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Los animales y el hombre pueden verse afectados por una gran variedad de 

nematodos gastrointestinales, cuyo efecto sobre la salud varía dependiendo, entre 

otros factores, de su localización, del nivel de infección, de los mecanismos de 

acción patógena que desarrollan, así como del estado fisiológico y nutricional del 

hospedador. En los rumiantes domésticos, y en concreto en el ganado caprino, sin 

duda uno de los más prevalentes e importantes es el género Teladorsagia, 

constituyendo algunas especies, como T. circumcincta, el agente parasitario más 

frecuente en muchas regiones geográficas españolas (Cordero del Campillo et al., 

1994), incluida la Comunidad Canaria (Molina et. al., 1997). A esta elevada 

frecuencia de presentación en la cabaña ganadera, se le une un importante potencial 

patógeno derivado del ciclo endógeno del parásito en la mucosa gástrica (Urquart 

et al., 1996), lo que lo convierte en uno de los parásitos  más relevantes desde el 

punto de vista económico entre los que afectan a esta especie ganadera.  

 

Actualmente el control de estas infecciones parasitarias se está realizando, 

como en otras nematodosis gastrointestinales de los pequeños rumiantes, mediante la 

aplicación de  tratamientos antihelmínticos, así como otra serie de medidas de 

manejo. Los antihelmínticos han sido y continúan siendo una importante medida de 

control, pero la aparición de cepas resistentes a estos productos en ganado ovino y 

caprino (Magona y Musisi, 1999) y los problemas medioambientales y de salud 

alimentaria que originan sus residuos,  han estimulado la búsqueda de otras medidas, 

como aquellas que tratan de potenciar la respuesta  inmunológica del hospedador 

frente a determinados antígenos parasitarios (Newton y Munn, 1999; Knox y 

Smith, 2001; Newton y Meeusen, 2003). 

 

En el desarrollo de estrategias de inmunización frente a nematodos 

gastrointestinales (NGI) de los pequeños rumiantes, sin duda ha tenido un papel 

protagonista el nematodo gástrico Haemonchus contortus, centrándose sobre él 

numerosos estudios, especialmente en ganado ovino, encaminados a inducir una 

respuesta inmunitaria protectora frente al parásito usando antígenos naturales y 

recombinantes, tanto de larvas 3 (L3), como de origen somático y productos de 
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excreción-secreción (E/S) de vermes adultos (Jacobs et al., 1999; Domínguez-

Torano et al., 2000; Vervelde et al., 2002).   

 

Entre los antígenos con propiedades inmunoprotectoras que se han 

investigado,  tanto en H. contortus como en otros NGI, destacan determinadas 

enzimas proteolíticas. Las importantes funciones biológicas de este tipo de enzimas 

en los nematodos, entre las que se incluyen la penetración a través de las barreras 

tisulares del hospedador (Mattheus, 1977), mecanismos de anticoagulación (Hotez 

y Cerami, 1983), la digestión extracorporal (von Brand, 1973),  la proteolisis de 

inmunoglobulinas (Auriault et al., 1981), así como la perturbación de  los 

mecanismos de defensa del hospedador (Leid, 1987), las convierten en candidatos 

idóneos para el desarrollo de vacunas que impidan, o al menos dificulten, la 

penetración, asentamiento y pervivencia del parásito dentro del hospedador.  

 

De todos esos tipos de proteinasas, las que parecen jugar un papel más 

importante en las relaciones parásito-hospedador, y por tanto las mejores candidatas 

para el desarrollo de protocolos de inmunoprotección son las cisteína-proteinasas, al 

intervenir en la penetración del parásito en los tejidos del hospedador, en su 

nutrición y en la defensa frente a los mecanismos efectores del sistema inmune  

(Tort et al., 1999). A estas propiedades funcionales, se une una elevada actividad 

inmunógena (Cox et al., 1990) lo que contribuye aún más a la idea de que este grupo 

de enzimas puedan ser idóneas en el desarrollo de vacunas frente a este tipo de  

nematodos (Tort et al., 1999) u otros helmintos (Neyra et al., 2002; Legocki et al., 

2005; Loukas et al., 2005). 

 

En la actualidad se han evaluado con fines inmunoprotectores con resultados 

satisfactorios algunas  fracciones de H. contortus con actividad cisteína-proteinasa. 

Algunas de ellas muestran una homología con la  

 

catepsina B (Cox et al., 1990; Boisvenue et al., 1992). Otras, con cierta similitud 

con las anteriores, han sido obtenidas a partir de vermes adultos y sus productos de 
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E/S, purificadas por cromatografía de afinidad en Thiol-Sepharosa y utilizadas tanto 

en ovinos como en caprinos (Knox et al., 1995; 1999; 2005; Bakker et al., 2004; 

Ruiz et al. 2004;). 

 

Estos mismos planteamientos están siendo objeto de estudio en el caso de los 

nematodos del género Ostertagia/Teladorsagia, donde a pesar de incluir especies 

con un tipo de nutrición no hematófaga, claramente distinta de H. contortus, se 

reconoce  un posible efecto inmunoprotector inducido por estas enzimas, debido a la 

ingestión parcial de sangre por parte del parásito (Murray y Smith, 1994; Geldhof 

et al., 2000).  

 

Del mismo modo, algunas cisteína-proteinasas expresadas por los estadios 

larvarios (L4) de T. circumcimcta (Catepsina F) parecen inducir una respuesta 

humoral protectora en  ovinos, como demuestra el hecho de que animales  con 

resistencia adquirida a la infección, presenten niveles de IgA específicos, que se 

encuentra correlacionados de forma negativa con los recuentos fecales, así como con 

la longitud y la fecundidad de los vermes (Redmond et al., 2006).  

 

Aunque se ha avanzado en los últimos años en el conocimiento de los 

mecanismos inmunes que se desarrollan frente a los NGI, y se dispone de 

herramientas cada vez más eficaces para analizarlos, lo cierto es que se requieren 

más trabajos  que contribuyan a esclarecer qué respuestas inmunes se manifiestan 

cuando llega a desarrollarse una protección frente a las infecciones parasitarias. De 

hecho, se desconoce de forma precisa el tipo de respuesta que tiene lugar frente a 

estas infecciones, o incluso si esas se manifiestan de la misma forma frente a  todos 

los NGI (Balic et al., 2000). Es más escasa aún la información que se dispone 

cuando se ponen en juego distintos inmunógenos parasitarios, como las enzimas 

proteolíticas que estamos considerando, información que podría ser de gran interés a 

la hora de tratar de  potenciar los mecanismos defensivos inducidos por estas 

enzimas  en algunas de las especies parásitas del género Ostertagia/Teladorsagia 

(González, J.F. et al., 2006; Gómez-Muñoz et al., 2004).  
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En el desarrollo de este trabajo se llevó a cabo una experiencia en la que  se 

analizó la inmunoprotección, inducida en ganado caprino  por enzimas cisteína-

proteinasas procedentes  de productos de E/S de vermes adultos de T. circumcincta, 

atendiendo a la respuesta inmune desarrollada en el curso del estudio tanto a nivel 

sistémico como local, así como las poblaciones celulares relacionadas con dicha 

respuesta tras un desafío  con 8000 L3 del parásito. 

 

Los datos recogidos no sólo fueron expuestos de modo descriptivo, sino que 

también se analizaron estadísticamente en profundidad. Así  se evaluó la 

significación de las diferencias observadas entre las medias de los diferentes 

parámetros estudiados (hematológicos, parasitológicos, niveles de anticuerpos 

específicos, expresión de citoquinas y poblaciones celulares a nivel local), del 

mismo modo, las diferentes variables fueron correlacionadas entre sí, intentando 

establecer qué tipo de asociación se establece entre ellas. 

 

Por tanto, los objetivos planteados en la presente Tesis Doctoral fueron los 

siguientes:  

 

Objetivos Generales: 

 

 Analizar el valor inmunoprotector en ganado caprino de  proteinasas tipo 

cisteína presentes en los productos de E/S de vermes adultos de T. 

circumcincta. 

   

 Analizar la respuesta inmune generada en ganado caprino, tras la 

inmunización con dichas  proteinasas de T. circumcincta, así como su 

relación con experiencias previas en las que llevaron a cabo infecciones 

primarias con este parásito en condiciones experimentales similares.  
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Objetivos Específicos: 

 

1. Evaluar la protección inducida  en caprino por proteinasas tipo cisteína 

procedentes de productos de E/S de vermes adultos de T. circumcincta, 

mediante el estudio del recuento total de vermes inmaduros y adultos en 

abomaso, longitud y fecundidad de vermes hembras, así como recuentos 

fecales de huevos, obtenidos tras el desafío con L3 del parásito. 

 

2. Analizar la evolución de distintos parámetros sanguíneos (valor hematocrito, 

concentración de proteínas plasmáticas, recuento total y diferencial de 

leucocitos y niveles de pepsinógeno sérico) en el curso de la inmunización y 

tras el posterior desafío con L3 infectantes del parásito. 

 

3. Estudiar  la respuesta inmune humoral (local y sistémica) mediante el 

análisis de los niveles de anticuerpos específicos en suero y mucus gástrico a 

lo largo de la experiencia. 

 

4. Estudiar inmunohistológicamente las poblaciones celulares efectoras y las 

subpoblaciones linfocitarias presentes en el abomaso tras el reto con L3 de T. 

circumcincta. 

 

5.  Evaluar la expresión de citoquinas en mucosa abomasal y nódulos linfáticos 

regionales en animales inmunizados tras la infección experimental con larvas 

infectantes de T. circumcincta. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Los nematodos gastrointestinales (NGI), considerados los parásitos más 

frecuentes de los rumiantes en todo el mundo, son causantes de  las denominadas 

gastroenteritis parasitarias, que se caracterizan por ser procesos generalmente 

endémicos, de curso crónico y mortalidad baja. En este tipo de nematodosis se 

encuentran involucradas distintos grupos parasitarios que se localizan en el 

estómago  e intestino, entre los cuales destaca el Orden Strongylida, y más 

concretamente la familia Trichostrongylidae (Balic et al., 2000). Dentro de los 

géneros que se localizan en el  abomaso, Haemonchus spp., Ostertagia 

(Teladorsagia) spp. y Trichostrongylus axei se consideran los más relevante; los 

de mayor importancia en intestino delgado son Trichostrongylus spp. y 

Nematodirus spp.; mientras que en el intestino grueso Oesophagostomum spp. y 

Chabertia spp. son los más prevalentes de mayor patogenicidad. 

 

En los rumiantes domésticos, y en concreto en el ganado caprino, uno de 

los géneros más prevalentes es el género Teladorsagia, constituyendo la especie 

T. circumcincta el agente parasitario más frecuente en muchas regiones 

geográficas españolas (Cordero del Campillo et al., 1994), incluyendo la 

Comunidad Canaria (Molina et. al., 1997). A esta elevada frecuencia de 

presentación se le une un importante potencial patógeno, derivado del ciclo 

endógeno del parásito en la mucosa gástrica (Urquart et al. 1996), lo que lo 

convierte en una de los parásitos más relevantes desde el punto de vista 

económico entre los que afectan a esta especie ganadera. Actualmente el control 

de las nematodosis gastrointestinales  se realiza mediante tratamientos 

estratégicos con antihelmínticos, lo que se estima corresponde al 10% del gasto 

mundial en fármacos veterinarios (Kassai, 1999).  

 

Las pérdidas económicas debidas a los nematodos de la familia 

Trichostrongylidae son especialmente severas en países en vías de desarrollo. En 

Etiopía, Biffa y colaboradores, en 2007, cuantificaron en 82 millones de dólares 
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anuales las pérdidas causadas por  NGI en pequeños rumiantes y, sólo en 

fármacos, se calculó que estas parasitosis podrían provocar gastos anuales del 

orden de 46 y 103 millones de dólares en Sudáfrica e India, respectivamente 

(Mcleod, 2004; Waller y Chandrawathani, 2005). En Australia, un país con 

una gran cabaña ovina, Sackett y colaboradores, en 2006, valoraron en 369 

millones de dólares  las pérdidas debidas a NGI. 

 

A las pérdidas debidas a la disminución de las producciones, muertes y 

decomisos, hay que sumarle los gastos originados por las medidas de control  

tradicionales, incluyendo la aplicación de tratamientos antihelmínticos,  manejo 

de pastos y otras. Los antihelmínticos han sido y continúan siendo una 

importante medida de control, pero la aparición de cepas resistentes a estos 

productos en ganado ovino y caprino (Magona y Musisi, 1999; FAO, 2004; 

van Wyk et al., 2006), los problemas medioambientales y de salud alimentaria 

que originan sus residuos y la creciente demanda por parte de los consumidores 

de productos animales libres de residuos farmacológicos  (Kassai, 1999) han 

estimulado a la comunidad científica a la búsqueda de nuevos métodos de 

diagnóstico y de control que sean más fiables y precoces, y que eviten los 

inconvenientes y pérdidas asociados al uso de antihelmínticos. Dentro de estas 

alternativas destacan los estudios basados en la eficacia de la modificación de la 

dieta (Waller, 1997b; Bricarello et al., 2005; Valderrábano et al., 2006), la 

utilización de hongos vermicidas para el control de los estadios preparasíticos 

(Waller et al., 2004), o el uso de vacunas que tratan de potenciar la respuesta 

inmunológica del hospedador frente a determinados antígenos parasitarios 

(Newton y Munn, 1999; Knox y Smith, 2001; Knox et al., 2003; Newton y 

Meeusen, 2003). 
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2. GENERALIDADES SOBRE TELADORSAGIA CIRCUMCINCTA Y 

OTROS NEMATODOS GASTROINTESTINALES DEL GANADO 

CAPRINO 

 

2.1  CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA Y DESCRIPCIÓN MORFOLÓGICA 

 

2.1.1 Superfamilia Trichostrongyloidea Cram, 1927 

 

Esta superfamilia es la más amplia entre los nematodos que cuentan con 

bolsa copuladora (Anderson, 1992). Se caracterizan por presentar una cápsula 

bucal reducida o rudimentaria y carecer de corona radiada. Pueden tener entre 3-

6 labios o bien carecer de ellos, presentan un cuerpo delgado y cuentan, en la 

mayoría de los casos, con una bolsa copuladora (Anderson, 1992; Urquhart et 

al., 2001).  

 

2.1.2 Familia Trichostrongylidae Leiper, 1912 

 

Los nematodos pertenecientes a esta familia son de pequeño tamaño, con 

una cápsula ausente o muy pequeña, sin coronas radiadas y normalmente sin 

dientes. La fase adulta se localiza en el tracto digestivo de los rumiantes, équidos 

y otros vertebrados. El aparato reproductor está bien desarrollado en ambos 

sexos. El aparato genital de las hembras es doble y la vulva se localiza en el 

tercio posterior del cuerpo, presentando en algunos géneros una solapa o 

lengüeta vulvar. Los machos presentan una bolsa copuladora bien desarrollada, 

con dos lóbulos laterales y un pequeño lóbulo central.  Los géneros más 

importantes son Trichostrongylus, Graphidium, Ostertagia (Teladorsagia), 

Marshallagia, Cooperia, Nematodirus, Haemonchus y Mecistocirrus (Soulsby, 

1988; Bowman, 1995, Cordero del Campillo, 2000). Su distribución es 

mundial (Kassai, 1999). 
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2.1.3 Género Ostertagia Ransom, 1907 

 

Las especies pertenecientes a este género se localizan en su mayoría en el 

abomaso, y ocasionalmente en el intestino delgado, de ovejas, cabras, vacas y 

otros rumiantes (Soulsby, 1988; Anderson, 1992). 

 

Se caracterizan por ser nematodos delgados y poseer una cutícula externa 

dotada de estrías transversales en su extremo anterior. El resto de su cutícula 

corporal lleva 25-35 estrías longitudinales y ninguna transversal. Son de color 

pardo y de ahí que se les conozcan vulgarmente como gusano pardo del 

estómago. El macho posee una bolsa copuladora con dos lóbulos laterales y uno 

dorsal y una membrana bursal accesoria. Sus espículas son cortas, y su  extremo 

posterior termina en 2 ó 3 procesos. La hembra muestra una vulva que puede ir 

cubierta con una pequeña solapa anterior (Soulsby, 1988).  Generalmente miden 

menos de 14 mm de longitud (Georgi y Georgi, 1990). Los huevos poseen una 

morfología típica estrongiloide (Georgi y Georgi, 1990; Bowman, 1995). 

 

Los adultos pertenecientes a este género pueden ser visibles mediante una 

exhaustiva inspección o mediante lavados gástricos. Las larvas se desarrollan en 

las glándulas gástricas del abomaso y sólo podemos apreciarlas mediante el uso 

del microscopio (Urquhart et al., 1996). Dichas larvas pueden sufrir secuestros 

larvarios en los estadios tempranos de la cuarta fase larvaria (Anderson, 1992), 

fenómeno que se denomina hipobiosis. 

 

Morfológicamente, Ostertagia y Teladorsagia son prácticamente 

indistinguibles, denominándose Teladorsagia a los vermes de este género que 

afectan a pequeños rumiantes y Ostertagia a los que afecta al ganado vacuno 

(Bowman, 1995; Georgi y Georgi, 1990). La diferenciación entre especies 

puede llevarse  a cabo a partir de la morfología de las espículas (Urquhart et al., 

1996). 
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2.1.4 Teladorsagia circumcincta Stadelmann, 1984 

 

Es un parásito del abomaso del ganado ovino y caprino que muestra una 

gran adaptación a estos hospedadores (Borgsteede, 1981b), aunque también se 

ha localizado en el abomaso  de ciervos, llamas, muflones, etc. (Anderson, 

1992). 

 

Los machos miden entre 7,5 y 8,5 mm de longitud. Muestran unas 

espículas finas (0,28 – 0,32 mm) que terminan en un abultamiento y un pequeño 

proceso agudo. La hembra mide entre 9,8 y 12,2 mm, presenta una vulva que 

normalmente está cubierta con una solapa. Muestran, cerca del extremo de la 

cola, una banda engrosada que contiene de 4 a 5 estrías transversales (Soulsby, 

1988). 

 

 

 

Los huevos miden entre 80-100 x 40-50 µm y tienen una forma elíptica 

regular de polos simétricos no muy anchos. Las paredes laterales son simétricas. 

Poseen una cápsula delgada, quitinosa y de superficie lisa, tapizada en su interior 

por una delgada membrana (Thiendepont et al., 1979). Eclosionan a las 18 – 24 

horas y el primer estadio larvario mide 350 µm de longitud (Anderson, 1992). 

La L3 infectante mide entre 797 y 866 µm incluyendo la vaina que la recubre 

(Dikmans y Andrews, 1933). 

 

  Fig.1 Macho de T. circumcincta. Bolsa copuladora   Fig.2 Solapa vulvar de la hembra de T. circumcincta  
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3 BIOLOGÍA DE LOS NEMATODOS GASTROINTESTINALES 

Teladorsagia presenta un ciclo biológico directo muy parecido al de otros 

tricostrongílidos. Los huevos, de la morfología típica de los tricostrongílidos, 

salen con las heces de forma no embrionada, siendo su excreción  variable 

dependiendo de factores relacionados con el hospedador (edad, estado 

inmunitario, consistencia fecal), así como de la propia prolificidad individual del 

parásito. Los huevos suelen ser bastante resistentes a las condiciones adversas y 

presentan una gran capacidad de adaptación. Pueden eclosionar en intervalos de 

temperatura que oscilan entre los 4-38ºC (Crofton, 1965; Crofton y Whitlock, 

        Fig.3 L3 infectante de T. circumcincta               Fig.4 Extremo anterior L3 T. circumcincta 

                Fig.5 Huevo de T. circumcincta 
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1965), variando el tiempo que invierten en eclosionar en función de la 

temperatura y de la cepa parasitaria. 

 En el medio se produce el desarrollo de la L1 que, en condiciones 

óptimas, eclosiona desarrollándose la L2 y posteriormente la L3, que es la forma 

infectante para el hospedador. Este proceso tiene lugar en aproximadamente dos 

semanas, aunque el desarrollo puede retrasarse varios meses si la temperatura y 

la humedad no son las óptimas. Las dos primeras fases larvarias permanecen en 

las heces, alimentándose de materia orgánica y microorganismos presentes en las 

mismas. La L3 conserva la cutícula del estadio anterior, lo que la aísla del medio 

externo y la  hace más resistentes al frío y la desecación que las fases previas. 

Asimismo, las L3  están dotadas de movilidad, lo que les permite desplazarse, en 

condiciones ambientales desfavorables como la falta de humedad y las altas 

temperaturas, hacia las partes más bajas de la vegetación o del pasto para evitar 

el efecto de la desecación (Machen et al., 1994; Schoenian, 2005). 

Las larvas L3 infectantes migran de las heces a la hierba cuando las 

condiciones de humedad son idóneas, lo cual facilita que el hospedador 

rumiantes las ingiera (Urquhart et al., 1996). Una vez ingerida, pierde la vaina  

en el  rumen y penetra en las glándulas gástricas de la mucosa del abomaso 

(preferentemente en su región fúndica),  formando nódulos de color blanquecino 

a los 3-4 días de la infección.  A los 7 – 10 días, las larvas ya han madurado a L4 

(hembras con 7 mm y machos con 5 mm de longitud) y  a los 14-42 días 

alcanzan  su fase adulta (Threlkeld, 1934; Sommerville, 1953; 1954; Armour 

et al., 1966), a menos que sufran el fenómeno de hipobiosis o arresto larvario. En 

tal caso, las L4 pueden quedar secuestradas en las glándulas gástricas (Armour 

et al., 1966) hasta un periodo de 6 meses, lo cual permite a esta especie, como a 

otros tricostrongilidos, superar condiciones medioambientales adversas 

(Dunsmore, 1960,1963; Georgi y Georgi, 1990; Bowman, 1995;). También se 

ha demostrado que una gran exposición larvaria favorece el fenómeno de 

hipobiosis, y que el empleo de antiparasitarios  que reducen la carga de 

nematodos adultos parece estimular el que una parte las larvas secuestradas  
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reanude su desarrollo para reestablecer la población de vermes en el abomaso. 

La hipobiosis jugaría, por tanto, un papel en el mantenimiento de la población de 

vermes adultos. Finalmente, este fenómeno también puede considerarse como 

una consecuencia de la respuesta inmune del hospedador (Balic et al., 2000b). 

La exposición continua al antígeno parasitario sería crítica para detener el 

desarrollo parasitario ya que, en ausencia de más L3 infectantes, el secuestro de 

las L4 es breve (Smith, 2007). Cuando no tiene lugar el fenómeno de arresto 

larvario el periodo de prepatencia es de unas tres semanas (Soulsby, 1988; 

Urquhart et al., 1996). 

 

 

4 EPIDEMIOLOGÍA DE LA OSTERTAGIOSIS 

 

La magnitud de la parasitación por T. circumcincta en un rebaño está 

condicionada por su ciclo biológico, así como por factores ambientales y factores  

relacionados con el hospedador. Todo ello determina una cantidad variable de 

estadios infectantes (L3) en el medio y, por tanto, de la carga parasitaria en los 

animales  y de las fuentes de infección, lo cual se  traduce en distintos modelos 

epidemiológicos, con sus correspondientes ritmos de infección y de 

contaminación del medio (Cordero del Campillo, 2000). 

La presencia de huevos de Teladorsagia en el medio procedente de 

animales parasitados no es constante. Así,  en torno al periparto - dos semanas 

antes y seis semanas después del nacimiento de las crías - se produce 

normalmente un incremento del número de huevos (Dunsmore, 1965; Andrews 

et al., 1995; Dorny et al. 1995; Urquhart et al., 1996; Kassai, 1999). Este 

incremento se considera consecuencia de ciertos cambios hormonales asociados 

al parto que implican una relajación en la respuesta inmune del hospedador 

(Barger, 1993; Urquhart, 1996). Como resultado se favorece el desarrollo de 

las larvas hipobióticas y se incrementa la fecundidad de los vermes hembras 

alojados en el abomaso. La eliminación masiva de huevos aseguraría una elevada 
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presencia de L3 infectantes en el momento en que los animales destetados salgan 

al pasto (Soulsby, 1987). 

 

La activación de las larvas quiescentes parece que no se debe 

exclusivamente a una reducción de la respuesta inmune del hospedador, sino que 

está también relacionada con la mejora de las condiciones ambientales en el 

exterior, aunque los mecanismos que median esta activación son aún 

desconocidos (Blitz y Gibbs, 1971; Gibbs, 1986). Lógicamente, los momentos 

del año con climatología más favorable suelen coincidir con las parideras, por lo 

que los efectos del incremento de la movilización larvaria durante el periparto y 

la activación de las larvas hipobióticas asociadas a las mejores condiciones 

climatológicas se suman. En zonas de climas templados, en los que ninguna 

larva puede sobrevivir en el pasto durante el invierno, esta combinación de 

factores parece determinante para el mantenimiento de la población parasitaria 

en los rebaños (Capitini et al., 1990; Waller y Chandrawathani, 2005).  

 

La carga infectante de los pastos también se sustenta partir de las L3 que 

superaron el invierno (Urquhart et al., 1996). De hecho, la supervivencia de las 

L3 durante tres meses a -10ºC y por periodos mucho mayores a 4ºC justifican 

esta capacidad de hibernación (Gibson y Everett, 1972) y explican la 

posibilidad de que inicien una nueva infección en primavera cuando los animales 

vuelvan al pasto (Waller y Thomas, 1978). 

 

En general, la disponibilidad de larvas infectantes en los pastos suele 

presentar una variación estacional, aunque en lugares con escasos cambios 

estacionales se pueden mantener ritmos de infección prácticamente constantes a 

lo largo de todo el año (Urquhart et al., 2001). 

 En áreas de clima templado, como por ejemplo Europa, el número de L3 

de T. circumcincta que están en la vegetación se incrementa sensiblemente a 

mitad de verano y es entonces cuando aparece la enfermedad (Urquhart et al., 
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1996), lo cual se ve favorecido por la susceptibilidad de los terneros, corderos y 

cabritos durante su primer periodo de pastoreo (Kassai, 1999). 

 En áreas subtropicales, como por ejemplo las islas Canarias, el desarrollo 

de la enfermedad es similar a la descrita para las zonas templadas, excepto 

porque el ritmo estacional de eventos es diferente. En muchas de estas áreas el 

parto sucede conjuntamente con un aumento del pasto, normalmente al final del 

otoño o invierno, coincidiendo con las condiciones más favorables para el 

desarrollo de las fases de vida libre de Ostertagia spp., concentrándose un mayor 

número de larvas a lo largo del invierno y originando los problemas clínicos o 

las pérdidas productivas en la segunda mitad del invierno. El secuestro larvario o 

hipobiosis podría tener lugar al final del invierno o al principio de la primavera, 

no descartándose la posibilidad de que en determinadas zonas climáticas (seco-

desértico) este fenómeno pudiera tener lugar durante las épocas más secas y 

calurosas del año (Urquhart et al., 1996). Así mismo, la importancia relativa del 

pasto como fuente de infección en cualquier área geográfica podría variar de 

acuerdo con las condiciones ambientales durante el periodo más adverso para la 

supervivencia de estas larvas. Por ejemplo, si el verano es muy seco y caluroso 

(como en las islas Canarias), se reduce la longevidad de las L3, a excepción de  

en zonas de sombra, que serán los reservorios de la infección hasta que llegue el 

siguiente invierno, tal y como se ha demostrado zonas próximas de Marruecos 

(Ouhelli et al., 1981; Pandey et al., 1990). 

Si la ingesta de L3 tiene lugar antes de octubre, la mayoría de las larvas 

madurarán en tres semanas; si es posterior, lo normal es que frenen su desarrollo 

y queden en hipobiosis durante varios meses y precipiten la ostertagiosis tipo II 

(detallada más adelante) cuando maduren. En el hemisferio norte se ha detectado 

este fenómeno durante los meses fríos, mientras que en zonas desérticas ocurre 

durante los meses más calurosos, debido a la desecación.  

Cabe destacar que las L3 son más resistentes a la desecación que las L1 y 

las L2, aunque son muy sensibles a la exposición directa a la luz solar (Kassai, 
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1999). Un estudio desarrollado sobre el efecto de la temperatura en la 

supervivencia la L3 de varios géneros de nematodos, considerando un intervalo 

de temperaturas entre 5-30 ºC, demostró que Ostertagia spp era el género más 

resistente (Boag y Thomas, 1985). También parecer ser más capaz de soportar 

mejor el frío que otros tricostrongílidos (Furman, 1944; Pandey, 1972; Jasmer 

et al., 1987). 

Los nematodos gastrointestinales inducen un cierto grado de inmunidad 

que hace que, conforme aumenta la edad del hospedador, éste sea más resistente 

a la enfermedad, pasando a tener importancia como fuente de contagio. La 

inmunidad se adquiere lentamente y generalmente se requieren dos estaciones de 

pastoreo antes de que se adquiera una resistencia significativa a la infección 

(Urquhart et al., 1996). 

 

5 PATOGENIA Y LESIONES 

 

Por lo general, en condiciones naturales coexisten en un mismo 

hospedador varias especies de trichoestrongílidos, cada una de ellas con 

diferentes mecanismos de acción patógena y localizaciones a lo largo del tracto 

gastrointestinal. La acción patógena total será, por tanto, el conjunto de la acción 

de todas las especies coexistentes en el hospedador  (Cordero del Campillo et 

al., 2000; Meana y Rojo, 2000). En esta acción intervienen tanto las formas 

larvarias como el estadio adulto, teniendo las primeras por lo general un mayor 

protagonismo. En consecuencia, el curso de la infección variará en función de 

factores tales como el número de vermes, las especies presentes en el tracto 

gastrointestinal, así como la edad y estado nutricional del hospedador, entre otras 

(Kassai, 1999).  

 

En el caso concreto de Ostertagia spp se han documentado cambios 

morfológicos y funcionales como consecuencia de infecciones experimentales en 

terneros por O. ostertagi (Murray et al., 1970). En este estudio se demostró que 
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el principal efecto patogénico de la infección por O. ostertagi era la reducción de 

la funcionalidad de las glándulas gástricas, así como la amplia superficie de 

mucosa que podía verse (Soulsby, 1988). 

 

 Los cambios fisiopatológicos  que resultan de la  infección empezarían a 

desarrollarse aproximadamente a los 17 días post-infección (dpi) coincidiendo 

con el desarrollo larvario en las glándulas gástricas. El desarrollo larvario 

ocasiona la pérdida de funcionalidad de las glándulas gástricas parasitadas, 

siendo reemplazadas las células mucosas, zimógenas y parietales por células 

indiferenciadas columnares de secreción mucosa (Soulsby, 1988; Noble et al., 

1989; Kassai, 1999). 

 

Entre los 17-35 dpi,  como consecuencia de la salida de los vermes 

adultos de las glándulas gástricas, se desarrollan importantes cambios en las 

glándulas gástricas adyacentes. Las glándulas parasitadas se muestran 

agrandadas y se dilatan las glándulas circundantes. Este fenómeno  estimula una 

rápida división de las células epiteliales, especialmente las parietales, lo cual da  

origen a unas células aplanadas indiferenciadas que pierden su capacidad 

funcional Estos cambios   determinarán la aparición de una mucosa gástrica 

engrosada e hiperplásica que provoca la desaparición de  los complejos de unión 

intercelulares (Soulsby, 1988; Kassai, 1999). 

 Macroscópicamente, todos estos cambios se traducen en lesiones a nivel 

de las glándulas parasitadas, de morfología nódulo-circular prominente, de 2-3 

mm de diámetro y con un orificio central. En infecciones muy intensas, el 

abomaso se muestra edematoso e hiperémico, con el aspecto del “cuero 

repujado” (Soulsby, 1988; Georgi y Georgi, 1990; Bowman, 1995). 

Funcionalmente,  se produce un incremento del pH del abomaso debido  

al cese de la producción de ácido clorhídrico por las células parietales (Soulsby, 

1988; Kassai, 1999) y a la  modificación del Diferencial del Potencial 

Transmural, es decir, el potencial eléctrico a través de la pared gástrica e 
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intestinal, y de la concentración intraluminal de iones (Cordero del Campillo, 

2000). 

El aumento del pH gástrico puede alcanzar valores alrededor de 7, lo que 

tiene importantes repercusiones, ya que disminuye el poder bacteriostático de los 

jugos gástricos y se reduce la conversión del pepsinógeno en pepsina. Asimismo, 

como consecuencia de la pérdida de uniones intercelulares, hay una mayor 

permeabilidad para las macromoléculas, por lo que el pepsinógeno que se 

acumula en el abomaso es reabsorbido y aumentan sus niveles en el plasma, a la 

vez que detectan proteínas plasmáticas, como la albúmina, en el contenido 

abomasal (Dargie, 1975; Miller y Horohov, 2006; Soulsby, 1988). 

Algunos autores no están seguros de que los cambios fisiológicos y 

bioquímicos descritos en los párrafos anteriores sean como consecuencia 

exclusiva de las lesiones producidas por las larvas en el epitelio gástrico. De 

hecho, los tratamientos antihelmínticos recuperan el pH gástrico mucho antes de 

que las células puedan recuperarse. Es posible que pudiera haber una inhibición 

de la secreción ácida en los lugares donde el verme no tiene una acción directa, 

determinada por un factor gástrico de origen desconocido que estaría inducido 

por la presencia del verme. Este efecto se ha atribuido a algunos productos de 

excreción-secreción (E/S) del parásito (Cordero del Campillo et al., 2000). 

Parece ser que también juega un papel en la fisiopatología de la 

enfermedad la hipersensibilidad y la degranulación eosinofílica generada durante 

el desarrollo larvario (Schillhorn, 1981; Hammerberg, 1986; Smith, B.P., 

1990). 

 Por último, hacia el día 35 pi, se inicia la pérdida gradual de los parásitos 

adultos, lográndose progresivamente un regreso a la normalidad de la mucosa 

gástrica hacia el día 63-70 de infección (Soulsby, 1988) 

Dentro de la patogenia descrita, la infección puede desarrollarse de dos 

formas diferentes: 
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Ostertagiosis tipo I: es causada por la ingesta de un elevado número de L3 

recientes y, por tanto, se manifiesta 3-4 semanas después de su ingreso en el 

hospedador, siendo  la mayoría de los vermes presentes adultos (Kassai, 1999). 

En estos casos, la respuesta al tratamiento suele ser buena,  por lo que estas 

formas clínicas cursarían con una morbilidad alta y una mortalidad normalmente 

baja (Soulsby, 1988). En las regiones cálidas, esta forma clínica es la más común 

en la época de destete y en los meses siguientes, mientras que en las regiones 

templadas más frías, es la forma que se desarrolla en animales jóvenes durante su 

primer verano de pastoreo y a principios de otoño. 

Ostertagiosis tipo II: tiene lugar cuando un elevado número de larvas que se 

encuentran en estado de hipobiosis (L4) se movilizan y salen de las glándulas 

gástricas. Las lesiones serán similares a las de la Ostertagiosis tipo I pero más 

extensas (Soulsby, 1988).  En las regiones templadas-cálidas, las larvas 

propensas a la inhibición son adquiridas en primavera y la enfermedad puede 

ocurrir cuando un gran número de larvas reanudan su desarrollo hasta la fase de 

adulto, a finales del verano u otoño. En las regiones templadas-frías, las larvas en 

hipobiosis son adquiridas al final del otoño y maduran a finales del invierno o 

principio de la primavera (Aiello, 2000).  

 

6 SIGNOS CLÍNICOS 

Las tricostrongilidosis están asociadas a una serie de signos clínicos, 

entre los que destacan una menor ganancia en peso, mal estado general, 

inapetencia y diarrea. Asimismo, es común la observación de cambios 

característicos en la composición de la sangre, como hipoalbuminemia, 

disminución en la concentración de las proteínas totales y  anemia. La anemia es 

un signo característico de las infecciones de las especies hematófagas, como H. 

contortus, aunque puede observarse también en animales que padecen un cuadro 

crónico causado por especies no hematófagas. En este caso, sería más una 

consecuencia de las deficiencias nutritivas asociada a la anorexia y a la excesiva 
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pérdida de proteínas plasmáticas a través de la mucosa digestiva que a una 

pérdida de sangre (Cordero del Campillo et al., 2000). 

Los trastornos digestivos pueden incluir diarrea cuando las infecciones 

son moderadas o graves. En infecciones por Teladorsagia spp, la aparición de 

diarrea coincide con la maduración de las larvas, a lo que contribuye el 

incremento de la población bacteriana favorecido por el aumento del pH. 

Los efectos de las infecciones parasitarias por nematodos 

gastrointestinales sobre la producción se suelen traducir en una reducción de la 

ganancia diaria de peso, del crecimiento, así como de la calidad de la lana y la 

producción de la leche (Cordero del Campillo et al., 2000). 

En las infecciones por Ostertagia spp  en ganado vacuno, el signo más 

sobresaliente es una diarrea intensa. En esta especie, la ostertagiosis tipo I se 

caracteriza por la aparición de edema y necrosis en la mucosa gástrica, 

fenómenos que aparecen acompañados por una reducción de los niveles de 

albúmina, anorexia, con el desarrollo de una profusa diarrea acuosa, 

generalmente de un color verde brillante por la falta de desnaturalización de la 

clorofila en el abomaso (Soulsby, 1988; Kassai, 1999), pérdida de peso, 

deshidratación, aumento del pepsinógeno plasmático y ocasionalmente edemas 

periféricos. El número de huevos por gramo de heces (h.p.g.)  en estos casos 

suelen ser altos (>1000 h.p.g.) (Kassai, 1999). La morbilidad observada es por lo 

general alta, mientras que la mortalidad suele ser baja, siempre que se aplique el 

tratamiento antiparasitario adecuado (Soulsby, 1988). 

Cuando los animales parasitados manifiestan ostertagiosis tipo II, se 

desarrolla una grave diarrea crónica y emaciación (Matín et al., 1957; Kassai, 

1999), anorexia, deshidratación, incremento del pepsinógeno plasmático, e 

hipoalbuminemia muy marcada, que se traduce generalmente en edemas 

periféricos (Mulligan et al., 1963; Kassai, 1999). Circunstancialmente, podría 

producirse una mortalidad elevada (Matín et al., 1957; Kassai, 1999), siendo la 

morbilidad generalmente baja. La mucosa del abomaso se observa engrosada y 
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edematosa, al tiempo que puede haber  una necrosis superficial conjuntamente 

con un exudado inflamatorio. En ganado ovino y caprino, el signo clínico que 

aparece con mayor frecuencia es una marcada pérdida de peso. La diarrea, 

cuando se manifiesta, suele ser intermitente y generalmente no tan acuosa como 

en bovino (Uquhart et al., 1996). 

En climas tropicales y subtropicales, donde no suelen desarrollarse ciclos 

biológicos tan marcados, y donde las L3 viables permanecen en el medio durante 

periodos más prolongados, el desarrollo de una ostertagiosis clínica es mucho 

menos frecuente. De producirse formas clínicas, el tipo I tendría lugar a finales 

del invierno (enero-marzo), y las formas tipo II en otoño, con el comienzo de la 

estación de lluvias (septiembre-diciembre) (Kassai, 1999). 

 

7 DIAGNÓSTICO 

Se puede establecer a partir de datos clínicos, así como del historial 

epidemiológico, y posteriormente confirmado mediante distintos tipos de análisis 

laboratoriales (Soulsby, 1988). 

El diagnóstico atendiendo a los signos clínicos es difícil ya que los 

síntomas más frecuentes (diarrea, pérdida de peso y falta de apetito) pueden 

aparecer también en otros procesos. Sin embargo, todos estos signos, 

acompañados de datos epidemiológicos como la salida al pasto de los animales 

más jóvenes, pueden hacer sospechar al clínico de un cuadro de gastroenteritis 

parasitaria (Urquhart et al., 2001).  

El análisis coprológico, mediante la observación directa de huevos en las 

heces,  es la técnica indicada para confirmar la presencia de NGI en el rebaño.   

Los huevos de las distintas especies de Trichostrongylidae, salvo los del género 

Nematodirus spp., son prácticamente indistinguibles entre sí. Por este motivo, 

una vez evidenciada la presencia de huevos con morfología compatible con T. 

circumcincta sería necesario llevar a cabo su identificación mediante 
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coprocultivo e identificación de los caracteres morfológicos de las L3 que se 

desarrollan a partir de los huevos (Molento et al., 2004; Urquhart et al., 2001; 

Van Vyk, 2001; Van Vyk et al., 2006). 

 El número de huevos presentes en las heces del animal es orientativo, en 

cierta medida, del grado de parasitación. La técnica habitual para cuantificar el 

número de huevos en heces es el método de McMaster (MAFF, 1989). Los 

recuentos fecales pueden ser elevados en la enfermedad tipo I, pero muy bajos e 

incluso negativos en animales que padecen la enfermedad tipo II (Soulsby, 

1988). En cualquier caso, los recuentos de huevos no siempre son proporcionales 

a la carga parasitaria ni a los signos clínicos. De hecho, corderos, cabritos y 

terneros pueden sufrir de forma fatal la enfermedad coincidiendo con la fase 

larvaria, siendo en ese momento el recuento de huevos insignificante. Se estima, 

de modo orientativo, que 250-2000 h.p.g. de T. circumcincta corresponden a un 

grado de parasitación intermedio (Kassai, 1999).  

La determinación de las proteínas séricas (Meana y Rojo, 2000), los niveles 

de pepsinógeno sanguíneo (Anderson et al., 1965) y los niveles séricos o en la 

leche de inmunoglobulinas específicas (Molina et al., 2009) pueden ser también 

de interés pronóstico. Finalmente, hallazgos en la necropsia concordantes con 

una ostertagiosis (presencia de vermes, gastritis, etc.) pueden ayudar a completar 

el diagnóstico. 

El diagnóstico se confirma a menudo por la respuesta al tratamiento con 

antihelmínticos. La enfermedad tipo I responde rápidamente y en 48 horas se 

recobra el apetito y se produce una rápida  regeneración de los cambios en el 

abomaso. El tipo II responde de manera menos espectacular, siendo necesaria a 

menudo la repetición del tratamiento (Soulsby, 1988). 

 

 

8 TRATAMIENTO 
 

El tratamiento y el control de las nematodosis gastrointestinales se han 
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basado fundamentalmente en el uso de fármacos antihelmínticos, en 

combinación con determinadas medidas de manejo en el pastoreo que reduzcan 

el riesgo de infección. 

 

La aplicación a gran escala de antihelmínticos de probada eficacia ha 

transformado la industria ganadera, especialmente en el caso de los rumiantes. 

Se llega a afirmar que la ganadería de rumiantes en su forma actual no sería 

posible sin fármacos antihelmínticos (Stear et al., 2000). Los fármacos más 

utilizados son los bencimidazoles y probencimidazoles, los imidazotiazoles y las 

lactonas macrocíclicas. En el pasado también se utilizaron los organofosforados, 

que dejaron de emplearse debido a su elevada toxicidad. 

 

- Bencimidazoles y probencimidazoles. Se administran por vía oral, 

absorbiéndose con rapidez y alcanzando sus niveles plasmáticos más altos a las 

2-3 horas de la administración. Los más utilizados son: albendazol, oxibendazol, 

mebendazol, oxfendazol, fenbendazol, flubendazol y cambendazol (Cordero del 

Campillo, 2000; Ostlind et al., 2006; Álvarez-Sánchez et al., 2006). 

 

 - Imidazotiazoles. Dentro este grupo de fármacos se encuentran el 

tetramisol y el levamisol. Estos dos fármacos son eficaces frente a la forma 

adulta de los NGI, siendo menor su eficacia sobre los estadios larvarios. Se 

recomienda periodos de supresión de dos días para el consumo de leche y una 

semana en el caso de la carne (Cordero del Campillo, 2000; Ostlind et al., 

2006; Martin y Robertson, 2007). 

 

 - Lactonas macrocíclicas. Dentro de este grupo se encuentra la 

ivermectina, fármaco que a dosis muy bajas  (0,2 mg/k.p.v.) suele presentar una 

efectividad del 100% (Ostlind et al., 2006). También se clasifica en este grupo 

la doramectina que, administrada a la misma dosis en cabras, es efectiva frente a 

la haemonchosis, y su efecto persiste entre los 14-25 días post-tratamiento 

(Molina et al., 2005). Este mismo compuesto en ovino también se ha 
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demostrado eficaz frente a otros NGI como Teladorsagia circumcincta, 

Nematodirus battus, Nematodirus filicollis, Oesophagostomun venulosum y 

Trichuris spp. (Dorchies et al., 2001). Ambos fármacos tienen una gran eficacia 

frente a adultos y estadios larvarios, incluso en hipobiosis; además, son eficaces 

frente ectoparásitos. Sin embargo, el periodo de supresión en muy alto, en el 

caso de la carne 21 días y en el caso del ganado lechero no se puede administrar 

(Cordero del Campillo, 2000). 

 

Otro fármaco perteneciente a este grupo es la epinomectina, cuya eficacia 

se ha demostrado frente a NGI tanto en cabras como en ovejas. En cabras, resulta 

eficaz frente a Teladorsagia circumcincta, Haemonchus contortus y 

Trichostrongylus colubriformis (Hoste et al., 2004). La eficacia de este fármaco 

también ha sido constatada por otros autores (Cingloli et al., 2003) en ovinos 

frente a Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus 

vitrinus, Trichostrongylus capricola, Nematodirus spp y Chabertia ovina. Una 

ventaja de este fármaco es que puede utilizarse en animales en fase de lactación. 

 

En este apartado cabe considerar también a la moxidectina, una 

milbemicina que ha demostrado ser altamente eficaz frente a Haemonchus 

contortus, llegando a reducir los recuentos fecales de huevos entre un 90%  y un 

100% a las 48 horas del tratamiento (Tyrrel-Acosta y Jacobs, 1999). 

 

 

8.1. RESISTENCIA A ANTIHELMÍNTICOS 

El uso incontrolado de antihelmínticos ha favorecido el desarrollo de 

cepas resistentes en todo el mundo. La administración frecuente, el uso repetido 

del mismo fármaco o grupos de antihelmínticos,  la administración de dosis 

subterapéuticas, unido al elevado potencial biótico de los parásitos y las 

condiciones climáticas favorables para la supervivencia de los estados larvarios, 

son algunos de los factores que han favorecido la aparición creciente de 
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resistencia antihelmíntica (Cordero del Campillo, 2000).  

El fenómeno de resistencia se debe esencialmente a un cambio en la 

frecuencia de un gen de una población de vermes, asociado a una selección 

inducida por drogas, que determina una reducción de la eficacia por debajo del 

95% (Kassai, 1999).  

En España, la primera cita sobre la existencia de cepas de NGI resistentes 

a antihelmínticos es de 1960 (Prichord et al., 1980). Posteriormente, diversos 

estudios han confirmado la aparición de resistencias a las tres grandes familias 

de antihelmínticos, sin que la situación, por ahora, parezca tan grave como en 

otros países (Álvarez Sánchez et al., 2006; Díez Baños et al., 2008; M. 

Martínez-Valladares et al., 2011).  

 

Este problema no fue valorado en su momento, al confiar en que las 

empresas farmacéuticas comercializarían nuevos fármacos. Sin embargo, durante 

25 años han sido muy escasos los nuevos antihelmínticos destinado a animales 

de abasto, fundamentalmente por razones económicas (van Wyk el al., 2006). 

 

Recientemente, han sido descubiertos nuevos grupos farmacológicos con 

efecto antihelmíntico, lo que permitirá disponer de fármacos, al menos 

temporalmente, libres de resistencias. Se pueden destacar los derivados del 

amino-acetonitrilo, en concreto el monepantel (Kaminsky et al., 2008), cuya 

comercialización ya ha sido aprobada en Europa para ganado ovino. Otros 

grupos de fármacos con estas características son los ciclooctadepsipéptidos (von 

Sammson Himmelstjerna et al., 2005), los spiroindoles (Sangster, 2009) o el 

derquantel (Little et al 2010). 

 

En cualquier caso, se hace necesaria una nueva política en el tratamiento 

de estos parásitos, que implique un uso correcto y racional de los fármacos, con 

rotaciones de los mismos (Urquhart et al., 1996; van Wyk, 2001; Sangster, 

2009) y tratamiento selectivo de los animales (van Wyk et al., 2006),  todo ello 
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acompañado de diferentes medidas de control. 

 

9 CONTROL Y PROFILAXIS 

El control de la parasitación por NGI pretende evitar la aparición de la 

enfermedad en los momentos en que los animales son más susceptibles (Kassai, 

1999) y, en la medida de lo posible, fomentar también el desarrollo de la 

inmunidad frente al parásito, mejorando con ello el rendimiento productivo de 

los animales 

Las medidas de manejo encaminadas a minimizar los riesgos de infección 

y la realización de tratamientos estratégicos con antihelmínticos  son dos de los 

métodos tradicionales para controlas las enfermedades por NGI (Urquhart et 

al., 1996).  

 

9.1  MEDIDAS DE MANEJO 

Si se dispone de datos medioambientales de la región (pluviometría, 

temperatura, humedad y otros relacionados con la epidemiología de la 

enfermedad) es posible estimar cuando existen más riesgos de acumulación de 

larvas e incluso intuir cuál será la severidad previsible de la infección en el 

rebaño (Kassai, 1999). Todo ello imposibilita aplicar una misma pauta 

profiláctica en todas las explotaciones ganaderas (Georgi y Georgi, 1990). Las 

medidas de manejo en pastoreo se basan en la especificidad de hospedador 

(pastoreo mixto por especies), en la resistencia adquirida (pastoreo separado por 

edades), o en el empleo de pastos poco o nada contaminados (pastoreo 

rotacional, uso de barbechos, quema de pastos, etc.). Estas medidas 

complementan el uso de antihelmínticos. Su objetivo es lograr que los animales 

pasten en hierba no contaminada por especies de parásitos frente a los que son 

susceptibles. En general, la buena gestión del pastoreo no puede llegar a 

significar el control absoluto de las infecciones por NGI, pero, cuando menos, 
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debería suponer una medida complementaria fundamental para que dicho control 

sea efectivo (Stear et al., 2007). 

 

9.2   QUIMIOPROFILAXIS 

El control de las parasitosis producidas por NGI  depende en su mayoría 

del uso como profilácticos de los antihelmínticos. Existen otros métodos 

complementarios o alternativos, pero a pesar de ello, hoy en día es indispensable 

el uso de fármacos eficaces para un control adecuado de las gastroenteritis 

parasitarias, y es muy posible que la quimioprofilaxis siga jugando un importante 

papel, al menos a corto-medio plazo (van Wyk et al., 2006). 

El objetivo del tratamiento profiláctico con antihelmínticos es eliminar 

las dos fuentes principales de contaminación del pasto: los huevos eliminados en 

periparto y las larvas que han sobrevivido al invierno en climas templados, o al 

verano en zonas tropicales o subtropicales (Soulsby, 1987). 

Pero el empleo de antihelmínticos como estrategia de profilaxis es, sin 

embargo, costoso ya  se suelen tratar todos los animales del rebaño; además, se 

favorece el desarrollo de resistencias, como ya se mencionó anteriormente.  

 

9.3  MÉTODOS COMPLEMENTARIOS 

El uso combinado de antihelmínticos y medidas de manejo en pastoreo 

debería ser suficiente para controlar los NGI. Sin embargo, en la actualidad 

existen algunos elementos que han comprometido la eficacia de dichos métodos. 

A la aparición del fenómeno de resistencia antihelmíntica ante 

considerado, se une la preocupación del consumidor por la presencia de residuos 

farmacológicos en los alimentos de origen animal, y crece la demanda de 

productos de ganadería ecológica, en la que la administración de fármacos está 
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restringida. 

Estas razones han llevado a buscar métodos alternativos para el control 

de las gastroenteritis parasitarias o, al menos que complementen la profilaxis 

mediante el uso de antihelmínticos.  

 

9.3.1 Control biológico 

 

Todos los organismos vivos, y por tanto también los parásitos, tienen un 

desarrollo limitado por factores abióticos (especialmente el clima y los 

requerimientos nutritivos), o por factores bióticos, esencialmente los parásitos, 

los depredadores y los competidores.  

 

Uno de los métodos alternativos de control biológico con el que se han 

obtenido exitosos resultados es el uso de microsporas del hongo nematocida 

Duddingtonia flagrans (FAO, 2002; Waller et al., 2004; Waller y 

Chandrawathani, 2005, Gómez-Rincón et al., 2006, 2007). Diversos ensayos 

han demostrado que los estadios larvarios de los NGI pueden quedar atrapados 

por Duddingtonia flagrans, por lo que el hongo tendría capacidad potencial de 

disminuir el número de larvas en los pastos, reduciendo con ello la intensidad y 

gravedad de las infecciones producidas por estas especies parásitas (Waller et 

al., 2004; Campos et al., 2008).  

 

El uso de hongos nematocidas representa una opción prometedora para el 

control de los nematodos gastrointestinales, aunque no está exenta de algunos 

inconvenientes cuando se quiere conseguir un rendimiento óptimo; en tal caso se 

requiere la incorporación diaria de esporas, así como de suplementos en la dieta 

que satisfagan  las necesidades de los propios hongos (Waller y Thamsborg, 

2005; Stear et al., 2007). 

Otro método alternativo consiste en influir en la tasa de descomposición 
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de la materia fecal, circunstancia que depende del tipo de forraje,  así como de la 

densidad y distribución espacial de las heces (Niezen et al., 1998; Williams y 

Warren, 2004). Las etapas de vida libre de los nematodos se desarrollan en las 

heces, de modo que un aumento en la tasa de la degradación de la materia fecal 

podría exponer a las larvas a las inclemencias del tiempo, reduciendo con ello su 

viabilidad (Williams y Warren, 2004).  

 

También se ha constatado, tanto in vivo como in vitro, la existencia de 

especies vegetales que poseen actividad antihelmíntica, como por ejemplo la 

achicoria (Cichorium intybus), la lotera (Lotus corniculatus) (Waller et 

Thamsborg, 2005), la “serícea” (Lespedeza cuneata) (Guija et al., 2013) o la 

ruda salvaje (Ruta pinnata) (Ruiz et al., 2010). La actividad antihelmíntica de 

los extractos vegetales puede ser debida a compuestos activos de diversa 

naturaleza, pero comúnmente parece estar asociada a la presencia de taninos y 

polifenoles (Waller et Thamsborg, 2005). 

 

9.3.2 Suplementación nutricional 

Una alimentación adecuada es necesaria para mantener la salud y el 

bienestar de los animales, y es determinante para evitar el desarrollo de cuadros 

clínicos en los animales parasitados. Sin embargo, a los beneficios de la 

alimentación suplementada deben sumarse inconvenientes de carácter 

económico, como el costo de dichos suplementos y el incremento de trabajo que 

supone (Stear et al., 2007). 

Diversas experiencias han demostrado que incrementos en la 

concentración de proteínas y/o oligoelementos en la dieta permiten al 

hospedador minimizar los efectos del parásito y aumentar la productividad 

(Waller, 1997b; Strain y Stear, 2001; FAO, 2004; Stear et al., 2007), tal y 

como se ha demostrado en infecciones por  H. contortus (Abbott et al., 1984, 

1986, 1988; Wallace et al., 1999). Del mismo modo, las hembras gestantes que 
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mantienen una adecuada condición corporal, gracias a los aportes energéticos 

extras, muestran una reducción de los recuentos de huevos en heces durante el 

periodo del periparto (Valderrábano et al., 2006). 

 

9.3.3 Respuesta inmune 

Además del medio ambiente y la suplementación nutricional, la respuesta 

inmunitaria desarrollada por los hospedadores frente al parásito interviene de 

forma decisiva en el desarrollo del nematodo. Los animales resistentes suelen 

tener menor carga parasitaria y los nematodos hembra que se desarrollan en estos 

animales son, por lo general, son menos prolíficas (Stear y Bishop, 1999). 

Asimismo, los huevos producidos son menos viables (Jorgensen et al., 1998) y 

en el caso de llevarse a término su eclosión, las larvas desarrolladas suelen 

requerir un periodo más prolongado para completar su ciclo en el medio (Stear 

et al., 2007). 

 

9.3.4 Vacunación 

 

Debido a las dificultades a la hora de controlar las infecciones por NGI, 

quizás ningún área de investigación se ha potenciado de forma tan intensa como 

la vacunación (Emery, 1996; Smith, 1999; Dalton et al., 2003; Knox et al., 

2003; Vercruysse et al., 2004).  

En el desarrollo de vacunas frente a este grupo de parásitos se han usado, 

básicamente, las siguientes estrategias:  

 

 Vacunas con larvas atenuadas (Anon, 1959; Jarrett et al., 1960; 

Armour, 1967; Burger y Pfeiffer, 1969; Smith y Christie, 

1979; Stear et al., 1999; Bain, 1999).  

 

 Vacunas basadas en la inmunidad natural (antígenos somáticos 
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expuestos y de E/S) (Schalling et al., 1997; Vervelde et al., 

2002; Geldhof et al., 2002., Meeusen y Piedrafita, 2003). 

 

 Antígenos somáticos ocultos (Munn, 1997; Newton & Munn, 

1999; Smith, S.K., 1999; Smith, W.D. et al., 2000; Knox et al., 

2003; Miller & Horohov, 2006; Taylor et al., 2007). 

  

Pero los resultados hasta ahora no han permitido el desarrollo de vacunas 

comerciales, a diferencia de lo que ocurre con muchas bacterias y virus (Kassai, 

1999). 

 

 

9.3.5 Utilización de la selección genética 

La selección genética ha estado ligada a la ganadería desde sus inicios 

facilitando, en muchos casos de forma indirecta, la cría de individuos resistentes 

a los parásitos. Sin embargo, no fue sino hasta el desarrollo de la genética 

moderna cuando se produjo un mayor avance en la utilización de esta 

herramienta como una forma de lucha frente a los parásitos. A pesar de la 

controversia que la selección de animales resistentes suscita, algunos autores la 

consideran sostenible, posible y deseable (Stear et al., 2001).   

Actualmente, se pueden considerar tres estrategias básicas de selección 

frente a los nematodos que nos ocupan: selección entre razas, el mestizaje y la 

selección dentro de la misma raza (Nicholas, 1987). 

 

 

 Selección entre razas 

 

Existen diferentes razas genéticamente resistentes a las gastroenteritis 

parasitarias de los pequeños rumiantes. Suelen ser razas locales, muy adaptadas 

al hábitat en el que viven,  capaces de evitar el establecimiento y/o el 
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consiguiente desarrollo de la infección parasitaria. Esta circunstancia les 

permitiría mantener la producción a pesar de presentar una infección por NGI, de 

ahí el interés de la FAO en conservar y potenciar este tipo de razas (FAO, 2004). 

 

Un claro ejemplo lo muestra las diferencias en cuanto a resistencia frente 

a H. contortus entre distintas razas de ovejas. Así, en Kenia, las razas indígenas 

son más resistentes que las razas importadas, tales como la Dorper (Mugambi et 

al., 1996; Baker et al., 1999; Nguti et al., 2003). En la Costa del Golfo, la raza 

nativa es más resistente que otras razas como la Suffolk (Bahirathan et al., 

2000). Asimismo, la St Croix (Gamble y Zajac, 1992) y la barbados de vientre 

negro del Caribe (Yazwinski et al., 1979; 1981) son razas notablemente 

resistentes frente a H. contortus (Stear et al., 2007). Recientemente, también se 

ha observado que algunas razas ovinas canarias podrían presentar cierta 

resistencia natural a las infecciones por H. contortus (Gonzalez et al., 2008). 

 

También se han descrito razas caprinas que son resistentes de manera 

natural frente a las infecciones  por H. contortus,  por ejemplo la cabra enana de 

África Occidental (Chiejina et al., 2002; Behnke et al., 2006) o las razas 

indígenas de Thai (Pralomkarn et al., 1997). También la cabra pequeña del Este 

de África muestra una mayor resistencia a las infecciones por NGI que otras 

razas más seleccionadas (Baker et al., 1998). 

 

 Mestizaje 

 

La mayoría de las investigaciones realizadas sobre mestizaje se han 

llevado a cabo en el ganado vacuno; como resultado se han obtenido razas 

mestizas, como la Belmont Red, con resistencia natural a las infecciones 

parasitarias (Mackinnon et al., 1991).  

 

Del mismo modo, el cruce entre las razas ovinas Border Leicester y 
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Merino se ha constatado que determina individuos que son más resistentes que 

las ovejas de raza pura Merino (Donald et al., 1982).  Asimismo, en Nueva 

Zelanda, cruces entre ovejas Texel y ovejas Romney mostraron un menor 

recuento de huevos en heces que la raza pura Romney en infecciones naturales 

por NGI (Niezen et al., 1996). 

 

 Selección dentro de raza 

 

Los criterios para realizar la selección dentro de una raza suelen constan 

de 3 pasos: elegir los caracteres que queremos mejorar (objetivo de selección), la 

elección de los criterios de medida (criterio de selección) y la ponderación 

relativa de los rasgos (índice de selección) (Nicholas, 1987). 

La respuesta a selección depende de la heredabilidad, que se define como 

el porcentaje del total de variación entre animales para un rasgo en particular y 

que se debe a los genes que han heredado (el resto es atribuible al medio 

ambiente) (Nicholas, 1987).  

El recuento de huevos en heces es uno de los parámetros más 

ampliamente utilizado para medir la resistencia a la infección por nematodos. 

Diferentes estudios han demostrado que la heredabilidad de este parámetro está 

en el rango de 0,2 a 0,4 en ovejas (Bisset et al., 1992; Sreter et al., 1994; 

Gruner et al. 2001; Morris et al., 2000) y en el ganado bovino (Leighton et al., 

1989; Stear et al., 1990; Morris et al., 2003). Estos valores de heredabilidad 

indican una rápida respuesta a la selección para la reducción del recuento del 

número de huevos fecales (Stear y col, 2007). Bishop y Stear (1997) 

desarrollaron un modelo para este tipo respuesta hereditaria, demostrando 

respuestas rápidas a la selección con una reducción entre 2-5 veces del recuento 

de huevos en heces durante un periodo de 10 años. Sin embargo, estos resultados 

deben ser tratados con cierta cautela, ya que no tienen en cuenta, entre otros 

factores, las condiciones meteorológicas que pueden afectar la intensidad de la 

infección (Stear et al., 2007). 
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Además del recuento fecal de huevos, se han utilizado  otros 

marcadores de la selección, que por lo general se pueden agrupar en alguno 

de los siguientes tipos: 

- Marcadores basados en mediciones fenotípicas, como niveles de 

anticuerpos específicos o marcadores moleculares (Douch et al., 1996), que 

son conocidos como indicadores de rasgos.  

-Marcadores basados en el polimorfismo genético, conocidos como 

marcadores genéticos.  

  Los marcadores moleculares genéticos son probablemente más 

importantes que los indicadores de rasgos (Dominik, 2005). Sin embargo, éstos 

no pueden mostrar asociaciones coherentes como los indicadores de rasgos, 

como por ejemplo el recuento de huevos en heces. Solamente la realización de 

necropsias de infecciones controladas proporcionan una valoración real de la 

resistencia a los parásitos, para distinguir marcadores genéticos fiables a partir de 

marcadores que muestran asociaciones casuales en ensayos de campo (Stear et 

al., 2007). 

 

En T. circumcincta se han encontrados marcadores genéticos como el 

complejo mayor de histocompatibilidad (Schwaiger et al., 1995; Paterson et 

al., 1998; Charon et al., 2002; Sayers et al., 2005; Stear et al., 2005) y el locus 

del interferón gamma (Coltman et al., 2001), aunque en ambos casos, las 

mutaciones causantes aún no se han identificado (Stear et al., 2007). El 

complejo mayor de histocompatibilidad también podría ser un marcador de 

resistencia frente a T. colubriformis (Hulme et al., 1993), pero probablemente no 

para H. contortus (Cooper et al., 1989; Blattman et al., 1993; Crawford et al., 

1997). 
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10 RESPUESTA INMUNE FRENTE A LOS NEMATODOS 

GASTROINTESTINALES 

 

10.1 INTRODUCCIÓN 

 

La respuesta inmune protectora que desarrollan los rumiantes frente a los 

NGI  es el resultado de una compleja interacción entre mecanismos específicos e 

inespecíficos vinculados tanto a la inmunidad celular como a la humoral (Miller, 

1984; González et al., 2003). Así, el  bloqueo de sus mecanismos efectores 

celulares mediante la administración de corticoides genera infecciones 

experimentales más intensas de diversos tricostrongílidos tales como T. 

colubriformis y H. contortus (Adams, 1988; Jackson et al., 1988; Emery et al., 

1992; Peña et al., 2004). A su vez, la exposición a NGI  provoca un incremento 

en los niveles de inmunoglobulinas específicas, tanto en el suero como en las 

mucosas locales (abomaso), hasta el punto de que muchos autores utilizan dichos 

niveles para evaluar el grado de  exposición a estos parásitos (Ploeger et al., 

1990; Schallig et al., 1995; Martínez Valladares et al., 2005a; Molina et al., 

2009). 

 

El conocimiento de los mecanismos inmunológicos que generan esta 

protección y su base genética son aspectos de gran importancia para optimizar la 

capacidad inmunogénica y protectora que podrían proporcionar futuras vacunas, 

o la identificación de dianas terapéuticas (Miller y Horohov, 2006; Piedrafita 

et al., 2010). 

 

 

10.2.FACTORES QUE MODULAN LA RESPUESTA INMUNE 

 

La respuesta inmune frente a los NGI se encuentra afectada por distintos 

factores, dependientes del hospedador, del parásito y del manejo al que se 

encuentran sometidos los animales (González et al., 2003; O´Connor et al., 
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2007). 

 

10.2.1.   Edad 

Diversos estudios han mostrado que los corderos y cabritos de menos de un 

año de edad son más susceptibles que los animales adultos (Kassai, 1999; 

Schallig, 2000; Miller y Horohov, 2006). En animales inmunizados con 

fracciones proteicas purificadas también se ha observado que la eficacia de la 

inmunización podría verse modificada por la edad (Vervelde et al., 2002), 

protegiéndose los animales de 6 meses, pero no así los de 3 (Knox et al., 1999; 

Ruiz et al., 2004a; Martín et al., 2011). Algunos autores sugieren que la 

relación entre la edad y el desarrollo de una inmunidad adquirida menos eficiente 

es debida más a la falta de resiliencia por parte de los corderos que a una 

deficiencia inmunológica específica (Halliday et al., 2010). 

 

10.2.2.   Sexo 

Tradicionalmente se ha considerado que los machos de los rumiantes son 

más susceptibles que las hembras a las infecciones por  NGI (Asanji, 1988; 

Barger, 1993; Mandonnet et al., 2003), lo que se manifiesta en recuentos 

fecales de huevos,  tasas de establecimiento larvario y cargas parasitarias 

mayores (Aumont et al., 2003; Gauly et al., 2006). En infecciones 

experimentales con H. contortus en Scottish Blackface, Stear et al., 1995a 

estimaron que la influencia del sexo del animal y sus interacciones sobre el peso 

podrían ser responsables de una variación del 14 % en la carga parasitaria. Sin 

embargo, esta circunstancia podría verse afectada por el estado hormonal, como 

se comentó anteriormente. Por todo ello, se recomienda habitualmente realizar 

experimentos de inmunización con animales de un único sexo (Adams,  1989). 

 

10.2.3. Especie, raza e individuo 

Entre los pequeños rumiantes, se ha considerado una mayor 

susceptibilidad a las infecciones por  NGI del caprino respecto al ovino, hecho 

que se refleja en distintos parámetros inmunológicos y parasitológicos 
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(Huntley et al., 1995, Hoste et al., 2008). Las cabras, en particular, muestran 

dificultades para establecer una respuesta inmunitaria protectora tras 

inoculaciones repetidas de L3 de H. contortus y T. circumcincta, a diferencia de 

lo que ocurre en las ovejas (González, 2002). Estos aspectos deben ser tenidos 

en cuenta a la hora de aplicar programas de control en sistemas de explotación en 

los que conviven ambas especies, circunstancia muy habitual en la ganadería de 

las Islas Canarias. Evidentemente, este hecho diferencial deberá valorarse al 

escoger métodos de control alternativos al uso de fármacos. 

 

Existe una variación importante entre razas e individuos en la resistencia 

a  NGI, probablemente causada por diferencias genéticas (Sayers y Sweeney, 

2005; Stear et al., 2007). Diversas experiencias en corderos han estimado que 

existe una alta heredabilidad (0,3) en los recuentos fecales de huevos de  NGI en 

la primera y segunda estación de pastoreo, lo que indica que corderos con 

recuentos bajos probablemente serán adultos con recuentos bajos de huevos en 

heces (Stear et al., 2000a). Esta circunstancia puede ser aprovechada para 

disminuir los niveles de parasitación en el rebaño mediante selección 

reproductiva, como quedó reflejado anteriormente. 

 

10.2.4.   Estado hormonal 

La compleja interacción que se establece entre el sistema endocrino del 

hospedador y los agentes parasitarios puede llegar a modificar la respuesta 

inmune (Suárez, 2007). Algunas especies parásitas se benefician directamente 

del efecto de determinadas hormonas que estimulan su crecimiento y 

multiplicación (Escobedo et al., 2005) o bien lo hacen indirectamente, al inducir 

determinados estados hormonales o situaciones de inmunodepresión de las que 

se benefician los parásitos. 

 

Actualmente no se conocen con exactitud los mecanismos inmunitarios 

implicados en la influencia hormonal sobre el desarrollo parasitario, pero sí se 

sabe que durante el periparto se produce un incremento de la susceptibilidad de 
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los animales a adquirir nuevas infecciones, así como un incremento de la 

fecundidad de los vermes adultos, además de una maduración de las larvas 

hipobióticas (Soulsby, 1987). Algunos autores atribuyen a la prolactina algún 

papel en este fenómeno que experimentan las ovejas en torno al parto, puesto 

que, al administrarla en corderos antes o después de ser inoculados con H. 

contortus, induce un aumento en los recuentos fecales de huevos y de la 

fecundidad de las hembras del parásito (Fleming, 1993). Sin embargo, no existe 

acuerdo unánime, puesto que otros autores no han logrado reproducir estos 

efectos en ovinos inoculados con T. circumcincta (Jeffcoate et al., 1990; 

Barger, 1993). 

 

La influencia de las hormonas adrenales en las infecciones por otras 

especies parásitas como Plasmodium falciparum, Entamoeba histolytica y 

Schistosoma mansoni también es un hecho reconocido (Escobedo et al., 2005).  

 

10.2.5.   Nutrición 

La respuesta inmune del hospedador eleva los requerimientos 

nutricionales y modifica la distribución de los recursos (Colditz, 2008; Greer et 

al., 2008). Por ello, una adecuada alimentación es importante para mantener una 

respuesta inmune adecuada frente a los parásitos. 

 

Al ser el metabolismo proteico el más afectado durante las infecciones 

por NGI, un aumento de proteína metabolizable en la dieta puede mejorar la 

resistencia y la tolerancia a la parasitación, aunque no pueda prevenir el 

establecimiento inicial del parásito. Por lo que, cuando se suministran dietas con 

bajos aportes proteicos, las consecuencias de la enfermedad se agravan (Kassai, 

1999; Coop y Kyriazakis, 2001) y los genotipos más resistentes pueden no 

mostrar diferencias en su  capacidad defensiva  en comparación con individuos 

más susceptibles (Bricarello et al., 2005; Martínez Valladares et al., 2005b). 

Este aporte proteico repercute directamente en la mejora de distintas respuestas 

efectoras, aumentando los niveles de mastocitos, eosinófilos y leucocitos 
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globulares en la mucosa, e incrementando los niveles de anticuerpos sanguíneos 

(Athanasiadou y Huntley, 2008). 

 

10.2.6.   Tratamientos antihelmínticos 

Cuando los tratamientos profilácticos se administran de forma excesiva, 

puede suceder que no exista contacto entre el parásito y el hospedador, 

impidiendo el desarrollo de una respuesta inmune adecuada. Por ello se aconseja 

plantear una quimioprofilaxis que permita cierto grado de parasitación 

(Claerebout, 2002; Taylor et al., 2007). Así, por ejemplo, programas de control 

que combinen el tratamiento antihelmíntico de los animales jóvenes con el 

traslado a pastos limpios, pueden provocar que el hospedador no desarrolle 

ninguna respuesta inmunitaria frente a NGI, siendo estos individuos más 

susceptibles en sucesivas estaciones de pastoreo que otros animales que no se 

hayan tratado previamente (Claerebout et al., 1998 a,b, 1999a). 

 

10.2.7.   Patogenicidad de la cepa parasitaria 

La selección por resistencia a fármacos puede haber generado distintos 

genotipos con diferencias en la inmunogenicidad y patogenicidad de 

determinadas cepas parasitarias (Barret et al., 1998). En ocasiones, resistencia 

frente a antihelmínticos y mayor patogenicidad pueden ir asociadas, como 

reflejaron Kelly et al., 1978 al comparar ovinos inoculados con cepas de H. 

contortus resistentes o susceptibles a los benzimidazoles. Sin embargo, no se 

trata de una regla fija, puesto que Maclean et al., 1987 observaron justamente lo 

contrario con una cepa de T. colubriformis resistente a benzimidazoles. Sin 

embargo, no se han podido constatar diferencias en la inmunogenicidad de las 

distintas cepas que afectan a los ovinos, aunque sí en su acción patógena, su 

establecimiento larvario y su fecundidad (Barret et al., 1998; Aumont et al., 

2003).  
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10.3. INMUNIDAD INNATA FRENTE A PARÁSITOS 

 

La inmunidad innata constituye la primera línea de defensa frente a los 

parásitos. Comprende una serie de mecanismos celulares y moleculares, 

presentes antes del encuentro con el agente patógeno, capaces de activarse 

rápidamente, de modo previo a la aparición de respuestas adaptativas. Estos 

mecanismos pueden reconocer los antígenos sin gran capacidad de 

discriminación, es decir, con independencia del tipo de antígeno identificado, 

aunque no parecen estar capacitados para desarrollar memoria inmunológica. 

Una serie de barreras  físicas, químicas o biológicas previenen la entrada del 

agente infeccioso o parasitario; una vez que éste ha superado estas barreras, y ha 

entrado en el organismo, intervienen células y factores solubles (Cutuli, 2007; 

de Veer et al. 2007).  

 

En el aparato digestivo hay múltiples mecanismos de inmunidad innata; 

dentro de las barreras externas, el pH gástrico y las enzimas contenidas en el 

mucus, así como la flora bacteriana, constituyen las principales. En el caso de 

que algunos agentes patógenos superen estas barreras, entran en acción las 

células fagocitarias (macrófagos y neutrófilos), una subpoblación de linfocitos 

conocidos como células asesinas naturales (NK, del inglés Natural Killer), y 

diversos factores solubles, tales como los componentes de la vía alternativa del 

complemento, citoquinas y otros mediadores químicos de la inflamación 

(Cutuli, 2007; Collado et al., 2008). 

 

Entre los componentes que constituyen la inmunidad innata, serán 

mencionados a continuación aquellos que podrían tener un papel relevante en la 

respuesta frente a NGI, al menos teóricamente, los receptores tipo Toll, los 

linfocitos T γδ y la subpoblación de linfocitos B-1a. 

 

Los receptores tipo Toll (TLR, del inglés toll-like receptors) presentes 

en la membrana de células presentadoras de antígeno (APC, del inglés antigen-
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presenting cells), tales como macrófagos, células dendríticas y algunas células 

epiteliales, son los encargados del reconocimiento del antígeno y activación de 

los fagocitos. Estos receptores detectan moléculas expresadas frecuentemente 

por los agentes exógenos que no están presentes en los hospedadores, 

denominadas Patrones Moleculares Asociados a Patógenos (PAMP, del inglés 

pathogen-associated molecular patterns) (Tizard, 2009). Inducen señales 

internas que promueven, entre otras acciones, la destrucción microbiana en el 

fagosoma, la liberación de citoquinas estimuladoras de la inflamación, y la 

activación de los leucotrienos (Werling et al., 2006). El papel de los TLR en el 

reconocimiento de antígenos parasitarios y la activación de la respuesta efectora 

ha sido poco estudiada hasta el momento, y algunos autores sugieren que podrían 

tener gran relevancia en el desarrollo de este tipo de respuestas (Jackson et al., 

2006; Vanhoutte et  al. 2007). En ovinos y bovinos se han identificado 

homólogos de los diez TLR reconocidos hasta el momento en humanos 

(Menzies e Ingham, 2006). 

 

Dentro de los linfocitos B existe una subpoblación importante a la que se 

asigna un papel específico en la inmunidad innata, son los denominados 

linfocitos B-1a. Estas células expresan, junto con otras, el marcador CD5, 

estimándose en el vacuno que un 5-35% de los linfocitos B de sangre periférica 

corresponde a esta subpoblación (Howard y Morrison, 1994). Sintetizan  

principalmente IgM de baja afinidad y especificidad antigénica. Estos 

anticuerpos podrían jugar un papel importante como primera barrera frente a 

agentes invasores o componentes dañados del organismo, activando respuestas 

independientes de linfocitos T (Arjona, 2007). 

 

Los linfocitos T γδ, denominados así por el tipo de cadenas presentes en 

su receptor TCR (del inglés, T-cell receptor), intervienen en las respuestas 

innatas llevando a cabo funciones efectoras y secretando citoquinas que 

estimulan la respuesta inmune adaptativa de base celular (Cutuli, 2007). En los 

rumiantes, los linfocitos T γδ son especialmente abundantes, pudiendo constituir 
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el 60 % de los linfocitos circulantes en animales jóvenes, frente al 5-15 % 

habitual en la especie humana y en ratones (Tizard, 2000). Gran  parte de los 

linfocitos T γδ expresan en su superficie un marcador de activación específico 

denominado WC-1 (del inglés, Workshop cluster). Las funciones de esta 

molécula no se conocen en profundidad, pero las células que los expresan son 

siempre T CD4
-
 CD8

-
 (Howard y Morrison, 1994). 

 

El aumento de la población de linfocitos B y T γδ  en la mucosa, en 

detrimento de la de linfocitos T αβ,  es un hallazgo frecuente en vacunos durante 

el curso de una infección primaria por O. ostertagi, aunque no siempre asociado 

a protección (Almería et al., 1997a). En el ovino y caprino se han realizado 

estudios histopatológicos de la mucosa abomasal en animales inoculados 

primariamente con H. contortus en los que se han encontrado elevadas 

cantidades de linfocitos T γδ  entre los días 3 y 13 pi, sugiriéndose la 

intervención de este tipo de linfocitos en respuestas rápidas frente al parásito 

(Balic et al. 2000a; Pérez et al., 2008). Sin embargo, un estudio anterior en 

ovinos parasitados con T. colubriformis reveló que la depleción de linfocitos T 

WC1
+
, realizada con anticuerpos monoclonales, mejoraba la respuesta frente a 

una inoculación desafío en un 88% (McClure et al., 1996). Estos resultados son 

difíciles de comparar, debido a la variedad de especies parásitas y protocolos 

utilizados en cada caso, si bien señalan que la población de linfocitos T γδ  

estaría jugando un papel importante en la respuesta inmune frente a NGI, ya sea 

favoreciendo o dificultando la implantación de los parásitos. 

 

 

10.4.  INMUNIDAD ADAPTATIVA FRENTE A PARÁSITOS  

 

La respuesta inmune adaptativa es un mecanismo de defensa mucho más 

evolucionado que la inmunidad innata. Sus respuestas son específicas frente al 

antígeno que han reconocido, y tienen la capacidad de desarrollar una memoria 

inmunológica. Se activa cuando los agentes patógenos han superado las barreras 
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de la inmunidad innata y han penetrado en el organismo. Tarda varios días en 

instaurarse, tiempo necesario para que el hospedador reconozca el antígeno y se 

produzca la diferenciación de los linfocitos T y B  (McClure et al., 2000). 

 

Tradicionalmente, se considera que la inmunidad adaptativa contiene dos 

tipos de mecanismos con la finalidad común de eliminar los agentes extraños del 

hospedador. Por una parte, la inmunidad celular, mediada fundamentalmente 

por los linfocitos T, y por otra, la inmunidad humoral, mediada por los 

anticuerpos. 

 

 Independientemente del tipo de mecanismo que se ponga en marcha, su 

desarrollo se divide en tres fases: reconocimiento del antígeno, activación de los 

linfocitos y respuesta efectora. 

 

 

10.4.1   Presentación del antígeno y orientación de la respuesta inmunológica 

 

El inicio de la respuesta inmune adaptativa se produce con el 

reconocimiento del antígeno por parte de los linfocitos T CD4
+
; este antígeno es 

presentado a los linfocitos por células presentadoras de antígeno, unido a las 

moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase II (MHC II, del 

inglés major histocompatibility complex). El reconocimiento por el TCR 

específico, desencadena una señal de activación que permite establecer 

interacciones de alta afinidad entre el TCR y el MHC II, tras lo cual, otras 

moléculas de membrana contribuyen a la activación del linfocito T que ha 

contactado con su antígeno específico. Estas moléculas, denominadas 

coestimuladoras, desencadenan una segunda señal de activación que amplifica la 

primera. De estas moléculas, la más importante es el CD28. En ausencia de esta 

segunda señal se produce un efecto contrario a la activación, en un proceso de 

anergia en el que los linfocitos T específicos del antígeno se vuelven refractarios 

a cualquier activación. 
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Los linfocitos T CD4
+
 activados, tanto por las primeras como por las 

segundas señales, quedan alojados en el órgano linfoide secundario en el que han 

contactado con el antígeno, multiplicándose durante 4-6 días, periodo durante el 

cual no se pueden detectar linfocitos T específicos circulantes. Posteriormente 

podrán ser detectados en sangre y linfa, ya como células activadas. 

 

Otro tipo de presentación antigénica se produce cuando las células 

infectadas presentan antígenos específicos unidos a moléculas del Complejo 

Mayor de Histocompatibilidad de clase I (MHC I), expresado por casi todas las 

células del organismo. En este caso los linfocitos que reconocen el antígeno son 

los T CD8
+
. El resultado de esta interacción es la activación de los linfocitos T 

CD8
+
, y su transformación en células con alta capacidad citotóxica denominadas 

linfocitos citolíticos. Este tipo de linfocitos produce la lisis de la célula diana 

mediante la liberación de una serie de moléculas, principalmente perforinas y 

granzimas, presentes en vesículas de secreción, o bien a través de la activación 

de los mecanismos de apoptosis (Aparicio, 2007); ambos constituyen los 

principales mecanismos defensivos frente a virus y bacterias intracelulares que 

infectan diversos tipos de células (González, 2007). 

 

Las células dendríticas son células presentadoras de antígeno, y sus 

características funcionales y morfológicas las convierten en indispensable para la 

interacción entre la inmunidad innata y adquirida. Están especializadas en 

capturar y presentar antígenos, siendo las únicas capaces de activar la 

subpoblación de linfocitos T (Akesson et al., 2008; McNeilly et al., 2009). 

Algunos autores señalan que este tipo de células  podrían tener un papel crucial 

en la orientación de la respuesta hacia Th1 o Th2 (Belkaid y Oldenhove, 2008; 

Diebold, 2008). De modo excepcional, las células dendríticas no infectadas 

pueden presentar antígenos en el contexto del MHC I, produciendo la activación 

del linfocito T CD8
+
, pero sin desencadenar la destrucción de la célula, en un 

mecanismo denominado “presentación cruzada” (Albert et al., 1998).  
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 Orientación de la respuesta inmune adaptativa (Th1/Th2, Treg, Th17) 

 

Se ha demostrado que los linfocitos T colaboradores (Th, del inglés T-

helper) se subdividen en dos subpoblaciones claramente diferenciadas, 

denominadas Th1 y Th2 (Urban et al., 1992). Este tipo de linfocitos se 

diferencian fundamentalmente por las citoquinas que producen, que orientarán la 

respuesta inmune hacia mecanismos efectores para la destrucción de patógenos 

intracelulares, fundamentalmente (respuesta Th1) o extracelulares (Th2) (Paul y 

Seder, 1994; van den Ham et al., 2013). 

 

Inicialmente se ha asociado una respuesta Th1 a una mayor 

susceptibilidad a las infecciones con NGI, mientras que la respuesta del tipo Th2 

se relacionaría a una mayor resistencia (Nakamura et al., 2002). Sin embargo, el 

que el balance entre estas dos respuestas determine el grado de 

susceptibilidad/resistencia a este tipo de nematodos ha sido recientemente 

revisado (Venturina et al., 2013), ya que habitualmente se observa una 

expresión de INFγ e IL-12 a pesar de  predominar una respuesta Th2 (Almería et 

al., 1997b; Meeusen et al., 2005; Pernthaner et al., 2005). Del mismo modo, 

en ovinos infectados con T. circumcincta, además de observase una respuesta 

Th2 en el curso de la infección (con un  aumento en los niveles de IL-4, IL-5 e 

IL-13 en los linfonódulos abomasales) (Craig et al., 2007), se detectaron 

incrementos de citoquinas asociadas a una respuesta Th1 temprana, además de 

un aumento en los niveles de expresión de IL-10 y TGFβ, citoquinas que están 

relacionadas con los linfocitos Treg, al menos en la especie humana y en 

roedores (Beissert et al., 2006; Askenasy et al., 2008).  

 

Recientemente, la subpoblación linfocitaria Th17 también se ha sugerido 

que podría intervenir en el curso de las infecciones por NGI. Este tipo de 

respuesta se ha descrito asociada a infecciones bacterianas a nivel de  las 

mucosas (Korn et al., 2009), así como en enfermedades inflamatorias 

autoinmunes (Peck y Mellins, 2009). En corderos infectados con T. 
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circumcincta, se observó en los seleccionados por su susceptibilidad a la 

infección (alto recuento de vermes adultos y huevos fecales, bajos niveles de 

IgA) mayores daños patológicos, asociados con una fuerte infiltración 

inflamatoria en el abomaso y con un aumento de los niveles de citoquinas 

asociadas a la respuesta Th17 (IL-6, IL-21 e IL-23A) en los linfonódulos 

abomasales, los cuáles se correlacionaron positivamente con la carga de vermes 

adultos y con los recuentos fecales (Gossner et al., 2012). Estos datos apoyan la 

hipótesis según la cual  las ovejas con infecciones crónicas por NGI 

desarrollarían una repuesta inflamatoria Th1 o Th17 que inhibiría la producción 

de anticuerpos, permitiendo la persistencia de la infección (Venturina et al., 

2013). 

 

 Teoría común de la mucosa 

 

Estudios realizados en roedores han demostrado interacciones entre 

determinadas estructuras de la mucosa y los linfonódulos locales. Estos circuitos 

de migración celular se exponen en la denominada “teoría común de la mucosa”. 

Su extrapolación a los rumiantes ha de ser realizada con precaución, dado que 

aún no hay suficientes estudios que la confirmen. 

 

Este hecho implicaría una migración linfocitaria desde los tejidos linfoides 

de la mucosa a los linfonódulos locales y posterior retorno a su lugar de origen 

en la mucosa. En este modelo jugarían  un papel fundamental las denominadas 

células M, células epiteliales especializadas que se localizan sobre las placas de 

Peyer, capaces de capturar antígenos y transportarlos hacia el interior de la placa, 

donde se produce la estimulación linfocitaria (Owen, 1999; Nicoletti, 2000; 

Kanaya, 2007). Posteriormente, los linfocitos B y T viajan a los linfonódulos 

locales donde se multiplican. Estos linfocitos diferenciados, especialmente las 

células de memoria, son capaces de retornar a la mucosa digestiva, coordinando 

una respuesta local específica (González et al., 2003). 
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10.4.2.   Respuestas linfocitarias   

 

 Tras la presentación del antígeno al linfocito T, éste regula las respuestas 

efectoras frente al parásito.  En los rumiantes, algunos estudios han demostrado 

la importancia del papel de los linfocitos T en la protección frente a NGI, por 

ejemplo, Smith 1984, 1986 observaron que la transferencia de linfocitos 

procedente de la linfa gástrica de ovinos inmunizados frente a  H. contortus o T. 

circumcincta son  capaces de inducir una respuesta inmune protectora frente a 

estos parásitos. Posteriormente, otros estudios han demostrado que la depleción 

in vivo de linfocitos T CD4
+
 mediante anticuerpos monoclonales anti-CD4 

suprime la inmunidad frente a H. contortus en ovinos genéticamente resistentes 

(Gill et al., 1993a) o con inmunidad adquirida  previamente frente al parásito 

(Karanu et al., 1997). 

 

 En general, la infección con NGI produce un incremento en el número de 

linfocitos en la mucosa y linfonódulos locales. Sin embargo, las poblaciones 

linfocitarias que ven incrementado su número varían con la especie parasitaria, el 

hospedador y el tipo de infección (primaria o secundaria) (Balic et al., 2000b). 

 

 

 Respuestas linfocitarias en inoculaciones primarias 

 

La infección primaria por NGI genera cambios celulares significativos, 

tanto en los tejidos como en los ganglios linfáticos adyacentes. Sin embargo, se 

observan marcadas diferencias entre las reacciones que tiene lugar durante el 

desarrollo larvario y la infección por el verme adulto, así como en infecciones 

producidas por diferentes especies de nematodos (Balic et al., 2000). 

 

En infecciones experimentales con L3 de Cooperia spp., H. contortus, O. 

ostertagi y T. colubriformis, las respuestas linfocitarias se muestran variables en 

grado, duración y consistencia, si bien suelen acontecer entre los 7 y 14 dpi 
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(Adams, 1978). La situación es más compleja en animales jóvenes; así, los 

linfocitos sanguíneos reactivos a antígeno en corderos infectados por H. 

contortus no se detectan en animales de menos de 4 meses de edad (Lloyd y 

Soulsby, 1987). 

 

 Las modificaciones de la actividad linfoproliferativa, en el caso de las 

infecciones primarias, se acompaña de cambios en cuanto al número y tipos de 

linfocitos presentes en los tejidos. Así, en infecciones primarias con O. ostertagi 

en vacunos se pueden observar hasta siete veces más linfocitos en la mucosa de 

terneros inoculados en relación con los recuentos observados en animales 

controles no infectados, alcanzando un pico máximo al cuarto dpi y retornando a 

los niveles basales a los 28 dpi. Las poblaciones de linfocitos B y Tγδ 
+
 sufren 

por su parte el mayor incremento, siendo éste menos relevante en los linfocitos T 

CD4
+
 y CD8

+
. Este incremento del número de algunas poblaciones linfocitarias 

llega a traducirse en un aumento del peso de los linfonódulos abomasales, 12 

veces mayor en los animales inoculados que en los controles el día 28 pi 

(Almería et al., 1997a). 

 

 Por su parte, caprinos que recibieron una inoculación primaria con H. 

contortus, mostraron un incremento en la cantidad de linfocitos T en la mucosa 

abomasal a los 11 dpi, y de linfocitos T CD4
+
 y γδ

+
 entre los días 10 y 13 pi, con 

un incremento menos pronunciado de la subpoblación CD8
+
. En linfonódulos 

locales el máximo incremento se observó en el número de los linfocitos B (Pérez 

et al., 2003; 2008). 

 

 

 Respuestas linfocitarias en inoculaciones secundarias 

 

En animales previamente infectados suele producirse una respuesta más 

rápida y pronunciada de linfocitos en la mucosa y linfonódulos locales (Smith et 

al., 1983; Balic et al., 2002; Halliday et al., 2009). Especialmente se producen 
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aumentos de las poblaciones linfocitarias T CD4
+
, T γδ

+
 y B en aquellos 

animales en los que se observa un rechazo tardío de las larvas.  

 

Ovinos previamente sensibilizados frente a H. contortus muestran una 

escasa infiltración linfocitaria en la mucosa y linfonódulos después de evitar el 

establecimiento de las larvas en el tejido (Balic et al., 1999; 2002), pero por el 

contrario se producen incrementos significativos en las células T γδ
+
, B y T CD4 

cuando las larvas invaden los tejidos, de forma similar a lo observado en 

infecciones primarias (Balic et al., 2000a; 2002). 

 

Bovinos previamente infectados con O. ostertagi desarrollan un aumento 

significativo del ratio CD4
+
/CD8

+
, así como un incremento moderado de 

linfocitos B, sugiriendo que el aumento de protección podría ir acompañado de 

un descenso en la activación policlonal de células B observado en las infecciones 

primarias (Almería et al., 1998).  Esta misma respuesta también ha sido 

observada en ovinos resistente a la reinfección con T. circumcincta, 

predominando en el infiltrado celular linfocitos T CD4
+
y células plasmáticas, 

estas últimas responsables de  un incremento posterior de los niveles de IgA 

específicos (Halliday et al., 2009). 

 

En caprinos reinfectados con H. contortus se detectó en la mucosa 

abomasal un fuerte incremento en las poblaciones de linfocitos T (CD3
+
, CD4

+
, 

CD8
+
 y γδ

+
), células B (CD79 α

+
), así como de células plasmáticas (IgG

+
 e 

IgM
+
) en relación con las infecciones primarias (Pérez et al., 2003; 2008).  

 

 Sin embargo, Lacroux, 2006 y Lacroux et al., 2006 no observan ningún 

incremento en las poblaciones de linfocitos  de ovinos inoculados con H. 

contortus y T. colubriformis y sacrificados entre 3 y 28 dpi, cuando se comparan 

animales primoinfectados con otros que recibieron una inoculación secundaria. 

 

 En general, por tanto, la respuesta inmune frente a NGI en rumiantes 
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implica un incremento de linfocitos en la mucosa y linfonódulos locales, 

especialmente linfocitos T CD4
+
, γδ

+
 y B, tanto en inoculaciones primarias como 

en inoculaciones secundarias en las que el animal logra rechazar las larvas. En 

cambio, los linfocitos T CD8+ no parecen tener especial relevancia, o bien su 

papel en el desarrollo de los mecanismos defensivos no se encuentra ligado a un 

incremento manifiesto de su número, coincidiendo con la falta de un papel 

funcional de los linfocitos CD8+ observado en infecciones por helmintos en 

roedores (Finkelman et al., 1997; Bancroft y Grencis, 1998; Balic et al., 

2000b). 

 

 

10.4.3.    Mecanismos efectores   

Los mecanismos responsables de la resistencia frente a los parásitos GI 

no se conocen en su totalidad, aunque se suelen observar más o menos 

constantemente algunos cambios en la mucosa y linfonódulos locales en 

animales resistentes. Entre estos cambios destacan la hiperplasia de los 

mastocitos de la mucosa, la aparición o el incremento en el número de leucocitos 

globulares, el aumento de la población de eosinófilos periféricos y en las 

mucosas, la producción de anticuerpos específicos, tanto a nivel sistémico como 

en el propio mucus, así como un aumento en la producción de mucus, e incluso 

la aparición de sustancias inhibidoras de la actividad de las larvas y adultos en el 

mismo (Hernández, 2010).  

 

En rumiantes, el desarrollo de un grado de resistencia efectivo frente a 

NGI requiere de infecciones repetidas (Dobson et al., 1990a, Claerebout et al., 

1996). Esto sugiere que una respuesta inmune eficaz  por parte del hospedador 

sólo se consigue tras alcanzar un cierto grado de estímulo, que varía según la 

especie implicada, la fase del ciclo biológico del parásito e incluso el grado de 

maduración del sistema inmune del hospedador. El estímulo ha de ser 

antigénico, pudiendo también estar involucrados otros factores, como la lesión 

mecánica o enzimática de la mucosa provocada por el parásito (Balic et al. 
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2000b). 

 

 

 Mastocitos, basófilos y leucocitos globulares 

 

Los basófilos son células que se localizan a nivel del torrente circulatorio 

y pueden ser movilizados hacia los focos inflamatorios. Constituyen una 

población celular bastante homogénea. 

 

Los mastocitos, por su parte, se hallan en los tejidos y pueden responder 

rápidamente ante la acción de un agente invasor. Existen poblaciones 

diferenciadas de mastocitos según la composición de sus gránulos: mastocitos 

del tejido conectivo (CTMC, del inglés conective tissue mast cells) y mastocitos 

de mucosa (MMC, del inglés mucosal mast cells. La subpoblación de MMC 

puede residir en la lámina propia o en el epitelio. Los mastocitos intraepiteliales 

se caracterizan por tener gránulos de mayor tamaño, especialmente en rumiantes. 

Se les denomina también leucocitos globulares y se consideran una última fase 

efectora de la célula, en una localización en la que liberan sus gránulos, los 

cuales pueden alterar el medio ambiente parasitario con una mínima lesión 

tisular (Balic et al., 2000b). 

 

Por otro lado, los mastocitos y los basófilos son células con 

características similares, especialmente en lo que se refiere a la composición de 

sus gránulos y a sus mecanismos de activación. Comparten receptores de 

membrana para IgE y TLRs (Arinobu et al., 2005).  

 

La activación de los mastocitos ocurre generalmente tras contactar con 

moléculas de E/S del parásito o procedentes del tejido como consecuencia del 

daño tisular inducido por éste. 

 

Los gránulos citoplásmicos de estas células incluyen potentes mediadores 
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celulares que son liberados tras la estimulación (mediadores primarios), como 

proteasas, proteoglicanos o histamina. Los mediadores secundarios son 

sintetizados tras una adecuada estimulación. Entre ellos se encuentran los 

leucotrienos, el factor de activación plaquetaria (PAF), la prostaglandina D2 y 

diversas interleuquinas, entre las que destaca la IL-4. Las consecuencias de la 

liberación de estas sustancias consisten en vasodilatación e incremento de la 

permeabilidad vascular, contracción de la musculatura lisa y aumento de la 

secreción de mucus (Mckay y Bienenstock, 1994). Con todo ello, se incrementa 

el peristaltismo y se liberan gran cantidad de líquido a la luz, facilitándose la 

expulsión de los parásitos. El resultado de la activación de los mastocitos 

determina, por tanto, la creación de un ambiente hostil para el parásito, que 

facilita a su vez la activación de otros elementos de la respuesta inmune frente a 

helmintos (Balic et al., 2000b). 

 

Los mastocitos participan también en la inmunidad innata, al poder ser 

activados directamente por moléculas de la vía alternativa del complemento, por 

productos bacterianos, así como por otras sustancias. Esta participación en los 

mecanismos de respuesta innata no es impedimento para que puedan intervenir a 

modo de puente entre ésta y la inmunidad adaptativa (Gómez-Lucía et al., 

2007). 

 

La hiperplasia de mastocitos en la  mucosa  y la aparición de leucocitos 

globulares son fenómenos frecuentes en roedores y rumiantes infectados con 

NGI (Rothwell, 1989; Balic et al., 2000b), coincidiendo estos procesos con la 

aparición de parásitos adultos (Salman y Duncan, 1984; Pfeffer et al., 1996; 

Winter et al., 1997; Balic et al., 2000a; Lacroux et al., 2006). 

 

El aumento en el número de mastocitos también aparece frecuentemente 

asociado a resistencia parasitaria, especialmente cuando se analizan los 

leucocitos globulares. Diversos estudios en los que se comparan razas ovinas 

resistentes y susceptibles a NGI han observado recuentos de leucocitos 
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globulares significativamente mayores en los abomasos de las razas resistentes 

que en las susceptibles, sin que hubiera diferencias en los recuentos de 

mastocitos (Gamble y Zajac, 1992; Bricarello et al., 2004). Del mismo modo, 

en otros estudios se han encontrado correlaciones negativas entre carga 

parasitaria y  número de leucocitos globulares (Douch et al., 1986; Stear et al., 

1995b). 

  

Sin embargo, la acción de estas poblaciones sobre la expulsión de los 

NGI son bastantes contradictorias. Por un lado, Emery et al., 1993 observaron 

una activación  de estas células en el proceso de expulsión del parásito en el 

ganado ovino, mientras que otros autores como,  Huntley et al., 1992 sugieren 

que el aumento  de los mastocitos no es necesario para la expulsión del parásito, 

ya que hallaron altos niveles de resistencia considerables sin incrementos en los 

recuentos de este tipo celular. Por consiguiente, parece bastante probable que la 

eficacia de la acción de los mastocitos dependa de la localización tisular del 

parásito, siendo más efectivos frente a especies o estadios que se alojen en la 

mucosa del órgano diana que frente a aquellos que se localicen en la luz del 

órgano (Anthony et al., 2007). 

 

Algunos autores sugieren también que el papel de los mastocitos y de los 

leucocitos globulares está limitado a la expulsión inmediata de los vermes, 

siendo muy poco efectivos en la expulsión larvaria más retardada (Balic et al., 

2002), y que la presencia de mastocitos y leucocitos globulares no es indicativa 

de su funcionalidad (Rothwell, 1989; Miller, 1996; Balic et al., 2000b). Se 

puede constatar su activación, y el grado de degranulación, si se detectan los 

distintos mediadores químicos que liberan estas células. Por ejemplo, el estudio 

de los niveles de proteasas derivadas de los mastocitos (SMCP) en el mucus y en 

los tejidos muestra su relación con la expulsión inmediata de NGI en animales 

inmunizados.  La mayor susceptibilidad del caprino frente a los NGI podría 

deberse, al menos parcialmente, a que presentan niveles más bajos de SMCP 

tisular que el ovino (Huntley et al., 1995). 
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 Eosinófilos 

 

 Los eosinófilos constituyen una población celular homogénea, que una 

vez maduros son  transferidos desde la médula ósea a la sangre y de ahí a los 

tejidos, en los que se pueden encontrar habitualmente, de modo especial en la 

mucosa digestiva. En infecciones por helmintos es frecuente observar un 

incremento de los eosinófilos tanto en sangre como en tejidos (Balic et al., 

2000b; Gill et al., 2000; Bricarello et al., 2002). 

 

 Dentro de la composición de sus gránulos existen unas proteínas 

fuertemente catiónicas, como son la proteína básica mayor, la peroxidasa 

eosinofílica, la proteína catiónica de los eosinófilos y la neurotoxina derivada de 

eosinófilos, e hidrolasas lisosomales. También producen lisofosfolipasa, 

arilsulfatasa, fosfatasa ácida y peroxidasa (Serrano y Uceda, 2007). 

 

 Los eosinófilos activados producen también metabolitos tóxicos 

derivados de oxígeno y sintetizan un amplio rango de mediadores lipídicos, 

como prostaglandinas, factor activador plaquetario y leucotrienos. También se ha 

demostrado su capacidad para producir una serie de citoquinas (IL-1, 2, 3, 4, 5, 

6, 8, 10, GM-CSF, TNF-α, TGF-β, IFN-γ) y quimoquinas (MIP-1α, RANTES, 

eotaxina) (Balic et al., 2000b; Rothenberg y Hogan, 2006). 

 

 Otra molécula liberada por los eosinófilos es la galectina-14, considerada 

como un buen indicador de la actividad de estas células (Young et al., 2009). 

Los niveles de esta molécula en el mucus aparecen elevados en animales 

parasitados en comparación con los controles, así como en animales sometidos a 

un protocolo de inoculaciones repetidas en comparación con los que reciben una 

inoculación única (Kemp et al., 2009; Robinson et al, 2011). 
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o Activación de los eosinófilos 

 

 La IL-5 es la citoquina responsable de la eosinofilia dependiente de 

linfocitos T en sangre y tejidos tras la infección por helmintos (Balic et al., 

2000b).  

 

 Los eosinófilos tienen receptores para algunas proteínas del complemento 

y para las inmunoglobulinas IgG IgA e IgE (Balic et al., 2000b; Salinas, 2007). 

Es por ello, que se requiere normalmente de una inmunidad adquirida que 

permita desarrollar anticuerpos específicos para que los eosinófilos puedan 

adherirse a los parásitos y desarrollar, de este modo, su acción efectora 

(Meeusen y Balic, 2000; Salinas, 2007).  

 

 La acción efectora del eosinófilo sobre los helmintos parece estar basada 

en la degranulación celular sobre el parásito, mediada por la unión de los 

receptores de membrana a anticuerpos específicos frente a los vermes. 

 

 

o Eosinofilia en infecciones primarias 

 

La eosinofilia en infecciones primarias por NGI se produce 

fundamentalmente en asociación a los estadios larvarios, más que a la presencia 

de los vermes adultos, lo que podría deberse al elevado poder quimiotáctico de 

las larvas sobre los eosinófilos (Adams y Colditz, 1991; Wildblood et al., 

2005). Sin embargo, la repercusión de la eosinofilia sobre el asentamiento y 

desarrollo larvario es escasa, probablemente porque se requiere una mayor 

activación de los eosinófilos mediada por anticuerpos tal y como sugieren 

Meeusen y Balic, 2000 y Terefe et al., 2009. 

 

Las infecciones primarias de larvas de NGI producen una moderada 

eosinofilia. En concreto, en infecciones con T. circumcincta se observa una 

eosinofilia tisular a los 10 y 21 dpi (Stevenson et al., 1994). En el caso de 
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ovinos primoinfectados con H. contortus, los máximos niveles de eosinófilos en 

el tejido se observan a los 5 dpi, siendo a los 27 ó 36 dpi la eosinofilia menor, 

aunque con recuentos mayores que los observados en animales control (Balic et 

al., 2000a).  

 

Por otra parte, Gill et al., 2000,  hallaron a los 28 días de una 

primoinfección con L3 de H. contortus mayores concentraciones de eosinófilos y 

mastocitos en la mucosa abomasal de los animales genéticamente más 

resistentes, sugiriendo estos datos  que la resistencia de los animales podría estar 

relacionada con la presencia de eosinófilos en el tejido (Gill et al., 2000; Shakya 

et al., 2009; 2011). 

 

 En el caso de los helmintos con fases larvarias, como por ejemplo O. 

columbianum, se ha podido observar un aumento en los recuentos de los 

eosinófilos en el momento de la salida de las L 4, a los 5 dpi (Shelton y 

Griffiths, 1967). También se han encontrado mayores niveles de eosinófilos tras 

la salida al exterior de nematodos adultos (21-23 dpi) de sus estructuras 

quísticas, como el caso de Nematodirus battus (Winter et al., 1997). 

 

 

o Eosinofilia  en infecciones secundarias. Inmunidad adquirida 

 

 Se ha observado que en las infecciones secundarias por NGI existe un 

incremento de eosinófilos tanto en sangre como en los tejidos, sensiblemente 

superior al observado en animales primoinfectados, existiendo una estrecha 

asociación con las larvas del parásito localizadas en la mucosa (Shelton y 

Griffiths, 1967; Stevenson et al., 1994; Balic et al., 2003, 2006). La acción de 

los eosinófilos se relaciona  de forma importante con un estado de resistencia 

(Gill et al., 2000; Shakya et al., 2011) y con  la observación histológica o in 

vitro de su efecto lesivo sobre las larvas del parásito (Rainbird et al., 1998; 

Balic et al., 2006). 
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 Se ha comprobado también cómo los eosinófilos se concentran alrededor 

de las larvas de H. contortus en ovinos previamente inmunizados. Estas larvas 

presentan diferentes grados de lesión, indicando que los eosinófilos pueden 

dañar o incluso matar las larvas de nematodos in vivo (Balic et al., 2006). 

 

 Además de este efecto directo en la larva, los eosinófilos también liberan 

otras moléculas, como los leucotrienos, capaces de provocar efectos similares a 

los leucotrienos liberados por los mastocitos (Costa et al., 1997; Weller, 1997). 

 

Por otra parte, se han hallado niveles elevados de eosinófilos en los 

tejidos de razas e individuos genéticamente más resistentes a la infección (Gill et 

al., 2000; Bricarello et al., 2002, 2004). En otros casos los recuentos entre razas 

resistentes y susceptibles han sido similares, a pesar de observarse correlaciones 

negativas entre los eosinófilos en abomaso y los recuentos de huevos en heces en 

las razas resistentes (Amarante et al., 2005; González et al., 2008). 

 

Por el contrario, diversos autores sugieren que el medio ambiente 

generado por los eosinófilos podría ser beneficioso para los parásitos, debido al 

daño que producen las enzimas que liberan en los tejidos del hospedador. Los 

propios eosinófilos son atraídos mediante un efecto quimiotáctico de los 

productos de E/S tanto de las larvas como de los adultos sobre los eosinófilos 

(Klion y Nutman, 2004; Wildblood et al., 2005; Turner et al., 2008). Este 

hecho es especialmente relevante en especies parásitas cuyas fases evolutivas se 

alojan en las criptas gástricas, como por ejemplo T. circumcincta (Balic et al., 

2000b). Algunos autores han evidenciado relaciones positivas entre los recuentos 

de eosinófilos sanguíneos y la longitud de los parásitos adultos, sugiriendo que la 

presencia de estas células podría favorecer el desarrollo de T. circumcincta 

(Henderson y Stear, 2006), aunque también podría demostrar simplemente un 

mayor reclutamiento celular ante una mayor biomasa parasitaria. 
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  Los nematodos adultos no suelen inducir eosinofilia, y su expulsión está 

mediada por los mastocitos. Diferentes estudios sí han demostrado que los 

eosinófilos están implicados en un fenómeno de expulsión tardía de las larvas 

que han alcanzado la mucosa. Debido a que los diferentes estadios del parásito 

expresan distintos antígenos, se requieren varios contactos con el parásito para 

adquirir inmunidad, explicándose así la mayor efectividad de los eosinófilos en 

las reinfecciones (Meeusen y Balic, 2000). 

 

 

 Células mucosas y caliciformes  

 

 Las células caliciformes se encuentran situadas en el intestino y aparato 

respiratorio. El abomaso carece prácticamente de ellas, y en su lugar existe un 

conjunto de células productoras de mucus que tapiza las fosillas en las que se 

abren las glándulas gástricas y las crestas situadas entre ellas. Se encuentran 

también células similares en el cuello de las glándulas (Fawcett, 1991). Estas 

células liberan a la luz el mucus que protege la pared abomasal del efecto del 

HCl y la pepsina. 

 La hiperplasia de células mucosas y caliciformes, y la modificación de la 

composición del mucus son fenómenos frecuentes en las infecciones por NGI y 

parecen estar mediados por las células T (Nawa et al., 1994; Balic et al., 2000b; 

Khan y Collins, 2004).  Sin embargo, no existe un acuerdo unánime (Khan et 

al., 1995).  

 

 En el ovino, la inoculación tanto de L3 como de adultos de T. 

circumcincta produce un aumento de las células mucosas de la pared gástrica, así 

como una reducción de la actividad de las células parietales, aumentando el pH 

del estómago que favorecería la supervivencia larvaria (Scott et al., 1998a). En 

el caso de infecciones por H. contortus, la hiperplasia de células productoras de 

mucus puede acompañarse de una adaptación de las células principales, 

productoras habitualmente de zimógeno, que podrían producir también mucus 
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(Scott et al., 1998b). 

 

 

 Efecto del mucus y de la motilidad gastrointestinal 

 

 El mucus localizado sobre el epitelio gastrointestinal tiene una 

consistencia altamente viscosa, la cual  parece ejercer un efecto negativo sobre 

los parásitos, disminuyendo su motilidad y dificultado su alimentación (Douch 

et al., 1983; Miller, 1987; Rothwell, 1989). El mucus libera diferentes 

sustancias que aumenta su acción nociva sobre el parásito, de entre ellas cabe 

destacar la histamina, los leucotrienos y las lectinas; estas últimas han sido 

particularmente estudiadas en los últimos años (Young y Meeusen, 2004).   

 

Un ejemplo de la importancia del mucus en el control de la infección por 

NGI se ha demostrado en diversos estudios desarrollados en ganado ovino, 

donde el mucus de ovejas inmunes parece capaz de paralizar las larvas de 

nematodos (Douch et al., 1983; Jones et al., 1994). 

 

 Dentro de las sustancias presentes en  el mucus  destacan la galectina-14 

y la galectina-15. La galectina-14 la producen  los eosinófilos (Dunphy et al., 

2002) y, aunque se expresa habitualmente en los tejidos sanos, se libera 

espontáneamente en la mucosa gastrointestinal ante la infección por NGI, siendo 

su concentración mayor en animales reinfectados con H. contortus. Por ello, su 

actividad se relaciona tanto con mecanismos de inmunidad innata como 

adquirida (Kemp et al., 2009; Young et al., 2009; Robinson et al., 2011), 

siendo capaz de generar un aumento de la viscosidad del mucus  y, como 

consecuencia, provocar la inmovilización parasitaria (Young et al., 2009).  

 

 La galectina-15 la producen las células del epitelio mucoso del abomaso 

y tiene una función similar a la anterior. Tras  la inoculación con H. contortus, 

aparece mayor concentración de esta molécula en los animales que han sufrido 
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repetidas infecciones, en comparación con animales primoinfectados (Meeusen 

et al., 2005).  

 

En un estudio reciente con terneros infectados con O. ostertagi, se 

observó que aunque los cambios en la biosíntesis del mucus empezaron 

temprano durante la infección, los mayores efectos se produjeron cuando los 

adultos estuvieron presentes en la superficie de la mucosa abomasal. Se 

detectaron incrementos en la expresión de algunos genes encargados de regular 

la producción de mucus en los animales inoculados, así como cambios en la 

glucosilación de éste (Rinaldi et al., 2011). 

 

El peristaltismo también juega un papel esencial en la expulsión de los 

vermes. El mucus impide la adhesión de los vermes a la mucosa, mientras que 

las contracciones de la musculatura lisa los hacen avanzar hacia regiones más 

distales del aparato digestivo. En diversos estudios se ha observado que en 

infecciones por NGI existe un aumento  tanto de la motilidad del aparato 

digestivo como de la producción de mucus, sugiriéndose una base inmunológica 

común (Vallance et al., 1998, 1999; Zhao et al., 2003, Finkelman et al., 2004; 

Khan y Collins, 2004, 2006). 

 

 

 Efecto de las citoquinas en la respuesta inmune frente a NGI. 

 

 Las citoquinas son proteínas producidas fundamentalmente por células 

del sistema inmune cuando y se consideran como vehículos de comunicación 

entre los distintos componentes del mismo para su actuación coordinada. Entre 

sus características peculiares cabe destacar la escasa especificidad para su 

producción (existe una gran diversidad de células capaces de sintetizar una 

misma citoquina) y la capacidad que tienen de inducir distintas respuestas en 

función de la célula que activen (Gómez Lucía et al., 2007). 
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 Se conocen más de cien citoquinas, destacando las siguientes en los 

estudios realizados en infecciones por NGI (Lacroux, 2006; García, 2007; 

Beetz et al., 2008; Tizard, 2009):  

 

- Interleuquina 2 (IL-2): es producida fundamentalmente por los linfocitos T 

CD4
+
 y, en menor medida, por los CD8

+
, e induce la proliferación de 

linfocitos Th1 y CD8
+
 previamente activados por la IL-12, así como una 

elevación de la actividad de las células NK.  

 

- Interleuquina 4 (IL-4): es producida principalmente por linfocitos Th2, 

mastocitos, basófilos y, secundariamente, también por los eosinófilos. 

Estimulan la proliferación de los mastocitos,  promueven  la diferenciación 

de los linfocitos T hacia la subpoblación Th2, e inducen  el cambio de isotipo 

a  IgE e IgG1 en los linfocitos B. Esta citoquina induce hiperplasia de las 

células productoras de mucus y estimula la motilidad de la musculatura lisa. 

 

- Interleuquina 5 (IL-5): es sintetizada mayormente por linfocitos y 

mastocitos,  y es capaz de promover una hiperplasia de eosinófilos, la 

producción de IgE e IgA, e inducir hiperplasia de las células productoras de 

mucus. 

 

- Interleuquina 10 (IL-10): es producida fundamentalmente por linfocitos B 

y Th2; su  principal característica es la capacidad de inhibir la producción de 

citoquinas propias de la respuesta Th1 y promover la actividad de los 

mastocitos. 

 

- Interleuquina 12 (IL-12): es sintetizada principalmente por macrófagos, 

aunque  también por los linfocitos B, monocitos y células dendríticas. Inhibe 

la producción de IL-4, y con ello la de IgE. Promueve la respuesta inmune de 

base celular al estimular la producción de IFN- e IL-2 y aumentar la 

capacidad citotóxica de los linfocitos T CD8
+
 y células NK. 
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- Interleuquina 13 (IL-13): es producida fundamentalmente por los linfocitos 

T CD4
+
 Th2, promueve la producción de IgE, la contracción del músculo liso 

y la hiperplasia de las células productoras de mucus. 

 

- Interferón γ (IFN-γ): es sintetizada por los linfocitos Th1, γδ
+
, por las 

células NK, y algunos CD8
+
. Entre sus funciones destaca la inhibición de la 

producción de IL-4, y con ello la de IgE, la inducción de la producción de 

IgG2 en los linfocitos B y el aumento de la capacidad antimicrobiana de los 

macrófagos y de la actividad de las células NK. 

 

- Eotaxina 1: es sintetizada por los linfocitos T activados y se caracteriza por 

ejercer un efecto quimiotáctico sobre los eosinófilos. 

 

- Factor de necrosis tumoral α (TNF-α): es sintetizada por varios grupos 

celulares, entre los que se destacan los linfocitos T (αβ y γδ) y B, los 

macrófagos, y los mastocitos. Son capaces de  promover la apoptosis de 

células tumorales e infectadas por virus e interviene en las respuestas 

inflamatorias. 

 

- Factor β de crecimiento transformante (TGF-β): es producido por 

plaquetas, macrófagos activados y linfocitos T y B. Interviene en la división 

celular, generando inmunosupresión y acelerando la fibrosis y la 

cicatrización. 

 

- Interleuquina 17A (IL-17A): es producida por linfocitos Th17. Promueve 

la inflamación mediada por neutrófilos, como parte de la inmunidad innata, e 

inicia la producción de citoquinas proinflamatorias por las células 

endoteliales, epiteliales y macrófagos. Regula las respuestas inmunes 

adaptativas destinadas a la eliminación de bacterias extracelulares y hongos. 

El INFγ suprime el desarrollo de linfocitos Th17 y así inhibe la inflamación 

mediada por IL-17A. 
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Existe cierta controversia en cuanto al tipo de respuesta que se genera en 

el curso de las infecciones con NGI. Así, en ovinos infectados con H. contortus, 

Gill et al. (2000) y Lacroux et al. (2006) observaron un patrón de citoquinas de 

tipo Th2 a los 3, 5, 7 y 28 dpi, asociado a eosinofilia, mastocitosis y aumento de 

IgA e IgG específica en la mucosa y la sangre, todo lo cual sugiriere el desarrollo 

de una respuesta Th2. Del mismo modo, en otro estudio llevado a cabo también 

en ovinos pero infectados con T. circumcincta se observó que la respuesta 

generada en los linfonódulos fue predominantemente Th2 (Craig et al., 2007), 

aunque en este estudio también se observó un aumento en los niveles de IL-10 y 

TGFβ, citoquinas que están relacionadas con los linfocitos Treg (McNeilly et al., 

2009). También se ha observado en algunos otros estudios respuestas mixtas 

Th1/Th2, tanto en infecciones primarias como secundarias. Así, en terneros 

primoinfectados con O. ostertagi, se observó tanto en la lámina propia como en 

los linfonódulos abomasales una expresión de mixta citoquinas (Almería et al., 

1997b; Canals et al., 1997). En otro estudio posterior, los terneros 

primoinfectados mostraron un perfil mixto también en la mucosa abomasal, pero 

no así en los linfonódulos abomasales, donde se originó un patrón Th2 con 

diminución de los niveles de INFγ e IL-12p40 (Claerebout et al., 2005b). Todo 

parece indicar que son muchos los factores que determinan el desarrollo de un 

tipo y otro de respuesta inmune, y que se trata de un proceso muy dinámico, 

pudiendo ser determinante el momento en el que se lleve a cabo el análisis, sin 

olvidar que podría estar mediatizado por otras circunstancias relacionada con el 

parásito o el hospedador,  entre otros factores. En concordancia, también se ha 

observado que, si bien las poblaciones de linfocitos en los linfónodulos y en los 

tejidos infectados están usualmente correlacionadas, la expresión de algunas 

citoquinas puede variar ampliamente entre ambos tejidos, en parte debido a la 

población no linfocitaria tisular que contribuye al patrón de citoquinas. (Balic et 

al., 2000b). Por este motivo, el seguimiento de la expresión de las citoquinas 

mediante la canulación de conductos linfáticos se ha mostrado como una 

herramienta muy útil en el seguimiento de la respuesta linfocitaria (Pernthaner 

et al., 2006). 
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Las infecciones por NGI en rumiantes parecen inducir por lo general en 

un primer momento respuestas no protectoras en las que podrían ser Th1, Th2 o 

ambas, para posteriormente derivar a una respuesta Th2. Un ejemplo de este 

acontecimiento lo observamos en los trabajos llevados a cabo en ovinos 

infectados, tanto con T. circumcincta como con H. contortus donde se 

detectaron, en una primoinfección una respuesta Th1, y tras un segundo reto una 

respuesta Th2 (Schallig, 2000; Craig et al., 2007). 

 

Estos patrones generales, también pueden verse modificados 

dependiendo de que tenga lugar o no el asentamiento de las larvas infectantes en 

la mucosa gástrica. En el caso de animales sensibilizados previamente a NGI. Se 

observó un patrón de citoquinas distinto dependiendo del establecimiento 

larvario. Así, en  ovinos infectados con H. contortus donde las larvas alcanzaron 

la mucosa abomaso, hubo un aumento de IL-5, IL-13 e IFNγ a los 3 dpi, 

mientras que la IL-4 se elevó a los 5 dpi. Sin embargo, en los animales en los 

que las larvas fueron expulsadas sin que pudieran penetrar en la mucosa, sólo se 

observaron niveles elevados de IL-4, antes y después de la inoculación, mientras 

que la IL-5 no mostró cambios relevantes (Meeusen et al., 2005). De estos 

resultados podría deducirse un papel prioritario de los  mastocitos estimulados 

por la IL-4 en la expulsión inmediata de las larvas, mientras que la activación de 

los eosinófilos por la IL-5 se desencadenaría en caso de que las larvas infectantes 

infiltrasen el tejido. 

 

No faltan tampoco los trabajos en los que no llega a determinarse un 

patrón claro. Es el caso de los estudios de inmunización con antígenos 

parasitarios de O. ostertagi en terneros realizados por Geldhof et al. (2002), 

quienes no observaron ningún efecto de la vacunación sobre los niveles de 

citoquinas, ni aún utilizando como adyuvante hidróxido de aluminio, que es 

considerado un potente inductor de la respuesta Th2 (Geldhof et al., 2004). 
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 Respuesta inmune humoral  frente a nematodos gastrointestinales 

 

 Según los resultados obtenidos en diferentes estudios es posible concluir 

que, como respuesta a la parasitación existe un aumento de los niveles séricos de 

IgG1 e IgE, así como de IgA en el tejido afectado. La expresión de los diferentes 

isotipos varía dependiendo de las distintas fases del desarrollo del parásito, 

siendo esta respuesta más rápida y potente en las infecciones secundarias que en 

las infecciones primarias (Canals y Gasbarre, 1990; Schallig et al., 1995; Balic 

et al., 2000b, Pernthaner et al., 2006).  

 

 

 IgGs 

 

 Son los anticuerpos propios de la respuesta inmune secundaria, se unen a 

los antígenos parasitarios solubles y pueden ejercer una acción directa sobre el 

parásito formando inmunocomplejos sobre los poros anal y oral de las larvas. En 

los bovinos se reconocen dos subtipos de esta inmunoglobulina, IgG1 e IgG2, 

que también parecen estar presentes en otras especies rumiantes (Gutiérrez, 

2007). 

 

En infecciones con O. ostertagi, se han observado incrementos séricos en 

los niveles de IgG1 específicas frente a antígenos somáticos de vermes adultos 

así como frente a L4-L5 y E/S de L4 de dicho parásito, alcanzándose las 

máximas concentraciones más precozmente los animales previamente 

sensibilizados, a los 14 dpi (antígenos larvarios) y a los 21 dpi (antígenos 

adultos), que los animales primoinfectados (Canals y Gasbarre, 1990).  

 

En infecciones por H. contortus ocurre algo similar, cuando se utilizan 

antígenos larvarios se detecta un incremento de los niveles de IgG1 en animales 

primoinfectados e inmunizados, siendo únicamente los animales inmunizados los 

que presenta una respuesta de IgG1 comparable con la observada cuando se 
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emplean vermes adultos como antígeno (Schallig et al., 1995; Gill et al., 2000).  

 

 Otros estudios asocian la producción de IgG1 e IgE a resistencia frente a 

H. contortus al observar diferentes niveles de ambos tipos de inmunoglobulinas 

entre animales resistentes y susceptibles, después de una inoculación primaria 

(Gill et al., 2000). 

 

 Los niveles de IgG2 específicas aparecen especialmente elevados en 

bovinos parasitados con O. ostertagi (Frankena, 1987) y también en animales 

parasitados con T. circumcincta (Yong et al., 1991), lo cual sugiere la existencia 

de diferentes vías de la respuesta efectora frente a los distintos géneros de NGI 

(Gill et al., 1993b; Claerebout y Vercruysse, 2000). 

 

 

 IgA 

 

 Es la inmunoglobulina más abundante en las mucosas y se considera 

responsable de prevenir la entrada de agentes patógenos (exclusión inmune) y de 

evitar reacciones frente a antígenos alimentarios inocuos (tolerancia oral) 

(Brandtzaeg, 1974; 2009). 

 

 La IgA apenas es detectable en suero, de hecho, su presencia a este nivel 

podría indicar una infiltración desde la luz gastrointestinal como resultado de 

una importante estimulación antigénica que provoque un incremento en su 

producción. (Frankena, 1987). Por el contrario, la producción local específica 

de IgA es especialmente relevante en el mucus (Sinski et al., 1995b), los tejidos 

(Gill et al., 1993ª, Stear et al., 1995b) y los ganglios linfáticos (Smith et al., 

1983c, Bowles et al., 1995) de animales infectados. En infecciones por O. 

ostertagi la  mayor concentración de esta inmunogloblina se ha detectado en 

presencia de vermes en estadio adulto y está fuertemente asociada a la salida de 

la mucosa abomasal de dichos vermes (Thatcher et al., 1989). Sin embargo, 
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otros autores detectan bajos niveles de IgA específica en animales infectados, 

asociada predominantemente con las fases larvarias, más que con los parásitos 

adultos (Canals y Gasbarre, 1990, Schalling et al., 1994a, 1995). 

  

Existe una fuerte asociación entre los niveles de IgA en el mucus y la 

disminución de la fecundidad de las hembras de T. circumcincta (Stear et al., 

1996; Martínez Valladares et al., 2005a), así como de la longitud de adultos 

(Stear et al., 1995c; Stear y Bishop 1999; Strain et al., 2002; Martínez 

Valladares et al., 2005a; Henderson y Stear, 2006). Este hecho podría estar 

relacionado con un bloqueo de los órganos sexuales del parásito (Salinas, 2007). 

También se ha observado una influencia de la IgA en la respuesta inmune frente 

a otros NGI como H. contortus (Amarante et al., 2005) y T. colubriformis 

(Pernthaner et al., 2006). 

 

 

 IgE 

 

 La función principal de la IgE está relacionada con un mecanismo de 

hipersensibilidad de tipo I, mediante la activación de la degranulación de los 

mastocitos y eosinófilos (Miller, 1996; Else y Finkelman, 1998; Claerebout y 

Vercruysse, 2000). Los niveles de este anticuerpo se han asociado con una 

mayor resistencia en ovejas y cabras a infecciones por NGI (Pernthaner et al., 

2006; Chevrotiére et al., 2011), en algunos casos asociada a menores recuentos 

fecales de huevos (Huntley et al., 2001; Pettit et al., 2005; Murphy et al., 

2010). No obstante, se han observado diferencias en el reconocimiento por IgE 

de determinados antígenos y en las asociaciones de los niveles de esta 

inmunoglobulina con parámetros parasitológicos, las cuales pueden ser debidas a 

las particularidades de los protocolos de infección y en lo métodos de detección 

empleados en cada estudio (Balic et al., 2000b). Por ejemplo, se señalan fuertes 

incrementos en los niveles de IgE totales y de IgE específicos frente a antígeno 

E/S de adultos en la inoculación secundaria de ovinos con H. contortus. Sin 
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embargo, no se detecta el mismo incremento utilizando antígeno somático de L3 

(Kooyman et al., 1997). También Huntley et al. (1998) observan un claro 

incremento en los niveles de IgE en suero y vasos linfáticos locales en ovinos 

infectados con T. circumcincta, especialmente en animales previamente 

inmunizados. Por su parte, Pernthaner et al. (2006) observan un doble pico de 

IgE e IgA (el primero coincidiendo con la primera muda larvaria y el segundo 

con la aparición de adultos) tras la inoculación secundaria con T. colubriformis 

en ovinos con inmunidad adquirida. 

 

 Sin embargo, pese a que el aumento de IgE es una de las respuestas más 

características en las infecciones por NGI, su función en la protección frente al 

verme aún no está aclarado (Shaw et al., 2009).  

 

 

 Linfocitos B 

 

  La determinación de los recuentos de linfocitos B puede ayudar a valorar 

la dinámica de infiltración celular local y su relación con los niveles de 

inmunoglobulinas (Balic et al., 2000a; Lacroux et al., 2006; Pérez et al., 2008). 

En estudios inmunohistoquímicos de la mucosa gástrica es frecuente el uso de 

anticuerpos frente a la molécula CD45R, dado que, además de linfocitos B, tan 

sólo reconocen una pequeña subpoblación de linfocitos T que se encuentra 

prácticamente ausente en la pared abomasal (Meeusen et al., 1989; Balic et al., 

2000a). 

 

 

10.5.MANIFESTACIONES DE LA RESPUESTA INMUNE FRENTE A 

NEMATODOS GASTROINTESTINALES 

 

10.5.1.    Frente a estadios larvarios 
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 Hipobiosis 

 

 Consiste en el paro temporal del ciclo del nematodo en un momento 

preciso del desarrollo parasitario, que sirve para sincronizar el desarrollo del 

parásito con las condiciones del hospedador y del ambiente (Soulsby, 1987). El 

secuestro larvario (hipobiosis) en la mucosa del hospedador es un fenómeno 

frecuente en las infecciones por NGI en rumiantes. Se ha asociado a la 

resistencia frente a O. ostertagi (Michel, 1963) y Haemonchus placei (Roberts, 

1957) en vacuno, y H. contortus (Barger et al., 1985), T. circumcincta (Seaton 

et al., 1989a, Halliday et al., 2007)), T. colubriformis (Barnes y Dobson, 1993) 

y Trichostrongylus vitrinus en el ovino (Seaton et al., 1989b).  

 

 Diferentes trabajos han relacionado la hipobiosis con la estacionalidad, la 

cepa del parásito o la carga parasitaria de vermes adultos (Blitz y Gibbs, 1971; 

Eysker, 1997). La importancia de la hipobiosis deriva en que promueve una alta 

presencia en el pasto de L3 infectantes en momentos en los que hay gran 

disponibilidad de hospedadores susceptibles, tras la activación masiva de un 

elevado número de larvas que se encontraban quiescentes, desencadenando 

patologías más graves en los hospedadores (Urquhart, 1996). 

 

 En infecciones por T. circumcincta se ha observado que el fenómeno de 

secuestro larvario  tiene un mayor protagonismo en los animales inmunizados, 

actuando como un mecanismo de resistencia frente al parásito, aunque no estén 

claros los mecanismos que provocan esta situación (Stear et al., 1995b; 

Halliday et al., 2007). Esta circunstancia tampoco se considera una regla 

constante, pues en algunos estudios realizado también con T. circumcincta, no se 

llegó a observar ninguna asociación entre la hipobiosis larvaria y la resistencia 

parasitaria (Halliday et al., 2007). 

 

 En infecciones naturales de animales en pastoreo, la renovación paulatina 

de la carga parasitaria adulta por las larvas quiescentes permite un nivel de 
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eliminación de huevos en el pasto que asegura el mantenimiento de la población 

parasitaria. El hecho de que la hipobiosis sea un fenómeno frecuente en distintas 

especies de NGI podría sugerir que el secuestro larvario sería más una estrategia 

de supervivencia efectiva que el resultado de un mecanismo defensivo del 

hospedador (Balic et al., 2000b). 

 

 

 Fallo en el establecimiento larvario 

 

 La manifestación principal de la inmunidad adquirida frente a los NGI es 

la reducción del número de larvas en la mucosa gastrointestinal (Balic et al., 

2000b). En este resultado influyen una serie de elementos: 

- El fallo en el establecimiento larvario se expresa fuertemente tras 

contactos repetidos con el parásito, tal y como se ha observado en 

infecciones por diferentes NGI, entre ellos H. contortus (Barger et al., 

1985), Trichostrongylus vitrinus (Seaton et al., 1989b), T. circumcincta 

(Seaton et al., 1989a), T. colubriformis (Dobson et al., 1989b) y O. 

ostertagi (Michel, 1973; Claerebout et al., 1996).  

 

- Una vez adquirida la resistencia frente al establecimiento de las larvas de 

una determinada especie tras varias reinfecciones, la expresión de 

resistencia puede afectar a diferentes especies presentes en el mismo 

tejido. De esta manera, animales que han adquirido inmunidad mediante 

inoculaciones con larvas de T. colubriformis pueden expulsar otras larvas 

de nematodos intestinales, como Nematodirus spathiger o 

Trichostrongylius vitrinus, pero no las de los nematodos gástricos T. 

circumcincta o H. contortus (Dineen et al., 1977; Barnes y Dobson, 

1993; Emery et al., 1993). 

 

- Existen mecanismos específicos de resistencia para cada fase de 

desarrollo del parásito. Además, las distintas fases larvarias estimulan en 
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distinto grado la respuesta inmune y activan distintos mecanismos 

efectores. Por ejemplo, animales inmunizados con inoculaciones 

repetidas de L3 de diferentes especies de la familia Trichostrongylidae 

adquieren antes la capacidad de inhibir el establecimiento larvario que de 

reducir la carga parasitaria adulta (Chiejina y Sewell, 1974; Dobson et 

al., 1990b). 

 

- La infección natural de los animales a través de los pastos tiene una 

intensidad muy variable, lo que activa diferentes mecanismos de 

expulsión larvaria.  

 

  La expulsión de las larvas es un proceso en el que intervienen los 

leucocitos globulares, capaces de impedir el acceso de las larvas a la mucosa en 

caso de infecciones repetidas, en un mecanismo mediado por IgE.  

 

 Cuando los niveles de leucocitos globulares no son suficientes para la 

expulsión,  las larvas consiguen alcanzar la mucosa, desencadenando una 

respuesta que se caracteriza por la presencia abundante de eosinófilos y 

linfocitos en las mucosas y la liberación de citoquinas (principalmente del tipo 

Th2). Los eosinófilos destruyen las larvas alojadas en la mucosa mediante el 

contenido de sus gránulos, en un proceso de expulsión retardada del parásito 

(Meeusen et al., 2005). 

 

 

10.5.2.    Frente a estadio adulto 

 

 Cambios en la morfología del verme 

 

 Los cambios morfológicos descritos más importantes consisten en la 

alteración de la solapa vulvar en las hembras en respuesta a la inmunidad 

adquirida por parte del hospedador (Balic et al., 2000b). Estos cambios han sido 
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observados tras sucesivas infecciones en bovinos con O. ostertagi (Michel, 

1969) y T. circumcincta (Denham, 1969). Reducciones en el tamaño de los 

vermes adultos también se han descrito en ovejas infectadas con T. circumcincta 

(Smith et al., 1985a; Seaton et al., 1989a; Stear et al., 1995a), H. contortus 

(Coyne y Smith, 1992) y T. colubriformis (Douch, 1988), y en bovinos con O. 

ostertagi (Michel, 1969; Gasbarre et al., 2001), como resultado del desarrollo 

de inmunidad adquirida por parte del hospedador. La reducción en el tamaño de 

los vermes se ha asociado a una respuesta de IgA en ovinos inmunes a la 

infección de T. circumcincta (Smith et al., 1985a; Halliday et al., 2007).  

 

 

 Reducción de la fecundidad 

 

 Una reducción en la fecundidad de las hembras adultas, aparte de ser una 

consecuencia de la inmunidad adquirida, es influida por la carga parasitaria, que 

de ser muy elevada puede provocar una competencia intraespecífica, o alcanzar 

un nivel umbral que desencadene una respuesta inmunológica específica (Balic 

et al., 2000b). 

  

 Los mecanismos mediante los cuales se lleva a cabo la reducción de la 

fecundidad de los vermes son variados. Debido a la existencia de una estrecha 

asociación entre la longitud de los vermes y su fecundidad, tanto en H. contortus 

como en T. circumcincta (Stear et al., 1999; Martínez Valladares et al., 2005a; 

Lacroux et al., 2006; Rowe et al., 2008), se ha llegado incluso a plantear la 

hipótesis de que el control de la fecundidad de los vermes tenga lugar de forma 

indirecta, mediante la regulación inmunológica del desarrollo de los mismos, en 

un proceso mediado por IgA (Strain y Stear, 2001; Rowe et al., 2008). Sin 

embargo, la IgA u otras inmunoglobulinas también podría tener un efecto directo 

sobre la fecundidad mediante el bloqueo directo de los órganos sexuales del 

parásito (Salinas et al., 2007). 
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El fenómeno de reducción de la fecundidad de los vermes hembras se ha 

descrito tras infecciones repetidas con T. circumcincta (Smith et al., 1985; Stear 

et al., 1995b) en ovinos, y con T. colubriformis en caprino (Pomroy y 

Charleston, 1989), así como en vacuno infectado con O. ostertagi (Michel, 

1963), T. colubriformis (Gibson y Parfitt, 1973; Barnes y Dobson, 1990; 

Bisset et al., 1996) y H. contortus (Dineen y Wagland, 1966); en general se 

acepta como una de las consecuencias de la respuesta inmune protectora (Coyne 

et al., 1991; Coyne y Smith, 1992). 

 

 

 Expulsión de los vermes adultos 

 

 La expulsión de los vermes adultos es dependiente del número de larvas 

infectantes, al menos en las infecciones por H. contortus y T. colubriformis 

(Barger et al., 1985; Dobson et al., 1990b), siendo necesario un umbral mínimo 

para que se desencadene el proceso de eliminación. 

 

 En ocasiones, en la parasitación por H. contortus la expulsión de los 

vermes adultos se desarrolla mediante un fenómeno denominado “autocura”, 

atribuido a un mecanismo de hipersensibilidad inmediata desencadenado por la 

entrada de larvas, que afecta de modo inespecífico a los adultos (incluso de 

especies distintas a la de las larvas infectantes); sin embargo, no necesariamente 

implica la adquisición de inmunidad frente a futuras infecciones (Soulsby, 1987; 

Cordero  del Campillo et al., 1999). 

 

 La expulsión de los vermes adultos en inoculaciones primarias es un 

fenómeno raro en rumiantes (Behnke et al., 1992), con la excepción de las 

infecciones por Nematodirus battus (Lee y Martin, 1976; Winter et al., 1997). 

En cambio, la expulsión de la población adulta como resultado de infecciones 

repetidas es un fenómeno frecuente en las infecciones por H. contortus, (Barger 

et al., 1985), T. circumcincta (Seaton et al., 1989a), Ostertagia leptospicularis 
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(Hertzberg et al., 1995), T. vitrinus (Seaton et al., 1989b) y T. colubriformis 

(Dobson et al., 1990b), y en terneros, por O. ostertagi (Michel, 1963). 

 

 Por lo que en general, la expulsión de los nematodos adultos sería el 

resultado de mecanismos inespecíficos, inducidos por larvas infestantes, y de 

mecanismos específicos, inducidos por los propios vermes adultos (Balic et al., 

2000b). 

 

 

10.6. EVASIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE  

 

 Los parásitos han desarrollado múltiples sistemas para evitar la respuesta 

inmune del hospedador.  En algunos casos existen mecanismos de resistencia 

frente a los sistemas efectores del hospedador, en otros se dificulta el 

reconocimiento de antígenos, e incluso pueden llegarse a liberar sustancias que 

producen inmunosupresión, haciendo que la respuesta inmune sea menos 

efectiva (Gómez-Lucía et al., 2007). Esta evasión de la respuesta inmune del 

hospedador es una capacidad variable, característica de cada especie parásita.  

 

 Mecanismos de resistencia a los sistemas efectores del hospedador 

 

Los vermes parásitos poseen una gruesa cutícula que los protege frente al 

daño causado por la mayoría de las células defensivas (Salinas, 2007). 

 

 Mecanismos que evitan el reconocimiento de los antígenos. 
 

Muchos helmintos imitan proteínas del hospedador para evitar ser 

reconocidos por los mecanismos inmunes (Tizard, 2009). 

Otra forma de evasión de la respuesta inmune la desarrollan nematodos 

que son contenidos en estructuras que aíslan las etapas larvarias y las hacen poco 

accesibles a los mecanismos efectores y de reconocimientos. Por ejemplo, en O. 



Revisión bibliográfica 

 
75 

ostertagi y T. circumcincta las formas larvarias ocupan las fosas gástricas 

distendidas antes de emerger como jóvenes adultos. En el caso de H. contortus 

se sugiere que es la motilidad la estrategia de supervivencia, ya que al moverse 

el verme dificulta el contacto con las células defensivas del hospedador. (Balic et 

al., 2000b).  

 

Además, las diferentes formas de desarrollo de los NGI muestran 

diversos antígenos somáticos y de E/S, comportándose, a efectos de 

reconocimiento antigénico, como parásitos distintos, lo que dificulta la 

generación de una respuesta inmune efectiva por parte del hospedador (Cox et 

al., 1990; Balic et al., 2000b; Salinas, 2007). 

 

 Mecanismos que producen inmunomodulación 

Las infecciones crónicas con helmintos están asociadas frecuentemente 

con una inmunomodulación de la respuesta inmune celular, presumiblemente 

para prolongar la supervivencia del parásito (Nisbet et al., 2010).  

 

En muchos casos, la actividad inmunosupresora se atribuye a moléculas 

que son secretadas por los nematodos parásitos (Grainger et al., 2010). Por 

ejemplo, se ha demostrado un efecto inmunosupresor por parte de antígenos 

procedentes de L4 de Ostertagia sobre la proliferación de linfocitos abomasales 

(De Marez et al., 1997; Gómez-Muñoz et al., 2004). Otro claro ejemplo lo 

observaron McNeilly et al., (2013), quienes identificaron actividad 

inmunosupresora en los productos de E/S derivados de L4 de T. circumcincta en 

ovinos, la cual se vio reducida en los animales que desarrollaron inmunidad. 

 

También se ha propuesto que algunos helmintos podrían alterar las 

respuestas inmunitarias secretando algunas moléculas que imitan a citoquinas 

propias del hospedador (Salinas, 2007). Por ejemplo, en ovinos infectados 
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con T. circumcincta se le atribuye un posible papel inmunomodulador a un 

homólogo de la citoquina MIF (factor inhibidor de macrófagos) (Nisbet et al., 

2010).  

 

11 INMUNIZACIÓN FRENTE A LOS NEMATODOS 

GASTROINTESTINALES 

 

Como se mencionó anteriormente una de las estrategias de control frente 

a las enfermedades parasitarias producidas por nematodos es la 

inmunoprofilaxis. Actualmente se reconocen tres tipos principales de vacunas: 

vacunas atenuadas (Bain, 1999), vacunas frente a antígenos expuestos al sistema 

inmune (Meeusen y Piedrafita, 2003) y vacunas frente a antígenos ocultos 

(Knox et al., 2003). 

 

 

11.1   VACUNAS ATENUADAS 

 

Este tipo vacunas emplean como antígenos larvas atenuadas y  han sido 

utilizadas desde hace más de 40 años en ganado vacuno contra el nematodo 

pulmonar Dictyocaulus viviparus (Jarret y Sharp, 1963; Johnson et al., 2003).  

  

La inmunización de ovinos con larvas atenuadas de H. contortus sólo ha 

obtenido resultados positivos en animales adultos, que por otra parte suelen ser 

más resistentes al parásito (Smith y Christie, 1979; Stear et al., 1999), 

probablemente debido a la necesidad de  mecanismos naturales de inmunidad del 

hospedador desarrollados (Stear et al., 2007). También se han realizado algunos 

ensayos de vacunación con larvas irradiadas en otros nematodos 

gastrointestinales de rumiantes, como los llevadas a cabo por Smith et al. (1982) 

frente a T. circumcincta en ovinos adultos. 
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11.2   VACUNAS FRENTE ANTÍGENOS EXPUESTOS AL SISTEMA 

INMUNE 

 

Con este término se hace referencia a las inmunizaciones en las que se 

utilizan como inmunógenos antígenos nativos del parásito, a los que tienen 

acceso el sistema inmune del hospedador. Cuenta como principal ventaja el 

hecho de no necesitar de revacunaciones, ya que se produce una estimulación 

cuando el hospedador contacta con el parásito. Como inconveniente, se 

encuentra  la posibilidad de que su uso continuado determine la aparición de 

cepas resistentes a la inmunización por mecanismos similares a los que 

acontecen en la aparición de cepas resistentes a los antihelmínticos.  

 

Durante muchos años se ha intentado inducir la inmunidad frente a 

nematodos gastrointestinales con antígenos nativos, así como con sus formas 

recombinantes. Se han utilizado diferentes tipos, entre ellos antígenos 

cuticulares, antígenos de E/S larvarios y de vermes adultos (totales y 

fraccionados), etc. Utilizando este tipo de antígenos se han conseguido 

reducciones en los recuentos fecales y en el número de vermes en abomaso; así, 

en protocolos de inmunización con H. contortus  se obtuvo una reducción de 

hasta el 75% en los recuentos fecales y en el número de vermes en abomaso 

(Emery, 1996). No obstante, por el momento ninguno de estos antígenos ha 

dado lugar a un producto registrado (Newton y Meeusen, 2003). 

 

11.2.1   Antígenos de E/S 

 

 Dentro de las funciones más relevantes desempeñadas por los productos 

de E/S de los NGI destacan las siguientes: permitir la penetración de las formas 

larvarias en el tejido, facilitar la degradación de proteínas del hospedador para 

alimentarse (Cox et al., 1990; Karanu et al., 1993), regular la respuesta inmune 

del hospedador y evitar la coagulación de la sangre, entre otras. Todas estas 
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actividades o cambios que inducen en el hospedador los hacen candidatos 

idóneos para el desarrollo de vacunas efectivas frente a los NGI (Joshi y Singh, 

2000; Suchitra y Joshi, 2005). 

 

 Dentro de los antígenos de E/S más estudiados destacan los denominados 

ES15 y ES24 de H. contortus en ovinos, que se caracterizan por su bajo peso 

molecular  y por ser expresados tanto por las L4 como por los vermes adultos. 

En inmunizaciones con preparaciones enriquecidas con este tipo de antígenos se 

redujeron los recuentos fecales en animales inmunizados entre un 32% y un 

77%, y la media de vermes adultos en el abomaso se redujo entre un 64% y un 

85% (Schallig y van Leeuwen, 1997; Vervelde et al., 2002). El mecanismo 

inmunitario conferido por este tipo de antígenos no ha sido definido aún, pero se 

ha relacionado con una respuesta proliferativa  de células T (Schallig y van 

Leeuwen, 1997), el incremento de los niveles de anticuerpos específicos en 

suero (IgG1, IgA o IgE) (Vervelde et al., 2002), y la presencia de mastocitos en 

abomaso (Schallig et al., 1997). Se han realizado ensayos con antígenos ES15 

recombinantes con buenos resultados, aunque la eficacia no siempre fue evidente 

(Vervelde et al., 2002). Sin embargo, las respuestas protectoras siempre se han 

detectado en animales adultos, mientras que tanto los antígenos naturales como 

los recombinantes ES15 y E24 parecen no inducir protección en corderos 

(Vervelde et al., 2002). 

 

Se ha identificado otros productos de E/S de vermes adultos de H. 

contortus que podrían ser capaces de inducir protección en animales 

inmunizados. Es el caso de una proteína de 66k Da (p66), que es capaz de 

estimular la proliferación de células mononucleares periféricas, así como inducir 

una reducción de la motilidad de los parásitos adultos in vitro. La concentración 

de anticuerpos específicos anti-p66 en los animales vacunados se encontraron 

correlacionados de forma negativa con la carga parasitaria (Rathore et al., 

2006), lo que demostraría el papel de la respuesta inmune en la protección 

observada. 
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Otras proteínas de productos de E/S que han mostrado actividad 

inmunoprotectora han sido antígenos parasitarios de distintas especies de NGI 

con afinidad por grupos thiol. Los  antígenos obtenidos a partir de diferentes 

eluciones a través de una columna de Thiol Sepharose mediante el uso de 

cisteína y Dl-dithiothreitol (DTT) son capaces de reducir el número de huevos 

en las heces y la carga parasitaria en torno al 50% en ovejas inmunizadas y 

posteriormente inoculadas experimentalmente con 5.000 L3 de H. contortus 

(Bakker et al., 2004). Asimismo, se consiguió una importante protección en 

ganado caprino utilizando extractos de vermes adultos solubles en PBS, y 

enriquecidas mediante procedimientos similares a los descritos anteriormente. 

La protección inducida por estos productos se tradujo en  una disminución de la 

eliminación de huevos en heces del 89% y en una reducción del número de 

vermes adultos en el abomaso del 68%  (Ruiz et al. 2004a). La solubilidad de 

las proteinasas en PBS indicaría que se trata de antígenos expuestos al sistema 

inmune del hospedador, o bien que aparecerían formando parte de sus productos 

de E/S (Ruiz et al., 2004a). De Vries et al. (2009), utilizando la cisteína-

proteinasa  AC-5 identificada en productos de E/S del parásito, consiguió una 

reducción de la carga parasitaria del 36% y de los recuentos fecales del 32% en 

ovinos inmunizados. 

 

Estos resultados contrastan con los obtenido por  Knox et al. (1999), 

quienes no consiguieron inmunoprotección en corderos inmunizados con 

fracciones de similares características, si bien se trataban de ensayos en los que 

los animales de experimentación utilizados eran menores de  3 meses de edad, 

circunstancia que podría tratarse de un limitante importante a la hora de valorar 

la eficacia de esta inmunizaciones.  

 

También se han empleado con éxito proteínas procedentes de productos 

de ES con afinidad por grupos thiol en estudios frente a O. ostertagi en ganado 

vacuno (ES-thiol) (Geldhof et al., 2002). La fracción enriquecida para cisteína 
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proteinasas contenía una prominente banda de 30 KDa, y la actividad proteolítica 

se observó en tres zonas destacadas de proteólisis, de aproximadamente 82, 56 y 

40 KDa. La inmunización produjo una protección que se tradujo en una 

disminución significativa de los recuentos fecales (60%), la presencia de un alto 

porcentaje de L4 inhibidas (9,8%) y un menor número de vermes adultos (18%). 

Además, los adultos fueron significativamente más pequeños, y las hembras 

presentaron un menor número de huevos intrauterinos. Los niveles de 

anticuerpos locales específicos de Ostertagia mostraron una correlación negativa 

con el tamaño de los vermes adultos del parásito, el número de huevos por 

hembra y el recuento acumulado de huevos en heces. También se vieron 

elevados los recuentos de eosinófilos en abomaso, y estuvieron inversamente 

relacionados con el tamaño de los vermes adultos (Geldhof et al., 2002). 

 

Posteriormente, el antígeno ES-thiol fue fraccionado, las proteinasas tipo 

cisteína y el resto de fracciones. Los tres tipos de fracciones fueron empleadas 

como inmunógenos,  consiguiéndose reducciones en el recuento fecal de huevos 

del 74, 80 y 70%, respectivamente. Aunque no hubo disminución de la carga 

parasitaria, si se observó que los vermes eran de menor tamaño que los del grupo 

control (Meyvis et al., 2007), y se concluyó que la protección conferida por el 

antígeno ES-thiol se debía a varias fracciones.  

 

 

11.2.2   Hc-sL3 

 

 Se trata de un antígeno de superficie de las L3 de aproximadamente 70-

80 kDa, (Bowles et al., 1995; Raleigh y Meeusen, 1996; Raleigh et al., 1996). 

Las inmunizaciones con Hc-sL3 han mostrado reducciones en el recuento fecal 

de huevos entre el 64 y el 69%, y entre el 45 y el 55% de la carga de vermes del 

abomaso (Jacobs et al., 1999). La protección parece ser dependiente de la 

respuesta Th2 (Jacobs et al., 1999). 
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También se ha observado que los eosinófilos son capaces de destruir las 

L3 desenvainadas in vitro en presencia anticuerpos mono y policlonales 

específicos para Hc-sL3 (Rainbird et al., 1998), en concordancia con las 

observaciones en las que se correlacionan la eosinofilia adquirida con la 

inmunidad natural frente a NGI en ovejas (Jarrett et al., 1959).  

 

 

11.2.3   Hc40 

 

 Se trata de otro antígeno larvario (Sharp y Wagland, 1996) que, sin 

embargo, también se han encontrado junto con un amplio panel de proteínas en 

productos de E/S de vermes adultos del parásito (Yatsuda et al. 2003), siendo 

capaz de reducir un 65% la carga de H. contortus en modelos experimentales 

(Sharp y Wagland, 1996). 

 

 

11.2.4 Hcp26/23 

 

Domínguez-Toraño et al., (2000), en corderos de 3,5-5 meses de edad, 

con un producto purificado a partir de material somático de H. contortus 

identificado mediante anticuerpos séricos de ovejas resistentes al parásito, 

denominado Hcp26/23, obtuvieron reducciones próximas al 60% en la carga de 

vermes adultos y de los recuentos fecales de huevos, acompañadas por una 

respuesta linfoproliferativa y  altos niveles de anticuerpos séricos frente a  

extractos de H. contortus (Domínguez-Toraño et al., 2003).  

 

Recientemente, Nisbet et al. (2013) han conseguido los niveles de 

protección más altos observados usando vacunas recombinantes. Ovejas 

inmunizadas con un cóctel de 8 proteínas recombinantes de T. circumcincta, 

entre las que se encuentran antígenos de la superficie de L3, una catepsina F y 

una proteína de 20 KDa de productos de E/S de L4, tuvieron reducciones 
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significativas del 58-70% en los recuentos fecales de huevos y del 56-75% en el 

recuento de número de vermes del abomaso. 

 

 

11.3 VACUNAS FRENTE ANTÍGENOS OCULTOS AL SISTEMA 

INMUNE 

 

La utilización de los antígenos ocultos en el desarrollo de vacunas frente 

a NGI resulta muy atractiva porque se trata de moléculas que no han estado 

sometidas a una presión selectiva previa. Estas moléculas no son reconocidas por 

el sistema inmune del hospedador en la infección habitual, ya que no se 

encuentran accesibles (Smith y Smith, 1993; Newton, 1995; Newton et al., 

1995; Knox et al., 2003) y parecen ser antígenos muy adecuados en 

inmunizaciones frente a parásitos hematófagos como H. contortus (Jasmer y 

McGuire, 1991; Andrews et al., 1995; Newton, 1995; Smith et al., 1999). 

 

 

11.3.1   H11 

 

Es una glicoproteína de 110 KDa de la membrana del intestino de vermes 

adultos de H. contortus (Smith et al., 1993b). Mediante clonación de cDNA se 

demostró que el antígeno H11 era una aminopeptidasa microsomal (Graham et 

al., 1993; Smith et al., 1997) que posiblemente podría estar implicada en el 

proteolísis en pequeños péptidos que son producidos por la digestión de las 

proteínas (Munn y Munn, 2002), de ahí la hipótesis de que el mecanismo de 

protección sea inducido por anticuerpos que alteran la absorción de nutrientes. 

Han sido descritas tres isoformas del H11, que son idénticas en 

aproximadamente un 65% a nivel de su secuencia de aminoácidos (Graham et 

al., 1993).  
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El antígeno H11 ha sido testado en un gran número de ensayos de 

vacunación en diferentes razas, incluyendo corderos jóvenes, en los que  induce 

una importante reducción de los recuentos fecales de huevos y de la carga de 

vermes en el abomaso (Newton y Munn, 1999). 

 

 Aunque el éxito con la vacunación con antígenos naturales H11 fue uno 

de los primeros  en notificarse en la literatura, y su forma recombinante fue 

patentada en 1993 (Graham et al., 1993; Smith et al., 1993b), lo cierto es que 

por el momento esta vacuna aún no ha sido comercializada, principalmente 

debido al coste de su forma nativa, o a los resultados variables obtenidos con  la 

forma recombinante de los antígenos. 

 

 

11.3.2   H-gal-GP 

 

Es otro antígeno procedente de la membrana del intestino de H. 

contortus. El antígeno H-gal-GP es un complejo de proteínas cuyo tamaño oscila 

entre 31 y 230 kDa  (Smith y Smith, 1996; Smith et al., 1999), y está provisto 

de actividad aspartil proteinasa, metaloproteinasa neutra y proteinasa tipo 

cisteína (Smith et al., 1999). La presencia de la actividad proteinasa sugiere que, 

como ocurría con el antígeno H11, el mecanismo de inmunidad proporcionado 

por H-gal-GP pudiera estar relacionado con la interrupción de la digestión.   

 

Este inmunógeno también es capaz de inducir altos niveles de protección, 

con reducciones en los recuentos de huevos en heces próximos al 90% y del 60% 

en las cargas parasitarias (Newton y Munn, 1999; Smith, 2007). Aunque se ha 

conseguido inmunoprotección parcial con algunas fracciones de H-gal-GP 

separadas a partir de geles en condiciones no desnaturalizantes (Smith et al., 

1999), el fraccionamiento completo y, por tanto, la identificación de los 

componentes realmente activos no ha sido posible (Knox y Smith, 2001). 
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 Mediante clonación de ADN complementario se han identificado 

también un homólogo de la trombospondina (Skuce et al., 2001), una galectina 

(Newlands et al., 1999) y una cistantina (Newlands et al., 2001) como 

componentes del antígeno H-gal-GP, pero las versiones recombinantes de todas 

estas proteínas no han demostrado tener actividad protectora en ovinos (Skuce et 

al., 2001). Por el contrario, otros autores han obtenido porcentajes de reducción 

en los recuentos fecales de huevos y la carga parasitaria entre el 40-50% en 

caprinos infectados con H. contortus utilizando como antígeno galectinas 

recombinantes (rHco-gal-m y rHco-gal-f) (Yanming et al., 2007). 

 

Se han encontrado homólogos en Teladorsagia/Ostertagia a ambos 

antígenos glicoproteicos de la membrana intestinal de H. contortus (McMichael-

Philips et al., 1995; Siefker y Rickard, 1998), pero en general, cuando se han 

hecho estudios con el uso de estas proteínas el resultado es mucho menor que el 

obtenido cuando se ensaya contra H. contortus (Siefker y Rickard, 2000; Smith 

et al., 2000a; Smith et al., 2001a). Bovinos inmunizados con combinación de 

homólogos H11 y H-gal-GP de O. ostertagi mostraron una reducción 

significativa del 30-50% en los recuentos fecales, pero no hubo efecto en la 

carga de vermes (Smith et al., 2000a). Por otro lado, cuando este mismo 

experimento se llevó a cabo con el parásito T. circumcincta en ovinos, no se 

obtuvo protección (Smith et al., 2001a). Es posible que esta ausencia de 

protección por parte de estas glicoproteínas se deba a que la cantidad de 

anticuerpos ingeridos por el parásito resulte insuficiente (Smith et al., 2001a), a 

pesar de que se ha observado que ambas especies son capaces de ingerir algunos 

anticuerpos (Murray y Smith, 1994).  

 

 

11.3.3   Proteinasas tipo cisteína 

 

Como ya indicamos, podrían estar presentes tanto en productos de E/S 

como formando parte de células de membranas intestinales parasitarias, con lo 
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que algunas de ellas podrían ser catalogadas como antígenos ocultos, por no ser 

accesibles al sistema inmune del hospedador.  

 

En los trabajos de Knox et al., (1999), a partir de homogeneizados de 

vermes adultos de H. contortus, utilizando detergentes capaces de extraer 

proteínas integrales de las membranas celulares (Triton X-100), y posteriormente 

enriquecidos mediante cromatografía en columnas de thiol-sepharosa, pudieron 

obtenerse extractos con actividad proteinasa capaces de inducir un elevado grado 

de protección frente al parásito en ovinos inmunizados con el producto obtenido. 

Dicha protección se tradujo en una reducción del 52% en el número de vermes 

adultos, así como del 95% en los recuentos fecales. Esta fracción, además de 

mostrar actividad cisteína-proteinasa, se localizó mediante inmunofluorescencia 

con anticuerpos específicos en la superficie intestinal del parásito. 

 

Otro componente de esta fracción es una proteína cuyo peso molecular es 

de aproximadamente 60 KDa (glutamato deshidrogenasa -GDH-) (Skuce et al., 

1999a); sin embargo, esta proteína no parece contribuir a la protección inducida 

por el extracto completo (Redmond y Knox, 2004; Knox et al., 2005). 

 

En O. ostertagi Geldhof et al., (2002) también realizaron inmunizaciones 

en vacuno con una fracción S3-thiol procedente de vermes adultos, de forma 

similar a los trabajos anteriores, pero no se obtuvo ningún nivel de protección. 

 

Los productos recombinantes expresados en bacterias de este tipo de 

proteinasas sólo han mostrado una protección parcial (Redmond y Knox, 2006), 

por lo que se ha propuesto la posibilidad de obtener vacunas recombinantes 

utilizando sistemas eucariotas como Caenorhabditis elegans (Murray et al., 

2007). Aunque se ha demostrado que las proteinasas extraídas son 

enzimáticamente activas y están glicosiladas, hasta el momento no hay datos de 

efectividad in vivo. 
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11.3.4   Otros antígenos ocultos 

 

 Contortina: es obtenida a partir de adultos del parásito, siendo capaz de 

reducir la carga parasitaria en un 78% en ovinos vacunados (Munn et al., 

1987).  

 

 Antígenos p52 y p46: forman parte de una poliproteína denominada GA1 

(Jasmer et al., 1993; Jasmer et al., 1996) e inducen protección en cabras 

y ovejas reduciendo la carga de vermes adultos en el abomaso (33% en 

ovino y 60% en caprino) y el recuento de huevos en heces (78% en 

ganado ovino y 50% en caprino) (Jasmer et al., 1993; Smith et al., 

2000b). 

 

 

 Antígenos p45, p49 y p53: son de tres proteínas que fueron separadas de 

la denominada H11 por cromatografía de intercambio iónico y son 

capaces de reducir en aproximadamente un 70% los recuentos fecales, y 

en torno al 30% los recuentos de vermes de H. contortus (Smith et al. 

1993b); actualmente se incluyen dentro del denominado complejo p150. 

 

 Antígeno p26/23: también se han obtenido resultados positivos a partir de 

fracciones somáticas purificadas de bajo peso molecular, las 

denominadas p26/23, que fueron capaces de estimular la respuesta 

inmune tanto a nivel local como general, con reducciones en torno al 

60% tanto en los recuentos fecales como en la carga parasitaria 

(Domínguez-Toraño et al., 2000; Domínguez-Toraño et al., 2003). 

 

 

11.4 VACUNACIÓN FRENTE T. CIRCUMCINCTA 

 

También se han llevado a cabo estudios de inmunoprotección frente a T. 

circumcincta utilizando como inmunógenos diferentes antígenos no ocultos y 
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ocultos. Un ejemplo sería el estudio llevado a cabo por Smith et al., 2001, en el 

cuál desarrollaron un doble ensayo en el que pretendían observar si se generaba 

alguna protección cruzada entre H. contortus y T. circumcincta. Para ello 

utilizaron como antígeno glicoproteínas de membrana tanto de H. contortus 

como de  T. circumcincta. En dichos trabajos observaron que los animales 

inmunizados con glicoproteínas de membrana de H. contortus no generaban 

ninguna protección cruzada frente a T. circumcincta y sí para H. contortus; y 

aquellos que recibieron glicoproteínas de  T. circumcincta no confirieron 

ninguna protección frente a su homologo, pero si existió una protección cruzada 

frente a H. contortus. 

  

Otro intento por reproducir la exitosa protección generada frente a H. 

contortus mediante diferentes antígenos fue el llevado a cabo recientemente por 

Halliday y Smith et al., 2011. En su estudio utilizaron como inmunógeno una 

fracción soluble de la membrana de L4 de T. circumcincta que incluía un 

conjunto de proteínas de peso moleculares de 40, 60 y 200 kDa. Se seleccionó 

este inmunógeno por el éxito generado en ensayos previos en bóvidos frente a O. 

ostertagi. En el estudio se  generó una respuesta específica frente al antígeno 

(aumento de IgG específica), pero no se observó ninguna reducción significativa 

de los recuentos fecales de huevos ni del número de vermes. 

 

Las  proteínas del tipo H11, H-gal-GP y TBSP también se han ensayadas 

como inmunógeno frente a T. circumcincta, con disparidad de resultados. Por 

ejemplo, en el ensayo de inmunoprotección desarrollado por Mc Gillivery et al. 

1992, donde se utilizó como inmunógeno proteínas de L3 de 31 kDa, se 

consiguió una fuerte protección frente al verme. Se obtuvo una reducción 

significativa de los recuentos de huevos en heces y del número de vermes, y se 

detectaron anticuerpos específicos desde el cuarto día post inmunización hasta la 

tercera semana pi. Asimismo, los animales inmunizados también experimentaron 

un incremento del número de larvas en las criptas, estando dichas larvas 

rodeadas por linfocitos y eosinófilos. Estos resultados no fueron reproducibles 
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en los ensayos llevados a cabo por Morton et al., 1995 tras seguir un protocolo 

similar de inmunización. Los autores sólo detectaron  un aumento de anticuerpos 

específicos antes del reto los animales inmunizados, pero no originó ninguna 

protección. Las discrepancias podrían explicarse por las diferencias en la 

composición del complejo de 31kDa empleado como inmunógeno en cada 

estudio. 

 

 Otro ensayo de inmunoprotección frente  T. circumcincta  fue el 

desarrollado por Knox et al. 1995, quienes tras la inmunización de corderos con 

TBSP frente a T. circumcincta obtuvieron unos exitosos resultados de 

protección, con reducciones de un 71%  en los recuentos de huevos en heces y de 

un 65% en el número de vermes; sin embargo, estos prometedores resultados no 

fueron reproducibles en ensayos posteriores. 

 

 En general, los resultados obtenidos en los diferentes ensayos frente a T. 

circumcincta han sido mucho menos consistentes que el caso de H. contortus 

(Smith et al., 2000; Knox et al., 2001). La combinación de algunos de estos 

productos sí parece determinar mejores resultados, tal vez porque sea necesaria 

el reconocimiento  de varias proteínas para que tengan lugar el inicio de las 

respuestas protectoras (Nisbet et al., 2013). 
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1. ANIMALES 

En esta experiencia se han utilizado un total de 9 cabritos de raza 

Majorera que en el momento de adquisición contaban con aproximadamente 6 

meses de vida. Los animales fueron alojados en instalaciones desinfectadas 

convenientemente, situadas en la Facultad de Veterinaria de la Universidad de 

las Palmas de Gran Canaria y fueron mantenidos en condiciones libres de 

nematodos desde su llegada hasta el momento del  inicio de la experiencia. Los 

animales fueron alimentados a base de concentrado, forraje y agua ad libitum.  

Tras la ubicación de los animales, y antes de iniciar la fase experimental, 

se realizó una serie de controles para determinar su estado sanitario desde un 

punto de vista parasitológico. Así, se llevó a cabo un estudio coprológico 

mediante técnicas de concentración (flotación en solución saturada de cloruro 

sódico) (Hendrix, 1999), observándose la presencia de ooquistes de Eimeria 

spp. A tenor de estos resultados los animales se trataron con una dosis de 3,5 ml 

de Vecoxan (diclazuril 2,5mg/ml) por vía oral. 

 

2. PARÁSITOS 

 

Los vermes adultos y las larvas 3 (L3) necesarios para las pruebas de 

inmunoprotección  y producción de antígeno (excreción-secreción E/S) se 

obtuvieron mediante la inoculación vía intrarruminal de animales donantes con  

L3 de una cepa de T. circumcincta que actualmente se mantiene en el Centro de 

Investigación y Tecnología Agroalimentaria del Gobierno de Aragón en 

Zaragoza. Esta cepa fue inoculada en animales donantes ubicados en las 

instalaciones de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Las Palmas, 

siguiendo el mismo protocolo que en experiencias similares  realizadas con 

anterioridad por nuestro grupo de investigación (Molina et al., 1999; Ruiz et al., 

2004). 
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2.1. PROTOCOLO DE OBTENCIÓN DE L3 DE Teladorsagia circumcincta  

Las L3 de T. circumcincta utilizadas en el desarrollo de esta experiencia 

fueron cedidas por el Dr. Uriarte del Centro de Investigación y Tecnología 

Agroalimentaria de Aragón. 

Un total de 8000 L3 de T. circumcincta fueron inoculadas a cabritos 

donantes por punción intrarruminal. A partir de la inoculación se realizaron 

controles coprológicos semanalmente mediante flotación en solución saturada de 

cloruro sódico (Hendrix, 1999) hasta que comenzó la liberación de huevos. En 

ese momento, los controles coprológicos se hicieron 3 veces por semana 

mediante una técnica cuantitativas (Mc Master modificado -Paracount-EPG 
TM

-) 

(Maff, 1989; Colville, 1991; Sloss et al., 1994). 

Adicionalmente, se recogieron heces para su posterior cultivo y 

obtención de L3. Para ello, uno de los cabritos se trasladó a una jaula individual 

durante 1 semana, recogiéndose las heces diariamente. Una vez recolectadas las 

muestras fecales, se procedió a disgregarlas y mezclarlas con turba estéril con 

ayuda de una espátula, humedeciéndolas y evitando un exceso de agua. Las 

heces se introdujeron en recipientes de plásticos protegidos con una gasa tupida 

para favorecer su aireación. Las muestras fueron entonces incubadas a 22ºC 

durante 12-14 días. A lo largo del periodo de incubación, se procedió durante 

días alternos a remover el material fecal cultivado para así facilitar la aireación 

de las capas más profundas, añadiéndoles agua para humedecerlas en caso 

necesario. 

El aislamiento de las L3 obtenidas en el coprocultivo se llevó a cabo 

mediante el método Baerman. Las larvas aisladas de este modo quedaban 

retenidas en papel de filtro, que una vez seco se depositaba de nuevo en el 

aparato de Baerman. Una vez recogida la suspensión limpia de L3 en agua, se 

mantenía a 4ºC hasta su uso (Fleck y Moody, 1988; Maff, 1989; Colville, 

1991). 
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2.2. PROTOCOLO DE OBTENCIÓN DE VERMES ADULTOS Y CULTIVO 

IN VITRO 

La técnica utilizada para la recogida de adultos de T. circumcincta se 

basa en la capacidad de los vermes para migrar activamente desde una película 

semisólida de agar hacia un medio mantenido a 37ºC. Para ello, tras abrir el 

abomaso de los animales donantes, se llevó a cabo el lavado del mismo con 700 

ml de agua destilada a 37ºC. Tras haber recogido una alícuota de 100 ml para el 

recuento de vermes adultos, se le añadió al volumen restante los 700 ml de la 

solución de agar a 43ºC (Sigma-Aldrich) 2 % (p/v), cuya función es  permitir a 

los vermes que queden adheridos a los paños para su aislamiento. En 700 ml de 

agua destilada se añadió 14 g de agar y se llevó a ebullición tantas veces como 

fuera necesario hasta que no quedaran grumos. Posteriormente, se introdujo el 

agar en hielo para bajar la temperatura hasta los 43ºC, mezclándose bien. A 

continuación, la mezcla se depositó en bandejas que contenían los paños de 

material poroso. Una vez solidificada la mezcla, se introdujeron los paños 

verticalmente en las urnas que contenían PBS 0.01 M a 37ºC.  

 

- Phosphate-buffered saline (PBS) 0,01M; pH 7,2 

REACTIVO  FÓRMULA MOLARIDAD 

Cloruro sódico (Sigma-Aldrich) NaCl 0,123 M 

Dihidrógeno fosfato de potasio (Sigma-Aldrich) KH2PO4 0,003 M 

Fosfato disódico (Sigma-Aldrich) Na2HPO4 0,01 M 

 

Tras introducirlas en una estufa a 37ºC (P- Selecta®), se incubaron 

durante 2 horas permitiendo con ello que los vermes viables emergieran de la 

mezcla agar-contenido gástrico y migraran al fondo de la urna. A continuación,  

se retiraron los paños con los nematodos menos viables así como los restos de 

contenido gástrico. 
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Finalmente,  se procedió a la recogida y lavado de los vermes que 

quedaron en el fondo de las urnas mediante centrifugación (50 x g/5 min). Para 

el lavado se realizaron tres centrifugaciones, los dos primeros en PBS 0,01 M 

estéril y la última en medio RPMI 1640 con antibióticos y antifúngicos.  

- Medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich):  

Para 500 ml de RPMI 1640 (Gibco; 041-02409 M):  

REACTIVO  

L-glutamina (200mM) (Sigma-Aldrich) 10 ml de 100mM 

D glucosa (100mg/ml) (Sigma-Aldrich) 50 ml 

Penicillin/streptomycin (P 0906) (Sigma-Aldrich) 5 ml de10000iu/10000µg/ml 

Amphoteracin B (25µg/ml) (Sigma-Aldrich) 62,5 mg 

Gentamycin sulphate (10mg/ml) (Sigma-Aldrich 12,5 mg 

Hepes (1 M) (Sigma-Aldrich) 10 ml 

 

Se disolvieron todos los aditivos en el medio en condiciones de 

esterilidad, filtrándolo primero por un filtro 0,45µm y otro de 0.2µm de diámetro 

de poro (VWR) y conservándose finalmente a 4ºC hasta su uso. 
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Finalmente se procedió al cultivo de los vermes bajo condiciones de 

esterilidad, para lo cual se trabajó bajo una campana de flujo laminar (Telstar 

Mini-V/PCR). Los vermes contenidos en el medio de cultivo fueron recogidos 

con una lanceta y se introdujeron en frascos de cultivo de 160 ml (Nunc). 

 

Los frascos se mantuvieron 24 horas en estufa a 37ºC con una saturación 

de CO2 del 5% (Shel Lab, CO2 Incubator). Transcurrido este tiempo, se recogió 

con una pipeta el medio de cultivo que se conservó en frío para su procesado 

posterior. El medio se renovó y se incubaron los vermes otras 24 horas en las 

mismas condiciones, tras las cuales se repitió el proceso. El medio de cultivo así 

obtenido, que contenía productos de excreción-secreción (ES) de los vermes, se 

filtró a través de un filtro de 0.45 µm de diámetro de poro (VWR) y se sometió a 

un proceso de concentración centrífuga con un punto de corte de 10 KDa 

(Amicon Ultra, 10KDa, MWCO) (3000 x g, 20 min, 4ºC), hasta obtener un 

volumen aproximado de 5 ml. Una vez determinada la concentración proteica 

(Pierce® BCA Protein Assay) del producto obtenido, el antígeno excreción-

secreción (ES) se conservó a -20ºC para su posterior fraccionamiento en 

columnas de Thiol-Sepharose (Geldhof, et al., 2000). 

 

Los vermes adultos que se mantuvieron en cultivo durante 48 h, se 

lavaron con PBS 0,01 M y se congelaron a -20ºC para su uso posterior como 

antígeno en distintos ensayos.  

 

2.3. PREPARACIÓN DE LOS HOMOGENIZADOS DEL PARÁSITO 

Para ello, una vez descongelados, los vermes adultos se homogeneizaron 

sobre hielo en la siguiente solución, a razón de 300 vermes/ml a 4ºC:  
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REACTIVO MOLARIDAD 

PBS (phosphate-buffer saline) 0,01 M 

EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) (Sigma-Aldrich) 1 mM 

PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) (Sigma-Aldrich) 10 mM 

 

Para llevar a cabo la fragmentación de los vermes se utilizó un 

homogeneizador de dispersión (Ultra-Turrax T8, IKA® WERKE). Los vermes 

se homogenizaron durante 60 segundos a máxima velocidad (2400 r.p.m.), 

manteniendo la muestra en reposos de 1 min entre cada 30 segundos. Para 

eliminar los restos celulares se centrifugó (Eppendorf Centrifuge 5804R) a 5000 

x g durante 20 min a 4ºC. El sobrenadante se hizo pasar por un filtro de  jeringa 

con una membrana de 0,45 µm de diámetro de poro (VWR). La muestra 

resultante se utilizó como antígeno somático de vermes adultos de T. 

circumcincta.   

 

La concentración proteica de todos estos extractos  se determinó 

mediante el método BCA utilizando el kit comercial Pierce® BCA Protein 

Assay (Thermo SCIENTIFIC) siguiendo las instrucciones del fabricante.  

 

2.4. PURIFICACIÓN DE LAS FRACCIONES PROTEOLÍTICAS A PARTIR 

DE PRODUCTOS DE EXCRECIÓN-SECRECIÓN (E/S) DE VERMES 

ADULTOS DE  T. circumcincta. 

La purificación de las fracciones thiol-proteinasas a partir de los 

productos de E/S se realizó siguiendo un protocolo similar al propuesto por 

Geldhof et al. (2002) con ligeras modificaciones, utilizando para ello un 

Cromatógrafo 2110 Fraction Collector (BioRad), monitorizado por 

espectrofotometría a una longitud de onda de 280 nm. 
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Activación de thiol-proteinasas 

Todos los extractos fueron preincubados con DTT (C4H10O2S2) 

(dithiothreitol) (Sigma-Aldrich) a una concentración final de 2,5 mM durante 30 

min a 37ºC antes de la cromatografía (Geldhof et al., 2002). 

 

Procedimiento 

- Hidratación y estabilización de la matriz 

Se pesaron 1,25 g de Thiol-Sepharose4B® (Amersham Pharmacia 

Biotech), que se hidrataron haciendo circular sobre ellos una columna 300 ml de 

dH2O de forma progresiva. La matriz hidratada (25% de dH2O de su volumen 

total) se desgasificó y se mantuvo a 4ºC. 

- Montaje de la columna 

La columna utilizada en el sistema cromatográfico fue una Columna C 

10/10 (Pharmacia Biotech). Para el montaje del sistema se mantuvo todo el 

material a 4ºC. Tras la hidratación de la matriz, se rellenó la columna con PBS 

0,01 M, pH 7,2, primero a un flujo de 5 ml/min durante 20 min para conseguir su 

empacamiento y posteriormente a 0,1 ml/minuto durante toda la noche para su 

equilibrado.  

- Prueba “binding” 

Durante esta fase de la cromatografía se procedió a la unión por afinidad 

de las thiol-proteinasas, presentes en los homogeneizados y productos de E/S de 

T. circumcincta, a las moléculas de Sepharose-4B de la columna mediante 

enlaces covalentes. Para ello, los homogeneizados proteicos se introdujeron en la 

columna a un flujo de 0.1 ml/min, recirculando  durante 2-3 horas  para asegurar 

la unión de todos los grupos thiol. Transcurrido este periodo, se hizo pasar PBS 

durante 2 h a través de la columna para el lavado de la misma. Simultáneamente 

se fueron recogiendo fracciones de 2 ml y registrando la absorbancia de cada una 

de ellas. 
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- Elución 

La etapa de elución consistió en la separación de las proteinasas retenidas 

en la matriz de Sepharose-4B, para lo cual se hizo circular un tampón que 

contenía un ligando con mayor afinidad que las proteinasas por los grupos thiol 

de la matriz. El buffer de elución estuvo compuesto por PBS 0,01 M con DTT 50 

mM (Sigma-Aldrich). El flujo de elución fue también de 0,1 ml/minuto. 

- Separación de las fracciones proteicas enriquecidas para thiol-

proteinasas 

Las fracciones que constituyeron el pico de elución se  mezclaron y se 

eliminó el DTT mediante lavados consecutivos con PBS en los dispositivos de 

concentración centrífuga (Amicon Ultra, 10KDa, MWCO) a 4500 x g durante 20 

min a 4ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN Y PERFIL PROTEICO 

 

 La concentración proteica de la mezcla se determinó mediante el kit 

comercial Pierce® BCA Protein Assay. Los componentes peptídicos fueron 

visualizados mediante fraccionamiento en geles de Tris/Glicina SDS-

poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% bajo condiciones no reductoras (apartado 

Fig.1 Cromatógrafo 
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7.3.1.5.), revelándose con tinción de plata (Pierce
®

 Silver Stain Kit. Thermo 

SCIENTIFIC). El peso molecular de estas fracciones se estimó con un análisis 

de regresión descrito en el apartado 7.3.1.6. Los extractos proteicos 

enriquecidos E/S-thiol fueron congelados a -80ºC hasta su posterior utilización. 

 

 

3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

3.1. INOCULACIÓN EXPERIMENTAL 

 

Para la experiencia se emplearon 9 baifos de raza majorera de 6 meses de 

edad. Los animales  se agruparon en dos lotes: lote inmunizado (n=5) y lote 

testigo (n=4). Los animales incluidos en el lote inmunizado  recibieron vía 

intramuscular tres dosis del inmunógeno (43 μg/dosis cisteína-proteinasas 

procedentes de productos de excreción-secreción (E/S) de vermes adultos de  T. 

circumcincta) durante tres semanas consecutivas. La primera dosis se combinó 

con adyuvante completo de Freund y la segunda y la tercera dosis con adyuvante 

incompleto de Freund. El lote testigo recibió las mismas tres inoculaciones pero 

sólo con adyuvante y diluyente, no con inmunógeno. Ambos lotes fueron 

desafiados 1 semana después de la última inmunización con 8000 L3 de  T. 

circumcincta. Todos los animales del estudio se sacrificaron a las 6 semanas del 

desafío.  

 

Los  objetivos del presente estudio fueron evaluar la protección inducida 

tras la inoculación con cisteína-proteinasas procedentes de productos de 

excreción-secreción (E/S) de vermes adultos de  T. circumcincta en ganado 

caprino, así como el análisis de la respuesta inmune (local y sistémica) 

desarrollada tras dicha inmunización, comparando los resultados observados con 

aquellos obtenidos en animales testigos. A lo largo del estudio también se 

analizaron diferentes parámetros biopatológicos en los dos lotes experimentales 

considerados (inmunizado y testigo).   
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3.2. RECOGIDA DE MUESTRAS A LO LARGO DEL EXPERIMENTO 

A lo largo de la experiencia se obtuvieron semanalmente  muestras de 

sangre, suero y heces, con el objeto de estudiar diferentes parámetros hemáticos, 

respuesta inmune humoral y el número de huevos de T. circumcincta liberado 

por los animales inoculados. 

 Las muestras de sangre para el estudio hematológico se obtuvieron  por 

punción aséptica en la vena yugular y se recogireon en tubos colectores de 3ml 

(BD Vacutainer) que contenían 0,072ml de K3E al 7,5%. Para la obtención del 

suero se procedió del mismo modo, recogiéndose en este caso las muestras en 

tubos colectores de 3,5 ml sin anticoagulante (BD Vacutainer). Las muestras se 

conservaron a 4ºC durante 90 min para posteriormente separar el suero mediante 

centrifugación a 1500 r.p.m durante 30 min. Los diferentes sueros, 

convenientemente identificados, se conservaron en viales de poliuretano de 1,5 

ml y se mantuvieron a -20ºC hasta su uso. 
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     INMUNIZADOS (N=5) 
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 Las muestras fecales se recogieron directamente del recto de los animales 

y con ellas se realizaron estudios coprológicos cualitativos y cuantitativos. El 

muestreo se realizó tres veces por semana desde que se detectó la presencia de 

huevos, hasta la última semana del estudio, momento en el  que se procedió al 

sacrificio. Para evitar, en la medida de lo posible, fluctuaciones diarias en  los 

recuentos fecales (MAFF, 1989), todas las tomas de muestras se realizaron 

aproximadamente a la misma hora, procediéndose inmediatamente al procesado 

de las mismas. 

 

3.3. RECOGIDA DE MUESTRAS TRAS EL SACRIFICIO 

El sacrificio se realizó en el Matadero Insular de Gran Canaria. Una vez 

sacrificados los animales y retirado el paquete gastrointestinal a la cadena de 

despojos, se obtuvieron los abomasos y ligaron el píloro y cardias. Se tomaron 

muestras también de los nódulos linfáticos abomasales y mesentéricos. 

Las muestras fueron procesadas en el  Laboratorio de la Unidad de 

Parasitología del Departamento de Patología Animal, Producción Animal, 

Bromatología y Ciencia y Tecnología de los Alimentos de la Facultad de 

Veterinaria de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. 

 

3.3.1. Recogida de muestras para el estudio histólogico e inmunohistoquímico 

Para el estudio histológico, se tomó una muestra de aproximadamente 

2x2 cm de la  curvatura mayor del abomaso correspondiente al fundus gástrico, 

que fue conservada en formol tamponado al 10 % (tabla 1) durante 24-48 horas. 

Posteriormente, las muestras se procesaron, siguiendo el método habitual, en un 

procesador automático de tejidos (Leica TP-1050, Leica Instruments GMBH, 

Nussloch, Alemania) y se incluyeron en parafina para su corte histológico. 
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Para el estudio inmunohistoquímico se recogió otra muestra de tamaño 

similar del abomaso. Las muestras fueron recubiertas previamente con O.C.T. 

(Optimal Cutting Temperature, Tissue Tek
®
; Sakura Finetek Europe B.V., 

Zoeterwoude, Holanda) y congeladas durante unos minutos en un recipiente que 

contenía isopentano (PRS Panreac Química SA), el cual se había mantenido 

previamente  a -80ºC durante unas horas. El isopentano actúa como crioprotector 

al mantener la morfología celular e impedir la destrucción tisular por choque 

térmico. Una vez que el O.C.T. adquirió una consistencia sólida, los bloques con 

las muestras se almacenaron en cámara a -80ºC hasta su posterior procesado. A 

partir de estos bloques, y con  la ayuda de un criostato (Reichert-Jung 2800 

Frigocut N) a -20ºC, se obtuvieron cortes histológicos con un grosor de 5 μm.  

 

 

3.3.2. Recogida de muestras para el estudio de expresión de citoquinas 

Para el estudio de la expresión de citoquinas se recogieron muestras de 

nódulos  linfático abomasales y mesentéricos, así como de la curvatura mayor 

del abomaso de cada animal  de aproximadamente.  Las muestras, de 

aproximadamente 0,5x1x1cm, se introdujeron en criotubos con trizol 

(Sambrook et al., 1989b), se sumergieron en nitrógeno líquido y posteriormente 

se mantuvieron a -80ºC. 

 

 

dH2O 900 ml 

Formalina pura (Panreac) 100 ml 

Fosfato sódico monobásico (Merck) 4 g 

Fosfato sódico dibásico (Merck) 6,5 g 

Tabla 1: Preparación del formol tamponado al 10% 
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3.3.3. Recogida del mucus abomasal 

La recogida de mucus se realizó suavemente de la región fúndica del  

abomaso con la ayuda de un portaobjetos. Estas muestras se utilizaron para la 

posterior determinación de anticuerpos específicos locales (isotipos IgG e IgA). 

Para proteger las muestras en su degradación, cada gramo de mucus se suspendió 

en 2,5 ml de buffer con inhibidores de proteinasas a pH 7,1, según el siguiente 

protocolo: 

 

 

3.3.4. Recogida del contenido abomasal 

A fin de determinar la carga parasitaria de los animales inoculados,  el 

abomaso se abrió a través de la curvatura mayor, procediéndose al lavado de la 

superficie gástrica con 700 ml de agua destilada a 37ºC,  raspando 

cuidadosamente la superficie. A continuación, se agitó la suspensión para 

obtener una mezcla homogénea,  y se recogieron alícuotas de 100 ml, que fueron 

conservadas hasta su posterior procesado añadiendo formaldehido (35-40%,  

Panreac) hasta conseguir una concentración final del  10% (modificado de 

MAFF, 1989). 

 

 

 

REACTIVO  CONCENTRACIÓN 

Fosfato disódico (Sigma-Aldrich) Na2HPO4 0,1 M 

Cloruro sódico (Sigma-Aldrich) NaCl 0,05 M 

Ázida de sodio (Sigma-Aldrich) NaN3 3 mM 

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

(PMSF)  

(Sigma-Aldrich) 

C7H7FO2S 1 mM 

 Ácido etilen diamino tetraacético 

(EDTA) (Sigma-Aldrich) 

C10H14N2Na2O8·H2O 5 mM 
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3.3.5. Recogida de mucosa gástrica 

 

Con la ayuda de un portaobjetos, se realizó un raspado profundo de la 

totalidad de la mucosa gástrica para estimar la población de vermes inmaduros 

presentes en la mucosa en el momento del sacrificio. Las muestras recogidas de 

cada animal fueron posteriormente pesadas y  conservadas  en congelación a -

20ºC hasta su posterior procesado. 

 

 

4. ANÁLISIS HEMATOLÓGICOS 

 

Durante el periodo experimental, se valoraron diversos parámetros 

hematológicos en todos los animales. 

 

4.1. HEMATOCRITO 

Las muestras de  sangre se centrifugaron (Mixtasel, Selecta) a 8000 

r.p.m. durante 7 min en capilares de microhematocrito (Marienfeld, Glassware). 

La determinación de este parámetro tras la centrifugación se llevó a cabo con la 

ayuda de una escala comercial  (J.P. Selecta, S.A). 

 

4.2. PROTEÍNAS PLASMÁTICAS 

La concentración de las proteínas plasmáticas (g/dl) se determinó con 

ayuda de un refractómetro (Comecta SA) a partir de las muestras plasmáticas 

obtenidas al analizar el hematocrito.    

 

4.3. RECUENTO TOTAL DE LEUCOCITOS 

Tras realizar una dilución de las muestras sanguíneas de cada animal 

investigado (1:20) en líquido de Türck (Panreac SA), (Voigt, 2003), se llevó a 

cabo el recuento total de los glóbulos blancos con ayuda de una cámara de 

Neubauer (Tiefe) de un volumen de 0,02 l de muestra diluida. El resultado se 

multiplicó por 50 y de este modo se obtuvo el nº de leucocitos/ml de sangre. 
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4.4. RECUENTO DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS EN SANGRE 

PERIFÉRICA 

 

Para realizar el recuento diferencial de leucocitos se llevaron a cabo  

extensiones de sangre de cada animal que posteriormente se tiñeron con 

panóptico rápido (Panreac SA). A continuación se procedió al recuento 

diferencial de 100 leucocitos en cada preparación, discriminando entre 

neutrófilos, basófilos, eosinófilos, linfocitos y monocitos. A partir de este dato y 

del número total de leucocitos/ml de sangre, se calculó el número de células de 

cada tipo leucocitario/ml de sangre. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2: Recuento de leucocitos en cámara 

de Neubauer 
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5. EVALUACIÓN DEL PEPSINÓGENO SÉRICO 

La medida de la concentración del pepsinógeno en suero ha sido 

recomendada como un método para valorar la carga parasitaria en las infecciones 

por Ostertagia/Teladorsagia sp. (Berghen et al., 1993). Las L3 de T. 

circumcincta, así como las de otros nematodos gástricos, penetran en las 

glándulas gástricas, donde mudan y se transforman en L4 y posteriormente a L5  

(preadultos). En este proceso lesionan las glándulas gástricas encargadas de 

producir HCl. El aumento del pH gástrico determina un acúmulo de  

pepsinógeno que no se transforma en pepsina. Los daños de la mucosa gástrica 

favorecen el paso de este compuesto al  torrente sanguíneo, donde de se detecta 

de forma proporcional al daño tisular ocasionado por el parásito (Cordero del 

Campillo, 1999).  La estimación de los niveles de pepsinógeno se llevan a cabo 

mediante un micrométodo (Dorny & Vercruysse, 1998), basado en  la medición 

de la actividad proteolítica del suero en relación a un estándar de concentración 

de aminoácidos (L-tirosina) conocida (Edwards et al, 1960; Jennings et al, 

1966; Berghen et al, 1987). 

 

Fig. 3: Frotis sanguíneos (400x) en los que se pueden observar un linfocito y un neutrófilo 

(a), y un eosinófilo (b).   

a) b) 
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5.1. EVALUACIÓN DEL PEPSINÓGENO SÉRICO POR MICROMÉTODO 

(Dorny & Vercruysse, 1998). 

5.1.1. Material 

a) Muestra: suero obtenido según lo  reflejado en el apartado 3.2. 

b) Sustrato: albúmina sérica bovina al 2% (p/v) en una solución de glicina-

NaCl-HCl (0,1M) con un pH final de 2,5. 

c) Ácido tricloroacético: utilizado para precipitar el sustrato no digerido en 

la digestión peptídica, a una concentración del 4% (p/v) en agua destilada. 

d) Diluyente: solución de NaOH 0,25N. 

e) Solución estándar: diluciones de una solución de L-tirosina 0,01M en HCl 

0,1N. 

f)   Colorante: reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Alldrich) diluido  a una 

concentración 1:3 (v/v) en agua destilada. 

5.1.2. Procedimiento 

Tras su descongelación, se añadieron 50µl de cada una de de las muestras 

a viales de poliuretano de 1,5ml que contenían 250µl del sustrato. A 

continuación se agitaron los viales y se procedió a su incubación durante 24 h a 

37ºC.   

 Tras la incubación, la digestión peptídica se detuvo y el sustrato no 

digerido se precipitó añadiendo 500µl de ácido tricloroacético (4% p/v) e 

incubando durante 10 min,  tras los cuáles se procedió a centrifugar los viales 

durante 5 min a 10000 x g en una microcentrífuga (P Selecta).   

Una vez efectuada la centrifugación, se transfirieron por triplicado 20µl 

del sobrenadante a viales que contenían 200µl del diluyente. Cada uno de los 
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viales se agitó durante 2 min,  y se añadió a cada uno 30µl del colorante diluido. 

Se volvieron a agitar durante  2 min,  para posteriormente mantenerlos a 

temperatura ambiente (20-25ºC) durante 30 min. 

Tras la incubación, se procedió a la distribución de las muestras (200µl) 

en una placa de poliestireno (CORNING Dispensable Sterile ELISA Plates, 

Corning Glass Works). En cada placa, tres pocillos quedaron  reservados como 

blanco de referencia de la reacción colorimétrica final, en cuyo caso, los 20µl de 

suero se sustituyeron por agua destilada. 

Para calcular la cantidad de tirosina liberada durante la incubación de las 

muestras  con el sustrato se utilizaron tres diluciones de la solución estándar: 

0,1µm/ml, 0,2µm/ml y 0,3µm/ml. De cada disolución se transfirieron 20µl a 

viales que contenían 200µl del diluyente. Se agitaron los viales y se añadió el 

colorante, siguiendo el mismo procedimiento empleado sobre cada una de  las 

muestras de suero.   

Finalmente, se procedió a la medida de las absorbancias o densidades 

ópticas mediante un lector de placas de ELISA (Thermo Labsystems Multiskan 

Ascent) a una  longitud de onda  de 690 nm. 

 

5.2. TRANSFORMACIÓN DE LOS VALORES DE ABSORBANCIAS EN 

UNIDADES DE TIROSINA (UTYR). 

Con objeto de eliminar las fluctuaciones que presentan las densidades 

ópticas de una misma muestra obtenidas en los diferentes ensayos, los valores de 

absorbancia se transformaron en Unidades de tirosina (U tyr) a partir de las 

diluciones del estándar de tirosina con las que se obtuvo  una curva estándar. 
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5.2.1. Corrección de la tirosina del suero 

El suero no incubado contiene pequeñas cantidades de tirosina, por lo que 

se usó un factor fijo para corregirlo. Este factor se obtuvo de la medida del 

contenido de tirosina de 100 muestras de suero caprino no incubado con el 

sustrato, utilizando el mismo método. La absorbancia obtenida en las muestras 

no incubadas fue notablemente constante y presentó un valor medio de 0,059 a 

una densidad óptica de 690 nm. El  factor 0,059 se incluyó en los cálculos para la 

obtención de la concentración de pepsinógeno en las muestras analizadas. 

 

5.2.2. Procedimiento 

El resultado de las tres medidas de densidad óptica de cada muestra de 

suero se transformó a Unidades de tirosina (U tyr), es decir, micromoles de 

tirosina liberados por litro de suero por minuto, usando una curva estándar 

preparada a partir del estándar de tirosina. 

Los cálculos de la concentración de pepsinógeno fueron los siguientes: 

 

 

 

Donde: 

 

U tyr: unidades de tirosina expresadas en micromoles de tirosina liberados por 

litro de suero por minuto.  

 

OD: media aritmética de la densidad óptica de los tres pocillos.  

 

0.059: factor de corrección por la presencia de tirosina en muestras no 

incubadas. 

 

U tyr = (OD muestra – 0.059) x F x 11,11 
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F: factor calculado derivado de la curva estándar preparada del estándar de 

tirosina: 

 

   F = ( 0,1/(OD tyr 0,1 µmol/ml) + 0,2/(OD tyr 0,2 µmol/ml) + 0,3/(OD tyr 

0,3µmol/ml) )/3 

 

11.11: factor de conversión de la dilución de los sueros y el tiempo de 

incubación. 

 

 

6. ESTUDIOS PARASITOLÓGICOS 

 

En este estudio se utilizaron diversas técnicas parasitológicas que 

permitieron determinar el número de vermes adultos y formas larvarias en el 

contenido abomasal, el número de formas inmaduras de la pared del cuajar, así 

como parámetros relacionados con la fecundidad (longitud y número de huevos 

intrauterinos) y recuentos fecales de huevos.   

 

6.1.  RECUENTOS FECALES DE HUEVOS 

Tras el periodo prepatente, los controles coprológicos se hicieron 3 veces 

por semana, realizándose técnicas cualitativas de concentración y la técnica 

cuantitativa de McMaster modificado (Paracount-EPG
TM

).  

 

- Métodos cualitativos 

Se realizó una técnica de concentración con solución saturada de cloruro 

sódico (Fleck & Moody, 1988; Colville, J., 1991; Sloss et al., 1994) con todas 

las muestras de heces recogidas de los animales infectados, con objeto de 

determinar la duración del periodo prepatente de la infección experimental. 
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- Métodos cuantitativos 

La concentración de huevos de T. circumcincta en las heces se estimó 

utilizando el método McMaster modificado (Paracount-EPG
TM

) (Thienpont, et 

al., 1979; MAFF, 1989; Sloss et al., 1994).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2.  RECUENTO DE VERMES ADULTOS EN ABOMASO 

 

Se contabilizaron todos los vermes adultos  presentes en cada alícuota de 

100 ml de contenido abomasal, diferenciando entre hembras y machos (Cordero 

del Campillo, 1999), con ayuda de una lupa binocular (Wild, Heerbrugg) a 16x. 

El número total de vermes de cada animal se calculó considerando el volumen 

total de líquido recogido en el lavado, tal y como se describió  en el apartado 

correspondiente (Wood et al., 1995). De las hembras totales se recogieron 30 al 

azar, se depositaron en un porta y se midieron en una lupa binocular que 

disponía de una regla graduada en uno de los oculares, (9x), expresándose los 

resultados en milímetros. Posteriormente, se procedió al recuento de huevos 

intrauterinos de cada una de estos vermes. 

 

 

 

 

Fig.4: Huevo de T. circumcincta. 
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6.3. DIGESTIÓN DE LA MUCOSA GÁSTRICA Y RECUENTO DE VERMES 

INMADUROS. 

 

Tras descongelar la mucosa gástrica de cada animal, aproximadamente 9 

g de la misma se incubaron con una solución de digestión que contenía pepsina y 

HCl (Tabla 2) a razón de 2 ml/g de mucosa. Este procedimiento se desarrolló 

durante 15 min a 37ºC y en agitación (modificado del MAFF, 1989). 

Posteriormente se determinó el volumen resultante y se contabilizaron las formas 

inmaduras del verme en una alícuota de 20 ml con la ayuda de una lupa (Wild 

Heerbrugg)  (16x). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

dH2O Completar hasta 100 ml 

NaCl (Panreac) 0,85 g 

HCl 37 % (Panreac) 2 ml 

Pepsina (Sigma) 0,8 g 

Tabla 2.Composición de la solución de digestión para mucosa 

abomasal 

    Fig. 5: Macho de T. 

circumcincta 
Fig. 6: Hembra de T. circumcincta.  

            (Solapa vulvar). 

 

a) 
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7. RESPUESTA INMUNE HUMORAL SISTEMICA Y LOCAL 

Las muestras de suero y mucus obtenidas según quedó recogido en los 

apartados 3.2. y 3.3., se utilizaron para analizar la respuesta inmune humoral 

mediante un método ELISA indirecto con el objetivo de detectar los niveles de 

anticuerpos específicos (isotipos IgG e IgA) frente a antígenos somáticos de 

vermes adultos. Dichas muestras también se utilizaron para analizar mediante 

Inmunoblot (Western-blot) las fracciones polipeptídicas de homogenizados de 

vermes adultos reconocidas por esos dos isotipos de inmunoglobulinas. 

 

7.1. ELISA PARA LA DETECIÓN DE Igs ESPECÍFICAS DE SUERO 

 Las muestras se analizaron por duplicado en microplacas mediante un 

test ELISA indirecto, usando como conjugados anti-IgG y anti-IgA caprinas. 

Todos los reactivos se titularon antes de su uso para determinar las condiciones 

óptimas de ensayo.  

 

7.1.1. Material inmunológico 

A) Antígeno 

 Para antigenar las placas se utilizó antígeno somático crudo de T. 

circumcinca preparado como se describió anteriormente. El extracto antigénico 

se diluyó en tampón carbonato a una concentración de 0,5 µg/ml para la 

determinación de los niveles de IgG específicos, y a 5 µg/ml para analizar los 

niveles de IgA, en el caso del suero. Para la determinación en el mucus, se utilizó 

una concentración de 3 µg/ml para la determinación de los niveles de IgG 

específicos y de 5 µg/ml para los niveles de IgA. 

B) Control positivo 

 Al no poder contar con un suero de referencia de T. circumcincta para la 

especie caprina y, tratando de eliminar en la medida de lo posible las diferencias 

o fluctuaciones a lo largo de la experiencia (inter-ensayo), se procedió a obtener 
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un “pool” de sueros y mucus que sirviera de control positivo de referencia. Para 

ello se llevó a cabo un ensayo con los sueros y mucus de los animales 

inoculados. Aquellas muestras que determinaron una densidad óptica más 

elevada fueron seleccionadas para obtener dicho “pool” de referencia (100 

µl/muestra). 

C) Control negativo 

 Se procedió de la misma manera que para el “pool” positivo pero 

seleccionando los animales con una densidad óptica más baja dentro de un lote 

control negativo procedente de otra experiencia realizada en el laboratorio. 

D) Suero problema 

 Las muestras de suero problema, así como los “pool” positivos y 

negativos se diluyeron en PBS 0,01 M con ácida de sodio (NaN3) (Sigma-

Aldrich) al 0.02% (p/v) a razón de 1:100 para la determinación de los niveles de 

IgG y a 1:25 para los niveles de IgA específica, tanto en el caso del suero como 

en el del mucus. 

E) Conjugado 

 En el análisis de los sueros se utilizó como conjugado una anti-IgG 

caprina aislada de conejo (Sigma-Aldrich)  y anti-IgA caprina aislada de conejo 

(Acris Antibodies GmbH), en ambos casos marcadas con peroxidasa. El 

conjugado para la determinación de IgGs se diluyó en PBS 0,01M a razón de 

1:4000 y el correspondiente para las IgAs se utilizó a una dilución 1:7000, en el 

caso del suero; siendo 1:1000 y  1:5000 las diluciones empleadas para las 

determinaciones en mucus, respectivamente. 

 

7.1.2. Reactivos 

A) Tampón carbonato 

 El tampón carbonato (pH 9,6), se utilizó como diluyente del extracto 

antigénico para facilitar su absorción en los pocillos de las microplacas de 
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ELISA. Dicho reactivo se preparó según el protocolo siguiente: 

REACTIVO CANTIDAD CONCENTRACIÓN 

Bicarbonato de sodio (Sigma-

Aldrich) 

90,6 ml 8,4%(p/v)   

Carbonato de sodio (Sigma-Aldrich) 36,4 ml 10,6%(p/v) 

Agua bidestilada 2 litros  

 

B) Solución de lavado 

 Se utilizó PBS con Tween 20 (Polyoxyethylene-sorbitan Monolaurate) 

(Sigma-Aldrich) al 0,05% (v/v). 

C) Agente saturador 

 Para evitar reacciones inespecíficas, se empleó albúmina sérica bovina 

(BSA, Sigma-Aldrich) a una concentración del 3% (p/v) en PBS 0,01M. 

D) Sustrato 

 Como sustrato se utilizó un tampón cítrico-fosfato con un 0,04% (p/v) de 

dihidroclorato de orto-fenilen diamina como portador de grupos cromogénicos 

(OPD, Sigma-Aldrich), al que se le añadió en el momento de su uso H2O2  al 

30% (Panreac) a una concentración final del 0,1% (v/v).  

REACTIVO CONCENTRACIÓN 

0.25 gr de ácido cítrico anhídro (C6H807) (PANREAC) + 

PBS 0.01 M  

2,1% (p/v) 

0.23 gr de fosfato disódico (Na2HPO4) + PBS 0.01M  1,8% (p/v) 

10 mg de OPD   

35 µl de agua oxigenada  
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E) Frenado 

 La solución de frenado se preparó a partir de ácido sulfúrico (H2SO4) a 

una concentración 2 M (Panreac Química, S.A.). 

 

7.1.3. Procedimiento 

Tras incubar la placa durante 24 h con el antígeno diluido en buffer 

carbonato pH 9,6, se realizaron tres lavados de cinco minutos con 200µl de PBS-

Tween 20 al 0,05% (v/v) para eliminar el antígeno que no se había fijado. La 

concentración final de cada uno de los antígenos utilizados se encuentra recogida 

en la Tabla 3. 

 

Para evitar el desarrollo de reacciones inespecíficas, las placas se 

incubaron a 37ºC durante 45 min con una  solución de albúmina sérica bovina al 

3% (p/v) en PBS al 0,01 M, a razón de 200 μl /pocillo. Tras la incubación con 

albúmina  se repitió el lavado de la placa con PBS-Tween 20 al 0,05% en las 

condiciones antes descritas. 

 

Cada una de los sueros problema se diluyó en una solución de PBS-

Tween 20 al 0,05% que contenía ázida de sodio al 0,02% (p/v). Se dispensaron 

por duplicado 100 μl/pocillo, y se incubó durante 1 hora a 37ºC, procediendo 

posteriormente a un nuevo lavado de la placa. 

 

El revelado de la reacción se llevó a cabo añadiendo 100 µl/pocillo de 

una solución de conjugado (anti-IgG y anti-IgA de cabra) en PBS-Tween 20 al 

0.05% incubando 45 min a 37ºC. Tras el lavado correspondiente para eliminar el 

conjugado libre, se añadió el sustrato (12,2 ml de ácido cítrico al 2,1%, 12,8 ml 

de fosfato sódico al 2,8% y 10 mg de OPD). A la solución anterior, se le 

añadieron 50 µl de H2O2 y se dispensó a razón de 100 µl/pocillo, dejándolo 

reaccionar a temperatura ambiente en oscuridad durante 5 minutos. 
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Finalmente, la reacción se frenó añadiendo 50 μl/pocillo de una solución 

de ácido sulfúrico 2M. La determinación de las densidades ópticas se llevó a 

cabo mediante  un lector de placa de ELISA (Multiskan Ascent) a una longitud 

de onda de 492 nm. 

 

 

 

 

7.1.4. Transformación de los valores de absorbancia en Unidades Relativas 

 Una vez obtenidas las densidades ópticas (DO), como todas las muestras 

se distribuyeron por duplicado en la placa, se calculó la media aritmética de la 

DO de cada una de ellas. Con el objetivo de eliminar las fluctuaciones que 

presentan las densidades ópticas de una misma muestra en los diferentes ensayos 

inmunoenzimáticos, se transformaron los valores de absorbancia en Densidades 

Ópticas Relativas (ODR), a partir del pool de sueros positivos y negativos.  

 Para ello se hallaron las densidades ópticas relativas refiriendo las 

densidades ópticas de cada muestra a la del control positivo: ODR=OD-NC/PC-

NC, donde OD = absorbancia suero problema; NC = absorbancia del pool 

negativo; PC = absorbancia del pool positivo (Strain & Stear, 2001). 

 

7.2. ELISA PARA LA DETECIÓN DE Igs ESPECÍFICAS DE MUCUS 

Para proteger las muestras en su degradación, cada gramo de mucus 

ISOTIPO TIPO DE 

ANTÍGENO 

CONCENTRACIÓN 

DEL ANTÍGENO 

DILUCIÓN 

DEL 

SUERO 

DILUCIÓN 

DEL 

CONJUGADO 

IgG Somático 

adulto 

0,5 g/ml 1:100 1:4000 

IgA Somático 

adulto 

0,5 g/ml 1:25 1:7000 

Tabla 3: Tabla resumen de la técnica de ELISA para la detección de anticuerpos 
específicos en suero empleada en esta experiencia. 
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obtenido según el apartado 3.3.3 se suspendió en 2,5 ml de buffer con 

inhibidores de proteinasas a pH 7,1, según el siguiente protocolo: 

 

REACTIVO  CONCENTRACIÓN 

Fosfato disódico (Sigma-

Aldrich) 

Na2HPO4 0,1 M 

Cloruro sódico (Sigma-Aldrich) NaCl 0,05 M 

Ázida de sodio (Sigma-Aldrich) NaN3 3 mM 

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

(PMSF) (Sigma-Aldrich) 

C7H7FO2S 1 mM 

 Ácido etilen diamino 

tetraacético (EDTA) (Sigma-

Aldrich) 

C10H14N2Na2O8·H2O 5 mM 

 

Tras centrifugar la mezcla a 5000 x g (Eppendorf Centrifuge 5804R) 

durante 1 hora, se recogió el sobrenadante y se conservó en congelación a -20ºC 

hasta su posterior. El método utilizado fue el mismo para la determinación de los 

niveles de IgA e IgG séricas detallados en el apartado 7.1., con ligeras 

modificaciones. Así, las muestras usadas en este caso fueron los sobrenadantes 

resultantes de la centrifugación del mucus. Estas muestras se diluyeron, al igual 

que el suero, en PBS 0,01M a la dilución recogida en la Tabla 4. El “pool +” se 

obtuvo con las muestras que mostraron una densidad óptica más elevada, y el 

“pool –” con las procedentes de los animales controles negativos no inoculados. 

Del mismo modo, se ajustaron las concentraciones usadas del antígeno y 

el conjugado.  
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7.3. INMUNOBLOTTING 

 

7.3.1. Inmunoblot (Western blot)-IgG sérico anti-Teladorsagia circumcincta. 

 La transferencia de proteína o “blotting”, consiste en la inmovilización de 

las proteínas sobre membranas sintéticas, seguido de la detección con sistemas 

diseñados para la tinción de estos “blots”. En este caso la tinción fue una 

reacción inmune, ya que se detectaron las fracciones proteicas transferidas a 

través de anticuerpos específicos. 

 

7.3.1.1.Material inmunológico 

A) Antígeno 

 El extracto antigénico empleado se preparó mediante la homogeneización 

de los vermes adultos de T. circumcincta siguiendo el protocolo referido en el 

apartado 7.1.1. La concentración de dicho extracto fue de 2,24 mg/ml. 

B) Marcadores de peso molecular 

 Se usó un marcador de bajo peso molecular (Pierce Blue Prestained 

Molecular Weight Marker, Thermo Scientific), que se preparó según las 

instrucciones del fabricante. El marcador contenía 7 proteínas con unos pesos 

moleculares de:  

Isotipo Tipo de 

antígeno 

Concentración 

del antígeno 

Dilución 

del mucus 

Dilución del 

conjugado 

IgG Somático adulto 3 g/ml 1:100 1:1000 

IgA  Somático 

adulto 

 5 g/ml 1:25 1:5000 

Tabla 4: Tabla resumen de la técnica de ELISA para detección de anticuerpos 
específicos en mucus empleada en esta experiencia. 
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C) Control positivo 

 Se usó como control positivo el “pool +” utilizado en el test ELISA-IgG 

anti-T. circumcincta (apartado 7.1.1.) Este control positivo se diluyó a razón de 

1/50 en PBS con azida de sodio a una concentración de 0,02% (p/v). 

 

D) Control negativo 

 Se usó el “pool” utilizado en el test ELISA-IgG anti-T. circumcincta, 

diluido  de la misma manera que el control positivo. 

 

PROTEÍNA PROCEDENCIA P.M. (KDA) 

Miosina Músculo de conejo 215 

Fosforilasa B Músculo de conejo 120 

Albumina 

(BSA) 

Suero bovino 84 

Ovoalbumina Huevo de gallina 60 

Anhidrasa 

carbónica 

Eritrocitos bovinos 39.2 

Inhibidor de la 

tripsina 

Semilla de soja 28 

Lisozima Huevo de gallina 18,3 

Tabla 5. Marcador molecular usado en la electroforesis 
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E) Suero problema 

 A la hora de llevar a cabo el Western-blot se utilizó un “pool” de sueros 

de algunas muestras séricas seleccionadas según los resultados obtenidos en los 

tests ELISA IgG anti-T. circumcincta (semanas -4, -2, 0, 3 y 6). La dilución de 

los diferentes “pool” de sueros, como en el caso del control positivo y negativo, 

se llevó a cabo a razón de 1/50 en PBS 0.01M con ázida de sodio (NaN3) 

(Sigma-Aldrich) a una concentración final del 0,02% (p/v). 

 

F) Conjugado 

 En el análisis de los diferentes sueros se utilizó como conjugado una anti-

IgG caprina aislada en conejo y marcada con peroxidasa (Sigma-Aldrich), a una 

dilución 1/1000 en PBS 0,01M. 

 

7.3.1.2. Reactivos para la electroforesis 

A) Solución de acrilamida 

 La electroforesis del extracto antigénico se realizó sobre geles de 

Tris/glicina SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) preparados a partir de acrilamida 

y N,N’-metilen bisacrilamida a una concentración del 29,2% (p/v) y del 0,8% 

(p/v), respectivamente, como queda reflejado en el siguiente cuadro 
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La solución final se conservó a 4ºC hasta su uso. 

 

B) Tampón del gel separador 

 El gel separador se elaboró a partir de un tampón 1,5 M de Tris, con un 

pH de 8,8 que fue ajustado con ácido clorhídrico (HCl). El tampón se preparó de 

la siguiente forma, conservándose a continuación a 4ºC: 

 

C) Amonio persulfato 

 El amonio persulfato (APS) ((NH4)2S2O8) (Merck) proporciona los 

radicales libres que favorecen la polimerización de la acrilamida y de la bis-

acrilamida. Se empleó a una concentración del 10% (p/v) en agua destilada. La 

solución se alicuotó y conservó a -20ºC. 

REACTIVO  CANTIDAD CONCENTRACIÓ

N 

Acrilamida (Sigma-

Aldrich) 

C3H5NO 11,52 g 29,2% (p/v) 

Bis-acrilamida N,N’-

metilen bis-acrilamida 

(Sigma-Aldrich) 

C7H10N2O2 0,32 g 0,8% (p/v) 

Agua bidestilada  40 ml  

REACTIVO  CANTIDAD 

SDS. Dodecil sulfato sódico (Sigma-Aldrich) C12H25O4SNa 0,5 g  

Trizma base-TRIS (Tris-(hidroximetil) 

aminometano) (Sigma-Aldrich) 

C4H11NO3 22,75 g  

Agua bidestilada  125 ml 
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D) TEMED 

 El TEMED o N,N´,N´-tetrametilenediamina (C6H16N2) (Sigma-Aldrich) 

acelera la polimerización de la acrilamida y de la bis-acrilamida al catalizar la 

formación de los radicales libres procedentes del amonio persulfato. 

 

E) Tampón del gel concentrador 

 El gel concentrador se elaboró a partir de un tampón 1,0 M de Tris, con 

un pH de 6,8 que fue ajustado con ácido clorhídrico (HCl). El tampón se preparó 

de la siguiente forma, conservándose a continuación a 4ºC: 

 

REACTIVO  CANTIDAD 

SDS. Dodecil sulfato sódico (Sigma-Aldrich) C12H25O4SNa 0,5 g  

Trizma base-TRIS Tris-(hidroximetil) 

aminometano (Sigma-Aldrich) 

C4H11NO3 7,55 g  

Agua destilada  125 ml 

 

F) Tampón de la cubeta de electroforesis 

 Para la realización de la electroforesis se dispensó  un tampón 25 mM de 

Tris y 25 mM de glicina con un pH de 8,3 en los depósitos superior e inferior de 

la cubeta de electroforesis. El tampón se elaboró de la siguiente forma, y antes de 

su utilización se atemperó a 4ºC: 
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REACTIVO  CANTIDAD 

SDS. Dodecil sulfato sódico (Sigma-Aldrich) C12H25O4SNa 1 g  

Trizma base-TRIS Tris-(hidroximetil) 

aminometano (Sigma-Aldrich) 

C4H11NO3 3 g  

Glicina (Sigma-Aldrich) C2H5NO2 14,4 g  

Agua destilada  1 litro 

 

G) Diluyente de la muestra o tampón de carga 

 Como diluyente del extracto antigénico se empleó un tampón 0,5 M de 

Tris que fue ajustado a un pH de 6,8 con ácido clorhídrico (HCl) y al que se le 

añadió glicerina, duodecil sulfato sódico (SDS) (10%) (p/v) y azul de 

bromofenol (0,05%) (p/v). Se elaboró de la siguiente forma: 

 

REACTIVO  CANTIDAD 

SDS 10% (p/v) (Sigma-Aldrich) C12H25O4SNa 4 ml 

TRIS 0.5M-ClH (pH 6.8) (Sigma-Aldrich) C4H11NO3 2,5 ml 

Glicerina (Panreac) C3H8NO3 2 ml 

Azul de bromofenol (0.05%) (p/v)  

(Sigma-Aldrich) 

C19H10Br4O5S 0,5 ml 

 

H) Tinción de geles 

 Tras la realización de la electroforesis algunos geles se tiñeron con un kit 

de tinción de plata (Pierce
®
 Silver Stain Kit. Thermo SCIENTIFIC). 
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7.3.1.3.Reactivos para la trasferencia 

A) Tampón de transferencia 

 Para la realización de la transferencia a membranas de nitrocelulosa de 

las diferentes fracciones polipeptídicas separadas durante la electroforesis se 

empleó el siguiente tampón: 

SOLUCIÓN REACTIVO  CANTIDAD 

A 

Glicina (Sigma-Aldrich) C2H5NO2 16,8 g (1.44%)    

Trizma base-TRIS (Sigma-

Aldrich) 

C4H11NO3 3,53 g (0.3%)    

Agua destilada  500 ml   

B 

Metanol (Panreac) CH3OH  233,3 ml 

(20%)   

Agua destilada  433,3 ml 

 

 Las soluciones A y B se elaboraron por separado y se conservaron a 4ºC, 

mezclándose momentos antes de llevar a cabo la transferencia. La mezcla se 

dispensó en la cubeta de transferencia. 

B) Solución de Ponceau S  

 Se usó para teñir un trozo de la membrana de nitrocelulosa y así 

confirmar que la transferencia se había llevado a cabo correctamente. La 

solución de Ponceau S contenía un 0,1% de Ponceau S (p/v) en una solución al 

5% de ácido acético (v/v) (C2H4O2) (Sigma-Aldrich). 

 

7.3.1.4. Reactivos para la reacción inmunoenzimática 

A) Solución de lavado 

 El tampón empleado en los lavados, PBS-Tween 20, se elaboró según el 
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protocolo descrito en el apartado 7.1.2. 

B) Agente saturador 

 Se empleó albúmina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich) a una 

concentración del 3% (p/v) en PBS. 

C) Sustrato 

El kit de revelado fue el AEC Chromogen kit (AEC Staining Kit, Sigma-

Aldrich). En  dicho kit la reacción positiva viene determinada por la 

precipitación del AEC Chromogen (3-amino-9-ethylcarbazole). 

 

7.3.1.5.Procedimientos 

 Electroforesis 

 Las proteínas del extracto antigénico se separaron mediante geles de 

Tris/Glicina SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%, que permitían la 

separación de las proteínas en función de su peso molecular (gel separador). Tras 

la polimerización del gel durante unos 20 min, se elaboró el gel concentrador, 

cuya función es concentrar las proteínas en la línea de unión con el gel 

separador. 

REACTIVO SEPARADOR CONCENTRADOR 

Solución de acrilamida 6 ml 0,83 ml 

Buffer separador o 

concentrador 

3.8 ml 0,63 ml 

SDS al 10% 0.15 ml 0,05 ml 

APS al 10% 0.15 ml 0,05 ml 

TEMED  0.006 ml 0,005 ml 

Agua destilada 5 ml 3,4 ml 
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 Una vez formado, el gel se introdujo en la cubeta que contenía el tampón 

de electroforesis y se cargó el extracto antigénico en condiciones no reductoras a 

razón 1:3 con tampón de carga, así como el marcador. Se conectó la cubeta 

(Mini-Protean
®
 Tetra Cell BioRad) a la fuente de alimentación y se aplicó un 

voltaje de 100V constantes a 4ºC. La electroforesis se detuvo cuando el frente de 

la electroforesis, teñido con azul de bromofenol, se encontraba a 0,5 cm del 

borde de la placa del gel. 

 

 Transferencia de las proteínas 

 Tras la electroforesis, las proteínas fueron transferidas a una membrana 

de nitrocelulosa (Pure Nitrocellulose Blotting Membrane, Bio Trace
®
 NT, Life 

Sciences) mediante la aplicación de un campo eléctrico perpendicular al gel y a 

la membrana. Antes de montar la cámara de transferencia, se separó el gel 

concentrador del gel separador. El gel separador se puso en contacto con  la 

membrana de nitrocelulosa, seis papeles de filtro y dos almohadillas y el 

conjunto se incubó durante 15 min. en el tampón de transferencia a 4ºC. 

 Tras estos 15 min se procedió al montaje del “cassette” de transferencia, 

siguiendo las instrucciones del fabricante (Mini Trans Blot, BioRad). Cerrada la 

rejilla, evitando la formación de burbujas entre el gel y la membrana, se 

introdujo en la cubeta, que se llenó con tampón de transferencia a 4ºC. La 

transferencia se realizó a 100V constantes durante 1 h a la misma temperatura. 

 Al finalizar el proceso de transferencia se tiñó la parte de la membrana 

que contenía el marcador de peso molecular con la solución de Ponceau S, para 

confirmar que se había llevado a cabo con éxito la transferencia. El resto de la 

membrana se secó, se cortó en tiras de 6 mm de ancho y se inició la reacción 

inmunoenzimática. 
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 Reacción inmunoenzimática 

Todo el proceso se realizó en agitación. Tras colocar las diferentes tiras 

de la membrana de nitrocelulosa en la bandeja de incubación, se sometieron a 

tres lavados de 5 min cada uno con 3 ml de PBS-Tween 20. 

A continuación se bloquearon los espacios libres del filtro de 

nitrocelulosa con una solución de albumina bovina al 3% en PBS. Se aplicaron 3 

ml a cada tira durante 1 h a 24ºC, tras lo cual se realizaron otros tres lavados. 

Tras realizar las diluciones de los controles positivo y negativo y de los 

“pool” de sueros, se dispensaron 3 ml de cada uno de ellos en sus respectivos 

pocillos, reservándose dos de éstos como blancos de referencia. A continuación 

se cubrió la placa y se incubó durante toda la noche a 4ºC. Tras ese periodo de 

incubación, se realizaron otros tres lavados, tras los cuales se añadió el 

conjugado diluido 1/1000 en PBS durante 1 h a 24ºC. 

 Antes de añadir el sustrato, se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20 

y un último lavado con PBS. A continuación se añadió el sustrato a razón de 1 

ml por pocillo. Una vez que las bandas se visualizaron de forma nítida se frenó la 

reacción sumergiendo las tiras en agua destilada. 

 

7.3.1.6. Estimación del peso molecular de las diferentes fracciones 

polipeptídicas     detectadas en el inmunoblot IgG sérico anti-T. 

circumcincta. 

La determinación del peso molecular de las diferentes subunidades 

polipeptídicas presentes, tanto en los geles de acrilamida que fueron teñidos con 

plata tras la electroforesis como en las tiras de membrana de nitrocelulosa 

procedentes de la reacción inmunoenzimática en el Western-blot se llevó a cabo 

a partir del marcador molecular mediante el empleo de un análisis de regresión 

(Milton, 1994; Gardiner, 1997), utilizando como referencia la migración. 
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7.3.2. Inmunoblot (Western blot)-IgG e IgA anti-Teladorsagia circumcincta en 

mucus 

El método usado fue el mismo que el empleado para las  muestras séricas 

(apartado 7.3.1), pero utilizando los “pools” de los sobrenadantes resultantes de 

la centrifugación del mucus, según quedó recogido en el apartado 7.2. Estas 

muestras se diluyeron, al igual que el suero, en PBS 0.01M con ázida de sodio 

0,02% a razón de 1:1.  

El antígeno se usó a la misma concentración que en el Inmunoblot de 

suero y los los anticuerpos secundarios (anti-IgG y anti-IgA) se diluyeron en 

PBS 0,01 M a razón de 1:1000 en ambos casos. 

 

7.4. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE CITOQUINAS 

En la mucosa abomasal y los linfonódulos abomasales, obtenidos según 

lo descrito en el apartado 3.3.2., se estudió la expresión de diversas citoquinas 

(γ-Interferón, IL-2, IL-4, IL-10 e IL17). Para ello se realizó la técnica de 

retrotranscripción-reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real cuantitativa 

(qRT-PCR) para determinar los niveles de expresión del ARNm que codifica 

estas cinco citoquinas.  

 

7.4.1. Extracción de ARN total de las muestras tisulares  

Evitando la descongelación de la muestra, se extrajo el ARN según el 

siguiente protocolo: 

- Se cortaron aproximadamente 100 mg de tejido congelado y se 

sumergieron  inmediatamente en 1 ml de TRI-Reagent (TRIzol). Este 

producto induce la rotura de membranas celulares, liberándose el ARNm. 

La lisis celular se vio incrementada usando un homogeneizador de vidrio 

de paredes melladas. 

- Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 5 min, 
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añadiéndose posteriormente 0,2 ml de Cloroformo por cada ml de TRI-

Reagent inicial. El cloroformo facilitó la separación de la fase acuosa de 

la orgánica. 

- Posteriormente, las muestras se sometieron a agitación vigorosa durante 

15 seg y se mantuvieron a temperatura ambiente durante 5 min. 

-  Para favorecer la separación de fases se procedió a la centrifugación de 

las muestras a 12000 x g/4ºC durante 15 min, recogiéndose el 

sobrenadante rico en ARN, el cual se transfirió a un nuevo tubo.  

- A los sobrenadantes se les añadieron 0,5 ml de isopropanol por cada ml 

de TRI-Reagent inicial, mezclándose por inversión para provocar con 

ello la precipitación del ARN presente en la fase acuosa. actuarla mezcla 

se incubó durante toda la noche a -80ºC, y se centrifugó finalmente a 

12000 x g/4ºC durante 10 min.  

- El “pellet” obtenido se lavó con 1 ml de Etanol 70% frío por cada ml de 

TRI-Reagent inicial, deshidratándose con ello el ARN. Para ello se 

mezcló y posteriormente se llevó a cabo una nueva centrifugación en las 

mismas condiciones anteriores.  

- El sobrenadante se eliminó y se dejó secar el pellet dentro de una cabina 

de flujo laminar durante 15-20 min, para posteriormente resuspenderlo en 

agua libre de ARNasas. 

 

7.4.2. Medida de la concentración de ARN 

Se midió por espectrofotometría a 260 nm utilizando un Nanodrop. 

También se  analizó el grado de pureza del ARN mediante la determinación de la 

relación A260/A280, y la contaminación con agentes alcohólicos por la relación 

A260/A230. Estos valores se encontraron en todos los casos entre 1,8-2,1 y 2,0–

2,2, respectivamente. 

Para confirmar la integridad del ARN se realizó una electroforesis en gel 
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de agarosa MOPS. El gel fue preparado al 1,2% de la siguiente forma: 

- 0,6 gr de agarosa en 43,5 ml de agua destilada. Se hirvió hasta la 

completa dilución de la agarosa en la fase acuosa. 

-  Se añadió 5 ml de MOPS 10X y 1,5 ml de formaldehído 37%. 

- Se mezcló la solución, se vertió en la cubeta, se colocó el peine y se dejó 

enfriar hasta la solidificación completa.  

La solución MOPS a 10X se preparó de la siguiente forma, tras lo cual 

fue autoclavada: 

REACTIVO CONCENTRACIÓN 

MOPS  0,4M  

EDTA (ácido etilendiaminotetraacético)  0,01M  

Acetato sódico  0,1M  

 

Las muestras utilizadas en los chequeos incluían 2 µl de MOPS 10X, 3.5 

µl de formaldehído 37%, 10 µl de formamida y 5 µg de ARN. La mezcla 

resultante se calentó a 65ºC durante 10 min y pasado este tiempo  se  pasaron a 

un recipiente con hielo  y se les añadió a cada una de ellas 2 µl del buffer de 

carga: 

REACTIVO CONCENTRACIÓN 

Azul de bromofenol  0,25%  

Sacarosa en agua  40%  

 

El gel se colocó en una cubeta con MOPS 1X y a continuación se 

cargaron las muestras. Como marcador se utilizó un producto comercializado por 

AppliChem con 17 fracciones. La electroforesis se realizó a voltaje constante 
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100 voltios durante 50 minutos. 

Transcurrida la electroforesis, las bandas de ácidos nucleicos separadas 

en el gel se tiñeron durante 30 min con una solución de bromuro de etidio a una 

concentración final de 0,5 µg/ml durante 30 min en agitación. Después de la 

tinción, se procedió al lavado del gel durante 15 min en las mismas condiciones, 

visualizándose los resultados mediante un transiluminador de luz ultravioleta y 

registrándose como imagen fotográfica gracias al programa Image Lab
TM

 

Software Version 2.0.1. (BioRad). 

 

7.4.3. Tratamiento con DNAsa 

Para llevar a cabo la eliminación de contaminaciones con ADN genómico 

en las muestras se utilizó un kit RQ1 RNase-Free DNase, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Para ello se añadió 1 U de DNAasa por microgramo 

de ARN y la mezcla se incubó  durante 30 min a 37ºC. Posteriormente, se 

procedió a la inactivación de la enzima con el buffer inactivador incluido en el 

kit durante 10 min a 65ºC. 

 

7.4.4. Síntesis de ADNc 

En este procedimiento se usó el kit comercializado por BioRad (iScript
TM

 

cDNA Synthesis Kit), siguiendo las instrucciones del fabricante. En un vial de 

plástico para PCR se añadió 1 μg de ARN de la muestra extraída según el 

protocolo anterior (tras la lectura con el Nanodrop), 4μl de buffer iScript (mezcla 

única de tampones, oligo (dT), cebadores aleatorios, dNTPs, estabilizadores y 

potenciadores), 1μl de la mezcla que contiene la retrotranscriptasa (MMLV 

RNAasa H+reverse transcriptase) y agua hasta ajustar un volumen final de la 

reacción de 20 μl. Siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante, la 

reacción se realizó en un termociclador en tres pasos consecutivos: 25ºC/5 min 

(anillamiento),  42ºC/30 min (síntesis de ADNc) y 85ºC/5 min (finalización de la 
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reacción).  

El ADNc resultante se diluyó en 80 µl de agua libre de DNAasa antes de 

su amplificación (dilución 1:5) en la reacción PCR a tiempo real. El ARN 

utilizado  como control negativo de la extracción para chequear la contaminación 

por ADN genómico se diluyó de la misma forma y usado.  

 

7.4.5. Reacción en Cadena de la Polimerasa a tiempo real (RT-PCR) 

Para este proceso se usó el termociclador (Thermo cycler, BioRad). El 

ciclo de amplificación, que se repetirá cuantas veces sean necesarias, constó de 

tres fases: desnaturalización, anillamiento y extensión.  

El análisis la expresión génica de las citoquinas se realizó mediante una 

PCR a tiempo real (utilizando el accesorio MyIQ
TM

 en un termociclador 

BioRad), gracias a la inclusión de una molécula fluorescente (SYBR green) que 

se une al ADN de doble cadena y proporciona información de la cantidad de 

producto amplificado en cada ciclo (Ct). 

Para la puesta a punto de una qRT-PCR óptima, ha de obtenerse una alta 

eficiencia de la amplificación (95-105%). Esta eficiencia se determina con la 

elaboración de una curva estándar, que debe tener un coeficiente de correlación 

mayor de 0.98 (r
2
). 

 

 Procedimiento 

El proceso de amplificación a partir del ADNc se realizó en un 

termociclador iCycler al que se le ajustó una lámpara MyiQ
TM

 Single Color 

Real-Time PCR Detection System. Para monitorear el proceso se usó el 

programa iQ 5 Ostical System Software Version 2.0 para Windows 2000 y XP 

(BioRad).  

Durante las reacciones de amplificación se empleó la Taq polimerasa 

comercializada por Promega, que incluía en la mezcla “madre” GoTaq
®

 qPCR 
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Master Mix y como fluoroforo BRYT Green® dye, el cual se une más 

específicamente y mejor a la doble cadena de ADN que el SYBR Green®. La 

mezcla de reacción se preparó según instrucciones del fabricante. 

Se evaluó la expresión de las siguientes citoquinas: interleucina 2 (IL-2), 

IL-4, IL-10, INF-γ e IL-17. Como gen de expresión constante utilizado en este 

estudio se empleó la β-actina; de esta forma, los resultados se normalizaron en 

función de las copias amplificadas de β-actina de cada una de las muestras 

analizadas, con la ayuda del software iQ
TM

5 Optical System Software Versión 

2.0 para Windows 2000 y sistemas que operen con XP (BioRad). 

Las parejas de cebadores (“primers”) utilizados en cada caso, fueron 

suministrados por Invitrogen. Sus secuencias se encuentran recogidas en la 

siguiente tabla, donde se indica la secuencia del primer, la longitud del producto, 

las condiciones óptimas de amplificación y la referencia bibliográfica de estudios 

anteriores. Cuando fue necesario su diseño, se utilizó la información publicada 

en el NCBI BLAST.  

Para todas las parejas de cebadores, la temperatura (Tm) óptima 

seleccionada mediante ensayos previos fue de 61ºC. Los ciclos de amplificación 

para todos los genes analizados quedan recogidos en el siguiente esquema: 

 

Paso Temperatura Tiempo Nº de ciclos 

Desnaturalización 95ºC 2’ 1 

Replicación del ADN 

94ºC 

61ºC 

72ºC 

15’’ 

20’’ 

15’’ 

45 

Elongación final 72ºC 2’ 1 

 Tabla 6: Ciclos de amplificación 
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En la mezcla de reacción se usó el kit GoTaq qPCR Master Mix 2X 

(Promega), que incluye todos los componentes necesarios para llevar a cabo las 

copias de ADN a partir del ADNc (buffer, MgCl2, nucleótidos, GoTaq hot start 

polimerasa, niveles bajos de carboxy-x-rhodamine reference dye y SYBR green), 

salvo los cebadores y la muestra. Aunque, en relación a la concentración de 

cloruro de magnesio, para la mayoría de los ensayos se tuvo que suplementar una 

cantidad mayor a partir de una solución de MgCl2 con una concentración 50 mM 

(BioRad). En el caso de los cebadores, la concentración de partida fue de 20 µM. 

Las amplificaciones se realizaron en placas, por triplicado para cada una de las 

muestras, y en todos los casos la  preparación de la mezcla se  llevó a cabo a 4ºC 

y en condiciones de esterilidad. Para cada gen se estandarizó cada componente 

de la reacción de PCR hasta optimizar el proceso de amplificación, en un 

volumen total de 25 µl, tal y como se detalla en el siguiente cuadro:  

 β-

actina 

IL-2 IL-4 γ-IFN IL-17 IL-10 

Master 10  10 10 10 10 10 

dH2O 9 6.5 6.5 6.5 8 6.5 

Cl2Mg 2.5 1.5 2.5 1.5 0 1.5 

Primer R 0.5 1 0.5 1 1 1 

Primer F 0.5 1 0.5 1 1 1 

DNA 2.5 5 5 5 5 5 

 

 

En todas las PCR se incluyó un control negativo, que incluía  todos los 

componentes de la solución de amplificación excepto el ADNc, también se 

incluyó un control positivo. La curva estándar se elaboró con un “pool” del 

ADNc de las muestras de todos los animales analizados. Con esta curva se 

calculó la eficiencia de cada ensayo a través de una regresión lineal. En función 

de esta curva, se determinó diluir las muestras ADNc de nuestro experimento a 

razón de 1:5 con agua libre de DNAasa. 

Tabla 7: Características de la mezcla de amplificación para cada cebador utilizado. 
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7.4.5.1.Obtención de los controles positivos. 

Para la obtención de controles positivos para los distintos genes se 

estimularon linfocitos procedentes de aislados ganglionares. Estos controles se 

emplearon para confirmar la amplificación y especificidad de los pares de 

cebadores. 

Se aislaron linfocitos de nódulos abomasales de cabras sacrificadas en el 

matadero. La viabilidad de las células antes del cultivo se determinó mediante la 

técnica de exclusión con Trypan blue. Una vez ajustada la concentración, se 

cultivaron en placas de 12 pocillos (Nunc, Apgent), a razón de 5x10
6
 células/ml 

en 2 ml de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco) con L-glutamina 2 mM 

suplementado con penicilina/estreptomicina (10000U penicilina - 10mg 

estreptomicina/ml) (Sigma-Aldrich) y suero fetal bovino inactivado 20% (v/v). 

El cultivo in vitro se llevó a cabo a 37ºC durante 6 h en una atmósfera que 

contenía un 5% de CO2. Una vez transcurrido este tiempo las células se 

recogieron y congelaron con buffer de lisis (EZNA
TM

 RNA Isolation Systems). 

Para incrementar la producción de citoquinas durante el cultivo, las células se 

estimularon con mitógenos. Los cultivos destinados a la obtención de controles 

positivos de IL-2, IL-10 e INF-γ se estimularon con CoA a una concentración de 

10 µg/ml, mientras que para los controles de IL-4 e IL-17A se utilizó Phorbol a 

una concentración de 5 ng/µl (Gohin et al., 1997). 
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7.4.5.2.Chequeo de amplicones 

Tras la RT-PCR a tiempo real  se realizó una curva de disociación que 

comenzó a 55ºC hasta alcanzar los 95ºC, para asegurar que el resultado positivo se 

correspondía con el fragmento deseado y no se trataba de dímeros de cebadores o 

bien de fragmentos inespecíficos.  

Temperatura Tiempo Nº de ciclos 

95ºC 30’’ 1 

55ºC 1’ 1 

55º-95ºC 30’’ 81 

22ºC 1’ 1 

 

Los resultados positivos se analizaron también en geles de agarosa al 2,4% 

(p/v) preparados con TBE 1X y fueron secuenciados.  

 

 Secuencia de Primers 5´ a 

3´ 

Tamaño 

producto 

PCR 

(pb) 

Condiciones 

MgCl2 

(mM) 

Óptimas 

Tm 

producto 

(ºC) 

 

Temperatura 

anillamiento 

(ºC) 

Referencia 

N. 

accession 

β-

actina 

CCAACCGTGAGAAGATGACCC 

CCCAGAGTCCATGACAATGCC 

122 5 85 61 AF481159 

IL-2 GTGAAGTCATTGCTGCTGGA 

TGTTCAGGTTTTTGCTTGGA 

202 3 81 61 Craig et al., 

2007 

IL-4 GCTGGTCTGCTTACTGGTATG 

CGATGTGAGGATGTTCAGC 

100 5 80 61 FJ936316 

IL-10 GTGGAGCAGGTGAAGAGAGTC 

TGGGTCGGATTTCAGAGG 

198 3 82 61 AJ458378 

IFN-γ AGATAACCAGGTCATTCAAAGGAG 
GGCGACAGGTCATTCATCAC 

180 3 82.5 61 U34232 

IL-

17A 

TGCTACTGCTTCTGAGTCTGGTGGC 
TGACCCTCACATGCTGTGGGAAGTT 

111 0 83.5 61 Yan et al., 

(2011) 

Tabla 8: Secuencia y características de los cebadores utilizados para la amplificación de cada gen. 

Tabla 9: Curva de disociación. 
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REACTIVO FÓRMULA CANTIDAD 

Trizma base-TRIS 2 M (Tris-(hidroximetil) 

aminometano (Sigma-Aldrich) 

C4H11NO3 242 gr 

EDTA 0.5 M Ácido etilen diamino 

tetraacético (Sigma-Aldrich) 
C10H13N2O8Na3 100 ml 

 

Para esto último, el producto de PCR fue purificado usando un kit de 

producto de PCR (Roche Diagnostics GmbH) de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. Las secuencias fueron de nuevo chequeadas usando el NCBI BLAST y 

presentaron homología entre el 99 y 100% con las secuencias de ARNm/ADNc que 

codifican citoquinas en ovino publicadas en las bases de datos. 

 

7.4.5.3. Cálculos  

Los datos se obtuvieron con la ayuda del programa informático iQ
TM

5 

Optical System Software Versión 2.0 para Windows 2000 y sistemas que operan con 

XP. 

Se realizó una cuantificación relativa, siguiendo el método propuesto por 

Pfaffl, 2001 tras determinar el ratio entre los resultados obtenidos en animales 

“problemas” (inmunizados y testigos) y los controles.  

Cada muestra se analizó por triplicado, descartando resultados con una 

desviación estándar igual o mayor  a 0,700. 

 

8. RESPUESTA INMUNE LOCAL 

 

8.1. ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO 

 

8.1.1. Preparación de los cortes 

A partir de las muestras de abomaso en congelación se obtuvieron secciones 
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de 4 m en un criomicrotomo (Frigocut N 2800, Reichert Jung). Tras secarse 

durante 30-45 min se conservaron a -80 ºC. Los portaobjetos sobre los que se 

depositaron las secciones fueron tratados previamente con poli-L-Lisina (Sigma). 

 

8.1.2.  Anticuerpos primarios 

Los anticuerpos monoclonales primarios (anti-MHCII, anti-CD4, anti-CD8, 

anti-CDR45, anti- y anti-WC1) fueron cedidos por la Profesora Els Meeusen de la 

MONASH University (Melbourne, Australia). Como anticuerpos primarios se 

utilizaron un suero policlonal biotinado anti-IgG caprino (VECTOR) y otro suero 

policlonal anti-IgA humana (DAKO), obtenidos en conejos en ambos casos. 

 

 

 

 

 

 

 

 CLON CÉLULAS 

IDENTIFICADAS 

DILUCIÓN 

Anti-CD 4 SBU-T4 pool Linfocitos T colaboradores 1:15 

Anti-CD 8 SBU-T8; 

36.65 

Linfocitos T citotóxicos 1:15 

Anti-CD 45R SBU-P220; 

20.96 

Linfocitos B 1:5 

Anti- 86D Linfocitos T  1:10 

Anti-WC-1 19.19 Linfocitos T  activados 1:5 

Anti-MHCII SBU-II; 28.1 Células presentadoras de 

antígeno 

1:20 

Anti-IgA  Células IgA+ 1:5000 

Anti-IgG  Células IgG+ 1:500 

Tabla 10: Anticuerpos utilizados para el estudio inmunohistoquímico de la mucosa 

abomasal 
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8.1.3.  Procedimiento 

Los cortes se descongelaron a 4ºC durante 20 min con el fin de evitar 

condensaciones que dificultaran los recuentos. Posteriormente se mantuvieron 15 

min a temperatura ambiente y se fijaron durante 5-10 min en etanol 100%. 

Finalmente se añadió  H2O2 al 1% v/v para bloquear la peroxidasa endógena. 

 

Tras dejar secar, las preparaciones se incubaron con suero normal de conejo 

(Dako Cytomation) diluido en PBS 1:100 v/v, bloqueando con ello los lugares 

inespecíficos de unión del anticuerpo primario. 

 

Posteriormente se dispensó sobre las preparaciones el correspondiente 

anticuerpo primario diluido en un medio compuesto por RPMI (RPMI-1640 

Medium,  Dutch Modification, Sigma) y suero fetal bovino (Biochrome AG) al 5% 

v/v. El tiempo de incubación fue de 90 min a temperatura ambiente. 

 

Seguidamente se realizó una incubación de 30 min con el anticuerpo 

secundario biotinado anti-IgG de ratón (Dako) diluido 1:20 v/v en RPMI-suero fetal 

bovino a una concentración final del 5%. En los ensayos en los que se utilizó el 

anticuerpo primario anti-IgA se utilizó un anticuerpo policlonal secundario diluido 

1:200 en PBS anti-IgG de conejo (Dako) obtenido en cerdo. Los cortes incubados 

con anti-IgG biotinado no recibieron  anticuerpo secundario, por estar biotinado el 

suero primario.  

 

Posteriormente se procedió a la incubación de las muestras con el complejo 

avidina-biotina peroxidasa (Vector) diluido 1:100 v/v en PBS. Este procedimiento 

tuvo lugar  en oscuridad durante 1 hora.  

 

El revelado se llevó a cabo con una solución de 3,3´-Tetrahidrocloruro de 

diaminobenzidina hidratada (Sigma Aldrich), diluida al 0,035% p/v, a la que se 

añadió H2O2 al 30% diluida al 0,1% v/v en el momento previo a la incubación. La 

contratinción se realizó con hematoxilina de Harris (Thermo). Finalmente, tras 
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deshidratar las preparaciones, se procedió a su montaje en medio DPX (Panreac). 

 

8.1.4. Recuentos celulares 

 

Los recuentos de cada tipo celular se realizaron a 400 aumentos en 40 

campos de 0,044 mm
2
 situados en los tercios  superior e inferior de la mucosa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.2. ESTUDIO HISTOLÓGICO 

 

8.2.1. Preparación de cortes en parafina. 

Las muestras de mucosa del fundus del abomaso de cada animal se tallaron y 

se embebieron en parafina. La pared del abomaso se orientó de modo que las 

glándulas fúndicas del abomaso se cortaran longitudinalmente, lo que permitió 

diferenciar fácilmente las distintas capas de la mucosa. A continuación se prepararon 

secciones de 4 m con un microtomo (RM 3135, Leica) para su posterior tinción. 

 

 

 

 

Fig.11: Estudio inmunohistoquímico de la mucosa abomasal 

(400x). Las células aparecen marcadas con anticuerpos frente a 

linfocitos T CD4+ (a) y frente a linfocitos T CD8+ (b). 

a) b) 
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8.2.2. Desparafinado 

Tras mantener los cortes en una estufa a 100ºC durante 30 minutos, se 

procedió al desparafinado mediante dos pases sucesivos de dos minutos en xilol, 

otros dos en etanol 100º, y tres pases sucesivos en etanol 70º y agua destilada. 

 

8.2.3. Tinciones 

 

 Tinción con hematoxilina-eosina 

Las secciones teñidas con hematoxilina y eosina permitieron contabilizar los 

eosinófilos y los leucocitos globulares de la mucosa del abomaso. 

Tras el desparafinado, los cortes se tiñeron con hematoxilina de Harris 

(Thermo) durante 15 min a continuación se diferenciaron mediante 4 pases en 

alcohol clorhídrico (solución al 1% de HCl en etanol al 70%). Después de un breve 

lavado con agua corriente se realizaron 15 pases en agua amoniacal (solución de 

amoniaco al 0,2%) y se volvieron a lavar las secciones con agua corriente durante 15 

minutos. A continuación se tiñeron las preparaciones con eosina-floxina (100 ml de 

eosina al 1% (p/v), 10 ml de floxina al 1% (p/v), 4 ml de ácido acético glacial y 780 

ml de etanol al 95%) durante 4 minutos. 

 

 Tinción de Giemsa 

Esta tinción permite reconocer los mastocitos gracias al fenómeno de 

metacromasia, por el que los gránulos de estas células son teñidos por los derivados 

del azul que contiene el colorante, proporcionando un color violáceo, distinguible 

del azul que normalmente se obtiene con este colorante en el resto del tejido. 

 

Como solución de Giemsa se utilizó una gota de solución madre de Giemsa 

(Merck) por cada ml de agua destilada. Las preparaciones se mantuvieron en esta 

solución durante 25 minutos. 
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8.2.4. Deshidratación y montaje 

Tras la tinción de las secciones, se procedió a la deshidratación de las 

mismas mediante dos pases sucesivos de 2 min cada uno en etanol 96º, etanol 100º y 

xilol. El montaje se realizó en medio DPX (Panreac). 

 

8.2.5 Recuentos celulares 

 

 Eosinófilos de la pared gástrica 

En las muestras de mucosa abomasal teñidas con hematoxilina-eosina se 

procedió al recuento de eosinófilos en, al menos, 30 campos de 0,044 mm
2
, en un 

área de tejido situada sobre la unión de la capa muscular de la mucosa y la lámina 

propia, utilizando para ello  400 aumentos. El resultado final se expresó en 

eosinófilos /mm
2
. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Mastocitos  

A partir de las preparaciones de abomaso teñidas con Giemsa se realizó el 

recuento de mastocitos en, al menos, 30 campos de 0,044 mm
2
, en un área de tejido 

situada sobre la unión de la capa muscular de la mucosa y la lámina propia, a 400 

aumentos. El resultado final se expresó en mastocitos /mm
2
. 
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 Leucocitos globulares 

Los leucocitos globulares (mastocitos intraepiteliales) se contabilizaron en 30 

campos de 0,044mm
2
 en el tercio superior de la mucosa del abomaso, a partir de 

secciones teñidas con hematoxilina-eosina (400x). El resultado final se expresó en 

leucocitos globulares /mm
2
. 
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9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Para el análisis estadístico de los datos se utilizó el paquete informático SPSS 

versión 13.0 (SPSS Inc., 2003). 

 

9.1.  NORMALIDAD Y HOMOCEDASTICIDAD DE LAS VARIABLES 

Para la aplicación de algunos test estadísticos fue necesaria la comprobación 

del ajuste de la variable correspondiente a una distribución normal. Se utilizó para 

ello el test de Shapiro-Wilk. Para comprobar la homogeneidad de la varianza u 

homocedasticidad se utilizó el test de Levene. 

 

 

9.2.  DIFERENCIAS ENTRE VARIABLES PUNTUALES 

Para contrastar la existencia diferencias entre los diferentes lotes de estudio 

en las variables puntuales, se utilizó la prueba no paramétrica U de Mann Withney.  

Las diferencias entre los lotes se consideraron significativas cuando el valor 

p fue menor o igual a 0,05. 

 

 

9.3. MODELO GENERAL LINEAL DE MEDIDAS REPETIDAS (GLM 

MEDIDAS REPETIDAS). 

Para la comparación de las variables tomadas en diferentes momentos,  entre 

los animales controles, inoculados e inmunizados (número eosinófilos, linfocitos y 

neutrófilos en sangre periférica, concentración de pepsinógeno sérico, hematocrito y 

concentración proteínas plasmáticas) se utilizó el Modelo General Lineal (GLM) de 

medidas repetidas. Previamente se contrastó  la normalidad como la 

homocedasticidad  de los datos mediante el Test de Shapiro-Wilk y el test de 

Levene, respectivamente. 

 Las diferencias se consideraron significativas cuando la probabilidad fue 
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menor o igual que 0,05. 

9.4. COEFICIENTE DE CORRELACIÓN DE SPEARMAN 

Con el propósito de correlacionar variables parasitológicas con las 

poblaciones celulares de la mucosa,  y con otras variables hematológicas, se utilizó 

el coeficiente de correlación de Spearman. 

 Las correlaciones se consideraron significativas cuando la probabilidad fue 

menor o igual que  0,05. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Como queda recogido en el apartado correspondiente, los  objetivos del 

presente estudio fueron evaluar la inmunoprotección inducida tras la inoculación 

con cisteína-proteinasas procedentes de productos de excreción-secreción (E/S) 

de vermes adultos de  T. circumcincta en ganado caprino, así como analizar  la 

respuesta inmune (local y sistémica) desarrollada tras dicha inmunización, 

comparando los resultados observados con aquellos obtenidos en animales 

primoinfectados con el parásito (testigos). Del mismo modo, se incluyó a lo 

largo del estudio, el análisis de diferentes parámetros biopatológicos en los dos 

lotes experimentales considerados (inmunizado y testigo).  Asimismo, también 

se recoge información sobre los perfiles proteicos de los productos purificados y 

utilizados posteriormente en el protocolo de inmunización, además de las 

fracciones antigénicas reconocidas por inmunoglobulinas séricas y del mucus 

gástrico 

 

 El lote inmunizado lo formaron 5 cabritos de raza Majorera,  que 

recibieron tres dosis vía intramuscular del inmunógeno, según el protocolo 

descrito en el apartado de Material y Métodos. Por su parte, el lote testigo 

incluyó 4 cabritos de la misma raza, que solo recibieron  adyuvante y diluyente 

de los extractos utilizados con el inmunógeno.  

 

      Ambos lotes fueron desafiados 1 semana después de la última 

inmunización con 8000 L3 de  T. circumcincta, procediéndose al sacrificio de 

todos los animales del estudio a las 6 semanas del desafío (p.i.).  

 

 Finalmente se llevó a cabo un análisis estadístico de los datos, mediante 

la comparación de los resultados obtenidos entre los grupos experimentales, 

atendiendo a las distintas variables parasitológicas, hematológicas e 

inmunológicas analizadas. 
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2. ESTUDIO DEL PERFIL PROTEICO DEL INMUNÓGENO 

 

El perfil proteico obtenido tras el fraccionamiento en SDS-PAGE 12% 

bajo condiciones no reductoras, y tinción posterior con plata se muestra en la 

Figura 1. El extracto proteico utilizado en las inmunizaciones (ES-thiol) muestra 

un patrón complejo de fracciones proteicas con pesos moleculares >120 kDa 

aproximadamente, así como dos fracciones prominentes  con un peso molecular 

de 80 kDa aprox. y una muy tenue de 31 kDa aprox. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

3. ESTUDIO PARASITOLÓGICO 

 

3.1. RECUENTOS DE VERMES ADULTOS 

Los datos obtenidos en relación  a este apartado se encuentran recogidos 

en la Figura 2.Como se puede apreciar en la gráfica, los valores medios de 

vermes totales en los animales inmunizados fue de 2232 + 258 vermes/animal, 

con recuentos que oscilaron entre 1510 y 2695 vermes. Por su parte, estos 

recuentos alcanzaron un valor medio de 2224 + 147 vermes/animal en el lote de 

animales testigos, con un rango que osciló entre 1963 y 2560 adultos. Por tanto, 

Fig 1. Electroforesis SDS-PAGE al 12% en condiciones no 

reductoras del extracto antigénico utilizado en las 

inmunizaciones (ES-thiol) y del marcador de peso molecular 

(M) visualizado con tinción de plata. 

 

ES-THIOL M 
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se puede apreciar que en el momento del sacrificio no hubo reducción en el 

número total de vermes adultos en los animales inmunizados respecto a los 

testigos.  

 

 
 

 
 

En relación con los datos observados en los recuentos de vermes 

diferenciados por sexo, los datos referidos a los machos, presentaron unos 

valores medios de 873 + 93 y 925 + 71 vermes/animal en los lotes de 

inmunizados y testigos respectivamente, mientras que dichos datos para las 

hembras fueron de 1359 + 169 y 1299 + 99 vermes/animal. De nuevo, se puede 

apreciar que en el momento del sacrificio no hubo diferencias respecto a los 

testigos en los animales inmunizados en cuanto al número total de vermes 

hembras y machos.  

 

 

 

Fig 2. Número medio de vermes totales (± ES) y diferenciados por sexo en los lotes 

de animales inmunizados y testigos. 
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3.2. LONGITUD DE LOS VERMES HEMBRAS Y RECUENTO DE HUEVOS 

EN EL ÚTERO 

 

En la siguiente tabla (Tabla 1) se muestran los valores medios de la 

longitud (mm) de los vermes hembras, así como el nº de huevos en útero de las 

mismas. Como se recoge en la misma, los resultados en ambos grupos de 

animales (inmunizados y testigos) fueron similares.  

 

 

3.3. RECUENTO DE LARVAS EN LA MUCOSA 

Tras el sacrificio de los animales se procedió a la digestión de la mucosa 

del abomaso para detectar formas larvarias en los cabritos. Tras dicha digestión, 

se detectaron larvas L4  en fases tempranas de desarrollo en las que todavía no se 

reconocía el primordio genital. El número medio de larvas por gramo de mucosa 

se encuentra recogido en la Tabla 1.  

La presencia de estas larvas se detectó en todos los animales del experimento, 

localizándose un 45.7% más en la pared abomasal de los animales inmunizados 

respecto a los testigos. 

 

 

 Testigos Inmunizados 

Larvas/gr mucosa 6 + 1,32 12 + 2,18 

Vermes adultos 2224 + 147 2232 + 258 

Vermes hembras 1299 + 99 1359 + 169 

Vermes machos 925 + 71 873 + 93 

Longitud (mm) 9 + 0,29 9 + 0,24 

Huevos útero 15 + 5,03 14 + 3,7 

Hpg 27-28 dpp 262 + 118 175 + 48 

Hpg acumulados 3670 + 1232 2100 + 648 

 

 

 

 

Tabla 1. Datos parasitológicos de los dos lotes de animales estudiados 

(inmunizados y testigos) 
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4. RECUENTO FECAL DE HUEVOS EN HECES 

Los resultados observados en este apartado se encuentran recogidos en la 

Figura 3. El periodo prepatente observado fue de 14 dpi en el grupo testigo y de 

16 dpi en el inmunizado.  

 En la Figura 3.A se han representado los valores medios de huevos 

fecales por gramo de heces (hpg), tanto del lote inmunizado como del lote testigo 

a lo largo del estudio, mientras que en la Figura 3.B se encuentran los valores 

medios de los recuentos fecales acumulados (hpga). En dichas figuras se puede 

apreciar que el grupo inmunizado mostró unos recuentos fecales medios menores 

a los detectados en el grupo testigo, siendo especialmente patentes a partir de los 

20 días del periodo patente, así como en los días 37 y 39, tal y como se puede 

observar en la Figura 3.A Al final del estudio, se constató una reducción general 

del número de huevos fecales del 42.2%, en el grupo de animales inmunizados 

en relación con los observados en el lote testigo, pero esta reducción según el 

test no paramétrico U-Mann Whitnney o mediante el modelo lineal de medidas 

repetidas, no fue estadísticamente significativa motivada por la variabilidad de 

los resultados individuales observados. 

 

 

 



                                                                                  
Resultados 

 150 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig3b. Recuento de huevos medios acumulados ± ES (B), desde el inicio del periodo 

patente hasta el final del estudio. 

 

A 

B 

Fig3a. Recuento de huevos por gramos de heces. (A) Valores medios ± ES, desde el inicio 

del periodo patente hasta el final del estudio. 
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Con el fin de correlacionar las variables parasitológicas con los demás 

parámetros analizados que pudieran indicar alguna relación entre el nivel de 

inmunoprotección adquirido por el protocolo de inmunización y el desarrollo de 

la respuesta inmune, se utilizó el coeficiente de correlación de Spearman. 

 Las correlaciones se consideraron significativas cuando la probabilidad 

(p) fue menor de 0,05. 

Se analizaron las asociaciones existentes entre las distintas variables 

parasitológicas entre sí, con el fin de evaluar si había alguna diferencia en las 

relaciones que se establecen entre ellas en los animales que sólo recibieron la 

inoculación de las L3 respecto a los que fueron previamente inmunizados, 

utilizando para ello el coeficiente de correlación de Spearman. Tras analizar 

estos resultados cabe destacar la correlación positiva observada entre la longitud  

de los vermes hembras y el número de huevos intrauterinos, y esta asociación fue 

estadísticamente significativa tanto en el lote de animales inmunizados como en 

el lote de los animales testigos (p < 0,01).  

Por último, se observó una relación negativa entre el número de larvas 

presentes en la mucosa abomasal de los animales inmunizados, y el número de 

huevos en heces el día de sacrificio (EPG 14). Dicha relación fue positiva en el 

caso de los animales que solo recibieron la inoculación con las L3 (testigos), no 

llegando estas relaciones en ninguno de los dos casos a la significación 

estadística. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Nº 

Larvas 

Longitud 

EPG 14 Inm. 

Test. 

-0,800 

0,400 

 

Huevos 

intrauterinos 

Inm. 

Test. 

 

 

1.000** 

1.000** 

Tabla 2: Correlaciones entre variables parasitológicas en los lotes de animales inmunizados y 

testigos (*: p < 0,05; **: p < 0,01). 
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5. ESTUDIO HEMATOLÓGICO 

 

5.1. HEMATOCRITO 

 

El valor medio del hematocrito de ambos lotes, inmunizados y testigos 

durante el estudio fue el mismo,  28%.  Si prestamos atención a la siguiente 

gráfica (Figura4) observamos varias fluctuaciones de dicho valor a lo largo del 

estudio, pero siempre similar entre ambos lotes, por lo que al comparar los 

valores medios mediante el modelo lineal general de muestras repetidas no se 

observaron diferencias estadísticamente significativas a lo largo de todo el 

tiempo de infección. 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

5.2. PROTEÍNAS PLASMÁTICAS 

La gráfica correspondiente a las proteínas plasmáticas se encuentra en la 

Figura 5. El lote de los animales inmunizados presentó una media de 

Fig.4: Evolución del valor del hematocrito del lote inmunizado y del lote testigo. (Valor 

medio ± ES). 
 

 Semana de la inoculación. 
 

 Inmunización. 
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concentración de proteínas plasmáticas de 6,6 ± 0,39 gr/dl, mientras que el lote 

testigo alcanzó una concentración media de 6.7 ± 0,29 gr/dl. De nuevo, los 

animales de nuestro estudio no sufrieron alteraciones en sus niveles de proteínas 

séricas desde el inicio del estudio hasta el momento del sacrificio. 

 

  
 

 

 

 

  

 

5.3. RECUENTO DE EOSINÓFILOS, LINFOCITOS Y NEUTRÓFILOS EN 

SANGRE. 

 

5.3.1. Recuento total de leucocitos. 

Ambos lotes de animales obtuvieron recuentos muy diferentes desde el 

principio de la experiencia, incluso siendo estas diferencias estadísticamente 

significativas para las semanas -5, -1 y 0. A partir de esta semana (semana 0), -

semana de la inoculación experimental de larvas- los recuentos de leucocitos en 

sangre aumentaron, siendo estos valores similares para ambos lotes hasta el final 

del estudio. Los valores medios para el recuento de leucocitos en sangre fueron 

Fig.5: Valores medios de las proteínas plasmáticas del lote inmunizado y lote testigo. (Valor 

medio ± ES). 
 

 Semana de la inoculación.
 

 Inmunización. 
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18039 ± 2129,708 para el lote inmunizado y 15387 ± 1513,625para el lote 

testigo. 

 

5.3.2. Eosinófilos. 

El lote de los animales inmunizados presentó una media de eosinófilos 

por mililitro de sangre de 275,704 ± 148,566, mientras que el lote testigo alcanzó 

un nivel medio de  314,379 ± 156,487. En la Figura 6 podemos observar como 

la tendencia que siguen los eosinófilos en los animales inmunizados es un ligero 

incremento a partir de la 1 spi, alcanzando el valor máximo la última semana de 

experiencia (970 eosinófilos/ml). Por su parte, los animales testigos registraron 

un aumento de los recuentos desde la semana -3 hasta la semana -1 (valor máx. 

822 eosinófilos/ml) coincidiendo con las dos últimas semanas de las 

inmunizaciones, (los animales testigos solo recibieron adyuvante) tras estas 

semanas hasta el final del estudio, los valores se mantuvieron con pequeñas 

fluctuaciones en el lote en cuestión. El análisis estadístico mediante el modelo 

lineal general de muestras repetidas, no mostró diferencias estadísticamente 

significativas. 

 

 

 

 

Fig 6: Eosinófilos en sangre periférica. (Valor medio ± ES). 
 

 Semana de la 

inoculación.
 

 Inmunización. 



                                                                                  
Resultados 

 155 

5.3.3. Neutrófilos  

El lote de los animales inmunizados presentó una media de 9942,829 ± 

1443,149 cél/ml, mientras que el lote testigo alcanzó un nivel medio de 9194,5 ± 

1950,855 cél/ml. El estudio estadístico tampoco mostró diferencias significativas 

en esta ocasión (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

5.3.4. Linfocitos  

El lote de los animales inmunizados presentó una media de 7053,112 ± 

4897,049 cél/ml, mientras que el lote testigo alcanzó un nivel medio de  4862,45 

± 862,41 cél/ml., no  observándose diferencias entre ambos grupos (Fig 8). 

Fig 7: Neutrófilos en sangre periférica. (Valor medio ± ES). 
 

 Semana de la 

inoculación.
 

 Inmunización. 
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6. NIVELES DE PEPSINÓGENO EN SUERO 

 La evolución de los niveles de pepsinógeno (valor medio + ES) en los 

grupos de animales inmunizados y testigos, se encuentran recogidos en la 

Figura 9. 

 

  El lote de animales inmunizados presentó un valor medio de 0,35 + 

0,067 Utyr, mientras que el lote testigo tuvo una media de 0,334 + 0,042 Utyr. 

Como podemos observar en la Figura 9, tras el desafío ambos lotes 

experimentaron un incremento de la concentración de pepsinógeno en sangre, 

alcanzando el punto máximo la tercera semana post-desafío (0,51+0,086 Utyr) 

en los animales inmunizados y en la primera semana (0,50+0,077 Utyr) los 

animales testigos. A partir de la semana 4 los niveles séricos de pepsinógeno de 

ambos lotes empezaron a descender, hasta llegar a sus valores iniciales.  

  

 El análisis estadístico de los niveles plasmáticos de pepsinógeno, tanto  

mediante el modelo lineal general de muestras repetidas como por el test no 

Fig 8: Linfocitos en sangre periférica. (Valor medio ± ES). 
 

 Semana de la 

inoculación.
 

 Inmunización. 
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paramétrico U-MannWhitney, no reveló diferencias estadísticamente 

significativas. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

7. RESPUESTA INMUNE HUMORAL SISTÉMICA 

 

7.1. DETECCIÓN DE INMUNOGLOBULINAS IgG ESPECÍFICAS EN 

SUERO  

Los datos correspondientes a este apartado se pueden observar en la 

Figura 10. El lote de los animales inmunizados presentó una densidad óptica 

relativa media de 0,734 ± 0,768 ODR. En este lote se detectó un aumento del 

valor promedio la misma semana en la que se realizó la inoculación de las larvas 

3 del parásito, y continuó elevándose hasta la semana 3 post-infección (1,408 ± 

0,936 ODR). Posteriormente el nivel medio descendió, para elevarse de nuevo la 

última semana del estudio (semana 6) (0,997 ± 0,184 ODR), cuando se produjo 

el sacrificio de los animales. Los cabritos del lote testigo tuvieron un valor 

Fig 9: Valores medios a lo largo del estudio de los niveles de pepsinógeno  en sangre, U Tyr. 

(Valor medio ± ES). 
 

 Semana de la inoculación. 
 

Inmunización. 
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promedio de 0,263 ± 0,928 ODR, con un valor máximo 1 semanas pi (0,488 ± 

0,507 ODR), tras lo cual comenzaron a disminuir paulatinamente. 

 

 

 

 

 

 

7.2. DETECCIÓN DE INMUNOGLOBULINAS IgA ESPECÍFICAS EN 

SUERO 

La representación gráfica de los niveles medios se encuentra en la Figura 11. 

En el análisis de los niveles de IgA en suero, el lote de los animales 

inmunizados presentó una densidad óptica relativa media de 1,199 ± 0,768 ODR. 

Los niveles medios de IgA específicas comenzaron a elevarse una semana 

después de la primera inmunización y los niveles máximos se detectaron una 

semana después de la última inmunización (1,806 ± 0,852 DOR). El lote testigo 

mostró un nivel medio de 0,643 ± 0,928 DOR. En este grupo, durante el 

protocolo de inmunización los niveles medios fueron descendiendo ligeramente, 

detectándose el valor mínimo una semana después de la última inmunización. 

Fig  10: Valores medios a lo largo del estudio de la concentración de IgG específica en suero 

(Densidad Óptica Relativa, ODR). (Valor medio ± ES). 
 

 Semana de la inoculación. 
 

 

Inmunización 
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El estudio estadístico de los niveles medios tanto de IgG como de IgA 

sérica durante el tiempo que duró la experiencia mediante el modelo lineal 

general de muestras repetidas, no demostró diferencias estadísticamente 

significativas entre ambos grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

7.3. ESTUDIO MEDIANTE WESTERN-BLOT DE IgG ESPECÍFICAS 

Las  mezclas de sueros “pool” que se utilizaron como muestras problema 

se obtuvieron a partir de las muestras recogidas las semanas -4, -2, 0, 3 y 6 

respecto al desafío con el parásito, coincidiendo las dos primeros muestras con 

las semanas en las que se llevaron a cabo las inmunizaciones. 

En general se observó un patrón complejo en el reconocimiento de los 

distintos péptidos. Todos los animales en las 5 semanas testadas detectaron 

varias fracciones peptídicas entre los 215 y 60 kDa, así como  varias bandas más 

tenues entre 60-39,2 kDa. Se observaron otras tres bandas no muy nítidas, con 

pesos moleculares de aproximadamente 39,2, 36 y 27 kDa. En cualquier caso, en 

Fig  11: Valores medios a lo largo del estudio de la concentración de IgA específica en suero 

(Densidades Óptica Relativa, ODR). (Valor medio ± ES). 
 

 Semana de la inoculación. 
 

 

Inmunización 

 



                                                                                  
Resultados 

 160 

este experimento no se observaron diferencias en los perfiles proteicos 

reconocidos por las IgG séricas entre los dos lotes de animales evaluados, salvo 

una ligera reacción con fracciones de peso molecular bajo (< 39 kDa) al final del 

experimento en las muestras procedentes de animales inmunizados (Figura12).  

 

 

 

 

 

 

 

8. RESPUESTA INMUNE LOCAL 

 

8.1. DETECCIÓN DE INMUNOGLOBULINAS  ESPECÍFICAS EN EL 

MUCUS  

Los valores promedio + el error estándar de los niveles de densidad óptica 

relativa de IgA e IgG anti-T. circumcincta (antígeno somático) de todos los 

grupos de animales se encuentran recogidos en la Figura 13. 

Fig12: Western blotting. Reacción inmunoenzimática de IgG sérica frente a homogeneizado 

somático de T. circumcincta. T, testigos; I, inmunizados. 
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El nivel medio en el lote de animales inmunizados fue de 2,906 + 1,312 

ODR para la IgG y de 2,437 + 1,3 ODR para la IgA. Respecto a los testigos estos 

valores fueron de 1,125 + 0,367 ODR de IgG y 0,5 + 0,3 ODR de IgA.   

 

Ambas inmunoglobulinas (IgG e IgA) mostraron mayores recuentos en el 

grupo de animales inmunizados en relación al lote testigo, sin embargo los 

niveles individuales mostraron una gran variabilidad, lo que determinó que la 

comparación estadística entre los valores medios de ambos lotes no fuera 

significativa. 

 

 

 

 

 

8.2. CORRELACIONES DE LOS NIVELES DE INMUNOGLOBULINAS 

LOCALES ESPECÍFICAS  

Tras el análisis de las relaciones existentes entre las variables 

parasitológicas estudiadas y los niveles de IgA e IgG locales específicas, cabe 

destacar que el lote inmunizado mostró relaciones negativas mayores que los 

animales pertenecientes al lote testigo, dentro de estas relaciones están: la 

asociación entre los niveles de IgA locales específicas y el número total de 

Fig  13: Niveles medios de inmunoglobulinas específicas anti-homogenizado de vermes 

adultos (IgG e IgA) en el mucus gástrico (Valor medio + ES) expresados en densidades 

ópticas relativas (ODR) 
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vermes hallados en el contenido abomasal, la longitud de los vermes hembras y 

el número de huevos intrauterinos. Estas asociaciones no llegaron sin embargo a 

ser estadísticamente significativas en ninguno de los dos lotes estudiados. Por su 

parte, los niveles de IgG mostraron una misma tendencia que en el caso anterior, 

el lote inmunizado mostró relaciones negativas mayores que los animales 

pertenecientes al lote testigo, destacando las relaciones con la longitud de los 

vermes hembras y el número de huevos intrauterinos. Al igual que en el caso 

anterior, ninguna de estas asociaciones llegaron a la significación estadística en 

los dos lotes estudiados. 

 

 

 

 

8.3. ESTUDIO MEDIANTE WESTERN-BLOT DE IgG e IgA ESPECÍFICAS 

EN EL MUCUS 

En La Figura 14 podemos observar la reacción inmunoenzimática 

desarrollada por una mezcla de mucus de animales inmunizados y testigos, 

correspondiente a las tres semanas después del desafío.  

 

Como se puede observar, las IgG del mucus de los animales testigos e 

inmunizados detectaron de forma muy tenue varias bandas peptídicas cuyos 

pesos moleculares estuvieron comprendidos entre 215-60 kDa, tres bandas 

tenues entre 60-39,2 kDa. Por su parte el lote inmunizado, destacó una fuerte 

reacción con un polipéptido de 36 kDa aproximadamente.  

 

 

 Vermes Longitud Nº Huevos 

intrauterinos 

IgA Inm. 

Test. 

-0,800 

-0,400 

-0,600 

-0,400 

-0,600 

-0,400 

IgG Inm. 

Test. 

 -0,800 

-0,400 

-0,800 

-0,400 

Tabla 3: Correlaciones entre variables parasitológicas y niveles de Ig locales 

específicas anti-homogenizado somático de vermes adultos. (*: p < 0,05; **: p < 0,01). 
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Respecto al perfil proteico reconocido  por las IgAs del mucus del lote 

testigo, dicho reconocimiento fue por lo general muy débil, estableciéndose con  

varios péptidos entre los 215-60 kDa, destacando dos bandas de 

aproximadamente 101 y 143 kDa. Alrededor de los 60 kDa se detectó una tenue 

banda proteica, así como otras dos con 36 y 19,6 kDa aproximadamente. En el 

lote de cabritos inmunizados, el perfil proteico reconocido fue muy similar, pero 

también en esta ocasión, destacó una fuerte reacción con una fracción proteica de 

36 kDa. 

 

                                        

 

 

 

8.4. ESTUDIO DE EXPRESIÓN DE CITOQUINAS 

En este caso, tanto la extracción de ARN de la mucosa como de los nódulos 

linfáticos abomasales fue satisfactoria, obteniéndose ratios de pureza (DO ratio 

260/280nm) de ARN entre 1.8-2, con una buena integridad, según se observó en los 

geles de agarosa realizados (Fig 15). Tras la realización de la PCR-Real Time, se 

constató mediante las curvas de melting que la reacción fue específica (Fig 16). 

Los niveles de expresión relativa de las citoquinas IL-2, IL-4, IL-10, 

INF-γ e IL-17 están presentes en las Figuras 17 y 18. En el análisis de los datos, 

Fig 14: Western-blotting IgA (A) e IgG (B) del mucus abomasal frente a homogeneizado 

de vermes adultos de T. circumcincta. I, inmunizado; T, testigo. 

 

 

A B 
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debido a la alta variabilidad de los resultados entre individuos, solo fue posible 

determinar tendencias de las respuestas observadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 15: Gel MOPS del chequeo de la extracción de ARN de los nódulos linfáticos. Se 

observan las dos fracciones ribosómicas (28S y 18 S) y en la parte superior una banda de 

ADN genómico 

 

Fig 16: Recta patrón de la β-Actina y distintas temperaturas de melting para distintos 

productos amplificados. En azul oscuro IL-4, en azul celeste IL-2, en rosado INFγ y en 

marrón β-Actina. 
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8.4.1. Expresión relativa de citoquinas de nódulos linfáticos abomasales 

En la Figura 17 se encuentra la gráfica correspondiente a la expresión 

relativa de las citoquinas estudiada en los nódulos lifáticos abomasales. Como se 

puede apreciar, la expresión relativa de las citoquinas IL-2, IL-17 e INF-γ 

mostraron una tendencia a tener unos niveles mayores de expresión en los 

animales inmunizados respecto a los testigos. En este sentido, destacó la 

expresión de la IL-2 e INF-γ, bastante más elevada que la observada en animales 

testigos. En relación a  las restantes citoquinas analizadas, las diferencias fueron 

menos patentes entre ambos grupos (IL10, IL-17), e incluso en algunos casos 

menores (IL-4). 

 

 

 

8.4.2. Expresión relativa de citoquinas de la mucosa abomasal 

Como se muestra en la siguiente figura (Figura 18), se observa una 

tendencia similar (IL-2 e IL-17) e incluso una reducción (INF-γ) de expresión 

de citoquinas analizadas en la mucosa de los animales inmunizados respecto a 

los testigos. Sin  embargo, esta tendencia general no se mostró,  en el caso de la 

Fig 17: Niveles relativos (respecto a los niveles de β-Act) de expresión de citoquinas en 

los nódulos linfáticos abomasales. 
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IL-4, cuya expresión fue bastante más elevada en la mucosa de los animales 

inmunizados. 

 

 

 

 

 

 

8.5. ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE LA MUCOSA ABOMASAL 

 

 La tinción inmunohistoquímica del tejido con anticuerpos monoclonales 

permitió el recuento de diferentes poblaciones de linfocitos (CD4+,  CD8+, 

CD45R+, , WC1+, IgA+ e IgG+) y células presentadoras de antígeno 

(MHCII+). Las células marcadas mediante esta técnica inmunohistoquímica se 

contabilizaron en los tercios superior e inferior de la mucosa. 

El recuento de células/mm
2
 de estas subpoblaciones en los diferentes lotes 

en el momento del sacrificio se encuentra recogido en la Tabla 4. Del mismo 

modo, se puede observar su representación gráfica en la Figura 19. 

 

Fig 18: Niveles relativos (respecto a los niveles de β-Act) de expresión de citoquinas en 

las células de la mucosa abomasal. 
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Cél/mm
2
 MHCII+ CD4+ CD8+  CDR45+ WC1+ IgA+ IgG+ 

Lote 

inmunizado 
213 101 149 45 78 39 64 33 

Lote  

testigo 
64 57 89 36 41 28 43 20 

 

 

 

 

 

 

Todas las poblaciones celulares estudiadas tuvieron unos recuentos 

medios mayores en los animales inmunizados que en los que sólo recibieron la 

infección con las L3 del parásito. El análisis estadístico mediante el test no 

paramétrico U-Mann Whitney reveló diferencias significativas entre los dos 

grupos en los recuentos de células que expresaron  antígenos  MHCII
+
,  CD4

+
 e 

IgA
+
. 

 

 

 

 * 

  * 

  * 

Fig 19: Estudio inmunohistoquímico de la mucosa abomasal, cél/mm
2
. (Valor medio ± ES). 

 

Tabla 4: Recuento de subpoblaciones linfocitarias y células presentadoras de antígenos en la 

mucosa abomasal (cél/mm
2
) 
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8.6. CORRELACIONES ENTRE VARIABLES PARASITÓLOGICAS Y 

POBLACIONES CELULARES LOCALES  

Entre todas las relaciones halladas cabe destacar aquellas asociaciones 

observadas entre las variables parasitológicas y las poblaciones celulares  de 

linfocitos T CD4+, Gamma Delta+ y WC1+. En el caso de las poblaciones de 

CD4+, el lote inmunizado mostró relaciones negativas mientras que los animales 

pertenecientes al lote testigo mostraban relaciones positivas, dentro de estas 

destacan la asociación con la longitud de los vermes hembras, el número de 

huevos intrauterinos y los recuentos de huevos en heces el día de sacrificio (EPG 

14), no siendo en ninguno de los casos estadísticamente significativa.  

Por su parte, los recuentos de linfocitos T Gamma Delta se 

correlacionaron de forma negativa con la longitud de los vermes hembras en el 

lote de animales inmunizados, observándose significación estadística (r=-1; 

p<0.001). Esta asociación en el caso del lote testigo no llegó a la significación 

estadística. 

Asimismo, el número de linfocitos T WC1
+
 se correlacionó de forma 

negativa con parámetros de fecundidad del parásito  en el lote de animales 

inmunizados, mientras que en los animales testigos estas relaciones fueron 

positivas. 

 

 

 

 

 CD4+ Gamma 

Delta+ 

WC1+ 

Vermes Inm. 

Test. 

-0,400 

-0,200 

  

Longitud Inm. 

Test. 

-0,400 

0,800 

-1,000** 

-0,400 

-0,316 

0,200 

Huevos 

intrauterino 

Inm. 

Test. 

-0,400 

0,800 

 -0,316 

0,200 

EPG 14 Inm. 

Test. 

-0,800 

0,200 

  

Tabla 5: Correlaciones entre variables parasitológicas y las poblaciones linfocitarias y 

células presentadoras de antígeno estudiadas en la mucosa abomasal. (*: p < 0,05; **:  

p < 0,01). 
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8.7. ESTUDIO HISTOLÓGICO DE LA MUCOSA ABOMASAL 

El recuento medio + la desviación estándar de las poblaciones tisulares de 

eosinófilos, mastocitos y leucocitos globulares en los diferentes lotes del 

experimento se encuentra recogido en la Tabla 6 y se puede observar su 

representación gráfica en la Figura 20. 

Los cabritos que fueron inmunizados con la fracción antigénica ES-thiol 

y posteriormente desafiados con 8000 L3 de T. circumcincta, mostraron un 

recuento medio de eosinófilos en la mucosa abomasal ligeramente mayor que el 

de los cabritos que sólo recibieron el desafío (34 y 31 cél/mm
2
, respectivamente).  

Respecto a las poblaciones de leucocitos globulares, el lote inmunizado 

también mostró un recuento medio ligeramente mayor que el del lote testigo, y 

por su parte en relación a  la población celular de mastocitos, el lote inmunizado 

presentó un menor recuento en relación al lote testigo (10 y 18 cél/mm
2
, 

respectivamente).  En ninguno de los casos, se observaron  diferencias 

estadísticamente significativas entre ambos lotes. 

Cél/mm
2
 Inmunizados Testigos 

Eosinófilos 34±4,18 31±5,23 

Mastocitos 10±2,12 18±9,44 

Leucocitos gl. 5±1,36 4±1,49 

 

 

 

 

Tabla 6: Recuento de células efectoras en la mucosa abomasal (cél/mm
2
) 
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8.8. CORRELACIONES ENTRE VARIABLES PARASITÓLOGICAS Y 

CÉLULAS EFECTORAS ABOMASALES 

Con el fin de correlacionar las variables parasitológicas con estos 

parámetros inmunológicos, que pudieran indicar alguna relación entre el nivel de 

inmunoprotección adquirido y el desarrollo de la respuesta inmune, se utilizó el 

coeficiente de correlación de Spearman.  

Se observó que en el lote de animales inmunizados hubo una asociación 

negativa entre los recuentos de eosinófilos en la mucosa y la carga de vermes 

adultos en el momento del sacrificio de los animales y con parámetros de 

fecundidad del parásito que no se observó en los animales que sólo recibieron la 

infección las L3 del parásito (asociaciones positivas en todos los casos).  

Por su parte la población de leucocitos globulares mostró una tendencia 

similar a la de los eosinófilos, una asociación negativa entre los recuentos de 

leucocitos globulares en la mucosa y la carga de vermes adultos en el momento 

del sacrificio de los animales y con parámetros de fecundidad del parásito que no 

Fig.20: Recuento de eosinófilos, mastocitos y leucocitos globulares en la mucosa 

abomasal, cél/mm
2
. (Valor medio ± ES). 
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se observó en los animales que sólo recibieron la infección las L3 del parásito 

(asociaciones positivas en todos los casos).  

Asimismo, ninguna de estas relaciones observadas tanto en las 

poblaciones de eosinófilos como de leucocitos globulares llegó a la significación 

estadística, salvo en el caso del lote testigo, en los recuentos de vermes adultos 

del contenido abomasal y la población de eosinófilos en el (r=1; p<0.001) y en el 

caso del lote inmunizado, en los recuentos de leucocitos globulares de la mucosa 

abomasal y el número de vermes adultos (r=-1; p<0.001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Eosinófilos Leucocitos gl. 

Vermes Inm. 

Test. 

-0,800 

1,000** 

-1,000** 

0,632 

Longitud Inm. 

Test. 

-0,800 

0,400 

-0,600 

0,949 

Huevos 

intrauterino 

Inm. 

Test. 

-0,800 

0,400 

-0,600 

0,949 

Tabla 7: Correlaciones entre variables parasitológicas y células efectoras locales.  

(*: p < 0,05; **: p < 0,01). 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

En los rumiantes domésticos y, en concreto, en el ganado caprino, uno de 

los géneros más prevalentes es el género Teladorsagia, constituyendo algunas 

especies como T. circumcincta el hallazgo parasitario más frecuente en muchas 

regiones geográficas (Cordero del Campillo et al., 1994;  Stear et al., 2007) 

incluida  la Comunidad Canaria (Molina et. al., 1997). A esta elevada frecuencia 

de presentación en la cabaña ganadera se le une un importante potencial 

patógeno derivado del ciclo endógeno del parásito en la mucosa gástrica 

(Urquart et al., 1996), lo que lo convierte en una de las especies parásitas más 

relevantes desde el punto de vista económico entre las que afectan a esta especie 

ganadera.  

 

Actualmente, el control de las nematodosis gastrointestinales, se realiza 

mediante la aplicación de  tratamientos con antihelmínticos y medidas de manejo 

de pastos, cuando es posible. Los antihelmínticos han sido y continúan siendo 

una importante medida de control (Miller et al., 2012), pero la aparición de 

cepas resistentes a estos productos (Magona y Musisi, 1999 FAO, 2004; 

Wolstenholme et al., 2004; Paraud et al., 2009) y los problemas 

medioambientales y de salud alimentaria que originan sus residuos  han 

estimulado la búsqueda de otras medidas de control, como aquellas que tratan de 

potenciar la respuesta  inmunológica del hospedador frente a determinado 

antígenos parasitarios (Newton y Munn, 1999; Knox y Smith, 2001; Newton y 

Meeusen, 2003). 

 

En el desarrollo de estrategias de inmunización frente a nematodos 

gastrointestinales de los pequeños rumiantes ha tenido un papel protagonista el 

nematodo gástrico Haemonchus contortus (especialmente en ganado ovino), 

estos estudios han ido encaminados a inducir una respuesta inmunitaria frente al 

parásito usando antígenos naturales y recombinantes tanto de larvas 3 como de 
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origen somático y E/S de vermes adultos (Jacobs et al., 1999; Domínguez-

Torano et al., 2000; Vervelde et al., 2002).   

 

Entre los antígenos con propiedades inmunoprotectoras que se ha 

investigado,  tanto en H. contortus como en otros nematodos gastrointestinales, 

destacan determinadas enzimas proteolíticas o proteinasas. 

 

Dentro de los diferentes tipos de proteinasas, unas de las que parecen 

jugar un papel más relevante en las relaciones parásito-hospedador, y por tanto 

constituyen buenas candidatas para el desarrollo de protocolos de 

inmunoprotección son las cisteína proteinasas. Se sugiere que dichas enzimas 

podrían intervenir en la penetración del parásito a través de los tejidos, en su 

nutrición y en la defensa frente a los mecanismos efectores del sistema inmune 

del hospedador (Tort et al., 1999). A estas propiedades funcionales, se une una 

elevada actividad inmunógena por su carácter glicoproteico (Cox et al., 1990). 

 

Estos mismos planteamientos están siendo objeto de estudio en el caso de 

los nematodos del género Ostertagia/Teladorsagia, donde a pesar de incluir 

especies con un tipo de nutrición no hematófaga (se reconoce que el efecto 

inmunoprotector inducido por estas enzimas se debe en gran medida a la 

ingestión de sangre por parte del parásito), también cuentan con este y otros tipos 

de enzimas proteolíticas (Murray y Smith, 1994; Geldhof et al., 2000), que en 

determinadas condiciones han mostrado la posibilidad de producir un efecto 

protector frente a la infección. Así la inmunización con productos de E/S de 

vermes adultos de Ostertagia ostertagi  en ganado bovino determinó una 

reducción de la eliminación de huevos fecales y del tamaño de los vermes, así 

como un aumento del porcentaje de larvas inhibidas (Geldhof et al., 2002, 2004; 

Claerebout et al.,  2005).  
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Del mismo modo, las proteinasas tipo cisteína (Catepsina F) presentes en 

productos de ES de larvas 4 y vermes adultos de T. circumcincta (Redmond et 

al., 2006; Craig et al., 2006), se han descrito como componentes capaces de 

inducir una respuesta humoral protectora frente a infecciones por T. 

circumcincta como demuestra el hecho de que  ovinos con resistencia adquirida 

a la infección,  generen una respuesta humoral (con protagonismo de 

inmunoglobulinas IgA), caracterizadas por su correlación negativa en animales 

resistentes con los recuentos fecales, así como, la longitud y fecundidad de los 

vermes (Redmond et al., 2006). Sin embargo, este potencial protector no ha sido 

evaluado hasta la fecha en ganado caprino (Knox et al., 1995; Nisbet et al., 

2013).  

 

Aunque se han realizado importantes avances los mecanismos 

inmunológicos que se manifiestan cuando llega a desarrollarse una protección 

frente a las infecciones parasitarias por nematodos GI o, incluso, si tales 

respuestas son comunes para todos los nematodos gastrointestinales, son 

cuestiones que requieren un mayor conocimiento científico (Balic et al., 2000). 

Se comprende por ello, que sea más escasa la información cuando se valoran 

como inmunógenos distintos antígenos parasitarios como, por ejemplo las 

enzimas proteolíticas objeto de estudio de la presente tesis doctoral, esta 

información podría ser de gran interés a la hora de potenciar los mecanismos 

defensivos inducidos por este tipo de enzimas, todo ello sin olvidar que a algunas 

de estas especies parásitas podrían estar implicadas en el desarrollo de 

mecanismos moduladores de la respuesta inmune del hospedador (González, et 

al., 2006; Gómez-Muñoz et al., 2004), fenómeno que podría enmascarar las 

respuestas protectoras.  

 

En el presente trabajo, se han utilizado como inmunógenos fracciones 

thiol-proteinasas procedentes de productos de excreción/secreción (E/S) de 
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vermes adultos de T. circumcincta, de forma similar a las empleadas por Knox et 

al. (1999) y Geldhof et al. (2002) en ensayos vacunales frente a H. contortus y 

O. ostertagi, respectivamente. En nuestro caso, las fracciones fueron inoculadas 

a caprinos de 6 meses de edad utilizando adyuvante de Freund tanto completo 

como incompleto, posteriormente se realizó un desafío con 8000 L3 de T. 

circumcincta. 

 

La edad elegida para los cabritos del estudio fue de 6 meses para asegurar 

que se trataban de animales con capacidad de desarrollar convenientemente la 

inmunidad a la inmunización (Vervelde et al., 2002; Martín, 2011).  

 

Al seleccionar la dosis larvaria infectante para el desafío de los animales 

inmunizados, así como para los del grupo testigo (8.000 L3 del parásito) se trató 

de reproducir las cargas medias y recuentos fecales observados en condiciones 

de campo (Molina et al., 1997) en nuestro entorno, y para lo cual se 

consideraron los resultados de inoculaciones experimentales previas llevadas a 

cabo en nuestro laboratorio (González, 2002). La infección  experimental se 

realizó en una sola inoculación, como en otros ensayos de inmunización 

similares (Schallig et al., 1997; Jacobs et al., 1999; Knox et al., 1999; Smith et 

al., 2000a; b; Ruiz et al., 2004a; Redmond y Knox, 2004; 2006; Hernández, -

datos sin publicar-; Martín, 2011; Halliday y Smith, 2011). 

 

 

2. ESTUDIO DEL PERFIL PROTEICO DEL INMUNÓGENO  

En el presente estudio se ha realizado por primera vez el análisis del 

perfil proteico de los productos de ES de T. circumcincta enriquecidos para 

thiol-proteinasas, utilizado como  inmunógeno, por lo que  sólo   ha sido posible 

contrastar los resultados obtenidos con otros similares procedentes de 
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homogenizados de vermes adultos o bien extraídos y purificados de forma 

similar, pero aislados de otras especies y estadios larvarios (H. contortus y O. 

ostertagi). 

 

El extracto proteico utilizado en las inmunizaciones (ES-thiol) mostró un 

patrón complejo de fracciones proteicas con pesos moleculares >120 kDa 

aproximadamente, así como dos fracciones prominentes  con un peso molecular 

de 80 kDa aprox. y una muy tenue de 31 kDa aprox. Sin embargo, el perfil 

proteico observado fue claramente distinto al obtenido al analizar fracciones 

enriquecidas para thiol-proteinasas a partir de productos de ES de Ostertagia 

ostertagi, donde se observó una prominente banda con peso molecular de 30kDa 

aprox. y tres fracciones de entre 45-92 kDa (Geldhof et al., 2002). Si 

comparamos nuestros resultados con los hallados por Ortega (2015), observados 

grandes diferencias en cuanto al perfil proteico enriquecido para este tipo de 

proteinasas a partir de homogenizados somáticos de vermes adultos, al contener 

numerosas bandas peptídicas desde 215 a 35 kDa aprox., entre las que 

destacaron tres más prominentes de aproximadamente 73, 64 y 60 KDa y otra 

más tenue con un peso molecular de 36 KDa aprox., aun siendo aislados ambos a 

partir del mismo parásito T. circumcincta y utilizando idéntico protocolo de 

extracción. Esta escasa similitud entre extractos enriquecidos de homogenizados 

y de productos de ES también ha sido observada en O. ostertagi (Geldhof et al., 

2002), lo que parece indicar que los componentes que integran las membranas 

(donde se ha descrito la presencia de estos productos) y los que son 

excretados/secretados por este tipo de nematodos, presentan unas notables 

diferencias de conformación, bien porque aparecen como precursores en los 

homogenizados somáticos o porque se tratan realmente de proteínas distintas, 

circunstancia que debería ser analizada 
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3. ESTUDIO DE PARÁMETROS PARASITOLÓGICOS, 

HEMATOLÓGICOS Y DE RESPUESTA INMUNE SISTÉMICA 

GENERADOS TRAS LA INMUNIZACIÓN. 

 

Tal y como quedó detallado en el apartado “Introducción”, el objetivos de 

esta experiencia fue evaluar la protección inducida en caprino por proteinasas 

tipo cisteína procedentes de productos de E/S de vermes adultos de T. 

circumcincta, para los cuales se analizaron una serie de parámetros 

parasitológicos, recuento total de vermes inmaduros y adultos en abomaso, 

longitud y fecundidad de vermes hembras, así como recuentos fecales de huevos 

tras el desafío con L3 del parásito. Adicionalmente, se determinaron de distintos 

parámetros sanguíneos en el curso de la inmunización y tras el posterior desafío 

con L3 infectantes del parásito. Por último, se valoró  la respuesta inmune 

humoral (local y sistémica) mediante el análisis de los niveles de anticuerpos 

específicos en suero y mucus gástrico a lo largo de la experiencia. 

 

 

3.1. NIVEL DE INMUNOPROTECCIÓN CONFERIDA POR LA 

FRACCIÓN INMUNÓGENA 

 

La utilización de este tipo de antígenos, productos E/S, con fines 

inmunoprofilácticos, viene valorándose por la aparición de cepas resistentes a los 

tratamientos antihelminticos (Magona y Musisi, 1999) y los problemas 

medioambientales y de salud alimentaria que originan sus residuos. Estos 

estudios han ido encaminados a inducir una respuesta inmunitaria frente al 

parásito usando diferentes antígenos, a partir de extractos proteicos de productos 

de E/S de vermes adultos (Jacobs et al., 1999; Vervelde et al., 2002).  En el 

desarrollo de estas estrategias de inmunización, ha tenido un papel protagonista 

los ensayos llevados a cabo en Haemonchus contortus (en ganado ovino) 

(Schalling, et al., 1997; Bakker et al., 2004; De Vrie, et al., 2007) y los 
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desarrollados en y Ostertagia. ostertagi (en vacuno),  (Geldhof et al., 2002, 

2004, 2008; Clarebout, et al., 2005), debido a los resultados alentadores en 

cuanto a protección obtenidos con este tipo de antígenos 

 

Buena prueba de la eficacia de los productos de E/S como inmunógenos 

son los resultados observados por Bakker et al. (2004) y Schalling et al. 

(1997), quienes, tras aislar 3 tipos de extractos proteicos con actividad cisteína 

en función del eluyente empleado (cisteína, DTT o los productos de E/S 

simplemente concentrados) a partir de vermes adultos de H. contortus, 

consiguieron inducir una importante inmunoprotección en ovinos. La protección 

fue especialmente evidente en los ensayos donde se había utilizado como 

inmunógeno los productos de E/S concentrados, llegándose a obtener una 

reducción de los recuentos fecales de huevos del el 89 %, y del 72.9 %, y una 

reducción de los recuentos de vermes del 70 y el 85 %  (Bakker et al., 2004; 

Schalling, et al., 1997). 

 

En el caso de O. ostertagi, los mejores resultados descritos hasta la fecha 

han sido los obtenidos por Geldhof et al. (2002,2004, 2008), quienes, 

observaron reducciones del 60-74% en los recuentos fecales de huevos, de un 

18% en el número de vermes, así como una menor longitud de los mismos, un 

aumento en los recuentos de larvas (9,8%), y una tendencia a la reducción del 

número de huevos intrauterinos de las hembras. En base a sus resultados, estos 

autores concluyeron que el antígeno experimental tendría un efecto 

inmunoprotector relacionado con la alteración de la fecundidad de los vermes 

hembras. 

El presente trabajo presentado aquí constituye el primer estudio de 

inmunoprotección realizado en ganado caprino, utilizando como inmunógeno 

productos de E/S de vermes adultos de T. circumcincta mediante protocolos 

similares a los utilizados en otras especies rumiantes (ovino y bovino) frente a H. 
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contortus y O. ostertagi, respectivamente.  

 

Al comparar los resultados obtenidos en el presente estudio con la 

protección descrita tanto en H. contortus (Bakker et al., 2004; Schalling, et al., 

1997) como en O. ostertagi (Geldhof et al., 2002,2004, 2008), se observó que el 

número total de vermes del lote inmunizado no experimentó reducción 

significativa en relación con el lote testigo en el momento de sacrificio. Del 

mismo modo, atendiendo al porcentaje de vermes machos y hembras, estas se 

muestran con un porcentaje más elevado (61 %), de la misma manera que se 

observa habitualmente en   infecciones primarias con este parásito (W.D. Smith 

et al., 2001; G. Henderson and J. Stear, 2006; D. Beraldi et al., 2008; A.M. 

Halliday and W.D. Smith, 2011). Este hecho contrasta con los resultados 

obtenidos en otros estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio en los que,  

utilizando como inmunógeno fracciones enriquecidas para thiol-proteinasas de 

homogenizados de vermes adultos de T. circumcincta en ganado caprino, llegó a 

observarse una reducción en relación al número de vermes presentes en el 

abomaso de los animales inmunizados, siendo esta reducción mucho más patente 

en los vermes hembras, con lo que la relación machos/hembras observada en 

infecciones primarias se vio modificada (Meana y Rojo, 2000; Ortega, 2015).  

Sin embargo, no se trata de una hallazgo generalizado, ya que en otras especies 

de nematodos gástricos como H. contortus, la reducción de vermes mediada por 

efecto inmunoprotector de determinado inmunógeno tampoco produjo una 

modificación de la relación entre el número de vermes machos y hembras 

(Hernández –datos no publicados).  

Tras analizar los resultados obtenidos en relación a la influencia de la 

inmunización sobre la fecundidad (longitud de los vermes hembras y  número de 

huevos intrauterinos), observamos al igual que en el caso anterior (recuento del 

número de vermes) que los resultados observados en los estudios llevados a cabo 

en terneros inmunizados con thiol-proteinasas de productos E/S de O. ostertagi  
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(Geldhof et al., 2002,2004, 2008), no fueron observados en nuestro estudio, al 

no poder determinar diferencias significativas entre estos parámetros de ambos 

grupos experimentales (inmunizado y testigo).  

 

Los mecanismos responsables de la disminución de la longitud de los 

vermes pueden ser dependientes de la densidad de vermes que provocan una 

competencia intraespecífica, y también se ha asociado al efecto de inmunidad 

adquirida por parte del hospedador (Balic et al., 2000b). Dicha longitud parece 

estar muy relacionada con el número de huevos en el útero de los vermes 

hembra, y por ende con la fecundidad que presentan estas especies de 

nematodos, pudiéndose establecer correlaciones estadísticas positivas entre 

ambos parámetros en infecciones primarias con T. circumcincta tanto en ovinos 

(Stear et Bishop, 1999) como en caprinos (Ortega, 2015). Esta relación también 

quedó patente en nuestro trabajo entre los vermes recogidos en el grupo testigo 

(test de correlación de Spearman), lo que parece a contribuir a la idea de la 

utilización de la longitud de vermes hembras como parámetro para valorar la 

fecundidad de esta especie. 

 

Como ya indicábamos, si bien ambos parámetros (longitud/número de 

huevos en útero) pueden verse afectados por  densidad de vermes en el abomaso, 

también se ha establecido que podrían verse reducidos por la acción de diversos 

mecanismos inmunológicos como los relacionados  con los niveles de  IgA 

específica frente a determinados antígenos parasitarios presentes en el mucus 

abomasal (Stear et al., (1995a).  De hecho, el efecto inmunoprotector (traducido 

en una reducción de los recuentos fecales de huevos) de distintos antígenos 

parasitarios de nematodos gastrointestestinales (O. ostertagi y H. contortus)  ha 

ido acompañado por una disminución en la longitud de los vermes (Geldhof, 

2002, 2004; Redmond y Knox, 2004; Meyvis 2007). Sin embargo, al igual que 

en nuestro caso, también se ha podido observar cierto grado de protección en 

ensayos vacunales –en términos de reducción de recuentos fecales de huevos- sin 
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que se haya determinado ninguna alteración de la longitud de los vermes 

procedentes de animales inmunizados en relación con los obtenidos en animales 

testigo (Nisbet et al., 2013). Por tanto, cabría considerar la posibilidad de que 

pudieran establecerse otros mecanismos inmunes protectores que no afectaran a 

este tipo de parámetros parasitológicos.  

 

Al analizar el efecto de la inmunización sobre la evolución de los 

estadios larvarios tisulares, se observó que en los animales inmunizados 

presentaron valores medios de larvas en la mucosa más elevados que las 

observadas en los animales testigos, estando estas diferencias próximas a la 

significación. El mayor número de formas inmaduras presentes en la mucosa 

gástrica de los cabritos inmunizados podría explicarse en base a fenómenos de 

secuestro larvario o hipobiosis de los estadios tempranos de la cuarta etapa 

larvaria, los cuales podrían quedarse retenidos en las glándulas gástricas, cuando 

las condiciones para su desarrollo son adversas, bien por factores ambientales 

(Georgi y Georgi, 1990; Anderson, 1992), bien por un aumento de la 

sensibilización, debido a una exposición larvaria previa (Dunsmore, 1963),o 

bien  por fenómenos de resistencia natural de determinados individuos (Michel, 

1963; Smith et al., 1985a; Seaton et al., 1989a). El fenómeno de hipobiosis o 

secuestro larvario también se ha asociado a uno de los efectos de la protección 

conferida por diversos antígenos de nematodos gastrointestinales en diferentes 

ensayos de inmunización (Vercauteren et al., 2007; Nisbet et al., 2013). 

 

   Un aumento del número de larvas en la mucosa también se observó en 

los trabajos desarrollados por Geldhof et al. (2002; 2004; 2008) en bovinos 

inmunizados con esta misma fracción ES-thiol de O. ostertagi, sin que dicho 

incremento estuviera acompañado de una reducción significativa en el número 

de vermes adultos en el contenido abomasal respecto a los animales testigo. En 

contraste a lo observado en nuestro trabajo así como en los citados 

anteriormente, en determinados estudios donde se emplearon como inmunógeno  
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fracciones proteicas enriquecidas para thiol-proteinasas de O. ostertagi no se 

observaron diferencias en el número de larvas encontradas en la mucosa 

abomasal, a pesar de que se demostró una reducción significativa en el número 

de huevos fecales (Meyvis et al., 2007). 

 

De todo lo comentado con anterioridad se desprende que uno de los 

parámetros más importantes a la hora de valorar la actividad protectora del 

inmunógeno utilizado en nuestro estudio fue el análisis de los recuentos de 

huevos fecales. Dicho análisis demostró una reducción global del 42,2% en el 

grupo inmunizado frente al grupo testigo al final del estudio.  

Sin embargo, al estudiar la evolución de los recuentos fecales durante el 

curso de la infección experimental, no se apreció ningún efecto de la 

inmunización sobre el periodo prepatente, situándose éste en torno a las 2 

semanas post-infección en ambos grupos experimentales, y por tanto dentro de 

los rangos observados para esta especie de nematodo  en ganado caprino 

(González, 2002; Molina et al., 2009).  

Al analizar en su conjunto todos los datos parasitológicos obtenidos en 

los dos grupos de animales estudiados, la protección parcial conferida por la 

inmunización con fracciones enriquecidas para thiol-proteinasas, y reflejada por 

una reducción de huevos fecales, podría explicarse por un cierto retraso en la 

evolución de los estadíos larvarios parasíticos, o bien por una menor evolución 

hacia la madurez de los vermes. Los mecanismos inmunes relacionados con 

estos hallazgos, podrían no afectar a otros parámetros parasitológicos, como los 

relacionados tradicionalmente con la fecundidad de los vermes (Niesbet et al., 

2013), o incluso el número total de vermes adultos. Alguna explicación que 

pudiera contribuir a explicar estas observaciones podría incluir la actividad 

directa de algunos anticuerpos  presentes en el mucus sobre los órganos 

reproductores de los vermes, y/o la presencia en el inmunógeno utilizado de  

antígenos capaces de interaccionar con las formas inmaduras del parásito, 
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presentes en la mucosa gástrica produciendo cierto retraso en su maduración 

(Niesbet et al., 2013) 

A tenor de los resultados obtenidos en el presente estudio,  la 

inmunización con fracciones enriquecidas de cisteína-proteinasas, aislada a partir 

de productos excreción-secreción de vermes adultos de Teladorsagia 

circumcincta según el protocolo detallado en el apartado Material y Métodos, 

confiere una inmunoprotección parcial en cabras que resulta complicado 

comparar con otros ensayo a pesar de que los procedimientos de obtención 

puedan ser similares. La revisión de la información bibliográfica que tenemos 

hasta el momento apunta que pueden intervenir en los resultados finales un gran 

número de factores, lo que hace complicado llegar a conclusiones definitivas 

sobre el potencial protector de un determinado antígeno. La ausencia de 

diferencias aparentes entre animales inmunizados y testigo podría estar incluso 

motivada por las dificultades que supone la experimentación animal con grupos 

de animales que permitan la obtención de resultados con significación 

estadística.  

Como ya indicábamos, a parte del procedimiento seguido para obtención 

de los extractos proteicos usados como inmunógeno, el protocolo de 

inmunización seguido o el adyuvante utilizado en cada caso también parecen 

constituir factores determinantes a la hora de valorar la posible actividad 

protectora.  De este modo, Piedrafita et al. (2012), utilizando un mismo 

inmunógeno, demostraron distintos efectos inmunoprotectores en base a 

diferentes concentraciones de antígeno y número de inmunizaciones. De forma 

similar, distintos ensayos llevados a cabo tanto H. contortus como O. ostertagi, 

demostraron un grado de protección variable en función de las concentraciones 

de inmunógeno utilizado. (Smith, et al., 2000; Knox, et al., 1999; Ruiz et al., 

004; Halliday et al., 2010).  Otro factor relacionado con el diseño experimental 

y que podría interferir en el grado de protección generado por el inmunógeno 
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podría ser el momento de sacrificio. En nuestro estudio ambos grupos de 

animales se sacrificaron a los 41 días post infección (41 dpi), no obstante, las 

mayores diferencias entre los dos lotes experimentales (inmunizados y testigos) 

en cuanto a recuentos fecales de huevos, se observaron en torno a los 22 y 26 

dpi, y no a los 41 dpi. circunstancia que podría explicar las escasas diferencias 

observadas en algunos parámetros parasicológicos entre ambos grupos 

experimentales. Estos hallazgos sugerirían la necesidad de adelantar el sacrificio 

de los cabritos en experiencias futuras, utilizando este inmunógeno. 

 

La elección del adyuvante parece ser crucial en los ensayos vacunales 

(Geldhof et al., 2004), debido a que se trata de agentes heterogéneos e 

inespecíficos que asociados a los antígenos utilizados como inmunógenos 

parecen inducir una respuesta inmunitaria más potente y prolongada, o bien 

orientarla en el sentido deseado (Cox et al., 1997). Entre los diferentes tipos de 

utilizados en ensayos en animales, destacan las sales de aluminio, saponinas 

como el Quil A o adyuvantes oleosos (ej. Adyuvante completo e incompleto de 

Freund) (Cox et al., 1997). En rumiantes resistentes a este tipo de infecciones si 

la orientación de la respuesta inmune hacia los tipos Th1/Th2 no se encuentra del 

todo dilucidada (Gill et al., 2000; Lacroux et al., 2006), como demuestra el 

hecho de que el desarrollo de respuestas protectoras pueda ir acompañado de un 

patrón de citoquinas caracterizado como Th2 en el que, además se detectan 

también importantes incrementos en el interferón (IFN) , una citoquina 

vinculada a respuestas del tipo Th1 (Almería et al., 1997a,b; Canals et al., 

1997; Pernthaner et al., 1997, 2005, 2006; Brown et al., 1998; Miller y 

Horohov, 2006). Por todo ello, a pesar de que pudiera tener una mayor 

relevancia las respuestas Th2, cabría la posibilidad de que los adyuvantes 

capaces de potenciar ambos tipos de respuestas fueran los complementos ideales 

para el  inmunógeno utilizado en el presente estudio.   

Además debe de tenerse en consideración la posibilidad de, que otros 
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tipos de mecanismos inmunológicos, al margen de las respuestas clásicas (Th1 o 

Th2), pudieran intervenir de manera importante en la protección conferida por el 

inmunógeno. Es el caso de respuestas consideradas de forma más recientemente   

(Treg o Th17) (Taams et al., 2005; Gómez-Lucía et al., 2007; Quesniaux 

2009), de las que se tiene menos información sobre su papel real en la inmunidad 

frente al parásito, así como el efecto de cada adyuvante en relación a este tipo de 

respuestas (Solano-parada et al., 2010; Hang L et al.,  2011; Osuna et al., 

2011). 

Atendiendo a toda esta información, en el presente trabajo decidimos 

utilizar un protocolo de inmunización  en el que se incluyó el uso de adyuvantes 

oleosos (completo e incompleto de Freund), dado que podría facilitar la 

generación de respuestas de ambos tipos (Th1, Th2), además con este tipo de 

adyuvante se habían obtenido resultados prometedores en ganado caprino en 

experiencias previas utilizando extractos similares de H. contortus (Ruiz et al., 

2004). No obstante, después de analizar los resultados obtenidos, utilizando el 

protocolo referido, cabría pensar la posibilidad de que tal vez el uso de otros 

adyuvantes, bien que generaran respuestas más potentes (Quil A) (Geldhof et 

al., 2004) o que indujeran desviaciones hacia respuestas Th2 podrían mejorar la 

protección inducida por estas proteínas incluidas en el extracto utilizado como 

inmunógeno (Cox et al, 1997). 

Otro factor determinante para explicar la variabilidad de los resultados 

obtenidos en distintos estudios, está relacionado con la especie hospedadora. Son 

numerosas las referencias que ponen de manifiesto las diferencias desde el punto 

de vista fisiológico que se establecen entre el ganado caprino y ovino (Huntley 

et al., 1995; Macaldowie et al., 2003; González, 2002; Hoste et al., 2008), 

incluyendo las respuestas inmunes que se desarrollan frente a los parásitos 

(Pomroy, et al., 1985, 1989a, 1989b; Hoste, et al., 1998), esta circunstancia 

justificaría el desarrollo de trabajos como el presente, dado que, hasta la fecha, la 

inmensa mayoría de la información que disponemos se ha establecido a partir de 
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estudios realizados en otras especies rumiantes. También son patentes las 

diferencias interraciales en cuanto la susceptibilidad frente a parásitos similares 

(Baker, et al., 1998; Mandonnet et al., 2001; Chiejina, et al., 2002; Behnke, et 

al., 2006 Bambou et. al., 2009). En nuestro caso, se utilizó como modelo 

experimental una raza autóctona canaria, caracterizada por una escasa influencia 

externa, dada la prohibición de la importación de caprinos de otras razas al 

Archipiélago (Directiva 91/68/CE).  

 

Dentro de los factores relacionados con el hospedador, la edad de los 

animales inmunizados, parece ejercer una influencia clara en la susceptibilidad 

de distintas especies rumiantes a las infecciones por nematodos gastrointestinales 

(Kassai, 1999; Schallig, 2000), por lo que es de suponer que también influya a 

la hora de valorar la eficacia protectora de distintos antígenos parasitarios. Así, 

algunos estudios han demostrado que  la protección inducida por un mismo 

extracto antigénico en distintos lotes de ovinos con distintas edades, era mucho 

más eficiente en animales con edades superiores a los 6 meses (Tavernor et al., 

1992; Munn et al., 93 y 93a; Knox et al., 1999; Smith et al., 1999; Vervelde et 

al., 2001; Martin et al., 2011). En nuestro caso, los caprinos incluidos en 

nuestro estudio contaban con seis meses de edad al principio del ensayo, por lo 

que, aun tratándose de otra especie hospedadora no cabría esperar ninguna 

deficiencia en las respuestas inmunes desarrolladas, además, los niveles de 

inmunoprotección alcanzados en animales inmunizados frente H. contortus con 

esa misma edad también fueron satisfactoria (Ruiz et al., 2004). 

 

En cualquiera de los casos, a pesar de que es difícil establecer 

comparaciones con otros ensayos de inmunización, parece claro que los  

resultados de protección obtenidos con el producto utilizado en nuestro estudio 

son menos manifiestos que los que se observan cuando se llevan a cabo 

inmunizaciones con extractos similares de H. contortus, tanto en caprino (Ruiz 

et al., 2004a)  como en otras especies (Schalling et al., 1997; Knox et al., 1999; 
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Knox y Smith, 2001; Bakker et al., 2004). Los resultados son mucho más 

parejos a los obtenidos en ensayos de inmunización frente a especies del género 

Ostertagia/Teladorsagia (Geldhof et al., 2002,2004, 2008; Halliday y Smith, 

2010; Ortega, 2015), lo que se ha explicado por el tipo de nutrición hematófaga 

llevada a cabo por H. contortus  que no se produce en estas otras especies, lo que 

facilitaría los mecanismos protectores inducidos por la inmunización (Andrews 

et al., 1995; Knox et al., 1999). 

 

3.2. EFECTO DE LA INMUNIZACIÓN SOBRE LOS PARÁMETROS 

HEMATOLÓGICOS  

 

A la hora de interpretar los resultados hematológicos obtenidos, se 

considera fundamental establecer comparación con los valores de referencia 

descritos para la especie caprina, sin despreciar las variaciones entre individuos. 

En este sentido, resulta determinante comparar con los valores que presentan los 

testigos de la inmunización, animales de la misma edad, procedencia y criados 

en las mismas condiciones pero no expuestos al inmunógeno. 

 

 A diferencia de lo que sucede con otros tricostrongílidos, como es el caso 

de H. contortus, pocos trabajos recogen valores hematológicos referidos a 

infestaciones con T. circumcincta, y particularmente en ganado caprino. Lo que 

dificulta la realización de unos análisis comparativos basados en la bibliografía. 

 

Los niveles de hematocrito de ambos lotes, inmunizados y testigos, 

mostraron ligeras fluctuaciones a lo largo del estudio, pero sin llegarse a 

observar diferencias estadísticas entre lotes. Los valores medios (28%) coinciden 

en general con lo descrito en la bibliografía como fisiológico para la especie 

caprina en edades comprendidas entre los 6 y 12 meses de edad (Nangia et al., 

1968; Oduye, 1976).  Resultados similares también se encontraron en 

infecciones experimentales realizadas en nuestro laboratorio con este nematodo 
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gástrico realizado en ganado caprino de la misma raza (González, 2002; Ortega, 

2015). 

La concentración de proteínas plasmáticas en ambos lotes de animales 

(inmunizados y testigos)  fue muy similar, desde el inicio del estudio hasta el 

momento del sacrificio. En este caso, los valores considerados fisiológicos para 

la proteínas plasmáticas en cabras se encuentra entre los 6.4-7 gr /dl según 

Kaneko, 1980 y 6.1-7.4 g /dl según Boyd, 1984, por lo que los valores 

encontrados en el presente trabajo estarían dentro del rango fisiológico. La 

pérdida de albúmina sérica descrita en la ostertagiosis clínica, (Soulsby, 1988; 

Kassai, 1999), suele conducir a una importante reducción de las proteínas 

séricas y puede acompañarse de edemas subcutáneos evidentes (Mulligan et al., 

1963), en la forma subclínica, como en la que se encuentra habitualmente en 

Gran Canaria, no conlleva cambios significativos en los niveles séricos de 

proteínas plasmáticas (González, 2002), coincidiendo con los resultados del 

presente trabajo 

La inoculación con larvas 3 de T. circumcincta originó un aumento de los 

recuentos totales de leucocitos, siendo más patente este aumento en los animales 

inmunizados, aunque las diferencias no llegaron a alcanzar significación 

estadística. Esta tendencia general también ha sido observada en corderos 

infectados experimentalmente con este mismo parásito, (Beraldi, et al., 2008). 

En cualquier caso, debido al amplio rango fisiológico considerado para este 

parámetro (18.18 ± 3.84 x 10
3  

leucocitos/µl) (Holman y Dew, 1965), todos los 

valores de leucocitos en sangre periférica de los animales de nuestro estudio 

estarían dentro de los valores considerados como normales para ganado caprino.  

 

Los incrementos encontrados en los recuentos totales de leucocitos 

estuvieron acompañados por un aumento de los niveles de linfocitos y 

neutrófilos, siendo este incremento también mayor en el lote inmunizado. 

También en esta ocasión, todos los valores se encuentran dentro del rango 
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fisiológico para esta especie (Jain 1993b). Un incremento en los resultados 

celulares de linfocitos también ha sido observado en infecciones experimentales 

con este nematodo gástrico (Ortega, 2015; González, 2002, Hernández –datos 

sin publicar-). 

 

En cuanto a la otra población celular analizada (esoinófilos periféricos), 

son muchos los autores que le atribuyen  un papel relevante en la generación de 

resistencia frente a los nematodos grastrointestinales (Dawkins et al., 1989; 

Buddle et al., 1992; Balic et al., 2000). En condiciones experimentales, lo 

habitual es que tras una infección por helmintos los eosinófilos en sangre sufran 

un incremento (Balic et al., 1999c). Así, en infecciones primarias con nematodos 

gastrointestinales llevada a cabo en corderos, es posible observar una eosinofilia 

con picos entre los 5-9 días post-infección, y que podría prolongar hasta  un mes 

después de ésta (Dawkins et al., 1989; Buddle et al., 1992; Dobson et al., 1992; 

Stevenson et al., 1994; Balic et al., 1999a; Balic et al., 2000; D. Beraldi, et al., 

2008). Sin embargo, aun aceptando que esta es la situación más frecuente, 

diversos autores en ocasiones no han encontrado esta eosinofilia, lo que puede 

plantear dudas sobre su utilidad como método para evaluar la respuesta 

inmunitaria del hospedador (Sutherland et al., 1999; Yong et al., 1985). 

Tampoco en nuestro caso se apreciaron incrementos significativos de estos 

valores, lo que podría estar relacionado con la infección moderada-baja llevada a 

cabo con el desafío.  

En nuestro estudio, los animales inmunizados presentaron una media de 

eosinófilos periféricos ligeramente menor que el lote testigo y alcanzaron el 

valor máximo la última semana de experiencia. Por su parte, los animales 

testigos registraron un aumento de los recuentos desde la semana -3 hasta la 

semana -1, coincidiendo con las dos últimas semanas de las inmunizaciones, (los 

animales testigos solo recibieron adyuvante) tras estas semanas hasta el final del 

estudio los valores se mantuvieron con pequeñas fluctuaciones. El análisis 
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estadístico no mostró diferencias estadísticamente significativas entre ambos 

grupos. Por su parte al analizar las relaciones de  los niveles de eosinófilos 

observados con  los parámetros parasitológicos que indicaran algún grado de 

resistencia frente a la infección, no llegó a observarse  ninguna correlación 

negativa lo que no parece contribuir a la idea del posible uso de estas células 

como marcador de resistencia frente a esta especie parásita en esta raza caprina, 

tal y como apuntan otros resultados obtenidos en nuestro laboratorio (Ortega, 

2015).  

Si bien los niveles plasmáticos de proteínas no reflejan de forma clara el 

efecto del parásito en el hospedador, no ocurre lo mismo con la concentración de 

pepsinógeno sérico. Las larvas L3 de T. circumcincta, así como los de otros 

nematodos gástricos, penetran en las glándulas gástricas, donde mudan y se 

transforman en L4 y posteriormente a L5 o preadultos En este proceso tiene 

lugar la destrucción de las glándulas gástricas productoras de HCl. La reducción 

de la secreción de HCl provoca una subida del pH gástrico que puede alcanzar 

valores próximos a 7, lo que tiene importantes repercusiones sobre la activación 

del pepsinógeno para su conversión en pepsina. Como consecuencia el 

pesinógeno que no se transforma en pepsina, se acumula en el abomaso y 

finalmente, pasa al torrente sanguíneo (Soulsby, 1988; Cordero del Campillo, 

1999). 

En nuestro estudio, tras el desafío, ambos lotes experimentaron un 

incremento de la concentración de pepsinógeno en sangre, alcanzando el punto 

máximo la tercera semana post-infección (0,51+0,086 Utyr) en los animales 

inmunizados y la primera semana post-infección (0,50+0,077 Utyr) en los 

animales testigos, de forma similar a lo publicado en los trabajos realizados por 

Terefe et al. (2007). A partir de la semana 4, los niveles séricos de pepsinógeno 

de ambos lotes empezaron a descender hasta llegar a sus valores iniciales. Los 

valores de pepsinógeno sanguíneo en ninguno de los casos se asociaron con un 

cuadro clínico de ostertagiosis. Por lo tanto, estos datos parecen confirmar el 



                                                                                       

Discusión 

 191 

valor del micrométodo utilizado en este estudio, incluso en infecciones 

subclínicas, como método complementario para el seguimiento de las 

infecciones por T. circumcincta, como proponen algunos autores (Dorny y 

Vercruysse, 1998). 

 

Al comparar los niveles de pepsinógeno entre ambos grupos 

experimentales durante el curso de la infección, no llegaron a diferencias, a pesar 

de haberse observado cierto grado de protección en término del recuento fecal de 

huevos. Esta circunstancia podría estar relacionada con el hecho de que no se 

apreciaran diferencias en cuanto al número de vermes adultos, dada la relación 

positiva que suele establecerse entre la concentraciones de pepsinógeno y carga 

parasitaria en ovinos y caprinos infectados con T. circumcincta (Stear et al., 

1995d; Bishop y Stear, 2000; Hoste et al., 2001; Gutiérrez-Gil et al., 2009). 

 

 

3.3. EFECTO DE LA INMUNIZACIÓN SOBRE LA RESPUESTA 

INMUNE HUMORAL SISTÉMICA 

 

Dado el incremento de los niveles de anticuerpos séricos específicos que 

se produce en animales que han estado previamente sensibilizados por 

nematodos gastro- intestinales (Canals y Gasbarre, 1990; Balic et al., 2000b; 

Schallig et al., 1995a; Sutherland et al., 1999; Terefe et al., 2007), ha llegado a 

proponerse la determinación de este parámetro como marcador de resistencia en 

infecciones experimentales por este tipo de parásitos (Strain et al., 2002). 

En nuestro estudio, la respuesta serológica de IgGs específicas en los 

animales del grupo testigo fue muy ligera, solo se observó un tenue aumento tras 

la infección experimental y a partir de este momento, los valores se mantuvieron 

ligeramente aumentados. En cambio, en el grupo inmunizado pudo observarse un 

aumento más significativo de los niveles séricos de IgG, con un perfil 
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similar al descrito en infecciones naturales con el parásito (González et al., 

2002). El incremento de los niveles de IgG fue mucho más patente tras el 

desafío, lo que sugiere la presencia de componentes antigénicos en el extracto 

inmunógeno que son reconocidos en el curso de la infección. Esto antígenos 

serían “no ocultos” al sistema inmune y por lo tanto, estarían sujetos a un 

proceso selectivo natural por parte del hospedador (Molina et al., 2011).  

El incremento de IgG específica, si bien fue patente si lo comparamos 

con los niveles observados al principio del experimento, no fue tan elevado 

como los niveles en ensayos de inmunización con antígenos similares, 

especialmente frente a H. contortus (Ruiz et al., 2004; Hernández –datos sin 

publicar- de Vries et al., 2009), circunstancia que podría estar relacionada con 

la concentración de inmunógeno utilizada en cada caso, mucho menor en nuestro 

estudio, ante las dificultades para la obtención de extractos enriquecidos a partir 

de productos de E/S de T. circumcincta. 

El aumento de los niveles de anticuerpos específicos (IgGs) tras el 

desafío en estudios vacunales frente a H. contortus se han relacionado con el 

grado de protección inducido por el antígeno (Smith y Smith, 1993; Smith et 

al., 1994b; Andrews et al., 1995; Knox et al., 1999), se ha considerado incluso, 

que estos anticuerpos serían responsables de la inmunidad adquirida por estos 

inmunógenos mediante la ingestión de los mismos durante su actividad 

hematófaga. La menor respuesta humoral generada en nuestro estudio, así como 

el carácter no hematófago de T. circumcincta podría explicar el menor efecto 

generado sobre algunos parámetros parasitológicos, como el número de vermes 

(Halliday y Smith, 2011). 

Por lo general la IgA suele tener una mayor presencia a nivel de los 

tejidos, observándose niveles mucho más bajos en el suero sanguíneo (Balic et 

al., 2000b). A pesar de ello, en el lote de animales inmunizados, los niveles de 

IgA específica experimentaron un ligero incremento, observándose los niveles 

máximos una semana después de la última inmunización. Sin embargo, tras el  
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desafío, los valores medios descendieron llegando a ser similares a los 

observados en el grupo testigo. Este resultado contrasta con lo descrito en otros 

trabajos, en los que animales que han adquirido cierta resistencia natural o 

inducida por diversos antígenos, muestran niveles de IgA elevados que se 

correlacionan negativamente con parámetros asociados con la resistencia a la 

infección como la fecundidad de los vermes (Smith et al., 1985a; Stear et al., 

1995a; Halliday et al., 2007), la carga parasitaria o los recuentos fecales (Gill et 

al., 1994; Stear et al., 1995a; Beraldi et al., 2008; Smith et al., 2009).  En 

ensayos previos llevados a cabo por nuestro laboratorio utilizando extractos 

similares, pero procedentes de homogenizados de vermes adultos, sí llegó a 

constatarse un aumento de IgAs séricas específicas que se relacionó con la 

resistencia al desafío (Ortega, 2015), pero observándose como este caso que el 

incremento se manifestó especialmente durante el periodo de inmunización,  

guardando relación con parámetros de resistencia como la longitud de los vermes 

hembra. La ausencia de correlación con parámetros parasitológicos observado en 

nuestro estudio pudo deberse a la menor especificidad del  antígeno somático del 

parásito realizados en los ELISAS. 

Los resultados del Western-blot mostraron que, ambos lotes de animales 

(inmunizados y testigos) reconocían varias bandas peptídicas comprendidas entre 

215 y 60 KDa, así como varias bandas más tenues entre 60-27 kDa. En cualquier 

caso, no se observaron diferencias en los perfiles proteicos reconocidos por las 

IgG séricas entre los dos lotes de animales evaluados, salvo una ligera reacción 

con fracciones de peso molecular bajo (< 39 kDa) al final del experimento que se 

detectó en las muestras procedentes de animales inmunizados pero no en los 

testigos.  Por tanto, parecen estas últimas las únicas fracciones proteicas que 

podrían considerarse diferenciadoras entre ambos lotes, y precisamente es en el 

rango de 30-40 kDa donde se produce un reconocimiento más intenso en 

pequeños rumiantes inmunizados con H. contortus (Schallig et al., 1995; Knox 

et al., 1999; 2005; Ruiz et al., 2004) y T. circumcincta (Nisbet et al., 2013; 
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Ortega, 2015), así como en bovinos inmunizados con O. ostertagi (Geldhof et 

al., 2002), fracciones que podrían ser de interés en el desarrollo de inmunógenos 

frente a este parásito. 

 

3.4. EFECTO DE LA INMUNIZACIÓN EN LA RESPUESTA INMUNE 

LOCAL 

 

Al analizar la respuesta humoral local, lo más común en las infecciones 

por nematodos GI  es que se genere un aumento de los niveles de anticuerpos 

específicos, tanto del isotipo G como del A (Balic et al., 2000b; Lacroux et al., 

2006; Halliday et al., 2007). Este aumento se ha observado en nuestro 

laboratorio en inmunizaciones con fracciones enriquecidas para tiol-proteinasas 

frente a T. circumcincta en caprinos, al comparar los niveles de IgG e IgA del 

mucus gástrico entre animales inmunizados y testigos (Ortega, 2015).  

Entre ambos isotipos, la inmunoglobulina A es la que suele encontrarse 

en concentraciones más elevadas en las mucosas infectadas por nematodos GI 

(Amarante et al., 2005), asociándose a menudo con la regulación de la 

fecundidad de T. circumcincta en ganado ovino (Smith et al., 1985a; Stear et 

al., 1995a; Halliday et al., 2007), y caprino (Ortega, 2015). 

En el presente trabajo el incremento de los niveles en el mucus de IgA e 

IgG específicas fue mucho más pronunciado  que en el lote testigo, cual podría 

estar relacionado con el efecto ejercido por el extracto enriquecido para thiol-

proteinasas utilizado como inmunógeno. El reducido número de animales 

experimentales, la variabilidad de las respuestas individuales y la utilización de 

homogenizado somático de adultos de T. circuncincta como antígeno en las 

determinaciones de la respuesta humoral local, podrían explicar el que las 

diferencias aparentes entre grupos no tuvieran significación estadística, aunque 

ambos isotipos fueran más del doble en el grupo inmunizado. Estos resultados 
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concuerdan con los obtenidos en otros trabajos, en los que animales que fueron 

sometidos a un protocolo de inmunización con fracciones antigénicas purificadas 

o recombinantes, y en los que se obtuvo cierto grado de protección, también 

presentaron mayores niveles de inmunoglobulinas tanto del  isotipo A como G 

en el mucus abomasal (Geldhof et al., 2002; 2004; Bakker et al., 2004; Nisbet 

et al., 2013; Hernández, -datos sin publicar-). 

Al evaluar la asociación de los niveles de inmunoglobulinas con distintos 

parámetros parasitológicos,  se observó que los niveles locales de IgA específica 

se asociaron de forma negativa con la longitud de los vermes hembras y con el 

número de huevos intrauterinos, sin llegar a la significación. Este resultado 

podría explicar los recuentos fecales de huevos más bajos observados en el grupo 

de animales inmunizados en el curso del desafío, a pesar de que al final del 

estudio tales diferencias no quedaran patentes. La mayor respuesta humoral local 

de IgA asociada a alteraciones de la fecundidad de esta especie de nematodo 

gástrico también se ha  observado también en otros estudios de inmunización 

(Smith et al., 1985a; Stear et al., 1996; Halliday et al., 2007), lo que parece 

indicar que se trata de un mecanismo inmunoprotector. 

Las relaciones entre la respuesta humoral local y otros parámetros 

parasicológicos como los recuentos de vermes adultos obtenidos al final del 

experimento fueron menos relevantes que a observadas en animales inmunizados 

con este tipo de antígeno (thiol-proteinasas), pero obtenido a partir de 

homogenizados de vermes adultos (Ortega, 2015). Esta circunstancia podría 

estar determinada por las escasas diferencias en este parámetro entre grupo 

inmunizado y testigo. No obstante, los niveles de IgA de la mucosa gástrica de 

los animales inmunizados se relacionó de forma positiva con el número de larvas 

inmaduras, lo cual podría constituir un mecanismo adicional relacionado con el 

desarrollo de inmunidad natural o inducida por inmunizaciones con antígenos de 

este tipo de parásitos (Stear et al., 2004; Geldhof et al., 2002; Amarante et al., 

2005, Lacroux et al., 2006). En contraste, otros autores  han descrito un 
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aumento en el porcentaje de larvas inhibidas y un descenso en la carga de vermes 

antes de que se produzca un incremento en los niveles de IgA específica local 

(Halliday et al., 2007). 

Las IgGs también podrían alterar la actividad nutritiva y reproductora de 

los nematodos GI, al unirse a antígenos solubles o ejerciendo una acción directa 

sobre el parásito (Salinas, 2007). En nuestro trabajo, las asociaciones negativas 

detectadas entre los niveles de IgG específico local de y los distintos parámetros 

de fecundidad (longitud de los vermes hembras y el recuento de número de 

huevos intrauterinos), también apuntan cierto efecto sobre la capacidad 

reproductora de estos vermes, aunque no alcanzaron significación estadística, 

probablemente por las circunstancias ya mencionadas con anterioridad.  

Respecto al reconocimiento de antígenos en el homogeneizado somático 

de vermes adultos de T. circumcincta por parte de las IgG específicas del mucus, 

ambos lotes reconocieron fracciones peptídicas en un rango de 215-60 KDa. Por 

su parte el lote inmunizado, destacó una fuerte reacción con un polipéptido de 36 

kDa aproximadamente. 

El perfil proteico reconocido  por las IgAs del mucus del lote testigo 

dicho reconocimiento fue, por lo general, muy débil. Se marcaron varios 

péptidos entre 215-60 kDa, destacando dos bandas de aproximadamente 101 y 

143 kDa. Alrededor de los 60 kDa también se detectó una tenue reacción, así 

como otras dos fracciones proteicas de 36 y 19,6 kDa aproximadamente. En el 

lote de cabritos inmunizados, el perfil proteico reconocido fue muy similar, pero 

en esta ocasión destacó una fuerte reacción con una fracción proteica de 36 kDa. 

Un reconocimiento más intenso de algunas fracciones peptídicas por 

parte de Ig locales de los animales inmunizados, también se ha observado en 

otros trabajos llevados a cabo en nuestro laboratorio. En tales trabajos se utilizó 

como inmunógeno antígeno somático de vermes adultos y se originó también 

una protección parcial frente  T. circumcincta en caprino. En concordancia a lo 
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anterior, otras experiencias de inmunización  llevadas a cabo en ovinos y 

bovinos y con los que se han alcanzado distintos niveles de protección (Knox et 

al., 1999; Geldhof et al., 2002; Nisbet et al., 2013) han demostrado también un 

mayor reconocimiento antigénico en el grupo los animales inmunizados.  

Entre todas las fracciones peptídicas encontradas en nuestro estudio 

cabría destacar, la fracción de peso molecular de aproximadamente 36 KDa, 

similar a la encontrada en nuestro laboratorio utilizando como inmunógeno 

somático de adulto de T. circumcincta (Ortega, 2015).  Varios son los trabajos 

en los que el reconocimiento por parte de anticuerpos séricos de una fracción de 

36 KDa aprox. de vermes adultos de T. circumcincta, se ha relacionado con la 

fecundidad de los vermes hembras (McCririe et al., 1997; Strain y Stear, 

1999).  Componentes con este mismo peso molecular de los vermes adultos 

fueron detectados en el suero de los animales investigados, por lo que estos datos 

nos podrían llevar a pensar que algún componente proteico de esta fracción 

peptídica, podría jugar algún papel en la protección conferida por el inmunógeno 

en el presente trabajo, con cierto potencial immunoprofiláctico. 

Como se mencionó anteriormente, en las infecciones por nematodos 

gastrointestinales se producen generalmente respuestas de tipo Th2 (Claerebout 

y Vercruysse, 2000; Balic et al., 2000b; Craig et al., 2007; McNeilly et al., 

2009), aunque, en algunos casos, se ha observado la presencia conjunta de éstas 

junto con respuestas clasificadas tradicionalmente como Th1 (Almería et al., 

1997b; 1998; Canals et al., 1997; Pernthaner et al., 1997; Schallig, 2000; 

Craig et al., 2007), así como la expresión de otras citoquinas asociadas a otros 

tipos de respuestas (Th17, Treg) (Taams et al., 2005; Gómez-Lucía et al., 

2007; Quesniaux 2009; Venturina et al., 2013), indicando con ello que las 

respuestas inmunitaria frente a este tipo de nematodos  en rumiantes puede ser 

muy compleja y variable en el curso de la infección (Balic et al., 2000b), de ahí 

que, en la mayoría de las ocasiones, los ensayos experimentales solamente 

muestren una panorámica parcial de la situación, sujeta además a –lo mismo que 
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ocurriera con otras variables analizadas- a importantes variaciones individuales, 

aún tratándose de grupos experimentales relativamente homogéneos. Es por ello, 

que los niveles de expresión de las citoquinas estudiadas (IL-4, IL-10, IL-2, IL-

17A e INFγ) en los ganglios y mucosa abomasales de los animales testigos e 

inmunizados, no presentaran diferencias significativas, pero si consistentes 

tendencias, tal y como se discutirán a continuación. 

La expresión relativa de las citoquinas IL-2, IL-17 e INFγ a nivel de los 

nódulos abomasales  mostró unos niveles mayores de expresión en los animales 

inmunizados que en los testigos. Estos resultados coinciden con los encontrados 

en estudios realizados en nuestro laboratorio de inmunización de caprinos con 

fracciones enriquecidas de thiol-proteinasas a partir de vermes adultos de T. 

circumcincta (Ortega, 2015). No obstante, nuestros resultados, contrastan con 

los observados en inmunizaciones de bovinos, con fracciones thiol-proteinasas 

procedentes de productos de ES de O. ostertagi, donde no se apreciaron 

variaciones significativas en ninguna de las citoquinas estudiadas al comparar los 

lotes inmunizados y testigos (Claerebout et al., 2005 Craig et al., 2007), aun 

cuando se halló cierto grado de resistencia al desafío en parámetros relacionados 

con la fecundidad de las hembras. 

En este sentido, destacó la expresión de la IL-2, bastante más elevada que 

la observada en animales testigos. Esta citoquina es producida fundamentalmente 

por los linfocitos T CD4
+
 y se relacionan con la proliferación linfocitos T y B 

(García, 2007). D este modo en los animales inmunizados el aumento de los 

niveles de IL-2 estuvo acompañado por un incremento significativo de los 

recuentos de varias subpoblaciones de linfocitos T y B en la mucosa gástrica. La 

discrepancia con las observaciones encontradas en otros estudios similares en los 

que se llevó a cabo infecciones experimentales con nematodos GI (niveles de 

expresión de IL-2), podrían estar influenciadas por factores relacionados con la 

especie hospedadora y parásita, el contacto previo con antígenos parasitarios, así 

como el momento del muestreo (42 dpi, en nuestro estudio), debido a que la 



                                                                                       

Discusión 

 199 

expresión de citoquinas puede ser rápidamente regulada, sin olvidar la 

posibilidad de que el adyuvante utilizado en cada caso podría modular las 

respuestas inmunes desarrolladas tras el desafío (Cox y Coulter, 1996; Balic et 

al., 2000b; Claerebout et al., 2005; Robinson et al., 2011). 

Como se consideró previamente el desarrollo de respuestas protectoras 

frente a las infecciones por nematodos GI genera fundamentalmente respuestas 

inmunes clasificadas como Th2 (McNeilly et al., 2009), aunque algunos estudios 

han puesto en evidencia que este tipo de respuestas podrían ir acompañadas  por 

respuestas Th1 (Almería et al., 1998; Craig, et al., 2007), circunstancia que 

podría explicar este incremento de expresión de INF-γ a nivel de ganglios 

regionales, que en cualquier caso no parece determinar un desvío hacia este tipo 

de respuestas a nivel local, tal y como comentaremos posteriormente.  

 

Las diferencias entre lotes respecto a las restantes citoquinas analizadas 

(IL10, IL-17 e IL-4) fueron menos patentes, coincidiendo con los resultados 

observados en ovinos sensibilizados con antígenos parasitarios (Lacroux et al., 

2006; Terefe et al., 2007).  

En la mucosa abomasal la expresión de las citoquinas mostró un perfil 

distinto al observado en los ganglios abomasales. En la mucosa abomasal se 

observó una expresión similar para las IL-2 y IL-17 y una menor expresión del 

INF-γ en los animales inmunizados en relación al lote testigo. Sin embargo esta 

tendencia general no se mostró,  en el caso de la IL-4, cuya expresión fue 

bastante más elevada en la mucosa de los animales que recibieron una 

inmunización previa. Estos niveles de IL-4 en la mucosa abomasal ya han sido 

observados en ovinos previamente infectados con H. contortus, acompañado por 

un descenso en los de INFγ e IL-10 (Lacroux et al., 2006; Terefe et al., 2007), 

siendo incluso superior en aquellos animales resistentes de forma natural a la 

infección, así como en  estudios de inmunización con fracciones enriquecidas de 

thiol-proteinasas a partir de vermes adultos de T. circumcincta en caprino 
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(Ortega, 2015), circunstancia que podría estar relacionada con la protección 

parcial observada tras la inmunización. Esta observación contrasta con las 

determinaciones llevadas a cabo  en bovinos inmunizados con thiol-proteinasas 

derivadas de vermes adultos de O. ostertagi, donde no se observaron 

modificaciones en la expresión de las citoquinas estudiadas (Claerebout et al., 

2005). 

Esta mayor expresión de IL-4 en los animales inmunizados a nivel local, 

estuvo relacionado con un aumento los recuentos de células IgA
+
 e IgG

+
 en la 

mucosa abomasal, hallazgo observado también en ovinos resistentes a H. 

contortus (Lacroux et al., 2006; Terefe et al., 2007) y en  animales inmunizados 

con fracciones enriquecidas de thiol-proteinasas a partir de vermes adultos de T. 

circumcincta en caprino donde se obtuvo una protección parcial frente a la 

infección (Ortega, 2015).  

Al analizar los recuentos de las diferentes poblaciones celulares efectoras 

estudiadas a nivel de la mucosa abomasal (eosinófilos, mastocitos y leucocitos 

globulares), observamos que, el número de  eosinófilos, y el de leucocitos 

globulares fueron ligeramente mayores en los animales inmunizados, no 

observándose este mismo patrón en las poblaciones de mastocitos, donde los 

recuentos fueron menores. En ninguno de los casos se observaron  diferencias 

estadísticamente significativas entre ambos lotes. 

Según las fuentes bibliográficas sobre el estudio de las poblaciones 

celulares de mastocitos y leucocitos globulares observamos que, ambos tipos de 

células juegan un papel importante en la protección y resistencia frente a las 

infecciones por nematodos GI (Miller, 1984,1996; Gamble, H.R. et al., 1992; 

Gill, H.S. 1991), considerándose por lo general que la relación entre los 

leucocitos globulares y la resistencia adquirida es mayor para el caso de los 

mastocitos, al tratarse estos leucocitos de mastocitos que han liberado sus 

mediadores, y por tanto, células activadas (Stear, M.J. et al., 1995a; Miller, 
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1996; José Pérez, et al 2001; Balic et al 2003). Sin embargo en nuestro estudio, 

no se llegó a demostrar una relación clara con la posible protección inducida por 

la inmunización. Son muchos los argumentos que parecen indicar este papel 

predominante que juegan estas poblaciones celulares en la resistencia natural 

frente a infecciones por nematodos gastrointestinales (Snider, et al., 1981; 

Huntley, et al., 1982; Miller, 1984; Wiggins y Gibbs, 1989; Stear, et al., 

1995a), probablemente porque estos mediadores inducen cambios en el intestino 

y generan un ambiente hostil para la supervivencia del nematodo, debido a 

procesos inflamatorios en la mucosa gastrointestinal (Rothwell, 1989). Estos 

cambios podrían incluso inducir una rápida expulsión de las larvas antes de 

infectar los tejidos (Huntley et al., 1992; McClure et al., 1992; McClure y 

Emery, 1994; Huntley et al., 1995; Douch et al., 1996; Meeusen y Balic, 

2000; José Pérez et al., 2001).  

Las diferencias observadas frente a los hallazgos obtenidos en otros 

estudios, también podrían deberse a que en la mayoría de las ocasiones estos 

resultados han sido obtenidos en ganado ovino, mientras que en caprinos, estas 

células parecen desarrollar una actividad menos importante en las infecciones 

por nematodos gastrointestinales  (Huntley et al., 1995; Macaldowie et al., 

2003). Las discrepancias también podrían  justificarse por el de especie parásita 

implicada, ya que algunos autores sugieren que los leucocitos globulares podrían 

jugar un importante rol en la respuesta frente adultos de H. contortus en cabras 

(Pérez et al., 2001; Hernández, -datos sin publicar-). 

 

La infiltración de eosinófilos en la mucosa abomasal, se ha asociado con 

la inmunidad frente a los nematodos GI (Balic et al., 2002; Meeusen et al., 

2005), como demuestra el hecho de que en infecciones secundarias con este tipo 

de nematodos el incremento de eosinófilos en tejido es sensiblemente superior a 

los detectados en animales primoinfectados (Balic et al., 2000b), tanto en ovinos 

(Stevenson et al., 1994; Balic et al., 2003; Lacroux et al., 2006; Terefe et al., 
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2007) como en caprinos (Pérez et al., 2003; Macaldowie et al., 2003). Así 

mismo, en varios trabajos de inmunización con antígenos procedentes de vermes 

adultos, se ha observado un aumento de los niveles de eosinófilos a nivel local 

(Geldhof et al., 2002; 2004; Redmond y Knox, 2004; Ortega, 2015).  

 

En ovinos infectados con H. contortus, la actividad protectora ejercida 

por los eosinófilos parece centrarse sobre los estadíos larvarios del parásito 

(Rainbird et al., 1998; Meeusen y Balic, 2000; Balic et al., 2006), sin que se 

descarte cierta actividad sobre sobre la fecundidad de los vermes adultos, como 

demuestran algunos estudios llevados a cabo en ovinos resistentes a esta especie 

parásita  (González et al., 2011). Sin embargo la actividad de estas células no 

parece tan clara en el caso de T. circumcincta (Klesius et al., 1989; Stear et al., 

1995a), no obstante, aunque algunos autores han sugerido que podrían ser 

responsables de respuestas indirectas mediadas por factores que los propios 

eosinófilos liberan, ya que se  han observado larvas rodeadas de infiltrados 

eosinofílicos en ovinos infectados con T. circumcincta (Balic et al., 2003) o 

inmunizados con antígenos cuticulares de L3 de este parásito (McGillivery et 

al., 1992). Así mismo, al analizar ovinos resistentes a T. circumcincta se ha 

demostrado una correlación negativa entre la carga de vermes y la actividad de 

los eosinófilos tisulares  (Stevenson et al., 1994). Todos estos estudios parecen 

indicar que los eosinófilos jugarían un papel importante en la obtención de una 

respuesta inmune protectora, fundamentalmente tras infecciones sensibilizantes.  

En nuestro estudio, el lote de animales inmunizados mostró unos 

recuentos medios de eosinófilos mayores que los del lote testigo y pudo 

constatarse una asociación negativa con distintos parámetros parasitológicos, 

recuento de vermes y parámetros relacionados con fecundidad (como la longitud 

de los vermes hembras y el número de huevos intrauterinos), todo lo cual sugiere 

que dicha población podría estar jugando algún papel en la protección parcial 

conferida por el inmunógeno. Estos resultados, junto con la observación en los 
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lotes de animales inmunizados de un 45,7% más de larvas inmaduras, así como 

una de reducción de un 42,2% en el recuento fecal de huevos, podría relacionar 

la presencia y actividad de los eosinófilos con cierto retraso en el desarrollo de 

las fases larvarias en los animales inmunizados, tal vez por compartir antígenos 

con epítopos comunes entre vermes adultos y estadios larvarios,  circunstancia 

que podría determinar una reducción de los recuentos fecales acumulados 

obtenidos en el estudio,  todo ello sin descartar la posibilidad de que, los 

eosinófilos pudieran llevar a cabo un efecto directo sobre los vermes adultos, 

circunstancia que no se detectó en el momento del sacrificio, pero que podría 

haber tenido lugar en el curso de la infección.  

En relación a la evolución de los linfocitos en infecciones por nematodos 

gastrointestinales, se considera de forma general que tiene lugar un incremento 

en su número tanto en la mucosa gástrica como en los linfonódulos locales, 

constatándose ciertas diferencias en función de determinados factores 

relacionados con la especie parasitaria implicada, el hospedador y el tipo de 

infección (primaria o secundaria), observándose también variaciones importantes 

en el curso de la misma (Balic et al., 2000b). 

 

El estudio inmunohistoquímico del tejido abomasal reveló un aumento en 

los recuentos de todas las poblaciones linfocitarias analizadas en el grupo de 

animales inmunizados en relación al lote testigo, llegando las diferencias a ser 

estadísticamente significativas para las poblaciones celulares MHCII
+
, CD4

+
e 

IgA
+
.  

Al correlacionar las diferentes poblaciones celulares con parámetros 

parasitológicos, una observación interesante fue la asociación negativa entre las 

células CD4
+
 y el número de vermes totales presentes en el abomaso, así como 

con los parámetros de fecundidad (huevos intrauterinos y longitud de los vermes 

hembras) en los animales inmunizados, mientras que en el lote testigo estas 

asociaciones fueron positivas. Por su parte, los recuentos de linfocitos T γδ 
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también  se correlacionaron de forma negativa con la longitud de los vermes 

hembras en el lote de animales inmunizados, observándose significación 

estadística (r=-1; p<0.001), mientras que en el caso del lote testigo,  no llegó a 

ser significativa. Otra población relacionada con este último tipo de células 

(linfocitos T WC1
+
) también mostró correlaciones negativas con parámetros de 

fecundidad del parásito en el grupo inmunizado, mientras que la relación fue 

positiva en los animales testigos. 

En base a los resultados anteriores, podemos concluir que, tras la 

inmunización con thiol-proteinasas procedentes de procedentes de productos de 

excreción/secreción  de vermes adultos de T. circumcincta en ganado caprino, se 

desarrolla una respuesta inmune  adquirida en la que predominan infiltrados 

tisulares de  linfocitos tipo MHCII+, CD4+ e IgA, por lo que estas poblaciones 

celulares podría participar en los diferentes tipos de mecanismos de defensa 

adquiridos por el hospedador tras las inmunizaciones.  

 

Al comparar nuestros resultados con los obtenidos en otros estudios de 

inmunización similares, o que analizan la resistencia adquirida tras sucesivas 

infecciones con nematodos GI, parece claro que la sensibilización previa con 

antígenos parasitarios determina una mayor presencia en la mucosa gástrica de 

células presentadoras de antígeno (MCHII
+
) (Balic et al., 2002; Ortega, 2015; 

Hernández, -datos sin publicar), tal y como observamos en nuestro estudio. 

Otra población celular que también parece estar aumentada en la mucosa gástrica 

de animales resistentes a las infecciones por nematodos GI son las de linfocitos 

T CD4
+
. Esta observación también ha sido constatada, además de en nuestro 

estudio, en ovinos reinfectados con T. circumcincta, así como en ganado caprino 

inmunizado con tiol-proteinasas a partir de vermes adultos de T. circumcincta,  y 

en reinfecciones de H. contortus (Balic et al., 2002; 2003; Halliday et al 2009; 

2010; Ortega, 2015). En caprinos inmunizados con tiol-proteinasas de H. 

contortus, también se ha constatado una respuesta inmune local caracterizada por 
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un aumento significativo de las células tras el desafío con L3 del parásito 

(Hernández, -datos sin publicar), lo que nos sugiere que este tipo de células 

podría jugar un papel inumoprotector importante frente a nematodos GI. 

Numerosos trabajos han puesto de manifiesto que los linfocitos T CD8
+
 

no parecen tener especial relevancia en el desarrollo de respuestas protectoras 

frente a nematodos GI, al menos  en ovino (Balic et al., 2003; Halliday et al 

2009; 2010), como demuestra el hecho de que la depleción de esta subpoblación 

no afecta de forma significativa la resistencia de ovinos frente a H. contortus 

(Gill et al., 1993b). Del mismo modo, en caprinos de raza majorera inmunizados 

y desafiados con L3 de H. contortus, y donde se observaron reducciones del 

número de vermes y recuentos fecales, se detectaron niveles de linfocitos CD8
+
 

menores en los animales inmunizados con respecto a los testigos (Hernández, -

datos sin publicar-). Sin embargo, en nuestro trabajo, aun utilizando el mismo 

adyuvante que el empleado en el estudio anterior,  esta población celular 

apareció en mayor proporción en los animales inmunizados que en los testigos, 

aunque  dicho aumento no llegó a la significación estadística, tal y como sucedió 

con las linfocitos MHCII+ y las CD4+. Dado que este tipo de células –CD8+- 

podrían ser responsables de la inhibición de mecanismos defensores basados en 

respuestas humorales, tal vez podría estar detrás de que no se observaran 

respuestas protectoras más llamativas, constituyendo un aspecto a evaluar a 

posteriori a fin de que la protección conferida por este tipo de antígenos fuera 

más significativa, evaluación que podría ir orientada a la utilización de otros 

adyuvantes que potenciaran las respuestas hacia la producción de anticuerpos 

específicos a nivel local, y el que se analizaran la posibilidad de que antígenos de 

T. circuncincta ejercieran un efecto inmunomodulador como parte del arsenal de 

mecanismos de evasión de la respuesta inmune desarrollada por el hospedador 

(Nisbet et al., 2010, McNeilly et al., 2013) 

Por otra parte, suele ser común que en animales resistentes a la infección 

por distintos nematodos gástricos se genera un aumento de linfocitos B en la 
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mucosa gástrica (Balic et al., 2002; 2003; Pérez et al., 2003; Halliday et al., 

2009).Una tendencia similar se ha observado en inmunizaciones de ganado 

caprino con thiol-proteinasas procedentes tanto de vermes adultos (Ortega, 

2015), como de productos de E/S de vermes adultos de T. circumcincta (el 

presente estudio), lo que, junto con otros hallazgos antes referidos, parece indicar 

que la protección inducida por este tipo de antígenos se orienta hacia la 

producción de anticuerpos específicos a nivel local. 
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1. La inmunización, utilizando fracciones enriquecidas de cisteína-

proteinasas aisladas a partir de productos excreción-secreción de vermes 

adultos de Teladorsagia circumcincta, confiere una protección parcial en 

cabras,  reflejada en  una reducción del 42.2% en el número de huevos en 

heces y en un aumento del número de formas inmaduras  en la mucosa 

gástrica. 

 

2. Los animales inmunizados no mostraron diferencias estadísticamente 

significativas en el momento del sacrificio en el recuento total de vermes 

adultos en el abomaso ni en los parámetros de fecundidad analizados 

(longitud de los vermes hembras y número de huevos intrauterinos). 

Aunque estos datos indicarían que la protección inducida por el 

inmunógeno no influiría sobre dichos parámetros, no debería descartarse 

un posible efecto, no detectado en el momento del sacrificio, sobre los 

vermes adultos a lo largo de la infección.  

 

3. El protocolo de inmunización utilizado no originó cambios significativos 

en los parámetros biopatológicos estudiados (hematocrito, proteínas 

plasmáticas y recuentos de eosinófilos, neutrófilos y linfocitos).  

 

4. En relación con la respuesta humoral local, se produjo un aumento de los 

niveles de IgA e IgG específicas en el mucus en los animales 

inmunizados en relación al lote testigo. Sin embargo, la gran variabilidad 

individual determinó que la comparación entre los valores medios de 

ambos lotes no fuese estadísticamente significativa.  

 

5. El aumento de los niveles de IgG e IgA específicas generado tras la 

inmunización y posterior desafío, produjo una intensa reacción frente a 

una fracción proteica con un peso molecular  aproximado de 36 KDa, que 

parece jugar un papel en la protección conferida por el inmunógeno en el 

presente trabajo. 
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6. La inmunización y posterior desafío origina un marcado aumento de la 

expresión de IL-2 y, en menor medida, de IL-17 e INFγ en los nódulos 

linfáticos abomasales y de IL-4 en la mucosa abomasal en los animales 

inmunizados respecto a los testigos.  

 

7. Los animales inmunizados experimentaron un aumento de todas las 

poblaciones linfocitarias analizadas en la mucosa abomasal, destacando 

las subpoblaciones de linfocitos T CD4
+
, células IgA

+
 y MHCII

+
. 

 

8. Los parámetros que mostraron relación con la inmunoprotección inducida 

fueron los niveles de anticuerpos específicos (IgA e IgG) y los recuentos 

de eosinófilos y de leucocitos globulares, lo que sugiere que las 

respuestas protectoras desarrolladas tras la inmunización son 

predominantemente de tipo Th2. Sin embargo, también se detectó 

incremento en la población de linfocitos Tγ, que se correlacionó de 

forma negativa con la longitud de los vermes hembras en el lote de 

animales inmunizado, y cuyo papel debería ser dilucidado en futuros 

trabajos. 
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Los problemas derivados al uso de antihelmínticos en el control de la 

nematodosis gastrointestinales, tales como la presencia de residuos en alimentos 

de origen animal como la aparición de resistencias, han estimulado el estudio del 

control inmunológico de diversas parasitosis. Entre los antígenos con 

propiedades inmunoprotectoras que se han investigado,  tanto en T. circumcincta 

como en otros NGI, destacan determinadas enzimas proteolíticas. Las 

importantes funciones biológicas de este tipo de enzimas en el desarrollo del 

ciclo endógeno de estos nematodos las convierten en candidatos idóneos para el 

desarrollo de vacunas que impidan, o al menos dificulten, la penetración, 

asentamiento y supervivencia del parásito dentro del hospedador. De todos esos 

tipos de proteinasas, las que parecen jugar un papel más importante en las 

relaciones parásito-hospedador, y por tanto, las mejores candidatas para el 

desarrollo de protocolos de inmunoprotección, son las tiol-proteinasas. En el 

presente estudio se ha evaluado el valor inmunoprotector en ganado caprino de 

proteinasas tipo cisteína presentes en los productos de E/S de vermes adultos de 

T. circumcincta,  así como la respuesta inmune generada tras la inmunización 

con estos productos. Con tales objetivos, se inmunizaron baifos de raza majorera 

de 6 meses de edad en el inicio de experimento. El lote inmunizado recibió tres 

dosis del inmunógeno vía intramuscular durante tres semanas consecutivas (43 

μg/dosis cisteína-proteinasas procedentes de productos de excreción-secreción 

(E/S) de vermes adultos de  T. circumcincta). Por su parte, el lote testigo sólo 

recibió tres inoculaciones con el adyuvante y el diluyente del inmunógeno. 

Ambos lotes fueron desafiados con 8000 L3 de  T. circumcincta. Todos los 

animales del estudio se sacrificaron a las 6 semanas del desafío. Los resultados 

mostraron una inmunoprotección parcial de este tipo de enzimas frente a T. 

circumcincta en ganado caprino, que  se tradujo en una reducción del número de 

huevos fecales del 42.2% a lo largo del estudio, así como de un aumento del 

porcentaje de formas inmaduras en la mucosa abomasal en los animales 

inmunizados en relación al lote testigo. La respuesta inmune inducida se 

caracterizó por un aumento de las inmunoglobulinas específicas tanto del isotipo 



Resumen 

 210 

IgG como de IgA, a nivel local y sistémico. También se observó un incremento 

significativo de eosinófilos, leucocitos globulares y linfocitos CD4+ e IgA+, así 

como de células presentadoras de antígeno (MHCII+),  a nivel de la mucosa 

abomasal. Los resultados del estudio de la expresión de citoquinas revelaron un 

destacado aumento de la expresión de la IL-2 en los animales inmunizados a 

nivel de linfonódulos, así como un incremento en la expresión de la IL-4 a nivel 

de la mucosa abomasal. El análisis del perfil proteico del extracto utilizado en las 

inmunizaciones (ES-thiol) reveló un patrón complejo de fracciones proteicas con 

pesos moleculares >120 kDa, destacando dos fracciones prominentes  con un 

peso molecular de 80 kDa aprox. y una muy tenue de 31 kDa aprox. La respuesta 

humoral generada tras la inmunización mostró una reacción muy manifiesta 

frente a polipéptidos de unos 36 kDa. 
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Gastrointestinal nematodes (GI) control relies upon different anthelmintic 

compounds that can remain as drug residues in food producing animals and have 

also contributed to parasite drug-resistance all over the world. Hence, alternative 

methods of nematode control as immunological ones have been developed.  

Different proteolytic enzymes have been used as antigens in T. circumcincta and 

others GI nematodes. Due to, these proteases play an important role in the 

endogenous GI nematodes life cycle, these can be used as candidate vaccine 

antigens to prevent or to reduce the development of this parasite in the host. The 

importance of thiol-proteases in host-parasite interaction has made these 

enzymes one of the best candidates in immunization strategies against GI 

nematodes. In this study, we have evaluated the protective immunity and the 

immune response against cysteine thiol-proteases from adult T. circumcincta ES 

antigens in goats. Groups of 6-month-old canarian goat kids were inoculated. 

Cysteine thiol-proteases from adult T. circumcincta ES antigens (43 μg) were 

administrated intramuscular three times, one dose per week, for three weeks. 

Control animal received three immunizations with adjuvant and buffer. Both 

animal groups were challenged with 8000 T. circumcincta L3. All animals were 

slaughtered 6 weeks after challenge. The immunization of goats against T. 

circumcincta with cysteine thiol-proteases induced partial levels of protection, 

representing a 42.2% reduction in fecal egg counts and higher percentage of 

abomasal juvenile nematode burdens in immunized goats than in the control 

group. Analysis of the immunological responses showed an increase in specific 

IgG and IgA levels, from local site and serum, in addition to a significant 

increase in eosinophils, globule leukocytes, CD4+ and IgA+ lymphocytes and 

antigen-presenting cells (MHC II+) in abomasal mucosa. Cytokine responses in 

immunized goats showed an increase in IL-2 expression in lymphatic nodes in 

addition to an increase in IL-4 expression in abomasal mucosa. The analysis of 

the cysteine thiol-proteases extract showed a complex pattern of antigen 

recognition with approximate molecular weights >120 kDa. Two antigens with 

approximate molecular weights 80 kDa and 31 kDa were also detected. The 
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antibody immune response after the immunization showed the recognition of a 

band of approximate 36 kDa. 
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