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Resumen.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la eficacia de una vacuna de antigenos ocultos
(H11 y H-Gal-GP), sobre la cuenta de huevos por gramo de heces (HPG) de Haemonchus
contortus, el porcentaje de eosinofilos periféricos en sangre (EP), el nivel de 1gG en sangre,
el hematocrito (Ht) y la ganancia de peso (GP) en corderas Pelibuey bajo pastoreo durante la
época de lluvia en el tropico subhiimedo de México. Se utilizaron 40 corderas Pelibuey de 6
meses de edad criadas libres de nematodos gastrointestinales (NGI) y un peso promedio de
33 +£4.47 kg. Las corderas fueron distribuidas al azar en dos grupos (n=20): a) Grupo Control
sin tratamiento y b) Grupo Vacunado, tratado con 5 pg antigeno purificado (H11 y H-gal-
GP)/ animal en los dias 0, 21, 42 y 84 del estudio. Las primeras tres inmunizaciones se
aplicaron estando las corderas en estabulacion. Después de la tercera dosis dio inicid el
pastoreo (infeccidn natural con NGI) en praderas de pasto Cynodon nlemfluensis bajo riego.
La ultima inmunizacién se realiz6 6 semanas después del inicio del pastoreo. A los 58 dias
después de la ultima inmunizacion (dia 142 del estudio) 5 animales de cada grupo fueron
inoculadas con 7500 larvas Lz de H. contortus/animal. El dia O del estudio y cada 14 dias,
las corderas fueron pesadas individualmente y se tomaron muestras de heces, sangre y suero
para determinar la cuenta de HPG de NGI, Ht, EP y los niveles de IgG. La vacunacion no
mostrd efecto alguno sobre la GP y Ht. La infeccién con NGI en los corderos durante el
pastoreo fue patente a partir del dia 28 del estudio (grupo vacunado = 10 HPG de NGI y
grupo control = 27.5 HPG de NGI, P>0.05). La eficacia de la vacunacion al reto con H.
contortus sobre la cuenta de HPG fue de 95% (P<0.05). El porcentaje de EP fue mayor en el
grupo vacunado durante todo el estudio (P<0.05), sin embargo, los niveles de 1gG fueron
similares entre ambos grupos (P>0.05). Se concluye que la inmunizacién de corderas de pelo
bajo pastoreo con una vacuna de antigenos ocultos (H11 y H-Gal-GP) fue eficaz para el
control de H. contortus, mejoro la respuesta eosinofilica, redujo la cuenta de HPG de H.
contortus ante un reto parasitario, pero no mejoré la ganancia de peso, hematocrito ni el nivel

de IgG en corderas Pelibuey en el trépico subhimedo de México.

Palabras clave: Haemonchus, Vacuna, Corderas Pelibuey, Eosinofilos, HPG.



Abstract

The objective of the present work was to evaluate the effectiveness of a vaccine with of H11
and H-gal-GP on the eggs per gram of feces (EPG) of Haemonchus contortus, the percentage
of blood peripheral eosinophils (BPE), the level of 1gG, the hematocrit (Ht) and weight gain
(GP) In Pelibuey ewe lambs under grazing conditions during the rainy season in the sub-
humid tropics of Mexico. 40 Pelibuey ewe lambs of 6 months of age reared free of
gastrointestinal nematodes (NGI) and an average weight of 33 + 4.47 kg were used. The ewe
lambs were randomly distributed into two groups (n=20): a) control group without treatment
and b) vaccinated group was treated with 5 ug purified antigen (H11 and H-gal-GP)/animal
on the days 0, 21, 42 and 84 of the study. The first three immunizations were applied when
the ewe lambs were in confinement. Grazing period (natural infection with NGI) initiated
after the third immunization. The ewe lambs grazed Cynodon nlemfluensis grass under
irrigation. The last immunization was made 6 weeks after the start of the grazing. 58 days
after the last immunization (day 142 of the study), 5 animals in each group were inoculated
with 7500 L3 larvae of H. contortus/animal. The day 0 of the study and every 14 days, the
lambs were individually weighed and samples of stool, blood and serum were taken to
determine the account of EPG, HT, BPE, and IgG levels. There was no effect of VVaccination
on GP and HT. The patency of infection with NGI in lambs during the grazing was evident
on day 28 of the study (vaccinated group = 10 EPG of NGI and Control Group = 27.5 EPG
of NGI, P>0.05). The efficacy of vaccination to the challenge with H. contortus on HPG was
95% (P<0.05). The percentage of BPE was higher in the vaccinated group throughout the
study (P<0.05), however, the IgG levels were similar between both groups (P>0.05). It is
concluded that the immunization with 5ug of H11 and H-gal-GP was efficacy for the control
of H. contortus, increased the eosinophilic response, reduced EPG of H. contortus during
parasite challenge, but not improved weight gain, hematocrit or the level of IgG in Pelibuey
ewe lambs under grazing conditions during the rainy season in the sub-humid tropics of

Mexico.

Keywords: Haemonchus, Vaccine, Lambs Pelibuey, Eosinophils, EPG.
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1. Introduccion
La produccién de ovinos en pastoreo en el trépico subhimedo tiene una gran potencial para

la generacion de proteina de origen animal. Sin embargo, bajo estas condiciones los
nematodos gastrointestinales (NGI) son una limitante para la salud y produccion de los
animales que debe ser atendida (Knox et al., 2006). Los NGI son responsable de grandes
pérdidas econdmicas por sus efectos patdgenos sobre sus hospederos tales como: anemia,
diarreas, malabsorcion de nutrientes, que propician menores ganancias de peso, menor
produccién de leche (Torres-Acosta y Aguilar-Caballero, 2005a). En el tropico mexicano,
dentro de la familia Trychostrongylidae, los NGI de mayor interés son los del género
Haemonchus sp, ya que estos paréasitos son los mas frecuentes y de mayor prevalencia en el
medio ambiente. Estos NGI provocan alteraciones fisiopatoldgicas que dan lugar a signos
clinicos como: Anemia con grados variables de edema, letargo, diarrea, coloracion oscura de
las heces, pelo hirsuto, pérdida de peso, debilidad y la muerte del hospedero (Gonzalez-
Garduiio et al., 2003; Aguilar-Caballero et al., 2005). Las infecciones causadas por H.
contortus son una limitacion importante para los ovinos y caprinos tanto para la salud de los
animales como en la economia de los productores. H. contortus afecta el abomaso de su
huésped. Los parasitos adultos se alimentan de sangre y pueden causar anemia, resultando en
una mala tasa de crecimiento y pérdida de peso, infecciones graves pueden ocasionar la
muerte del hospedero. El control de los NGI por muchos afios se realizé con farmacos
quimicos (Torres-Acosta y Aguilar-Caballero, 2005b). Sin embargo, su manejo irracional
propicid la aparicion de cepas de NGI resistentes a estos farmacos (Jabbar et al., 2006,
Torres-Acosta et al., 2012, Mederos et al., 2014). Debido a esto, se estan probado diferentes
métodos alternativos para el control de los NGI (Sanyal et al., 2008). La inmunizacion contra
H. contortus es uno de los métodos alternativos que se esta probando en pequefios rumiantes
(Knox y Smith, 2001). Sin embargo, las vacunas deben tener atributos como: facilidad de
uso, estimulacion del sistema inmune del propio animal, inocuidad para el ecosistema y la
salud publica (Hernandez, 2011). La inmunizacion contra H. contortus se ha realizado usando
larvas irradiadas (Le jambre et al., 1999), antigenos naturales y ocultos del paréasito
(Hernandez, 2011). Actualmente se estd comercializando una vacuna que mostré resultados

prometedores (Smith et al., 2001). Esta fue desarrollada por el Dr. W.D. Smith del Moredun



Research Institue (Edinburgh, Scotland, UK). Esta vacuna es producida con antigenos
“ocultos” del intestino del H. contortus adulto. Posteriormente, se realiza un proceso de
purificacion cromatogréafica. Esta vacuna estimula la produccion de anticuerpos que afectan
los intestinos del parasito y su nutricién provocando la muerte de los parasitos. La eficacia
de la vacuna depende de inmunizaciones repetidas (Le Jambre et al., 2008). Este
procedimiento ha mostrado ser un método de control eficaz en rumiantes parasitados
(Kabagambe et al., 2000; Smith et al., 2001; Le Jambre et al., 2008; Bassetto et al., 2014).
Existe evidencias de su eficacia en el Reino Unido, Australia (Le Jambre et al., 2008),
Sudafrica (Smith et al., 2001), Uruguay, Brasil (Bassetto et al., 2014) y Estados Unidos
(Kabagambe et al., 2000). El objetivo del presente trabajo fue evaluar la eficacia de una
vacuna de antigenos ocultos (H11 y H-Gal-GP), sobre la cuenta de huevos por gramo de
heces (HPG) de Haemonchus contortus, el porcentaje de eosinofilos periféricos en sangre
(EP), el nivel de 1gG en sangre, el hematocrito (Ht) y la ganancia de peso (GDP) en corderas

Pelibuey bajo pastoreo durante la época de lluvia en el tropico subhimedo de México.



2. Revision bibliografica

2.1.  Nematodos
El Phylum: Nematoda incluye el grupo mas numeroso de parasitos de los animales

domeésticos y del ser humano. Estos tipos de parasitos cuentan con un cuerpo cilindrico, no
segmentado con un tracto gastrointestinal y una cavidad general. Son de forma redonda en
seccion transversa y estan cubiertos por una cuticula resistente a la digestion intestinal. Son
gusanos que se encuentran extensamente distribuidos en una gran variedad de hébitats;
algunos tienen vida libre, otros son de plantas y de animales vertebrados o invertebrados
(Quiroz-Romero, 2002).

Los nematodos que afectan a los pequefios rumiantes son de gran importancia econémica,
debido a la elevada morbilidad y la disminucién en la ganancia de peso que provocan en sus

hospederos (Quiroz-Romero, 2002).

Las infecciones por NGI en los ovinos naturalmente ocurren bajo infecciones mixtas. Los
NGI afectan diferentes regiones del tracto gastrointestinal, observandose preferencias en las
diferentes secciones para diferentes parasitos: abomaso (Haemonchus contortus,), intestino
delgado (Tricostrongylus colubriformis), intestino grueso (Oesophagostomum columbianum,

Trichuris ovis) (Quiroz-Romero, 2002).

2.2. Clasificacion
Los nematodos gastrointestinales pertenecen al Reino: Animalia, Phylum: Nematoda, estos

se dividen en dos grandes subclases; Phasmidia y Aphasmidia. (Cordero del Campillo y Rojo
Véazquez, 2000). La subclase Phasmidia se encuentra integrada por las familias: a)
Trichostronylidae; a esta familia pertenecen los géneros, Trichostrongylus, Haemonchus,
Cooperia, Nematodirus, Mecistocirrus y Teladorsagia. b) Ancylostomidae, a esta familia
pertenece el género Bunostomum. c¢) Trichonematidae, esta familia incluye al género
Oesophagostomum. d) Strongylidae, en esta familia se encuentran el género Chabertia. €)

Rhabditidae. EI género representativo es Strongyloides.

La subclase Aphasmidia se encuentra representada dentro de las verminosis gastroentéricas
por la familia Trichuridae. EI género caracteristico de esta familia es Trichuris (Quiroz-
Romero y Figueroa-Castillo, 2011).



2.3. Familia Trichostrongylidae
Los parésitos pertenecientes a la familia Trichostrongylidae generalmente se localizan en el

tracto digestivo de rumiantes, equinos y otros vertebrados. Estos son nematodos filiformes
que miden de 0.3 a 4 cm de longitud. El aparato reproductor de las hembras es bicornal. La
vulva se localiza en el tercio posterior del cuerpo. Los machos tienen bolsa copuladora bien
desarrollada. Los huevos salen con las heces en fase de blastula con un nimero variable de
blastdémeros (16-32), segun especie (Cordero del Campillo y Rojo Vazquez, 2000). Los
géneros mas importantes son Trichostrongylus, Ostertagia (Teladorsagia), Marshallagia,
Cooperia, Nematodirus, Haemonchus y Mecistocirrus. Su distribucion es mundial (Kassai
T., 1999).

2.4. Género Haemonchus Cobb
Las especies que pertenecen a este género se encuentran en el abomaso de los rumiantes. Los

parésitos adultos pueden llegar a medir entre 10 y 30 mm, estos cuentan con una capsula
bucal pequefia que posee una lanceta. Las papilas cervicales son prominentes y la bolsa
copuladora del macho es grande, siendo caracteristico el 16bulo dorsal pequefio y asimétrico.
La vulva suele estar protegida por una solapa o lengueta (Bowman, 2011). Existen 12
especies representativas de este género. La especie que afecta a los pequefios rumiantes se
Ilama H. contortus y la especie que parasita al ganado vacuno es H. placei, pudiéndose

establecer entre ambas algunas diferencias morfoldgicas y genéticas (Lindqvist et al., 2001).

2.5. Haemonchus contortus
El H. contortus es un nematodo que parasita el abomaso de ovejas y cabras. El H. contortus

es un parasito hematdfago. Este se alimenta de la sangre de su hospedero, provocando
anemia en los animales infectados. Es facilmente detectable a simple vista en su etapa de
adulto, ya que debido a sus habitos alimenticios, este cuenta con una coloracién rojiza en el
intestino, que en las hembras alterna con el color blanco de los cordones sexuales enrollados.
Las hembras miden entre 18-30 mm de largo y 0.4-0.5 mm de ancho, mientras que los machos
tienen una longitud de 10-20 mm de largo y 0.1- 0.15 mm de ancho (Zajac, 2012). Los
machos poseen una bolsa copuladora caudal en la que se observan dos I6bulos laterales
simétricos y un lobulo dorsal asimétrico, ademas de dos espiculas y un gubernaculo. En las
hembras se puede apreciar una amplia solapa supravulvar en el cuarto posterior del cuerpo,

el tamafio de la solapa vulvar de la hembra es variable, pudiendo ser muy prominente, o



practicamente inapreciable. (Gomez Mufioz, 2002). Los huevos de H. contortus cuentan con
una morfologia tipica de estrongiloides, miden entre 70-85 x 41-48 um, y salen con las heces
del hospedador conteniendo una morula de 16-32 blastémeros (Zajac, 2012).

2.6. Ciclo biologico de H. contortus
El ciclo bioldgico del H. contortus es monoxeno (huevo-larva-adulto) con fase larvaria libre.

Los huevos son eliminados en las heces, si las condiciones ambientales son adecuadas, del
huevo se desarrolla en larva de primer estadio (L-1), la larva 1 muda a larva 2 en 1-2 dias.
Posteriormente estas pasan a larvas tres (L-3) de 5 dias hasta 4 meses. Las L-3 son la fase

infectante del paréasito (Aguilar et al., 2011).

Las larvas infectantes pueden migrar vertical y horizontalmente en el pasto. La migracién
vertical les permite subir a las gotas de rocio que se encuentran en la punta de la planta en las
mafanas o en los dias nublados. Estas condiciones permiten a las larvas ser ingeridas por las
ovejas durante el pastoreo. En el rumen experimentan el desenvaine por accion del acido
carbonico (H2C0s) procedente del hospedador (Petronijevic et al., 1985) y de algunas
enzimas que podrian ser lipasas, pseudocolagenasas y leucina aminopeptidasa (Rogers,
1982).

Al ser ingeridas por el animal, las larvas penetran los tejidos del abomaso e intestinos donde
mudan y pasan a L, después se transforman en Ls o preadultos que maduran sexualmente y
pasan a adultos. Tras la cépula, las hembras parasitas ponen huevos, completando asi el ciclo
bioldgico (21 dias pos ingestion de las L-3) (Aguilar-Caballero et al., 2011).

2.7. Distribucion geogréafica de H.contortus
Por muchos afios se considerd que H. contortus era un NGI que habitaba en regiones calidas

y humedas. Sin embargo, recientemente se ha probado que este puede habitar en las zonas
templadas del mundo. En Alemania, después de las nevadas con el deshielo se han reportado
brotes de hemoncosis en rebafios ovinos. En los climas tropicales, las altas temperaturas y
alta humedad relativa son factores asociados a la prevalencia de este parasito. En Yucatan
los trabajos de Torres-Acosta et al. (2004, 2006) mostraron que durante la época de lluvia las
infecciones con NGI (incluyendo a H. contortus) fueron significativamente superiores

comparado a la época de seca.



2.8. Patogenicidad de H. contortus
H. contortus se aloja en el abomaso. Se alimenta de sangre que obtiene al cortar las paredes

del abomaso. En la fase adulta, este parésito se caracteriza por su caracter hematéfago,
provocando en los animales cuadros de anemia. Se calcula que un adulto puede ingerir 0.05
ml de sangre al dia (Bowman, 2011). Las lesiones en el estbmago producidas por los
nematodos, alteran la funcionalidad de las glandulas. Esto disminuye la produccién de acido
clorhidrico, elevando el pH géastrico e impidiendo la activacion del pepsindgeno, se reduce
la produccion de pepsina y la digestion proteica. La infiltracion e inflamacién de la mucosa
altera la continuidad de las uniones desmosomicas entre células epiteliales con el
consiguiente pasaje de proteinas hacia la luz de la viscera y eventualmente de pepsindgeno
al plasma (Saddiqi et al., 2010). Los disturbios gastrointestinales y los cambios en la conducta
ingestiva de los animales propician reducciones en las ganancias de peso durante el

crecimiento y durante la lactacion de las madres.

2.9. Mecanismos de defensa
El proceso de control y eliminacion de NGI en el hospedero se considera complejo, ya que

esta atribuido a la combinacién de la inmunidad celular y la humoral (Balic et al., 2000a;
Meeusen et al., 2005). La eficacia del proceso de inmunidad es afectada por factores como:
la edad de los animales (Emery et al., 2000), estado fisiologico (Hoste et al., 2005), genética
(Terefeetal., 2007) y condiciones ambientales (O’Connor et al., 2006, 2007). Las principales
funciones del sistema inmune son: controlar el establecimiento inicial de las larvas y regular
la tasa de crecimiento de los parasitos (Tizard, 2008). En los animales se pueden diferenciar
dos tipos de resistencia frente a las parasitosis; una de ellas es la respuesta innata,
determinada por caracteristicas estructurales, bioquimicas o fisiol6gicas del hospedador, que
son capaces de evitar la implantacion o maduracion del parasito (De Veer et al., 2007). La
respuesta inmune adaptativa es un mecanismo de defensa mas evolucionado que la
inmunidad innata. En esta la respuesta es especifica del antigeno reconocido y se desarrolla
una memoria inmunoldgica (Meeusen et al., 2005). La respuesta inmune adaptativa se activa
cuando los patdgenos han superado las barreras de la inmunidad innata y han penetrado en
el organismo. Esta respuesta tarda varios dias en establecerse, el tiempo indispensable para
que el hospedador reconozca el antigeno y pueda producir la diferenciacion de los linfocitos

T y B en células efectoras. Los mecanismos efectores pueden ser especificos como por



ejemplo linfocitos, macréfagos y células dendriticas (Abbas et al., 2002). Para que se inicie
esta respuesta es necesario el reconocimiento del antigeno, por parte de los linfocitos y
posteriormente su activacion (Balic et al, 2000). La activacion de los linfocitos B conduce a
la sintesis de inmunoglobulinas, mientras que los linfocitos Th o Tc su funcion en la
produccién de linfocinas y la lisis celular (Tizard, 2008). Al igual, el hospedero cuenta con
mecanismos de defensa inespecificos como barreras fisicas o quimicas, células fagociticas
(neutrofilos y macréfagos), mediadores de inflamacion, el sistema complemento y citosinas
(Meeusen y Balic., 2000).

2.10. Factores que influyen en la respuesta inmune
2.10.1. Edad

Los corderos menores de un afio de edad presentan mayor susceptibilidad a las parasitosis
(Kassai, 1999; Schallig, 2000), esto se debe a la escasa inmunidad celular que presentan los
animales a esta edad, ya que esta tarda en desarrollarse al menos entre cuatro y seis meses en
pequefios rumiantes (Greer y Hamie, 2016). Corderos de 3-6 meses de edad adquieren
inmunidad en contra de las infecciones parasitarias de una forma mas lenta que ovejas de 8
meses de edad (Greer y Hamie, 2016). Los corderos jovenes expuestos a NGI tienen una
menor capacidad para desarrollar una respuesta inmune efectiva, resistir o eliminar las cargas
parasitarias (Greer y Hamie, 2016). Los corderos que no desarrollan una respuesta Th2
muestran un nimero menor de eosinofilos y mastocitos en la mucosa abomasal (Urban et al.,
1992; Miller, 1996). La falta de respuesta Th2 puede ser debido a un nimero menor de LT
CD4+, CD8+ y de anticuerpos especificos en corderos comparados con adultos (Colditz et
al., 1996).

2.10.2. Sexo

Con relacion al sexo de los animales se ha demostrado que los machos enteros son mas
sensibles a las infecciones con NGI. Esto como resultado del efecto negativo que tiene la
testosterona sobre la inmunidad de los animales (Torres-Acosta y Aguilar-Caballero, 2005b).
Los machos de los rumiantes son mas susceptibles que las hembras a los NGI (Asanji, 1988;
Mandonnet et al., 2003), lo que se manifiesta en mayores cargas parasitarias (Gauly et al.,
2006).



2.10.3. Especie y Raza

Entre las especies que hospedan a los NGlI, el caprino presenta una mayor susceptibilidad
que el ovino frente a la infeccion por NGI, esto se refleja en distintos pardmetros
inmunoldgicos y parasitolégicos (Huntley et al., 1995, Hoste et al., 2008). Las cabras, en
particular, muestran dificultad 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 (Gonzalez, 2002). La variacion genética de la resistencia a los NGI entre y
dentro de razas es una herramienta Util para la seleccion de razas de ovinos resistente, esta se
esta utilizando en programas de mejoramiento genético principalmente en Australia y Nueva
Zelanda (Gray, 1997; Hooda et al., 1999). Se han reportado variaciones importantes en la
resistencia a NGl entre diferentes razas ovinas; razas de pelo como la Red Massai (Preston y
Allonby, 1979), Pelibuey, Saint Croix, Barbados Blackbelly y Navajo (Courtney et al.,

1985), presentan mayor resistencia a los NGI que las razas europeas.

2.10.4. Nutricién

La respuesta inmune del hospedador eleva los requerimientos nutricionales, modifica la
distribucion de los recursos (Coop et al., 1999). En los casos con anorexia la baja
disponibilidad de recursos nutricionales se exacerba y explica las pérdidas de peso y
produccion en general (Colditz, 2008; Greer et al., 2008). El desarrollo de la inmunidad es
dependiente de nutrientes de naturaleza proteica (Colditz, 2002). La inflamacién, la
produccién de moco, los leucocitos globulares, mastocitos y eosinéfilos como respuesta
inmune ocurren en forma localizada y sistémica en presencia o por dafio ocasionado por los
NGI cuando parasitan al hospedero (Colditz, 2002). Estas respuestas modifican la direccion
del aprovechamiento de los nutrientes en el organismo del animal. EI moco es rico en
treonina, serina y prolina. Un incremento en la secrecién de moco reduce la disponibilidad
de esos amino&cidos para otras funciones del organismo del animal. La produccién de
mediadores inmunologicos como las citocinas proinflamatorias y los leucotrienos requieren
de grandes cantidades de aminoacidos azufrados y glutamina, afectando negativamente la
disponibilidad de estos nutrientes (Colditz, 2002).

2.11. Inmunidad innata frente a parasitos
La inmunidad innata comprende una serie de mecanismos celulares y moleculares, presentes

antes del encuentro con el agente patdgeno, de modo previo a la aparicion de la respuesta



adaptativa (Gutierrez-Pabellon, 2010). Estos mecanismos pueden reconocer los antigenos sin
gran capacidad de discriminacién, es decir, con independencia del tipo de antigeno
identificado, aunque no parecen estar capacitados para desarrollar memoria inmunolégica
(De Veer et al.,, 2007). Una serie de barreras externas fisicas, quimicas o bioldgicas
previenen la entrada del agente infeccioso o parasitario; una vez que éste ha burlado estas
barreras, y ha entrado en el organismo, intervienen células y factores solubles. Estos
mecanismos consisten principalmente en el proceso de fagocitosis, en la activacion del
sistema de complemento y del sistema de cininas y en la generacion de la respuesta

inflamatoria (Gutiérrez-Pabellon, 2010).

2.12. Inmunidad adaptativa frente a parasitos
La inmunidad adaptativa es un mecanismo de defensa que los animales manifiestan por

exposicion continua a un antigeno (De Veer et al., 2007). La eficacia de la respuesta es mayor
en los animales adultos comparado con los corderos (McClure et al., 2009). En los corderos
se requiere al menos 6-12 semanas de exposicion continua a los NG| para poder desarrollar
inmunidad contra los NGI (Balic et al., 2000; 2002). La inmunidad adaptativa presenta una
reaccion eficaz que involucra dos tipos de célula los linfocitos T (inmunidad celular) y los
linfocitos B (inmunidad humoral). Independientemente del tipo de mecanismo, su desarrollo
se divide en tres fases: reconocimiento del antigeno, activacion de los linfocitos y respuesta
efectora. Conforme se desarrolla la respuesta inmune protectora, los animales desarrollan
las siguientes habilidades: 1) eliminacién de las larvas ingeridas (de 5 a 7 semanas de
exposicion continua), 2) reduccion de la fecundidad de las hembras parasitas (10-12 semanas
de exposicion) y 3) expulsion de parasitos adultos (después de 16-20 semanas) (Balic et al.,
2000).

2.13. Respuesta inmunitaria contra nematodos
En condiciones dptimas, el ganado ovino es capaz de responder de forma adecuada a las

parasitosis por tricostrongilidos, eliminando la infeccion patente o bien adquiriendo una
respuesta inmune de memoria capaz de evitar reinfecciones. La induccion de la respuesta
inmune contra NGI depende del patron de citocinas expresadas durante las infecciones
(Urban et al., 1992). La respuesta inmune del hospedero a infecciones por NGI se caracteriza
por ser de tipo TH1 y TH2 (Meeusen et al., 2005). La respuesta Th1 produce las citocinas
IFN-y, IL-2 (Khan y Collins 2004). La respuesta Th1 se asocia a la inmunidad contra virus y



bacterias y cuando se presenta en las infecciones con NGI los animales muestran sensibilidad
a las infecciones. Las citoquinas producidas por Th1l promueven las respuestas citotdxica y
la activacion de macrofagos, mecanismos importantes en la defensa contra patdégenos
intracelulares (Tizard, 2008). La respuesta Th2 produce las citocinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-9,
IL-13 (Grencis, 1997). La resistencia a infecciones por helmintos es claramente dependiente
de una respuesta Th2, con liberacién de citoquinas (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13) estas
producen el reclutamiento y liberacion de mastocitos y eosindfilos en la mucosa digestiva
(Meeusen y Balic., 2000).

2.14. Inmunidad humoral
La inmunidad humoral es un tipo de respuesta adquirida que esta mediada por linfocitos B y

anticuerpos. Las inmunoglobulinas son anticuerpos presentes en la membrana de los
linfocitos B 0 que pueden ser secretados por estas. Las inmunoglobulinas IgA, 1gG e IgE,
representan a la respuesta inmune humoral en contra de las infecciones de NGI (Gill et al.,
1993). Cuando los anticuerpos alcanzan el torrente sanguineo, estos se dirigen a los tejidos
lesionados para unirse a los antigenos de excrecion y secrecion del parésito, y formar
complejos antigeno- anticuerpo. Las infecciones parasitarias se han asociado al incremento
de los niveles de IgE en rumiantes (Shaw et al., 2009). En ovinos y cabras infectados con
NGI, se han encontrado altos niveles de IgE y eosinofilos (Kataria et al., 2007) otros autores
han demostrado una influencia de IgA en la respuesta inmune en contra de H. contortus
(Amarante et al., 2005) y T. columbriformis (Pernthaner et al., 2006).

2.15. Inmunidad Celular
Las infecciones por H. contortus provocan en los animales un incremento en la proliferacion

de linfocitos en sangre y en los tejidos afectados. Los linfocitos tienen un papel importante
en la expresion de la inmunidad del hospedero en contra de los NGI (Torgerson y Lloyd.,
1992). Estas celulas son los mediadores de la inmunidad celular. La inmunidad en contra de
parasitos en ovinos Se caracteriza por la estimulacion de una respuesta de tipo Th2 (Tizard,
2008, Lacroux et al., 2006). Varios estudios demuestran el papel de estas células en contra
de los NGI (Gill et al., 1993; Balic et al., 2002) esta respuesta provoca un incremento en los
niveles de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 (Meeusen et al., 2005). Estas citocinas juegan un papel
importante en contra de las infecciones contra NGI. Se ha demostrado la participacion de los

linfocitos CD4 en infecciones experimentales de H. contortus, y la neutralizacién de estas
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células por medio de anticuerpos monoclonales mostraron una disminucion en la inmunidad
del hospedero y un aumento en las cuentas de HPG de H. contortus (Gill et al., 1993). La
inmunidad por parte de las células se expresa en los mastocitos celulares, eosindfilos
periféricos y titulares y los leucocitos globulares (De Veer et al., 2007). Los mastocitos
celulares son reconocidos como la linea celular de importancia para la expulsion de los NGl
en ovinos (Huntley et al., 1995; Macaldowie et al., 2003). Estas células contienen granulos
Ilenos de histamina, heparina y proteasas. Cuando se activan secretan citocinas como IL-4 y
IL- 5, leucotrienos y otros compuestos quimotacticos que matan a los NGI. Los eosindéfilos
son células que se infiltran en los tejidos infectados con NGI. Estos contienen granulos llenos
de proteinas cationicas, citocinas pro-inflamatorias y mediadores lipidos. Los tejidos dafiados
son el mejor estimulante de atraccion para los eosindfilos, asi como, la histamina secretada
por los mastocitos celulares (De Veer et al., 2007). La inmunidad inata contra de NGI se
encargan de evitar el establecimiento de las larvas (Balic et al., 2000). Cuando las larvas
Ilegan a la mucosa gastrointestinal los eosinofilos se aglutinan y rodean a las larvas L3 para
lesionar la cuticula de las mismas ocasionando asi su muerte (Balic et al., 2006). La accion
efectora de estas células inicia una vez que han sido reclutadas en el foco de infeccién y los
receptores presentes en su membrana, se unen a los parasitos cubiertos por IgE. Los
leucocitos globulares son considerados como mastocitos celulares que han liberado sus
granulos como resultado de la agresion hacia los NGI. En las ovejas se ha reportado
correlacion negativa entre la cuenta de leucocitos globulares y la carga parasitaria adulta.
Estas células se reconocen como las encargadas de eliminar a los NGI en su fase adulta
(McClure et al., 2000).

2.16. Métodos de control de nematodos gastrointestinales
2.16.1. Tratamiento antihelmintico
El tratamiento y control de los nematodos en los rumiantes recae en el uso de compuestos

qguimicos conocidos como antihelminticos en combinacién con determinadas medidas de

manejo en el pastoreo que reduzcan el riesgo de posibles infecciones.

Los antihelminticos utilizados para controlar a los NGI son clasificados segin su modo de
accion y se agrupan en tres familias principales de antihelminticos de amplio espectro. Los
bencimidazoles, imidasotiazoles y las lactonas macrociclicas son los compuestos mas

utilizados para el control de NGI (Zajac, 2006). Recientemente salié al mercado Europeo un
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antihelmintico Ilamada monenpantel (Mederos et al., 2014). Sin embargo, una limitante de
estos productos es la aparicion de cepas de NGI resistentes a estas farmaco (Torres-Acosta
et al., 2012; Mederos et al., 2014)

2.16.2. Métodos alternativos para el control de nematodos gastrointestinales
Ante la problematica que ha generado la resistencia parasitaria en contra de los

antihelminticos se han desarrollado métodos alternativos de control contra los NGlI, tales
como, agujas de Oxido de cobre, suplementacion alimenticia, hongos nemato6fagos,
metabolitos secundarios y la inmunizacion a través de vacunas (Aguilar Caballero et al.,
2005; Knox, 2000; Martinez-Ortiz-de-Montellano, 2010; Soto-Barrientos et al., 2011). Estos
métodos descansan sobre tres principios: a) aquellos que aumenten la resistencia del
hospedero, b) los que agoten la fuente de contaminacion, y c) los que eliminen a los
nematodos (Hoste, H. y Chartier, C., 1997). Smith y Zarlenga (2006) sugirieren que la
vacunacion contra NGI debe de considerarse mas como una herramienta epidemiolégica para
mantener bajos niveles de contaminacion de pastos que como una herramienta para suprimir

las infecciones en los animales.

2.16.3. Vacunacion
Debido al éxito alcanzado por el desarrollo de vacunas en contra de virus y bacterias, se ha

impulsado la busqueda de antigenos que generen una respuesta inmune en contra de los NGI.
Un claro ejemplo de esto es la vacuna viva irradiada contra Dictyocaulus viviparus nematodo
pulmonar del ganado bovino (Jarrett et al., 1960). Esto estimul6 el desarrollo de nuevas
investigaciones para la generacion de vacunas contra de otros NGI de la familia
Trichostrongylidae.

Se han estado probando nuevos métodos de inmunizacion en contra de H. contortus para
poder mejorar los indicadores de salud y de produccion de los animales. En esta especie la
inmunizacion se basa en tres principios que son: larvas irradiadas, antigenos naturales del

parasito y de antigenos ocultos (Hernandez-Barral, 2011).

2.16.3.1. Larvas irradiadas
Estas vacunas Implican el uso de algun estadio larvario del parasito en su forma atenuada.

La atenuacion se logra a través de la radiacion ionizante de rayos X, rayos gamma o incluso

el uso de luz ultravioleta. La inmunizacién de ovinos con larvas atenuadas de H. contortus
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ha obtenido resultados positivos en animales adultos (Smith y Christie, 1979; Stear et al.,
1999).

Por otra parte, la complejidad del mantenimiento de las cepas de parasitos impide disponer
de un numero elevado de larvas, la dificultad para alcanzar niveles reproducibles de
atenuacion y a la rapida caducidad de las vacunas, hace dificil su comercializacion (Meeusen
y Piedrafita, 2003).

2.16.3.2. Antigenos naturales
Los antigenos naturales son reconocidos seroldgicamente durante la infeccion parasitaria,

estos incluyen antigenos excretados o secretados por el parasito y antigenos somaticos. Este
tipo de vacuna puede ser eficaz en contra de nematodos que se alimentan con sangre, asi
como los que no se alimentan de sangre (Newton y Meeusen, 2003).

Se han conseguido buenos resultados en la inmunizacion con vacunas constituidas por
productos de excrecion-secrecion (E/S) asi como con productos de proteinas somaticas. Los
productos de E/S incluyen enzimas como acetilcolinesterasas, superdxido dismutasas,
proteasas, inhibidores de proteasas, anti-oxidantes y moléculas homdlogas a las citoquinas
de mamiferos, necesarias para el control de la actividad motora del nematodo, la evasion de
la respuesta inmunitaria, la penetracién de la mucosa y la alimentacion del parésito (Trap y
Boireau, 2000; Knox y Redmond, 2006). Vervelde et al., (2001) inmunizaron a ovejas de 9,
6 y 3 meses de edad con antigenos excretados-secretados de L4 y larvas adultas de 15 y 24
kD. Esta inmunizacion logro una reduccién de 82 y 77 % de las cargas de gusanos adultos
en los animales de 9 y 6 meses de edad, pero no se encontrd una reduccion significativa de
las cargas de gusanos en los animales de 3 meses en comparacion con el grupo control (34%
mas que el control) la proteccion contra las infecciones parasitarias se correlacioné con los
niveles significativamente altos de anticuerpos 1gG, IgA e IgE y con la presencia de
mastocitos en la abomasal. En otro estudio se utilizé como antigeno proteinas somaticas de
L3 de 70-83 kDa. La inmunizacién con este antigeno indujo la reduccion de las cargas de
gusanos adultos en un 45-55% y una reduccion en la excrecion de HPG en un 64-69% (Jacobs
et al., 1999). Aungue se han identificado gran cantidad de estos productos somaticos o de
E/S, no se ha logrado encontrar ninguna proteina que, de forma aislada, sea capaz de inducir

una respuesta inmune protectora (Yatsuda et al., 2003).
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2.16.3.3. Vacunas recombinantes
Se han hecho muchos intentos para producir antigenos recombinantes mediante el uso de la

biologia molecular (ADN recombinante). Uno de los antigenos recombinantes que ha
demostrado éxito, fue una vacuna que utilizaba el antigeno a partir de la glicoproteina Bm
86 de las microvellosidades intestinales de Boophilus microplus presente en las garrapatas
adultas de esta especie (Willadsen et al., 1988). Esta vacuna ha abierto las puertas a nuevas
investigaciones en contra de nematodos NGI en pequefios rumiantes especialmente con
antigenos ocultos clonados de H. contortus, lamentablemente los resultados no fueron los
esperados. Se ha probado la inmunizacion de corderos de 6 a 8 meses de edad con la
glicoproteina p-Galactsa de 35 KDa considerada como una parte del complejo H-gal-GP, esta
inmunizacion  no indujo ninguna respuesta de anticuerpos detectables, ni redujo
significativamente las cargas de HPG y ni de larvas (Newlands et al., 1999). La reproduccion
de la glicoproteina H11 se piensa que esta desempefia un papel fundamental en la destruccion
de péptidos producidos por digestion de proteina alimenticia. La reproduccion de H11
suscito un alto nivel de anticuerpos, pero sin reduccion significativa de HPG de NGI (Smith
et al., 1999). Los intentos de producir proteina H11 recombinante a gran escala han ofrecido
algunos inconvenientes ya que, es posible obtener un alto nivel de anticuerpos que reaccionan
contra la proteina nativa y la recombinante y asi bloquear la actividad enzimaética de la
proteina, in vitro estos antigenos no protegen a los animales desafiados con H. contortus o lo
hace en forma parcial, dependiendo del sistema de expresion utilizado (Newton y Meeusen,
2003).

2.16.3.4. Antigenos ocultos
Estas vacunas estan basadas en que en una infeccidn natural de NGI estas moléculas no son

reconocidas por el sistema inmune del hospedador, ya que estos antigenos no estan en
contacto con el sistema inmune del hospedero, este tipo de antigenos son adecuados en
inmunizaciones frente a parasitos hematofagos como H. contortus. Debido a la dificil
accesibilidad por parte del sistema inmune se necesitan subsecuentes inmunizaciones con
estos antigenos para lograr mantener el nivel de proteccién, ya que la inmunidad que
confieren estos antigenos no se estimula durante las infecciones naturales, como en el caso
de la vacunacién con antigenos naturales (Miller y Horohov, 2006). Muchos de los antigenos
maés efectivos identificados hasta hoy han sido aislados del intestino de H. contortus. Se han
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logrado buenos resultados en corderos inmunizados con antigenos ocultos, con las
glicoproteinas H11 y H-gal-GP (Knox et al., 2003). Las inmunizaciones con estas
glicoproteinas mostraron una proteccion sustancial contra H.contortus (Smith et al., 2001).
Estos resultados sugieren que estas proteasas y glicoproteinas estan relacionadas con la
digestion de la sangre consumida por el H. contortus. Cuando éstos son inyectados en un
animal, se estimula la produccion de anticuerpos que circulan por la sangre y, al ser ingeridos
por los parésitos hematofagos, estos anticuerpos se adhieren al intestino y bloguean los

procesos digestivos, debilitdndolos y disminuyendo su reproduccion y viabilidad.

Se demostrd por primera vez el potencial de estos tipos de antigenos a través del uso del
antigeno oculto llamado “Contortin”. Este antigeno se encuentra presente en las
microvellosidades del intestino de L4 y adultos de H. contortus. Este antigeno proporciona
proteccidn a los corderos inmunizados y reduce las cargas de HPG en un 75% (Munn et al.,
1987).

2.16.3.4.1. Antigeno H11
Esta es una glicoproteina integral de membrana localizada en las microvillosidades del

intestino de H. contortus, con actividad aminopeptidica. Esta proteina es capaz de promover
un alto grado de proteccién en corderos y hembras prefiadas, ademas de ser efectiva contra
cepas de H. contortus resistentes a antiparasitarios (Newton y Munn, 1999). Una forma pura
de H11 produjo aproximadamente una reduccion del 95% en la excrecion de HPG de H.
contortus, al igual redujo el nimero de larvas machos y hembras en un 86.5% y el 93.5%
respectivamente (Smith et al., 1993). El efecto protector comienza tan pronto como los
gusanos comienzan a ingerir la sangre (Smith y Smith, 1994). Las larvas hembras son mas
susceptibles a la inmunizacion que los machos y el nivel de proteccion correlacionada con el
anticuerpo del suero H11 (Munn et al., 1993a, b;) Se ha demostrado que la proteccion que
confiere este antigeno persiste por alrededor de 23 semanas y puede ser transferida a las crias
a través del calostro (Andrews et al., 1997), lo que indica que estd inmunizacidn se encuentra

mediada por anticuerpos.

2.16.3.4.2. Antigeno H-gal-GP
El complejo H-gal-GP (Haemonchus galactose-containing glycoprotein complex), también

es capaz de inducir altos niveles de proteccion. Este complejo proteico estd formado por

moléculas de pesos moleculares variados y actividad enzimatica principalmente de proteasa
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aspartica (degrada rapidamente hemoglobina in vitro) y metaloproteasa neutra (Smith et al.,
1999).

2.16.4.3. Vacuna de antigenos ocultos (H11 y H-Gal-GP)
La vacuna con 5ug de H11 y H-Gal-GP es una nueva opcion para el control de H. contortus,

esta puede ayudar a reducir las cargas de HPG, la contaminacion de pastos y evitar el
desarrollo de las fases adultas del parasito. La vacuna ha sido desarrollada a través de la
colaboracion del Instituto de Investigacion Moredun, Edimburgo, Escocia y el laboratorio
del Departamento de Agriculturay Alimentacion de Albany, Australia Occidental. La vacuna
se basa en el uso de las glicoproteinas H11 y H-gal-GP como antigenos. El antigeno es
formulado con adyuvante a base de saponinas (Quil A) (Smith et al., 1999). Cada dosis
contiene 5 pg antigeno purificado formulado con 1mg saponina, como adyuvante. La vacuna
tiene una vida Util de dos afios. La vacuna con 5ug de H11 y H-Gal-GP tiene una actividad
mas prolongada a diferencia de las nuevas familias de antihelminticos presentes en el
mercado. Se ha demostrado que esta vacuna puede ser eficaz en contra de cepas de parasitos

resistentes a las distintas familias antihelminticas (Andrews et al., 1997).

En distintos protocolos se ha evaluado la inmunizacién contra H. contortus a través del uso
de esta vacuna, estos han obtenido resultados favorables, ya que se ha demostrado una
reduccion en la cantidad de HPG de NGI en un 65 al 82% en los animales inmunizados, asi
como una disminucion en el nivel de anemia y una menor infeccion parasitaria de los pastos
(Cuadro 1.) (Kabagambe et al., 2000; Smith et al., 2001; LeJambre et al., 2008; Bassetto et
al., 2014). Al igual se ha demostrado un aumento en el nivel de anticuerpos IgG circulantes
en sangre que se correlacionan con la proteccion del animal en contra de los NGI (Le Jambre
et al., 2008)

16



Cuadro 1. Pruebas de eficacia de la vacuna de antigenos ocultos en diferentes paises del mundo

PAIS RAZA NUMERO DE INTERVALO DURACION | REDUCCION AUTOR
APLICACIONES ENTRE DEL DE LAS
APLICACIONES | ESTUDIO EN | CUENTAS DE
SEMANAS HPG
E.UA. Suffolk 2 3 12 65% Kabagambe et
al.,2000
Sudéfrica Dorper 5 3 12 82% Smith et al.,2001
Australia Merino 4 5-7 25 80% Le Jambre et al.,
2008
Brasil Bergamasca 6 3 27 78% Bassetto et al.,2014
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3.1. Objetivo general
El objetivo del presente trabajo fue evaluar la eficacia de una vacuna de antigenos ocultos

(H11 y H-Gal-GP), sobre la cuenta de huevos por gramo de heces (HPG) de Haemonchus
contortus, el porcentaje de eosinofilos periféricos en sangre (EP), el nivel de 1gG en sangre,
el hematocrito (Ht) y la ganancia de peso (GDP) en corderas Pelibuey bajo pastoreo durante

la época de lluvia en el tropico subhimedo de México.

3.2. Objetivos especificos
. Determinar la eficacia de una vacuna de antigenos ocultos (H11 y H-Gal-GP) sobre

la cuenta de huevos por gramo de heces (HPG) de NGI en corderas Pelibuey en pastoreo en

el tropico subhumedo de México.

. Comparar los parametros fenotipicos ganancia de peso y hematocrito en corderas
Pelibuey vacunados y no vacunados con una vacuna de antigenos ocultos (H11 y H-Gal-GP)

en el trépico subhumedo de Yucatéan.

. Comparar la respuesta en los niveles de 1gG en contra de H.contortus y el porcentaje
de eosindfilos periféricos en sangre entre corderas vacunadas y no vacunadas con una vacuna

de antigenos ocultos (H11 y H-Gal-GP) en el tropico subhiimedo de Yucatan.

4. Hipotesis
La vacuna de antigenos ocultos (H11 y H-Gal-GP) reduce la excrecion de huevos de

H.contortus en heces y reduce los efectos negativos de estos parasitos sobre los indicadores
de salud y produccion en corderas Pelibuey infectados naturalmente con H.contortus en el

tropico de Yucatan.
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Evaluar la respuesta de una vacuna realizada con antigenos ocultos del intestino
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de NGI adultos (Barbervax) contra H. Contortus en corderas pelibuey
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Resumen.
El objetivo del presente trabajo fue evaluar la eficacia de una vacuna de antigenos ocultos

(H11 y H-Gal-GP), sobre la cuenta de huevos por gramo de heces (HPG) de Haemonchus
contortus, el porcentaje de eosindfilos periféricos en sangre (EP), el nivel de 1gG en sangre,
el hematocrito (Ht) y la ganancia de peso (GP) en corderas Pelibuey bajo pastoreo durante la
época de lluvia en el tropico subhiimedo de México. Se utilizaron 40 corderas Pelibuey de 6
meses de edad criadas libres de nematodos gastrointestinales (NGI) y un peso promedio de
33 £4.47 kg. Las corderas fueron distribuidas al azar en dos grupos (n=20): a) Grupo Control
sin tratamiento y b) Grupo Vacunado, tratado con 5 pg antigeno purificado (H11 y H-gal-
GP)/ animal en los dias 0, 21, 42 y 84 del estudio. Las primeras tres inmunizaciones se
aplicaron estando las corderas en estabulacion. Después de la tercera dosis dio inicio el
pastoreo (infeccion natural con NGI) en praderas de pasto Cynodon nlemfluensis bajo riego.
La dltima inmunizacion se realizd 6 semanas después del inicio del pastoreo. A los 58 dias
después de la dltima inmunizacion (dia 142 del estudio) 5 animales de cada grupo fueron
inoculadas con 7500 larvas L3 de H. contortus/animal. El dia 0 del estudio y cada 14 dias,
las corderas fueron pesadas individualmente y se tomaron muestras de heces, sangre y suero
para determinar la cuenta de HPG de NGI, Ht, EP y los niveles de 1gG. La vacunacion no
mostrd efecto alguno sobre la GP y Ht. La infeccién con NGI en los corderos durante el
pastoreo fue patente a partir del dia 28 del estudio (grupo vacunado = 10 HPG de NGl y
grupo control = 27.5 HPG de NGI, P>0.05). La eficacia de la vacunacion al reto con H.
contortus sobre la cuenta de HPG fue de 95% (P<0.05). El porcentaje de EP fue mayor en el
grupo vacunado durante todo el estudio (P<0.05), sin embargo, los niveles de IgG fueron
similares entre ambos grupos (P>0.05). Se concluye que la inmunizacién de corderas de pelo
bajo pastoreo con 5ug de H11 y H-Gal-GP fue eficaz para el control de H. contortus, mejoro
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la respuesta eosinofilica, redujo la cuenta de HPG de H. contortus ante un reto parasitario,
pero no mejoro la ganancia de peso, hematocrito ni el nivel de 1gG en corderas Pelibuey en
el trépico subhumedo de México.

Palabras clave: Haemonchus, Vacuna, Corderas Pelibuey, Eosinofilos, HPG.

1. Introduccion
El Haemonchus contortus es un nematodo gastrointestinal (NGI) que provoca pérdidas

econdmicas en los pequefios rumiantes por su efectos negativos en la ganancia de peso y por
los costos en los tratamientos (Simpraga et al., 2015). Este parésito forma parte de las
infecciones mixtas por NGI que los animales adquieren en pastoreo y para su control se
utilizan farmacos conocidos como antihelminticos (AH) (Torres-Acosta et al., 2005). Sin
embargo, el manejo irracional de los AH ha propiciado la aparicion de cepas de NGI
resistentes a las diferentes familias de estos farmacos (Torres-Acosta et al., 2012a; Mederos
et al., 2014). Debido a esto se continta probando diferentes métodos alternativos para el
control de los NGI que buscan reducir la dependencia por AH en los rebafios (Simpraga et
al., 2015). Un método alternativo es la inmunizacion mediante vacunas (Knox & Smith,
2001). En afios recientes se ha utilizado una vacuna comercial que ha mostrado resultados
prometedores (Basseto et al., 2014). Esta fue desarrollada en Escocia por el Moredun
Research Institue (Edinburgh, Scotland, UK). Esta vacuna es producida con proteinas
“ocultas” del intestino de parasitos H. contortus adultos. La vacuna se basa en el uso de las
glicoproteinas H11 y H-gal-GP como antigenos. El antigeno es formulado con adyuvante a
base de saponinas (Quil A) (Smith et al., 1999). El protocolo de inmunizacion propuesto es
de 4 dosis (Le Jambre et al., 2008). La eficiencia de la inmunizacién combinada de H11 con
H-gal-GP en hembras susceptibles de la raza Suffolk, presentd un 67% de reduccion en el
conteo de huevos por gramo de heces (HPG) de NGI las ovejas vacunadas (Kabagambe et
al., 2000). Estudios més recientes en Australia, donde predomina el clima seco con lluvias
estacionales esporadicas, en pasturas naturalmente contaminadas, se observo una reduccion
del 82 % en HPG de NGI. Este efecto se diluyd luego de un periodo de lluvias, ocasionando
un incremento en la infestacion de las pasturas. Sin embargo, la revacunacion de las ovejas
restauro la inmunidad (Le Jambre et al., 2008). Bassetto et al. (2014) por su parte, evaluaron
la inmunizacion de borregas Bergamasca con dos dosis de la vacuna (5 or 50 ug) en

infecciones naturales con NGI, obteniendo una reduccién del 78% en la excrecion de HPG
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de NGI en ambos protocolos. Estas pruebas se han realizado hasta ahora en animales de razas
lanares. Se sabe que las ovejas de razas de pelo muestran un mayor grado de resistencia
genética contra los NGI (Saddiqi et al., 2011). Por lo tanto, es importante determinar si la
vacunacion solo contra H. contortus puede mejorar los mecanismos de proteccion contra los
NGI en estas ovejas de pelo de tal manera que se reduzca la eliminacion de HPG cuando son
expuestos a infecciones mixtas naturales durante el pastoreo. El objetivo del presente trabajo
fue evaluar la eficacia de una vacuna de antigenos ocultos (H11 y H-Gal-GP) sobre la cuenta
de huevos por gramo de heces (HPG) de Haemonchus contortus, el porcentaje de eosinéfilos
periféricos en sangre (EP), el nivel de 1gG en sangre, el hematocrito (Ht) y la ganancia de
peso (GDP) en corderas Pelibuey bajo pastoreo durante la época de lluvia en el tropico

subhimedo de México
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2. Materiales y Métodos
2.1 Ubicacion
El estudio se realiz6 durante los meses de junio a Noviembre del 2015 en una unidad de

produccién ovina de ciclo completo (San Alberto), ubicada en Poxila, Umén, Yucatan,
México (latitud: 20.8 y longitud 89.8, INEGI 2014). El clima predominante de la region es
calido subhtimedo con lluvias en verano (Aw0) y la temperatura media anual es de 26°C. La
precipitacion media estatal es de 1 100 mm anuales. La humedad relativa es de 61%-83% y

ocurren dos épocas en el afio: seca (hoviembre-mayo) y lluvia (junio-noviembre).

2.2 Animales
Se utilizaron 40 corderas Pelibuey de 180 dias de edad y un peso promedio de 33 + 4.47 kg,

criados libres de nematodos gastrointestinales desde su nacimiento hasta el inicio de la prueba
de acuerdo al protocolo descrito por Torres et al., (2004). Las corderas fueron distribuidos al
azar en dos grupos (n = 20): a) Grupo vacunado y b) grupo control. La distribucion se logré
a través del sorteo de los nimeros de identificacion de cada cordera.

2.2.1. Produccion de corderos libres de NGI.
Una semana antes del parto, las ovejas madres fueron desparasitadas, al parto y durante la

primera semana de lactancia se mantuvieron con sus crias en corrales con piso de concreto.
A partir del octavo dia las corderas fueron separadas de sus madres y aisladas en corrales con
piso de concreto. Las corderas se amamantaban dos veces al dia con sus madres o madres
nodrizas para garantizar un buen peso de destete. Adicionalmente se les ofrecia alimento
concentrado ad libitum hasta los dos meses de edad, cuando ocurria el destete total de los
corderos. El dia 0 y cada 7 dias se tomaron muestras de heces de cada cordera y fueron
procesadas a través de la técnica de flotacion y McMaster modificada para confirmar que las

corderas estaban libres de infecciones con NGI.

2.3 Alojamiento y alimentacion.
En el dia cero hasta el 42, las corderas fueron alojadas en corrales con piso de concreto y

paredes de malla borreguera para evitar el consumo de pasto. Durante este periodo fueron
alimentadas con una dieta a base de alimento balanceado para corderas en crecimiento. A
partir del dia 42 hasta el final del estudio, todos los animales salian a pastorear en las praderas

de pasto estrella de Africa (Cynodon nlemfluencis) aledafias a la unidad de produccion,
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durante 4 horas/dia (8:00-12:00). Al retorno a las instalaciones, se ofrecidé a todos los

animales un suplemento alimenticio y agua ad libitum.

2.4 Administracion de la vacuna
Los animales del grupo Vacunado fueron tratados con la vacuna de antigenos ocultos. Esta

vacuna es elaborada por el Instituto de Investigacion Moredun, Edimburgo, Escocia y el
laboratorio del Departamento de Agricultura'y Alimentacion de Albany, Australia Occidental
La vacuna se aplico en el dia cero, 21 y 42 previo al pastoreo. Posteriormente, se aplico una
cuarta dosis 6 semanas después del inicio del pastoreo. La dosis fue de 1 ml/animal via
subcutanea. Cada dosis de la vacuna contenia 5 ug de los antigenos. Esta vacuna utiliza como
antigenos el H11 y H-gal-GP provenientes de las microvellosidades del intestino de H.
contortus. La vacuna se mantuvo en refrigeracion durante su transporte para asegurar el éxito

de la vacunacion.

2.5. Obtencion de larvas infectivas
Se obtuvieron las larvas L3 de H. contortus de una borrega donadora infectada con una cepa

mono-especifica de H. contortus del estado de Yucatan. La borrega se encontraba en una
jaula metabolica para evitar el contacto con otros NGI, posteriormente se recolectaron las
heces y se realizaron coprocultivos a través de la técnica de Torres-Acosta et al (2016) en el
laboratorio de parasitologia del CCBA-UADY.

2.6 Reto con larvas Ls de H. contortus.
El dia 142 del experimento, 5 corderos de cada grupo fueron retados con 7500 larvas L3 de

H. contortus por via oral. 200 L3/kg de peso vivo (Esteban-Andrés et al., 2013). Las larvas
fueron obtenidas de corderos donadores con infeccion mono-especifica. Las larvas tenian

una semana de ser producidas y se mantuvieron en sacarosa.

2.7 Mediciones
2.7.1 Cambio de peso vivo. El dia cero y cada 14 dias los corderas fueron pesados

individualmente en una bascula electronica. Se determino el cambio de peso vivo a través de

la diferencia entre el peso final menos el peso inicial en cada muestreo.

2.7.2 Variables parasitologicas. Se tomaron muestras de heces directamente del recto en
bolsas de polietileno y se identificadas de acuerdo al animal correspondientes. Las heces

fueron procesadas a través de la técnica de McMaster modificada para determinar el nimero

35



de HPG de NGI (Rodriguez-Vivas y Cob-Galera., 2005), en el laboratorio de Parasitologia
de la FMVZ-UADY. Para determinar los géneros de larvas presentes durante el estudio se
realizaron coprocultivos de cada grupo experimental (Corticelly y Lai, 1963). Las larvas

fueron identificadas de acuerdo a Rodriguez vivas et al., 2015.

2.7.3 Variables hematoldgicas. Se tomaron dos muestras de sangre a través de la vena
yugular, una en un tubo de ensayo con EDTA vy otra con acelerador de coagulacion para
obtener suero. En la sangre entera se determin0 el porcentaje de Hematocrito (Ht) a través de
la técnica de microhematocrito capilar (Benjamin, 1991) y la concentracion de eosinofilos

periféricos en sangre a través de un conteo diferencial bajo tincion Giemsa (Harvey, 2012).

2.7.3.1 Técnica de ELISA. El antigeno utilizado fue una proteina soluble preparada a partir
de larvas L3 de H. contortus. Se utilizaron placas de microtitulacion (96 pozos Maxisorb,
Nunc, Roskilde, Dinamarca), los antigenos se diluyeron en 0,1 mg en tampén de carbonato
por pozo y se incubaron durante la noche a 4 °C. Posteriormente los pozos fueron lavados
tres veces con PBS con 0,1% de Tween 20 (PBST). Los sitios de unién fueron bloqueados
por 1 hora de con leche descremada al 5% con PBST. Las muestras de suero fueron diluidas
por triplicado 01:100 en PBST, se incubaron durante 45 minutos a temperatura ambiente. Las
placas se lavaron tres veces con PBST antes de adicion del conjugado anti ovino (IgG) en
una dilucion de 1: 5000. Después de una incubacion de 45 minutos a temperatura ambiente,
las placas se lavaron tres veces con PBST Yy posteriormente se les afiad6 50 pL del sustrato
TMB en cada pozo. La reaccién de coloracion se detuvo mediante la adicién de 50 pL por
pozo de H2SO4 2N y la densidad dptica se midié a 450 nm. (Chevrotiére et al., 2012).

2.7.4 Determinacion de la eficacia. La eficacia de la vacuna se calcul6 a través de la formula
descrita por la Wood et al., (1995) basada en las medias geométricas de las cuentas de HPG
del grupo control (GC) y el grupo tratado (GT).

E = Lamediade GC - La mediade GT X 100

La media del grupo control
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2.8 Analisis estadistico

Los datos de HPG de NGI, eosinofilos periféricos en sangre 1gG, cambio de peso vivo,
hematocrito fueron analizados mediante una prueba de T de Student, utilizando el paquete
estadistico SPSS. Los datos del conteo de huevos de NGI fueron transformados (log10 x+1)
para ajustar los datos a la distribucion normal. El nivel de significancia considerado fue P <
0.05.
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3. Resultados.
3.1 Eficacia de la vacuna
A partir del dia 170 del estudio las corderas del grupo vacunado presentaron una reduccion

del 95% en las cuentas de HPG de NGI comparado con el grupo control.

3.2 Carga de huevos por gramo de heces.
La infeccidén con NGI en los corderos durante el pastoreo fue patente a partir del dia 28 del

estudio (grupo vacunado = 10 HPG de NGI y grupo control = 27.5 HPG de NGI P>0.05). En
la figura 1, se puede observar el comportamiento que presentaron las corderas de los grupos
vacunado Yy sin vacuna sobre la cuenta de HPG de NGI (P>0.05). Debido a las bajas cargas
parasitarias el dia 142 del estudio, 10 corderos (5 por grupo) fueron infectados artificialmente
con 7500 larvas Lz de H. contortus. Como resultado del reto parasitario se observo una mayor

excrecion de HPG de NGI en el grupo control comparado con el grupo vacunado (P<0.05).

3.3 Hematocrito.
El porcentaje de hematocrito de las corderas de los grupos vacunado y control fue de 35.0 +

3.5yde 35.4 + 3.08 respectivamente. En la figura 2, se muestran los cambios en el porcentaje

de Ht entre los grupos a lo largo del estudio (P>0.05).

3.4 Respuesta de eosindfilos periféricos en sangre.
En relacion a la respuesta inmune celular, las corderas del grupo vacunado presentaron un

incremento en el porcentaje de eosindfilos periféricos en sangre a partir del dia 14 del estudio
(P <0.05). Este comportamiento se mantuvo a lo largo del estudio (P <0.05). Como se puede
observar en la figura 3, la concentracion de Eosinofilos periféricos en sangre mostraron una

respuesta positiva asociada a la inmunizacion anterior.

3.5 Respuesta en la concentracion de I1gG.
Con respecto a los niveles de 1IgG ambos grupos de animales presentaron un comportamiento

similar (P>0.05), excepto el dia 28 del estudio cuando se observa un incremento en los niveles
de 1gG en ambos grupos, el grupo vacunado presento un mayor nivel de IgG en este periodo
(P <0.05). Previo al reto parasitario se observo un descenso en los niveles de 1IgG en ambos
grupos y un amento de estos niveles después de la inoculacion de las larvas L3 a los animales
(P >0.05).
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3.5. Ganancia de peso vivo acumulado
La ganancia de peso vivo acumulado (GPVA) se presenta en el cuadro 1, donde puede

observarse la similitud en esta variable para ambos grupos de corderas, no se encontrd

diferencia significativa entre ambos grupos (P>0.05).
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4. Discusion.
Este es el primer trabajo en el tropico mexicano donde se prueba la eficacia de la vacunacion

contra H.contortus. La eficacia de la inmunizacion de la vacuna con 5ug de H11 y H-Gal-
GP en el presente estudio fue superior al reportado por otros autores quienes encontraron
eficacias de un 65% a 82% (Kabagambe et al., 2000; Smith et al., 2001; Le jambre et al.,
2008; Bassetto et al., 2014) trabajando con diferentes razas, etapas fisioldgicas y épocas del
afio. Estos autores reportaron que la eficacia de la vacunacion solo se mantenia hasta seis
semanas despues de la ultima inmunizacion. En contraste en el presente estudio mediante un
reto parasitario 8 semanas después de la Gltima inmunizacion se observo que la eficacia de
la vacuna aun fue de un 95%. Este resultado podria explicarse en funcion a la raza, la
suplementacion alimenticia durante el pastoreo y la edad de los animales (Greer y Hamie,
2016). Las ovejas de raza Pelibuey cuentan con resistencia contra los NGI (Figueroa Castillo-
et al., 2011), por lo tanto, es probable que esta condiciéon haya permitido que los animales
cuenten con una memoria inmunologica de mayor duracién. Por otra parte, los beneficios de
la suplementacion alimenticia sobre la respuesta inmune de los animales contra los NGI ha
sido revisado por otros autores (Hoste et al., 2008). En relacion a la edad, durante el estudio
las ovejas iniciaron con 6 meses de edad y finalizaron al afio. Se menciona que las ovejas en
este periodo de edad ya son capaces de montar una inmunidad fuerte contra los NGI y ante
retos parasitarios pueden salir sin verse afectados en la fase final de su crecimiento, siempre

que tengan recursos alimenticios suficientes (McClure et al., 2000; Greer y Hamie, 2016).

Durante las primeras 12 semanas de pastoreo se encontr6 una similitud en las cargas de HPG
de NGI entre los animales del grupo vacunado Yy el grupo control, esto podria deberse a la
baja infeccion de las praderas, la resistencia genética de las ovejas Pelibuey y a la
suplementacion ofrecida a los animales durante el estudio (Saddiqgi et al., 2010; Torres-
Acosta et al., 2012; Greer y Hamie, 2016). EIl manejo de las praderas es una estrategia
utilizada para reducir la infestacion de las praderas con NGI y mejorar el nivel nutricional
del rebafio (Torres-Acosta y Hoste 2008). Se ha reportado que existen razas de ovinos
resistentes a NGI, que al ser sometidos a las infecciones naturales o artificiales con H.
contortus presentan una menor excrecién de HPG, una mayor ganancia de peso y un mayor
porcentaje de Ht comparado con animales susceptibles (Greer y Hamie, 2016). Resultados
similares han sido reportados en ovinos de la raza Pelibuey en México (Morteo-Gomez et
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al., 2004). La resistencia tiene su base en la capacidad inmunoldgica de cada individuo para
responder a la parasitosis (Gill, 2000). El efecto de la suplementacion alimenticia sobre la
resiliencia y resistencia de los ovinos y caprinos en pastoreo en el tropico ha sido
documentado ampliamente (Knox et al., 2006, Torres-Acosta et al., 2012b). Durante el
pastoreo en el tropico subhimedo de México los animales no satisfacen sus necesidades
nutricionales pierden condicion corporal, se tornan anémicos y aumentan su excrecion de
HPG de NGI, con la suplementacion se observa un reversion de estos efecto negativos
(Retama-Flores et al., 2012; Garate-Gallardo et al., 2015). 28 dias después de haber iniciado
el reto parasitario se determin6 una reduccion del 97% (P<0.05) en las cuentas de HPG de
NGI por parte del grupo vacunado. Esto se pudo deber a la estimulacién del sistema inmune
a través de la inmunizacion previa con la vacuna y la adquisicién de memoria en contra de

H. contortus lo que evito el establecimiento de las larvas L3 en las ovejas del grupo vacunado.

La cuenta de HPG de NGI estan asociados a la carga de parasitos adultos en los animales
infectados (Le Jambre, 2008). En el presente estudio la severidad de la infeccién por NGI no
fue suficiente para que los animales presentaran signologia clinica o una disminucién en sus
indicadores de produccién. El Ht es un indicador de los efectos fisiopatoldgicos de las
infecciones con NGI en las ovejas (Chylinski et al., 2015). Existe una correlacion negativa
entre los valores de Ht y las cuentas de HPG de NGI (Eysker y Ploeger, (2000). Incluso el
Ht podria considerarse como una forma de estimacion indirecta de la carga paréasitaria o bien
del grado de proteccion como consecuencia de una primoinfeccion, reinfecciéon o de una
inmunizacion (Figueroa Castillo et al., 2011). Las acciones patogenas de los NGI,
particularmente de H. contortus por su alimentacion hematdfaga, afectan negativamente el
porcentaje de Ht en los ovinos infectados (Yacob et al., 2009; Saddigi et al., 2011). En el
presente estudio, ambos grupos de corderas presentaron porcentajes similares de Ht (P>0.05).
El porcentaje de Ht en ambos grupos fue superior al 30%. Estos valores muestran que no
existio efecto alguno de las infecciones con NGI sobre esta variable fisioldgica. Esto podria
deberse a las bajas por cargas de NGI en las praderas y al nivel de suplementacién de los
animales. Resultados similares utilizando la misma vacuna fueron reportados por Basseto et
al (2014) en corderos Bergamasca bajo pastoreo y suplementados con sorgo y ensilado de

maiz. La suplementacion alimenticia con energia, proteina o ambas en borregos infectados
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con NGI ha demostrado sus beneficios para el mantenimiento de los niveles de Ht en la época

de lluvia (Retama-Flores et al., 2012).

La inmunizacién de los animales provocé un incremento en el porcentaje de eosinofilos
periféricos en sangre en las corderas del grupo vacunado. lgualmente se observd un
incremento después del reto parasitario con larvas L3 de H. contortus. Esto podria indicar
que las ovejas adquirieron memoria inmunoldgica contra la haemonchosis a través de la
vacunacion. Se ha demostrado que estas células son la primera linea de defensa contra los
NGI (Balic et al., 2000). La respuesta inmune celular contra NGI en ovinos y caprinos en
estudios previos se determingé a través del conteo de eosindfilos periféricos (Huntley et al.,
1995, Macaldowie et al., 2003, Santos et al., 2014). Existe una correlacion negativa entre la
cuenta de eosindfilos y la cuenta de HPG de NGI (Yacob, et al., 2009; Figueroa Castillo et
al., 2011). Los eosinofilos reducen el establecimiento de las larvas y la poblacién de NGI
adultos (Balic et al., 2006). Se ha confirmado que al llegar las larvas a la mucosa
gastrointestinal los eosinofilos se aglutinan y rodean a las larvas L3, lesionan su cuticula
ocasionando asi su muerte (Balic et al., 2006). En el presente estudio, durante el reto con
larvas L3 de H. contortus, las corderas vacunadas mostraron una menor cuenta de HPG de
NGI (P<0.05) y una mayor cuenta de eosindfilos periféricos (P<0.05) comparado con el
grupo control. Se ha demostrado, que las infecciones experimentales con dosis multiples de
larvas L3 de H. contortus mejoran la respuesta inmune celular y humoral en ovinos (Santos
et al., 2014). La inmunizacién previa con los antigenos H-gal-GP y H11 en el grupo de
corderas vacunadas tuvo carécter protector contra la infeccion posterior con larvas L3 de H.
contortus en el reto parasitario, lo cual puede observarse en la figura 6, donde se muestra las

tendencias sobre la cuenta de HPG de NGI entre los grupos vacunado y no vacunado.

En relacion a la respuesta inmune humoral, los niveles de 1gG fueron similares en ambos
grupos de animales a lo largo del estudio (P>0.05). Esto podria deberse a las caracteristicas
de resistencia de las ovejas Pelibuey contra los NGI (Figueroa Castillo et al., 2011) o a la
exposicion continua de los ovinos a los NGI durante el pastoreo. Se plantea, que las razas de
ovinos de pelo en los tropicos cuentan con habilidad genética para resistir o tolerar a los NGI,
como resultado de la exposicion continua generacional con los NGI (Piedrafita et al., 2012;
Saddiqi et al., 2011).
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Con respecto a la ganancia de peso no se encontré diferencia significativa entre los grupos
(P>0.05). Esto podria deberse a que los NGI presentes en el area de estudio no fueron
suficientes para ocasionar alteraciones en este indicador. Se ha calculado que las pérdidas de
peso en los animales infectados con NGI estan en un rango de 20-40% (Torres-Acosta et al.,
2012b). Sin embargo, la los efecto detrimentales observados en los animales infectados con
NGI estd en funcion a la carga parasitaria (Besier et al., 2016). Sweeny et al (2011),
reportaron que corderos Doper de 9 meses de edad con cargas menores a 500 HPG
presentaron gananacias diarias de peso 95% mas alto que los corderos que presentaron cargas
de 1000 HPG de NGI. Glaji et al (2014), reportaron que cargas menores 600 HPG de NGI
no afectaron el hematocrito de los animales. Rodrigues-Vivas y Cob-Galera (2005) por su
parte, mencionan que las cargas de NGI iguales o menores a 200 HPG pueden considerarse
como leves y no suelen asociarse a alteraciones en el comportamiento productivo de los
animales. Se menciona que entre los factores que influyen sobre regulacién de la carga
parasitaria de los ovinos esta la edad, el peso vivo, la raza y la alimentacion de los animales
(Angulo-Cubillan et al., 2007). En el presente estudio las corderas de ambos grupos
mostraron la patencia de la infeccion el dia 70 del estudio y 8 meses de edad. Al respecto,
Greer y Hamie (2016), menciona que los corderos de 7 meses de edad son capaces de montar
una inmunidad fuerte contra las infecciones con NGI y expulsar a las larvas, evitando de esta
manera la implantacién de las mismas y los signos clinicos de la infeccion. Por otra parte, las
corderas fueron de raza Pelibuey, existen evidencias de que esta raza presenta un alta
resistencia contra las infecciones de NGI (Figueroa-Castillo et al., 2011; Palomo-Couoh et
al., 2016). Adicionalmente, la suplementacion alimenticia de los corderos en pastoreo ayudan
a regular sus cargas parasitarias a través de mecanismos inmunoldgicos (Hoste et al., 2008,
2016), lo cual pudo haber ocurrido en el presente estudio por la suplementacion ofrecida a

los animales durante el pastoreo.

6. Conclusion
Se concluye que la inmunizacién de corderas de pelo bajo pastoreo con la vacuna de
antigenos ocultos (H11 y H-Gal-GP) fue eficaz para el control de H. contortus, mejoré la
respuesta eosinofilica, redujo la cuenta de HPG de H. contortus ante un reto parasitario, pero
no mejord la ganancia de peso, hematocrito ni el nivel de 1gG en corderas Pelibuey en el

tropico subhumedo de México
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Cuadro 2. Promedios de ganancia de peso vivo acumulado (GPVA) en corderas inmunizadas

con una vacuna de antigenos ocultos (H11 y H-Gal-GP) y sin vacunar durante la época de

[luvias en el Trépico subhumedo de México.

Grupo N GPVA
Vacunado 20 3.8£4.082
Control 20 3.9+2.082
Total 40 3.8+3.23
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Figura 1. Ndmero promedio de huevos por gramo de heces (HPG) de nematodos
gastrointestinales en corderas de pelo tratadas con una vacuna de antigenos ocultos (grupo
vacunado) y sin tratamiento (grupo control) bajo condiciones de pastoreo en Yucatan,

México.
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Figura 2. Valores de hematocrito (%) en corderas de pelo tratadas con una vacuna de
antigenos ocultos (grupo vacunado) y sin tratamiento (grupo control) bajo condiciones de
pastoreo en Yucatan, México.
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Figura 3. Porcentaje de eosinofilos periféricos en sangre de corderas de pelo tratadas con una
vacuna de antigenos ocultos (grupo vacunado) y sin tratamiento (grupo control) bajo
condiciones de pastoreo en Yucatan, México.
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Figura 4. Nivel de IgG en corderas de pelo tratadas con una vacuna de antigenos ocultos

(grupo vacunado) y sin tratamiento (grupo control) bajo condiciones de pastoreo en Yucatan,
Mexico.
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