un buen nimero
de antihelmintices ha motivade la investigacién sobre la base
genética de la receptividad a helmintos gastrointestinales de
pequefios rumiantes (ver Gruner y Cabaret, 1988; Windon, 1990 'y
1991; Gruner, 1991}.

La existencia de alguna relacidén, al mencs parcial, entre
les genotipos de Hb y la resistencia a las hemoncosis, y entre
las caracteristicas raclales del ganade ovine empleado en las
infestaciones y algunos parfmetros estimativos del grado de
adecuacién parisito-hospedador en el binomio H.coptortus - gv_,_ia
aries (supervivencia de vermes, implantacién, grade de
desarrollo epn sus hospedadores, fertilidad de las hembras
instaladas, etc.) apuntaban a la existencia de una base genética
de la rei:eptividad del gariado ovino al nematodo géstrice, ast
como 'quizas a la wpropia distribucidén de las poblaciones
parasitarias en sus hospedadores en condiclones naturales.

Estoa estudios se han llevadeo a cabo tanto en infestaciones,
pruebas vacunales, Iinmunosupresi&n e inmunopatologia de la
hemoncosis, sin gque sea facil sefialar los mecanismos finales
implicados, En efecto, los - resultados obtenidos mnediante
infestaciones y vreinfestaciones de corderos con H.contortus
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tratados con dexametasona han mostrado gque el
glucocorticostercide es capaz de suprimir la respuesta secundaria
a las reinfestaciones (Adams, 1982; RAdams y bavies, 1982) ¥y
convertir en sensibles a Merinos resistentes {Presson ¥y
col,,1988) . Estos resultados parecen sugerir qua existe una base
inmunolégica en la mayor o mencr resistencia a las hemoncosis en
los genotipos resistentes de los hospedadores (GI1ll, 1991).
Ademds, a pesar de existir una gran heterogeneidad en las
poblaciones parasitarjas de helmintos (Simpason, 1986; Beh y col.,
1989), de inter&s en la respuesta parésito-hospedador (Kennedy,
1989), 1los resultados obtenidos, experimentalmente, en las
infestaciones por H,coptertus no han mostrade ningtn tipo de
selecclén parasitaria (Adams, 1988b; Albers y Burgess, 1988).

Una atencién considerable, han recibido, en al genotipo de
los hospedadores, los genes lLigados al complajo Mayor de
Hiastocompatibilidad (CMH) como reguladores de la funci&én de las
Células-T, para controlar la respuesta a las Infestaclones (Grey
y col., 199%0; XKXennedy, 1989), pudiendo daterminar, desde una
falta de recopocimiento antigénico hasta la inmunosupresién o
tolerancia a los complejos antigenc parasitario- CMH.

Reclantemente, el CHMH del ganado ovino (OLA) y vacuno (BoLA)
han sido el centro de atencidén de una caracterizacién molecular,
al entaender que al alslamlento e identificacién de los marcadores
de ADN wvinculados con' los genes gque codifican caracteres da
importancia econémica y la resistenclia a las enfermedades podrian
ofrecer pruebas objetivas para identificar los animales
portadores de los genes deseados, a su nacimiento o incluso antes
{Gogolin-Ewens y col,, 1990), dada la heredabilidad de la
resistencia a algunas helmintosis intestinales de interés (p.se.
Trichostrongylus co;yp;ifogmig, segin observaron Dineen vy
Windon, 1980) y la asociaclén existente entre los alotipos de
antigenos de superfiele de linfocitos ovinos clase I, codificados
por genes intimamente relaclionados con el CMH, y la resistencila
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frente a T.colubriformis {(Outteridge y col., 1285, 1986) .

Los resultados obtenidos por Luffau y col. (1%90) mestraron
efectos estadi=ticamente significativos de varios haplotipos OLa,
en la respuesta humoral, asi come en los recuentos de huevos en
las heces y el grade de anemla debido a las hemoncosis ovinas, lo
que gquizds mostrasa la existencia, dentro o ligado al sistema
OLA, de genes que puedan afectar astos fenémenos, Sin embargo,
Cooper y col, (1985} trabajando con merinos australianog, con
gran polimorfismo en su sistema OLA, no obtuvieron evidencias
entre la asociacidn de los tipos OLA y la sensibllidad a 1la
infestacién por H.contortus.

1.3.2. Fisiologia de los hospedadores
1.3.2.a, Sexo

En general, existe una relacién entre el sexo de los
hospedadores y las infestaciones por H.gontertus, sdlo tras la
pubertad. Mientras gque las ovejas incrementan drésticamente su
resistencia a las infestaciones d@espuds de la pubertad, el
desarrollo de esta resistencia en los machos es gradual, hasta
alcanzar el estado adulto (Thorson, 1970 in Courtney y col.,
1985a) . Resultados similares, tras una primoinfestacién han sido
obtanides por Luffau y col. (1981b), con una mayor produccidn de
huevos por parte de los machos respecto a hembras de la misma
édad, raza y tipo de hemoglobina, Ademés, la autocuracitén con
dosls infestantes elevadas fue mis consistente en hembras,
probablemente ligado a una mayor produccién de histamina leocal en
abomaso o a una mayor sensibilidad al chogue histaminico en este
sexo.
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No obstante, Albers y col. (1987) con un elevado nfmerc de
animales (>1000) sometidos a una primoinfestacién con 11000 1,-3
de H.contortus y posterier andlisis multivariante no hallaron
esta clara diferencia, puesto que los recuentos de hueves fecales
(hpg) al cabo de 4 semanas p.i. no fueron diferentes antre
moruecos, nhembras y machos castrados. :

Contrastan estos resultades, con la mayor facilidad para
obhtener una respuesta inmunitaria protectera traz una
primoinfestacitn y reinfestacién en machos (Luffau y col., 1981h;
Courtnsy Yy col., 1985a) y los mejores Indices de protaeccién
observados en hembras, fIndices a su vez relacionados con los
recuentos de vermes en ahomaso (Adams, 198%9).

1.3.2.b. Niveles hormonales

La reproducciédn puede alterar el curso de las nematodosis
ovinas, Estd& ampliamente demostrado que la prefiez y la lactacién
provocan una marcada elevacifn en los recuentos de vermes
gastrointestinales asil como una mayor receptividad de estos
hospedadores a las infestaciones. De una forma general, estas
elevaciones en los recuentos fecales de huevos de nematndos
gastrointestinales han recibido el nombre de elevacién periparto,
posparte o primaveral (ver rev, Michel, 1976) ¥y se han
relacionado {Connan, 1968), con:

- maduracién de larvaé inhibidas en la mucosa'gastroentérica

= incremento de las tasas de establecimiento de larvas
infastantes ingresadas

-~ aumento de la fecundidad de 16s vermes adguiridos vy
establecidos

- y suspensién durante la dltima parte de la prefiez y
lactacidn de los mecanismos efectores de expulsidn, -
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permitiende que los nematodos alcancen su madurez.,

Aunque 1la elevacién estd claramente establecida tanto en
ganado vacuno infestado con Qstertagia ogstertagi (Kloosterman vy
col., 1994/19355 como en ganads ovino con infestacionas
pluriespecificas o monecespecificas con H.contortus (Thomas y All,
1983; Gibbs, 1986; Taylor y col., 1990a; entre otros),
dependiente de la raza ovina implicada (Courtney y col., 1984),
¥y se han relacionado estas elevaciones tanta con la maduracién da_
larvas del nematodo géstrico como con el fallo del ganado ovino
para expulsar a los adultos existentes (Gibbs, 1986) -gqua suponen
un incremento de los efectos patolégicos de las infestaciones en
estos momentos (Thomas y Ali, 1983)~ no estan del todo clarosz los
- mecanismos implicados en su aparicién,

La estrecha correlacién existante entre las elevaciones
periparto y los niveles de algunas hormonas (p.e. prolactina,
progesterona) apuntaban a que los elevados niveles de'prolactina
eran los responsables de esta elevacién en los recuentos fecales
—~como medida de la estimacién de la relajacién inmunitaria de las
ovejas-. No obstante, Coop y col, (1990}, mediante infestaciones
experimentales con Tg,circumcincta en ovejas preﬁadaé ¥ paridas
observaron que nl la prolactina ni la progesterona parecian ser
las fnicas responsables de la elevacidn periparto. Similares
resultados fueron obtenidos cuando se emplea;on antagonistas de
la prolactina, como la bromocriptina; en estos experimentos, a
pesar de que la bromocriptina disminuyé los niveles plasmiticos
de prolactina no redujo las eliminaciones fecales de huevos da

fe.gircumoincta.

La posible inmunosupresifn provocada por la progesterona ¥y
el cortisol ha side Invecada como agente de la elevacién
periparto (Lloyd y col., '1983). Sin embarqb, Coop y col. (1990}
ne observaron ningtn efecto notable tras la administracién da
dexametasona, El estudioc del efecto de la administracién exégena
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de hormonas y corticostercides ha producido resultados
inconsistentes. Fleming y Conrad (1989) aparentemente
reprodujeron una elevacién periparto en ovejas ovariectomizadas
mediante la adminlstracién de progesterona y/o prolactina, aunque
mads recientemente, Coop Y col. (1990) no consiguleron reproducir
los efectos mediante administracidén exégena de hormonas. Parece
probable, por tanto, gue la elevacifén sea un proceso
multifactorial en el gque estén implicados tanto el mucus
gastrointestinal (Miller, 1984), proteinasas, wediladores
inflamatorios e inmunoglobulinas, pudiendo desempefiar un papel
notable los glucocorticoides en la modulacién de la respuesta
antiparasitaria (Miller, 1987) ¥ no slende 1la prolactina
probablemente el Gnice factor responsable (Jeffcoate y col.,
1990) .

En favor de este cardcter probablemente multifactorial de
las elevaciones periparto se puede sefalar que, al menos en lo
que respecta a las concentraciones de inmunoglobulinas séricas de
las hembras prefiadas, no se observa ninguna inmuncdepresién salve
en los f1qGltimos dias previes al parte (10-15 dias antes)
explicables por el trasvase activo de TIgGl hacia la mama
(Pellerin y col., 1990).

1.3.2.c. Alimentacién

En general una buena alimentacién influye en el estado
inmunitario y en la capacidad de reaccidén frente a las
infestacionas (Holmes, 1986). En las hemoncosls que pueden
cursar como una parasitosis primarla - por una ingestién muy
elevada de 1L-3 - o como una parasitosis secundaria, con
debilitamiento de los animales infestados, este factor es
critico.
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Una dieta hipoproteica de animales agrava los efectos
patogénicos de H.contortus, como ha sido demostrade por Roberts y
Adams ({1990}, quienes observaron gque administrande 600
g/animal/dia de granulado, los corderos desarrollaban una fuerte
resistencia a las reinfestaciones, no observable en los corderos
mantenides con 400 g /dfa. De forma andloga, el estado
nutricional de los corderos (5cottish Blackface} influye de
forma notable en 1la capacidad de resistencia tras una
inmunizacién, posiblemente como resultado de alteraciones en el
establecimiento de la competencia inmunitaria, alteraciones no
observables en animales mayores de ocho meses (Abbot y Holmes,
1990),

1.3.2.d. Edad de los hospedadores

La resietencia ligada a edad en las infestaciones ovinas por
H.contoxtus constituye uno de lo aspectos mis interesantes de la
hemoncosis. El ganado ovino es capaz de desarrollar una respuesta
protectora tras una primoinfestacién con otras aspecies de
nematedos intestinales (p.e. corderos de 2 meses de edéd frente a
Hematodirus battug, Taylor y Thomas, 1986) auhque también existe
en algunos casos una dependencia de la edad en la magnitud de la
respuesta; as{, 1cs‘corderos de 4 meses y medio de edad son més

sensibles a las reinfestaciones con Te-circumcinota— que los

animales de 10 meses (Smith Y col., 1985},

8in embargo, la situacién en las hemoncosis estd mis
ampliamente referenciada (ver Knight y Rodgers, 1974) existiendo
una clara evidencia de una mayor resistencia ligada estrechamente
a la edad del ganado ovino y dependiente, a su vez, de la raza
ovina (Courtney y col., 1985a, 1985b). La mayorfia de las razas
ovinas (Merino, Blackface, Préalpes du Sud) parecen alcanzar =su
madurez inmunitaria frente a H.contertus en algtin meomentoc entre



25

log seis y doce meses de edad o incluso mds tarde (Manton ¥ col,,
1962; charley—~Poulain y col,, 1984; entre otros).

En experimentos con vacunaciones nediante L-3 irradiadas,
Urguhart ¥ col. (1966) hallaron que la inmunizacién no era capaz
de conferir ninguna resistencia a las reinfestaciones en cordergs
de 3 meses de edad, s56lo una resistencia parcial a los cineo
meses de edad y una buena respueéta a los 8 meses de edad. Al afo
siguiente, Lbpez y Urquhart (1967) no consiguieron inmunizar

.merinos de 7 meses, con 2 dosis vacunales de L-3 irradiadas de
Hygontortus, mientras gque  la vacunacién estimulé una fuerte
respuasta protectora en animales de 2 afios,

oOtras razas ovinas, por el contrario, son capaces de
desarrollar una respuesta inmunitaria frente a H.contortus a mis
temprana edad, como Romanov (Berezhke y col., 1987} o Florida
Native (Neilson y Van de Walle, 1987; Zajac y col., 1990).

Es dificil entender esta incapacidad, teniendo en cuenta gue
los corderos son capaces de responder adecuadamente a otros
astimulos antlgénicos (viricos, bacterianos e incluso
parasitarios). Urquhart y col. (1966) entendian que o bien el
desarrclle ontogenétice de los necanismos efectores frente a
H.contortus era mas lento, por su complejidad antigénica, o bien
gue H,contortus era antigénicamente muy pobre. Se ha aducido
ademds la posibilidad de transferencia de sustancias
inmunosupresoras, desde las ovejas infestadas, a los corderos
{Soulshy, 1979}. Contrasta esta aparente escasa antigenicidad de
H.contortus con el hecho de que el nematedo géstrico estad en
contactc permanente con el torrente circulatorio del hospedadorx,
¥ por ello existe la posibilidad de un estrecho contacto
parasito-hospedador (Munn y col., 1987).
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1.4. Respuesta inmunitaria

La inmunidad supone generalmente una resistencia vy
practicamente siempre existe un procese destructive; el &xito del
proceso inmune =e basa en la capacidad de los organismos vivos
para reconocer, por diferentes medies, las moldculas complejas
extrafas que carecen de relacién con su propia estructura normal,
La iﬁmunidadl puede adguirirse como consecuencia de una
experiencia previa con la astructura quinica de 1la sustancia
extrafia y conlleva la adquisicisén de memoria inmunolégica, la
sfntesis de anticuerpos y la proliferacién de linfocitos; sin
embargo, también puede ser innata, en cuyé caso viens determinada
genéticamente (Wesley Alexander y Good, 1980).

Es dificil generalizar sobre los mecanismos involucrados en
la respuesta inmunitaria de 1los animales expuestos a una
helmintosis; sin embarge, la mayoria de los autores sugieren gue
la lesién y expulsién de los vermes en un animal inmwuhe, resulta
de la interacién secuencial entre anticuerpos y 1ld respuesta
inmune mediada por cé&lulas Jjuntoc con cambios inflamatorios no
especificos, debido a aminas biégenas y prostaglandinas {Castro,
1989),

La respuesta inmune se desencadena cuando una molécula
receptora de la superficie de una célula B ‘o T encuentra al
antigeno contra el que la célula estd programada para responder y
lo reconoce como extrafio al unirse a alguna pequefia parte del
mismo. Con la ayuda de otros elementos del sistema inmunitarie,
la célula se multiplica y ejerce su funcldn de cé&lula B secretora
de antlcuerpos, de c&lula T citotéxica o de célula T coadyuvante,
gque segrega sustancias gque movilizan a otras células (Gfey y
col,, 1990).
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1.4.1. Autocuracién

La expulsién vrédpida o autocuracién, consistente en la
saliminaclén de la poblacién pardsita de helmintos en un
hospedader tras una reinfestacién es un fenémeno relativamente
frecuente y se ha indiecade, entre otras, en las infestaciones por
Trichinella spiralis, Hippostrongylus Lbrasiliensis,
7,golubriformis y H.contortus (Soulsby, 1957 In rev. Miller,
1984) .

En la hemoncosis ovina, este fendmenc se presenta en aovejas
infestadas, tras la ingestién de larvas infestantes frescas; al
cabo de unos pocps dias exlste una caida dréstica de los
recuentos fecales de huevos del pardsito y la poblacién adulta es
eliminada del abomaso. Generalmente la autocuracidén ha sido
considerada como una expreslén de la inmunidad protectora. Sin
embargo, Michel y col. {1973) entendian que al hacho de gue una
infestacién terminara con la expulsién de los adultos
(autocuracién) y por otra parte, que el hospedador fuera
refractaric al establecimiento de wuna infestacién nueva
{proteceién), eran fendémenos alslados; ya que podia ococurrir la
una sin la otra, y la proteccién podia desarrcllarse antes o mis
tarde de gque sucediera la autocuracién.

Parecidas consideraciones han sido exXpresadas por Luffau y
col. (198la), quienes ademds encontraron una relacidn inversa
entre el pico de recuantos de hueves en las heces y la
intensidad de la autocuracién y Berezhko ¥y c¢ol, (1987), en
corderos de raza Romanov, Estos dltimos autoreé cbgervarcn gue la
resistencia a la invasién con H.contortus estaba correlacionada
con el incremento de las raacclones inmuncalé&rgicas, a la vez que
con la edad de los animales. En corderos de 2 meses de edad no
encontraban anticuerpos en sangre, ni en la infestacién primaria
nl en la superinvasién; sin embargo disminuyd el nGmere de vermes
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Y de huevos después de la sobreinfestacién. Estos resultados
sugieren gue, independientemente de los mecanismos Implicados en
la autocuracién en la hemoncosis ovina, este fendmeno y la
resistencia a las reinfestaclones pueden actuar como entidades
separadas (Adams, 1981). Por ello 1la resistencia a la
' reinfestacién constituye una mejor medida de la respuesta inmune
que 'la autocuracién, lo que podria ser debido a que el fendmeno
de autocuracién mide un '"todo o nada", mientras que 1la
resistencia a la reinfestacién estd cuantitativamente mis
relaciondda con el nivel inmunitarie del hospedador (Luffau y
col., 198la),

1.4.2. Respuesta celular

El estudio de la inmunidad frente a helmintos parésitos se
ha encontrade con numerosas dificultades tanto de orden
metodoldgico cemo conceptual., En efecto, los helmintos presentan
algunas caracteristicas estructurales que les convierten en casi
Gnicos, entre las gque habria que destacar:

- Varjaciones aptigénjcas debide a su desarrollo (distintas

fases de desarrollo) dentro del hospedador. Ademds, en
numerosas ocasiones estas fases diferentes se localizan en
distintos 6rganos del hospedador,

- Posesitn ds pa__sunerf 8 externa no fFagocitabla La

mayoria de las especles de helmintos pardsitos presentan a
.5u  hospedador una superficie muy amplia ¢que no es
fagocitable (p.e. nematodos gastrointestinales),

En buena medida estas dos caracteristicas van a determinar
el tipo de respuesta frente a los helmintos y ademids van a
suponer una enorme restriccién a los mecanismos efectores de los
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gue dispone el hospedador para hacer frente a una infestacién
parasitaria. oObviamente se podria predecir que algunos tipos
celulares de los hospedadores deberian desempefiar un papel més
relevante en la respuesta inmune, tales come linfocitos
eitotoxices (LTc), ¥ ‘ademas también podria suponersa que los
hospadadores habrian dado lugar al desarrollo de sistemas
especificos de defensa antiparasitaria. Sin embargo, aungue si es
relativamente clertoc gue algunos tipos de células efectoras son
n4s adecuadas en general en las parasitosis, hasta donde se
conoce, los mecanismos .finales {dependientes de anticuerpos o de
complemento, células inflamatorias) son relativamente constantes
y en muchos casos similares a los relacionados con otro tipo de
agentes patdgenos tanto parasitarios como infecciosos (Mackenzie
'y col., 1978).

Se han realizade algunas revisicnes sobre la respuesta
inmunitaria en el tracto gastrointestinal, tanto de carécter
general (Befus, 1986; Miller, 1987; Zajac, 1987; Urban y col.,
1989; Casgtro, 1989%; McGhee Yy col., 1992} como sobre el papel de
algunos componentes de la respuesta inmunitaria (Igh, Goldblum,
1990, p.e.; Butterworth, 1984)., A pesar del trabajo intenso
realizade, la forma precisa de actuvacién de los mecanismos
inmunitarios que provocan la expulsidn Intestinal de 1les
helmintos es wmuy poco conocida, Es claro que la respuesta
inmunitaria provocada por las Iinfestaciones parasitarias
involucran tanto componentes especificos como inespecificos. La
raspuesta c¢elular y la humoral son determinadas por el
reconocimiento antigénico y por tanto.es especifica, minetras que
las respuestas inflamatorias, una vez activadas, son
inespecificas. Ya que la informacién existente sobre la respuesta
humoral es considerablemente mds abundante, se ofrecerd en la
seccién 1.4.3,, mientras gque 1la respuesta celular y sus
componentes (linfoide, mieloide) se mostrardn a continuacién,

En la hemoncosis ovina y procesos relacionados,
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efectuado numeresos ensayos para conferir resistencia mediante la

transferenaia de células linfoides de individuos inmunes a
receptores sensibles, Smith' y col, (1984) encontraron que la
resistencia a H.contortus era adguirida por la tranaferencia de
linfoeitos derivadeos de 1linfa gé&strica entre gemalos
monoclgéticos de. ovejas, observando gque gran nimerc de mastocitos
habian side transferlidos para los receptores y gque astos fueron
mas resistentes a la reinfestacién. Del mismo modo smith y col,
{1986} consiguieron proteger frente a Te.clroumcincta medianta
transferencla celular entre ovejas gen&ticamente idénticas; asi,
todas las ovejas donadoras fueron tan resistentes a la
reinfestacién como las ovejas de los experimentos iniciales,
Adams y Rothwell (1977) transfirieron inmunidad en cobayos,
frante a T,colubriformis, mediante células de gangllios linféticos
mesentéricos, comprobando que la edad de los donadores era més
importante que 1la de los raceptores en este sgistema de
transferencia celular. 8Sin embarge, Adams y c¢ol, (1980}, no
consiguieron transferir de forma pasiva inmunidad, mediante
canulacién del conducto torédcico en corderce da 8 a 10 meses da
edad, frente a esta misma especie, Es posible que aesta falta da
respuesta protectora se deba al propio desarrolle ontogenético
del sistema Iinmunitario ovino, ya que Riffkin y Dobson (1979}
demostraron que tanto la capacidad de respuesta linfocitaria a la
fitohemoaglutinina como a los antigenos de H,copterius no astaban
presentes en el naclmiento de loa corderos, daesarrolldndose en
los 6 primeros meses de vida, en ausencia de infestacién.

otro modo de abordar el problema sobre la transferencia da
inmunidad fueron las investigaciones realizadas sobre un Factor
de transferencia, preparado con un lisado de lewcocitos. Ross y
Halliday (1979a, 19%78b) transfirieron inmunidad a corderes
receptivos a la reinfestacién por T,.golubclformis y por
Te.circumcincta y consideraron qua la resistencia tranaferida
éstaba operando independientemente de la competencia inmune, ya
que los corderos donader y receptor eran genaticamente
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dizimilares, El tratamiento con factor de transferencia en
infestaciones por H.contortus no determind ninguna proteccién del
ganado ovino (Hunter y col., 1983), aunque Ross y col. (1978)
lograron una ligera la proteccién de cordercs mediante un
tratamientoe combinado eon L-3 irradiadas y "factor de
transferencia®. Por su parte, Hunter y col., {1283) lograron una
reduccisén significativa en el establecimiento de los vermes en
corderca menores de 6 meses de edad utilizande un tratamiento con
antigenas parasitarios de adultos de H.contortus, factor de
tranaferencia e 1ﬁmunoglobulinas precipitadas, aungue ninguno de
los componentes individuales provocd ninguna proteccitn.

M4s recientemente se ha estudiade el papel'desempeﬁado, en
la reslstencia ovina a la hemoncosis, por una proteinasa
sacretada por mastocitos, habiéndose. demostrade que los niveles
de esta enzima se elavaban en las ovejas inmunizadas respecto a
los abomasos de animales no infestadoes (Huntley y col., 1987).

El papel de otros tipos celulares (neutréfilos, eosinéfilos)
no ha sido clavamente establecido. Adams (1981) observé una
disminucién de leucocitos, una linfopenia media y disminucién de
‘neutréfilos en ovejas infestadas con H.contortus; las erjas
mostraban eosinopenia en el dia 105 de la infestacidn,
caracteristica encontrada en animales expuestos a una amplia
variedad de fenémenos estresantes. Por su parte, Berezhko y col.
(1987) estudiando el fenémeno de la autocuracién en una
hemoncosis experimental, hallaren una fuerte reacecldn
eosinofilica local, en la submucosa del abomaso, ({acompafiada de
linfocitos y plasmocitos), dependiente de la edad de los
animales, de forma gque la respuasta fue més notable a partir de
Jos 4 meses de edad, respecto a la hallada en caorderos de 2-3
meses. Mas reclientemente, Rahman ¥ Collins (1990) cbservaron en
hemoncosis caprinas, ademds de una fuerte anemia y reduccién del
Ht, upa importante disminucién de linfocitos y aumento ‘de
neutrsfilos, mientras que ni eosinéfilos ni meonocitos presentaron
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alteraciones.

‘ El conocimlento sobre otras células derivadas de la médula
ésea como macr6fagos, cé&lulas dendriticas y células de
Langerhan's, es escaso; sin embargo todos elles, presumiblemente,
son de importancia considerable en la generacién de la respuasta
inmune contra los nematodos pardsitos del digestive. La cuestién
sobre si la inmunopatologia asociada a la proteceidén es una parte
integral del mecanismo de la resistencia, continda sin ser
aclarada, asi como si los componentes diferentes de la respuesta
son ast@mulados por separado. No obstante, es posible que an el
futuro se pueda determinar, =i la resistencia es una consecuencia
del incremento de la reactividad inmune especifica, o de otros
mecanismos protectores, efactivos, no especificos, con el fin de
preparar vacunas mds sencillas a partir de antigenos de vermes
(Millex, 1984).

1.4.3, Respuasta humoral
1.4.3.a, Respuesta sérica

La importancia del papel de los anticuerpos en la respuesta
inmune frente a H.contortus y otros nematodos gastrointestinales
ha sido wmuy discutida a lo large de 1los afios. Numerosos
autores, han concluide gue mayores titulos de anticuerpos
raflejan una inmunidad incrementada frente a la reinfestacidn,
ya sea mediante infestaciones previas o mediante inyecciones
administradas de sustancias antigénicas de los pardsitos o los
proplos pardsitos irradiados,

Ademis, reclentemente ha vuelto a plantearse la necesidad de
un ataque de anticuerpos a los organismos diana previe a la
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expulsidn de vermes del tubo digestivo (Windon, 1991).

De una forma general, y al igual gue ocurre‘ con otros
nematodos gastrointestinales de rumiantes (ver Klesius y col.,

1986, aen ostertagiosis de terneros por QOstertagia ostertagi), 1la
raspuasta ha sido relativamente baja y lenta.

En corderos de 6 meses de edad, Smith (1977b) observd una
respuesta IgG sérica anti-L3, de desarrollo lento, gque aparecié a
partir de las 4 semanas después de una dosificacién diaria de 1,-3
y dependiente del estimulo antigénice constante, mostrande un
daclive Inmediatamente después de terminar la dosificacién.
Resultados similares fueron obtenidos por el miemoc autor, tras la
inoculacién da antigenos de L-3 y L-4 en cruces de Scottish
Blackface (Smith, 1977a).

‘Esta correlacién positiva entre el grado de proteccién y la
produccién de inmunoglobulinas fue confirmada en las vacunaciones
con L-3 irradiadas de H,contortus por Smith y cChristie (1978},
guienes observaron una elevacién en los niveles de IgG a IgA
séricos. Del misme modo, Duncan y col, (1978) hallaron una buena
correlacién entre los titulos séricos de IgG y la proteccidn (en
ovejas) pero no en corderos de 2 meses de edad. Sin embargo,
Smith y Angus (1980) no observaron esta clara correlacidn, a
pesar de unas menores elevaciones en los corderos, puesto gue los
animales de 60 dias (cruce de Suffolk-Greyface) lograron
producir unos elevados niveles de IgG sérica anti-Haemonchus tras
la inoculacién parenteral de antigeno larvaric en ceadyuvante,
Les niveles, no obstante, de IgG sérica en cuatro animales
rasistentes no fueron astadisticamente supericres a los hallados
en el resto de los indlviduos sensibles.

La aparente Jirrelevancia en la proteccién de las
inmunoglobulinas séricas también fue observada por -Adams y Beh
{1981), mediante estimacién de los niveles de anticuerpos por
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nemaglutinacién, La primoinfestacién determiné una elevacidén en
loe niveles, peroc no las sucesivas reinfestaciones y ademds los
titulos hemaglutinantes no estuvieron correlacionades con la
respuesta de los animales a la reinfestacién.

108 resultados obtenidos en los ensayos de autocuracién por
Charley-Poulain y col. (1984) fueron similares; ne mostraron
ninguna elevaciédn notable en los niveles sadricos de IgA, IgG e
IgM anti-Haemonchus en animales de 7 meses de edad (Préalpes du
sud) a pesar de la dréstica disminueién observada en los
recuentos de huevos fecales del pardsito. Parecides resultados
han sido obtenidos en una raza de respuesta precoz (Florida) pox
Neilson y Van de Walle (1987), con mayores titulos IgG anti-
Haemonchus cuando se vacunaban los cordercs de 6 meses con
fracciones de altoe y bhaje peso molecular del- pardsito (una
mezcla de productos de excrecidn y secrecidn, con extracto
soluble de larvas mas adyuvantes, con una mezcla de productos de
axcrecién y secrecidn sin fraccionar con adyuvante) gue cuando se
procedia a la primeinfestacidn, tratamiento y reinfestacién de
los corderos; a pesar de lo cual, el porcentaje de pfoteccién fue
superior y menor el niimero de vermes hallados en abomaso en este
dltimo caso. Por tante los titulos IgG séricos més elevados no
estaban relacionados con la resistencia a la infestacién. ‘

Mé&s recientemente, Boisvenue y col. (1987, 1991) no hallaron
diferencias en pruebas vacunales y Gamble Yy Zajac (1992}
observaron gue a pesar de las importantes diferencias observadas
en St, Croix y Dorset, tras las primoinfestaciones
experimentales y las infestaciones naturales por H,contortus
‘adquiridas en pastoreo, estimando las cargas parasitarias y las
eliminaciones de huevos del nematodo, las diferencias en- los
titulos sérices estimados mediante ELISA no fueron
significativas., Quizas esta falta de correlacisén hallada wmediante
las estimaciones de IgG anti-Haemonchus sean debidas a los
diferentes papeles desempefiados por los I1sotipos IgGl e IgG2,
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normaimente no diferenciados en los estudlios sobre la cinética de
la raspuesta humoral en ganade ovino, y gue han mostrado sus
clarag diferencias en otros sistemas parasito-hospedador. Asi,
por ejemplo, las IgGl anti-Nematospirojdes dubius parecen ser
responsables de la proteccidn en ratén (Pritchard y col., 1983);
las IgGz parecen correlacionarse con la protecclén en terneros
frente a Qesophagostomum radiatum (Gasbarre y Canals, 1989) y
otros ajemplos.

gin embargo, Kassai y col. (1990) obsarvaron gue el
desarrollo de la inmunidad en ganado ovino no estaba asociado con
un incremento de los niveles de IgGl sérica, ni con las IgA; no
encontraron " ninguna diferencia en los niveles mnediocs de
anticuerpos de los animales reactives y no reactives de forma
natural, por Los que nl los niveles de IgGl ni los de Iga,
servian en lé identificacién de los corderos gue fueran
genéticamente resistentes a las Infestaciones por H,contortus.

1.4.3.h. Respuesta en la mucosa gastrica

El estudlio de la respuesta inmunitaria local se ha
incrementade al observarse gue en algunas infecciones e
infestaciones, particularmente las gue afectaban al) tracto
digestivo y respiratorio, la inmunidad estaba correlacionada con
anticuerpos encontrados en secreclones locales (de forma
especial con las inmunoglobulinas de tipe IgA y una poreifn de
lag IgGl ~ Newby ¥y Bourne, 1976 ~) y no con les anticuerpes
circulantes (Murray, 1973).

De una forma similar a lo chservado. (vide supra) en la
respuesta sérica, los resultados obtenidos en las estimaciones de
la respuesta local, en abomaso, tras las infestaciones ovinas por
H.contortus han sido notablemente inconsistentes y relacionadoes
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con la edad de los hospedadores, estado inmunitario, estimulo

antigénico empleado y otros factores.

Smith (1977b), en infestaciones repetidas de corderes con
H. contortus, observé que, independientemente de la proteccidn,
las infestaciones _iban acompafiadas de niveles elevados de
inmunoglobulinas en }a mucosa del abomaso, siendo las Ig6
posiblemente de procedencia sérica y las IgA, de produccidn
local. Sin embargo, el mismo autor, en cordercs inoculados con
antigenc de L-4 del pardsite no hallé ninguna alevacion de las
Iga géstricas, aunque si de las TIgé (Smith, 1977a). Al afio
siguiente, Smith y Christie (1878), en inmunizaciones ovinas con
larvas irradiadas de H.gontortus obsarvaron gue la resistencia de
los animales a las reinfestaciones estuvo asociada con niveles
elevados de IgA e IgG en la mucosa gdstrica, Este papel da las
IgA en la proteccidén fue comprobado asimismo por Duncan y col,
(1978) al hallarse niveles elevados en individuos reactivos, tras
una inmunizacién, y no observar estas elevaciones en corvderos de

2 meses de edad, ne reactives.

8in embargo, Smith y Angus (1980) con un disefio
experimental similar, en cerdereos y ovejas, hallaron elevaciones
notables de IgA en la mnmucosa del cuajar, significativamente
mayores gue los obtenidos en animales no inmunizados, aungue
existieron grandes variaclones individuales, ain que se obtuviess
una evidencia directa de'que sus elevaciones y las de la IgG de
la muceosa gdstrica estuviesen asociadas con la proteccién, al
menos seqin se estimdé mediante recuento de vermes en abomaso,
tras el sacrificio. De hecho, los niveles mids elevados de IgG e
IgA en mucus fueron observados en los individuos qua fueron
sometidos a una inyeccidén intramuscular de‘ 1 mg de antigeno
larvario en adyuvante cémpleto de Freund. Resultados similares
han sido obtenidos por ' Wedrychowicz vy «col, (1984a} en
inmunizaciones de ganado ovino frente a Heoptortus y parecen
descartar el papel de este isotipo (IgA) en la proteccién frente
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a Haemonchus en las reinfestaciones o en los fendmenog de
"exclusién inmunitaria" en ovejas hiperinmunizadas, tal y como
habia sido propuesto, entre otros factores (hiperplasia de 1la
mucosa, hipersecrecién de mucus) por Miller y col. (1983).

A pesar de eata falta de correlacién entre la proteccién y
la presencia de inmuncglobulinas en la mucosa, particularmente
IgA , también observada mds recientemente por Charley-Poulain y
col. (18B4}; Zajac y col., (1990); Kassal y col. (1990) en
infestaclones experimentales con el nematedo gdstrico, las
inmunoglobulinas de la mwucosa géstrica estdn, en general,
asociadas a la presencia de Infestaciones parasitarias, Ademis de
las indicadas en las lineas pracedentes, exlsten aevidencias de
que en otros slstemas pardsito-hospedador, 1la presencia de
helmintos gastrointestinales provoca respuestas de
inmunoglobulinas. Asi, en las ostertagiosis experimentales ovinas
(por Te,ciycupcincta), los niveles de IgAh y de células
productoras de IgA estaban estrechamente correlacionados con la
exposicién constante al estimulo antigénico (L-3), cesando su
produccidn al finalizar la administracién de L-3 (Smith y col.,
1987) . Resultados similares han sido obtenidos en infestaciones

con Nippostxonavlus hrasiliensis por Sinski y Holmas (1977) y
Wedrychowlez y «col. (1984k), en infestaciones ovinas con
Oesophagostomum gelumplanum (Dobson, 1966) y sugerido por

Gasbarre y Canals (1989), en ganado vacuno, con Q.radiatum.

Un aspecto notable ha side la aparente falta de correlacién
entre los niveles séricos y de la mucosa (vide supra y Byszewska
- Szpocinska y Stanklewicz, 1985). Ademis de induclr a pensar en
su  posible papel protector, sugiere la existencia de wun
transporte selectivo de IgA, o bien su producclén local. Existen
evidencias de la existencia de transporte en dependencia de
componentes sscretores de las moléculas - de Igh (Sclcchitano y
col., 1984; sheldrake y col., 1984) en algunas circunstancias,
aunqgue probablemente las IgA son, fundamentalmente de produccilén
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local (Hushand y col., 1879} y ello podria explicar la falta de
correlacién eﬁtre los niveles de inmunoglobulinas séricas y de la
mucosa, tanto en las hemoncosis (Charley-Poulain y col., 1984;
Byszewska =~ Szpocinska y Stankiewiecz, 1985) como en otros
sistemas pardsito-hospedador (Sinski y Holmes, 1977; Williams y
Burden, 1987%).

1.4.3.b.1, Coproanticuerpos

Dado al elevado precic de los animales de experimentacion,
asi como otras razones, se ha intentade la aestimacién de’
anticuerpos en las heces ("coproanticuerpos'"} como una medida
indirecta de 1la respuesta local en el tracto gastrointestinal,
Dichas estimacliones se han llevadc a cabo tanto en algunas
protozoosis (Williams y Burden, 1987), infestaciones por
M.brasiliensis en rata (Wedrychowicz y col., 1983, 1985},
infestaciones por T,colubriformis (Maclean y col., 1986) como en
hemoncosis ovina (Wedrychowicz y col., 1984a).

Mediante un estudio comparativo de los niveles de
anticuerpos hemaglutinantes en distintos compartimentos orgidnicos
(suero, mucosa intestinal y heces), Wedrychowicz y col. (1983)
observaron que en ratas infestadas con [.brasjliepnsis, 1la
estimacién de copreanticuerpos constitula una buena medida de la
respuesta local en la mucosa entérica, con un modelo diferenta
del hallado en suero, Aparentemente estas diferencias, ademés de
poer el posible transporte desde el suero a la mucosa, por la
estimulacién patotdpica de ésta, quizds estuviera relacionado con
los diferentes mecanismos efectores sistémicos y locales. En
pruebas vacunales con Jlarvas irradladas y no Jrradiadas de
T.colubriformis, _Mﬁclean y col, (1986) mostraron que los niveles
de anticuerpos especificos en heces reflejaban los valores da
anticuerpos en el contenido intestinal y por elle podrian ser
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ampleados en dichas infestaciones como un indice sensible.

Los dnicos resultados obtenidos en 1la hemoncesis, ocon
astudios comparativos de anticuerpos en la mucosa y en las
deyecciones han sido obtenidos por Wedrychowlez y col, (1984a).
Desgracladamente sus resultados no fueron concluyentes, Ni los
nivelas de IgS e IgM totales en heces fueron superiores a los
hallados en los testigos no infestados. No existleren diferencias
en los niveles de antlicuerpos hemaglutinantes en las vacunadas’y
testigos y los niveles de IgA fecales anti-Haemonchus fueron
dependientes de los planos de alimentacidén. Por elle constituye
un campo ablerte a la investigaclén.

1,4.4. Vacunacidn

Se han llevado a cabo numerosos estudios con el objete de
provocar respuestas inmunitarias protectoras en el ganade ovino
frente a las infestaclones por H.contortus e implicando tanto
infestaciones c¢on L-3 viables, L-3 atenuadas, axtractes
antigénicos y antigenos individuales (ver Emery y Wagland, 1991).

Entre las pruebas de infestaciones con larvas infestantes y
reinfestaociones ("“challenges"), ademds de las pruebas tendentes
a astudiar la dependencia de la resistencia de la edad del ganado
ovine (vide ~supra) podriames citar a Smith (1977b), quien
mediante dosis repetidas de H.gopkortus en corderos de 6 meses
de edad no logré ninguna protecci6én. De una forma general, es
posible conseguir inmunizaciones tras primoinfestacicnes con el
pardsito en individuos ovinos adultes, perc no en wcorderos
(Manteh y col,, 1962; Urquhart y col., 1966} Knight y Rodgers,
1974; Charley-Poulain y col., 1984 ; Kassal y col,, 1990; Abbot y
Holmes, 1990 ) salve en el caso de corderos pracoces (Romanov,
Florida) (Berezhko y eol., 1987; Nellson y Van de Walle, 1987;
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gajac y col., 1990).

De unpa forma =similar, los niveles de proteccidn logrados
mediante el empleo de L-3 irradiadas de H.contortus ha dependido
dramiticamente de la edad de los hospedadoraes, dosis
inmunizantes y el sistema de irradiacién de las 1,-3.

En efacto, al menos son necesarias '2 dosis de I,-3
irradiadas (40 Krad) para Jlograr un grado consistente de
inmunidad protectora frente a las reinfestaclones, siende las
dosis de radiacién mds elevadas (p.e, 60 Krad} incapaces al haber
perdido las L-3 su poder inmunégenc (Sivanathan y col., 1984).

Smith y christie (1§7B) legraron, tras dos dosificaciones
de L-3, una adecuada proteccién en ovejas de mis de 7 meses Y
Duncan y oolaboradores, en el mismo afio, consiguieron una buena
inmunizacién con larvas tratadas similarmente en ovejas de 1 afic
de edad y no pudiercn lograrlo en corderos de 60 dfas de vida
(Dunean y col,, 1578), Hallazgos comparables fuercn obtenidos por
Smith y Angus (1980}, tras la vacunacién de ovejas adultas con 2
dosia de L-3 irradiadas. El mismo tratamiento, sin embargo, en
corderos de 2 meses de edad, no provocd proteccidén alguna, ni
siguiera cuando simultineamente se administraba -parenteralmente-
2 los corderos una mezcla antigénica y adyuvante,

Los intentos de inmunizacién con extractos antigénicos de
H.contortus han dado lugar a resultades similares a los obtenlidos
en las pruebas de vacunacifén anterieres. Han dependido de la edad
de loe corderos (Smith, 1977a versus Neilson Y Van de Walle,
1987; hdams, 1989), de la procedencia de los extractos
antigénicos empleados {(L-3, L-4, adultos} y del tipo de
antigenos administrados (extractos totales, antigenos somdticos,
metab&lices, de secrecidn/excrecién, purificades), via de
administracién y presencia o ausencia de coadyuvantes,



11

Aungue, en general, las L~3 son consideradas habitualmente
m&s antigénicas (p.e. Charley-poulain y col., 1984), Smith
(1977a) no fue capaz da provocar una respuesta protectora en
corderos de 6 meses de aedad con un extracto soluble de L-3 y L-4
mas adyuvante de Freund. M4s reclientemente, Adams (1989) logrs
una buena proteccidtn empleando como inmunizante un sonicade
completo de adultos de H.gontortus, protecaidn no lograda cuando
se empled una cantldad equivalente del sonicade total de larvas
de) parédsito.

Una posibla razén para explicar algunos de los fallos
vacunales podria ser el empleo de algunos adyuvantes. Adams
(1989) obtuvo sus majores resultados sin coadyuvante y, de
hacho, los ensayos realizades con coadyuvante mostraron un
incremento de la raceptividad a las infestaciones por el nematodo
gAstrico. Habria que sefialar que resultados simllares fueron
obtenidos en infestaciones en cobayas con T,eolubpiformis. La
adicién, en eate modelo, de adyuvante de Freund (completo o
incompleto) a una inyeoocién subcuténea no lnorementd la capacidad
inmunizante de los homogenaizados da vermes, le que podria
indicar gque los materiales somdticos de los helmintos poseén, al
menog, sustancias fuhclonalmente aquivalanteas a los coadyuvantes
(Rothwell y Love, 1974),

A pesar de estos raesultados de proteccisn, superiores al B80%
en corderos de mds de 6 meses de edad, mediante irradiacién, en
las reinfestaociones homblogas (H.gontortus) y entre un 30-40% en
las heterslogas (T.golubriformis) (Smith y Angus, 1980; Adams y
col., 1989), 1las elavadas dosis necesarias (> 20000 L~3 de
H.contortus / animal) hicieron poco prictica esta aproximacién.
Por otra parte, los problemas. surgidos con los coadyuvantes y la
posibilidad de interferancia entres los antigenos inmunégenocs y
los ne inmunégenos en los extractos totales, sefialaron la
necasidad de emplear en los ensayos vacunales mezclas antlgénicas
miés definidas: fracclonamiento de mezclas antigénicas complejas,
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identificacién de inwunégenos jipn_vitro, aislamiento de antigenos
especificos y/o aislamiento de enzimas especificos (Emery ¥

Wagland, 1991).

Entre los experimentos iniciales, dado el importante papel
desempefiado por los antigencs de secrecién/excrecidn (Capron Yy
Dessaint, 1988), debe resefiarse el astudio llevado a cabo por
Neilson (1975) con antigenos metabélicos producidos in vitre,
durante la transformacién de L-3 a L-4, aungue sin valor
protactor alguno, probablemente por la existencia simulténea de
antigenos funcionales y no funcionales que podrian bloquear o
jinterferir con la induccién de la respuesta protectora en el
ganado ovino, posibllidad é&sta sefialada por Lightowlers y Rickard
(1988) cuando se empleaban cultives de larvas jin vitro oomo
fuente de antigenos metabSlicos. En un ensayc experimental en
corderos de Florida Native (reactivos), se han logrado, sin
embargo, niveles parciales de proteccidn frente a H.contortus
empleando algunas fracclones. antigénicas de alto y bajo peso
molecular (Neilson y Van de Walle, 1587) asi como utilizando una
fraccidn de adultos de H.ceoptortus enriguecida en "contortina®
(Munn vy ocol., 1987) y una clerta reduccién en la fertilidad de
los vermes en abomaso mediante una wmezcla de fluldo de
desenvainamiente de L-3 {Poisvenue y col., 1987). Jasmer Y
Mcguire (1991) lograron una protaccién del 65% (cabritos) al 80%
(cabras) con un axtractoe de antigenos del tubo digestivo de
adultos de H,gentertus.

Aunque los ensayos de vacunacién de ganado ovino con
caldgeno parasitarie no provocaron ninguna proteccién’ (Bolsvenue
y col., 1991), se han obtenidoc resultados espectacularas mas
reclentementea con los antigenos H110D y H45D de adultos de
H.coptortus, con porcentajes de proteccitn para H110D del 90%
respecto a la implantacién de vermes y disminuciones dal 94% en
la eliminacién fecal de huevos (Smith y Munn, 1990; ver Emery y
Hagland,'lsgl).
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1.4.5. Diagnéstico inmunclégico

La caracterizacién antigénica de las especies parasitas da
interés y, en particular, de nematodos tjena gran Ilmportancia
por sus implicacliones dlagnésticas, inmunoprofilicticas e
inmunomoduladoras (Parkhouse y col., 1987), da modo especial
después del establecimiento de nuevas tecnologlas que podrian
poner a nuestra disposicién sistemas sencillos para obtener
péptidos antigénices de valor similar a los obtenidos a partir de
los propios vermes pardsitos (Miller, 1986; Simpson, 1986, entre
otros}. )

Diahas investigaciones, llevadas a cabo mediante diferentes
tecnecloglas y aproximaciones, se han realizado tanto con
antigenoa somiticos, de superficle y de secrecién/excracién {ver
Lightowlers y Rickard, 1988; Capron y Dessaint, 1988). En el caso
de H,gontortus =ae han llevado a cabo caracterizaciones de una
forma similar desde hace algtn tiempo (Nellson, 1969; Ozerol y
Silverman, 1969, 1970; Nellson, 1975) y més recientemente se ha
procedido a una caracterizacién més exhaustiva medlante
tecnologiaa mAs sansibles {(Cox y col,, 1989; Shamansky y col,,
1889; entre otros). Ademds del estudio dea los antigenos de
H.gontorfua wtilizables, se ha intentadoc 1la determinacitn da
censtituyentes parasitarios circulantes en sus hospedadores, pero
hasta donde se conoce 'tales antigenos o no existen {Patit y
col., 1981) o sa hallan an concentraciones tan bajas que hasta
ahora no han sido sefalados.

La caracterizacidén de H.contortus se ha llavado a cabo,
teniendo en cuenta los variables rasultados obtenidos en pruebas
de protecoidn (vide supra y Smith y Christie, 1978; Ccharley-
Poulain ¥y col., 1984; Adams, 1989), con L-3, I-4, adulﬂtﬁ:}ps“%‘,
antigenos de secracidn / axcrecidn. o
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Los primeros estudios fueren llevados a c¢abo por Neilson
{1969) mediante fraccionamientos {Sephadex G-50, G-100 y G-200},
del extracto somdtico de larvas y productos de excrecién vy
secrecién de H.contoptus y posterior disco electroforesis con
las fracciones obtenidas. Mediante estos procedimientos de
separacién, hallé diferencias cuantitativas y cualitativas entre
ambas fuentes proteicas, por lo gue seria esperable gue también
existiesen diferencias antigénicas.

Las caracterizaciones llevadas a cabo por ¢zerol y Silverman
(1969, 1970) mediante cromatografia (G-200), electroforesis en
acrilamida y espectros de infrarrojo de ligquidos de muda de las
fases larvarias histotropas, mostraron la existencia da dos picoe
en cada fuente proteica (L-3, IL-4), estando restringida 1la
actividad serclégica al primer componente metabdlicoc y parecia
estar relaclonade con la proteccién., Por fracclonamiento en
Bio-Gel (A=1.5 m), la mayoria de los productos metabdlicos de
L-3 y L-4 mostraron modelos idénticos de separacién, con peso
molecular (PM} de 650, 240 y 35 kilodaltons (Kba). La
electroforesis posterior sefialé que cada una de las fracciones
contenia entre 2 y & bandas, siendo la glicina el aminodcido mis
abundante. Los estudios de Neilson {1975) abundaron en el estudio
de los antigenos de muda (L-3 a L~-4) aungue localizaron tanto
compenentes funclonales, como no funcionales, que podrian
bloguear o interferir con la respuesta.

Tras estos primercs estudies, y al contraric gque con otros
Trichostrongyloidea (ver p.e, Wedrychowicz y Bezubik, 1981;
Wedrychowicz, 1986; Wedrychowicz y col., 1986: en
Te.circumeincta; O'Donnell y col,, 1985; Milner y Mack, 1988: en
Z.colubriformis; Keith y col.,, 199%0: en Q,oskertagi vy
Te.clrcumcincta), los estudios sobre los componentes proteices de
H.gontortus, independientemente de su poder antigénico fueron
relativamente escasos y sbélo a partir de finales de los ochenta
s¢ han iniciado diches trabajos. Cabe sefialar, sin embarge, la.
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contribucién de Clarke y Slocombe (1984) sobre el ligquido de muda
vy extractcs somdticos de L-3 y hembras del parasito,.

Se han seguido, en general, des lineas de estudio: proteinas
euticulares y componentes relacionados con las mudas., S6lo
recientemente se han llavado a cabo otros estudios, como 1la
caracterizacién molecular de la tubulina, diana de los
benzimidizales frente a [.contortus, Y gue parece tener un PM
alge superior a 42 kba {Lubega y Prichard, 19991..

LY

Gamble y col. (198%) cobtuviercn una proteasa de 44 KDa (p4d4)
relaciénada segin dichos autores con la muda de la larva
infestante de H.contortus, gque regulaba o era la llava del
desarrollo dal ciclo de los Trichostrongylidae de rumiantes. Esta
proteasa seria una 2zinc-metaloproteasa de PM 44 kDa que
permitiria la digestién de la porcién anterior de la 24 cuticula
de la L-3 del helminto y los sustratos parecian ser 23 moléculas
proteicas de PM estimados en 160, 120 y 105 kDa, de solubilidades
decraecientes. Por el contrario, los dem&s componentes de 1la
cuticula no se solubilizaban y requerfan, para su extraccidn, la
presencia de agentes reductores y detergentes., Loz productos de
degradacidén oscilaron entre los 30 y 60 kDa (Gamble y col.,
1990). Ademds de esta metaloproteasa (péd), mediante técnicas
histoquimicas, se ha demostrade la existencia de glucoproteinas
ya presentes en las L-3 antes de desenvailnarse, de funclén
presumiblemente lubricante, de PH diferente a la pdd (Bird,
1990).

A pesar del jinteréds bhisico de estes estudios de
caracterizacién proteica de H,.gontortus, su poder inmunizante en
ganado ovine no ha sido estudiado. Ademss, aungque este punte
podria constitulr una diana potencial en tricostrongilides,
probéblemente la respuesta inmune del hospedador no fuese
efectiva, ya que el lugar de secrecidn y aceién de estas enzimas
{espaclo intracuticular) era Iirnaccesible para los anticuerpos
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del hospedador o para las células inmunes efectoras, era de vida
media corta y el procesc se completaba antes de gue el verms
llegase al abomaso (Gamble y col., 1989),

Un aspecto interesante serian las posibles diferencias en 1a
expresién de proteinas y, consiguientemente, las diferencias
antigénicas presentes en los distintos estadios de desarrollo del
nematodo (Parkhouse y col., 1987), especlalmente teniendo en
cuenta las distintas antigenicidades sefialadas en H.contortus por
'los diferentes autores {ver Smith y Christie, 1978 versus Adans,
1989},

Se han hallado en H,contortus diferencias en las proteinas
marcadas con yodo radiactive en L-3 desenvainadas, L-4 y 1las
ceuticulas de adultos, evidenciadas por las incubaciones frentas a
antisuero obtenido en conejo, responsabilizando a esta variacién
antigénica de estadio del cursc de las infestaciones primarias y
la resistencia tras las reinfestaciones en individuos reactivos,
De todas las proteinas de superficie observadas, las de 24 y 36
KDa de la L-3 fueron las gue estaban mas débilmente asociadas a
la cuticula (Cox y col.,1989; 1590k). El tratamiento con dodecil
sulfate sédico (5DS}, mercaptoetanol, colagenasa, provocaba la
aparicién de patrones muy complejos de protelnas solubilizadas.

5in embargo, existen evidenclas de la similitud de las
cuticulas de nematodos (Fetterer y Urban, 1988; Fettarer, 1989)
Y se ha sugeride que las proteinas cuticulares analizadas
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (shs-
PAGE) de H,contertug eran similares, tante en fases larvarias
como pardsitas, al menos cualitativamente a otras especies de
nematodos (Ascaris suum, Casnoxbabditis elowans y Meloidogyne
incognita} y que 1las diferencias de las proteinas, tanto
cuantitativas como cualitativas, especificas de los estadios de
H.contortus, podian constituir un suceso comn en el desarrollo
de los nematodos. Aunque esta similitud podria’ constituir una
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buana aproximacién (tedrica) con fines inmunoprofilicticos,
supona una seria limitacidén en el astudio de 1a raspuasta

especifica.

Gran parte de estos estudios se han realizado asumiendo que
las respuestas obtanidas en modelos axperimentales eran
comparables a las halladas en los hospedadores naturales. Asg,
o'Donnell y col. (1986), en ganado ovino (primoinfestados,
vacunados, vrelinfestados) y en Iinfestaciones en cobayas
(resiastentes y parcialmente resistentes}, no hallaron diferentes
patrones de reconccimisnto antigénico, mediante Western blots
(inmuncdetecaoisn). Estos autores fueron incapaces de reconocar a
los posibles antigenos implicades en la respussta inmunitaria
protectora, guizés por un mayor papel de la inmunidad celular,
papel més relavante de las inmunoglobulinas de isotipo no IgG
{IgM, IgA) o escasc podar inmunégeno de los antigenos protectores
Y por ello diffeilmente reconocibles. En esta linea, Dophaide y
col, (1991), medianta el uso de antisueros de cobayos, aislaron
y caracterizaron wolecularmente una protaina da 11 Kba, cuya
exproesién estaba regulada por mARN en L-4 y adultes, de extracto
goluble de T,colubriformig, la cual mostraba una fuerte acecisén
protectora.

No obatante, en las infestaclones por H.contortys, Adams
(1980) en ratones inmunedeprimidos (dexametazona, clelosporina o
con cimatidina) infestados con el nematodo, aungue obtuvo
desarrollos similares a los hallades en ganado ovino, las
prushas de doble inmunodifusidn mostraron lineas de precipitacién
distintas con los sueros de las ovejas y da los ratones, frente a
extracto scluble de adultos de H.¢ontortus; lo gue sugaria qua
el sistema inmune del ratdn y de la oveja reconocian diferentes
antigenos del parisito,

A pesar de las ventajas de los inmuncdiagnésticos en las
tricostronglilidosis y el valor da los sistemas de deteccisén da
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anticuerpos, por la gran variedad de antigenos utilizables y su
fécil metédiéa, ne han sido muy abundantes los estudios llevados
a cabo y ademis, han producido resultados dispares. En las
ostertagiosis de terneros (Q.ogtertagj), loas titules seriadoes
(ELISA) de IgG, IgA e IgM, han sido demasiado bajos para ser
utilizables en el dlagndstico (Klesius y col., 1986). Entre las
posibles razones para esta falta de sensibilidad, ya obsarvada en
otros modelos (Charley-Poulain y col., 1984), se ha seflalade la
complejidad antigénica de los extractos empleados, Sin embargo,
el estudic mediante inmunodeteccién de los antigencs de L-3 y
adultos de Te,circumecincta permitid observar gua el ganado ovino
resistente reconocia a partir del dfa 32 p.i., un tnico antigeno
soluble da 31 kDa (McGillivery y col., 1989).

La exploracisén de antigenos da valor diagnésticoc en el
suero de ganade infestado con H,contortus no ha permitido
observar su existencia (Petit y col.,, 1981), por lo que loms
escasos estudios de caracterizacién antigénica se han dedicado a
la determinacidén de estos antigenos por el reconocimiento de los
sueros de individues infestados., Hasta donde sabemos la
informacidén ha sido obtenlda en animales reactivos (Haig y col.,
1989) ¥ en animales inmunizados (Hendrikx, 1990J .

Mediante inmuncdetecoién, Haig vy col. (158%) identifjcaron
algunos antfgenos inmuncdominantes de 1a .larva infestante de
H.centertus, cuyos PM eran 15-18, 25-29, 70-80 y >100 KDa. Por su
parte, Hendrikx (1990), ademis de una elevada antigenicidad cru-
zada con otros helmintos en las regiones de PM elevado, ohservé
. que la mayor reactividad en las mezclas sé&ricas se hallaba entre
20 y 40 kDa, en condicicnes desnaturaljzantes y reductoras.

Desgracladamente, la mayorfa de las infestacionea por
tricostrongflides, en condiciones naturalss, son
pluriespecificas. Existen evidencias de immunidad cruzada entre

H.contortus _y .otras nematodos gastrointestinales—ovincs—{wida
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supra Y Blanchard y Wescott, 1985; Adams Y col., 198%};
antigenicidad cruzada (Charlay y cel.,, 1981; Anderson Yy eol.,
198%; Shamansky y col., 1989; Gamhle y col., 1990) ¢ los estudios
analitjcos (SDS-PAGE, 20E) de IT,golubriformis vy Te.circumgincta
han dewoatrado una elavada homologia protaica (Milner y col.,
1987); y la caracterizacidén antigénica ha permitide incluso, an
ocaslones, al hallazgo de antigenos compartides entre Q.ogtexrtagi
y Fasclololdes magna (Cross y col., 1988).

En 8l caso de H,contortus, Andarson y aqol. (1989),
ttilizando un heterochibridoma (clase 1IgG2, frente a
Te,circuneincta en ovejas), observaron qua tanto con los
antiganos solubled da L~3 del parasito, coms con los de L3 y
adultos de  J.gontortus, el heterchibridoma reconocia mediante
Westexn blot, una banda proteica de PM estimado da 40 Kpa.

Cox ¥ cal. (1990a) medlante un antisuero de conejo (frente a
un péptide de 18 aa de longitud de sacuencia, carbono terminal de
la proteina de oolégeno de H,contortus quea era aintetizada Y
acoplada a una protafina portadora) y medlante Western blots,
demostraron el raconocimlento de una banda > 68 XDa ampliamente
distribulda dentro dal Phylum Nematoda. Estar similitudes
antigénlcxad, tamblén observadas por Handrikx (1990) podrian
relaclonaxrsa con el astracho parentesco de algunos namatodos
gastrointestinales (Beh y col., 1989} asl como con la existencla
da componentas muy conservades (Shamansky y col., 1989),

En eafacto, los aestudios medlanta endonucleasas da
réatriculén aon Eco Rl dal ADN de H.contortus, T.golubkiformig y
Ta.gixeumeincta mostraron fuertes homologfas - ademds de las
diferencias~ con bandas de 2,7 y 1,4 kpb tanto en L-3 como en
adultos da los nematodos (Beh y cel., 1989) a inclusc se ha
ohservade una gran homologla entre los genes que codifican el
tolégeno de gCaenorhabiditis elegans y H.contortus (Shamansky y
col., 198%; Cox y col., 1990a).
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2. MATERIARL ¥ METODOS
2.1. MATERIAL
2.1.1, Material biolégico

2.1.1.a. Corderos

2.1.1.a.1. Infestaciocnes con H.contortus

En el estudio de la respuesta inmunitaria del ganade ovino
a las infestaciones por H.contortus se emplearcn corderos de raza
manchega, suministrades por Industrias Agropecuarias VISAN,
Madrid. A la llegada a nuestras instalaciones la edad de los
animalas era de cuatrc a seis semanas Y Bsus pesos oscllaban entra
11 ¥y 14 kgq. tuando los animales fuearon instalados en 1los
establos del Depértamento de Patologfa Animal I, se efectuaron
anilisis coprolégicos individuales a fin de conocer las posibles
infecciones/infestaciones parasitarias presentes en ellos.

Los andlisis coprolégicos mostraren una infeccién por
Eimerla spp. con valores entre 4%0 Y 240.000 ooquistes/gr de
heces y la presencia de una infestacién, en algunos animales, por
Stronavloldes con una eliminacién fecal néxima, en un individue,
de 400 huevos/gr. En ningtin casc se observaren husvos de
tricostrongiloideos. Los corderos fueron tratados con Ampreolium
(100 mg/Kg) y Tiabendazol (88 mg/Kg P.V.}.
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2.1.1.a.2. Donadoras

como donadores se utllizaren 9 animalas, 8 de ellos de raza
manchega?

El ahimal nimero 1 (Cuernos) se encontraba infestado
experimentalmente con H.contortus. Dicho animal habia sido
infastado con 7000 L-) da esta espacie a los 5 meses da edad y
permanecld en nuestras instalaciones 10 meses nds.

cuatro corderos manchegoa (animales n® 70, 77, 65 y 80)
fuercn adguirides en una explotacién de Noez (Toledo) cuando
tenfan alrededor da 4 semanas. Los andlisis coprolégicos
efectuados revelaron la presencia de una infeccidn por coccidios
que se controld ocon Amprolio (100 wmwg/Kg). Los animales se
mantuvieron en nuestras Instalaciones hasta los tres meses de
edad en condiciones dgue exclulan las infestaclones por
Trichostrongyloidea.

El otro grupo de donadores, de raza manchega (animales 0,
G, C y B) nacieron en nuestras instalaciones. Los animales se
mantuvieron con alimantacién materna y fueron tratades, al igual
gque el lote anterlor, con Amprolic a la dosis indicada.

2.1.1.b. Conejos

Los conajos (H y B} (New Zealand X California gigante
blanco) de dos meses de edad, procedian de la Escuela de
Ingenieros Agrénomes (Universidad Politécnica de Madrid).
Mientras permanecieron en nuestras Ainstalaciones fueron
alimentados con plenso comercial y agua ad_libitum.
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2,1.1.c. Parédsiteos

S8e han empleado en nuestra experimentacién L-3 y Adultos de

Haemonchus goptortus, asi como L-3 de Teladorsagia gixcumcincta,
Zcichostronagylus golubriformis v Nematodirus battus.

Las larvas infestantes, fueron, en principlo, cedidas por el
Departamento de Patologia Animal I, gue hablan sido obtenidas
originalmente de Merck Sharp and Dohme, Espafia, con &l fin de
poder infestar nuestros propios donadores; sin embargo debids al
excesivo almacenamiento de las larvas de Ta.clroumcincta, é&stas
perdieron su capacidad infestante, por lo que solicitames al
Laboratorie Agropecuario de Zaragoza (ITEA) un nuevo aislado de
dicha especie, qua fue cedido por el Dr. J. Uriarte.

Los adultos de H,contortus fueron obtenidos a partir de
infestaciones experimentales realizadas en las instalaciones de
Merck Sharp and Dohme, Espafia.

2.1.2, Material de laboratorio
2.1.2.a. Materlal general

- Recipientes plasticos de polietilenc

- Cristalizadores de vidrio de 14 cm de didmetro
~- Copas de sedimentacién de 1000 ml

- Cubetas para tincién

- Chupetes de 14tex

- Dugquesas de pléstico de 1000 ml

- Espatulas

- Esponjas (Trans-Blot)
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- Gradillas metdlicas en “z" para tubos y eppendorf
- Guantes de plAstico y de ldtex de un solo uso

- Homogenaizador de vidrio de 7 ml {Pohel)

~ Mortaros de porcelana

- Papal de flltro

~ Pipatas de 1,5 ¥y 10 ml

-~ Plpaetas Pasteur de 150 y 230 wm de longitud

-~ Placas da Patrl da 9 om de didmatro

- Poxrtaobjetos y cubreocbjetos

- Probatas da 50, 100 y 1000 ml de capacidad

- Puanzones

- Sacabocados

- Tljearas y pinzas

- Tubog appendorf de 1,5 ml

- Tubos da vidrio y de poliastirenc de 10 ml para centrifuga

2.1.2.b. Matarial para andlisis coprolégicos

- Aparato Baarmann

-~ Bolsas de recoglda de haoces

- CAmaras da McMastar

~ Jaulas matabSlicas

- Mallas matAlicas da 500, 150 y 50 pm de luz

2,1,2,¢, Material para hematologia

~ Agujas cono Luer (7 X 30 mm) ¥ (% X 25 mm) (Becton
Dick ineon)

- Caplilaras de vidrio de 70 X 1 mm

- Jeringas de un solo uso dea 10 ml (Becton Dickinson)

- Membrana da transfsrencla Immobilon -P (Millipore)
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- Plpetas automdticas, P20, P200 y P1000 (Gilson)

- Pipetas multicanal de 50 y de 250 pl (Gilson)

- Placas de mlcrotitulacién de poliestireno de fondo plano
{Nunc)

2.1.2.4. Reactivos geherales

= Ac. Acético glacial (Probus)

- Ae. Citrico (Panreac)

-~ hc. Clorhidrico (Probus)

- Ac. Etilenodiaminotetraacético (Sigma)

- Ac. Fosférico (Merck)

- Acrilamida 99 % de pureza (Merck, Sigma) y 95 % de pureza
{('TRI) '

- Agarosa (Sigma)

- Agua oxigenada (Foret)

-~ AlbGmina sérica bovina (Sigma)

- hAzida sédica {Scharlau)

- Azul de Coomassie G 250 (Merck)

~ Azul de Coomassie R 250 (Merck)

- Bicarbonato sddico (Probus)

= Carbonato sédico anhidro (Probus)

= Cloruro potésico (Merck)

= Cloruro sbédico (Probus)

- Deoxicolato sédico (Sigma)

- Dietil Barbiturato sddico

- Dioxano (Analar)

- Dodecil sulfato sédico (Merck, Sigma)

~ Etanel (Probus, Merck)

- Fenil metasulfonil fluoruro (Merck)

- Fosfato disédico (Panreac)

- Fosfato potdsico (Panreac)

- Glicerina (Probus, Merck)



Glicina {Panreac, Boshringer}

Hidréxido s6dlco (Panreac)

Induro potdsico (Probus)

Lecha an polvo (Molico Sveltessa, Nestlé)
Marcadoras da bajo pesoc molecular (Pharmacia)
2 - Marcapteoatanol (Marck)

Metanol (Panreac, Merck)

N - Matil bis{acrilamida) (Merck)

Negro amido (Merck)

parsulfate aménlcoe (Probus, Merck)

Sacarosa (Panraac)

Sulfato clprico

sulfato sédico

Tartrato sédico potdsico (Probus)

31,311,858 ITetrabromofenol sulfonftaleina (Sigma)
N,N,N',N -~ Tatrametliletilenc diamina (Mexck)
Tris{hidroximatil)-aminomatano (Marck)

Twaan 20 (Marck)

2.1.2.8. Reactivos para sarologla

Acido 2,2'-Azinobls(3-etilbanzotiaszolinsulfénico)
{Boahringer)

4=Cloro~l-Naftol ' {Bio-Rad)

1,4 P~ Nitrofenll fosfato

Antl-IgG de Ovelja obtenida en conejo marcada con
fosfatasa aloalina (lot. M2932 Blo-Rad)

Anti-IgG da oveja obtanida en conejo marcada con
peroxidasa de rdbano plcante (lot. M5395 Bio-Rad)
Anti-IgG de oveja obtenida en canejo marcada con
peroxidasa de rabano plcante (lot. M4501 Bio-Rad)
Anti-Igs de oveja obtenlda an asno marcada con
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peroxidasa da rabano picante (lot,18F-BB60 y lot, 40H-BB26
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Sigma)

- Anti-IgG de conejo obtenida en cabra marcada con
peroxidasa de rabano picante (70516 Blo-Rad)

- Anti- IgA de oveja obtenida en cerdo (lot.249I Moredun
Research Institute, Edinburgh)

~ Anti-IgM de ovalja obtenida en conejo (Nordic)

- Anti-IgG de cerde obtaenida en conejo marcada con
peroxidasa de rdbano picante {lot, 20H8920 Siyma)

2.1.2.f, Equipamiento

- Agitadores orbitales (SBS y Heidolph Reax 2000}

~ Agitadores magnéticos (A-05-SBS y Agimatic Selecta)

- Balanza analitica monoplato (PE2000 Mettler)

-~ Balanza de precisisén (H43 Mattler)

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

~ Bomba de vacio

- Centrifuga preparativa refrigerada (Beckman J21) con rotor
JAZ20

- Centrifugas de mesa (Heraeus Mod. Combifuge; Selecta Mod.
Centronic y Orto Mod. Tornax)

- Centrifuga para microhematocrito (Gricel Mod.61}

- Colorimetro Spectronic 20 (Bausch & Lomb)

~ Cubetas de electroforesis verticales de 12,5« 12,5 y de
20-20 cm; asi{ como separadores de 1 mm (Lagoplast)

- Cubeta Trans-Blot Cell, con cartucho de transferencia y
garpentin n® 170 3911 (Bio~Rad)

~ Escala para la lactura de microhematocrite (Gricel)

- Espectrofotémetro Hitachi 4-~1100 (Vis-UV)

-~ Egtufa de cultives (Selacta Mod. 210)

- Fuente de alimentacién de electroforesis (EC-Apparatus
Corporation, Mod. EC-105)

- Fuente para transferencia Trans-bleot de veoltaje constante
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(Mod, 200/2.0 BioRad)
-~ Letor de ELISA (EAR 400)
- Lactor de tiras de acetato de celulosa (Atom)
- Microscoplo {Leitz Wetzlar mod. HM-LUX 3)

2.2, METODOS,

2.2,1. Mantenimiento de los animale=s

2.2.1.a8, Allmantacisén y alojamlento

a) El animal n® 1 (cuernos) fue cedlido para nuestro experimento
plende un animal)l adulto y su alimentacién consistié an pilenso
para oveja, heno de alfalfa y agua ad libkitum. En el estable la
paja era cambiada dos veces por semana, impldiéndose las posibles
reainfestaciones. Sus heces aran recogidas madiante una bolsa qua
sa sujetaba a la parta posterlior del animal, por medlo de
arnases.

" b) Todos los corderca utllizados en nuastro trabajo, cuande
llagaron a nhueatras instalaciones ya habian sildo destetados; se
les permitié su adaptacién a los establos as{ como a la nueva
alimentacién., Se mantuvieron en observacién realizdndoles 1los
anadlisls coproléglcos pertinentes para determinar la carga
parasitaria existenta, al mismo tlempo gque se comprobd la
valldez de dichos animales para nuestros experimentos, al no
aparecar en sus haces hueves de tricostrongiloideos,

Los establos fueron desinfectades con Zotal (R), tanto
suelos como paredes., Durante el invierno se introdujeron en los
establos, radiadores, que permitian alcanpzar una temperatura no
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inferior a los 18 2C, Los animales dispusieron de yacija de paja
en el suelo, para su mejor aislamiente., Dispusieron de agua ag
ribitum. La cantidad inicial de plenso fue 100 g de pienso de
destete por animal/dla; en tres dias auvmentames la cantidad a 250
g/animal y una semana después ya disponian de 300 g/animal., up
mes después de la llegada de los animales se cambkid el tipo de
plenso (plenso de hasta 3 meses de edad), 500 g/animal;
posteriormente recibieron pienso de cebo, el cual fue suprimide
durante el verano. Aproximadamente al afio de edad, se las
administrd plenso de ovejas. Los animales dispusieron de heno de
alfalfa libremente. Una semana antes de cada infestacidén 1los
animales eran saparadod, en dos lotes, situados en establoes
distintos y alimentados y mantenidos de igual forma.

Los donadorea f 69, 70, 77 y 80 fueron mantenidos en
observacién a su llegada, al igual que se realizé con los
corderos anteriores; la alimentacién fue similar. Dispusiercn de
agua y alfalfa ad libitum y una vez infestados los animales con
las distintas especies de tricostrongiloideos Ffueron instalados
en jaulas metabSlicas metdlicas, lo gua parmitia su desinfeccidn;
posefan comederc de amplias dimensiones donde era colocada la
alfalfa, una bandeja con la cantidad de pienso administrado y
bebedero, En la parte inferior de las jaulas se dispuso una malla
cuyo tamafio de pore permitia el paso de la orina, peroc impedia el
paso de las heces, con lo cual cada dia podiamos recoger las
heces necesarias para la obtencién de los huevos de cada especie.

c) Los donadoeres O, G, C y B fueroh alimentados por sus madres,
un ninimc de dos meses. Una vez destetados los corderos, pasaron
a tomar los distintos tipos de pienso citados anteriormente en
las cantidades establecidas dependiendo de las distintas edades.
Después de infestados, fueron instalados en jaulas metabélicas.
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2.2,1.b. Programa higiénice - sanitarie

Con independencia de los tratamientos antiparasitarios que
los animales recibleron a su llegada a nuestras instalaciones
{vida gupra) y los tratamientos antihelminticos utilizados en
nuestro disefio experimental, que seran pormenocrizados en la
seccién correspondiente, los animales recibieron algunos
tratamientos durante su eatancia en los establos.

A los 14 meses de edad, dos animales (ne &7 y B89),
accidentalmente consumieron més cantidad del pilenso establecido,
aparecliendo diarrea y postracién, que desaparecieron tras la
administracién de 250 ml de Meteoral [parafina liquida (medicina
refinada) 830 mg)], ©,3 ml de Neoskin [Neostigmina (metilsulfato)
0,12 mg)] ¥y, en el agua de bebida, wanzanilla amarga; al dia
siguiante,lrecibieron nuevamente Meteoral y se las inyecté un
protector hepdtico (0,6 ml de Bykahepar intramuscular,
Clanobutina 200 mg). :

pebido a la incculacién con 14000 larvas de tercer estadio,
la oveja (ne 65) mostré una ligera anemia. Tras la determinacién
del wvalor hematocrito (Ht) por el método de microhematocrito se
obtuvieron los resultados gue se muestran en la tabla,

Oveijas Valor hamatoecrite ( % }
ne 52 32

ne &5 20

ne &6 27

ne &7 28,5

ne 89 27

ne 91 27

ng 52 26

n¢ 96 26,5

ne 97 26,5
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Ya que los valores normales en al ganado ovino oscilan entre
24=-50 %, salvo la oveja n2 52, los animales presentaron valores
bajos, pero tnicamente la oveja n® 65 fua tratada con Cromatonbic
5000 Ferro hasta el final del experimento. Cuando utilizamos al
cordero "O" como denador de H.contortus, el nimero de huevos por
gramc de heces fus muy elevado y también presenté anemia, por lo
cual se le traté del mismo modo. A los seis corderos nacides del
lote experimental se les inyectd 1 ml de Reavit selenio
intramuscular (Selenito s8dico 0,50 wg. a- Tocoferol acetato 80
mg], con el fin de evitar la enfermedad del misculo blance.

2.2,2. Obtencién y mantenimiento de L-3 de tricostrongiloideos

Los cordercs y las dosis infestantes empleadas se muestran a

continuacidn.
LOTE 1
Cordero ne de L-3 Especie Pardsita
ne 70 7000 Haemonchus contortus
ne 69 10000 Irichostronayius golubriformls
.ng 77 1400 Nematodirus battus
ne 80 4200 Teladorsagia circumcincta
LOTE 2
Cordera n% de L-3 Especle parésita
o 8000 Haemonchua contortus
B 10000 Irichostrongylus golubpiformis
c 1675 Nematodirus battus
G 8000 Teladorsagia circumeincta
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2,2,2.a., Coprocultivos

Las heces obtenidas de los animales donadores fueron
homogeneizadas con espdtula desechable y disgregadas con agua,
Las incubaciones del material fecal se realizaron en duquesas de
pldstico de 1000 ml de capacidad a 22-269C durante 2 semanas. En
sl fondo de los recipientes se coloct gasa para eliminar el
exceso de agua ¥ en los cultives se introdujo un tube de ensayo
con agua para garantizar un grado de humedad elevado. Los
cultivos fueron removidos y aireados diariamente.

2.2.2.a.1. cCultives fecales de Haemonchug gontortus
Teladorsagia ciroumeinta y Trichostrongylus colubriformis

Pasado el periocdo de incubacién se procedidé a separar las
jarvas de 1las heces, para lo cual empleamos el métode de
Baermann. Las heces envueltas en doble gasa y sumergldas en al
agua del embude, con detergente ligquido, se mantuvieron durante
12 horas; las larvas, concentradas en &l fondo del tubo de goma,
fueron recuperadas.

Se emplearon 2 métodos para la limpleza de las larvas
obtenidas (MAFF, 1971):-

a} Filtrar el liguido que contenia las larvas mediante papel
de filtre, permitir gue se segue el papel, invertirle y colecarlo
en el aparato de Baermann gue previamente dispusc de una gasa
doble. Las larvas vivas migraron por el agua al fondo del tubo,
mientras que las larvas muertas quedaron retenidas en el papel de
filtro. Este métode fue muy eficaz para eliminar los nematodos de
vida libre asi como las larvas no viables peroc axistié un
porcentaje elevado de pérdidas debido a la desecacidn.
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b} Utilizacién de gradiente de sacarosa: a un tubo de ensayo
de 4 ml de la disolucliédn de sacarosa (20 g de sacarosa en 50 ml
de agua destilada) se afiadiercn, gota a gota, 6 ml de la solucién
con lasg larvas; a continuacidn se centrifugé a 2000 rpm durante
3~4 minutos; en el fondo del tubo guedarcon los residuos fecales,
por encima la sacarosa, seguida de una interfase con las larvas y
la Gltima capa superior estuvo formada por el liguido gue contuvo
inicialmente las larvas. Se tomd esa Interfase y se realizaron
numerosos lavados con agua con el fin de eliminar los residuos de
sacarosa. La ventaja da este métocdo fue la mayor limpieza de las
larvas obtenidas aungue el rendimiento fue menor gue con la
técnica anterior. Ambos métodos se emplearon al inicio de 1los
experimentos pero la mayor recuperacién de L-3 con la desecacién
sobre papel de filtro nos indujo a emplear de forma rutineria tal
técnica,

2.2.2.a.2, Cultivos de Nematodirus battus

Ya que la formacién de las distintas fases larvarias hasta
el estadio de L-3 tiene lugar dentro del huevo, en esta especie,
nos interesd su obtencidn preliﬁinar. Para elloc se disgregaron
las heces hasta conseguir gue guedasen liguidas. Se filtraron por
una malla de 0,5 mm, una de 0,160 mm, gquedando laos huevos
retenidos en una dltima malla con tamafio de pore de 50 um. Se
lavaron con agua y se concentraron por medlo de flotacién en
solucién salina saturada; al cabo de 20 minutos se recogié la
capa superficial de esta solucién salina, y este procesc sea
" repitis varias veces con el fin de obtener la mayor cantidad de
hueves. Posteriormente, se realizaron lavados con agua para
eliminar la solucién salina, A continuacién se incubaron dichos
hueves a 22 ¢C en placas de vidrio de gran didmetro para permitir
una buena oxigenacién de los huevos., Después de 21 dias se
provocé la salida de las L-3, Para ello se introdujeron perlas
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de vidrio v un imdn en la placa Yy por medic de un agitador
magnético se provocé la ruptura de los huevos. La limpieza de las
larvas se realiz® empleando los métodos antes citados (gradiente
de sacarosa; desecacidn sobre papel de filtro) (MAFF, 13571).

2.2.2.h, Mantenimiento de las larvas de tercer estadio (L-3)

Las larvas limplas se mantuvieron hasta su uso, en agua para
infestar <orderos y para obtener extracto antigénico, en una
disolucidn de tampsSn fosfateo salino (PB3) (0,01 M, pH 7,2} en
refrigeracién (4-102C), en ambos casos.

2,2.3. Obtencién de adultos de H.gontortus

Las formas pardsitas adultas de H.contortus (hembras en una
gran proporcién) se obtuvieron a partir de abomasos de corderos
infestados experimentalmente. Tras el sacrificioc de los corderos,
los cuajares fueron ablertos y sus contenldos se depositaron en
reciplientes plisticos. Los vermes unides a la wmucosa fueron
liberados y se efectuaron lavadoes sucesivos de los contenidos de
los abomasos en PBS frio (0,01 M, pH 7,2; 4¢C) para eliminar
detritus y facilitar la- recoleccidén de los vermes. Los nematodos
fueron lavados repetidamente en el mismo tampdn, depositados en
crictubos y almacenados a -809C hasta su empleo.

2.2.4. Obtencién del material antigénico empleado

S5e empled material antigénico procedente de larvas de tercer
estadio de H.contortus asi como de adultos de la misma especie.
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Las L-3 1limpias fueron sometidas a tres cleclos de
congelacisén (- 20 9C) y descongelacién (temperatura amblente),
mientras gue a los adultos se les sometié a ocho ciclos de
congelacién y descongelacién, A continuacién se les triturd
mediante un homogeneizador de vidrio, tipo Potter-Elvehjem, en
refrigeracién (42C) para reducir, en lo posible, la actividad de
las proteasas y la posibla multiplicacién bacteriana residual.
-Posteriorments el triturado proteice de ambas fuentes fue
centrifugade a 30000 x g, durante 30 minutos a 42C {Klesius y
col,, 1986). En los tubos de centrifugacién se obsarvarcn tras
capas; la del fondo formada por membranas, la suparior, lipidica
y en el centro se halls la fraccién proteica; é&sta fue recogida
cuidadosamente con el fin de no afectar a las otras capas Y
finalmente se dividieren en alicuotas, en viales, para proceder a
su congelacién a -0 2C. Una muestra de 100 gl fue empleada para
determinar la concentracien de proteinas mediante el métoedo de
Bradford (Bradford, 1976) consistente en la reaccién de las
proteinas con el reactivo de Bradford (Azul de Coomassie-G250,
etanol y 4cido fosférico). La densidad éptica de dicha coloracién
se detarmind an colorfimetro a una longitud de onda de 595 nm, Los
valores obtenidos se compararon con los valoras que presentd una
recta patrédn con distintas concentraciones de albimina sérica y
se astimd el rendimiento proteico.

2.2.5. Infestaciones del ganado ovino con H.contoxtus
Experimanto 1:

cuando los corderos alcanzaron los 4 - 4,5 meses de edad
fueron divididos en 2 grupos:
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El grupo A:
Corderos
Hembras Machos
nas52 nae?
nees neag
nek97
El grupo B:
Corderos
Hembras Machos
nees nego
nesl
nesz

El grupe A fue infestado con una dosis Gnica de 2500 L-3 de
_H.contortus mediante sonda bucoesofdgica. EI grupo B fue
empleado como testigo no infestado, Al cabo de 7 semanas ambos
grupos fueron tratades con Tiabendazol (88 mg/ Kg p.v.}. Doce
dias después del tratamiento ambos grupos fueron sometidos a una
dosis de prueba con 5000 L-3, manteniéndose la infestacién
“durante 3 meses. En la Fig, se muestra el disefic experimental.

ovine <lafio

Grupo A: 2500 L3———5000 L3——
Tto, Tto.

Grupo By ———————5000 L3
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Experimento 2:

Para estudiar la respuesta del ganado ovine manchego mayor
de 1 afio de adad y evitar el desconocimiento da la histoxia de
tos animales, decidimos emplear los mismos individuos. Por ello,
al final de la infestacién con 5000 L-3 de los corderos, éstos
fueron medicados con Tiabendazol (88 mg/ Kg p.v.) chequeaﬂPS Y
mantenidos juntos hasta alcanzar los 12 - 12,5 meses de edad. En
dicho momento se dividieron nuevamente en 2 grupos:

El grupo A':

Hembras Machos
nes2 neg?
neee ness
ne9l

El grupo B':

Hembras Machos
neo7 ' na9é6
nees
nega

El grupo A' fua infestado con 7000 L-3 de H,coptortus de la
misma procedencia; el grupo B' fue mantenido como testigo. La
infestacién ge extendid durante 59 dias al cabo de los cuales
todos los animales recibieron un tratamiento antihelmintice,
(Rafoxanida, 7,5 mg/ Kg). Doce dias mé&s tarde ambos grupos (A' y
B') fueron enfrentades a una dosis dnica de 14000 L-3 del
pardsito. Dicha infestacién se mantuvo durante 45 dlas, hasta que
se observd una importante elevacién periparte en un individue (n?
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g1) y £inalmente fueron medicados con Rafoxanida a la misma
dosis. En la Fig. se muestra ol disefo experimental.

ovine >lafoc
Grupo A'! 7000 L3}—~—————214000 L3

Tto. Tto.
Grupe B': ittt 1 4 000 L3

A lo largo de los experimentos, Be realizaron tomas de
muestras de sangre una vez antes de cada Infestaclén y 2 veces/
gemana durantes cada experimento. Las nuestras facales para la
determinacién de inmunoglobulinas, dos wveces por samana en el
experimento 1, ¥y una vez por samana en el axpsrimente 2, Se
daetarminaron los nivelas puntuales de protalinas séricas totales
any la prapatencia y patencla de cada infestacidn.

Sa realizaron andlisis coproléglecos individualas vy
diariamantes durante la patenala de 1la primoinfestacién dael
Grupe A, cada dos dias durante la reinfestacién del Grupo A y
primeinfestaclién del Grupo B en el axperimento 1. En 8l sequndo
experimento se realizaron tres veces por sepana en la patencia de
la primoinfestacién del Grupe A' y, diarliamente, durante cuarenta
y cinco dias tras la deosls de prueba con 14000 L-3 de

Hegontortus.
2.2.6. Andlisis coproléglcon

La eliminacién fecal de hueves de tricestrongiloldeocs y de
ooguistes de coccldios se estimé mediante una medificaclén del
método de McMaster (MAFF, 1971). Brevemente, sa emplearon 3 g de
heces tomadas directamante de recto que fueron homcgeneizadas en
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42 ml de agua, Tras el filtrado de la emulsién fecal a través de
mallas (0,5 mm y 0,150 mm) se recogleron 10 ml y se centrifugaron
a 1500 rpm, 3 min. Se elimind el sobrenadante y se afladid una
solucién saturada de NaCl, se homogenelizé y los recuentos se
llevaron a cabo en cdmara de McMaster (retficula o toda la cémara,
en dependencia de la carga parasitaria). La eliminacién se
determinéd por tranaformacién numérica y se expresd como ne de
ocoquistes y/o huevos/ gramo de heces (HPG).

2.2.7. Obtencién de sueros ovinos

Los sueros se obtuvieron a partir de sangre de la vena
yugular de los animales por medio de Vacutainer (R}; tras su
coagulacién durante dos horas a temperatura ambiente, las
muestras ss centrifugaron a 2000 rpm durante 20 minutos, los
sueros se distribuyeron en alicuctas (1 ml) y se conservaron en
congelacién a -20 ?C hasta su uso.

2.2.8. Determinacién de proteinas séricas

Los niveles de proteinas séricas fueron determinados por el
método de Biuret. El principio de este método consiste en la
reaccién de las proteinas séricas con una solucién alcalina de
sulfato de cobre, produci&éndose un color violeta cuya densidad
6ptica es lelda (usande un blance come referencla) en un
colorimetro, con un £iltro OGR1, a 545 nm de longitud de onda.

) D.0.Muestra
Concentracién de proteinas (g/l) = ——— (6 g/100 ml) x 10
D.0. EstAndar
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2,2.9, Andlisis inmunoldgicos

2.2.9.a. Obtencién de sueros Hiperinmunes de conejo

Los suercs hiperinmunes de conejo frente a la fracelén
soluble de L-3 de H,contortus se consiguieron inoculando a dichos
animales una emulsién de 1la fraccién citada con adyuvante
completo de Freund (FCA). El protocolo de inmunizacién se realizé
seglin Hudson y Hay (1979). La dosis inmunizante inicial estuve

. formada por una disclucién 1:1 (1 ml de FCA fue mezclado
cuidadosamente con 1 ml de inmundégeno conteniendo alrededor de 1
mg de protaina). Esta emulsién fue inoculada por via
intramuscular en 6-8 lugares de las extramidades de ios animales.
Este - proceso fue repetido cada quince dfas (recuerdo), para
terminar con una inoculacidn de 1 ml del inmundgeno sin
adyuvanta. Por dltimo, se obtuvo sangre de la vena marginal de
los conejos (H y B) y se comprobd la positividad de los sueros
por medic de un ELISA. Cuando &l resultado fue satisfactorioc se
procedis a la obtencisn de 30 ml de sangre de la oraja'de los
animales por medio de una bomba aspirante. Se alicuotsd el suero
(1 ml) y se mantuvo en congelacién a -20 2cC,

2.2.9.b. Obtencién del material fecal ovino

Para la obtencién de las emulsiones fecales se siguid el
protocelo de Williams y Burden (1987). En esencia, se tomaron 2 g
de heces de cada animal directamente de recto; se homegeneizaron
en 10 ml de tampdn fosfato sédico salino que contenia 0,05 % de
Tween 20; se centrifugd a 2500 x ¢ durante 30 minutos, A
continuacién el sobrenadante se centrifugd a 150000 X g en
refrigeracién ({4 ¢9C) durante una hora y el sobrenadante se
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alicuoté y se mantuve en congelacidén a -20 #C hasta su uso.
2.2.9.c. Doble inmunodifusién en agar

La finalidad de todas las técnicas de inmunodifusidén es
identificar las reacciones antigeno-anticuerpo por la aparicién
de una precipitacién, Aungue la formacién de complejos antigenc-
anticuerpe en un medio semisélido come el agar, depends de
electrolitos amortiguadores, pH y temperatura, los determinantes
mis importantes de la reaccién son las concentraciones relativas
de antigenoc ¥y anticuerpo. Be sigulé la téconica descrita por
ouchterlony (1953),

Para la preparacién, la agarosa se disclvié en tampén
fosfato salino hasta la concentraclén final (1,4%, p.v.) en
caliente (al bafio Maria o en un plato caliente a 100-110 2C) en
ambos casos en agitacién. Se dejé enfriar hasta 56 2C con
agitacién, se afiadid 0,01 % de azida s6dica. E1 agar fundido se
vertié en placas de Petri. Tras la solidificacisn se realizaron
pequefios orificlod; las muestras (antigenos y anticuerpos) se
situaron en los pocillos ¥y se permitidé la difusidén durante 18-24
horas en cémara hGmeda a temperatura ambiente, Las lineas de
precipitacién resultantes (Rg-Ac) . se observaron en
estereomicroscopio en luz indirecta.

2.2.9.d. Inmunoadsorcién

Esta técnica consiste en la utilizacién de un
inmuncadsorbente (antigeno} que, previaments fijado a un soporte
(placa de microtitulacién) forma un complejo con 1los
anticuerpos, Hemos empleado una modificacién de la cromatografia
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de afinidad descrita por Hudson y Hay (1979). La disociacién del
compleje mediante tampén glieina o,1 M, pH 2,8; posterior
establlizacién de los anticuerpos ya eluidos con Tris pH 8,8;
didlisis a 4 8oC frente a PBS pH 7,4 y la concentraciéfn con
centricon 30 (Amicon) permite 1la obtencién de antlicuerpos
aspecificos purificados.

2.2.9.e. Inmunodetecclén (Weatern Blotting)

Mediante la técnica de Western Blotting se determinaron las
bandas proteicas reconocidas por las inmunoglobulinas existentes
en los sueros ovines y de conejo. La inmunodeteccién se realizs
mediante modificaciones de métodos descritos previamente (Jenkins
y Dame, 1987; Shepherd y McManus, 1%87; Cross y col., 1988),

En las pruebas iniciales se emplearon dos tipos de membrana:
Nitrocelulesa (45 pm) (BloRad) e Immobilon P (Millipore). La
escasa respuesta del ganado ovino y la superlor resclucidn del
Immobilon nos aconsejaron usar esta membrana de forma rutinaria.
El Immobllon se cortéd de forma que sobresaliera 1 cm por cada
lado del gel y sa sumergld en metanol abscluto durante 1 - 2
segundos, empapandose perfectamente; a continuacién se lavé con
agua destilada, evitando su flotacién, durante 5 minutos para
eliminar el exceso de metanol y finalmente se mantuvo en solucién
de transferencia [(25 »M Tris, 192 mM Glicina; pH ga. 8,3) (TBS}
y metanol (20 %, Vv/V)].

b) ctrotransfere de oteinas

Una vez realizada la electroforesis de proteinas (ver
2.2.10,b.) el gel se situé en la solucién de transferencia.
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Mientras, se preparé un cartucho de transferencia (esponja, ocho
capas de papel de filtro, el gel, membrana de Immobilon, ocho
capas de papel de filtro, otra esponja) y se colocd en céamara
Trans Blot (BioRad) y solucién de transferencia. Se aplicd una
corrienta de 0,1 A y 30 V durante toda la noche; al dia
siguiente, se elevé la corriente a 0,56 A (1 %X h) en
refrigeracién mediante serpentin. Una vez finalizada 1a
transferencia se procedid a la visuvalizacidn de Jla misma,
gortando un trozo de la membrana y tifiendo con Negro Amido (0,5 g
ge Negro Amido, 45 ml de metancl absoluto, 10 ml de dclido acético
glacial y 45 ml de agua destilada) durante 5 minutos. Para la
observacién se decolord con 47,5 ml de metanol + 5 ml de &cido
acético glacial + 47,5 ml de agua destilada. 5i la transferencia
fue adecuada se procedid con el resto del Immobilon, lavéandolo
con TBS (10 mM Tris-HCl, pH 7,3 + 0,15 M Nagl}) con 0,05 % de
Tween 20, en tres cicles de lavado de 10, 5 y 5 minutes
respectivamente, en agitaclén.

c) Blogueo de la membrana, incubacién y revelado

Para impedir gue las inmunoglobulinas inespecificas se
uniesen al Immobilen, se blogued con una solucién de 5 % leche en
polvo desnatada (Molico, Nestld) en TBS durante 30 min con
agitacién; se elimind el exceso de la solucidn blogueadora
lavando del mismo modo; se incub$é la membrana con el suerc a
estudiar a la dilucién 1710 an solucién blogueadora a una
temperatura da 37 9C, en agitacién durante 3 horas; trea ciclos
da lavados e incubacién con un segunde anticuerpo anti Igé de
oveja obtenido en conejo marcade con peroxidaaa (para los sueros
de las ovejas). Cuando se determinaron las inmuncglobulinas
existentes en los sueros hiperinmunes de los conejos, el segundo
anticuerpo fue anti-Igé de conejo obtenido en cabra marcado con
peroxidasa; en anbos cases se incubd a 37 2C con agitacién
durante una hora. Los lavados fueron de 10 y 5 minutos con
solucisn de lavado vy § + 5 minutos con TBS sin Tween 20.
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Posteriormente se procedid a la visualizacién, empleando un
sustrato precipitable (0,5 mg/ml de 4-cloro-i-naftel, disuelto en
TBS, metanol con agua oxigenada), en las siguientes proporciones:

= 84 m) de TBS en agitacién (sol. A)

- 0,0504 g de 4-cloro-l-naftol disuelto en 16,8 ml de
metanol. (se afiade a sol. A)

- 50,4 sl de agua oxigenada (30 volGmenaes) (se afiaden al
tinal)

La incubacién se realizéd en agitacidn y oscuridad, y la
reaccién se detuvo mediante lavado en agua corriente.

2.2.9.f. Enzimoinmunoensayo (ELISA) indirecto

La dateccién de anticuerpes se realizé mediante un
enzimoinmunoensayo "Enzyme - Linked Immunosorbent Assay" (ELISA).
Las fracciones antigénicas son adsorbidas a un soporte sélido. §i
la muestra biolbgica contiene anticuerpos contra un cilerto
agente, los anticuerpos presentes reaccionaridn con el antigeno
homdlogo, previamente adsorbido a la fase s&lida, formando asi un
compléjo antigasne - anticuerpo. Este complejo puede ‘ser
reconocido por anti-inmunoglobulinas conjugadas a una enzima
especifica, Se afiade un apropilade sustrato y el coler
desarrcllado constituirid una estimacitn indirecta del nivel de
anticuerpos de la muestra., Para la determinacién de las
condiciones del ensayo se siguié el protocole de Catty y

Raykundalia (1989%).

Se wvaloréd la potencia de cada 1lote de los conjugados
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comerciales adquiridos. Para e2llo se realizd un ELISA directo,
tapizando las placas de microtitulacién con IgG ovina. En la Fig.
2.1, se muestran dos ajemplos representativos. .

Para la obtencién de las IgG ovinas se recogibé sangre de
corderos y se obtuve el suero. Se afladié sulfato sbédico al 18 %
(p/v), se agité hasta su disolucién y se incubd a 25 2C durante
30 minutos. Tras la centrifugacién a 3000 xg durante 20 min,, se
alimind el sobrenadante y la proteina preclpitada se resuspendis
en 25 ml de agua destilada. La disolucién fue calentada a 25 2C y
se afiadlsd sulfato sédice hasta conseguir una disclucién al 14 %
(p/v); se agits e incubd a 25 9C durante 30 min., Se centrifugs da
nuevo de forma similar y se elimind el sobrenadante. El sedimento
fue resuspendido en 15 ml de agua destilada y se dializé frente a
PBE (0,07 M) a 4 oC, Finalmente se estimé la concentracién de
proteinas (Bradford, 1976}.

Las IgG ovinas obtenidas se ajustaron a una concentracidn de
1 wg/ml y se emplearon en el tapizade de las placas de
microtitulacién durante 16 h, a 4 2C; como control se utilizé
alblmina sérica bovina (100 ug/ml), Tras las 3 ciclos de lavados
{(PBS + 0,05 % Tween 20} se afiadis la anti-IgG ovina conjugada
{peroxidasa o fosfatasa). Se realizaron diluciones del conjugado
desde 1/100 a 17204800 incubindose a 37 2C durante 3 h. Tras los
lavados se afiadieron los sustratos respectivos y se incubacién a
37¢¢ durante 3¢ min. La densidad éptica (D.0.) se estimbé a 405
nm. Se comprobd que la potencia de los conjugados comerciales fue
la adecuada y come diluciones de trabajo se emplearon se
emplearon 1/600 para la anti-IgG marcada con peroxidasa y 1/800
para la marcada con fosfatasa alcalina. En los ELISA se emplearon
conjuq&dos con fosfatasa,

El sigujiente paso fue determinar la concentracién Sptima de
los antigenos parasitarios, Se realizé un barride desde 0,15
kg/ml hasta 20 pg/ml y a la vez se determind la dilucién de
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Fig, 2.1. Valeracién de la potencia de la anti-Igc de oveja
magcada con Fosfatasa alcalina (A) y Peroxidasa (B). 1 ug /ml de
IgG () y 100 pg /ml de Alblmina sérica bovina (o). Muestra

representativa.
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trabajo de los sueros: 1/50, 17100 y 1/200. Los ensayos se
realizaron con ambas Fuentes antigénicas.

Para la valoracién de las IgM e IgA ya gque los segundos
anticuerpos no estaban marcados enzimiticamente, se realizaron
barridos de los segundos y terceros antlcuerpos, asi como de la
concentracién antigénica o6ptima, La dilucién de los sueros fue
constante (1/50).

En todas las valoraciones se utilizaron varios controles de
fondo (sin antigeno, sin suero, sin segunde anticuerpo, sin
tercer anticuerpo},

El antigeno preparadeo (extracto soluble de L-3 o extracto de
adultes de H.contortus) fue dilufido en un tampdn de tapizado
(tampdn carbonate 0,05 M, pH 9,6) a la concentracién dptima de 5
#g/ml para el extracto soluble de las larvas de tercer estadio y
de 10 ug/ml para el de adultos, Este preparado- antigénico se
situé en los pocilleos de las placas de microtitulacién de fonde
planc (Nunc) en un volumen final de 100 ul por pocillo. ra
adsorcién del antigeno a la superficie de poliestireno se realizéd
en refrigeracién (4 @C), durante 16 horas.

c) Blogueo de uniones jnespecificas

Es necesario dispensar una solucién bloqueadora, cuyas
proteinas interfieran esta posible unién. Se realizd con un 5 %
de alblmina sérica bovina (BSA) disuelta en tampén fosfato
salino; el volumen por pocillo fue de 200 pl {con el objetivo de
tapizar completamente cualguier espacioc gue pudiera haber quedado
sin antigenar en el pocillo ) y se incubé una hora a 37 ®C.
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d) u e uero eces

Los sueros ovinos fueron dilufdes (1/50) en PBS con 0,05 %
de Tween 20 y dispensados a las placas de microtitulacién en un
volumen final de 100 pl e inecubadas durante 1 h a 37 =q,

o) Adicidn del sequndo anticuerpo

La dilugién del conjugade dependié del tipe de
inmunoglebulinas empleadas y tras el estudio para determinar la
dilueién éptima de uso, se utilizaron segin se muestra en la
tabla:

22 anticuarpo Eepecle Enzima Dilucisn
Anti-TIgG de ovino Conajo Fosfatasa alcalina 1/800
Anti-IgG de conejo  Coneijo Peroxidasa 1/3000
Anti-IgA de ovino Cerdo ne marcada 1/320
Anti-IgG de cerdo Cabra Paroxidasa 1/1000
Anti~IgM de ovelja Conejo no marcada 1/3200
Anti-IgG de conejo  Cabra Peroxidasa 1/3000

Las 1ncubacionas se realizaron a 37 9C durante una hora.
cuando los segundos anticuerpos no aestaban conjugados sa incubs
posteriormante con un tercer anticuerpo, (p.e. Anti-IgM de ovino
obtenida en gonejo, otra incubacifn con un Anti-conejo marcado).
En todos los casos el volumen final por pocille fue de 100 ul.

£) hdicién del sustrate

Dependiendo del tipo de enzima unida al 2¢/ 3 er anticuerpo
se emplearon como sustratos:
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. para la enzima Fosfatasa alcalina se usaron 100 pl de
p-Nitrcfenilfésfato {1 mg/ml) en tampén carbonato 0,08 M, pH 9,6,
ge incubé durante 30 minutos a 37 ¢C siendo necesarioc detener la
reaccisn enzimdtica con 50 pl de NaOH 3 N.

- Cuando se empled peroxidasa, el sustrato estuvo formado
por 100 pl de 40 mM Acide 2,2'-Azinobis (3 etilbenzotiazolin-
sulfénico) (ABTS) en tampén citrato 0,1 M, pH 4 afladiéndole agua
oxigenada al 2 %; la incubacién fue similar a la anterior, pero
no se precisa detener la reaccisn.

g) Niveles de égmuggg%obu!égas

Se empleé como medida, la densidad Sptica (D.0.) de las
soluciones obtenidas a 405 nm, en un lector de ELISA
semlautomitico EAR 400, restando el fondo existente en cada
pocillo.

2.2.10. Electroforesis

2.2.10.a. Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

Los reactivos utilizados para la formacién da geles ¥
tampones fueron los mismos gue para una electroforesis SDS-PAGE,
sin emplear sodic dodecil sulfate ni 2- mercaptoetancl. Tanto
las concentraclones de los reactives como el proteceolo empleados
serin descritos en la siguiente seccioén,
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2.2.10.b. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes y
reductoras (SDS-PAGE)

Los geles de pollacrilamida se realizaron entre dos placas
de vidrio (12 cm x 12 em) separadas por espaciadores de pléstico,
afiadiéndose una solucidn de 28 % de acrilamida-bisacrilamida para
formar el gel, asf como N,N,N! N!'=tetrametiletilen diamina
(TEMER) enmpleado para catalizar la polimerizacién; persulfate
ambnico como inicladoxr y deodecil =sulfatc sédico (SDS) como
desnaturalizador de proteinas. Los tampones utilizados fueron
une de alta molaridad para les geles (Tris-HClL 1 M, pH 8,8); y
otro en los compartimentos de los electrodos (Tris-glicina pH
8,3). La resolucidén se inoremantd considerablenmente polimerizando
un gel de empaguatamliento (de baja porosidad) =obre el gel de
separacidén, el cual contenfia un tampén Tris-HC1 1 M, pH &,8. Se
siguié la técnica descrita por Laemmli (1970).

Se emplearon 3 concentraciones de acrilamida, en dependencia
de los PM estudiados. Los componentes del gel de separacisn
fueron los siguientes:

Acrilamida final
Reactivos (Vol/ml) 10 % 12,5 % 15 %
Tris-HClL 1 M, pH 8;8 5,62 5,62 5,62
Acrilamida 28 % 5,316 6,7 8,03
Agua destilada 4,02 2,67 1,38
5DS 10 % ) 0,15 0,15 0,15
Persulfato aménico 10 % 0,18 0,15 0,15
TEMED 0,05 0,05 0,08
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~ Se mezclaron ripidamente Yy la solucidn se vertid en el
interier da los dos vidrios que previamente hablamos sellado,
dajande un espacio de 1,5 cm sin rellenar para el gel de
empagquatamiento; una vez polimerizado el gel separador se afiadié
el gel de empagquetamlento.

Los componentes del gel de empaguetamiento fueron:

Acrilanida final
Reactivos (Vol/ml) 3 % 5 %
Tris~HC1, 1 ¥ pH §,8 0,63 0,63
Acrilamida 28 % 0,53 Q,B9
hgua destilada 3,84 3,84
8D5 10 % 0,08 0.05
Persulfato aménico 10 % 0,05 0,05
TEMED 0,025 0,025

Se rellesnaron los compartimentos de los electrodos de la
cubeta con 0,025 M Tris y 0,192 M Glicina pH 8,3 ¥y se le afadié
0,1 % de SDS,

A los extractos proteicos a estudiar, cuya concentracién fue
de ga, 1 myg/ml, se les afladlé un tampén de muestra gue constd de:

Tris~HCl 10 mM, pH 7

EDTA I mM - ao
sDs 2 %

Glicerina 50 % en agua + 0,005 % de azul de bromofenol -— 10
Mercaptoetanocl - - - 2,5

42,8 pl
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La muestra (10 gl de extractoc cuya concentracién fue de 1
mg/ml) se afadié a los 42,5 pl. A continuacién se mantuve en
ebullicién en baflo marfa durante 10 min. La muestra, ast
procesada, estaba dispuesta para ser aplicada en los pocillos
correspondientes del gel. Sa empled un voltaje de 60 V hasta que
al frente de proteinas (Azul de Bromofencl) atravesé el gel de
empaquetamiento y después se elevs a 200 V hasta que se complets
la resolucién en el gel separador.

fa tincién de los geles sBe llevd a cabo mediante Azul de
coomassie o tincién de Nitrato de Plata, Las tinciones con
Nitrato da Plata se realizaron con un Kit comercial ({Silver Stain
Kit, Bio-Rad)}. La mayorfia de las tinciones fueron realizadas con
Azul de Coomassle cuya composicién es la siguisente:

- 0,25 g (P/V) de azul de Coomassie R,250
- B0 % de Metanol

- 5 % de Ac. Acético glacial

Para la observaci6n de las bandas proteicas existentes se
utilizéd una soluclidn decolorante formada por:

- 25 % de Metanol
- 5% de Ac, Acético glacial

Las tinciones y decoloraciones se realizaron en agitaciétn.

2.2.10.¢. Electroforesis en dos dimensiones (2DE)

Por medio de esta técnica, las proteinas fueron separadas
por sus cargas eléctricas (PAGE) y posteriormente por sus pesos
moleculares (SDS - PAGE).
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El primer gel se realizd sin 8DS para evitar la
desnaturalizacién de las proteinas. El 2~ Mercaptoetancl no se
ineluyé en el tampén de muastra ya gue reduciria los grupos SH2
de proteinas. El resto de los reactivos, tanto para la formacién
del gel como para los tampones, fueron similares a los citados en
la secclén anterior, El segundo gel y los tampones se realizaron
seglin lo indicado para las SDS - PAGE. )

Una vez completada la 18 electroforesis (60 V en el gel de
empaquetamiento y 200 V en el de separacién) se elimind el gel de
empaquetamieﬁto (3 % acrilamida) y se corté una tira de 1,5 cm
del gel de separacién en la misma direccién en que migran las
proteinas (acrilamida 5 %). Esta tira se colocd cuidagosamente
sobre el gel de empagquetamiento del segundo gel (3 % acrilamida),
y posteriormente se recubrié con nds gel de empagquetamlento. Para
la migracién protelca se utilizaron las mismas condiciones de
voltaje. El gel de separacién se formé con un 10 ¥ de acrilamida.
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4. RESULTADOS
3.1, Resultados parasitolégicos
3.1.1, Eliminacién fecal de huevos de H.contortus en corderos

La figqura 3.1 muestra los resultados obtenidos cuando se
estudié la eliminacién de huevos de H,gontortus en las heces da
los corderos a lo largo de la infastacién con 2500 L-3 (Grupo A)
y la dosis de prueba con 5000 L-3 del parisito (Grupos A y B).

E)l perilodo de prepatencia en la primoinfestacién del Grupo A
{animales de 4 - 4,5 meses de edad) fue de 16 dias. Despuds de
iniciada la patencia se observé una clara elevaclén de los
recuentos da huevos por gramoc de heces (HPG) hasta el dfa 24 p.i.
seguida de upa fase astaclonaria. La administracién a los
animales de un tratamiento antihelmintice (88 mg /Kg p.v.,
Tiabendazol) reduje y bposteriormente eliminé la presencia de
huevos de cont s en las deyeccionas de los corderos

infestados.

La reinfestacién del Grupo A y primcinfestacién del Grupo B
(corderos de 6 - 6,5 meses de edad) con 5000 L-3 de H.gontortus
de la misma procedencia provocé una elevacién dea recuentos
fecales an ambos grupos de animales sin diferencias
significativas entre ellos. De hecho, el grupc de corderos con
primoinfestacién mostrd en la dosis da prueba un acortamlente
ligero del pericdo de prepatencia, respecto al periodo
prepatente del Grupo B (17 dias).

No existié una clara relacién lineal entre los racuentos de
huevos fecales y las dosis infestantes usadas en los corderos del
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Fig. 3.1, Eliminacién fecal media de huevos de H.goptortus en
corderos Manchagos rainfestados con 5000 L-3 después de una
infestacidn con 2500 L-3 (e) y animalas testigo sin la

primoinfestacién (o).
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Grupo A (2500 L=-3) y las administradas posteriormente para los
dos grupos (5000 L-3). En efecto, se obtuvieron recuentos de HPG
muy similares, a pesar de las dosis infestantes tan diferentes,
lo que posiblemente pudiera ser debido al incremento de 1a
deposicisén fecal, relacionada con la edad, en la dosis de prueba
con la consiguiente dilucién de las formas parasitarias en los
corderos de mayor edad.

3.1.2. Eliminacidén fecal de hueves de H.gontortus en ovejas

Tras la infestacién de los animales del Grupo A' con 7000
L-3 de H.contortus, les animales presentaron un periocdo de
prepatencia medio de 17 dias, apareciendo dos picos de méxima
eliminaciébn de huevos (HPG), segln se obkserva en la Fig. 3.2, los
dfas 233 y 82 postinfestacidén, con valores de HPG de ga. 9500-—
1000. Debldo a que los animales que formaban al Grupo A'
provenian de los Srupos A ¥ B (menores de un afio), pese a que no
habian conseguido una inmunidad protectora tras las infestaciones
(2500 y 5000 L-3) como lo demostraba la falta de diferencias
significativas en la elimipacién de huevos de los cordercos tras
la dosis de prusba, si era clerto que los animales del Grupe A'
hablian sufrido, tanto distinto ntmero de infestaciones como
distintas dosis, lo gque nos indujo a pensar que quizis esos dos
méximos hallados fueran debidos a las contribuciones de 1los
animales provenientes originalmente de los dos Grupes (A y B). El
andlisis estadistico mediante la aplicacién de una prueba de
homogeneidad de la muestra no permitié observar, sin embargo, que
las diferencias existentes entre ellos fuesen estadisticamente
significativas, y de hecho, los dos picos se observaron en los
dos subgrupos (Fig. 3.3).

En la figura 3.2 se muestra la eliminaclén de huevos de
H.gontortug cuando los Grupos A' y B' se sometieron a una dosis
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Fig. 3.2. Eliminacién fecal media de huavos de H,contgrtus en
ovsjas Manchegas reinfestadas con 14000 L-3 después de una
infestacién con 7000 L-3 (&) ¥ animales testige sin la
primoinfestacién (o). :
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Fig. 3.3. Eliminacién fecal de huevos de H.contertus en ovejas
Manchegas infestadas con 7000 L-3., (-2 animales gue habfan sido
infestados con 2500 + 5000 L-3. (--): animales que habian recibido

5000 L-3.
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de prueba con 14000 L-3., En ambos casos, los periodos de
prepatencia se alargaron,

Las ovejas primoinfestadas (Grupo A') mostraron un pariedo
de prepatencia medio de 23 dfas mientras qua los animales sin
infestacién previa mostraron un periodo de prepatencia de 21
dias, Ademis se observé una menor eliminacién de huevos por parte
del Grupo A', aungue las diferencia® no fueron estadisticamente
significativas, respecto al Grupo B', al existir importantes
varlaciones individuales dentro da cada grupo. No obstante, los
recuentos de HPG medios mostraron gue los animales del Grupo A!
se estabilizaron alrededor da 900 - 1000 HPG, mientras que la
aliminacién media del grupe de ovejas sin la infestaclén con
7000 L-3 llegd a superar los 3000 HPG. El dla 117 p.i. (2 dias
antes del parto) se observd una elevacién muy notable (elevacidn
pariparto) en la cveja n® 91 (Grupo A'), gque ss mantuve hasta al
dfa 137 p.i.; por ello la experimentacién sae suspendié en aguella
fecha ({dia 117 p.i.).

3.2, Determinacién de las proteinas séricas en corderos y ovejas
infestados y reinfestades con H,contortus

3,2.1. Niveles de proteinas séricas en corderos

Se reallzé el estudio de la concentracidén de proteinas
séricas durante la primoinfestaocién con 2500 L-3 de H,contextus
en el Grupo A y en al Grupo B (testigo de la infaestacién) asi
como en la dosis de prueba de ambos grupos (A y B) con $Q00 L~3,
En la Tabla 3,I se muestran los resultados obtenidos:
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Infestacidn Prot, séricas (g/l100 ml)
Difa 4 p.i. (&) 7,18
Dia 8 p.i. (A) 7,18
2500 L~3 testigo (B} 6,86
pia 32 p.i. (A) 6,94
testigo {B} 7,1
Dia 16 p.i. (A) 6,7
5000 L-3 Dia 16 p.1. (B) 6,56
pia 37 p.i. (A) 6,62
pia 37 p.i. (B) 6,88

Se observé, durante la prepatencia de la primeoinfestacién
del Grupo A una concentracisén de proteinas séricas superior (en
0,32 g/ 100 ml) a la del Grupo B (testigo), y también, superior
al valor hallado en la patencia {(en 0,24 g/ 100 ml}. A la vez que
disminuyd la concentracion de proteinas del Grupo A ({(en la
patencia) aumenté en la misma proporcién la del grupo testigo.

Tras el tratamiento antihelmintico los animales se
infestaron con 5000 L-3; observidndose en la prepatencia una
disminucién de la concentracién proteica en ambos grupos, mayor
en el Crupo B (de 0,54 g/ 100 ml), mientras gue en el Grupo A la
disminucidn fue de 0,24 g/ 100 ml, Durante la patencia de la
infestacidn la concentracién de proteinas del Grupo A apenas
varié (perdiende 80 mg/ 100 ml); sin embargo, el Grupo B mostré
un ligero incremento de 0,32 g/ 100 ml.

3.2.2. Niveles de proteinas séricas en ovejas

En la Tabla 3.IT se muestran las concentraciones de
proteinas séricas de las ovejas tras la infestacidn con 7000 L-2
(Grupo A') y la dosis de prueba con 14000 L-3 {Grupos-A' y B'}.
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Infastacién Prot. séricas (g/ 100 ml)
pia 14 p.i. (A") 7,98
7000 L-3 Testigo (B') 6,44
Dla 39 p.l. (A") 7,32
pia 6 p,i, (A") 6,96
pia 6 p.1, (B') 6,88
14000 L-3 | pia 13 p.i. (A') 6,40
Dia 13 p.i. {(BY) 5,94
pia 51 p.i. (A"Y) 7,11
Dia 51 p.i. {B") 6,45

La .infestacién con 7000 L-3 produjo upa disminucién en las
proteinas séricas del Grupo A' durante la patencla. La dosis de
prueba con 14000 L-3 de H,contortus provocd una reduccién ‘en los
niveles medios de protefinas en ambos grupos, alge mis marcada en
el Grupo B!, No obstante, hay gue sefialar gque este grupo mostrd
menores valores antes de la infestacién. En todos los casos,
corderos y ovejas, les valoras astuvieron dentro de 1la
normalidad, sin evidencia de hipoproteinamia.

3.3, Dindmica de la produccidn de anticuerpos especificos por
corderos y ovejas infastados y reinfestados con H,gontortus

3.3.1. Respuesta IgG sérica anti-Haemgpnchus
3.3.1.a. Respuesta IgG en corderos

Los corderos primeinfestados (Grupoe A} no mostraron una
clara respuesta IgG sérica especifica anti-Haemonchus empleando
ambas fuentes antigénicas (ESA y ESL) mediante el método de
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ELISA indirecto. Los valores de densidad 6ptica (DO) con extracto
soluble de L~3 (ESL) permanecieron en niveles bajos a lo largo de
teda la infestacién experimental, sin observarse diferencias
significativas con los valores obtenidos para los corderos sin
infestar (Grupo B). A su wvez las D.0. halladas duranta Jla
infestacién con 2500 L~-3 fuercn muy similares a las encontradas
antes de la infestaciédn (Fig. 3.4).

Las densidades O&pticas empleando como antigeno extracto
soluble de adultes (ESA) a pesar de que fueron mis bajas se
comportaron da forma similar (Fig. 3.5) aungue en este caso los
valores del grupoc infestado (Grupo A) fueron superiores a partir
de la patencia de la infestacién con 2500 L-3.

cuando ambos grupos fueron sometidos a la dosis de prueba
con 5000 L-~3 de H.gontortus, dos neses mAs tarde, se observd un
incremanto débil pero significativo en los valores de D,0. Este
incremente comenzé alrededor del inicio de 1la patencia,
alcanzando valores mnaximes los dias 24-25 de ésta, con anbos
extractos antigénicos. Con extracto socluble de L-2 los valores
maximos alcanzados fueron de 0,51, mientras gque con extracto
soluble de adultos la D.0, madxima fue de 0,28. Los niveles de IgG
antl-L-3 mostraron un incremento m&s notable y réapido que los de
IgG anti-adultos.

Log resultados obtenidos, a pesar de tratarse de una
reapuesta débil por parte de los corderos mostraron una buana
correlacién con los hallazgos coprolégicos (Tabla 3.III) con
indices significativos de correlacifn entre ambos pardmetros (P <
0,01), siende ¥ = 0,448 empleando como antigeno extracto de L-3 ¥y
r = 0,567 cuandc se utilizé extracte soluble de adultos de
H.contortus. Hay que indicar ademds, qua los niveles de IgG anti
- H.contortus fueron en las dosis de prueba con 5000 L-3,
superiores en los corderos primeinfestades y reinfestados (Grupo
A) que an los animales gue ho habfan estado expuestos a la
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Fig. 3.4, Niveles de IgG especificas de mezclas séricas frente a

extractos solubles de L-3 de H.contortus en corderos reinfestados
con 5000 L-3 después de una infestacidn con 2500 L-3 (e} o sin

la infestacién previa (o).
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Fig. 3,5. Niveles IgG especificas de mezclas géricas frente a
extractos solubles de Adultos de H.contortus en corderos
reinfaestados con 5000 L-~3 después de una—imfestasidén con 2500 L-3

(e) o sin la infestaci&n previa (o).



IgG séricas anti L-Bl FgG séricas anti Ad. 24

D.PI A ob Huevos oD

4 Qa,299 o 0.113

B 0.294 o 0.130
11 0.295 0 0.123
15 0.227 4] 0.165
148 0.298 140 0,158
22 0.338 640 0.166
25 0.308 5490 0.181
29 0.329 760 0.184
32 0,323 970 0.171
36 0.312 1020 0,171
s 0.335 1437 0.169
43 0.348 975 0.176
46 0.327 1190 0.172
50 0,320 1130 0,182
60 0.321 ' 0 0.169
64 0.316 0 0.164
67 0,313 0 0,155
71 0.329 o 0.172
74 0,325 o 0.186
78 0.335 [ 0.210
B2 0.339 540 0.242
85 0.359 730 0.228
88 0.414 1070 0.227
96 0.462 1350 0.264
D.PI B

60 0.309 o} 0,131
64 0.318 1} 0.138
&7 0.353 [¢] 0.140
71 0.298 . Q ' 0.139
74 0.303 0 0,153
78 0,351 0 0.176
82 0.398 225 0.174
85 0,459 520 06,187
88 0.467 525 0.215
96 0.446 737 0.227
n = 34 r = 0.448 r = 0.567
P < 0,01 P < 0,01

Tabla 3.III. Correlacién entre la eliminacién fecal de huevos de
H.copntortugs y la respuesta IgG (anti-L3 y anti-Ad de
H.contortus), en corderos Manchegos reinfestados con 5000 L-3
después de una infestacién con 2500 L-3 (A) Y animales testigoe
sin la primoinfestacién (B). r= coeficiente de correlacién.P=
nivel de significacién. n= nimero de datos.
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primoinfestacién con 2500 L-3 (Grupe B} aungue no existié
evidencia de una tipica respuesta secundaria.

3.3.1.b. Respuesta IgG en ovejas

a} Respuesta Ig6 séirica anti-L-3:

BEn las PFigs. 3.6 y 3.7 se muestran los valores de D.O.
obtenidos, cuando el ganado ovino mayor de un afio, fue axpuesto
a una primoinfestacidn con 7000 L-3 en dosie dnica, y una dosis
de prueba con 14000 L-3 de H.contortus, empleando como antigenes
extractos solubles de L-3 y adultos.

La exposicién de las ovejas de 12 - 12,5 meses de edad a una
infestacién con 7000 L-3 {(Grupo '}, empleande comc Ag en los
ELISA, axtracto soluble de L-3 (ESL) y mezclas séricas de los
animales no provecé ninguna respuesta notable {Fig. 3.6)., Tras
al tratamiento antihelmintico, la reinfestaclén de este grupo con
14000 L-3 y la infestacién de los animales testigo (Grupo B') con
1a mizwma dosis de H.gontortus provocé una rapida y significativa
respuaesta, inlciada ya en la prepatencia de la dosis de prueba y
ligeramente anterior en el grupo de animales reinfestados (Grupo
A'). Con excepcién de este ligero adelantamiento de la respussta
en los animales del Grupc A' los titulos de IgG sérices anti-
Haemonchus especificos fueron similares en los dos grupos de
ovejas, FEl estudio estadistico de la correlacién entre la
respuesta Ig6 sérica y la eliminacién fecal de huevos (HPG)
mostyrs valores significativos y negativos frente al antigeno
larvario (r = -0,47, P < 0,01} (Tabla 13.IV).
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Fig., 3.6, Niveles medios de IgG especificas de mezclas séricas
frente a extracto soluble de L-3 de H.contgrtuys en ovejas
reinfestadas con 14000 L-3 tras previa infestacidn con 7000 L=-3
dael nematode (0) o sin infestacidn previa (+).
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Fig. 3.7, Nivelas medios de IgG espacificas de mezclas séricas
frenta a extracte soluble de adultos de H.gontortus en avejas
reinfestadas con 14000 L-3 tras previa infestacién con 7000 L-3
del nematode (O} © sin infestaclén previa (+).
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1gG séricas anti L-3| |IgG séricas anti Ad.
D.PI A' oD Huevos oD
7 0.455 o] 0.184
10 0.478 o] 0.232
14 0.453 &) 0.222
17 0.454 12 0.228
22 0.430 Joo 0,233
25 0.447 400 0,252
29 0.452 940 0.254
32 0.446 1070 0.235
36 0.482 630 0.249
39 0.475 570 0.241
46 0.445 970 0.236
50 0,451 820 0.223
52 0.455 5490 0.203
70 0.458 0 0.188
73 0.459 o 0,193
77 0.448 Q 0.196
a4 0.534 o] 0.261
87 0.51% o 0.249
92 0.480 0 0.2587
85 0.439 12 0.256
99 0,420 264 0.240
102 0.396 982 0.236
106 0,379 1180 0,240
109 0.404 :3-1¢] 0,235
113 0,382 1040 0,234
116 0.383 1370 0.234
D.PI B!
70 0.451 0 0.182
73 0.444 Q 0.191
77 0.409 0 0.179
B4 0.539 8] 0.246
87 0,559 o] 0,235
92 0.552 15 0.247
95 0.466 112 0.22%
89 0.472 1237 0.234
102 0.442 3887 ' 0.230
106 0.436 3976 0.245
109 0.405 is5go 0.214
113 0.398 3880 0.239
116 0.391 1850 0.224
n = 39 r = ~0.47 P < 0.01 r = 0.143

Tabla 3.IV. Correlacién entre la eliminacién fecal de huevos de
s y 1la respuesta IgG (anti-L3 y anti-Ad de
}, en ovejas Mapchegas reinfestadas con 14000 L-3
después de una infestacién con 7000 L-3 (A'} y animales testigo
sin la primoinfestacién (B'). r=coeficiente de correlaciédn
lineal. P= significacién.n= ne¢ de datos.
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b) Respuesta IgG sérica anti-Adultos:

En la figura 3.7 se muestran las D.0., obtenidas. 8e observé
que el Grupo A’ infestado con 7000 L-3 meostré una ligera
alevacién, durante la prepatencia, que persistid durante 1la
patencia da la infestacién, respecto al Grupo testigo (B'). Tras
el tratamlente antihelmintico de todos los animales e
infestaclén con 14000 L-3, se incrementaron los titules sérices
en los dos Grupos (A' y B'), slendo los titulos hallados en el
lote primoinfestade ¥y reinfestado (A') ligeramente superiores.
El estudio estadistico no mostrd corralacién (r = 0,143, n = 19)
entre los titulos séricos y los recuentos de huevos en heces.

4,3.2. Raspuesta IgM sérica anti-Haemonchus

3,3.2.a., Respuasta IgM en cordercs

En la Fig. 3.8 y 3.9 se muestran los niveles de IgM séricos
en lps corderos primoinfestades y reinfestados (Grupo A) y los
testlges s8lo somatidos a la dosis de prueba (Grupo B) empleando
ambas fuentes antigénicas.

Los corderos primoinfestadeos (Grupo A) neo mostraron ninguna
respuesta IgM sérica especifica ni utilizando extracto soluble de
larvas de tercer estadlo (Fig. 3.8) ni de adultos (Flg. 3.9).
Los valores de densidad 6ptica obtenidos variaron entre
0,51-0,64 (con minimas oscilaciones) y entre ©,47-0,82 ({con
oscilaciones algo superiores), para L-3 y adultos
respectivamente.
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Fig. 3.8, Niveles de anticuerpos IgH de mezclas séricas frente a
extracto soluble de L-3 de H.coptortus en corderos reinfestados
gon 5000 L-3 tras previa infestacidn con 2500 L-3 del nematodo
(0} o sin infestacién previa {+).
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Fig. 3,9. Niveles de anticuerpos IgM de mezclas séricas frente a
extracto soluble de aAdultes de H.contorxtus en corderos
reinfestados con 5000 L-31 tras previz—imfestacién con 2500 L-3
del nematodo (Q} o sin -infestacién previa (+).
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3.3,2.b. Respuesta IgM en ovejas

se estudiaron los titulos de IgM antl-Haemonchus a lo largo
de la infestacién con 7000 L~3 de H.contortus del Grupo A' y del
Grupo B' (testigo) con extracto soluble de L-3 (ESL) ¥y de adultos
(ESA), Los resultados obtenlidos ocuando B&e empled Ag L-3, se
muestran en la figura 3.10. Los valores de D.O, tras Jla
infestacién fueron muy similares en ambos grupos de ovejas sin
canbioe significativos ni durante la infestaclén nl respactoc al
Grupo testige (B'). Después del tratamlento antihelmintice a
infastacién de todos los animales con 14000 E-3, tampoco ge
observaron cambios en los titulos séricos de ambos grupes, aunque
los valores obtenidos para el Grupo A' (primoinfestado
reinfestado) fueron durante la dosis da prueba, llgeraments
superiores.

Cuando se estudié la respuesta frente a Ag de adultes de
H.contortus (ESA), (Fig. 3.11) se observé en general una muy
escasa respuesta y, aparentemente, los valores hallados para el
Grupe A' fueron durante la primoinfestacién menores que los del
Grupo B' ({testigos) aungue sin notablas diferencias. Tras la
infestacién con 14000 L-3 los dos grupos lgualareh sus valores de
D.0. y mostraron con esta fuente antigénica una tendencla a la
disminueién de los titules al contraric de lo observade con el
extracto larvario (ver Fig. 3.10).
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Fig. 3.10. Niveles de anticuerpos IgM de mezclas séricas frente a
extracto soluble de L-3 de H.confortus en ovejas reinfestadas con
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sin infestacién previa .(+).
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3,3.3., Respuesta IgA sérica anti-Haemonchus

3.3.3.a. Respuesta IgA en corderocs

En la Fig. 3.12 se muestran los titulos de las IgA séricas
con extracto soluble de L-3 de H.contortus.

Tras la primeinfestacién con 2500 1L~3 del Grupo A, los
titulos de Igh durante la prepatencia experimentaron una ligera
elavacién coincidiendo con el inicio de la patencia y alcanzaron
su maximo valor el dia 25 postinfestacién,

Los niveles de IgA anti-Haemonchus estuvieron relacionados
en este Grupe {A) con la presencia de helmintos, ya que al final
de la patencia disminuyeron los valores de D.0. Tras el
tratamiento antihelmintico e infestacidn de los dos grupos con
5000 L-3 se halld una elevacién de los valores de D.O. en los
dos grupos; esta aelevacién ya ze observd en la prepatencia y fue
mas lineal para el Grupo A y més intensa en el Grupo B (corderos
no expuestos a la primeinfestacién con 2500 L-3).

cuando ze estimé la respuesta Igh sérica frente a extractos
de adultos de H.contortus (Flg, 3.13) se observaron, durante la
primoinfastacisén, varilaclones tanto en el grupo de corderos
infestados {A) como en el grupo testigo, aunque hay que destacar
que, en general, el patrén hallado para el grupo de infestados
mostrd un comportamiento inverso con este material antigénico gue
cuando se empled extracto de L-3 (ver Fig. 3.12).

Cuande ambos grupos fueron sometidos a la dosis de prueba de
5000 L-3 s8e Iincreamentaron los titulos séricos hasta alcanzar
valores m&ximos de D.O, durante la patencia de la infestaciém.
No se ohsarvaron diferencias importantes en los valores de Igi



lo6

14
§ 11
T3 5000 L-3
a
F' l
£ g A
< asd 2500 I3
"3
8
3 o8 -
g
M
¥ a7 A
i)
]
3 aa -
as - T T T T T T T T T T T
Q 0 40 a0 a0 100 0]

Tiempo (dfas)

Fig., 3.12. Niveles de anticuerpos IgA de mezclas séricas frente a

extracto soluble de L-3 de H.contortus en corderos reinfestados
con 5000 L-3. tras previa infestacién con 2500 L-3 del nematodo

{0} o sin infestacidn previa (+}.
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Flg. 3.13. Niveles de anticuerpos Igh de mezclas séricas frente a
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reinfestados con 5000 L-3 tras pravia infestacién con 2500 L-3
del nematodo (O) o sin infestacién pravia (+).
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especifica entre los animales del Grupe A y leos del Grupo B,
3.3.3.b. Respuesta IgA en ovejas

La dindmica de la respuesta IgA anti-Haemonchus, estimada
con mezalas séricas de los animales infestades (Grupc A') y
sometidos a la desis de prueba (Grupas A' y B'), se muestra en
las Figs. 3.14 y 3.15. Los resultados obtenidos fueron muy
similares a los previamente observados en los corderos da 4 - 4,5
meses de edad. La infestacitn de 7000 L~3 no provocd ningidn
incrementc significativo cuando se empled ESL como Ag y, de
hecho, algunos valores da los testigos no Iinfestados {Grupo R')
fueron superiores (Fig. 3.14).

Despuds del tratamientoe antihelmintico todes log animales
fueron infestados con 14000 L-3 y todos los valores de
absorbancia se elevaron. No obstante, la elevacidn fue superior
en a8l grupo de animales gque habian permanecide como testigos no
Infestados (Grupo B'}. Esta elavacién fue transiente y alcanzé
sus mdximos valores alrededor del dia 20 después de la dosis de
prueba,

Cuando se estudié la respuesta Igh sérica utilizando como
Ag extracto socluble de adultoes (ESA) (Fig. 3.15) se cbservd, al
contraric gue cuando utilizamos como fuente antigénica extracto
soluble de L~3, un débil Iincremento del Grupo A' respscto al B'
(testigos no infestados) durante la patencia de la infestacién
con 7000 L-3, Esta elevaciSn parecié vrelacionarse ocon 1la
presencia de los vermes, puesto gue tras la aplicacién del
tratamiento antihelmIntico, sus valores disminuyeron. La dosis de
prueba con 14000 L~3 en ambos grupos produje una elevacién
transiente en ambos casos, similar en los dos grupos y comparable
a lo obtenido cuando sa emples como Ag extracto soluble de L~3.
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Fig. 3.14. Niveles da anticuerpos Igh de mazclas séricas frente a
extracteo soluble da L-3 de H.gontortus en ovejas reinfestadas con
14000 L-3 tras previa infestaclén con 7000 L-3 del nematedo (O) ©
sin infestacién previa (+).
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Fig. 3.15. Niveles de anticuerpos IgA de mezclas séricas frente a
extracto soluble de Adultos de H.contortus en ovejas
reinfestadas con 14000 L-3 tras previa infestaclén con 7000 L-3
del nematode () o sin infestacidén previa (+).
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No obstante, las elevaciones observadas fueron menores con Ag de

adultos de H.contortus.

3.3.4. Respuesta IgA fecal anti-Haemonchus

3.3.4.a, Respuesta IgA en corderos

purante la prepatencia de la infestaciédn con 2500 L-3 no se
observaron camblos notables respecto a los valores de D.O.
obtenidos en el grupo testigo no infastado.

Se hallaron grandes varilaciones en los valores obtenidos en
los dias de andlisis, que se presentaron, en general, de forma
simulténea en ambos Grupos (A ¥y B) y con ambos extractos
antigénicos empleados (Fig. 3.16 =~ L~3: Fig. 3.17 - Ad). El
carfoter simultédneo, independientemente del cursc de las
infestaciones, probablemente estuve relacionado con las
variaciones de la ingesta y grado de hidratacién fecal, tenlendo
en cuenta gque las muestras empleadas estuvieron constituidas por
una emulslén fecal., No obstante, ambas fuentes antigénicas, se
obgervé durante la primoinfestacidén del Grupo A con 2500 L-3 una
elevacisédn translente colincidiendo con la patencla de la
infestacién, méa notable frente a antigeno de larvario (Fig.
3,16) con un pico en el dia 47 p.i., sequida de una disminucién
de sus valores tras la medicacidn antihelmintica,

Cuando se reinfestaron 1los animales del Grupo A ¥y
primoinfestaron los del Grupe B (5000 L-3}, los valores de las
D.0. experimentaron un descenso durante la prepatencia, siendo
mads claroc en los animales gue ya habifian padecide una
primeinfestacién (Grupe A). En la patencia se incrementaron los
titulos paulatinamente, siende la elevacién mds notoria en las
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Fig. 3.16. Niveles de anticuerpos IgA especificos de extractos
fecales frente a extracte soluble de L-3 de H.copteorius en
corderos reinfestados con 5000 L-3 tras previa infestacidn con
2500 L-3 del nematode {O) o sin infestacién previa (+). Inserto:
variaciones netas de las IgA fecales antli-Haemopnchus de corderos
infestados y reinfestados, El cero representa los valores de D.O.
obtenidos en los corderos del Grupo B.
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H.contortus en

corderos reinfestados con 5000 L-3 tras previa infestacidén con
2500 L-3 del nematodo (i} o sin infestacidn previa (+). Inserto:

variacionaes IgA fecales anti-
reinfestados. El cero representa los valores de D.0O. obtenldos en

los cordercs del Grupo B.

de corderas Iinfestades y



I1gA fecal anti L-3 I;ga fecal anti Ad.

D.PI A [s]) Huevos oD

4 0,685 1] ¢.483

8 0,703 o] 0.483

19 0.704 . 3b0 0.419

28 0.718 1280 0.504

L¥) 0.857 1500 0.565

61 o.708 o] 0.479

68 0,711 [+ 0.428

75 0,704 0 0.452

B2 0,745 540 0.460

89 0.727 1330 0.470
D.PI B

61 0.737 0 0.485

68 0.744 Q 0.467

15 0.597 0 0.452

B2 0.737 225 0.458

89 0.798 850 0,489
n=15 r = 0.623 r = 0.59

P < 0.05 P < 0.05

Tabla 3.V. Correlacién entre la eliminacidén fecal de huevos de

y la respuesta IgA fecal (anti-L3 y anti-Ad de
H.coptortus), en corderos Manchegos reinfestados con 5000 L-3
después de una Iinfestacién con 2500 L~3 (A) y animales testigo
sin’ la- primoinfestacién (B). r= coeficiente de correlacién
lineal. P= nivel de significacién., n=n2 de datos.
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corderos del Grupc B. Cuando se estudié la relacidn existente
entre los titulos de IgA fecales anti-Haemonchus y la eliminacidn
facal de huevos (HPG) se cobtuvo una correlacidn estadisticamente
significativa entre los valores de IgA y los recuentos de huevos,
siendo r = 0,59 (P < 0,05) para los titulos anti-adultes y r =
0,623 (P < 0,05) para la respuesta anti - L-3 (Tabla 3,V).

7,3.4.b. Respuesta IgA en ovejas

En la Fig. 3.18 se representan los titules obtenidos a lo
large de la infestacién con 7000 y 14000 L-3 de H.contoxrtus,
utilizando como antigeno extracto soluble de larvas de tercer
estadio (ESL).

Se observaron importantes diferencias an los niveles fecales
de IgA anti-Haemgpchus, dia a dia, en los valores absolutos, y
1as variaciones netas se muestran en el inserto de la figura. lLa
respuasta hallada fue esanclalmente similar a la obtenida en los
corderos de 4 - 4,5 meses, RAdem&s el incremento durante la
infestacién primaria (7000 L-3} fue similar, aungue ligeramente
més alto, Del misme modo que en los corderos, no se encontrd una
elevaciédn de los niveles anti-Haemonchus del Grupo A', después de
ia dosis de prueba (14000 L-3) mientras que el Grupo B' mostrd un
incrementoc en los titulos IgA especificos. Esta respuesta en
ambos grupos, especialmente visible en las ovejas gque habian
astado infestadas (Grupe A'), fue la responsable de que no se
cbgervase ninguna correlacidn significativa entre los titulos de
Igh anti- ESL de H.contortus y la eliminacién fecal de huevos
(Tabla 3.VI) a pesar de la elevacién hallada tras la
primoinfestacién.

La similitud de alavaclones, especialmente durante la
primeinfestacidn del Grupo A', y la constancia del perfil en
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Fig. 3.18. Niveles de anticuerpos IghA especificos de extractos
fecalas frente a extracto soluble de L-3 de H.contortus en ovejas
reinfestadas con 14000 L-3 tras previa infestacién con 7000 L-3
del nematodo (p} o sin infestacién pravia (+ )., Inserto:
variaciones Igh fecales anti-Haemopchus de ovejas infestadas ¥y
reinfestadas. El cero representa los valores de D,0. obtenidos en
las ovejas del Grupe B'.
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Igh fecal anti L-2 Igh fecal anti ad.
D.PT At on Huevos oD
11 0.757 0 0.463
18 0.782 121 0,522
29 0.850 940 0.587
43 0,719 720 0.488
70 0.781 [+] 0.508
78 0,683 o 0.482
85 0.666 0 0.466
92 0.671 0 0,474
99 0.671 264 0.492
113 0.711 1040 0.557
D.PT B!
70 0,795 [} 0.542
78 0,688 0 0.470
85 0,717 0 0.470
92 Q.706 112 0.480
99 0.698 1237 0.523
113 0.733 3aso 0.575
n =16 r = 3,73 % 1074 r = 0.643
P < 0,01

Tabla 3.VI. Correlacién entre la eliminacién fecal de hueves de
H.contortus y la respuesta IgA fecal (anti-L3 y anti-Ad de
H.eoptortus), en ovejas Manchegas reinfestadas con 14000 L-3
después de una infestagién con 7000 L-3 (A') y animales testigo
sin la primoinfestacidén (B').r= coeficiente de correlacién
lineal. P= nivel de significacién. n= n® de datos.
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Fig. 3.19, Niveles de anticuerpos IgA especificos de extractos
fecales frente a extracto socluble de Adultos de H,.contortus en
ovejas reinfestadas con 14000 L-3 tras pravia infestacién con
7000 L-3 de)l nematodo (O) o sin infestacidn previa (+). Inserto:
variacicnes IgA fecales anti-Haemonchus de ovejas infestadas y
reinfestadas. El cero representa los valores de D.0, obtenidos en
las ovejas del Grupc B'.
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ambos grupos sugieren gue las variaciones diarias observadas
probablemente estuvieran relacionadas con la dieta de 1los
individuos.

La respuesta IgA fecal valorada utilizando extracto soluble
de Adultos (ESA) se representa en la Fig. 3.19. Mostrd un perfil
similar al exhibido ocon 1la otra fuente antigénica (ESL).
Encontrames una correlacién estadi{sticamente significativa entre
los recuentos da huevos y las IgA valoradas, durante la
infestacién del Grupo A' y la dosis de prueba de A' y B' (r =
0,643, P < 0,01).

3.4. Sensibilidad del ELISA IgGé anti-Haemonchus en el
diagnéstico de la hemoncosis ovina

Para valorar la sensibilidad del mé#todo ELISA para al
diagnéstico de la hemonceais ovina, tanto en corderos como en
ovejas, se emplearon los sueros de cordercs (4-4,% meses) y
ovejas (12-12,5 meses de edad) durante las patencias de todas las
primoinfestaciones (2500, 7000) y dosis de prueba reallzadas
(5000, 14000 1L-3). También se emplearon los sueros hegativos del
grupo testigo, asi come sueros peositives provenjentes de
infestaciones monoespecificas llevadas a cabo por los servicios
té&cnicos de MSD-Espafia. -

Ya que en las hemoncosls ovinas existe una gran variabilidad
en la respuesta individual, en los recuentes da HPG y la duracién
de los periocdos de prepatenclia, se estimé la necesidad de valorar
los titulos de Y¥gG antl-Haemonchus especifices de los sueros
ovines indjviduales., La Fig. 3.20 muestra los resultados
obtenidos, en los ELISA, con un tiempo de incubacién de 90 min,
una dilucion sérica 1/60 y empleande extracto de adultos como
antigeno, Nuestros ELISA mostraron que la respuesta anti-
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Flg. 3.20. Sensibilidad del ELISA {IgG) en el diagn6stico de la
hemoncosis en funcisn de la edad y dosis infestante recibida por
el ganado ovine (1/50, 90 min). ( o }: animales infestados.

{ #): testiges no infestados.




Haemonchug Cfue, ademds de variable, dependiente de la dosis
infestante recibida por los grupos de animales (Grupos A y B; A'
y B') puesto que los titulos més elevades se hallaren en las
ovejas gque habian reclbido dosis de L-3 més altas. Adem&s, esta
respuesta pareci6 ser dependiente de la edad de los corderos,
puesto que los sueros de los corderos suministrades por MSD-
Espafia a pesar de las dosis infestantes recibidas (7000-9000 L-
3) no exhibileron titulos anti-Hagmonchus elevades. Ambas
caracteristicas sugerian que, en nuestras condiciones, 1la
respuesta IgG estimada mediante ELISA fue tanto dosis -como
edad~ dependiente.

La linea de corte ("cut—-off") de los sueros negativos (media
+ 2 desviaciones estandar, DE) fue de 0.41, lo que permitfa un
diagnéstico de las infestaciones por H.contortus de corderos de
al menos 6 meses de edad y con dosis infestantes de al menos
5000 L-3 del nematodo géstrico. En estas condiciones, el ensayo
mostrd una sensibllidad y especificldad del 100% respecto a los
corderos neo infestados. No obstante, esta linea de corte no
permitié el diagnéstico de la hemencosis en los corderos
manchegos de menos de 6-6,5 meses de edad, con independencla de
la dosis infestante recibida, con escasas sensibilidad y
especificidad. Teniendo en cuenta gque las mezclas séricas
mostraron una débil aungue significativa elevacién de los titulos
IgG anti-Haemonchus en los corderos, especialmente cuando se
empled como antigené ESA (vide sgupra) y dque el valor medio de
las D.0. del grupo de corderos tras la infestacién con 2500 L-3
fue de ga. 0,4, se procedld a realizar una caracterizacién
antigénica de H.gontortus (L-3 y Adultes).
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3.5. Andlisis proteice de los extractos solubles de L-3 (ESL} y
adultos (ESA)} de H.contortus

En la Fig., 3.21 se wuastra la composicién protelca tras
electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras
(SDS-PAGE), tefilda con azul de coomassie (carril n%l, ESL; carril
ne 3, ESA; carril n® 2 corresponde a los FM asténdar). Las bandas
raesueltas en ambas fuentss proteicas mas notables mostraron los
PH estimados que aparecen en la Tabkla 3.VII).

Ambos extractos solubles (ESA y ESL) exhibleron una gran
variedad de péptidos en el intervalc de PM estimados (<94 kba-
»14,4 kbDa). La concentracién de acrilamida utilizada permitié una
buena resolucién a pesar de tratarse de geles uniformes, aungue
no se investigaron las proteinas de PM superiocres. En nuestras
condiciones, el ESL fue més variado observédndose hasta mas de 30
péptidos, mientras que el ESA exhibié una gran variedad, aunque
aparentemente fue menor.

Se observS una elevada similitud entre ambas fuentes
antigénicas. La similitud electroforética se muestra en la Tabla
3.VII observéndose que destacaron las regiones de 37 - 39 kDa y
53 KkDa. Esta dltima se presenté en ESA de forma mis notable que
en ESL; ademis se detectaron péptidos comunes de 47, 43, 42, 34,
30, 28 y 26 kDa, as{ como péptidos de PM inferior a 20,1 kDa.

El patrén de proteinas obtenido mediante tincién con Nitrato
de plata de los mismos extractos (Fig. 3.22) mostrd asimismo una
gran variedad de Ags, aunque aparecieron mds intensamente tefiidos
los péptidos de bajo PM y en particular una amplia zona de PM
medio ¢a. 20 kDa, presente en ambas fuentes antigénicas. Este
método de tincién permitié ademds una superlor resolucién de las
regiones de bajo PM, asi como una gran acumulacién de proteina de
PM »>24 kDa, que no puciieron ser fraccionadas dada la
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Fig. 3.21. Electroforesis (SDS - PAGE) tefiida con Azul de
Cocmassie de extracto soluble de Adultos de H,contortus (ESA)
{carril 1}, marcadores de peso molecular (carril 2; 94, 67, 43,

30 y 20,1 kba) y extracto soluble de L-3 de H.contortus (ESL)
{carril 3}. -
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ESL ESA
PH (kDa) M&s tefiida | PM (kDa) Mis tefilda
z 24 + > 94
85
81
70 +
67
&3
53 + 53 +
47 47 v
43 + 43
42 42
41 +
319 + 39 + -
37 + 37
34 34
33
30 + 30
29
28 28
27
26 26
25
24
22
£ 20,1 + < 20.1

Tabla 3.VII. Pesoe moleculares estimados de lag protainas
recenocidas en la electroforesis (SDS =~ PAGE), del extracte
soluble de L-3 y de Adultos de H.contortus (tefildos con Azul de
Coomassie), + = bandas notables.
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Y

Fig. 23,22, Electroforesis (SDS ~ PAGE); ocarriles 1 - 3 tefidas
con Nitrato de Plata; carriles 4 - 7 teilidas con Azul de
Coomassiae. 1 y 6: extracto soluble de Adultes; 2 y 5: axtracto
soluble de L-3; 3, 4 y 7: PM {94, 67, 43, 30, 20,1 y 14,4 kDa).
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concentracién de acrilamida empleada.

Teniendo ' en cuenta ¢gue a pesar de su elevado poder
regolutive, la motilidad electroforética de proteinas no
constituye un oriteric de ldentidad absoluta entre péptidos, nos
propusimos conocer la simllitud antigénica entre L-3 y Ad (ESL y
ESA). Para elle se emplearon tres métodos difarentes:; Agar
inmunodifusién pasiva, ELISA indirecto e inmunodeteccisn
(inmuncimprontas, Western blotting).

La Fig. 3,23 muestra los resultades obtenidos en el "Western
blot", cuando se enfrenté suero hiperinmune anti-extracto soluble
de L-3 + adyuvante completo de Freund obtenido en conejo con un
extracto soluble de Ad, separadc mediante electroforesis
desnaturalizante y reductora (SDS - PAGE). La inmunodeteccisdn
mostrd un elevado reconocimiento en todo el intearvalo de PMs
analizados lo que constituy6 una evidencia de la slevada
homelogia antigénica entre las L-3 y los adultos de H.gonteortus.

Esta elevada homologia también se observé mediante un ELISA
indirecto, En la Fig. 3.24, se observé la positividad del suero
hiperinmune al enfrentarse a extracto soluble de L-3, De un modo
similar, aunque con unos fondos mas bajos, se determind que el
suero hiperinmune, también fue capaz da reconocer antigenos
procedentes del extracto soluble de Adultos de H,gontortus (Fig.
3.25),

En las pruebas de doble inmunodifusién en agar (Fig, 3.26)
se enfrentaron sueras de corderocs con infestaciones
monoespecificas por H.contertus, Teladorsagia giroumcincta,
Irichostrongyius colubriformis, Nematedirus— battus, sueros de

corderos sin infestar y suero hipsrinmune anti-L-3 obtenido en

conejo con ESL y ESA de H.contortus—

La figura muestra que sélo se observaron arcos de
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Fig. 3.23. Inwunodeteccldén de extracto soluble de .Adultos de
H.contortys enfrentado a suerc hiperinmune anti-extracto soluble
de L-3 obtenido en conejo. PM : Peso molecular (94, 67, 43, 30,
20,1y 14,4 kpa). .
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Fig. 3.24, Densidades épticas obtenidas con (2,5, 5 y 10 ug/ml)
de ESL enfrentado a diluciones de suero hiperinmune de conajo
anti-ESL [S+: (1/4 =~ 1/2048) X 0,01) y como blancos, BsA 'y
diluciones de suero negativo de conejo (S-}. .
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Fig. 3.25, Densidades Spticas obtenidas con (5, 10 y 20 pg/ml) de
ESA enfrentade a diluciones de suerc hiperinmune da conejo anti-
ESL [S+1 (1/4 - 1/z2048) X 9,01) ¥ como blancos, BSA y diluciones
de suero negativo de conejo {s-). )
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3.26, Dople difusién en agar de sueros homdlogos (1),
heterélegas (2, 3, 4), negativos (5) e hiperinmune anti-L-3
obtenido en conejo (6) enfrentades a extractos solubles de
Adultos {izda) y de 1.-3 {dcha) de H,contortus.

Fig.



precipitacién con ambas fuentes antigénicas en el caso de lgg
pocillos con suerc hiperinmune anti-L3. Ademds de seflalar, en
nuestras condiciones, la baja sensibilidad de esta técnica para
el diagnéstico de la hemoncosis del ganado ovino, mostré 1a
existencia de una gran similitud antigénica entre L-3 y ad de
H.contortus. Sin embargo, hay que seflalar que las linesas de
precipitacion que aparecieron con los distintos extractos fueron
distintas. Asil se observd una Unica linea de precipitacién cuande
el suerc hiperinmune se enfrenté al extracto soluble de Adultes y
varias 1lineas de precipitacién (menos marcadas), cuando
reacciond con el extracto soluble de L-3 de H.contortus;
demostrindose, por tanto, dque también existian variacionas
antigénicas entre los dos . extractos empleados por nosotros.

3.5.1. Dindmica del reccnocimiento de antigenos a lo largo de las
infestaciones '

Tras 1la observacitén de 1los titulos séricos y fecales
obtenides con los extractos solubles (ESL) y (ESA) nos planteamos
conocer las fracciones broteicas de dichos extractos gue eran
reconocidas por los sueros de los corderos. - Para ello se
realizaron {inmunodetecciones seriadas a 1lo large de las
infestaciones y reinfestaciones.

3.5.1,a. Raconocimiento de antigencs procedentes de ESYL

En la Fig. 3.27 se muestran los patrones de reconocimiento
tras la infestacitn de los corderos de 4 - 4,5 meses de edad, Las
tiras n® 1 y no 2 corresponden al patrén de reconocimiente por
los sueros (mezclas séricas) de los Grupos A ¥y B respectivamente,
antes de la infestacién. En la tira n2 3 hemos utilizado suerc de
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94
67}

43

o]

20,1 8

Fig. 3.27. Inmunodetecciones seriadas de extractos solubles de L-
3 de H.contortus enfrentados a mezclas séricas de corderos
infestados con 2500 L~3 y mezclas sé&ricas de les corderos
testigos. 1: muestra preinfestacién Grupo A} 2! muestra
preinfestacién Grupo B} 3: perjodo prepatente del Grupo A (38 dias
p.i.); 4: periodo patente del Grupo A (32 dfas p.i.,); 5: Grupo B
testigo (32 dfas p.1.}; 6 ¥y 7! mezclas séricas de ambos Grupos (A
y B respectivamente) tras el tratamiente antihelmintico. PM =
marcadores de peso molecular (kDa).
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la prepatencia de la primoinfestacién del Grupo A (8 dias.p.i,).
la tira ne 4 muestra la patencia de la primeinfestacién del
Grupo A (32 dias.p.i.). La tira n? 5 es la inmunedeteccién con
suere del Grupo B (sin infestar}. Las tiras n® 6 y 7 corresponden
al tratamiento antihelmintico de ambos grupos (ga. 50 dlas p.i.).

En todas las inmunodetecclones se observd un patrén similar
desde 39 - 40 kDa hasta mds da 94 kDa, destacande las bandas de
87, 74, 67, 63, 86, 50, 43 y 42 - 39 kDa. Probablementa estas
bandas, qua corresponden a reglones de PM con actmuloes da
proteinas {ver testigo de transferencia) fueron debidas a las
caracteristicas de la membrana empleada.

En la tira n® 1 {Grupo A,antes de la infestacién) no se
ockgervé ninguna banda de PM interior a 39 kDa. 8in embargo, en la
tira ne 3 (prepatencia) aparecié una banda da 26-25 kDa y, nés
ligeramente, una de 23 kDa. Lag tiras n2 4 y ne & fueron
similares a la anterior.

En la tira n# 2 (el Grupoc B, sin infestar} existid una banda
de 31 kDa gue =e mantuvo con el tiempo aungue fue perdiendo
intensidad gradualmente.

En la Fig. 3.28 se muestra el patrén de reconocimiento tras
la dosis de prueba con 5000 L-3 (reinfestacién del Grupo A y
primoinfestacién del Grupo B). Las tiras n®? 8 y 8' se incubaron
con los suerocs de la prepatencia inicial de los Grupos A y B (9
dias p.l.). Las tiras n¢ 9 y &', qoi:responden al final de la
prapa{taneia de A y B (16 dias p.i.). Las tiras n® 10 y 210',
pertenecen a la patencia (37 dias p.i.). ‘

En las tiras del Grups A {n® 8, 8 y 10) se observd el mismo
patrén de reconocimiente; la regién de PM >31 kba se mantuve oon
igual reactividad, Las dos bandas de 26-25 y 23 kba, Yya
observadas, se mantuvieron, mientras que aparecié otra banda de
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Fig. 3.28, Inmunodetecciones seriadas de extractos solubles de L-
3 de H,contortug enfrentades a mezclas séricas de corderos
infeatados con 2800 L-3 del nematodo y reinfestados con 5000 L~3.
{A) y mezclas séricas de corderos sin primoinfestar (B). 8 y 8':
periodo prepatente tempranc (9 dias p.i.); 9 y 9%': periodo
prepatente tardio (16 dias p.i.}; 10 y 10': periodo patente (37
dias p.i.). PM = marcadores de peso nolecular.




ca. 22 kDa. En las tiras del Grupo B también la parte superior
permanecié similar, mientras gque durante la prepatencia
‘comenzaron a aparecer ligeramente {carril 8'); fueron observables
al final de la prepatencia, y mis claras en el periodo patente,
péptidos con PM de 22 - 22,5 kDa, sin que existiesen patrones de
reactividad comunes en ambos grupos coh excepcién de 1a
reactividad, probablemente inespecifica, hallada en las regiones
de PM superiores.

En la Fig. 3.29 se muestra la inmunodeteccién de suerosa
individualas de la prepatencia de los primercs contactos con
H.contortug por ambos grupos; asi los carriles 1 -~ 5 se incubaron
con sueros individuales de animales primoinfestados con 2500 L-3
{Grupo A) y del 6 al 9 con los animales primoinfestados con 5000
L-3 (Grupo B). '

purante la prepatencia de las infestaciones se observd una
gran variabilidad entre los distintos corderos empleados, sin que
se asociase una mayor reactividad de los sueros a las distintas
dosis utilizadas (corderos 97, 96, 67, 66 y 52 con 2500 L-3;
corderos 92, 65, 91 y 89 con 5000 L-3). Existié, especialmente en
las regiones de PM elevado, una alta heterogeneidad. Sin embargo,
en la regisén comprendida entre 20 y 30 kbDa, la respuesta ga. 26
kxDa fue patente en los cordercs n® 52 y 67. Existleron ademids
algunos péptidos reconocidos de PM ca., 20 kDa e inferiores,
quizds correspondientes a péptidos de degradacion.

Una variabilidad comparable fue obtenida cuando se emplearon
sueros individuales de la patencla., Los individuos del Grupo A,
mostraron una clerta similitud en reglones de PM superior a 40
kDa, salvo el corderoc 52 gque raconoclé las bandas de forma poco
marcada, La rgactividad obsarvada en las mezclas séricas (ver
Fig. 3.30) dal Grupo A, de 26 - 25 kDa, parecieron ser debidas a

la contribucién de un Gnico animal (ne 52) (carril 3). Similares
" consideraciones pueden ser hechas sobre el comportamiento del



fig. 3.29. Inmunodetecolones de extractos solubles de 1-3 de
anfrentades con sueros individuales de corderos

H.contortus

durante el perlodo prepatente de la infestaciénm con 2500 L-3
{tiras 1 - 5, Grupo A, 11 dias p.i.) v la reinfestacién con 5000
L~3 (tiras 6 - 9, Grupe B, 12 dias p.i.). PM = marcadores de peso

molecular {kba).
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Flg. 3.30. Inmunodeteccicnes de extractos solubles de L-3 de
H.contortus enfrentados con sueros individuales de la patencia de
la ipfestacién con 2500 L-3 (tiras 1 - 5, Grupo A, 32 dias p.i.)
¥ la dosis de prueba con 5000 L-3 (tiras 6 - 9, Grupo B, 37 dias
p.1,). PM = marcadoras de peso molecular (kba).



Grupo B, aparte de la ya mencionada similitud en regiones de
elevado PM. La inmunorreactividad notable de lag mezclas séricas
de 22 y 22,5 kDa sdlo pertenecieron a un cordero (n2 91, carril
8), lo que indicaba que dichos anticuerpes no podian ser
empleados como marcadores de infestacién por H.contortus,

3.5.1.b. Reconocimiento de antigenos procedentes de ESA

Cuando de forma andloga a las ESL se enfrentaron
electrotransferidos de ESA a mezclas séricas de los corderos
durante la Infestacidn con 2500 L-3 de H.coptortus se cbtuvieron
los resultados de la Fig. 3.31.

Cbservamos en las tiras n? 1 y n? 2, las bandas reconocidas
por lom sueros de los Grupos A y B respectivamenta, antes de la
infastaoién. El carrll n® 3 corresponde a la prepatencia de la
primoinfestacidén del Grupo A (4~-4,5 meses de edad). La tira ne 4
corresponde a la patencla de la primeinfestacitn del Grupo A, La
tira nf 5 muestra el patrén del Grupo B sin infestar (testigo).
Las tiras n? 6 y n2? 7 corresponden a las incubaciones con sueros
obtenidos de los dos grupos de corderos en el momento del
tratamiento antihelmintico.

Todas las mezclas -séricas reconocieron handas proteicas de
PM » 69 kDa. El grupo de corderos infestados reconocian una banda
de ga. 60 kDa antes de la infestacién, qgue se mostrd més marcada
en la prepatencia (carril 3} vy patencla (carril 4},
desapareciendo tras el tratamiente (n2. 6)}. Alrededor de 50 -~ 4%
kDa, existieron bandas que permanecieron a lo largo de toda la
primoinfestacién, También se observaron dos bandas de 38 y 36
kDba. MAs interesante resultd ser la regidn con PM entre 30 y 20
kDa. Tras 1la infestacién de 1los ‘corderos aparecié en la
prepatencia una fuerte inmunorreactividad en 26 -~ 27 XDa (carril



Fig, 3.31. Inmunodetecciones seriadas de extractos solubles de
Adultos de H.contortus enfrentados a mezclas séricas de corderos
infestados con 2500 L-3 del nematodo Yy mezclas séricas de los
corderos testigos. 1: muestra preinfestacién Grupo A; 2: muestra
preinfestacién Grupo B; 3: pericdo prepatente del Grupo A (8 dias
p.i.}; 41 perlodo patente del Grupe A (32 dias p.1.}; 5: Grupo B
testigo (32 dlas p,1.); 6 y 7: mezclas séricas de ambos Grupos (A
Y B respectivamente) tras el tratamientoc antihelmintico. PM :
marcadores de pesc molecular (kDa),
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3), permaneciends en la patencia (carril 4). La nuestra
correspondiente a la patencia de la infestacidn mostrd ademés una
clara inmunodeteccién entre 24 - 25 kDa asi come una mayor
reactividad de las bandas entre 50 y 37 kDa, especialmente una
banda de PM aproximado 44 - 45 kDa.

Las mezclas séricas de los corderos del Grupo B (carriles 2,
5 y 7) no incrementaron, en ningin momento su patrén. Los
animales raeconccleron antes de la infestacidn una ragién de PM
ca. 36 - 38 kDa gque fue desapareciendo gradualmente a lo largo
del periodo experimental,

Después del tratamiento antihelmintico se procedis a 1la
reinfestacién y primoinfestacién de 1los Grupos A y B
respectivamente, con 5000 L-3. En la Fig. 3.32 se muestran las
pandas reconoccidas por los sueros en la prepatencia inicial
{tiras n¢ 8 y 8'}, final de prepatencia (tiras n2 9 y 9') y
patencia (tiras n® 10 y 10!').

En la reinfestacién del Grupe A (tiras B, 9 y 10) el patrén
de reconocimiente fue muy similar, Fueron especialmente notables
algunas proteinas de PH > 94 kDa, de 86, 77, 65, 52-48, entre 44
y 35 y, finalmente, el doblete de 27-26 y 25-24 KDa.

En la primoinfestacidén del Grupo B (tiras 8", 9! y 10'}),
ademés del reconocimiento de antigencs de PM > 35 KDa (65, 54,
48, 44, 41, 39, 37 kDa} los suercs exhibieron, de forma similar a
los suercs del Grupe A (infestados + reinfestados), una gran
reactividad en la reglén de PM comprendidos entre 27-23 kbha que
aparecié durante el inicio de la prepatencia (tira n2 8'), se
increment®d y dio un triplete claro al final de la prepatencia
(tira n® 9') de PM estimades en 27-26, 25-24 y 23 kba,
Finalmente, ya en la patencia (tira n? 10'), mostraron una mayor
reactividad general gue los corderos del Grupo A en la misma
situacién.



Fig. 3.32, Inmunodetecciones seriadas de extractos solubles de
Adultos de H.contortus enfrentados a mezclas séricas de cordercs
infestados con 2500 L-3 del nematodo y reinfestados con 5000 L-3
(A) y mezclas séricas de corderos sin primcinfestar (B). 8 y 8':
periode prepatente temprano (9 dias p.i,); 9 y 9': periodo
prepatente tardfo (16 dias p.i.); 10 y 10': periodo patente (37
dfas p.i.). PM = marcadores de peso molecular (kDa}.
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vya que todos los experimentos anteriores habian sido
realizados con mezclas de sueros, teniendo en cuenta los
resultados obtenidos cuando sa empleé como antligeno extracto
soluble de L-3 (ESL), se exploré la posible variabilidad
individual en el reconocimiente, tanto durante la prepatencia,
como durante la patencia de las infestaciones de ambos Grupos (A
y B) tras su primer contacto con H.contortus. '

Loa resultados obtenidos durante la prepatencia y patencia
se muestran en las Figs. 23.33 y 3.34. Los carriles ng 1 - 5,
corresponden a los cordercs # 97, 96, 67, 66 y 52 (Grupo A,
infestados con 2500 L-3) y los carriles n2 6 - 9, corresponden a
les patrones da inmunodeteccidn de los corderos # 92, 65, 91 y 89
{Grupo B, sometidos a la dosis de prueba con 5000 L-3),

Los modelos de inmunodeteccién fueron muy variables entre
los distintos corderos, con independencia de la dosis infestante
empleada en cada caso. Asi, mientras algunos corderos mostraron
patrones de reconocimiento complejos (# 52, 91), la respuesta de
otros animales -a excepcién de la mds que probable reaccién
inespecifica en PM > 63 kba- fue relativamente escasa (# 89, 67,
66, entre otros). En puestras condiciones no se observé ningtin
antigeno en la reglén comprendida entre 20 y 30 kDa con las
mezclas séricas que fuese reconocida por todos 1los cordercs;
mientras los corderos # 52, 92 y 91 aparentemente reconocieron un
doblete de PM similar -al sefialadoe en las mazclas séricas, los .
animales # 96, 89, 65, no mestraron m4s gue una reaccién muy

débil en dicha regién.

Los patrones de inmunodeteccién obtenidos durante la
pé.tencia de la infestaclén con 2500 (Grupe A) y 5000 L-3 (Grupo
B) se muestran en la Fig. 3,34,

Las tiras n® 1 al & se incubaron con los sueros
pertenecientes al Grupo & (la tira nt¢ 1; animal n® 96, la tira ne
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Fig. 3,33. Ihnmunodetecciones de extractos solubles de Adultos da

Qrtus enfrentades coh sueros individuales de corderos
durante el periodo prepatente de la infestacién con 2500 L-3
(tiras 1 - 5, Grupo A, 11 dias p.i.) y la reinfestacién con 5000

L-3 (tiras 6 - 9, Grupo B, 12 dfas p.i.}. PM = marcadores de peso
molecular (kDa),



Fig. 23.34. Inmunodetecciones de extractos solubles de Adultos de
H.contortus enfrentados con sueros individuales de la patencia de
"la infestacién con 2500 L-3 (tiras 1 - 5, Grupo A, 32 dias p.li.)
y la dosis de prueba con 5000 L-3 (tiras & -~ 9, Grupo B, 37 dias
p.i.). PM = marcadores de peso molecular (kDa).




2 era del n? 67, la n? 3} era del n? 52, la n? 4 era del ne 66, la
n® 5 era del ne 97). El andlisis individual con los suercs de
los corderos mostré la existencia de grandes variaciones
individuales entre 1los patrones de inmunorreconccimiento, de
forma similar a lo hallado en la prepatencia de la infestacisn.

Asf, en la tira ne 1 se observaron algunas bandas mL;y
marcadas (89, 74, 50, 48, 38 y 36 kba) simllares a 1las que
aparecen en los otros animales. Los otros ocuatro animales del
grupe mostraron un bandeo similar. Destacd una banda de 65 kba
en la tira n? 2; en la tira ne2 4 aparecia un bandeado my marcade
desde 50 a 33-32 kDa y en la tira ne2 5, una fuerte reactividad

desde 43 - 36 kbDa.

Se observé que la banda de 25-24 kDa estuvo presente en
todos los animales; la de 27-26 XDa también, aungue en la no 3,
menos marcada; en cuanto a la reactividad de 23 kDa abarecié en
la n2 5 principalmente, aunque también se aprecid en las tiras ne
1, 2 ¥ 4 no mostridndose an la tira n2 1.

Las. tiras del n¢ 6 al n? 9 se enfrentaron a los sueros
pertenecientes a) Grupe B (la tira n® 6 se incubd con ‘suero del
animal n% 92, la tira n® 7 era del n® 65, la tira n® 8 era del n®
21 y la tira n% 9 era del animal n® 89). También mostraron clerta
heterogeneidad, aunque se observaron bandas muy conservadas en
todas las tiras (desde 50 a 35, 33 y 30 kDa}. En la tira n® 9
aparecid una banda muy marcada de PM > 94 kDa, Cabe destacar que
los 4 sueros reconocieron la banda de 25-24 kDa; que en las tiras
ne 6, 7 y 8 aparecié marcada la de 23 kDa; y gue los cuatro
sueros detectaron la de 27-26 kbDa, aunque en la tira nt 8 se
observé muy poce marcada. El suero del animal n® 91 reconocid
dos bandas inferiores a 23 kDa que no aparecieron con los dsmés
suerocs,

Hay que destacar la presencia de este triplete y de forma
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mas notable las bandas de 27-26 y 25-24, que fueron mas
constantes. Una de ellas, de 25-24 kDa, fue especificamente
reconccida  por todos los suereos de leos corderos, con
independencia de la edad y de la dosis infestante utilizada.
pdemds de esta regién comin, fueron también caracteristicas las
proteinas reconocidas en la regién de 38-35 kDa presentes en
todos los modelos de inmunorreconocimiento.

3.5.2. Identificacién de antigenos relevantes para el
diagnéatico :

A fin de comprobar, dade el tratamiento desnaturalizante y
reductor (SDS y mercaptcetanol) de las muestras antigénicas
procesadas en las alectroforesis, sl los antlgenos parasitarios
raconocidos en los ensayos mediante ELISA eran similares a los
reconocidos mediante "Western blotting" se procedis a realizar
una inmunocadseorcién en fase sélida (placa de microtitulacién).
Tras el tapizado de las placas con Ag de Ad de H.contortus (ESA)
en condlciones similarea a las empleadas en los ELISA, se
incubaron con una mazcla sérica de animales infestados (57 dias
p.i.), Los anticuerpos f£ijades a los Ags de la placa fueron
eluidos mediante un tratamiente con Tris-glicina y enfrentados a
un alectrotransferido de Ad de H.contortus tras SDS5 - PAGE. Los
inmunocompla jos fueron detectados mediante "Western blotting".

En la Fig. 3,35 se wuestran los resultados obtenidos.
Mientras gque cuanda se enfrenté una mezcla sérica de sueros
positives (patencia de la infestacién con 5000 L-3} (carril 1) se
obtuvo un patrén de reconocimiento muy amplio, comparable a les
obtenidos an ensayos anteriores, la lnoubacién previa de los
suarocs con Ag de H.contortus y posterior inmunodetececidn (carril
2) sélo permitié cbservar ligeras reactividades con proteinas de
PM comprendidas entre 30 ¥ &3 kDa y una fuerte reactividad en un
dobleta de PM estimade en 25-27 kDa, correspendiente a las
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Fig. 2.35. Inmunodetaccién de extracto soluble de Adultos da

enfrentado a 1: mezcla de sueros de animales
infestados con H.contortus; 2: anticuerpos eluidos, previamente
inmunoadsorbides a fase s&lida; 3: segundo pice de anticusrpos
elufdos. PM = marcadores de peso molecular (kDa).
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mayores reactividades en la tira n® 1, con sueros sin adsorber,
1o gque constituyé una evidencia de gque dichos Aags eran
reconocidos tanto en los ELISA come en los "Western blots'.

ILa tira nt 3 se incubd con el resto de los anticuerpos gue
en la primera extracelén no se habian separadc de los antigenos
gue tapizaban la placa de microtitulacién (pico 2}, ¥y no se
aprecié un bandeado clare, lo que significd gque la mayoria de
los anticuerpos habian sido separadeos en la primera extraccién
correspondiente a la tira n@ 2,

3.5.3., Antigenicidad ocruzada entre H.contortus y otros
Trichestrongyloidea

1,5.3.a. Infestaciones de corderos con otros Trichostrongyloldea

A pesar de quea el método desarrollado por hosotros era
adecuado para realizar un diagnéstico de las infestaciones ovinas
(corderos y ovajas) por H.contortus, particularmente si se
evaluasen los titulos de anticuerpos frente a los antigenos
comprendides entre 20 y 30 kDa (yide supra), la regla, en
condicliones naturales, son las infestaciones mixtas, implicando
varios génaros de Trichostrongyloidea, Teniende en cuenta esta
circunstancia y las disponibilidades se realizd un estudic
preliminar de la posible antigenicidad cruzada entre L-3 y Ad de
H.contortus y Teladorsagia circumcineta, Irichostrongviug
colubriformis y Mematodirus hattus, mediante ELYSK, asI Como una
exploracién de los hgs comunes antre estos nematodos ("Western
blotting™ e inmunoadsorcién}. .

Para ello se llevaron a cabo dos infestaciones
monoespecificas de corderos, cuyos resultados de los andlisis
soprol6gicos se muestran en las Tablas 3.VIII vy 3.IX.
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H.c. N.b. T.c. Ta.c. |
D.p.i. nf 70 ne 77 nt &9 ne 80
16 - 15 100 -
17 - 50 250 -
20 1050 15 500 -
28 7000 - 1550 45
30 2750 - 300 -
51 3600 15 300 30
59 ‘ 750 15 4300 30
60 2700 - 1450 15
61 1825 25 100 -
72 1350 9,4 75 -

Tabla 3.VIIT. Eliminacién fecal da hueves (HPG) del 1ler lote
experimental de donadores da Robattug,

Y Ie.cirxoumcincta. D.p.i, =~ dias post
infestacitn,



. H.c. T.C. N.b. Ta.c.

D.p.1. 0 B ‘c G
<18 600 100 50 50
19 6500 50 45 200
20 8800 250 100 400
25 24000 500 45 850
27 26500 500 45 1100
32 39800 450 10 250
56 6650 50 15 450
84 225 100 15 150

Tabla 3.IX. Eliminacién fecal de huevos (HPG) del 2% lote

experimental de donadores de H,gontoxtus, N 8,
y Te.circumeingta. D.p.i. = dias post ifféstaciom.
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"3,5.3.,a.1., Especificidad del método ELISA indirecto (IgG anti-
H.contortus)

Se emplearon sueros de la patencia de las infestaciones con
las Trichostrongyloidea. La Tabla 3.X muestra los resultados
obtenidos cuando se representaron las D.0. halladas con los
suercs procedentes de infestaciones monocespecificas, al utilizar
como fuente antigénica ESL de H.gontortus, respecto a los
corderos infestados con H.contortus.

La similitud de valores de D.C. no permitié una adecuada
diferenciacién entre las infestaciones por H.contortus y las
restantes tricostrongilidosis, per lo que se estudié el efecto de
las diluciones séricas y los alargamientos de los periodos de
inecubacién (30 vy 90!},

El afecto de la dilucién sérica (1/50, 1/100 y 1/200) sobre
la esgpecificidad del ELISA indirecto con ESL, aungue permitis
separar las infestaciones con Tg,glircumeincta y N.battus, no fue
suficienta para discriminar entre 1las infestaciones por
H.contertus y T.colubriformis. En este sentide, adem#és, resultd
sorprendente ¢gue los corderos infestados con T.colubriformig
reconocieran de forma mas adecuada los ESL de H,contortus que los
propios susros procedentes de infestaclones con este helminto.
Asi, mientras los corderos con H.contortus mostraron una D.Q. de

1,27, los sueros heterSlogos de T,golubriformis produjeren 1,34.

Ya gue los ESL incluso llegaronh a determinar D.O. superiores
con sueros heterélogos, se investigé el efecto del alargamiento
de los periodos de incubacién con ESA y tres diluciones séricas
(1/56, 1/100 y 1/200)}. Los resultados obtenidos se muestran en
las Fig. 23.36, 3.37 y 3.38, respectivamente. Como en le caso
precedente, las cinéticas de los sueros heterdlogeos sbélo
permitieron una adequada discriminacién con N,hattus vy
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30! g0t

1:50 1:100 1:200 1:50 1:100 1:200

H.c. | 0,478 0,411 0,320 | 2,272 1,095 0,877
Pe.c.| 0,348 0,257 0,173 | 0,927 0,684 0,401
T.c. | 0,504 0,455 0,396 | 1,341 1,211 1,054

N.b. | 0,359 0,268 0,183 | 0,950 0,713 0,488

Takla 3.%. Densidades &pticas (D.0.) a 405 nm de los ELISA con
EST, de H.ceontortus y sueres homdlogos (H.g.) ¥y heterdlogos
(Ta.c.; T.c. ¥ N.b) de la patencia de las infestaciones con
Tr-ichostrongyloidea (T.i.= 30 ¥ 90 min. )
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Fig. 3.36. Efecto del alargamlento de 1la incubacidn en 1la
especificidad del ELISA al utilizar extracto socluble de Adultos

de H.contortus con suares diluides (1/50) procedentes de
infestaciones moncespecificas con H.contortus, Te.clroumcincta,

Mo.battus y T,colubriformis.



153

10 p

0.8 -

.74

Absorbancia 405 nm

0.5k

o4t

LAY

L r| 1 1 L
30 680 90 120 150
Tiermpo  min,

=™ H.a,
A Toa,
o Te.q.
® Nb,
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Fig. 3.38, Efecto del alargamiente de la incubacién en la
especificidad del ELISA al utilizar extracto soluble de Adultos
de H.contortus con suerocas dilufdes (1/200) procedentes de
infestaciones monoespecificas con H.gontortus,

N.battus ¥ T,colubriformis.
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Te.cirgumcingta pero no con T.celubriformis, ni siquiera al cabo
de 150 min. Tenlendo en cuenta estos resultados se procedld a
realizar un andlisis de los Ags de H.contortus reconocidos por
los sueros de los corderos infestados con otros
Prichostrongyloidea.

3.5.3.a.2. Pruebas de reactividad cruzada

1.5.3.a.2.1. Pruebas de antigenicidad cruzada con ESL

Pese a la falta de bandas reconocidas especificamente por
todos los sueros de los animales infestados con H.contortus
decidimos estudiar los posibles antigencs de ESL inmunodetectados
gque pudieran aparecer en el patrén de reconoccimiento cuando se
utilizaron sueros de animales infestados con otras especles de
Trichostrongyloidea. Asi en la Fig. 3.39 se representan les
patrones de inmunodeteccisén de sueros homSlegos- y heterdlogos
obtenidos en la prepatencia y patencia. El ESL (fraccionado
medianta SDS - PAGE se enfrentd a sueros de corderos infestados
moncespecificamente con H.contortus, Te.clrcumcincta, N.battus y
T.colubriformig. Se muestra ademés el testigo de transferencia y
los marcadores de PM transferidos y tefiidos con Negro Amido.

Las muestras correspondisntes a 1la prepatencia fueron
obtenidas al cabo de 1 semana p.i. La edad de los corderos (3,5
meses H.c.} 4 meses T.c.; 2,5 meses N.b, ¥y Te.c.) exclulan
razonahlemente la presencia de anticuerpos calostrales dada la
vida media de estos Ac.

En la prepatencia de la infestacién con l_-l_._qgn_m:,tgﬁ se
reconocian principalmente dos bandas (50 y 36 kba) (ver Tabla
3.X1). En la patencla existié un patrén de bandeo mds complejo
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PM
kDa
94
67

43

20

2011

Prepatencia Patencia

Fig., 3.a9, Inmunodetecciones de axtractos golubles de L~3 de
co nfrentados con sueras individuales de corderos con
infestacicnes mencespecificas durante la prepatencia y patencia,
1 y 1'; infestacién con H.contortus; 2 y 2': infestaci6n con
3 ¥y 3': infestacidn con y 44':

Te,circumecincta; N.battus; 4
L.colybriformis, oM = marcadores de peso molecular {kDa) .
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PREPATENCIA (ESL)

PM (kDa) H.c. | Te.Cc. | N.b. | T.C.

87 . +
54 +
50 + *

43
40 +
36 + +
32
30
27
25 +

FE+rFt++

* Muy marcada

Tabla 3.%I. Reactividad homéloga y heterdloga frente a extracto
soluble de L-3 de H.contortus, durante la prepatencia (Fig.3.39).
PM= Peso molecular (kba), + = banda notable., * = banda muy
reactiva.



PATENCIA (ESL)

H.c. Te.c. N.h. T.C.
A H A M A M A M
50%
47
43 43 43 43
40 40 40 40
36 kY 36 36
32 32 32 32
31 31 31
30 30 30 30%
28
27* 27%
25 25
23
22

*: muy marcada

A: aparece

M: se mantiene

Tabla 3.XIT. Reactividad ho

scluble de L-3 de
FM = Peso molecular (kba).

méloga y heterédloga frente a extracto
durante la patencia (Fig. 3.39),
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(var Tabla 3.XIY) con un fuerte reconocimiento de 50 kDa, asi
como entre 30 y 43 kDa (43, 40, 38, 32, 31 y 30 kDha) y uno de 28
kba,

En la prepatencia de la infestacidn con Ta.circumcincta se
reconocian bandas de 67, 54 ¥y, enh menor medida, 25 kba. En la
patencia aparecian mis reactividades hasta 54 kDa {(similares a
las de la prepatencia) y otras como 43, 40, 36, 32, 31, 30, 27,
25, 23 y 22 kDa, siendo mas notable la de 27 kbDa.

En la prepatencia de 1la infestacién por HN.battus la
reactividad fue muy escasa {ga. 36 kDa). ¥Ya en la patencia se
observaron mis inmunorreconocimientos (ver Tabla 3.XII).

Eh la prepatencia de la infestacién por T.colubriformis el
bandeo fue m&s heterogéneo (50, 43, 40, 3§, 32, 30 y 27 kba). En
la patencia ne apareclieron bandas nuevas, pero las gque habia
ganarcn Lintensidad, sobre todo las de 30 y 27 kba. sin embargo,
no se detectaron bandas de PM inferior, lo gque serviria para
diferenciarle de las infestaclones por H.oontortus. El patrén de

raconocimiento con suerc de la patencia de [N.battus tampoco
presentaba aestas bandas infericres, aungue el suero de
_Te.clrcumcingta reconocid una proteina de PM ca. 26 kDa, en la

patencia, al igual que H,coptortus.

Segin se cbserv6 existid un notable grado de antigenicidad
cruzada, visible tantoc en 1la prepatencia como en la patencia
especialmente en la regién de PM comprendida entre 43 y 30 kDa,
en la gque todos los sueros ({homélego ¥ heter&logos) reconocieron
el mismo perfil antigénico. Resultd ademds notable observar que
algunos Ags de H.contortus larvarios (L-3) (ESL) fueron
reconoccidos mds intensamente -por los sueros heterdlegos que por

los homélogos.

Se procedié a realizar un andlisis de antigenos larvarios de
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. tus y su ulterior reconocimiento homéloge y heterdlogo
mediante electroforesis en dos dimensiones y "Western bloting®,
La primera dimensién separd a las proteinas de los extractos
solubles de ESL y ESA mediante su carga eléctrica y la segunda
dimensién por su PM.

Asl en las Figs, 23.40 = 3.42 observamos las distintas
inmunodetecciones con los sueros de los animales Infestados con
Te.clircumcincta, T.golubriformis y con M.battus, respectivamente,

Hallamos una gran similitud de proteinas reconocidas, cuyos PM se
representan en la Tabla. 3.XIII.

En la Fig. 3.43 se muestra un Western blot representativo al
incubar una mezcla sérica de animales infestados con H.contortus,
en la patencia. Se observé en la parte superior una elevada
reactividad cerca del origen de migracidén ({(cétodo), debido a sy
escaso carfcter electronegativo. Es de destacar gue aparecid una
clara inmunorreactividad en reglones fuertemente
electronegativas y con un PM estimado en ga. 27 kDa.

En las Figs, 3.40, 23,41 y 3,42 se muestran las
inmunodetecciones con los - sueros heterédlogos probados, Fue
notable, en todos los casos, la fuerte inmunorreaccidn de
proteinas poco electronegativas, PM > 94 kDa. El modelo hallado
con H,battus fue el menos marcade. Por el contraric el mas
similar al obtenide con H.gontortus correspondis a
L.eolubriformis, con un pédptido de aproximadamente 27 -~ 30 kDa de
motilidad electroforética, similar a la proteina antes indicada
para H.contortus., Esta proteina también fue visible cuando se
emples una mezcla de sueros heterélogos (no mostrado) similar a
la obtenida para olub 3 aungue <¢oh mwmayor
reconocimiento en PM elevados. ’
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Fig. 3.40.
Fig. 3.41.
Flg. 3.42,

Figs. 3.40 - 3.42. Inmuncdeteccién en dos dimensicnes (2DE)} de

extracto soluble de L-3 de H.contoxrtus enfrantado a sueros de la
patencia de una infestacisn monoespecifica con:

3.404_gg*§ésggggégg§g. PM= Peso molecular (kDa}.
+: anodo; -:cdtoedo.

3,414_2‘ggigh£égggggg. PHM= Peso molecular (kDa}.
3.42. N.battus. PM= Peso molecular {kDa).
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RECONOCIMIENTO BIDIMENSIONAL (ESL)

H.c. Te.c. H.b. T.c.
294 + + +
74—68 + + +
63-61 + + +
58-54 + + +
50-47 + + +
43-40 + + +

- e 3: + +
- 36=35 + -
30~27 - - +

Tabla 3.XIII. Inmunodeteccionea bidimensionales de extracto
socluble de 1L-3 de H,contortus cuando se enfrentd con sueros
procedentes de animales con infastaciones patentes,
moncaspecificas de H.contortus,

¥ N.battus. PM = Pesc molecular (kDa}, + = presentae, - = ausente.

Fig, 3,43, Inmunodetecci6n en dos dimensiones (2DE) de extracto
soluble de L-3 de H.contoptus enfrentade a sueros de animales
infestados con H.contortus. PM: Peso molacular {kDa}.

+: 8nodo; ~: citodo.
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3.5.3.4.2.2. Pruebas de antigenicidad cruzada con ESA

A pesar de gque sl bandeo de reconocimiento de los suercs de
los animales infestados con H.gontoxtug fue muy amplio,
existieron bandas cuycs PM oscilaron -entre 30 y 20 kDa gque no
aparecian antes de la infestacién y gque, por tanto, podrian sex
conslderadas como marcadores de la hemoncosis ovina.

siguiendo una metodologia similar a la empleada con ESL, se
emplearon sueros homélogos y heterdflogos ' frente a un
electrotransferido de ESA de H.gontoxtus fraccionado mediante 5DS
- PAGE (12,5 %). Los sueros—prcmaden‘cea de infestaciones
monoespecificas en oorderos por H.copntortus, N.hattus,
_T.golubriformis Y T_e_,_gj_;__mgingm fueron obtenidos durante los

periodos prepatente ¥y patente de las infestaciones. Como
indicamos anteriormente, no era esperable la presencia de
anticuerpos calestrales en animales de esta edad. Los patrones de
inmunodeteceién obtenideos se muestran en la Fig. 3.44.

Durante la prepatencia de las infestaciones (Tabla 3, XIV)
existié un escaso reconocimiento de ;ﬁ:oteinas de H.contortus Ad
(ESA) por los sueros heterélogos, observéndose, en especial una
reactividad comin ga. 38 kDa y 73 kDa. El patrén de H.coptortus
fue m&s complejo, existlendo una intensa inmunodetececidn
alrededor de 25 kDa, 37 - 38 kDa y 47 kpa. El patrén mis similar
entre los suercs heterSlogos, correspondid a T.colubriformis
aungue Tg,clrcumeinota mostré una mayor reactividad en ga. 25 kDa.
y N.battus, en 38 kDa.

En las patencias, la tira correspondiente a la incubacidn
con suere homdlego aparecid nuevamente con un patrén de
reconocimiento mis complejo, que por otra parte se agsemejs al que
encontramos en los animales infestados con H.contortus en los
estudios anteriores (bandas de 27, 23 y néds Intensa la de 25 kba,



164

PM
kDa

24
67

30 HED L % '

e

Prepatencia Patancia

FPig, 3.44. Inmunodetecciones (SDS-PAGE) de extracteos solubles de
Adulto de H.contertus enfrentados con sueros individuales de
corderos con infestaciones moncespecificas durante la prepatencia

y patencia. 1 y 1!': infestacidén con mt%;gg_, 2y 2%
infestacidédn con Te.circumeincta; 3 y 3': nfestacidén con

; 4 y 4'' T,golubriformis. PM = marcadores de peso
molecular (kDa). -
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PREPATENCIA (ESA)

PM (kDa) H.c. | Te.c. l N.b. I T.c.

+

»94
90
73
68
61
53
47
40
38 .
37
3l
27
25 + o® + *

+H++F+ +
»*
+ +
+ +
*
+ +4t+
* *

+++
3

* Muy marcada, - Ligera

Tabla 3.XIV. Reactlvidad homSloga y heterdloga de las
inmunodetecciones de extracte soluble de Adultos de H.contortus,
cuando se enfrentd con sueros procedentes de -arimales—soon
infestaciones prepatentes, monoespecificas de H.contortus,
T,colubriformis, Te.circumcincta y i.battus, _—
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ver Fig, 3.44), La patencia de fe.circuncineta también gané
intensidad a la vez Qque se ampliem con el patrén
obtenide con el suero de H.contortus. En la patencia de H.battus
se ocbservaron las handas de 27, 25 y 23 kDa, aunque poco nitidas,
En la patencia de T.golubriformis se observd que ganaba bastante
intensidad hasta 40 kDa, a la vez gque se marcaban las de 27, 25 y
23 kDa (de forma mis intensa, la de 27 kbDa). HNo cbstante, a
pesar de la similitud hallada en la banda de 25 kba, ésta se
mostré mucho més marcada con el suero homélogo obtenideo durante
la patencia de 1la hemoncosis. En la "Tabla 3.XV sSe representan
.los PM de las bandas existentes, asl como la similitud entre las

inmunoimprontas obtenidas.

Las imnmunodetecciones realizadas por nosotros con los sueros
. homblogos y heterflogos enfrentados a ESA de H.contortus hablian
mostrado una cierta especificidad del tripleMzs y 27
xDa. Mientras T.golubriformis vreconocié 1la de 27 kDa vy
Te,cipcumcincta la de 25 kDa, H.contartus reconocid las 3. He
ohstante, la mis importante parecia ser la de ga. 25 kDa, por
‘cuanto en las inmunodetecciones serladas &sta habia sido la banda
reconocida por todos los sueros individuales. Fue notable ademis,

en nuestras inmunoimprontas, la mayor gimilitud de
T.colubriformis y H.contortus, seguida de Te.circumcincta y el

patrén menos semejante correspondié a N, battus.

Teniendo en cuenta la reactividad cruzada demostrada por
las IgG ELISA anti-Haemonchus; y el estado alterado de las
proteinas en estas electroforesis (desnaturalizacifn y reduccién
frente al estado casi nativo de las proteinas en los ELISA) se
realizaron 2 tipos de ensayos: Electroforesis en 2 dimensiones
(2DE} e inmunoadsorcién a una fase sdlida.
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PATENCIA (ESA)

H.c. Te.c.| N.b. T.C.
61 - - 61
53 53 53+ -

- - H1%* -
49 49 - -
40% 4 0% 40% 40%
38% 38 38% gk
37 37 a7 37
5 35 - -
31 - - -
27 27 27 27
25% | 25 25 25
2% 23 23 23

# Muy marcada

Tabla 3.XV. Reactividad homéloga ¥y heterdloga de las
inmunodetecciones de extracto soluble de Adultas de H.contortus,
cuando se enfrenté con sueros procedentes de animales—seon
infestacionas patentes, monoespecificas de H.contortus,
T,colubriformis, Te,gircumcincta y H.batitus. —_—
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En las Fig. 3.45 se muestra la inmunedeteccién con una
mezcla sérica procedente de infestaciones monoespecificas de
Te.circumcincta, N.batus y T.colubriformis. La similitud mds '
notable se hallé, ademds de en las reglones de PM elevados y
escasa electronegatividad, en una regién muy conservada wmis
reconocida por la mezcla heterdloga gue por el suero homdlogo de
PM ga. 50 kDa (Tabla 3.XVI). Este hecho tampién habfa sido
hallado en las inmunoimprontas unidimensionales con péptidos de
H.contortus (ESL y ESA) mas intensamente reconocidos por los
sueros heteréflogos gque por los sueros homélogos (Tabla 3.XVII).

En la Fig. 3.46 se representa la inmunodeteccidn con suero
homélogo (H.contortus), en la que se observaron proteinas de mis
de 94 kDa y escasa electronegatividad, asi como proteinas de 53,
52, 41 kDa y de forma especlalmente marcada una de 25 kDa de
electronegatividad media.

El interés diagnéstico del Ag de adultos (ESA) de
H.contortus de PM estimade en ga. 25 kDa ohservado en las
inmunodetecciones de las SDS -~ PAGE fue asi confirmade mediante
inmunodeteccicnes de las electroforesis  bidimensionales. Se
realizé, ademds, una prueba de inmunoadsorcidén en las mismas
condiciones indicadas anteriormente, sobre placas de
microtitulacién., Se utilizp una mezcla de sueros heterdlogos
(anti-Teladorsagia + anti-Trichostrongvlue + anti-Nematodirus).
Los resultados se muestran en la Fig., 3.47. En el carril 1 se
observa un Western blot zin adsorcidén, de las muestras séricas
heterélogas. En el carril 2 se muestra el Western blot realizado
mediante inmunoadsorcién, Estos resultades apuntan gque el
antigeno soluble sefialado de aproximadamente 25 kDa de ESA
constituye un buen candidato para el diagnéstico especifico de la
hemoncosis ovina, al ne ser reconocido por los sueros
heterdlogos, en nuestras condiciones.’
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TN} e

Fig. 3.45. Inmunodeteccién en dos dimensiones (2DE) de extracto
soluble de Adultos de H.contortus enfrentado a una mezcla de
sueros heterdlogos (T.colubriformis, Te.glrgumcincta y N.battus).
PM= Paso molecular (kDa). +! ancdo; —: CAtodo.

Fig. 3.46., Inmunodeteccidén en dos dimensiones (2DE)} de extracto
epiuble de Adultos de H.cgontortus anfrentado a sueros de animales

infestados con H,contortug (35 d.p.i.}. PM= Paso molecular (kDa).
+3 dnode; -t catodo.
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RECONOCIMIENTO BIDIMENSIONAL (ESA)

H.cC. Te.c.,N.b., T.c.
>94 >94
531-50 53=43
41-40 41
- 36
- 32
24-25 -

Tabla 3.XVI. Reactividad cruzada de las inmunodetecciones
bidimensionales de extracte scluble de Adultos de H.contortus,
cuando se enfrentd con una mezcla de sueros procedentes de
animales con infestaciones patentes, monoespecificas de
(T.colubriformis, Te.circumcincta N.battus cCon  sSuero en
patencia de la infestacién con H.contortus. Pesos moleculares en
kDa,

ANTIGENOS RECONOCIDOS MAS INTENSAMENTE
CON LOS SUEROS DE LAS OTRAS ESPECIES

H.u._] Te.c.| H.b. l T.¢.

53 - B3 -

- - 51 - ESA
27 - - 27%

- - 47 -

40 - 40% 40*

30 - - 30%

- - 28 - ESL
- 27% 27 27*

- 23 - -

-~ 22 - -

*: muy marcada

. Tabla 3.XVII. Pesos moleculares estimados de los antigenos da
ambos extractos de H.contortuys (ESL y ESA), m&s inmunodetectadas
con sueros heterSloges (procedentes de animales con infestaciones
patentes, monocespecificas de Y
M.pattus), que con sueros de la patencia de la Infestacién con
H.ocontortus.
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2041

14,4

Fig. 3.47. Innuncdeteccién de extracte solubla de Adultos de

enfrentado a 1t mezcla de suercs hetarédlogos

y N.battus): 2: anticuerpos da

los sueros heterédloegos eluldes, previa inmunoadsorcién a una fase
sdlida, PM = marcadores de peso molecular (kDa).
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3.6. Antigenos (ESL y ESA) de H.gontortus relacionados con la
proteccién frente a la hemoncosis

Ya que habifamos hallado una aparente proteccitn parcial
frente a las dosis de prueba con 14000 L-3, en las ovelas
primoinfestadas con 7000 L-3 a los 12 -~ 12,5 meses de edad, al
menos respecto a los periodos de prepatencia de la infestacitn y
los recuentes de HPG medios de los grupos (Grupe A'y B'), se
estudié el patrén de inmunodeteccién con ESL y ESA de
H.coptortus enfrentados a los sueros individuales da las oveljas
durante la patencia de la dosis de prueba,

En las inmuncdetecclones realizadas por nosotres con ESL, sa
observé una gran heterogeneidad individual aunque existis
homologia en reglones de PM estimado en (>94, 80, 56, 42 kDa)
existiendo animales muy reactives (nt2 97, 66, 92) y otres con
excaso reconoicimlento (p.e: 89 y 65), la mayor variabilidad
individual se observé entre 39 y 18 - 20 kDa, sin que se
apreciase, en ningdn caso, un clare patrén relacionado con la
resistencia.

cuando se astudidé de forma similar con ESA (Fig. 3.48),
ademds de confirmarse la reactividad hom6loga en reglones de PM >
43 kDa asi como la presencia de anticuerpos frente a las regiones
entre 20 y 30 kDa, relacionadas con el diagndstice, ya observadas
en corderos de 4 - 4,5 y 6 - 6,5 meses de edad, se comprobd la
gran variabilidad individual en teodos los sueros probados. EL
estudio de los patrones de Inmunodetecciédn, no obstante, no
permitid identificar antigenos marcadores de proteccién en el
Grupo A', a pesar de sus menores recuentes de HPG y alargamiento
de la prepatencia. El andlisis pormenorizado tampogdo mostrd que
los animales con menores eliminaciones reconociesen més
intensamente ninguno de los ESA en el intervalo de PM estudiadas
por nosotros.
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Fig. 3.48. Inmunodetecciones de extractos solubles de Ad de

anfrantados con suercs individuales de 1la patencia de
la dosis de prueba con 14000 L-3 (tiras 1 - 9, animales n2 52,
65, 66, 67, 89, 91, 92, 96 Y 97}, PM = marcadores de peso
molecular (94, &7, 43, 30, 20.1 ¥y 14.4 kba) .
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4. DISCUSION

4,1. Raspuasta del ganado ovino manchago a las infestaciones por
H.contortus. Resultades parasitolégicos, Depandancia de la edad
de los hospedadores,

En nuestras condiciones aexperimentales, los corderos
Manchagos de 4- 4,5 meses da adad infestados con 2500 L-3 da H,
gontortus fueron Jincapaces da desarrollar una respuesta
inmunitaria protectora contra la reinfestaciéon (dosls de prueba)
hom&lega, con 5000 L-3, administrada 2 meses mis tarde. Esta
aparente falta de respuesta en la raza manchega, al menos segiin
de desprende de los racuantos’ de HPG y las duraclones da la
prepatencia, parece seguir al modalo general encontyado en otras
razae ovinas (Merino, Blackface, Dorset, Préalpaes du Sud) (Manton
y col., 1962; Urquhart y col., 1966; Knight y Redgers, 1974;
charley-Poulain y c¢ol., 1984) y contrario de lo gue sucedia an
otras razag, en las due la madurez inmundlogica frente a
H.¢onkortus se alcanzaba a odades méds tempranas (en corderos
Romanoy y nativos de ¥Florida) (Radhakrishnan y col., 1972;
Ccourtney y col., 1985a y b ;Berezkho y col., 1987; Nellson y Van
da Walle, 1987; Zajac y col., 1990).

Estas varlaciones raciales observadas por loa distintos
autoras menclonados y conflrmadas en distintos trabajos
experimentales, involucrando diferentes razas ovinas (Altaif y
Dargie, 1978a y b; Presson, 1986; eantre otros) a inclusc
intrarraciales (Barger, 1989) han sido reconocidas desds muy
tempranamente en las investigaclones sobre la respuesta del
ganado ovino a las infestaciones por H.contertus (Whitlock ¥y
Madsen, 19%58) y han sido relacionadas con los tipes de
hemoglobina (Evans y eol., 1963; Radhakrishnan y col., 1972;
Allonby y Urgquhart, 1976 ; Luffau y col., -198la}. Investigaclones
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mas reclientes, sin embargo, han mostrade 1la relativa
independencia entre estos factores (Courtney v col,, 1985a,
1985b; Kassai y col., 1990) y apuntan a la falta de relacidn
intima entre los determinantes del tipo de hemoglobina y el/los
genes respensables de una mayor resistencia natural a las
hemoncosis (lLuffau y col., 1990}.

Estos factores genétices, especialmente la posesién de
distintos haplotipos del OLA han sido responsabilizados de la
resistencia o receptividad a alguneos vermes gastrointestinales
(bineen y Windon, 1980; Gogolin~Ewens y col., 1950; Gill, 1991;
Gil.l y col., 1591} aunque la informaclén en las hemoncosis ha
sido discutida, puesto que mientras gue ILuffau y col. (1890)
hallaren esta relaclén, Cooper ¥ <col.(1982) en merinos
australianos no obtuvieron evidenclas de dicha asociacién. Ya que
no existe informacién al respecto en el ganado ovino manchego,
hasta donde sabemos, no es posible sefialar la existencia o
ausencia de tal correlacién (OLA- receptividad a H.contortusj.

La incapacidad de los corderos Manchegos primoinfestados
para dar lugar a una respﬁesta secundaria tipica al ser
reinfestados, posiblemente esté relacicnada con la edad de los
corderos. En efecto, se ha sugerido gque, salve algunas razas
especialmente reactivas {vide supra, Romanov, Florida Hative) la
mayoria de las razas ovinas alcanzaban su madurez inmunitaria
frente a H.contortus en-algin momento entre los 6-~7 meses de edad
y el afic de vida (Urquhart y col., 1966). ‘

Este lento desarrollo de la respuesta inmunitaria eficaz
frente a las hemoncosis ha sido ampliamente referenciado (Lépez
y Urquhart, 1967; Knight y Rodgers, 1974; Duncan y col., 1978;
smith y Angus, 1980; Courtney y cel., 1985a y b) y ha sido
relacionado con la lentitud del desarrello ontogenético de los
mecanismos efectores, complejidad antigénica y escasa
inmuncgenicidad de H.contortus (Urquhart y col., 1%66) asi como



176

con la posible transferencia, desde las madres, de sustancias
inmunosupresoras (Soulsby, 1979). Sin embargo, la edad de los
corderos empleados por nosotros en las primeinfestaciones (4-4,5
meses de edad) probablemente axcluye la presencia de estos

factores inmuncosupresores.

Nuestros resultados en la ovejas de 12~12,5 meses de edad,
infestadas coﬁ 7000 L-3 y reinfestadas, dom meses mAs tardae, con
una dosis de prueba de 14000 L-3 de H.contortus mostraron una
aparente proteccién parcial, evidenciada por el alargamiento del
periodo de prepatencla medlo y recuentos medios de HPG, de las
ovejas que habian =sido sometidas a la primoinfestacidn, que
estaria en la linea de los resultados obtenidos con otras razas
ovinas estudiadas (ver Manton y col., 1962} Urquhart y col.,

1966 y yide supra).

Ya gue no se han realizado sacrificios de los animales
empleados por nosotros ‘en la experimentacién no ha sido posible
evaluar la resistencia a la reinfestacidn en términos de
implantacian larvaria en abomaso, grado de desarrollec de los
estadios parésitos, fertilidad de las hembras adultas implantadas
y se han utilizado como criterios de resistencia, la duracién del
periocdo de prepatancia y los recuentos de HPG.

Aungue ne existe una relacién lineal simple entre 1los
nGmeros de vermes en cuajar y la producclén fecal de hueves {HPG)
(Jordan y Stair, 1984) y que é&sta estd influida por factores
tales como el sgexo, alimantacién, o estado fisiolégico-
especlalmente los pericdos de paridera- (Connan, 1968;
Kloosterman y col,, 1984/1985; Gibba, 1986}, en general parece
constituir el recuento de huevos en heces una adecuada medida
indirecta del grado de parasitacién (Rubin, 1967; Luffau y col.,
198la, 1990; Kassai y col., 1990}, por lo que ambos pardmetros
estimativos (duracién de la prepatencia, eliminacién de huevos)
parecen ser una medida aproximada del grado de resistencla frente
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mantenido por Silverman y Patterson (1960); y segdn tales
pardmetros, el ganado ovino manchego de alrededor de 1 afic de
edad ya es capaz de desarrollar una respuesta inmunitarja
protectora, al menos parcialmente, frente a la hemoncosis tras
una primeinfestacién.

En . nuestros resultados globales no existié una clara
carrelacién entre las dosis infestantes empleadas en los corderos
(2500 Yersus 5000 L-3) y en las ovejas (7000 vepsus 14000 L-3).
La falta de correlacién directa en los corderos podria ser debida
a la curva de ganancia ponderal en los animales empleados (4-4,5
- frenté a 6-6,5 meses de edad) con la consiguilente dilucién
parasitaria en los hospedadores (vermes adultos} y la wmayor
deposicién fecal de los corderos de méds aedad (HPG). Una razén
similar podria ser invocada para explicar, al menos parcialmente,
los HPG hallados tras la infestacién con 7000 L-3, en las ovejas.
Sin embargo, las diferencias observadas en la reinfestacién de
las ovejas {14000 L-3}, su relativa independencia del sexo de los
individuos empleados, su dependencia de la existencia o ausencia
de dosis inmunizante (7000 L-3) ¥ la escasa ganancia ponderal
esperable entre ambas infestaciones parecen confirmar la base
inmunitaria de los menores recuentos fecales medios del Grupo A'
y el alargamiento del pefiodo de prepatencia.

obviamente, ya gue nuestra disefo experimental incluyé la
utilizacién de tratamientos antihelminticos con Tiabendazol
{corderos) y Rafoxanida (ovejas) para eliminar las infestaciones
primarias, no podemos excluir la posibilidad de una depresién
inmunoléglica debida a la quimioterapla, como ha sido sugerido en
distintos disefios experiméntales (Benitez-Usher y col., 1977;
Altaif y bDargie, 1978b; Barger, 1988; Luffau y col., 1990}. No
obstante, hemos de seflalar que, en nuestras éondicidnes, fueron
medicados ambos grupos de animales -infestados y testigos - por
lo que el efecto inmunodepresor ¢ inmunomodulador de los
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antiparasitarios debié ser comparable an todos los animales

empleados.

En los estudios sobre la resistencia del ganado ovino a
H.contortus se han empleadc una variedad de disefios
axperimentales (edades, sexos, razas, dosis infestantes, dosis
de pruesba, periocdos transcurridos entre lasz infeataciones vy
reinfestaciones} (ver p.s&. Donald y col., 1969} hdams y Beh,
1981; Charley~Poulain y col,, 1984 y Zajac y col., 1990), por lo
gue la comparacién direscta entre los resultados obtenidos as muy
dificultosa. Todas las hembras empleadas por nosotros estuvieron
prefadas durante la dosis de prueba con 14000 L-3. A pesar de que
nuestro experimento se detuvo al detectar la 1o  elevacién
peripérto en los recuentos da HPG@, en un individuo (n% 91) y que
esta elevacién no ha sido relacionada con una signilficativa
reducceitn de la inmunidad celular y humoral del ganade ovine en
otras helmintoals (Te., clroumcingta) (Jeffcoate y col.,, 1890),
la respuesta del ganade ovino a la sercalbOmina bovina ha sido
menor - de forma m&s oclara en las Ig¥ y dependiente del
adyuvante empleado - .durante la dltima parte de la prefiez
(Reynolds y &6riffin, 1990). El ndmere de ovajas ompleadas por
nosotros, el sistama estimative de la respuesta protectora vy
algunas variables (sexo, n% da dosis infestantes) excluyen, por
nuastra parte, el establecimiento de conclusicnas definitivas
pero apuntan a la aparicién de la madurez inmunitaria del ganado
mancheqo feente a H.cenbtortus a partir dal afo de vida, aungua
creemos que se trata de un extremo que deblera ser profundamentoe
investigado.

4.2, Dinémica de laa inmunoglobulinas séricas y fecales antli-
Haemonchus gontortus en el ganado ovino manchego

La informacién concerniente a 1l1la respuesta humorsal



179

(anticuerpos) sérica ¥y local -0 sus estimaciones- del ganado
_ovino a las infestaciones por H.gontortus ha sido muy confusa,
tanto en intestaciones / reinfestaciones, intentos de vacunacién
como en dependencia de los disefios experimentales y edad de los
animales empleados. En nuestros resultades no logramos
identificar, mediante ELISA, una respuesta IgM anti- Haemonchua
ni en corderos ni en ovejas, e independientemente deI_;;EEE;;B
empleadc (ESL, ESA). Hallazgos similares han side realizados por
Charley-Poulain y col. (1984) y sdlo se han detectado niveles muy
bajos de células productcras de IgM en corderos infastados con
H.gontertus ( Gill y col., 1992). A pesar del cardcter de
nanticuerpos ventana'! de aste isotipe (IgM) nosotros hemos
empleado como antigeno en los ELISA , extractos solubles de L-3 y
Adultos de H.gontortus, ¥ por elleo, probablemente, no
desencadenantes de una respuesta IgM. Alternativamente, las
dificultades inherentes a las interpfetaciones de las
valoraciones de las IgK en los ELISA podrian explicar la falta de
sensibilidad.

En general, la respuesta humoral, de corderos y ovejas
frente a los extractos solubles utillizados del helminte fue baja,
al igual gue ocurre con otras nematodosis gastrointestinales de
rumiantes (Klesius y c¢ol., 1986). No obstante, existieron
variacicnes signifiecativas en los titulos séricos y fecales de

las IgG e IgA anti-Haemonchus por lo gque serdn discutidas de
forma pormenorizada. ' :

4.2,1. Inmunoglobulinas IgG anti-Haemonchus

Los corderos manchegos de 4-4,5 meses de edad, infestados
con 2500 L-3 de _H.coptortus, mostraron un incremento de los
titulos IgG especificos, mediante ELISA, cuando se utiliz6 como
fuente antigénica un extracto soluble de adultos (ESA) de
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H.contortus, al final del periode prepatente y a lo largo de la
patencia de la infestacidn, respecto a los niveles IgG séricos
del‘qrupo testigo (Grupo B}. Dicho incremente no fue ohservado
cﬁando los sueros se enfrentaron con extracto soluble de L-3.

Al administrar la dosis de prueba de 5000 L-3, se observs,
en ambos grupos (primoinfestados y rainfestados), un aumento de
las IgG séricas anti-Haemonchus especificas con ambos extractos
antigénicos (ESL, ESA). En todos los casos, sin embargo, las
elevaciones de los titulos fueron bajas, confirmande, nuestros
resultados, la baja respuesta tras las infestaciones con

conto g, observada por Smith (1977a, 1877b) ; Duncan Y col.
{1978} en ocorderes de dos meses de edad -sin diferencias
significativas en los individuos inmunizados y los testigos-;
Smith y Angus (1980}; Charley-Poulain y col. (1981); Adams y col.
{1981} e inclusc en ganado ovino de 7 meses de edad {Charley-
Poulain y col., 1984), no hallando ninguna elevacién notable en
los niveles séricos de Ig&¢ anti-Haemonchus tras las
ﬁrimoinfestaciones. Por. el contrario, Adams y Beh (1981)
observaron elevaciones tras las primoinfestaciones, de igual modo
gque Nellsen y Van de Walle (1987), en una raza reactiva (Florida
Native), a los seis meses de edad. '

be una forma similar, cuando las ovejas de 12-12,5 meses de
edad fueron sometidas a una primoinfestacidn con 7000 L~3 de
H.contortus, existié una elevacién en los titulos Ig¢ anti-
Haemonchus (ELISA) cuando se empled extracto de Adultos {ESAa),
no visible con el ESL, durante la patencia de la infestaci6n, La
dosis de prueba (14000 L-3), produjo una elevacién transiente de
los niveles séricos de las IgG especificas, seguida de una
depresién, que pudo deberse al acomplejamiento de 1los
anticuerpos. Alternativamente podria estar relacicnade con la
transferencia de Ig6l hacia mamas ca., 2 semanas antes del parto
(Pellerin y col., 1990; Reynolds y Griffin, 1990) aunque
-Jeffcoate y col. (1990) no observaron en un hodelo similar
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(ovejas prenadas~ Te., circumcincta ) ninguna reduccién notable en
los titulos de anticuerpos hemaglutinantes. Los titulos séricos
més alevados hallados por nosotros en los individuos de mayor
edad estan de acuerdo con la mayor capacidad reactiva observada
en pruebas vacunales e infestaclones de ganado ovino de edad
superior a 6-7 mesas (Smith y Christie, 1978; duncan y col.,
1978; Christie y col., 1978; Abbott y Holmes, 1990). En ninqﬁn
caso existié evidencia de una tipica respuesta secundaria de los

animales infestados.

Se obtuvieron valores supariores de D.0O. cuando se emplearon
antigenos larvarios (ESL) al igual que ha sldo " observado
previamente (Chariay-Poulain y col., 1984; Byszewska~ Szpocinska
y Stankiewicz, 1985) encontrando niveles de anticuerpos mas
elevados cuando utilizaban antigenos de L-3 del helminto. ILas
mayores diferencias (infestades yersus testigos) fueron
obtenidas, en corderos y ovejas, con ESA, le que podria apuntar
al superior poder inmunégenc de los adultes de H.contortus, como
ha sido mantenido por Adams (1989) gquien no logrd una adecuada
inmunizacién con un seonicado completo de L-3 y si consiguié una
apreciable protaccién con una cantidad equivalente de sonicado de
adultos, y como parece sugerir el falle vacunal, con extractos
solubles de L-3 y L~4, de Smith (1877a).

No pudimos observar, en nuestras condiciones, una secuencia

de titulos IgG -anti-Haemonchus (ELISA), en funcién de los
antigenos empleados. Adends de a la, guizds, escasa antigenicidad
de las L~3 de H.contortus, podria deberse a la similitud

" antigénica entre ambos extractos (Ozerol y Silverman, 1969, 1970;
nuestros resultados) y a la falta de estrecho contacto entre los
ESL empleados en loa tapizados de las placas de mierotitulacién
(ELLS8A) por nosotros y el sistema inmunitario de los animales,
al contraric que los ESA, al establecer un contacto estrecho lecs

', Ad de H.,contortus con el torrente circulatorio de sus

hospedadores, que de hecho bha permitide una inmunizacién con
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"contortina" (Munn y col., 1987) y con antigenos parasitarios del
tubo digestivo de H, contortus ( Jasmer y McGuire, 1991).

En nuestras condiciones experimentales no se observd, en
ningtdn caso, una evidencia de memoria inmunitaria, no s&élo en
corderos (2500 + 5000 L-3) sino tampoco en las ovejas de 12-12,5
meses de edad, tras ser infestadas con 7000 L-3, sin que
pudiésemos observar en estos animales una tipica respuesta
secundaria. Hay gque sefialar que esta memoria no fue hallada
tampoco por Smith (1977b) en corderos. Alterpativamente, es
posible -y serfan necesarios wds estudlos- que el estimulo
inmunégeno suministrado a estos animales fuese insuficlente, ya
gue se ha conseguide una inmunizacidn pasiva de ovejas mediantae
transferencila linfocltaria a partlr de ovejas inmunes (Smith y
col., 1984)., No es posible, sin embargo, excluir que todos los
individuos primoinfestados con 7000 L-3, y que habian estadc en
contacto previamente con H.contortus , respondiesen adecuadamente
frente al helminto, con formaclén de inmunocomplejos circulantes
no detectados mediante nuestro ensayo (ELISA). No obstante, la
similitud de recuentos de HPG (vide supra) y la similitud de los
titulos anti~ESL y anti~ESA apuntan a una baja raspuasta y a una
falta de memoria inmunolégica de astos animales, Ademds, la
deteccisdn de.antigenoa circulantes de H,contortus en los animales
infestados ha sido infructuosa (Petit y col,, 1981).

En nuestras condlciones, la raespuesta IgG antli-Haemonchus ha
sido dosis~ y edad-dependlente, al haber obtenido los titulos mds
altos an los animales que habian recibido mayorea dosls
infestantes, con independencia del calendaric de las mismas, y en
los individuos de mayor -adad (ovejas). Resultades similares han
sido obtenidos en infestaciones con dosificacidén diaria de L-3
(smith, 1977b) o inoculacidn de antigenos de L-3 y L-4 (Swmith,
1977a) y apuntan tanto a la falta de respussta secundaria ante.
las reinfestaciones como a 1la necesidad da persistencia de
estimulo inmunégeno para el mantenimiento de los titulos séricos.
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La respuesta sérica fue ademds dependiente de la edad de los
animales, ya .que infestaciones de corderos con nfmeras mis
elevados de L-3 no determinaron titules séricos IgG mds altos,

Noe se pudo hallar ninguna relacién consistente entre los
titulos IgG séricos anti-Haemonchus ¥y el nivael de protecckiﬁn
obsarvado en las ovejas, ni considerandc los valores medios de
los grupos de animales con proteccidén parcial (Grupo A'} ni con
los valores individuales de HPG y D.0. en los ELISA. Se ha
sefialado, en algunos exXperimentos, la exigtencia de una
correlacién positiva entre los titulos séricos y la protecelén,
por algunos autores (Smith y Christie, 1978; Duncan y col., 1978;
Byszewska - Szpocinska y Stankiewlcz, 1985; Abbott y Holmes,
1990). Sin embargo, nuestros resultados parecen sugerir el papel
poco relevante de los anticuerpes Igé séricos en la protececién
del ganado ovino a las infestaciones por H.contortus. Hallazgos
similares han sido obtenidos por Adams y Beh (1981); Adams y col.
(1981); Charley- Poulain ¥y col. (19B84); Neilson y Van de Walle
(1987), sin correlacién entre los titules séricos y el nidmero de
vermes en abomaso, y mds recientemente, Luffau y col, (1990) en
un estudio multifactorial, Boisvenue y col. (1991} en pruebas
vacunhales y Gamble y Zajac (1992), con importantes diferencilaa en
los recuentos da vermas con valores de IgG anti-Haemonchus sin
diferenclas significativas.

Ya gue nosotres. no hemos determinado, por falta de
disponibilidad comercial, los titulos de IgGl e IgG2 anti-
Haemenchus, no esposible excluir completamente su ralsvancia,
puesto gue en otras nematodosis gastroi_ntestinaleé, al papel de
estos isctipos ha sideo demostrado (Pritchard y ceol., 1983 1 en
las infestaciones por Nematospiroides dubjus; Gasbarre y Canals,
1989: en las infestaciones por Qesophagostomum radiatum, p.e.).
En las hemoncosis, los dos estudios disponibles, sin embargo han
producido resultados dispares. Asi, mientras una determinacién
puntual de Gill ¥y col. (1991) de IgGl anti-Haeponchus mostrd una
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estrecha corralacién, el estudio llevado a cabo en un elevado
niimerc de ovejas por Kassal y col. (1990) ne demostrd ninguna
relacién entre sus niveles y la resistencia del ganado ovino lo
gue apunta a su caricter escasamente relevante en 1la

inmunoproteccién.
4,2,2. Inmunoglobulinas IgA anti-Haemonchus

Es dificil discutir los resultados obtenidos por nosotros en
el estudio de las IgA anti-Haemonchus, especialmente los niveles
séricos, debldo al escaso ndmero da contribuciones existentes. En
nuestros resultades, tanto en corderos come en ovejas, las
infestaciones primarias ({2500 L=-3 an corderos; 7000 L-=-3 en
ovejas) no provocaron ninguna elevacidn notable en los titulos
séricos de IgA anti-Haemonchus estimados mediante un ELISA de
tres pasos. Estos resultados confirman los obtenides por Charley-
Poulain y col.(1984) y més recientemente por Kassal y col.
(1950} . Esta falta. de elevaciones tras las Infestaciones
primarias fue la respcensable de gue no existiesen correlaciones
entre los recuentos de HPG y los titules sérlcos. Las dosis de
prueba en ambos grupos de edad (corderos: 5000 L-3; ovejas:
14000 LE~3) provocaron una elevacién transiente, similar a 1la
obtenida por Charley-Poulain y col. (1984) en ensayos de
auvtocuracién (adicién de una infestacién sobre otra presente),
mids clara en el ganade ovino mayor y empleando como antigenc ESA.
La falta de correlacién global entre loz recuentos de huevos
fecales de H.contortus y los niveles séricos de Igh especificas
parecen descartar a esta ipmunoglobulina como marcadora de
infestaciones (dlagnésticg) y/o resistancia, lo gque apoya las’
conclusiones de Kassal y col. (1990). Esta falta de elevacién de
las IgA especificas contrasta con los mayores niveles séricos de
Igh totales (especificas e inespecificas) hallados en una
determinacién puntual por smith y Christie (1578) en ensayos
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vacunales, sin que dispongamos de una adecuada explicacién para
sus resultados ya gue no observaron, sin embargo, una elevacién
de 1los titulos de IgA anti-Haemonchus especifica. El hecho ée
hallar mayores diferencias (infestados versus testigos) cuando
se empled ESA como antigeno confirmaria los resultados obtenidos
por nosotros en la respuesta de tipe Ig6 y apuntaria al ya
mencionado superior poder inmunégeno de los adultos del nematodo
{Adams, 1989). Las elevaciones observadas, tanto en los testigos
como en los infestados (corderos y ovejas), tras la dosis de
prueba parece constitulr una evidencia de la- falta de una
répuesta secundaria tipica, tras la primoinfestacién, y no ser
consecuencia m{:s gue del superior estimulo inmunégeno. Es
notable, en este sentido, seflalar que las elevaciones fueron
superiores en las ovejas. Dada la edad de los animales en los
momentos de la infestacién y la curva ponderal de los individuos
en dichas edades, era esperable gue esta elevacién fuese superior
en el ganado ovino mayer, por cuanto los individuos recibieron en
el intervalo de 2 meses una dosis infestante doble (7000, 14000
1~3), sin incrementos notables del peso corporal, al contrario
que en el caso de los corderos, con una dilucién importante del
astimule antigénico.

Finalmente, sefalar la aparente relacién inversa entre los
titulos obtenidos fremte a ambas fuentes antigénicas -no
obzervado en el caso de la respuesta IgG- y gque de confirmarse
indicarfan una estimulacién antigénica secuencial por las fases
pardsitas de H.gontortus, como ha sido sefialado en otros modelos
paridsito-hospedador (Wedrychowicz y cel., 1983},

Aparentemente el estudio de la respuesta local, en abomaso,
podria suministrar una mayor informacién scbre las infestaciones
por H.coptortus ( Gill y col., 1992). Como una estimacién
indirecta de la respuesta inmunitaria local en abomaso, dado el
coste de los animales de experimentacidén y los resultados
obtenidos en otros sistemas helminto / hospedador (Sinski ¥y
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Holmes, 1977; Wedrychowicz y col., 1983, 1984b; Maclean y col,.,
1986) se determind la respuesta fecal, mediante la determinaclén
de IgA anti-Haemenchus, dado el importante papel gue esta
inmunoglobulina desempefia en la proteccidn de las mucosas {Newby
y Bourne, 1976; Befus, 1986; Goldblum, 1990; McGhee y col., 1992;
entre otros) asi c¢omo el paralelismo observado entre las
" estimaciones de la mucosa intestinal y las heces (vide sypra} y
la resistencia de este isotipo -por su componente secretor- a 1la
digestién, '

La respuesta de los animales (corderos y ovejas) estimada
mediante la valoracién de los niveles IgA fecales anti-Haemonchus
especifices fue muy similar con ambas fuentes antlgénicas (EsL,
ESA}, <on mayores valores de D.0. en los ELISA cuando se
empleaba extracto soluble de larvas., En los dos grupos de edad el
perfll de la respuesta fue sgimilar, aungue mAs marcado en el
ganado ovino mayor, con elevacicnes ligeras tras las primeras
exposiciones a H,contortus, sin observar una respuesta secundaria
tras las dosis de prueba (Grupoc A: corderos; Grupo A': ovejasj
y, de hecho, existiendo una disminuciébn relativa tras 1la
reinfestacisén. cContrastan astos resultados con los notables
incrementos observados, tanto en IgG como en IgA, en la mucosa
gastrica de corderos sometidos a infestaciones repetidas (8mith,
1977b), pruebas de inmunizacidn de ovejas (Duncan y col., 1978;
Smith y Angus, 1980); elevaciones transientes en mucosa gdstrica
en ensayos de autocuraciones (Charley-Poulain y col., 1984).
Smith vy Christie (1978), en inmunizaciones, observaron gue
aungue las primoinfestaclones no sirvieron para incrementar 1la
produccién local de IgA especificas en la mucosa de abomaso de
ovejas infestadas con H.contortus si estimularon el sistema
inmunitaric ovino para provocar una drdmatica elevacién tanto de
las Ig& como de las IgA inespecificas del mucus del cuajar,
Nuestros resultados, sin embargc, estan mis en la linea de los
obtenidos por Zajac y col. (1990), quienes observaron alevaciones
de los niveles de la mucosa del abomaso superiores durante las
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primoinfestaciones, al igual gque nosotros., Estas elevaciones
tras las primeras exposiclones a H,contoxtus han sido
interpretadas por Zajac y col. (1990) como consecuencia de una
posible respuesta anamnésica frente a otros nematodos (p.e.
Stronagylojdes). Aungue es segura la existencla de esta
antigenicidad cruzada (Charley y col., 1981; Anderson y col.,
1989; Shamansky ¥y col,, 1989; Gamble y col., 1930) no parece una
explicacién plausible, puesto que nosotros empleamos los aﬁimales
de distintas edades en ambos experimentos (corderos y ovejas) y
las respuestas obtenlidas fueron esencialmente aimllares.

Es posible gue los diferentes modelos de respuesta IgA anti-
Haemonchus puedan estar relacionados con los diferentes disefios
experimentales, al menos en algunos casos, ya gque el tratamlento
antiheimintico empleado por Zajac y col. (1990) y nosotros,
parece evitar los riesgos de la falta de repetibilidad de les
ensayos de autocuracién, con infestaciones sobreafiadidas (hdams,
19883).

Ademds, hemos de tener en cuenta gque las anteriores
alevaciones halladas -especificas o inespecificas-~ (Smith, 1977b;
Smith y Christie, 1978; Duncan y col., 1978) fueron obtenidas en
determinaciones puntuales y que se han realizade hallazgos
similares a los nuestros en otros modelos pardsito / hospedador
{bobson, 1966; Sinski y Holmes , 1977; Maclean y col,, 1986), con
valoraciones secuenciales, al igual que hemos realizado nesotros.

Las chservaciones de Smith y Christie (1978) , Duncan y col.
(1978) y 6Gill y col. (1991} apoyarlan la estrecha correlacibn
existente entre la respuesta inmunitaria protectora frente a
H.contortus y las elevaciones locales de IghA. En este sentido
Charley-Poulain y col. (1984) observaron una elevacisn transiente
en los niveles de IgaA de la mucosa del cuajar, coincidente con la
expulsién de 1los vermes, lo gue apoyaba esta relacién. 8in
embargo, ni Smith y Angus (1980}, ni Wedrychowicz y col. (1984a)
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an su estimacién de Igh fecales anti-Haemonchus, ni Zajac y col,
(1990) en sus estudios da la mucosa gdstrica de ovinos
infestados y reinfestados, pudieron hallar una clara ralaclidén
entre los niveles de IgA especificos y los nivelas de proteccisn

frente a H.contgrtus,

Es posible gue los niveles elevados en la mucosa y por tanto
an las heces (SinsKl y Holmes, 1977; Wedrychowicz ¥y col.,1983;
Maclean y col., 1986) estén mds relacionados con la presencia de
la poblacién adulta pardsita que con el nfimero ‘da infestaciones y
el estado inmunitarioc de los animales (receptividad,
resistencia). Consideraciones similares fueron realizadas por
Dobson (1966) cuando obtuvo mayores niveles en las infestaciones
primarias con Qesgphagostomum colunbianum gque tras las
reinfestaciones. Una evidencla circunstancial de esta
posibilidad  seria la correlacién positiva hallada entre los
recuentos de huevos (HPG) en las heces y los valores de D.C., de
las IgA fecales observada por nosotros. 81 ello fuera asi, las
eslevaclones de Igh locales serlan el resultado de la eatimulacién
patotdpica debida a los estadios parasitarios, especialmente los
hematéfagos, Wuestros resultados estarian de acuardo con los
incrementes hallados en los nimeros de células productoras de Igh
en la mucosa de) abomase tras una infestacién por H. coptortus
(Gill y col., 1992}, -

No es posible, sln embargo, excluir la posibilidad de un
acomplajamiente ripido en la mucosa géstrica de los antigenos y
anticuerpos relevantes en la proteceién. Ello supondria*que los
antlcuerpos detectados en las heces serian de diferente
especificidad a los Hallados en la mucosa gdstrica, giendo los
fecales, no funclonales desde un punto de vista protector
(Wedrychovicz y col., 1983}, y por ello, la depresién observada
por nosotres y por Zajac y col. (1990), tras las dosis de prueba
{5000 y 14000 L-3} s86lo representarfa un Incremento da los
inmunocomplejos, no detectados por nosotros. Una explicacién
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similar ha sido empleada por Charley-Poulain y col. (1984) para
justificar la répida depresién de los titulos de inmunoglobulinas
en la mucosa gdstrica de los corderos scbreinfestades con

H.centortus.

Los diferentes perfiles observadeos en la dindmica de la
respuesta IgA sérica y local, en el caso de los anticuerpos anti-
L-3 de H.contortus, podrian ser relacionados con los diferentes
mecanismos de presentacién de los antigenos parasitarios vy
congiguientemente la. diferente especificidad de los anticuerpos
séricos y fecales (Wedrychowicz y cel., 1983}, Alternativamente
podria deberse al trasvase activo de las IgA séricas al tubo
digestivo, por la existencia de solucionés de continuidad en lia
mucosa géstrica como coneBecuencia de la actividad erosiva de
gegoggogtus o 'por la disponibilidad de componente secretor
{Sheldrake y col., 1984) a fin de actuar localmente,

como conclusién podrlamos sefialar que, seg(n nuestros
resultados, los niveles de IgA fecales anti-Haemonchus guardan
una buena relacidn con el cursoc de las primoinfestaciones por
este helminto, por lo gue su estimacién asi como la determinacién
de los antigenos reconocidos seria de interés para el diagnéstice
de la hemoncosis ovina, tanto en corderes como en ovajas.

4.3. Valor del ELISA Ig¢ anti-Haemonchus en el diagnéstico de la

hemoncosis ovina

Teniendo en cuenta que en anbos grupos de edad, los
_incrementos observados en los titulos IgG anti-Haemonchus (ELISA)
en los estudios seriades, durante las primoinfestacignes (2500
L-3: corderos; 7000 L-3: ovejas) se dbtuvieron con ESA; que
probablemante las elevaciones halladas en las IgA especificas
(fecales) eran demasiado bajas para ser. empleadas en el
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diagnéstico; y gque los IgG ELISA son de més facil
interpretacién, se valoré la linea de seroconversidn (negativos a
positivos) de los sueros ovinos con el extracto =oluble de
adultos (ESA} y la determinacién de las IgG especifiecas.

Como linea de corte de negatividad se towé la media de los
BUETOB ﬁeqativos + 2 DE (Catty y Raykundalia, 198%8) Y a tenor de
las variaciones interindividuales se emplearon los negatives del
Rismo grupo (Bennett y Riley, 1992). En nuestras condiciones el
limite superior de negatividad estuvo en una D.O. = 0.41, en las
condicicnes estindar del ELISA, con un periodo de incubacién de
90 min y una diluclién sérica de 1/50. Con esta linea de corte
{"out—-off"} el ensayo con extracto soluble de adultes mostrdé una
sensibilidad y especifidad del 100% para los animales de mds de
12-12,5 meses de edad. 8in embargo, en los corderos de nuestro
lote experimental, la sensibilidad y especificidad del ensayo
parecid ser dosis-dependlente, ya gque esta linea{ >0.41 D.OD.)
permitié diagnosticar a todos los corderos de 6-6,5 mesas de edad
que recibierom al menos 5000 L-3 de H.gontortwa. Por el
contrario, nuestro ensayo mostrd una baja sensibilidad (40%) y
especificidad para las infestaciones de corderovs manchegos de 4-
4,5 meses de ‘edad tras 1a infestacién con 2500 IL-3. Es
dificultoso interpretar estos resultados, ya que ademds de la
dosi=s infestante, la respuesta Igé anti-Haemonchus parece
depender tanto de la edad de los corderos como de la existencla o
ausencia de sucesivas reinfestaciones. Ademss, ni las diluciones
séricas (1/50, 1/i04, 1/200) ni ‘las variaciones de los periodos
da incubacién’ (30, 60, 90, 120 min) consiguieron incrementar 1la
sensibilidad o especificidad del ensayo.

En efecto, el estudico de la respuesta de corderos de 2-3
meses de edad, Infestados con dosis (Gnicas elevadas ( 7000 - 92000
L-3) de H.contortus, tampoco mostrd titulos supericres., Aungue
los corderos sometidos a una infestacién con este helminto
parecen reconccer a H.contortus (Emery y Wagland, 19%1; nuestras
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criticamente de la edad de los animales, ademds de la dosis
infestante. Ya gque no disponemos de sueros de ovejas sin ningn
contacto con el nematodo gdstrico ni otro relacionado, no podemas
confirmar este supuesto por lo gque smerian necesarios nuevos
estudios. Es poslble, no obstante, gue los extractos antigénicos
ampleados (protelinas sblubles) s5lo proveguen una respuesta
escasa (Parkhouse vy col., 1987) responsable del escaso valor
diagndstico de este ensayon con dosis infestantes bajas en
corderos de 4-4,5 meses de edad, por otra parte similar a 1lo
hallade en otras nematodosis gastroentéricaz de rumlantes
{Klesius y col.,, 1986).

4,4, caracterizacién antlgénica de L-3 y Adultos de H.contortus y
su potencial valor diagnéstico

La baja respuesta hallada en las valoraciones de las Iga
anti-Haemonchus especificas; la escasa sensibilidad del ELISA IgG
empleandoc ESL y ESA, como antigenos, ‘en el diagndstico de las
.hemoncosis con bajas dosis infestantes y/o en corderos nos
indujeron a realizar una caracterizacién de los ESA y ESL de

conto g8 mediante electroforesis (SDS~PAGE, EF2D, doble agar
inmunodifusitn, inmuncadsorcién e inmunoimpr'ontas {"Western
blotting"} con los electroferogramas obtenidos. ‘

Se ha indicado gque, en los nematedos, les antigenos de
superficla y de secrecién/excreclén serfan mas ftiles para la
inmunoprofilaxis e inmunodiagnosis respecto a las i:roteinaa
solubles somAticas (Parkhouse y col.,, 1987) y esto podria
explicar la escasa reactividad encontrada mediante ELISA cuando
gse utilizaba una mezcla antigénica somdtica de H.contortug
{Charley-Poulain y col., 1984, entre otros). Incidentalmente,
.ésta podria ser la razon de la falta de una estrecha correlacién
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entre los niveles de anticuerpos séricos y el estade inmune de un
cordero determinado {Duncan y cbl., 1978; Neilson y Van de Walle,
1987; %2ajac y col., 1990; Luffau y cel., 1990; Gamble y Zajac,
1992; nuestros resultados), la falta de una respuesta mensurabie
tras las primoinfestaciones en corderos, empleando como antigeno
axtractos solubles larvarios o de adultos (Duncan y col., 1978;
Charley-Poulain y cocl., 1984) y la escasa sensibilidad del ELISA
en cordercs manchegoes (< 4-4,5 meses) observada por nosotros.

No obstante, hemos de tener en cuanta la Intima relacidn
establecida entre los estadios de L-4 y adultos de este pardsito
y sus hospedadores. La actividad hematéfaga de este nematodo
posiblemente permita la entrada al torrente eirculatorio del
hospedador de algunos productos solubles capaces de dar lugar a
algdn tipo de reaccidn cuantificable. De hecho esta posibilidad
ha side sugerida por Munn y col. (1987) para justificar 1la
proteccién parcial obtenida en ganado ovino frente a la
hemoncesis al utilizar un extracto somdtice de H.contortus
enriguecido en '"contortima" y més recientemente los hallazgos de
Jasmer y McGuire {(1991), Ademés, a pesar de que los tratamientos
del material antigénice dinicial (L-3 y Ad del parésito) no
contenfan ningtin detergente, parte de las proteinas de Jla
cutficula obviamente se hallaban en los extractos solubles
obtenidos mediante congelacién-descongelacidn,

En este sentido, &unque no mostrado, el fraccionamiento de
componentes cuticulares y solubles del pardsito, mediante
detergentes, mostré tras la electroforesls una notabla similitud
en algunas reglones que evidenciarian esta posibilidad. No es
posible, ademds, descartar la similitud antigénica entre los
extractos solubles da L-3 y los liguidos de desenvalnamiento,’
como ha sido demostrade por Ozerol y Silverman (196%, 1370} al
observar lineas de precipitacién entrea el extracto scluble de
larvas vy el liguido de la L-3 desenvainada, lo cual evidenciaba
su similitud antigénica. '
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Aungue se han llevado a cabo algunas caracterizaciones de la
composicién proteica de H.conktortus, tanto de sus extractos
solubles de adultos y larvas como de distintos componentes
{cuticulares, antigenos de secrecién/ excrecién) (Neilson, 1965;
Ozerol y Silverman, 1969, 1970; Neilson, 1975; Clarke y Slocombe,
1984) y m&s recientemente por Fetterar (1989); Fetterer y Urban
(1989); Gamble y col. . (1989); Bird (1990); y con muy variada
tecnologia (SDS-PAGE, cromatografia, inmunodifusién;
inmunoelectroforesls}, el estudio de las posibles proteinas
antigénicas ha sido considerablemente mis escaso, aurque existen
algunas caracterlzaciones con suercs hiperinmunes y con
anticuerpos monoclonales (Cox y <ol., 1989, 19320 ; Gamble y col,,
1990). Sin embargo, y hasta donde sabemos, los tnicos estudios
llevados a ecabho mediante inmunodeteccién en sueres de ganado
ovino infestado con H.gontortus han sido realizados por Halg y
col. (1989) y Hendrikx (1990).

El hallazgo fundamental de nuestro trabajo de
inmunodeteccisdn de ESL ¥y ESA de H.contorbtus por los sueros de los
corderos y ovejas infestados ha sido, de una parte gue existe
una vrespuesta especifica anti-Haemonchus, tanto frente al
extracto soluble de adultezs como de L-3, lo que confirma vy
extiende los resultados obtenidos en ovejas infestadas por Halg y
col. (1989} y por Hendrikx (1990) en ganado ovino inmunizade.
Aungue algunos estudios mediante RIA (bBuncan y wvol., 1978) o
ELISA (Charley-Poulain y col., 1584} no permitieron obtener dates
concluyentes, nuestros resultades muestran que los corderos de
raza manchega -y presumiblemente de otras razas-, tanto de 4-4,5
meses como los de 6-6,5 meses de edad reconocen especificamente
algunos antigenos solubles de H.contortus. Por ello, la falta de
sensibilidad y especificidad de los ELISA empleande anmbos
extractos solubles (vide supra) pedria estar relacionada con la
complejidad de las wmezclas antigénicas utilizadas en los
inmunoensayos (RIA, ELISA) (Charley-Poulain y col., 1984) ¥y no
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con la falta de reconocimiento del pardsito por los corderos
(Emery y Wagland, 1991). De otra parte, hemos hallado upa extrema
heterogeneidad de los patrones de inmunorreconccimiento exhibides
por los gorderos, tanto en las primoinfestaciones como en las
reinfestaciones, y con independencia del extracto antigénico
anallzado (ESL, ESA).

La ‘elevada heterogeneidad en los patrones pedria reflejar
las wvarladas respuestas inmunitarias individuales del ganado
ovino a las infestaciones por H.contortus, ohservadas mediante
otros sistemas de monitorizacién de la respuesta (Adams, 1989;
Kassal y col., 1990; Zajac y col., 199%0) y supane la necasidad de
estudliar los posibles antigenos de interéds diagnéstico o
Inmunoprofiléctico sobre la base de andlisis individuales,

S8 ha seflalado gue las L-3 de H.contortus podrian
comportarse comc “durmientes" desde el punto de vista
inmunolégice (Adams, 1989). Aungue la inmunodeteccidn mediante
"Yastern blotting" no constituye un ensaye cuantitativo, se
aprecld una mayor reactividad con extracte soluble de L-3 (ESL)
que con ‘extractos de adultos (EshA), al igual que en las
valoracicones de anticuerpos especificos en suexc mediante la
técnica de ELISA, Nuestros resultados confirman los obtenidoes
por Charlay-Poulain y col. (1%84) con la misma técnica vy
andlogos antigenos y por Biszewska-Szpocinska y Stankiewiecz
(19685) mediante determinacidén de anticuarpos hemaglutinantes. No
obstante, esta mayor reactividad general en las mezclas séricas
enfrentadas a los elecktrotransferidos de ESL y ESA fraccionados
mediante SDS-PAGE fue hallada en reglones de PM elevado, que
podrian deberse a un insuficiente bloguec de la membrana, con las
consigulentes uniones lnespecificas o bien a la existencia de
anhticuerpos antl~fosforilcelina -muy frecuentes paro
irrelevantes-. De hecho, en las muestras previas a la infestacién
ya existid esta mayor reactividad y por elle no estuvo
relacicnada con la infestacidén por H,contortus. Parte de estas
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uniones en regiones de alto PM podrian ser, ademds, debidas a las
propias caracteristicas de la membrana, especialmente dtil para
péptidos de bajo PM. Otra posibilidad aGn serfa la probable
reactividad cruzada con otros helmintos presentes (p.e.
Strongyloides) como ha sido sugeride en otros experimentos
(Zajac y col., 1990) (vide infra).

Nosotros hallamos, en las mezclas séricas provenientes de
las primeras exposiciones al helmintoc (cordercs de 4-4,5 meses
de edad infestados con 2500 L-3; cordercs de 6-6,5 meses de edad
infestados con 5000 L-2) una respuesta variada en el intervalo
de PM estudiados (94-20.1 kDa). No podemos excluir la débil
reactividad hallada por Halg y col. (198%) en animales de 9-12-
meses de edad, an regiones de PM 180, 100-90 XDa de extracto
soluble de L-3. La inmunorreactividad hallada en regiocnes de PM
inferior (45-50, 38-40 kDa) no fue constante en sus resultados
aungue tamblén ha sido hallada por nosotrogs. En este sentido,
Hendrikx (1990) estimé que la regidn entre 42 y 1B Kba de
extracto soluble de L-3, era la gque podia contener antligenos
especificos del pardsite. No obstante, en ambos casos se
emplearon exclusivamente mezclas séricas, per lo que dada la
hetercgensidad observada por nosotros, sus resultados no parecen
ser concluyentes. '

Nuestros resultados han mostrado que la respuesta frente a
extracto soluble de L-3 de H.contortus fue mas heterogénea en
los animales experimentales y no pudimos - apreciar claramente
antigénos de potencial valor diagnéstico. 8in embargo, 1la
respuesta detectada frente a ESA fue més definida y aunque
existlia heterogeneidad, especialmente en las regiones de bajo PM
en los corderos .(6~'6,5 meses de edad) sblo sometidos a la dosis
de prueba (5000 L~1), quiz&s relaclonable con 1la edad de los
animales, algunos antigenos (ca. 25 y 31-33 kba} fueron
reconocidos por todos los animales, independientemente de la edad
y de la dosis infestante, por lo gque podrian ser considerados
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como adecuados marcadores de infestaciones por }H,contortus, vya
fuase mediante el emplec de anticuerpos monoclonales u otro

sistema.

Hay gque sefialar, en este sentldo, gue a pesar de la menor
antigenicidad de péptidos de bajo P¥, algunecs han sido Gtiles en
el diagnéstico de otras helmintosis (Cabrera y Parkhouse, 1986)
¥y que los an&lisis fueron realizados en condiciones
desnaturalizantes y reductoras (SDS~-PAGE), por lo qué el PM de
la proteina original no es conocido. Teniendo en cuenta el claro
reconocimiento, en las Iinmunodetecciones, de los antligenos de

.contortus la escasa sensibllidad del ELISA debe aestar
relacionada por tanto con la complejidad antigénica de las
nuestras o la baja afinidad de los anticuerpos especificos.
Ademd&s ya que el tratamiento desnaturalizante y reductor no
impidld el reconocimiento del péptido de ga. 25 kbDa tras la
incubacién con los sueros jinmuncadsorbidos a la fasa sélida,
estos anticudrpos parecen corresponder a determinantes
antigénicos " continucs o secuenclales" (Schmidt, 1989) sélo
definidos por la estructura primaria (secuencia de restos de
amino&cidos) de la proteina.

Es particularmente interesante gque algunos antigenos de
adultos de H.contortus fueron reconocides durante la prepatencia
Y ne fueron reconocidos cuando se empled ESL, lo gque sugiere que
los mecanismos de presentacién de antigenos larvarios y de
adultos son muy diferentes ¢ gue pueden correspondér a antigenos
presentes desde el estadio de L-4. Esta antigenicidad cruzada
entre L-3 y adultos, ya mostrada en las pruebas vacunales con
sonicados completos de adultes { Adams, 1989) de H.contortus,
también ha sido observada en otras nematedosis intestinales de
rumiantes (Gasharre y <anals; 1989%), En este sentido, nosotroes
hemos comprobade la antiqénicidad cruzada existente entra ambos
extractos antigénicos (L-3 vy adultos) al ser reconocidas,
mediante Iinmunodetecciones, un amplio nGmere de protefnas del
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extracto soluble de adultos con el suere hiperinmune anti-L-3 de
H.contortus en conejo y mediante doble inmunodifusién en agar, en
la que el suero anti-L-3 mostré una precipitacién mds compleja (>
2 arceos) frente a ESL, mientras que cuando el suero hiperinmune
se anfrentd a ESA, s6lo existié un arce, perc mis intenso.

4.5, Antigenicidad cruzada .

A pesar del posible valor inmunodiagnéstico del antigeno de
ESh de H.contortus de ga. 25 kDa, en condiciones reductoras y
desnaturalizantes, en el diagnéstico de la hemoncosls ovina, ya
gue la norma son las infestaciones mixtas por otros
tricestrongiloideos, se realizdé un ensayo preliminar de esta
antigenicidad cruzada., 8§6lc se ha dispuesto de infestaciones
monoespecificas (2 animales)especie) ovinas <c¢on HNemateodirps
battus, Teladorsagia circumcingcta y DTrichostrongylus
colx__,\brigorgis y los ensayos han sido realizades séle en un
sentido (antigenos de H,contortus, sueros homélogos y heterdlogos
~obtenidos de log corderos con estas infestaciones con otros

Trichostrongyleoidea-).

Las tres lineas de evlidencia empleadas por nosotros (ELISA
con sueros howdlogos y heterdlogos; inmunodetecciones uni (SDS~
PAGE) y bi~ (EF 2D) dimensionales; inmunoadsorciéi .} mostraron la
existencia de un notable gradoe de antigenicidad cruzada entre los
tricostrongiloideos estudiades, lo que estd de acuerdo, tanto con
los resultados obtenidos en los estudics sobre la inmunidad
cruzada entre nematodos gastrointestinales ovinos (Blanchard ¥y
Wescott, 1985; Adams y col., 1988} como con la antigenicidad
sefialada (Charley-Poulain y col., 1981; Anderson y col., 1989;
Shamansky y col., 1989; Gamble y col., 1990; Hendrikx, 1990).

Esta elevada homologia hallada por nosotres, confirman los



nallazgos analfticos mediante electroforesis con extractos de
T,colubriformis y Te.circumelncta (Milner y <ol., 1987) y no
debe sorprender, tenlende en cuenta gue incluse se han hallado
aht!genos conservados aparentemente entre Fasciola hepatica vy

Qstertagla ostertagi (Cross y col., 1988); la alta conservacién

del coligeno da nematodos (Cox y col., 1990¢a) y otros componantes
(shamansky y ool., 1989); la ealevada homologia entre los
fragmentos de restriceiédn del ADN de H,gontortus, Te.clrouncincta
y T.colubriformis (Beh y col., 1989), -

A pesar de esta fuerte reactividad c¢ruzada, nuestros
resultados mediante ELISA mostraron gque la mayor antigenicidad
cruzada se produjo entre T.colubrifomls y H.contortus, ya que el
alargamiento de los periodos de incubaclén, tanto con ESL coma
con ESA, como antigenos, permitis diferenciar, en nuestras
condiciones, los sueros provenientes de la patencia de las
infestaclones heterdlogas con N.battus y Te.circeumeincta. Sin
embargo, resultd sorprendente gque los sueros de T.colubriformis
presentasen una nmayor reactividad con el BESL de H.contortus que
los proplos sueros hombélogos (anti-Haemonchus) -~ mayer
reactividad no visible cuandoe se utillzé ESA como antigeno-. Ya
que, dada la edad de los animales (> 2,5 meses de edad), la

presencia de anticuerpos calostrales no es espsrable, teniendo en
cuenta su vida media ( 18~24 dias) ( Watson, 1982 )~ a pesar de
qua Ozerol y Silverman (1969) hallaron anticuerpos anti-
Haemonchus al cabo de 5 semanas -, esta mayor -reactividad con
ESL en los ELISA podria estar relacionada con mecanismos de
presentacién antigénica diferentes en ambas especies y una menor
antigenicidad de las IL-3 de H.contoriug (Adams, 1589), ademds de
su estrecha ‘similitud genética (Beh y col., 198%8).
Alternativamente, dado gque =sélo se dispuso de dos corderos/
infestacién heter6loga, neo es posible excluir las posibles
reacciones inespecificas relacionadas con otros nematodos

frecuentes (p.e. Strongyleldes, ver 3Zajac y col., 1990). Esta
mayor reactividad de los sueros anti-Trichostrongyius con los ESL
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de H.coptortus parece ser real, sin embargo, vya que 1las

inmunodetecciones unidimensionales (EDS-PAGE) mostraron asimigmo

un  patrxén de inmunorreconocimiento del ESL da
H.confgrtus

suparior cuando se empled suerc anti=priohestronyyius
r

especialmente notable en la patencia de las infestaciones

Las inmunodetecciones con ESL y ESA mostraron un muy elevado
grade de antigenicldad cruzada, con algunos antigenos de
H.contortus mids intensamente reconocidos por los sueros
heterdlogos que por los homélogos, sobre los cuales se pusden
hacer las mismas censlderaciones anteriores, a pesar de que el
patrén obtenido con los sueros de individucs infestades con
flcoptorfus fue, en general, mds variado que con los preovenientes
de infaestaciones con otros tricostrongiloideos. La mayor
antigenicidad cruzada entre H.gontortus y T.colubriformis de los
ELYSA se correspondid en los "Western blots" con una elevada
homologia entre 35- >94 KRa, visible en los demfis casos, aungue
de forma menos clara, asi como una intensa rxeactividad ca. 27 kba
da PM estimado. La menor reactividad de M battus estd de acuerdo
con la saparacién de este género en otra familia (Molineidae) de
la Spfam, Trichostrongyloidea asi como la mayor proximidad de
T.colubriformis y H.contortus, respecto. a Te.circu ct
{Durette-Dasset, 1983, ver Lichtenfelds, 1986) y no con 1la
taxonomia de las Subfam. de los Trichostrongylidae propuesta por
Gibbons y Khalil (1982), <on una neta separacién entre
Trichostrongylinae y Haemonchinae. '

A paesar de la fuerte homolegla existente entre 35-45 kDa
entre gg!ggggugg;gctg y H.contortus, los rasultados de 1los
ELISA, con una neta separacibtn entre ambas infestaciones son de
dificil interpretacidn, ya gue compartian una reactividad gca. 25
kba (en los ESA} que habia sido sefialada como potencialmente
importante en el diagnéstico de la hemoncosis ovina., Las
separaciones alectroforéticas en 2 dimensiones, ademés de mostrar
esta elevada homologia, especialmente en regiones de alto PM; lo
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gue estaba de acuerdo con Milner y col. (1987) y O'Donnell y col.
(1985) en regiones de PM > 94 kDa, mestraron el reconccimiento de
un antigeno de L~3 de PM ga. 24 kDa gque podria corresponder a una
proteina cuticular, débilmente unida , ya sefalada (Cox y col.,
1985, 1890)., La fuerte reactividad hallada con los sueros de
L.colubriformis alradedor de 30 kDa tambkién ha sido sefialada por
Hendrikx (1990} enfrentando suero de ganado ovino inmunizado con

Higontortus a un extracto de L-3 de T.colubriformis.

A pasar de las limitaciones de este ensayo preliminar sobre
la antigenicidad cruzada (n®? de corderos, dosis infestantes,
edades de los animales empleados), el valor diagnéstico del
antlgeno soluble de ga., 25 kDa de ESA de H.contortug fua
confirmade en las inmunodetecciones bidimensicnales, con una
clara reaccién homéloga, no visible ni en los sueros haterdlogos
monosespacificos ni en una mezcla de 4stos. Ademds, la
inmuncadsorelén permitié confirmar este extremo, mientras que las
mezolas séricas haterélogas no reconccieron diche antigeno. Dada
la mds que probable proteclisis, asi como el tratamiento de las
muestras, este extremo necesita ulteriores confirmaciones
mediante infestaciones mono- y pluriespecificas implicando un
mayor nfimero de animales, teniende en cuenta la variabilidad
individual. No obstante, los resultados de la inmunoadsorcién y
de las EF2D parecen suministrar clerta evidencia de su valor en
el diagnéstico especifico de la hemoncosis ovina,

La mayor reactividad observada entre alguncs antigenos de
H.gontortus (ESL, ESA) con suercs heterédlogos, por otra parte ya
obksexvada per Anderson Yy col. (1989%) con un heterohibridoma anti-

Te, corcumoipota, pedria ser, de confirmarse, de utilidad para el
diagnéstico maltiple. '

A pesar de las diferenclas observadas en las eliminaciones
de HPG vy la variable duracién de los periodos de prepatencia, no
pudimos observar en las inmunoimprontas individuales realizadas
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al ecabo de 35 dias después de la dosis de prueba con 14000 L-3,
an las ovejas, un claro patrén, en el intervalo de PM examinados,
asoclabla a la resistencia o a la receptividad a H.contortus.
Aungue se confirmé el valor diagnéstico de la regién de PM ga. 25
kDa, son necesarios més estudios, pero nuestes resultados parecen
apoyar las opiniones sobre el escaso papel desempefiado por los
anticuerpeos séricos en la proteceién frenta a laas hemoncosis
ovinas (Adams y Beh, 1981; Charley-Poulain y col., 1984; Kassal y
col., 1990; zajac y col., 1990; Gamble y Zajac, 1992).
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5. CONCLUSIONES

14,- Se comprueba el carécter dependiente de la edad, en 1la
capacidad de respuesta protectora del ganado ovine wmanchego
frente a las infestaciones por H.gontortus, apareciende una
resistencia parclal a partir del afic dea edad.

28,- Los tfitulos séricos de los ELISA IgG anti-Haemonchus
mostraron una clara relacién con las dosis infestantes v,
aparentemente, c¢on la edad dal ganade ovino y permiten un
diagnéstico de la hemoncosis ovina a partir de les 6 — 6,5 meses
de edad.

38,- Log niveles de IgA anti-Haemonchus adultes y los recuentos
de huevos del parfsito en las heces del ganado ovino infestade
estuvieron relacionados. Aungue las débileas variaciones halladas
an los ELISA probablemente no permitan su empleo en el
diagnéstico, 1la correlacidn existente antre las IgAh y la
eliminacién fecal de hueves apunta al importante papal de estas
inmunoglobulihas en las infestaciones por H.conptortus y al valor
de las detecciones de anticuerpos en heces en esta parasitosis.

44,~ Se demuestra la elevada similitud proteica de L-3 y adultos
de H.coptortus, al contraric de lo mantenido en general, mediante
agar inmunodifusién, ELISA e inmunodeteccidn.

54,- Las Iinmunodetecclones con suercs de cordercs infestados
frgnte a extractos solubles de L~3 ¥y 2Adultos de H.contortus
demostraron la capacidad del sistema inmunitario ovino para
reconocer al helminto durante la primoinfestacién por lo gque los
bajos titulos obtenidos con los ELISA podrian estar relacionados
con la complejidad antigénica de las muastras empleadas.
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68,~ A pesar de la gran variabilidad interindividual en 1a
respuesta humoral anti-Haemonchus, tanto cuantitativa (ELISA)
como cualitativa (inmunoimprontas), los animales infestados
reconccieron un antigeno scluble de adultos de aproximadamente 2%
kDa. El1 variable reconocimiente individual de antigenos
parasitarios apoya la necesidad de estudiar sueros individuales
en la exploracién de antigenos de potenclal valor diagnéstico.

78,~- Se ha demostrado un elevado grado de antigenicidad cruzada
entre Haemonchus gontortus vy, Teladorsaagjs g¢ircumcincta,
Hematodirus battus y Ixichostreongvlus colubriformis. E1 andlisis
antigénico, no obstante, confirmé el valor diagndstico en 1la
hemoncosis ovina de un péptido de ga. 25 KkbDa. ’

B8,.~ Los resultades de los ELISA con sueros heterdlogos y las
inmuncimprontas paraeacen apoyar la mayor proximidad filogenética

de H.contortus con L.colubrifokmis-

94,- Sa confirma el mayor raconocimiento de algunos antigenos (L-
3 y Adultes) de H,centortus por suercos heterflogos, lo que
sugiere la existencia de importantes diferencias en 1los
mecanismes de presentacién de antigencs de tricostrongiloideos
al sistema inmunitario del ganado ovino.

108,- La falta de una clara relacién entre la respuasta humoral
estimada mediante ELISA e inmunodetecciones y los niveles de
proteccién parcial observades en el ganado ovino manchego parece
sugerir la escasa relevancia de los anticuerpos en la proteccidn
frente a la hemoncosis ovina,
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