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1. INTRODUCCION

1.1, Presentacion del problema

Las parasitosis gastroentéricas y pulmonares, son causa de severas
pérdidas econdmicas para los productores de ganado (18,65). En
1983, 1la Averican  Association of Veterinary Parasitologist,
definid a las pérdida econdmicas en directas e indirectas, incluyendo
en las primeras 3 :la enfermedad parasitaria en sl, importantes
pérdidas econdmicas en ganancia de peso, una reduccidn en la
produccidn l14ctea, decomiso de érganos en rastro, costos de
medicacidn y en casos de parasitosis mdltiples la muerte del
animal, prl'ncipalmente en los jévenes . Dentro de las  causas
indirectas la Asocfacidn mencionada considers a las  siguientes:
reduccidn  de s eficiencia {traducida como sindrome de mala
absorcidn), anorexia, retraso del crecimiento, una disminucidn de la
eficiencla reproductiva, ademds se induce  un incremento en la
susceptibilidad a otras enfermedades, sfendo éstas vitimas menos obvias
. y mds dificiles de estimar su Impacto en la produccldn ganadera (12).

Se ha considerado a las zonas tropicales, por su tipo de clima,
como &ptimas para la evolucidn de diversas fases infectantes de
endopardsitos (22,23,24,37,43). Aunque también las reglones con clima
templado o secae cuentan con un potencial bioldgico para su desarrollo

(14,56,80).



En México se encuentran ambos tipos de regiones; tropicales vy
subtropicales, dénde se han identificado, principalmente en rumiantes
domésticos, diversos géneros de helmintos de los cuales los que afectan
el abomaso son considerados altamente patdgenos para los pequenos

rumiantes; dichos géneros son : Trichostrongylus colubriformis

Ostertagia circumcincta y Haemonchus contortus, todos ellos

pertenecientes al orden Strongylida, Familia Trichostrongylidae
(28,40,50).

Haemonchus contortus puede pasar en varias ocasiones inadvertido

para el ganadero como causa primaria de muerte en los ovinos, no asi
para el parasitdlogo y el anatomopatélego, los cuales lo han
clasificado como un patégeno primario capaz de matar a un ovino vigoroso

a diferencia de Trichostrongylus sp. y Ostertagia circumcincta sp.

clasificadas como parasitosis secundarias (43,52,74).

Es importante mencionar que 1a infeccidn por Haemonchus contortus
es comin en diferentes zonas de México. Por mencionar algunos emjemplos,
tenemos que Nufiez (67), encontré una frecuencia del 100% de H,
contortus en ovinos en diferentes rastros del Distrito Federal, México.
Asimismo, Mejla y Dlaz (61), citan una frecuencia del 80% en ovinos de
Guerrero; por dltimo Glerena (44), menciona una frecuencia del 80% en
ovinos de Veracruz.

Aunada a esta frecuencia, 1a rapidez con 12 que se desarrolla la
hemoncosis, adqulere un impacto econdmico relevante sobre todo en zonas

en donde existe un gran ndmero de rebafos (80). Se ha notificado que



los corderos son el grupe mds susceptible 3 la hemoncosis y si el
padecimiento se presenta en adultos, suelen afectarse las hembras
particularmente cuando estdn criando corderos o cuando los animales son
viejos (38, 59).

Algunos borregos adultos, por razones asn no bien definidas,
muestran cierto grado de resistencia o una alta susceptibilidad a la
infeccién con larvas infectantes (L3) de H. contortus , dichas
variaciones en los animales son atribuldas a un fendmeno considerado
como hipersensibilidad adquirida, cuya duracién es corta, por lo tanto
ia proteccidn inmunolégica es débil (2).

El presente estudio se realizd con el propdsito de conocer,
si la respuesta finmune de ovinos de etre 8 meses y 2 afios de
edad, se observa deprimida por la infeccién con H. contortus, lo
cual  pudiera favorecer el establecimiento de infecciones
secundarias (por bacterias , virus y otros pardsitos), o bién,
que la finmunizacién con productos biolégicos como las bacterinas
y vacunas, sea poco efectiva en los animales parasitados.

1.2 ANTCEDENTES BIBLIOGRAFICOS DE H. contortus

1.2.1 Clasificacidn taxondmica

Orden Strongylida

Superfamilia  Trichostrongylioidea

Familia Trichostrongylidae
Género Haemonchus

Especie contortus (Soulsby, 1987)



1.2.2 Morfologla

Los pardsitos adultos de este género son de los mds grandes de la
familia Trichostrongylidae; las hembras miden de 25 a 34 mn de longitud
y los machos de 19 a 22 mm; presentan un cuerpo de forma cilindrica con
un extremo anterior de forma aguda, dénde se localiza una pequena
cdpsula oral en la cual se encuentra la lanceta o estilete a travds del
cual succionan sangre para alimentarse (B0). A unos 2 mm de longitud
despuds de 1a cdpsula oral se encuentra el eséfago de tipo filariforme
presente sdlo en al tercera, cuarta y quinta fases larvarias (L3, L4 y
L5), al igual que en el adulto (36,56).

Todas estas formas clasificadas como pardsitas, presentan a lo
largo del cuerpo un tubo sencillo con una pared no muscular denominada
intestino,el cual termina en un orificio anal en el extremo posterior
del nematodo, cuya funcién es la de absorber las sustancias nutritivas
del hospedero (74,80,87).

El sistema excretor, estd formado por dos canales longitudinales
que recorren todo el cuerpo del pardsito y terminan en un orificio
ventral en la porcidn anterior del cuerpo, regulando el mecaniso
osmdtico de los liquidos corporales (80).

En lo que respecta al aparato reproductor, existe un marcado
dimorfismo sexual en H. contortus, tanto macro como microscépicamente,
las heabras son mis grandes de tamafio que los machos; éstos presentan
una expansién cuticular en el extremo posterior llamada bursa

copulatriz, compuesta por tres lébulos: dos laterales de fgual tamano y



uno medio de tamafio pequefio el cual presenta en su interior un rayo
cuticular en forma de "Y' invertifda y de color café obscuro,

caracteristica morfoldgica especifica de este género, as! como también

un par de érganos alargados queratinizades denominados espiculas,
ubfcada en el dltimo tercio del cuerpo y cuya funcidn es la de fijarse a

la hembra y problablemente también sea para realizar la expansién

cuticular y guiar el flujo espermdtico (32,80) .

Las principales caracteristicas del aparato reproductor de las
hembras de H. contortus son: el apéndice vulvar de forma alargada, el
cual cubre a la vulva aproximadamente a la mitad del cuerpo y 1la
denominada forma de "palo de barberia" por la entrelazaclén del dtero de
color blanquecino con la del intestino de color rojizo a2 través de todo
el cuerpo (55,61}.

Los huevos son de forma oval y pueden llegar a medir 600 micras de
ltongitud. Presentan una membrana doble de queratina y son eliminados al
medio ambiente a  través de las heces en forma de mérula , en donde
evolucionan dividiéndose en blastémeros hasta llegar a formarse la larva
uno (L1), primer estadio de vida libre del nematodo; posteriormente este
estadio evoluciona al estadio dos (L2). denomindndose a ambos estadios
como fases larvarias de vida libre; no pardsitas. Estas formas libres
presentan un eséfago rhabditiforme con una_porcidn anterior de forma
mazuda conectada por medio de un estrecho cuello a un bulbo posterior en
forma de pera; carecen del aparato digestivo, excretor y rgproductor.
La alimentacidn de las larvas de vida libre es a partir de bacterias

contenidas en los detritus fecales, ademds carecen de una vaina que las



proteja de los cambios bruscos del medio ambiente (56,69,80).

La tercera fase larvaria de vida libre, es la considerada como
estadio evolutivo infectante (L3}, la cual a diferencia de los
anteriores estadios evolutivos 1libres (L! y L2), que presentan un
eséfago filariforme, con una cubierta de queratina llamada vaina y un
determinado ndmero de células epiteliales que almacenan sustancias
energéticas para alimentarse y sobrevivir hasta ser consumida por el
hospedero {80).

1.2.3 Ciclo Bioldgico

H. contortus es un nematodo de ciclo biolégico directo y las
hembras son capaces de eliminar un promedio de 5,000 huevos al dla en
forma de mérula (80).

Los pastos con material orgdnico, temperatura, humedad y oxigeno en
condiciones éptimas, favorecen el desarrollo de los huevos a diferentes
estadios evolutivos. Una temperatura de 26 C y una humedad relativa de
70 3 80%, permiten la evolucidn del primer estadio evolutivo en 6 horas
aproximadamente y el desarrollo de la fase infectante en 48 horas. €n
cambio las temperaturas bajas inhiben el desarrollo del hueve (31,69).

El desarrollo de huevo a primer estadio evolutivo se inicia por la
secresidn de enzimas coms las quitinazas y las proteasas, las cuales
rompen la pared del huevo permitiendo la eclosidén de la larva uno y
posteriormente a las 24 horas el desarrollo de la larva dos {L2). Ambos

cambios ocurren en 1las heces y las larvas se alimentan de bacterias



contenidas en éstas, El alimento se va 2lmacenando en los grinulos
alimenticios contenidos dentro de las larvas, funcionando como almacén
de nutrientes para cuando 1legue a 12 larva infectante {L3), puesto que
ya no se alimentard de bacterias. Esta larva forma una cubierta
protectora de queratina llamada vaina externa que la protege del medio y
de cambjos bruscos de temperatura a diferencia de la L1 y L2, 1as cuales
son altamente susceptibles a sequias y bajas temperaturas de 4 C durante
meses (69,74,80).

La L3 asciende a las hojas del pasto en dos horas,cuando hay gotas
de rocio o en el atardecer, para ser ingeridas por el hospedero. La
muda de 1a L3 dentro del hospedero se fnicia al detectarse un incremento
del pH ruminal, causado por la secrecidn de leucina-amino-peptidasa a
través de las células neurosecretoras, localizadas entre la base del
esdfago y los orificios excretores de la larva (69,80).

Dakkak (30), menciona que la entrada de la fase infectante al
orifico omaso-abomasal, ocurre de 10 a 20 minutos, despuds de haber sido
fngerida 1a L3, Asimismo, este autor observd que a los 30 minutos la
forma larvaria predominante en el abomaso es la larva con Qalna (L3) en
un 66% y en un 27% la larva desvainada {(L4). Después de una hora de
haber ocurrido 1a infeccidn, se empieza a observar lo contrario, siendo
predominante 1a L4 en un 7% mds que la L3 y en 6 horas predomina en un
25% 1a L4,

Inicialmente éstas fases evolutfvas se van a localizar sobre la

mucosa del abomaso , migrando posteriormente hacia dentro del moco de



las glandulas gdstricas después de un corto periddo , durante el cual se
alimentan y se inicia el desarroilo de la LA. Posteriormente la L4
inicia su regreso a la superficie de la mucosa en 40 horas despuds de
que el hospederc se infectd con L3, para convertirse en aduito jéven
(L5) y posterformente el adulto va adquiriendo su madurez sexual;
empezando a eliminar huevos en un lapso de 15 a 21 dlas. posinfeccidn,

dependiendo de 1as condiciones climatoldgicas (56,69,80).



1.2.4 Patologla

H.contortus es un nematodo que parasita 3 ovinos y caprinos
principalmente, aunque accidentalmente puede infestar a bovinos jévenes
que no han adquirido resistencia a la enfermedad perc no les ocasionan
dano ni muestran un parasitismo estable en estos hospederos {(52).
Alqunos autores han demostrado que se necesita un ndmero pequefio de
larvas desenvainadas (L4) para inducir disturbios en 12 permeabilidad de
la mucosa del abomaso de animales infectados. Este desorden en la mucosa
corresponde a un incremento de la hemorragia abomasal observada a los 7
dias después de la infeccién (29). Dicha lesidn es causada por la
cuarta y quinta fases larvarias (L4 y LS)y por el adulto de H.
contortus los cuales succionan sangre tras perforar la mucosa en forma
mecdnica por su estilete oral {52). Dargie y Allonby (31), observaron
que el adulto de H. contortus es capaz de succionar 0.05 ml de sangre
diariamente, estimulando la presentacidn de anemia e hipoproteinemia en
el hospedero. El pardsito adulto se alimenta por espacio de 12 min y
después se traslada a otro punto de la mucosa abomasal ilesa pero, la
lesidn que deja sigue sangrando por unos 6 6 7 min mis. Ademds provoca
una gastritis catarral leve al perforar la mucosa con su estilete y
puede 0 no presentarse el signo de diarrea, esto dltimo dependerd del
némero de pardsitos as! como de la presencia de otros nematodos (8,79).

£] grupo de animales mds susceptibles dentro del rebafic a padecer

1a hemoncosis, son los corderos que facilmente se infectan por los
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adultos, sobre todo cuando apenas han sido destetados, al igqual que
animales viejos que muestran una deficiencia alimenticia (75).

El cuadro observado a 1a necropsia en la hemoncosis fatal, es
caracterizado por la extrema palidez de las mucosas debido a 1a anemia.
En la mayoria de los casos hay edema o anasarca con un higado pdlido,
friable y graso, y con atrofia grasa por miltiples petequias o erosiones
fatales asl como hemorragia en los lugares en los que los vermes estdn
adheridos. La submucosa aparece edematosa y los plieques engrosados;
asimismo la presencia de ulceras es muy notable. El contenido del
abomaso es escaso y acuoso, ligeramente tefido de color pardo y
salpicado de coagulos sanguineos pardos ysemidigeridos. £l habito
hematdfago de éstos vermes favorece su fidcil identificacién, razén por
13 cual también son 1lamados gusanos con forma de palo de ‘“barberia",
adaptacidn que adquiere el intestino de color rojo, entrelazado con el
dtero blanquesino (60).

Para algunas personas H. contortus pasa muchas veces inadvertido,
como causa de muerte en los ovinos, salvo para el parasitdlogo y el
anatomopatdlogo, ya que este verme produce una parasitosis primaria, lo
cual significa que es un agente patégeno primario capaz de matar a un
ovino vigoroso a diferencia de las parasitosis secundarias, concepto
aplicable a la mayoria de los vermes gastrointestinales. Los efectos de
algunos vermes pueden no hacerse patentes durante algunas semanas tras
1a infeccidn, pero cuando aparecen los signos de la hemoncosis ésta se
desarrolla con bastante rapidéz y en las infecciones graves la oveja

puede morir desangrada sin que antes manifieste sintomas del
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padecimiento (31,80).

1.2.5 Inmunologla de H. contortus.

1.2.5.2. Inmunologia del hospedero contra H. contortus.

El abomaso, habitat definitivo de H. contortus (74,80), presenta
una serie de barreras protectoras anatomofisioldgicas contra agresiones
mecdnicas y quimicas (63). El moco constituye la primera linea de
defensa del abomaso, se halla recubierto de un semifluldo semipegajoso
de 0.2 - 0.4 mm de espesor formado por un polimero de glucoproteinas
unidas entre s! por puentes disulfuros conformando a su vez una red
viscosa biodegradable en constante renovacién que se opone 3 la entrada
de particulas sélidas, a 1a accidn de una enzima llamada pepsina ya
1a accidn del dcido clorhidrico, éstas dos dltimas sustancias producidas
por las células principales y marginales, respectivamente de la mucosa
{17.,46).

La segunda barrera la forma el proplo tejido gAstrico, al impedir
el contacto directo entre las sustancias provenientes del exterior, como
alimento o medicamento , con las del medio interno, como son {ones y
nutrientes. Un tercer mecanismo es el de gradientes de pH el cual se
establece entre 12 mucosa y la cavidad gdstrica, formado por iones H+ y
oxidrilos que penetran a través de) mucus procedentes de la secrecidn de
dcido clorhidrico y por bicarbonato de sodio, secretado por células del
mucus y cuya funcién es la de regular la permeabiiidad y difusién del
16n He a través de la aportacidn de iones oxidrilos que se combinan con
1os fones He para formar agua. El blcarbonato mantiene ast un gradiente

de pH entre la mucosa (pH neutro) y el jugo gdstrico (pH aproximado de
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2} (7).

Por este tipo de barreras se considera al moco como una importante

defensa en el hsspedero; sin embargo la integridad de la mucosa se ha

observado dsfiada ante la presencia de las larvas y adultes de
H.contortus (29},

Las lesfones causadas por estos nematodos en una primoinfeccidn
inhiben los mecanismos fisicos de la mucosa abomasal ante una sequnda
dosis de desaflo por el rdpido ingreso de las larvas infectantes a las
gldndulas géstricas (10 min), provocando los cambios de permeabilidad y
favoreciendo el establecimiento de los nematodos (30).

Algunos autores opinan que los cambios patolégicos ocurridos
durante la Infeccidn con H. contortus, son incapaces de estimylar una
respuesta fnmune de clase protectora y para poder estimular  esta
respuesta se deberd tomar en consideracién la magnitud de la infeccidn y
también la exposicidn del antigeno pardsito en el torrente circulatorio
(3).

En relacidn 2 la magnitud de la infeccidn y el grado de respuesta
{nmune, Dineen (33) postula que el nivel de respuesta inmunoldgica
dependerd del grado de desigualdad antigénica entre hospedero y
pardsito y sobre todo de que tan imunogénico sea el antigeno en
circulacién. Ast, una disminucidn de ia dasiqualdad antigénica llevarla
a una débil respuesta Inmune humoral y viceversa, el incremento de la
desigualdad propiciarla una respuesta imune vigorosa por parte del
hospedero aunque esto no necesariamente signifique una respuesta de

tipo protector .
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No sélo se han observado bajos los titulos de anticuerpos séricos
anti-H contortus sino también de IgA local presente en mucosa abomasal
en animales sometidos a una primoinfeccidn (B6).

Algunos ovinos {nfectados con larvas de H. contortus, durante 2
meses, han demostrado bajos los niveles de anticuerpos séricos contra H.
contortus, por fo que se sugiere que posiblemente los antigenos
tiberados al torrente circulatorio no son lo bastante inmunogénicos o
quizds formen inmediatamente complejos f{nmunes con los antjcuerpos
liberados después de 1a infeccion {26).

En cambjo en animales que han padecido mds de una infeccién con H.
contortus , se observd que existe una resistencia adquirida por
infecciones cont{nuas y estd representado poe el fendmeno de autocura,
el cual generalmente se manifiesta por eliminacidn de los nematodos
adultos; cese del metabolismo de larvas cuatro {L4)} en mucosa abomasal e
inhibicién de la eliminacién de huevos. Lo que corresponde a la
dindmica de poblaciones que los mismos pardsitos se autoimponen ante la
respuesta inmunoldgica del hospedero (4,9,81).

Al fenémeno de autocuracidn se le atribuyen caracter{sticas de
hipersensfbilidad del tipo 1 y respuesta fnmune celular, muco
superficial y linfocitos sensibilizados. Sin embargo se desconoce
actualmente el tipo que dura la memoria inmunolégica contra H. contortus
en el hospedero {58,76).

Charley et al. (27), sugieren que para poder definir el tipo de
respuesta inmune presente en ovinos {nfectados con H. contortus se

deberia de trabajar con un antfgenc especifico a probar, pues la
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diversidad molecular del pardsito completo dificulta el andlisis exacto
de la reaccidn antigeno-anticuerpo.

Algunos estudios realizados con antigenos somdtico del adulto y 1a
larva infectante asi como de antigeno de excrecidn y secrecién de la
muda de L3 - L4 de H. contortus, han mostrado que el antigeno de muda y
el antigeno somatico de L3 parecen tener una mayor capacidad imunogénica
al confrontarlos con sueros de animales reinfectados, en cambio el
antlgeno somdtico del nematodo adulto de H.contortus no favorece el
estimulo de anticuerpos ({4,10).

Adams (3) menciona que los pardsitos adultos de H. contortus no
estan en contacto directo con el torrente circulatorio el tiempo
necesario, como para estimular 1a respuesta inmune humoral.

Dineen et al.(33), postulan que los nematodos de H. contortus
eliminan una minima cantidad de antigeno al sistema circulatatorio, el
cual rdpidamente forma el complejo antigeno - anticuerpo; favoreciendo
el establecimiento del pardsito.

Para el establecimiento de la infeccién también deben de
considerarse diversos factores del hospedero como son el estado
nutricional, la raza, el sexo y la edad de los animales (1,66).

Abbott et al. (1), observaron que para el establecimiento y
patogénesis de H. contortus en corderos de la raza Finn Dorset influye
en gran parte el tipo de dieta suministrada, sobre todo si 1la
alimentacién es rica en protelnas , porque impide el establecimiento de
1a infeccién , sin embargo éstas observacliones no se aplicen a3 otras

razas , en donde dietas bajas o altas en su contenido de proteinas no
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parecen influir en el establecimiento de los nematclos. También se
observé que los animales jdvenes (menores de 6 meses) son més
susceptibles a infectarse por la L3 de H. contortus, comparados con los
ovinos adultos sometidos a reinfecciones continuas (62,72).

Un factor importante en permitir el establecimiento de la
hemoncosis, es el sexo . Diversos han sido los estudios realizados a
este respecto y en general se ha observado que 1as hembras en estado
gestante y periparturientas son mucho mds susceptibles a padecer la

infeccidn que el resto de los adultos (42,77).
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1.3. JUSTIFICACION

En la bdsqueda de alternativas de proteccidn contra Haemonchus
contortus es necesario conocer los posibles mecanismos por medio de los
cuales el sistema inmune de ovinos responde ante é&sta infeccién. Asi
como también el comportamiento de este pardsito en contra de dicha
respuesta inmune. Tomando en cuenta la aplicacién prdctica de la
inmunologla en otras dreas se considera de importancia el estudio de 1la
respuesta inmune de nematodos tan patdgenos como 1o es H. contortus,
sobre todo por la poca informacién que hay sobre este tema en México vy
por las graves pérdidas econdmicas que representan anuaimente 33 mil

millones de pesos en la actualidad (21).

1.4 Hipdtesis

La evolucidn de 1a respuesta inmune celular y humoral en ovinos
infectados experimentalmente con H. contortus, se observa disminuida en
diferentes grados medida a través de la aplicacién de fitohemaglutinina

intradémica y de gldbulos rojos de pollo por via intravenosa.



1.5 Dbjetivos

-Determinar los cambjos de la respuesta inmune celular cutdnea en
ovinos infectados con H. contortus mediante 1z aplicazidn intradérmica

de fitohemaglutinina y medida travds de la reaccidn cutdnea.

~Cuantificar los titulos de anticuerpos de la respuests inmune
humoral en ovinos infectados experimentalmente c¢on M. contortus y
estimulada a través de la aplicacidn intravencsa de glébulos rojos de

pollo utilizando las pruebas seroldégicas de hemoaglutinacidn indirecta,

hemoaglutinacidn directa e inmundensayo enzimitico,
~Evaluar 13 correlacidn de anticuerpos anti-H. -contortus y 1los

titulos de anticuerpos anti-gldbulos rojos de pollo en ovinos,
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11, MATERIAL Y METODOS

I1.1 Animales

11.4,1, Ovinos

Se emplearon 12 ovinos de la raza Pelibuey, 4 machos y 6 hembras de
B meses a 2 anos de edad libres de nematodos gastroentérices en el
momento de utilizarlos en el experimeto, lo cualse confirmy a travds de
l1as técnicas copro- parasitoscépicas de Mc Master y Flotacion (85).

Los ovinos se distribuyeron al azar, en dos grupos: Ay B, con &
anfmales cada uno .

A cada grupo se le asignd un corral para evitar una gosivle
infeccion cruzada entre ellos; los animales fueron alimentados con
forraje y concentrado proporcionado por el "Rancho San Francisco”,
pertenecientes a 1a Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(F.M.V.2.) de 1z Universidad Nacional Autonoma de Mexico  (U.N.AM.)
ubicado en la carretera Chalco-Mixquic, Estado de Mexico, lugar donde
se alojaron los animales durante los dos meses de duracién del
experimeto,

11,1.2. Conejos

Se emplearon 4 conejos de 1,5 8 2 Kg de peso de la raza Nueva
Zelanda pars la obtencidn de los sueros wutilizados en  1a prueba
seroldgica de hemoaglutinacidn Indirecta y directa. Los animales

estuvieron caonfinados en el Bioterio del Departamento de Parasitologis
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de la F.M.V.I, durante un mes. Asimismo, el conzentrado para su
alimentacién fue proporcionado por la F.M.V.Z.
11.2. COPROCULTIVO PARA LA OBTENCION DE LARVAS  INFECTANTES

(L3) DE Maemonchus. contortus.

Para la realizacidn del coprocultivo se tomaron muestras de heces
de ovinos positivas a H. contortus de un ovino donzdor del Centro de
Investigaciones 6isclpllnarlas en Macrobiologia (C.E.N.1.D.}, en
Jiutepec, Mor.

Se emplearon palanganas de plastico limpias con serrin estéril vy
aqua hervida para preparsr-a! ~ultjvn de heces. Se colocd una cubierta
de aluminio con urm cuadro de gasa en el centro para favorcer 12
circulacidn de aire y evitar 1la contaminacidn por moscas, se dejo
tapada durante 21 dias y sélo se destapo para humedecerla y oxigenarla
(6,82). Al término de este tiempo se colectaron las larvas por medio de
1a tecnica de Migracidn Larvaria (85).

Las muestras colectadas se centrifugaron a 200 xg durante 5
minutos en tubos de ensaye de 15 ml con fondo "V' graduados,
posteriormente la muestra se dejo sedimentar a 4 C durante 60 minutos.
Se elimind el sobrenadante y se obtuvieron las larvas del sedimento para
volver a agregarles 15 ml de agua destilade y proseguir con la
centrifugacidn y la refrigeracién. Este procedimiento se repitié hasta
observar el sobrenadante claro {86). En un portaobjetos se colocaron 4
gotas de 20 cada una del sedimento para efectuar el conteo hasta

completar 1 ml , posterformente se realizd una regla de tres en base al
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volumen total que se tenfa asi como también para identificar |

presencia de 12 L3 de H. contortus.

=%
)

El sedimento de las larvas colectadas se concentré en un tubo
centrifuga de 10 ml con una cantidad de 5 x 10% larvas.

El siguiente cambio del gradiente de densidad de éstas larvas fué
con una solucién de sacarosa @ una concentacion del 37% (proporcién
1:5), se centrifugd a 350 xg durante 10 minutos; posteriormente las
larvas se observaron resuspendidas en la parte media y superior de la
solucidn de sacarosa quedando en el sedimento el detritus de heces.

Las larvas se colectaron con ayud: de una pipeta pasteur de 5 ml y
se resuspendieron en solucidn salina amortiguadora de fosfatos 0.15 M.pH
7.2 (SSAF),para eliminar el exceso de sacarosa. Los lavedos se
continuaron haciendohasta observar claro el sobrenadante para esto fue
necesario centrifugar a 350 xg durante 5 minutos, dejando sedimenter 2
4 C / 60 min. en una probeta de 100 ml (86).

La concentracién final de las larvas fue de 1 x 10° larvas / ml, se
conservaron a 4 C para la inoculacidn experimental de los borregos y on

congelacién { -20 C) para la preparacién del antigenc.

11,3,  INFECCION DE OVINOS CON LARVAS [NFECTANTES (L3) DEH.
contortus.

Se prepararon 12 frascos de 5ml  con 10,000 L3 de H. contortus
cada uno, resuspendidas en 3 ml de la solucidn salfna fisiologica (SSF)
estéril. Los animales se dividieron en dos grupos al azar por sorteo,el

primer grupo fué designado como & al cual no se le inocularon larvas y



21

al segundo, como grupo B, y se le adiministrd z cada cvino 10,000 L3 de
H. contortus por via oral, El dfs de la inoculacidn con larvas
infectantes se le denomind dia cero.

11.4, OBTENCION DE SUEROS DE OVINOS

La colecta del suvero control positivo fué realizada por venopuncidn
de Ia yugular de un ovino positivo, el cual habla sido infectado
experimentalmente en el C.E.N.1.D.- Mscrobiologia con 10,000 larvas

infectantes (L3) de H. contortus.

El suero control negativo se obtuvo de un ovinos neonatal por via
intracardiaca del rastro de Ferrer{a, ubicado en el Distrito Federal,
Mex.

tos suveros de los animales experfmentales se obtuvieron por
venopuncién de 1a yugular, colectande la muestrs 7 dias antes de la
inoculacitn y posterjormente cada 7 dlas, durante dos meses, en ambos
lotes.

El procedimiento a seguir para la obtencion de todos los sueros
colectados fué el mismo: la sangre obtenida se dejo coagular 8 horas ¢
hasta observar la formacion del coagulo; posteriormente se centrifugd a
200 xg durante S minutos. El suverp obtenido se colectd en condiciones
estériles y se conservo & menos 20 C hasta su uso (64},

11.5. HEMATOLOGIA

Se tomaron aproximadamente 5 ml de sangre por punclén de fa vena
yugular de todos los anfmales empleando como anticoagulante citrato de
sodio al 3.8%. A las muestras obtenldas se les realizaron las siguientes

pruebas de laboratorfo:
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11.5.1. Recuento de eritrocitos

{1.5.2, Hemoglobina

11.5.3. Hematocrito

{1.5.4. Protelnz Plasmatica

[1.5.5. Leucocitos

€l procedimiento a seguir para cada técnica fue el descrito por
Benjamin (16).

11.6. EXAMENES COPROPARASITOSCOPICO Y PARASITOLOGICO

11.6.1. Determinacién de huevos por gramo de heces (hpg).

Las myestras fueron tomadas directamente del recto de 2mbos grupos
cads 7 dias durante 2 meses . Se realizaron las pruebas de diagndstico
parasitolégico en heces, Flotacidn y Mc Master descritas por Thiepont et
al. (85).

11.6.2. Cuantificacidn de pardsitos adultos de Haemonchus
contortus colectados a 1a necropsia.

A los 45 dlas posinfeccion, los animales de ambos grupos fueron
sacrificados y sometidos 3 una necropsia de donde se obtuvo el sbomase,
colectdndose el total del contenido abomasal yafordndo con agua 2
1,2,3,4 ¢ 5 litros, dependiendo del voldmen total de cada abomaso. Se
tomd una alicuota del 20% del volumen aforado y se le agrego 10 ml de
formol al 10% como preservativo (88).

Posteriormente se realizd el conteo e identificacidn de los
pardsitos aduitos en base a la morfologla citada por Mejla y Dlaz (61).

11.7. INGCULACION DE OVINOS CON EL PAQUETE DE  GLOBULOS
ROJOS DE POLLO (GRP).
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Se emplearon jeringas de 20 ml con solucion Alsevers como
anticoagulante, Se colectd l1a sangre de pollos domdsticos por puncidn
intracardiaca 1a proporcion fué de 1 de sangre : 1 de Alsevers, se
colectd un total de 30 ml de sangre y se dejaron madurzr los eritracitos
de pollo durante 3 dias a 4 C. Posteriormente se lavaron con SSAF 0.15
M, ph 7.2, pars eliminar el anticoagulante. E} paquete de eritrocitos
Qque se prepard para s inoculacidn de cads ovino fud de 2 x 10°
eritrocitos, resuspendidos en SSAF estéril] (66,70).

11.8  PREPARACION DEL ANTIGENG SOMATICO  {AS} DE LA LARVA
INFECTANTE (L3) DE H. contortus.

tas larvas obtenidas del coprocultivo, se lavaron con SSAF, pH 7.2
m&s 400 U.1. de penicilina y 400 mg de estreptomicina para eliminar una
posible contaminacién bacteriana.

La proparcién de las larvas empleadas para }a preparacién del
antigeno fué de § x 105 larvas / 10 mi de SSAF pH 7.2, con antibidtico
y EDTA como {nhibidor de proteasas a upa concentracion de 10 mM (86).

La preparacidn del AS se realizd en un homogeinizador Brawn y las
larvas se colocaron en un frasco de vidrio conteniendo 10 mi de SSAF pH
7.2 y se dejé en el homogenizador 1 hora / 4 C.

Posteriormente se colocé el macerado de larvas en un matraz de SO
mi sobre una platina magnética y se dejé agitando durante 12 horas / 4 ¢
para centrifugarlas posteriormente a 700 xg durante 60 minutos a 4 ¢
obteniendo el sobrenadante .

El contenido de protefnas se determino por medio del método de
Biuret (64).0btenidndose una concentracidn de 2.9 mg/ml de proteina.
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El AS se conservo a menos 20 C hasta su uso en frascos de 2 ml.

11.9. PRUEBAS SEROLOGICAS

11.9.1. Hemoaglutinacion Indirecta (HI) para los tltulos de
anticuerpos anti- H. contortus.

Para el procedimiento de la prueba de HI, se sigui¢ la metodologia
citada por Morilla y Bautista (64),3 la cual se le realizaron algunas
modificaciones para su estandarizacidn con el AS de H. contortus.

Todos los sueros empleados en esta pruebs se trabajaron el mismo
dla para evitar cuslquier tipo de variable que pudiera alterar los
resultados. Previo a la realizacidn de 1la prueba experimental, se
realizaron una serie de pruebas de hemoaglutinacidn, para determinar la
concentracion dptima de antigeno asl como la dilucidn positiva de
suero.

Las concentraciones de proteina del antigeno de extracto crudo de
H. contortus para seleccionar la diluclon donde se observaba una
reaccion positiva y a su vez emplear 1a menor cantidad de antigeno,
fueron las siguientes: 1:45, 1:90, 1:180, 1:260 . Selecciondndose la
dilucion de 1:90 de antigeno.

Se realizaron diluciones dobles de sueros positives y negatives,
{niciando con diluciones de 1:16 y finalizando con la dilucidn de
1:4098. Para tomar el patrén de dilucidn de suero positivo, se
descartaron las dijuctones anteriores a la de 1:64,por considerar que
dan reacciones positivas falsas.

El procedimiento para la realizacidn de 1la pruebs de

vemoaglutinacidn {ndirecta fde el siguiente:
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Suera Normal de Conejo (SNC)
-Obtener el SHC {no lisado) en condiciomes estériles vy
congelarla.
-Descomplementar el SNC a 56 C durante 30 minutos
-Adsorberios: 0.1 ml de Glébulos Rojos ce Barrego {GRB)
40.9 ml de SNC.
-Incubar a 37 C durante 10 minutos
-Centrifugar a 350 xg durante 5 minutos y obtemer el
sobrenadante.
-Congelario a menos 20 € y descomplementar a 56 € durante
10 minutos cada vez que se use.
Diluyente de SNC al 1%
-t ml de SNC adsorbido + 99 m] de SSAF pH 7.2
Dilucidn de Acido T4nico.

-Prepario al momento de usarlo

~Preparar una solucién madre : 20 mg de 4c. ténico + 20
ml de SSAF pH 7.2

~Agregarlo a los GRB y observar de que no aglutinen. Si se
observara que aglutina probar con otras diluciones de &cido ténico
(1:10,000, 1:15,000 y 1: 20,000).

Tanizado de GRB (GRBY)

-Lavar tres veces los GRB, los dos primeros lavades realizarlos a
300 xg durante 5 minutos y el tercer lavado a 300 xg durante 10 minutos.

-Realizar una suspensidn al 2.5% con el paquete de GRB y SSAF
pH 7.2
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UEjr 2.5 wee- 100
3.0 —---k X = 120 m} donde: 117 ml SSAF pH 7.2
3 nl paquete de GRB

-Adicionar un volumen fgual de la dilucidn seleccionada de 4c.
tdnico, 13 cual en el presente estudio fué de 1:10,000

Ej: siguiendo con el ejemplo anterior, se deberd de adiconar 120
m} de la dilucidn 1:10,000 de 4c. tdnico.

vol. final= 120 ml= 12 x 1,000(dil, madre)= 12 ml

10,000

Por lo tanto se deberd adiconar 12 ml de la dilucidn de dc.

 ténico + 108 ml de SSAF pH 7.2 para tener un val. final de 120 ml.
~Incubar a 37 C durante 10 minutos y centrifugar a 300 xg durante
5 minutos.
-Hacer un lavado con SSAF pH 7.2 a 300 xg durante 10 minutos,
tirar el sobrenadante y resuspender con SSAF pero a un pH 6.4

Determinacidn de 1a concentracién éptima de antigeno

-Preparar 4 diluciones de antfgeno en SSAF pero a pH de 6.4
Sensibilizacidn de Globulos Rojos de Borrego {GRBs)

-Los GRB tanizados {GRBt) se sensibilizan agregando un voldmen

igual de una dilucidn éptima de antigeno

~Incubar e bako marfa a 37 C durante 15 minutos y centrifugar a
300 xg durante 5 minutos.

~Lavar el paquete de GRB dos veces con SKC al 1%/, el primer
lavado se realizard a 300 xg durante 5 minvtos. y el segundo durante 10

min.
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Ajustar Jos GRB ya sensibilisados (GRBs} a una suspencidn de

1.5%. Ej:
: 1.6 ---- 100
0.5 ---- 33.3 SNC 1%
Procedimiento:

1. Inactivar los sueros sospechosos (Sx), durante 30 min. en bafo
mariz. y adsorberlas con 0.1 =1 de GR8t + 0.9 ml del Sx.

2.1ncubar a 37 C en bafio marja durante 30 min y centrifugar a 300
xg durante 5 min.. Obtener el sobrenandante, cuidande de no mover los
eritocitos sedimentados.

3.En placas de microtitulacidn de 200 microlitros {mcl) con  fondo
de "U”, transferir 50 mcl de SNC al 1% 3 cada pozo.

4.Transferir 50 mcl del Sx al primer pozo

5.Mezclar y hacer 12 diluciones del Sx pasando 50 mcl a cads pozo

6.Mezclar y adicionar 25 mcl de GBRs al 1.5% & cada pozo

7.Mezclar y dejar repozer 3 4 C durante 12 horas ¢ 2 horas a
temperatura ambiente.

Control de SHC al 13

1.7ransferir 50 mcl del SNC al 1% 2 16 pozos

2.Adicionar 25 mcl de GRBs al 1.5%

3.Dejar reposar 12 noras a 4 o 2 horas 3 temperatura ambjente.

4.E1 resultado deberd de ser negativo, en caso contrario se deberd
de emplear otro suerg de conejo.

Control de sueros sospechosos

1.Transferir 50 mcl del SNC al 1% en los pozos ddnde se realicen
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las diluciones de cada suero.

2.Adicjonar 25 mcl de GRBt al 1.5%

3.Dejar reposar 12 horas 8 4 C o 2 horat 3 temperatura ambiente

4,El resultado deberd ser negativo, en caso contrario se recomiendé
descomplementar el suero nuevamente.

11.9.2. Inmunoensayo enzimdtico (E.L.I.S.A.) para los titulos de
anticuerpos anti- H. contortus.

La metodologla empleada para la prueba de E.L.1.5.A, fué la
descrita por Morilla y Bautista (64).

Previo ala realizacidn del experimento correspondiente al presente
estydio. se evaluiron la concentracidn de la protelna antigénica, la
dilucion del conjugado y de los sueros testigo.

Se trabajé con diluciones de 1:25, 1:50, 1:100 y 1:200 de 1los
sueros testigo positivos y negativos, observdndose una reaccién Optima
en la dilucion de 1:100 para ambos sueros. Todas las diluciones se
reali2aron en SSAF pH 7.2 y Tween 20 al 0.05%.

Para la concentracidn 6ptima de proteina del extracto crudo de la
L3 de H. contortus, se probaron diferentes concentraciones de 5 , 10,
15 y 20 microgramos (mcg) por mi. En el presente estudio se optd por
emplear la concentracidn de 10 mcg por considerar que dié la reaccién
optimg para sensibilizar la placa. El diluente empleado fué la solucién
amort{guadora de carbonatos pH 9.5 .

En el conjugado se probaron también diferentes diluciones
seleccionadas en base 3 trabajos anteriores realizados en la

estandarizacidn de la prueba de ELISA para Fasciola hepatica. Las
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diluciones empleadas fueron las siguientes:1:500, 1°1,000, 1:2000 y
1:4000, tanto para el suero negativo como parz el posizivo. La dilucién
considerada como dptima fué la de 1:2000.

Asimismo, durante el tiempo de estandarizacién de la técnica se
colocaron testigo de suero (+y -), de antigeno,de conjugado y del
substrato empleado (Orthophenilendiamo) .

Procedimiento:

-Obtener antlgeno de extracto crudo de la larva infectante
(L3) de H. contortus y estandarizar su concentracién.

-Obtener sueros testigo positivos y negativos para
estandarizar la dilucidn con 1a que se va a trabajar.

-Estandarizar la concentracidn dptima del conjugado que se
va a emplear.

1.10 mcg/ml del antigeno de extracto crudo de la L3 de H. comtortus
diluldo en solucién amortiguadora de carbonatos pH 9.5

2.Colocar 100 mcl en cada pozo de la sol. de antigeno. Homogenizar
13 placa y dejarla sensibilizar a 4 C durante 12 horas,

3.Posteriormente lavar la placa tres veces con SSAF 0.15 M, pH 7.2
+ Tween 20

4.Adicionar 100 mcl 2 cada placa de solucidn blogueadora (Leche
descremada al 5%).

5.Incubar 15 min. y realizar tres lavados con SSAF-Tween 20

6.Hacer una dilucién de 1:100 para los Sx y colocar 100 mcl en cada
pozo de la placa.Homogenizar.

7.1ncubar 15 minutos a 37 C
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8.Posteriormente hacer tres lavados con SSAF-Tween 20.

9.Adicionar 100 mcl de conjugado a una dilucién 1:2000 con SSAF-
Tween 20. Incubar a 37 C durante 15 minutos.

10.Lavar tres veces y adicionar 100 mcl del substrato en cada pozo

11. Realizar 1a lectura a 405 nandmetros (nm).

11.9.3. Hemoaglutinacion Directa (HD) para los titulos de
anticuerpos anti-globulos rojos de pollo {GRP}.

€l procedimiento para la realizacién de la prueba de HD fué la
citado por Orozco (70) y Nguyen (66).

Todos los sueros empleados en esta prueba se trabajaron el mismo
dla para evitar cualquier tipo de variable, que pudiera alterar los
resultados. A partir de la dilucidn 1:32 , se considero como suero
positivo.

Hemoaglutinacidn directa:

-Obtener los GRP mediante puncidn cardiaca en solucidn de Alsevers
. Dajarlos en refrigeraacidn tres dias.

-Después de este tiempo, lavarlos tres veces con SSAF pH 7,2 a 300
xg durante 5 min. dos veces y una vez durante 10 min.

-Resuspender el paquete de GRP en SSAF 0.15 M, pH7.2, ajustindolo
al 1.5%

-Inactivar los sueros sospechosos (Sx) a 56 C durante 30 minutos en
bafo maria.

-Adsorberlos : 0.1 ml de GRP + 0.9 ml de 5x

-Incubar a 37 C durante 30 minutos en bafo maria y centrifugar a

300 xg durante 5 min. Obtener el sobrenadante, si no se usa al momento,
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dejarlo en congelacidn,
Procedimiento:

1.Transferir 50 mcl de SNC 1% en cada po:o de l2. microplacas con
fondo “u".

2.Transferir 50 mcl del Sx al primer pozo de la placa ,

3.Mezclar y realizar 12 diluciones de 50 mcl

4.Mezclar y adicionar 25 mcl de los GRP al 1.5% en cada pozo.

5.Mezclar y dejar reposar 12 horas a 4 C 6 2 horas a temperatura
ambiente.

Testigo del suero

El procedimiento tanto para los testigo del SNC como del Sx se
realizard de igual forma que la utilizada para hemoaglutinacién
indirecta.

11.9.4. Prueba intradémmica con Fitohemaglutinina (FHA) en
ovinos infectados experimentalmente con Haemonchus contortus.

Se emples FHA* 2 una concentracidn de 100 mcg de FHA/ nli.
Previamente los animales de ambos grupos fueron rasurados en la tabja
del cuello formando un rectangulo de 10 cm de longitud aproximadamente;
donde se trazaron dos circulos, una en 13 parte superior y otra en la
inferior para realizar la inoculacién en el centro de cada ctrculo
con 0.1 ml de FHA  por via {ntradérmica y con 0.1 ml de solucién
salina fisioldgica (SSF) estéril (84,86).

Previo a la realizacidn del experimento, se realizaron una serie
de pruchas piloto con objeto de conocer cual es el periodo de tiempo

posinoculacidn con FHA  y SSF, con una mayor reaccidn cutdnea. Este
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periodo se determing despuds de haber realizado varias veces la lecturs,
una vez antes de la inoculacién y a los 15 min., 30 min., §, 2, 4, 6.
8, 28 y 72 horas posinoculacidn. La medida del grosor de 1la piel se
realizd levantando los extremos de 1a piel del circulo trazado em lz
tabla del cuello, dejando el cento cutdneo libre para poderse medir con
un vernier, dejando que tuviera un ligero juego al contacto con el
pliegue y cuidando de no presionar, con el fin de evitar resultados
falsos.

£1 tamafio del grosor cutdneo tomado antes de la inoculacion se tomd
como referencia de grosor nommal, el cual al comparario con el tamano
del groser cutdneo sin haberlo inocularla, permitid determinar el
tiempo y rango . Los cuales fueron de 0.2 mma 1.0 cm tomados em ;ps
diferentes tiempos, observdndose el mayor incrementoc a 18s 24 horas. Por

1o tanto las posteriores lecturas se tomarom a esta hora. (66).
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111, RESULTADOS

111.1, HEMATOLOGIA

Los pardmetros hematoldgicos obtenidos de ambes grupos en el
presente estudio se compararon con los valores normales para ovinos
Pelibuey citados por Larlos y cols. (54) y por Benjamin {16). Asimismo
los resultados obtenidos del presente trabajo fueron evaluados a través
de la prueba de regresidn binaria (45,82).

I11.1.1. Eritrocitos

El andlisis indica diferencias estadisticamente significativas (R¢
0.05), durante las dltimas tres semanas del experimento, sobre todo
durante la 53a. semana posinfeccidn dénde se observé una media y
desviacion estdndar de 10.9+2.5 y 7.2 + 1.2 {millones de eritrocitos por
rrm’) para el grupo A y B respectivamente. Grafica 1.

Esta grafica muestra como se inicia la disminucidn de eritrocitos
a partir de la sequnda semana posinfeccion, as! como la tendencia a
seguir bajando en las restantes semanas.

111.1.2, Hemogicbina

El andlisis seflala una diferencia significativa (P< 0.05)
dnicamente en la 4a. semana posinfeccidn con una media y desviacién
estandar de 11.2 + 1.1 de g/100 ml de hemoglobina para el grupo Ay de
9.2+ 1.5 para el 8.

Durante el resto de las semanas se observd normal la concentracién

de hemoglobina.
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La gréfica 2 muestra la disminucién de hemoglobina durante la 42
semana posinfeccidn asi como tamibidn como se comportaron ambos grupos
de forma casi igual aunque el grupo B siempre mantuvo sus niveles més
bajos que el testigo, observandose cierta tendencia a disminuir.

111.1.3. Hematocrito

La diferencia entre ambos grupos se sedala a partir de Ia 3a.
semana posinfeccion en la cual se observé 13 mayor diferencia
estadlstica {P<0.05), con una media y desviacién estdndar de 36.5 + 2.6
del porcentaje de hematocrito para el grupo Ay 28.2 + 4.7 para el
grupo B.

Asimismo, se observd diferencia estadistica durante ls da. y 5a.
semanas posinfeccidn. Grafica 23

111.1.4, Protelna plasmética

La diferencia estadisticamente significativa (Re0.05), entre el
grupo testigo y el infectado se sefialan durante la 3a..da. y 6a. semanas
posinfeccidn. L8 mayor diferencia entre grupos se observd durante la
3a, semana, ¢on una media y desviacidn estandar de 6.96 +0.34 para el
grupo testigo y 6.2 + 0.2 para el grupo infectado.

La grafica 4 muestra estas diferencias entre grupos, ast como el
comportamiento normal de proteina en las anteriores semanas.

111.1.5. Leucocitos

La gréfica 5 indica las medias y desviaciones estdndar de los
grupos A y B. Asimismo, se indica que no hubo  diferencia
estadisticamente significativa (P»0.05) entre grupos, en ninguns Semana

durante el experimento. También se observd como  s&  comportaron



35

practicamente Iguales ambos grupos durante las 8 semanas del
experimento.

I11.2 EXAMENES COPROPARASITOSCOPICO Y PARASITOLGGICO

111.2.1  Huevos por gramo de heces (hpg).

El inicio de 1la eliminacidén de huevos en el grupo infectado fué
durante la 3a. semana posinfeccién con una media y desviacién estandar
de 1688:1009. Asimismo 1a eliminacién de huevos persistid durante las
dos semanas restantes (53. y 6a.) alcanzando el mAximo pico de
eliminacién de hpg en la 6a. semana posinfeccién con una media y
desviacién estandar de 7125 :6918. Grafica 6.

111.2.2 Ndmero de pardsitos adultos de Haemonchus contortus
colectados a la necropsia.

Se sacrificaron 8 ovinos al témino de la sexta semana
posinfeccidn , 6 de los animales sacrificados corresponden al grupo A y
2 2l grupo B. Dos de los animales infectados, no fueron sacrificados
por estar en estado de gestacién.

El néero total de pardsitos hallados a la necropsia fuéde 14w
con una media y desviacidn estdndar de 1200+ 11 de pardsitos adultos
. encontrados a la necropsia para el grupo B y 040 para el A.

111.3  PRUEBAS SEROLOGICAS

111.3.1, Hemoaglutinacién indirecta (HI}

El anAlisis estadistico sedala una diferencia significativa (P¢
0.05 ), para los titulos de anticuerpos anti- H. contortus, partir de la

3a. semana posinfecctén con 10,000 L3 de H. contortus, con una medla y
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desviacidn estdndar de 4.3 *D.5 para el grupo Ay 9.7+0.5 para el 8,

las diferencias significativas , entre ambos grupos continuaron durante
1a 5a. y 6a.semana posinfeccién, Grafica 7

La grifica muestra una marcada diferencia entre grupos a partir de
1a segunda semana posinfeccidn, persistiendo 1a diferencia durante las
restantes semanas. Asimismo se observd que existe una alta respuesta
humoral principalmente durante la 3a. y 5a. semanas posinfeccion.

111.3.2  Inmunoensayo enzimdtico (E.L.I.S.A.).

El andlisis estadistico indica diferencia significativa (RGA0S)
para los titulo de anticuerpos anti- H. contortus correspondiente a la
3a. semana posinfeccidn observando una media y desviacién estdndar de
0.5 8.3 para A y de 0.9,0.2 para el grupo B . Durante las siguientes
semanas no hubo diferenci_a entre grupos, Grafica 8

En ésta grdfica se aprecia el ligero incremento de anticuerpos
anti-H.contortus durante 1a 3a. semana, asl como el bajo titulos de
anticuerpos anti-H. contortus en las semanas restantes.

111.3.3  Hemoaglutinacién directa (HD).

El andlisis seMala una diferencia significtiva (P<0.05},para los
titulos de anticuerpos anti- GRP durante la 2a. y 3a. semanas
posinoculacién del paquete de GRP.

De acuerdo a la prueba estadistica consultada la diferencia
significativa para los titulos de anticuerpos anti- H. contortus entre

ambos grupos se inicié a partir de la 2a. semana posinfeccidn con el
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paquete de GRP con una media y desviacidn estindar de 6.3 +1.0 para el
grupo Ay 4.7 0.6 para el B. Grafica 9

La grafica muestra la disminucidn de anticuerpos anti-GRP durante
la segunda y la tercera. semanas posinoculacién con GRP, principalmente.

Se observo cierta tendencia a disminuir el nivel de anticuerpos
anti-GRP en los animales infectados con L3 de H. contortus en las
semanas restantes sin ser estadisticamente significativa ésta
disminucidn (P£0.05).

111.4  PRUEBA INTRADERMICA CON FITOHEMAGLUTININA (FHA).

£l andlisis estadistico sedala una djferencia significativa (R
0.05) en el grosor del pliegue cutdneo entre ambos grupos durante la
3a y 6a semanas posinfeccion con 10,000 L3 de H. contortus, la mayor
diferencia se observd durante la 3a. y 6a. semanas posinfeccién con una
media y desviacidn estandar de 3.93 q 0.15 para el grupo Ay 2.05 4 0.06
para el B. Grifica 10

Tambidn se muestra la cindtica que tuvo la respuesta intradémica
observdndose la diferencia estadistica signifiativa (P¢0.05) durante 1la
3a. y 6a. semana, asi como 1a tendencia a disminuir la reccién cutdnea

en los animales del grupo infectado.
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1V DISCUSION

Diversos estudios realizados en ovinos infectados experimentalmente

con larvas infectantes de Haemonchus contortus, Ostertagia circumcincta

y Irichostrongylus axel, al mismo tiempo han demostrado que las
lesiones patoldgicas son menos severas al compararlas con las lesiones
de los ovinos inoculados dnicamente con larvas infectantes de K.
contortus (15,19,20).

Dentro de los factores patoldgicos mds relevantes durante la
homoncosis estd  1a diminucidn de los pardmetros hematoldgicos, sobre
todo 1a disminucidn de eritrocitos (80). Lo cual se confirmd en el
presente estudio, aunado a la disminucién de hematocrito, hemoglobina y
proteina plasmdtica a partir de la tercera y cuarta semana posinfeccidn
, probablemente esto sea debido a la pérdida de sangre provocada por el
habito hematdfago del nematodo adulto {3t).

Asimismo se observé que la disminucién de estos cuatro pardmetros
hematolégicos no persitieron durante el mismo tlempo para todos: el
porcentaje de hematocrito correspondiente al grupo infectado, fué el
dnfco pardmetro hematoidgico que mantuvo sus valores por abajo del
normal, durante las cuatro dltimas semanas; a éstele siguiéd por orden
de duracién el nivel de erftrocitos y la cantidad de protelna
plasmitica, cuya duracidn fud de tres semanas posinfeccién . Por dltimo



40

el nivel de hemoglobina mostré 8nicamente su nive: por abajo del
considerado normal durante la cuarta semana.

Sin embargo, se debe de considerar que los resultados observades en
el presente estudio no estdn indicando incongruencia entre ellos, sino
que antes de sacar alguna conclusion se deberdn de tomar en conjunto
tres puntos, En el primer punto se debe hacer mencién de que estos
pardmetros son factores bioldgicos, por lo tanto estdn sujetos a
diversos cambios entre individuos. Para alguno de ellos el voldmen de
hemoglobina contenido en los eritrocitos maduros fué mayor en cambio
para otros probablemente el voldmen de hemoglobina fué menor porque
exist{an mds eritrocitos inmaduros que el de los maduros , por lo tanto
12 cantidad de hemoglobina contenida fué menor.

Sequndo, en las gréficas correspondientes a los 5 pardmetros
hematoldgicos (1-5), se puede observar que existe relacidn entre ellos;
por ejemplo: durante las tres (3a., 4a. y S5a.)dltimas semanas del
experimento, se observd una tendencia a disminuir sus valores
hematoldgico normales durante 1la infeccién, incluyendo el valor de
hemoglobina la que al parecer no observé una diferencia significativa
entre grupo infectado vy grupo testigo, aunque este resultado se
esperaba puesto que la cantidad de hemoglobina fue minima en el torrente
circulatorio ,comparada con el voidmen de otros componentes sanguineos.
Asimismo, ante situaciones de estres el bazo produce mds eritrocitos,
para compensar a los perdidos, aportando hemoglobina en forma Inmediata

(16). A excepclén de los valores hematoldgicos anterormente citados. Los
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resultados de leucocitos, observados en el presente estudio, parecen
indicar un incremento a partir de la primera semana posinfeccién sin
que ésto sea estadisticamente significativo.

Tercero, la mayorla de los valores hematoldgicos para estas
variables, cayeron en un rango de semanas posinfeccidn en las cuales Iz
larva infectante ya habia evolucionado @ nematodo adulto, por lo tantc
el hdbito hematdfago se observd, al disminuir el nivel de eritrocitos,
hemoglobina, hematocrito y proteina plasmdtica. Indicando un estado
anémico del animal, el cual se agudizé durante la cuarta y quinta
semanas posinfeccion .

Puesto que la mayorla de los nematodos hallados eran adultos. Por
esto mismo es importante el apoyo de estudios como el de 1a biometria
hemdtica en animales infectados con H. contortus. Asimismo se racomienda
que en futuros estudjos profundizar adn mds en el empleo de  técnicas
histolégicas que nos apoyen en el estudio sobre la hemoncosis y}el tipo
de células leucocitarias, que intervienen as! como también utilizar las
fodrmulas citadas por Wintrobe {16) para relacionar los resultades
obtenidos de hemoglobina , hematocrito y eritrocitos.

Se sugiere que en futuros experimentos con H. contortus,se alargue
un poco mds el tiempo de experimentacidn , para observar la diminucién
de leucocitos, como lo cita Adams (2,3), quién observd leucopenia en
ovinos infectados con este pardsito a los 105 dlas posinfeccidn. También
es importante considerar otros factores como edad, estado nutriciomal y
sexo en el animal, asi como la clase de antigeno (de adulto, de larva o

de huevo) que estimulen la diminucidn o incremento de los leucocitos
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importante para iniciar una vacuna contra este nematodo {1,29,66)

El establecimienta del nematodo adulto en el presente estudio, se
observd durante las tres ¢ltimas semanas posinfeccidn en el grupo
infectado; a través de la técnica coproparasitoscdpica de Mc Master,
incrementdndose el ndmero de huevos pardsitos de 1000 a 7000, por lo
cual se piensa que la infeccidn padecida por los animales fud de tipo
semiagudo. E! {nicio de la eliminacién de los huevos de pardsitos fué a
partir de la tercera semana posinfeccidn , persistiendo ta eliminacidn
durante el resto de las semanas , con mis huevos eliminados a través de
heces. Al sumarse el promedio de nematodos adultos encontrados a la
necropsia de cada animal (1400) comprenderemos 1la pérdida sangulnea,
bdsicamente de eritrocitos y de hematocrito; sobre todo por la capacidad
de volumen sangdineo (0.05 ml/ dfa)que es capaz de succionar un nematodo
adulto de H. contortus (31).

Consideramos de importancia mencionar que el hecho de haber
descartado dos animales del grupo infectado en el presente estudio no
altero significativamente ningun experimento, puesto que los resultados
obtenidos de los restantes animales asi lo muestran, sin que en alguno
se observara incongruencia en relacidn al resto de los animales, aunado
a esto, se les mantuvo en condiciones de habitat y de alimentacién en
forma adecuada.

En todos los casos se demostrd la presencia del nematodo, sobre

todo en los resultados obtenidos mediante la prueba coproparasitoscépica
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de Mc Master y por la necropsia. En el grupo testigo no se encontraron
nematodos adultos, ni huevos pardsitos eliminados » través de heces;
st10 sugiere que el grupe nc estuve infectado, zunque no se puede
descartar que lo hayan estado anteriormente a pesar de tomar las
precauciones necesarias para trabajar con animales totalmente iibres de
cualquier nematodn y por las condiciones en que se realizé el disefo
erperimental, no fué posible comprobar si verdaderamente los animales no
estuvieron parasitados anteriormente.

Los titulos de anticuerpos anti- H. contortus, en la pruebs de
hemoagiutinacidn indirecta , durante las dltimas cuatro semanas del
disefio experimental en el grupo infectads, indica que el hospedero
reacciond contra la infeccién en el momento de realizar la inoculacidn,
incrementdndose el tftulo de anticuerpos anti - H. contortus a pariir de
la tercera semana posinfeccidn durante la cual el nemstodo ya estaba
maduro sexualmente e inicio la eliminacidn de huevos; sin embargo, los
anticuerpos anti- H. contortus fueron incapaces de eliminar al adulto e
thibir la eliminacidn de huevos como se observé en el presente estudio,
puesto que la eliminacidn de huevos persistid y se incrementd aun mas.
Por este motivo se suglere que no hubo un mecanismo inmunoldgico capaz
de eliminar la carga parasitaria, los anticuerpos estimulados no son
protectores .

Diversos estudios seroldgicos, empleando extracto crudo de la
larvs infectante, del adulto y del huevo, de H. contortus a través de
1a prueba de inmunoensayo enzimdtico, han observado incrementados Jos

titulos de anticuerpos en ovinos infectados con este nemadoto, pero
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tambjén han observado que la infeccién estuvo latente nasta el término
del experimento, sin observar mejoria por parte del animal (26,27).

Algunos autores sugieren que la respuesta inmunoldgica no estimula
1a expulsién del nematodo porque no detect: antigenos lo
suficientemente protectores, asimismo, sugieren que &sto se debe a que
1a larva cuatro , al salir de la mucosa abomasal puede o no estimular la
respuesta fnmune, puesto que al realizarse la muda de la larva
infectante (L3) a larva cuatro (L4}, posiblemente estimule la respuesta
inmunolégica pero posteriormente por algdn mecanismo desconocido adn
al momento de salir de la mucosa se pierde parte del estimulo
inmunolégico. Parece que los nematodos adultos de H. contortus son
relativamente incapaces a estimular la respuesta inmunolégica , faltando
abn por demostrarse ésto dltimo (34,35,78,81).

Los resultados obtenidos en el presente estudio, se apoyan en lo
anteriormente citado para su interpretacidn; ya que 12 presencia de
anticuerpos homdlogos anti-H. contortus, detectados en los hospederos
infectados , no inhibieron o eliminaron al pardsito; probablemente sea
consecuencia de los frecuentes cambios de wmuda de las larvas de H.
contortus lo cual sugiere una forma de evasién de la resuesta
protectora, Basdndose también en que existe un amplio mozaico antigénico
de H. contortus del cual saca provecho para sobrevivir en el hospedador
(11,71}, tas tdcnicas para la deteccién de antlgenos han sido muy
variadas, sin que hasta la fecha se tenga certeza del némero de ellos,
as] como también para conocer cuales son las propiedades funcionales en

el pardsito o en contra del hospedador. {10,78,79) ,
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Sin embargo, a pesar de que se desconoce la  actividad
funcional de los antigenos pardsitos, se ha podido observar que
los antigenos de excresidn y secresion obtenido del cultivo in vitro de
la muda de 1a L3 - L4 son mis inmunogénicos, comparade con los antigenos
de extracto crudo de la L3 y del adulto de H. contortus (11,79).

Probablemente la respuesta inmune humoral observada en el presente
estudio, fué estimulada por la muda de la 13- L4 perdurando por algin
tiempo. Al parecer este tipo de reaccién no tuvo una accidn efectiva
sobre los subsecuentes estadios evolutivos, despuéds de haberse realizado
. 1a muda.

En 1950, Stewart (81), quién fuera uno de los pioneros sobre el
estudio de la respuesta inmune de H. contortus, observé un incremento
de los titulos de anticuerpos anti- H. contortus en ovinos infectados
con larvas infectantes, observando a su vez que no hubo una disminucion
de la infeccidn padecida, por lo que este autor suglere la probabilidad
de que el nematodo adulto de H. contortus estimula ligeramente la
respuesta inmunolégica. Sin embargo ., es claro que el incremento de
titulos de anticuerpos estimulados por el antigeno de la larva
infectante , no fué lo suficientemente protectores como para que los
animales pudieran resistir la infeccidn .

Actuaimente es dificil determinar  con certeza la causa de la
presencia de anticuerpos observados en la prueba de hemoaglutinacion
indirecta ; parte de ella es lo citado anteriormente en relacién al
estimule inmunogénico provocado por la L3 y por otra parte, son diversos

los factores por parte del hospadero que pudieran estimular la respuesta
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inmunoldgica observada, come es 1a tensidn nerviosa provocada por la
infeccidn parasitaria , asi como también la resistencia natural del
animal, la cual se manifiesta en casos como por ejemplo la influencia de
una alimentacidn a base de proteinas, las diferentes caracteristicas
gendticas que varlan de una raza animal a otra (P.ej:la raza Finn Dorset
es mis susceptible que la Scottis Blackface), caracteristicas diferentes
dentro de 18 misma especie (P. ej:el tipo sanguineo) y por dltime la
edad de los animales {1,5,11,58). El cual es umo de los mis
representativos para el desarrollo de la respuesta inmunoldgica contra
éste parésito . En los jévenes es comin observar que la respuesta inmune
tarde mids en presentarse que en los aduitos, sobre todo porque éstos
d1timos pudieron haber estado infectados con H. contortus 6 con otro
nemdtodo, el cual pudiera dar una reaccidn cruzada con H. contortus
como se observd en animales infectados con H. contortus y

Nippostrongylus brasiliensis (26). As{ como se observd reaccidn cruzada

entre dstos dos géneros, es de pensar que también se podria dar con
otros géneros tricostrongylidos encontradoscomo son Trichostrongylius
spp. ¥ Cooperia spp, principalmente porque es frecuente enconirar
borreges infectados con dstos dos dltimos géneros y H. contortus en
diferentes regiones de México (67).

En Jo que respecta a los resutados obtenidos en ia prueba de
inmunoensayo enzimdtico en el presente estudio, probablemente 1a prueba
no se estandarizé bién, puesto que el incremento de los titulos de
anticuerpos homdlogos amti H. contortus durante la semanas ceroy -i,

as! Jo inldican . En relacidn a esto se sugiere gque probablemente los
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animales empleados para el presente experimento, estuvieron en un tiemso
parasitados con algdn otro nematodo que pudfera dar una reaccidn cruzada
con H, contortus y que reconociera algdn determinante antigénico del
extracto crudo de la L3 empleado o quizas 4ste antigeno {extracto crude
de 1a L3), pudoo ;haber actuada como un antigeno comin reconocido como
propio por parte del hospedero (11,33). Por lo cual se sugiere emplear
antigeno obtenido de la muda de L3 - L4 de H. contortus para la prueba
de inmunoensayo enzimdtico, pues al parecer éste antligeno tiene wuna
mayor capacidad inmunogénica coparado con el antfeno de extracto crudo
de la L3 y del adulto de H. contortus {10,11).

Como podrd observarse en la grdfica 8, hay un ligero incremento en
los titulos de anticverpos homdlogos anti- H. contortus durante las tres
primeras semanas (1-3), aunque dos de ellas (1 y 2} no fueron
estadisticamente significativas; sin embargo se considera qur por la
tendencia a incrementarse, probablemente thubo un corto  estimulo
inmunogénico probalemente estimulado por el antigeno de muda de L3 -L4 y
por el cambio evolutivo de éstas larvas a su estadio aduilto, lo cual no
fué muy marcado como en el anterior estimulo.

Otros factores que debieron de tomarse en consideracidn fueron las
diluciones de todos los sueros empleados (difucidn 1:100). Probablemente
se debié haber hecho una dilucidn o diluciones mayores (1:1000 o
1:2000) .

Para estandarizar la prueba también se requiere utilizar sveros de
anlmales parasttados por otros nematodos, con objeto de establecer el

menor limite de absorbancia que permita diferenciar animales infectados
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con H. contortus.

Por &1timo, se descarta 1a posibilidad de que el suerc de neonato
pudiera haber afectads la prueba , puesto que se pretendid eliminar
sueros que nos dieran reacciones positivas, por lo tanto el suero de
neonato de ovinos se selecciond puesto que estd  fibres de
inmunoglobulinas por no pasar éstas a través de placentas {89).

Con objeto de observar si los animales infectados con H. contortus
responden fnmunolégicamente ante unantigeno heterélogo como son los
glébulos rojos de pollo {GRP} , se inocularon a los ovinos de ambos
grupos con un paquete de GRP en el tiempo considerado como periode
prepatente de la hemoncosis, del cual se deduce que existe un estado de
desarrollo en particular del pardsito que contribuye significativamente
a la inmunosupresidn durante éste critico perjodo.

Encontréndose en el presente estudio la disminucidn de fos titulos
de anticuerpos heterdlogos anti- GRP en 1la prueba de hemoaglutinacién
directa en animales que padecieron hemoncosis durante la cuarta y quinta
semanas posinfeccion con L3 de H. contortus .  Par el tipo de disefio
experimental realizado en el presente estudio, no se pudo definir con
certeza 1a causa del mecanismo inmunosupresor observads , sobre todo
porque H. contortus es un nematodo con amplio mozaico antigénico el cual
es tan diverso por presentar diferentes estadios evolutives, que
excretan varios tipos de antlgenos, pero se desconace adn que parte de
ellos es inmunogénico o quizds alguno (s) es capaz de producir factores
Inmunomodutadores in vivo., los cuales supriman el sistema inmune del

hospedero.
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Es evidente que 1a depresidén del estimulo inmune hacia los GRP,
estd asociado con el periodo prepatente de la  hemoncosis,
correspondiente al dla 15 posinoculacién , durante el cual se observd
tendencia a disminuir el nivel de anticuerpos anti - GRP.

La importancia que se le ha dado al momento de la inoculacidn de
antigenos heterdlogos in vivo, también se ha reportads en ovinos
infectados con otros helmintos como son: Fasciola hepatica v
Nematospiroides dubius, a los cuales se les administré G2P y globulos
rojos de borrego (GRB) respectivamente, manifestando depresién humoral
durante el periodo prepatente en la infeccién (7,70,73).

Sin embargo, a pesar de haberse observade 12 inmunodepresién en
estos helmintos, tampoco se definid con certeza el mecanismo de este
disminucidn, sumandose asl a la inmunodepresisn no especifica observada
en hospederos infectados con otros helmintos como Trichinella spp. y
Ascaris suum (13,39,47,72). El significado preciso de este suceso se
desconoce, pero se sugiere que este mecanismo facilita la sobrevivencia
del pardsito (68).

Pritchard et al. {73), observaron que la sobrevivencia de K.
dubjus, estd relacionada con Infecclones crdnicas en animales
inmunodeprimidos. Estos autores sugieren la eliminacidn de substancias
inmunodepresoras por parte del nematodo, pero posiblemente esta
substancia esté regulando de alguna forma el mecanismo {inmunodepresor,
puesto que previene 1la muerte del hospedero por agentes oportunistas.

Posiblemente algdn mecanismo semejante esté ocurriendo con H. contortus
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porque reune el requisito de ser una infeccidn crénica y porque
inmunodeprime al hospedero infectado.

H. contortus es un nematodo que ademds de causar un tipo de
hemoncosis crénica en los hospederos por infecciones contlnuas
también puede presentar resistencia hacia el sistema Inmune del
hospedero ante una primoinfeccidn y favorecer de ésta forma la
inmunosupresidn, como se observé en el presente estudio. Aunque no es la
dnica parasitosis que muestra resistencia e inmunosupresién cuando
infectan por primera vez, sino también otros nematodos com Ascaris suum,

Irichinella spiralis y Nippostrongylus brasiliensis (25,39,47).

probablemente e} mecanismo de inmunosupresién observado en los
hospederos infectados por H. contortus, sea una de las formas para
evadir la respuesta inmune del hospedero y a la vez regular la
sobrevivencia de éste ditimo.  En la actualidad se desconoce los
posibles mecanismos por parte de éste nematodo que modulen la respuesta
inmune.

En algunos nemstodos como es el caso de Oesophagostomum radiatum,
Gasharre et al.(#1), mostraron que existe una substancia ,de la cual se
desconoce sus componentes bioquimicos, pero gue es producida por la muda
de L3-L4 de éste nematodo, capaz de inhibir la proliferacién de
linfocitos T in vitro., y Loose, et al. (57)sugiere que la inhibicién de
1a proliferacidn de iinfocitos T supresores es porque el procesamiento
normal del antigeno por los macrdfagos puede verse afectado durante
infecciones crédnicas.

En los 6ltimes anos, el tema de Inmunodepresidn en hospederos
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parasitados, se considera como un importante punto pars su estudio por
varias investigadores, por Io tanto son diversas las formas aplicadas en
su estudio. Por ejemplo, el empleo de antigenos y de substancias
mitogdnicas que estimulen la respuesta celular por via intradérmica en
‘el hospedero parasitado o su uso para pruebas de laboratoric in vitro se
estd trabajando como un apoyo mds en la inmunoparasitologla {48,51,53},

La reaccidn intradémmica a la inmoculacidn de Fitohemaglutinina
(FHA) en los animales infectados con Demodex canis e Eimeria tenella, se
observé marcadamente disminuida en ambas infecciones y en algunos casos
se observé el establecimiento de infecciones secundarias que
posteriormente provocaron 1a muerte en sus hospedadores (49,83,84).

En el presente estudio la reaccidn de 13 respuesta intradérmica
empleando FHA en ovinos infectados con H. contortus también indica que
existe un perfodo de inmunosupresidn durante la 3a., 4a. y 6a. semanas
pasinfeccidn. Al correlacionar los titulos de anticuerpos homélogos
anti- H. contortus con los obtenides de la prueba de hemoaglutinacién
directa empleando GRP , se observd que existe una tendencia a disminuir
1a respuesta inmunolégica de} organismo animal, ante un antigeno

heterdlogo ,sobre todo durante el periodo prepatente de este nematodo.
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V. CONCLUSIONES

1) Por los resultados obtenidos en el presente estudio sobre los
parémetros hematoldgicos y por la cantidad de huevos pardsitos
encontrados en el presente estudio, se determind el establecimiento del
nematodo H, contortus en la fnfeccidn experimental as! como también el
dafio causado por éste nematodo en el hospedero, por la disminucién de
eritrocitos y hematocrito.

2) De acuerdo a los resultados obtenidos mediante la prueba de
Inmunoensayo enzimatico, se suglere que el antigeno de extracto crudo de
1al3 de H. contortus, presenta reaccién cruzada con anticuerpos
estimulados por alguna otra infeccion antes de la hemoncosis & por algdn
anticuerpo propio del hospedero y se recomienda estandarizar nuevamente
1a técnica de ELISA empleando antlgeno de muda de fa L3 y L4, as! como
establecer dilucfones de todos los sueros mayores de la de 1:100.

3)La técnica de Hemoaglutinacién indirecta, mostrd ser una técnica
sensible y barata para continuar con estudios inmunoldgfcos de H.
contortus, En lo que respecta a lo relacionado con los resultados
obtenidos en el presente estudio, se supiere que el incremento del
titulo de anticuerpos anti-H. contortus corresponden principalmente al
estimulo provocado por l1a muda de L3 y L4 y por el adulto. Sin embargo
esto no representa que éstos antigenos sean lnmqodm\inantes e
inmunoprotectores, por lo tanto se recomienda continuar realizando

estudjos sobre la inmunologla de H. contortus.



53

4)pe acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba de
Hemoaglutinacion directa e intradémmica con FHA, se sugiere que 13
infeccidn por H. contortus en ovinos induce una inmunosupresién hacia
antigenos heterdlogos como son los GRP, lo cual facilitarta la
sobrevivencia del nematodo en el hospedero, ademds de favorecer las
infecciones secundarias por agentes oportunistas.

S)0ebido al tipo de disefio experimental realizado en el presente
estudfo, no se logrd definir el mecanismo por el cual H. contortus

inhibe la produccién de anticuerpos y la respuesta {nmune heterdloga.
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GRAFICA 2

HEMOGLOBINA DE OVINDS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE
CON  Haemonchus contortus
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Grupo B = (irupo de doovlnos infectados por v{a oral con 10,000 (3 de H contortus durante
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* = Indicacibn correspondiente a las semanas estadisticamente significativas (P 0.05).
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GRAF! A 3
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1a semana 0.
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GRAFITCA &
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GRAFICA S
LEUCOCITOS DE OVINGS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE

CON Haemonthus gcontortus
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No hubo diferencia significativa (P 0.05) en ninguna semana de duracibn del experimento.



74
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GRAFICA 7
HEMOAGLUTINACION  INDIRECTA CON ANTIGENG SOMATICO (AS)

EN OVINOS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE CON Haemonchus
contortus
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GRAFICA 8

INMUNOENSAYO ENZIMATICO CON ANTIGERO SOMATICO (AS) EN
OVINQOS INFECTADOS CON Haemonchus contortus
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GRAFIICA 9
HEMOAGLUT!NA&ION DIRECTA CON GRP EN OVINOS INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE  CON Haemonchus contortus
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GRAFICA 4
NIVELES DE FHA EN OVINOS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE

CON Hasmonchus contortus
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